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INTRODUCCION.

Uno de los atractivos que tuvo el desarrollar éste tema, fue cl
aprovechar los compuestos quimicos sintetizados por la Naturaleza
como una de las opciones dentro de lo que se puede llamar una
Quimica "mds limpia"., Es posible evitarse algunos pasos de sintesis
para llegar a un compuesto que tenga una funcionalizacién vy
estereoquimica determinadas (a veces dificiles de conseguir en el
laboratorio), cuando se le encuentra como producto natural.

El objetivo de este trabajo fue aislar los iridoides glicosidicos de la
especie vegetal Lamourouxia dasyantha, cuantificarlos y utilizarlos
como intermediarios quirales en la sintesis de un alcaloide
monoterpenicopiridinico.

La familia Scrophulariaceae es taxonémicamente muy compleja debido
a la gran semejanza que existe entre la mayoria de sus géneros y
también por la cantidad de especies y subespecies que hay dentro de
algunos géneros. Esta familia es extremadamente diversa y estd bien
representada en México, ya que de los 200 géneros que se mencionan
a nivel mundial, aproximadamente 65 (el 32.5 %) se encuentran en
nuestro pafs.

La familia de las Scrophulariaceas se divide en tres subfamilias, en una
de ellas, la de las Rinantoideas, se incluye el género de las
Lamourouxias y entre sus especies estd la dasyantha.

Las especies del género Lamourouxia se encuentran distribufdas en
Chiapas, Distrito Federal, Durango, Estado de México, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacidn, Morelos, Nuevo Leén, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecasl.

En afios recientes, se ha aislado un importante nimero de productos
naturales, que pertenecen al grupo de compuestos que contienen un
esqueleto ciclopentapiranoide. Una buena cantidad de éstos han
demostrado tener actividad biolégica de interés industrial (por
ejemplo, insecticidas, perfumes) o farmacolégico (prostaglandinas).

Esto estimul6 el interés por prepararlos sintéticamente y por encontrar
los métodos para funcionalizarlos, modificar o conservar su quiralidad%



Compuestos  con actividad biolégica que presentan un esqueleto
ciclopentapiranoide.
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Los iridoides tienen un arreglo espacial definido (estereoquimica fija),
lo cual los hace potencialmente valiosos ya que se conocen muchos
ejemplos donde un estereoisémero es activo, pero no asf su
enantiémero que es inactivo y también donde dos enantiémeros de
una molécula producen efectos diferentes en un organismo vivo,
diferencias que se explican porque se necesita de cierta
estereoespecificidad para la interaccién correcta entre sustrato y
receptor; por tal razén, la bisqueda de métodos novedosos, eficientes
y, sobre todo, generales para la sintesis de compuestos orgédnicos
enantioméricamente puros se estd intensificando 3.4,

Quizds el recuerdo mds doloroso de la importancia de la
estereoquimica, haya sido la historia de la Talidomida: en los afios 60°s



se vendié la droga como la mezcla enantiomérica de sus formas (-) y
(+); la primera es un tranquilizante poderoso y la segunda es capaz de
frenar el desarrollo fetal ocasionando dafios severos.

En la actualidad, una de las facetas de la Quimica Orgdnica que muestra
gran actividad y crecimiento es la sfntesis asimétrica, que se recfiere a
la preparacién de compuestos enantioméricamente puros.

El arte de la sintesis asimétrica consiste en poder controlar las
reacciones de tal forma que sc obtenga como producto unico o
mayoritario a uno de los enantiémeros o diasteroisémeros 3.

Se emplean tres técnicas bdsicas para cuando se desea introducir un
centro asimétrico en una molécula: usar un reactivo que tenga un
centro quiral auxiliar, esto es, un grupo cercano al sitio de reaccién que
controle la estereoqufmica y que se remueva fdcilmente después; usar
un catalizador homoquiral que puede ser una enzima o un producto
sintético, y por dltimo, usar una molécula homoquiral, como bloque de
construccién, que generalmente se obtiene de una fuente natural 3,

Una estrategia que ha dado muy buenos resultados en la obtencién de
compuestos enantioméricamente puros, es la que utiliza productos
naturales 6pticamente puros como materia prima. Estos materiales,
denominados "chiral pool" (literalmente “alberca quiral"), se pueden
obtener directamente de plantas o insectos 3.9.

El esqueleto bdsico de los glicésidos iridoidales, formado por un anillo
de ciclopentapirano, uno o varios grupos funcionales y una quiralidad
determinada, es muy itil como "bloque de construccién quiral" en la
sintesis de compuestos ciclopentapiranoides biol6gicamente activos.



ANTECEDENTES

Hasta 1986 se habfan aislado mds de 300 iridoides glucosidicoséy ya
para 1993 se conocfan méds de 1000 como respuesta al gran interés
que hay por este tipo de compuestos que sirven de intermediarios en
diversas sintesis, ya que presentan un arreglo espacial definido y
gracias a las nuevas técnicas de separacién que permiten obtener
cantidades suficientes para los ensayos sintéticos y pruebas de
bioactividad.

Los iridoides representan un- grupo numeroso Yy extenso de
monoterpenoides, con un esqueleto bdsicamente formado por un anillo
de ciclopentano y wuno de pirano, que se encuentran como
constituyentes naturales de un gran nimero de plantas, generalmente
como glucdsidos (es decir, unidos a una molécula de glucosa).

Aunque el nombre iridoide es ahora generalmente aceptado, también
se les conoce por "pseudo-indikans", debido a la coloracién azul que
presentan algunos al ser hidrolizados en medios dcidos, o también se
les conoce como glucésidos de aucubina’.

Fig. 1 Estructura base de un iridoide.

Iridoide glicosfdico, cuando R=azucar

Aglicén iridoidal , cuando R=H

Los iridoides glicosidicos* se caracterizan por tener una molécula de
azicar unida mediante un enlace acetdlico al hidroxilo hemiacetdlico en
Ci.(ver fig. 1 ) Sin embargo, hay iridoides que tienen una o mds
unidades adicionales de azlicar que pueden estar enlazadas a la
molécula de azicar que estd en C| o en alguno de los grupos -OH de la
parte ciclopentanoide.



Los sustituyentes mds comunes en el esqueleto iridoidal son los
hidroxilos que estdn generalmente libres, o frecuentemente
esterificados con un acetilo o con alguno de sus homoélogos alifdticos, o
con un residuo acilo aromdtico, como el cinnamoilo o el benzoilo (a
veces sustitufdo también). Ver cuadro siguiente.

* Nos referiremos a iridoides glicosfdicos cuando la(s) unidad(es) de azdcar
unida(s) al iridoide sea(n) glucosa o cualquier otra.

ATOMO DE CARBONO SUSTITUYENTES
#1 O-p-D-glucosa
#4 CO2CH3, COOH, CH3, CH20H, CHO
#35 OH, O-p-D-glucosa
#6 JLOH, O-anillo lacténico
#7 JloH,=0
CH3, OH(OAc, OR), CH2OH(CH20Ac,
#8 CH20R), =CH2

El anillo iridoidal de seis miembros siempre presenta un doble enlace
en la posicién 3-4 , resultado de la propia biogénesis de los iridoides, y
sélo en casos muy raros no aparece esa insaturacién. Los carbonos C-10
y C-11 estdin presentes en diferentes estados de oxidacién.
Frecuentemente uno de ellos, rara vez ambos, no aparece. La unién
entre los dos ciclos es cis con una configuraciébn  para ambos
sustituyentes; el residuo O-glicosidico en C-1 tiene también
configuracién B y por ello ese carbono (C-1) presenta una configuracién
absoluta S8. K

REACCIONES GENERALES DE IRIDOIDES

El tipo de reacciones efectuadas con compuestos iridoidales, estd
condicionado a su peculiar sensibilidad frente a los 4cidos.

En medio A4cido.

En los glicésidos iridoidales, el C-1 y C-3 estdn en el estado de
oxidacién de un aldehido:
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El anillo de dihidropirano se forma como resultado de la acetalizacién
de la forma endlica del aldehfdo en C-3 con el aldehido en C-I, se tiene
entonces un hidroxilo hemiacetdlico en C-1 como resultado de Ia
reaccién anterior, la molécula es estable en tanto que esté unida a un
residuo glicosf{dico.

Cuando se hace reaccionar un iridoide glicosidico con un 4cido,
generalmente se forman productos coloridos e incoloros que coexisten
como resultado de la hidr6lisis dcida del iridoide y que pueden ser el
aglicén y/o varios compuestos resultantes de la degradacién del
esqueleto iridoidal. Depende de las condiciones experimentales, pero
principalmente del nimero y tipo de sustituyentes presentes en el
aglicén, para que se obtengan en mayor proporcién uno u otro de
dichos productos.

Los productos coloridos, resultantes de la hidrdlisis, sirven para
detectar iridoides en extractos vegetales o animales, sin embargo estos
compuestos generalmente son inestables y los colores intensos que se
observan en medio 4cido se ennegrecen mds o menos rdpido
dependiendo de las condiciones de trabajo.

En un aglic6n, la estructura dihidropirdnica esti en equilibrio con una
estructura abierta 1,5-dialdehidica:

\)
\ \\\““\ k
\

o

CHO

“CHO
0-H :

Lo primero que ocurre cuando se hidroliza un iridoide glicosidico es la



ruptura del enlace acetdlico formado entre la unidad de azicar y el
aglicén (ver fig. 2 ).
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Figura 2 , hidrélisis dcida de un iridoide glucosidico.

La doble ligadura entre C-3 y C-4 es susceptible a los ataques
electofflicos, por eso, en medio 4cido la hidratacién de la funcién enol-
eter iridoidal es una reaccién paralela a la hidrélisis del enlace
acetdlico (ver fig. 3).
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Figura 3 , hidratacion de la funciéon enol-eter.

La presencia de un grupo carbonilo en C-4 disminuye la reactividad
del sistema enol-eter respecto al ataque electrofilico8.

Existen ciertas diferencias en la hidrélisis d4cida de iridoides de acuerdo
a su arreglo estructural.

Los iridoides con un C-5 no sustituido y sistema enol-eter conjugado,
no se hidrolizan en HClI 2N a lo largo de varias horas a temperatura
ambiente. Los que presentan un C-5 no sustituido y un sistema enol-
eter no conjugado, se hidrolizan aproximadamente en una hora, bajo
las mismas condiciones, que los del caso anterior.

Estas diferencias se explican porque en el segundo caso es mds fécil la
hidratacién del sistema no conjugado enol-eter, porque éste es mds
susceptible al ataque electrofilico del H*.

Los productos de descomposicién del aglicén se han usado en la
preparaciéon de pigmentos rojos y ‘azules itiles en colorantes para
alimentos, medicinas, cosméticos, etc. Esos compuestos son
estabilizados haciéndolos reaccionar con un grupo amino primariol3.16,



Acetilacién.

El derivado mds empleado de los glicésidos iridoidales es, sin duda, el
derivado acetilado 1til para cuando se necesita purificar a un iridoide
de una mezcla polar. La acetilacién de grupos hidroxilo terciarios, como
aquellos sobre C-5 y C-8, debe hacerse en condiciones severas como lo
son la mezcla piridina-AcpO a 37° 12,

Interconversiones.

Frecuentemente los iridoides son extrafdos s6lo en pequeiias
cantidades de sus fuentes naturales; una alternativa para obtenerlos es
sintetizarlos partiendo de alglin otro iridoide que esté presente en
mayor cantidad y que sea relativamente fdcil su obtencidn.

Las reacciones de interconversién de los iridoides glicosidicos pueden
tener como producto final a otro iridoide, a un secoiridoide!?, a un
iridoide simple (aglicén) o a un precursor de algin compuesto natural
(por ejemplo, prostaglandinas). En cualquiera de estos casos, se dice
que los iridoides son usados como "materia prima quiral”.

A continuacién se presentan algunos ejemplos de cada caso.
Uno de los iridoides mds ficiles de obtener, el asperulésido, se ha

empleado como intermediario quiral en la sfntesis parcial de
prostaglandinas y también en la sintesis de otros iridoides glicosidicos:
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¢) Iridoide glicosidico ©==—=> Iridoide simple (aglicon)
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d) Iridoide glicosidico ©=—=> Precursores de Prostaglandinas
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d) Iridoide glicosidico ©——=)  Precursores de Prostaglandinas
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BIOSINTESIS DE IRIDOIDES

El punto clave en la ruta biosintética de los iridoides glicosidicos, es la
ciclizacion del intermediario dialdehfdico que proviene del pirofosfato
de geranilo, el cual genera el anillo de ciclopentano. Después, se unen
los grupos aldehido de C-1 y C-5 para cerrar lo que serd el anillo de
dihidropirano cuyo sistema hemiacetdlico estd estabilizado gracias a la
glicosilacién. Es evidente entonces, que el iridoide permanece estable
s6lo mientras exista el enlace glicosfdico "bloqueando" al grupo

hidroxilo hemiacetslico (ver fig. 4 ) 12.

16



FIGURA 4 (18,19,20,21)

BIOSINTESIS DE IRIDOIDES GLICOSIDICOS
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ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los productos naturales ciclopentanoides estdn distribuidos en plantas
e insectos.

En plantas, los iridoides glucosidicos en particular, son de gran interés
porque algunos presentan actividad farmacolégica, mientras que otros
son intermediarios, via secoiridoides, en las rutas metabdlicas que
generan alcaloides.

Y en insectos, ciertos iridoides voldtiles sirven como feromonas, otros
producidos en glindulas de defensa, sirven como pegamentos, fijadores
o fumigantes en las secreciones de defensa23.

Son los ingredientes activos de un gran nimero de plantas usadas en la
medicina popular como sedantes ligeros, febrffugos, hipotensivos,
remedios contra la tos y contra infecciones en la piel. Sin embargo, la
actividad encontrada en esas plantas no puede atribufrse tnicamente a
los iridoides.

Hay experimentos que demuestran la actividad antialimentaria de
ciertos iridoides, lo cual sugiere su presencia en las plantas como
mecanismo de defensa contra insectos24.

Ciertos iridoides glicosidicos presentan propiedades antibiéticas,
antioxidantes, inhibidoras del crecimiento vegetal o antitumorales,
pero parece ser que ésas son principalmente propiedades del aglicén
iridoidal, de acuerdo con experimentos en que tal actividad sélo se
observa después de tratar a los iridoides con B-glucosidasa, con lo cual
se libera la unidad de azdcar del iridoide glucosidico.

Hay investigaciones que sefialan al aglicén del iridoide como el
responsable de la actividad antibi6tica, por ejemplo en el caso de la
aucubigenina (aglucén de la aucubina) frente al Staphylococcus aureus
: con 1 mL de una disolucién acuosa de aucubina al 2% en presencia de
B-glucosidasa se tiene el mismo efecto que con 600 u.i. de penicilina
27,25,

Proponen también que la estructura dialdehidica es la que ocasiona tal
actividad (fig. 5), e incluso que los productos poliméricos poco solubles
resultantes de la hidrélisis pudieran ser los causantes del efecto

antimicrobial. Todas éstas son hipGtesis todavia dada la extrema
inestabilidad de los aglucones.

18



Figura 525
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Las proporciones relativas del iridoide glicosidico respecto a su aglicén
son diffciles de establecer porque probablemente con los procesos
usuales de aislamiento y purificacién se ocasiona la descomposicién de
los aglicones.

En las propiedades anteriormente descritas para los iridoides, los
aglicones pueden no ser las especies activas. La actividad biolégica

podria provenir, en lugar del agluc6n, de un derivado que es un ion
oxonio altamente electrofilico:

R R
N — O
WO NS

ION OXONIO

Varios compuestos biolégicamente activos presentan anillos sustitufdos
y fusionados en las posiciones 5,6 al igual que ciertos esqueletos
iridoidales, como por ejemplo la Swainsonina que es un alcaloide
téxico, inhibidor de la a-manosidasa y responsable del "locoismo",
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intoxicacién en el ganado6'26.

HOw-

HO"
OH

Swainsonina

Algunos iridoides puros estudiados son, por ejemplo, el harpagésido,
que presenta propiedades analgésicas, espasmddicas y antiflogisticas;
la desoxiloganina, el genip6sido, plumiérido y verbenalina, como
laxantes; el catalpol y el catalpésido, como diuréticos; la aucubina, como
estimulante de la excresién de 4cido urico por los rifiones y como
antiestresante (figura 6)27.28,

El glucésido de la verbenalina actia especificamente sobre el itero(
estimula la contraccién uterina)29’57.

Tanto el 4cido genfpico como el 4cido genipinico (iridoides no-

glicosfdicos) son antibiéticos que inhiben el crecimiento de bacterias
Gram (+) y Gram (-), de hongos, algas y protozoarios3°.
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Figura 6,

Iridoides glicosidicos y no-glicosidicos.
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Se sabe ademds que los aglucones de la aucubina, del metil éster del
escandésido, del genipésido, de la loganina, del swerosido, del
gardendsido y del gentiopicrésido, presentan actividad antitumoral vy
sus respectivos iridoides glucosidicos no31.

La actividad antiinflamatoria de algunos iridoides, dosificados de
manera local y de-manera oral, puede relacionarse directamente con su
estructura quimica. Se reporta que la hidroxi-sustitucién en C-5, la
insaturacién entre C-7 y C-8, un grupo -COOCH3 en C-4 o el anillo de
ciclopentano f{ntegro, son factores que favorecen la actividad
antiinflamatoria local (iridoides aplicados directamente sobre un
edema), y la desfavorecen las hidroxi-sustituciones en C-8 .

La actividad antiinflamatoria via oral aumenta si hay un radical
voluminoso unido a la unidad de azicar del iridoide glicosfdico,
mientras que si dicho radical estd unido al esqueleto monoterpenoide
la actividad antiinflamatoria oral disminuye y la actividad
antiinflamatoria local aumenta32,

METABOLISMO

El papel que juegan los iridoides en el metabolismo de las plantas
todavia no estd explicado del todo como para otros metabolitos
secundarios. Algunas hipStesis afirman que los iridoides participan en
el transporte y la acumulacién de glucosa, o que son sélo productos
finales. Sin embargo, su distribucién en tejidos vegetales,
frecuentemente localizada en tejidos jévenes, sugiere una répida
utilizacién en el metabolismo de la plantal2, '

Cuando los iridoides estan en altas concentraciones en las plantas, son
utilizados, por la misma planta, como materia prima para la sfntesis de
ciclopentanos sustitufdos (por ejemplo, sintones de prostaglandinas).

En algunas familias vegetales, el anillo ciclopentanoide de los iridoides
se rompe para generar secoiridoides del tipo de la secologanina, la cual
es un precursor biosintético muy importante de los alcaloides indélicos
y un "sinton" muy itil y comercialmente disponible:
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Cantleyina
Secologanina
Aunque todavia se desconoce cémo es que los insectos almacenan de
sus fuentes de alimento sustancias que no les son esenciales para vivir
(alelopatia), en muchos de ellos, los iridoides constituyen la principal
defensa quimica contra sus depredadores.

Una especie de mariposas que vive en Suiza y en Austria, tiene como
alimento favorito a plantas que contienen glicésidos iridoidales, en
ellas depositan a sus larvas que se alimentan con la planta
almacenando los iridoides que resultan de un sabor muy amargo para
sus depredadores y asi evitan ser devoradas33.

IRIDOIDES EN QUIMICA ORGANICA PREPARATIVA.

Como ya se menciond, la sintesis asimétrica es la metodologfa que
permite el acceso a fdrmacos, vitaminas, aditivos alimenticios, etc. en
su configuracién activa.

Los iridoides mis usados como materia prima quiral en la sintesis de
sintones prostanoides o prostaglandinas, son la aucubina, el
asperulésido y el catalpol debido a que se les encuentra en cantidades
apreciables en varias especies vegetales.
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AcO 0 - glu

Asperuldsido

Los iridoides son tanto Dbiosintética como sintéticamente
transformables en alcaloides monoterpénicos piridfnicos 6,34, Pero en
general, el uso extensivo de los iridoides como sintones quirales
dependerd de la disponibilidad de esas especies de plantas, que
crezcan fAcilmente y que contengan el iridoide deseado como uno de
los componentes mayoritarios.

Cuando el iridoide deseado no esté en una buena cantidad, la
separacién de los componentes individuales del extracto vegetal y de
los azﬁ6cares "contaminantes" puede resultar tediosa y consumir mucho
tiempo®,

Una vez que se aisle un iridoide de su fuente natural, hay que evaluar
qué tan factible es su wuso para sintesis quimicas posteriores,
considerando:

a) Que debe estar entre un 0.1 y un 5 % de abundancia, respecto al
peso seco de planta,

b) Que su aislamiento comprenda pocos pasos.

c) Su estructura (estereoquimica bien definida).

d) Que sea una molécula estable.

OBTENCION DEL AGLICON IRIDOIDAL.
METODOS DE HIDROLISIS.
Se habla de aglicones iridoidales cuando no hay unidad de aziicar sobre
el C-1, es decir, que estd ausente o bien que se encuentra unida a

cualquiera de los otros dtomos de carbono del esqueleto iridoidal 12,

Cuando se comenzaron a realizar estudios de actividad biolégica de



compuestos iridoidales, se descubri6 que se generaban productos de
rdpida descomposicién. Se pensé que estos productos podfan ser cl
"principio activo" de los extractos vegetales que contienen iridoides, ya
que en varios casos no habfa actividad biolégica hasta después de
ocasionar la ruptura de la unidad o unidades de azicar del esqueleto
iridoidal; entonces se propuso que los aglicones iridoidales son los
responsables de la actividad biolégica observada y surgié un g,lan
interés por el aislamiento de este tipo de compuestos.

Ademds, el tener aislado al aglicén puede ser util para elucidar las
estructuras de sus glicésidos iridoidales de origen, para conocer los
mecanismos de su degradacién o sintesis o bien pueden ser usados
como materia prima quiral en la sintesis de estructuras moleculares
complejas en las que se logre una actividad biol6gica mayor o mds
selectiva (por ejemplo, aglicones usados en sintesis de flavonoides,
prostaglandinas, alcaloides, etc).

Con los métodos encontrados en la bibliografia para obtener aglicones,

puede hacerse una clasificacién en vias enziméticas y vias quimicas de
hidrélisis.

De manera general, la via enzimdtica consiste en tener a un iridoide
glicosidico disuelto en una disolucién amortiguadora de acetatos,
agregarle una solucién acuosa de la enzima que rompa el enlace de la
unidad de azicar unida al iridoide, incubar y extraer al aglicén con el
disolvente apropiado.

Por ejemplo, para los iridoides glucosfdicos se emplea B-glucosidasa.

La via quimica incluye un calentamiento a reflujo del iridoide
glicosfdico con un 4cido inorgdnico, la neutralizacién y finalmente la
extraccién, a una fase orgdnica, del aglicén 35,36,37,

Las hidr6lisis 4cidas con 4cidos minerales a veces no son convenientes
pues se obtienen varios productos de descomposicién. La hidrélisis
enzimdtica es un método mds selectivo y costeable para cantidades
pequefias de sustrato (iridoides) porque para obtener un aglicén en

grandes cantidades ya hay que considerar que el costo se eleva
bastante.

Con el propésito de obtener hidrélisis menos agresivas para no
degradar por completo el esqueleto iridoidal, se siguen buscando otros
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reactivos hidroliticos.

Por‘ejemplo, una variante de la via quimica descrita, es la hidrélisis con
peryodato de sodio (NalO4) y dcido clorhidrico dilufdo (HCl) a temperatura
ambiente38,

Sin embargo, para cualquiera de los métodos de obtencién de aglicones es
recomendable cerciorarse que no ocurran reacciones de degradacién del aglicén
con los reactivos hidroliticos empleados; una reaccién de este tipo sucede al
realizar una hidrélisis enzimdtica y emplear NaBH4 en el proceso de
aislamiento del aglicén, se ocasiona su conversién en iridodioles :

¥ coocHs COOCH3
HO N ' 2~ CH,0H
o —_—» HO
HO " CHAOH
CH :
% OH HO” “Bh,
Aglicén de Lamiida Ciclopentenpoliol

ALCALOIDES MONOTERPENO-PIRIDINICOS.

El término “alcaloide” (semejante a un 4lcali) se aplica a un vasto grupo de
productos naturales de origen vegetal y animal que contienen nitrégeno,
cominmente formando parte de un anillo como en los pirroles, piridinas,
pirrolidinas, quinolinas o isoquinolinas; aunque también aparece en cadenas
alifdticas laterales (ver figura 7).
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FARMACOLOGICAMENTE,
ACTUA COMO LA ADRENALINA
ES UNESTIMULANTE DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

SE USA EN INVESTIGACIONES
BIOQUIMICAS,

USADA COMO ECTOPARASITICIDA
Y ANTIHELMINTICO, AUMENTA LA
PRESION SANGUINEA.

ALCALOIDE MUY VENENOSO.

SE USA EN EL TRATAMIENTO DE
LA MALARIA, ES UN VENENO
PROTOPLASMICO GENERAL,

SE USA EN REMEDIOS CONTRA
CATARRO, GRIPE Y CALAMBRES.

ES UN RELAJANTE MUSCULAR
Y VASODILATADOR CEREBRAL.

Figura 7. Alcaloides.



Cuando estos compuestos se¢ derivan de un monoterpeno (C-10), se
tienen alcaloides monoterpénicos, y si ademds en el alcaloide
monoterpénico estd aromatizado el heterociclo se dice que se tiene un
alcaloide monoterpénico-piridinico. En los alcaloides monoterpénicos el
dtomo de oxigeno en la posicién 2 de los iridoides de origen, se
encuentra sustituido por un dtomo de nitrégeno, conservdndose el
esqueleto biciclico.

Como ha sucedido con otros compuestos, el interés original por las
plantas de las cuales han sido aislados ciertos alcaloides, proviene del
uso popular que se hace tradicionalmente de sus extractos vegetales.

R. Thomas y E. Wenker introdujeron sus teorias de la biosintesis de los
alcaloides indélicos a partir de un precursor iridoidal en 1961,
planteando. que los alcaloides podian condensarse con amoniaco y
generar series de alcaloides que contengan una unidad C-10, en lugar
de condensarse con triptamina-triptofano3?.

La afirmacién de que algunos o casi todos los alcaloides
monoterpénicos son el resultado de la adicién de amoniaco a un
iridoide o secoiridoide durante su extraccién, ha sido un tema muy
discutido. De cualquier manera, la cantidad aislada de un alcaloide a
veces no se ve afectada por el uso de Na2CO3 en lugar de amoniaco49,
en otros casos se han aislado compuestos que no son alcaloides en
ausencia de amoniaco40 y a veces el rendimiento se incrementa sé6lo
usando amoniaco4l.

Para su estudio, los alcaloides monoterpenico-piridinicos se dividen en
dos grupos: aquellos relacionados con la estructura de la actinidina,
principalmente los semejantes a la piridina, y aquellos de estructura
semejante a la gentianina, los cuales generalmente tienen un anillo de
lactona unido a la piridina42.
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ACT
Noractinidina
Valerianina

'ON LA‘GENTIANINA
Gentianidina
Gentianadina
Gentianamina

Tecostidina

Indicaina Gentioflavina
Plantagonina Fontafilina
Venoterpina Gentiatibetina
Cantleyina Oliveridina
Pedicularidina Oliverina
Pedicularina Oliveramina

Pediculina Jasminina
Pediculidina

Pediculinina

Generalmente, los alcaloides presentan una gran actividad fisiolégica

en los organismos animales, varios son venenosos. Debido a ello, son
en Farmacologfa,

compuestos de gran importancia

Toxicologfa43.44,

Actinidin

Atrayente\ “de

~  felinos(45)
Gentianadina Hipotérmico
Hipotensivo
Antiinflamatorio
Relajante muscular
Esquitanthina Sedativo
I  Tecomina Hipoglicémico

OBTENCION DE ALCALOIDES MONOTERPENO-PIRIDINICOS.

Existen cuatro vfas bésicas para
partir de un iridoide glicosidico:
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(a) Utilizando amoniaco 46

Disolucién etandlica
del compuesto iridoidal
saturada con NH;(g)

1) HCI
2) NH;
3) extraer con ACOEt

Alcaloide monoterpenico-piridinico

(b) Con un complejo férrico-amoniacal 47

Disolucién etanélica acidificada
del compuesto iridoidal

1)NH,4Fe(S04)2
2)Alcalinizar
3)Extraer con éter

Alcaloide
monoterpénico-piridfnico

(c) Formando la correspondiente dinitrofenilhidrazona48
Compuesto iridoidal
2,4-dinitrofenilhidrazina
24-dinitrofenilhidrazona Alcaloide
del iridoide monoferpénico- piridfnico
‘ HCl / CH,COOH +

Picrato del

Ciclopentenopiridi ——— cLae
pe pincina compuesto piridfnico
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(d) O con hidroxilaminas4?

Compuesto iridoidal
en 4cido acético.

Clorhidrato de
hidroxilamina / dcido
acético glacial.

Alcaloide monoterpénico-piridinico

Encontrar métodos de sintesis eficaces para este tipo de alcaloides es
importante porque teniendo cantidades suficientes serd posible
realizar pruebas de actividad biol6gica, sintetizar derivados o bien
realizar estudios que nos permitan elucidar la relacién(conecci6n)
biosintética entre los alcaloides monoterpeno-piridinicos y los iridoides
o entre los alcaloides monoterpeno-piridinicos y los demds metabolitos
secundarios que diferencian qufmicamente al vasto Reino vegetal.
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Figura 8. ALCALOIDES MONOTERPENO-PIRIDINICOS.
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OBJETIVOS

Aislar, caracterizar y cuantificar los iridoides glicosidicos presentes
en la especie Lamourouxia dasyantha, colectada en los estados de
Hidalgo y Oaxaca.

Obtener el aglucén del iridoide aislado en mayor cantidad y
posteriormente usarlo como intermediario quiral en la sintesis del
correspondiente alcaloide monoterpeno-piridinico.

Sintetizar un alcaloide monoterpeno-piridinico a partir del iridoide
aislado de Lamourouxia dasyantha, utilizando clorhidrato de
hidroxilamina en 4cido acético glacial.
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PARTE EXPERIMENTAL

Los procesos de separacién y purificacién y las reacciones quimicas,
fueron seguidas por cromatografia en placa fina usando cromatofolios
ALUGRAM SIL G-UV3s54 de 0.25 mm. de espesor.

Como reveladores se utilizaron luz ultravioleta, solucién de sulfato
cérico al 1% en 4cido sulftrico 2 N, solucién de vainillina en HCI.

Los productos fueron purificados por cristalizacién y por cromatografia.
Las cromatografias en columnas fueron realizadas empleando gel de
sflice 60 MERCK (35-70 mallas). Las cromatografias en placa
preparativa se realizaron en cromatoplacas de gel de silice SIL G-200
UVas4 de 2 mm. de espesor. Los puntos de fusién fueron determinados
en un aparato Fisher-Jones (no corregidos).

Los espectros de IR fueron realizados por la QFB Rocio Patifio M. y el Q.
Arturo Zapien en un espectrofotémetro PERKIN-ELMER 283 y NICOLET
FT-IR 55X.

Los espectros de RMN-H! fueron realizados por el Q. Atilano Garcia y la
M.C. Isabel Chdvez en los espectrémetros Variant Gemini-200 y Varian
VXR-300S.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrémetro de masas
Hewlett-Packard modelo 5945 A, con técnicas de impacto electrénico a
70 eV, por el 1.Q. Luis Velasco.

Los desplazamientos quimicos se dan en partes por millén (ppm) y las
abreviaturas empleadas son: s=singulete, d=doblete, t=triplete,
m=multiplete; las constantes de acoplamiento (J) estin dadas en Hertz.

Otras abreviaturas usadas son: c.c.f.= cromatografia en capa fina,
AcOEt=acetato de etilo, MeOH= metanol, p.f.=punto de fusién,
IR=infrarrojo, RMN-Hl= resonancia magnética nuclear de hidrégeno,
MS=espectrometria de masas.



PRIMERA PARTE. Aislamiento y caracterizacién de iridoides
glicosidicos en Lamourouxia dasyantha.

Se ocuparon cuatro lotes de plantas del mismo género y especie pero de
distinta procedencia

A la planta Lamourouxia dasyantha ya seca y almacenada por varios
meses colectada en Jigiiingo, Hidalgo, la llamaremos L-1. ‘

Las plantas frescas (Lamourouxia dasyantha) colectadas en Actopan y
Jigilingo (zona de las piramides), Hidalgo en noviembre de 1993, que
denominaremos L-2 y L-3, respectivamente.

Y el extracto metandlico de Lamourouxia dasyantha colectada en
Yanhuitldn, Oaxaca, en noviembre de 1984, la llamaremos L-4.

OBTENCION DEL EXTRACTO L-1
Con 413.7 g de planta seca y molida, del lote L-1, se realizaron
maceraciones sucesivas con hexano, cloruro de metileno y metanol.

Se obtuvieron 52.5 g del extracto metanélico se le quitaron las
clorofilas percoldndolo por una cama de celita, precipité aqui el
mannitol que se separé de la disolucién filtrando al vacfo los cristales
verdosos y lavdndolos con metanol.

OBTENCION DEL MANNITOL.

Los cristales verdosos se disolvieron en etanol caliente, se agregé
carbén activado bajo agitacién, se filtr6 por gravedad y en el filtrado se
forman cristales blancos y amarillos. Se lavaron estos cristales con
acetona a temperatura ambiente obteniéndose 4.14 g. (1%) de cristales
blancos brillantes, con p.f.= 158-1590 , Rf = 0.73 (Metanol-etanol, 1:1).
IR (KBr,pastilla) V = 3280 (O-H), 2940 (C-H), 1600 , 1460 (C-O), 1080 (C-
C), 1020 (C-C) cml. .

IH-NMR (cDCl3 + DMsO) & 3.4 a 3.7(m,8H), 4.3(sefial ancha,OH,
intercambiables con D70).

MS (EI. 70 eV) m/z (intensidades relativas) 73.1(100), 103(59.4),
61.1(56.9), 57.1(50).

Después se realizd con este extracto una cromatografia en columna
semilfquida eluyendo con acetato de etilo-metanol (desde un 25% hasta
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un 50% polar), en las primeras fracciones se separé del extracto al
compuesto reportado como actedsidoS® (V), que no cuantificamos, y en
las fracciones siguientes se detectd la salida de una mezcla de iridoides
(mezcla X), revelando con sulfato cérico al 1 % en 4cido sulfirico y
ademds con el reactivo de vainillina-HCI.

Con el grupo de fracciones en las que se obtuvo la mezcla I, se realizé
otra cromatograffa en columna semiliquida de SiOjz eluyendo con la
mezcla acetato de etilo-metanol desde un 5% hasta un 15% polar. No se
logré resolver la mezcla I. Para purificarla se realiz6 una cromatografia
en placa preparativa de SiO2, eluyendo con AcOEt-MeOH (7:3), sin
obtener la separacién completa de los iridoides y que designamos como
mezcla 1.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS L-2 y L-3.

Se trabaj6é la planta recién colectada en Actopan,Hgo.(L-2y L-3). De
881 g de planta fresca, seca y molida se obtuvieron 196 g de extracto
metanélico; después de upa cromatograffa en columna semilfquida de
SiO2 y una placa preparativa de SiO3, se aislaron 2 mg. de la mezcla I.
Con 19 g del extracto L-4, se hizo una cromatografia en columna
semilfquida de SiO2 de la cual se aislaron 0.0486 g de la mezcla de *
iridoides I, eluyendo con AcOEt-MeOH (92.5 : 7.5) .

IR (pelicula) V = 1706( CH3CO-C=CO ), 2125, 2250, 3427.8 (OH) cm'!
IH-NMR (CD30D) O 1.15(s,3H,CH3), 1.6(m,H,H-6), 2.0(mH,H-5),

2.1(mH,H-7), 2.49(s,H,H-9), 2.85(m,H,H-5), 3.75(s,6H,COOCH3),
4.15(m,2H,CHy), 5.3(m,CH=C,H-7), 5.7(d,J=6.25,H,H-1), 5.8(d,H,H-1),
7.45(s,H,H-3), 7.52(d,J=6.25,H,H-3).

OBTENCION DEL EXTRACTO L-4.

De 1.5 Kg. de la planta Lamourouxia dasyantha colectada en Qaxaca,

tratada igual que el lote L-1, se obtuvieron 50 g. de extracto metanélico
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ACETILACION DE LOS EXTRACTOS L-1 Y L-2.

1.3 g. del extracto metandlico de L-1, filtrado al vacio primero por celita
y luego por tonsil, se acetilaron a temperatura ambiente con 2 mL de
piridina y 1.5 mL de anhidrido acético recién destilados (1:2:1). EI
~matraz de reaccién sc¢ dejé 48 hrs. a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccién se traté con HCI (ac) al 10% hasta pH d4cido (neutralizacién
de la piridina). Después se lavé varias veces con agua destilada hasta
pH neutro. Se obtuvieron 0.25 g. de una mezcla color café no separable
por c.c.f.

200 mg. del extracto L-2, se acetilaron con piridina y anhidrido acético,
sin destilar (1:2:1.5 ), calentando a reflujo .y bajo agitacién por una
noche. La mezcla acetilada se pasé por una columna de tonsil para
quitar piridina y anh. acético remanentes. Se obtuvo una mezcla viscosa
color café no separable por c.c.f.

100 mg. del iridoide IT se acetilaron con 0.2 mL de piridina y 0.15 mL
de anhidrido acético, calentando 24 hrs. La piridina y anhidrido acético
remanentes se eliminaron con una destilacién al vacio. Se obtuvo una
mezcla viscosa café no separable por c.c.f.

OBTENCION DEL IRIDOIDE II.

Con 12 g. del extracto L-4 se realizé una cromatografia en columna
semilfquida usando la mezcla ACOEt-MeOH (95:5) como eluyente, se
aislé el iridoide IT (4.041 g., 33.6%), cristales blancos, p.f. 103-105 ©
(AcOEt), Rf = 0.5 ( AcOEt-MeOH, 8:2) .

IR (CHCIl3) V: 3400(0OH), 1710(COOMe),” 1630(C=C), 1290(C-C),
1075(C=0), cm-!
1H-NMR(cDcl3) O 0.9(d,3H,CH3,J=8.16), 1.9(m,2H,H-6), 2.3(m,H,H-8),

2.6(m,H,H-9), 3.75(s,3H,COOCH3), 4.08(m,2H,H-7), 5.28(d,0OH,J=4.08, sefial
intercambiable con D20), 5.8(d,H,H-1,J=4.08), 7.45(s,H,H-3).

MS (EI 70 eV) m/z (intensidades relativas) 73.1(100), 179(50),
193(50), 211(70).
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SEGUNDA PARTE. Obtencion del aglucén iridoidal y sintesis
del correspondiente alcaloide monoterpeno-piridinico.

HIDROLISIS ACIDA DEL IRIDOIDE GLUCOSIDICO I .

100 mg (2.6 X 10 -4 moles) del iridoide y 0.65 mL de agua destilada se
colocaron en un matraz bola. Bajo agitacién se le agregaron 0.12 g (5.6
X10-4 moles) de NalQO4 (s) y la mezcla se agité por 3 horas més.

Se enfrié la mezcla a 0 °C con un bafio de hielo-sal. Se agregaron
entonces 0.04 g (1.05 X 10-3 moles) de NaBH4 (s5) y se agité a
temperatura ambiente por dos horas. Se le adicionaron dos gotas de HCI
6M y un mL de éter etilico, se agité la mezcla a temperatura ambiente
por 3 horas, para después agregarle 0.05 g (5 X 10-4 moles) de bisulfito
de sodio sélido y 0.05 g (8.5 X 104 moles) de cloruro de sodio sélido. Se
observd la separacién de la fase etérea. Se hicieron varias extracciones
con éter etflico a la fase acuosa. Se reunieron las fases etéreas y se
secaron con NapSOg4 anhidro. Se concentré la fase orgdnica y se obtuvo

un aceite color café que resulté ser una mezcla de reaccién compleja, no
separable por c.c.f.

Para determinar si en el sélido blanco que aparece a los escasos 3 min.
después de la adicién del NalO4, ya se habia formado el aglucén del
iridoide II se hidrolizaron por separado el sélido blanco (93% respecto
al iridoide), y la disolucién acuosa de color amarillo que lo contiene. Se
sigui6 el procedimiento arriba descrito y después de adicionar el HCI
(ac) se obtienen, para el primero, una disolucién amarilla y, para la
segunda, un liquido viscoso color café oscuro. Después de las
extracciones etéreas se obtienen en ambos casos mezclas complejas de
productos no separables por c.c.f,

OBTENCION DEL ALCALOIDE MONOTERPENO-PIRIDINICO.

Se colocaron 100 mg (2.6 X 10-4 moles) del iridoidel[yO.lS mL (2.6 X
10-3 moles) de dcido acético glacial en un matraz bola, la disolucién se
agitd 10 minutos. Esta mezcla se agregé poco a poco a otro matraz con
clorhidrato de hidroxilamina, 0.03 g (4.3 X 10-4 moles), suspendido en
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dcido acético glacial,0.16 mL (2.8 X 10-3 moles). Se mantuvo 30 minutos
en bafio maria (30°) y se agit6 toda una noche. Se¢ neutralizé a pH=10
con NH3(ac) al 15%. Se extrajo al alcaloide con porciones de CH2Clj. Se
concentré6 la fase orgdnica obteniéndose un liquido café (80 mg),
presenta dos manchas en c.c.f. con Rf =041 y Rf=0.6 (AcOEt-MeOH, 4:1),
al revelar con luz UV, de color morado y azul claro, respectivamente; 50
mg de la mezcla de reaccién anterior, fueron aplicados en una placa
preparativa de SiO2 (9.5 X 9.5 cm) y eluyendo con AcOEt-MeOH (2:1)
fue separado el componente con Rf =0.6 que di6 prueba positiva con el
reactivo de Dragendorff, fue extraido con CH3Cly obteniéndose cristales
amorfos amarillos (15 mg ,30%) del alcaloide monoterpenopiridinico IV
, reblandece aprox. en 170°.

IR (cHci3y V = 2965 (anillo piridinico), 1730 (gpo. carbonilo), 1612 (C=N)
cm-l,
1H-NMR(CDCB)8 1.35 (d,J=7.14,3H,CH3), 1.75(m,2H,2H-7), 2.45(m,1H,H-

8), 3.25(m,2H,2H-6), 3.95 (s,3H,COOCH3), 8.15 (s, 1H,CH), 8.65 (s,1H,CH)
MS (EI 70 eV) m/z ( intensidades relativas) 207.2 (M+,100,C;1H1303N) ,
147.2 (69.9 ,CoH9ON) 176.2 ( 46.8,CjoH1002N) , 191 ( 19.5, C11H302N).
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ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS.

COOCH, COOCH3
X N
)
= ©
r CHa
CHj 0 - glu | O-glu
OH
Mussaenésido Genipésido

0.002g de la mezcla (0.001%)

C0OO0CH;
HO
X
0]
CHa 0-glu

IRIDOIDE II
4.04 g (0.3%)

COOCH;
X

/N\o
CH,

N-6xido del alcaloide
monoterpénico
piridinico (IV)

0.01 g (10 %)
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ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS.

H
H—é—OH
HO~C~H
HO—E-H
H-é-OH
H-C~OH
H -%3- OH
H

D-mannitol (III)

4.14 g (1%)
N OH
HO. l P
HO o o oV OH
Sy
OH
HO A—O
HO OH
Acteésido

(No cuantificado)
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Aislamiento de los iridoides.

Como parte de nuestro estudio sistemdtico de las plantas de la familia
Scrophulariacea de la flora mexicana, se recolectaron varios lotes de
Lamourouxia dasyantha en los estados de Hidalgo y Oaxaca, con el
objeto de hacer un estudio comparativo de su composicién quimica.

Del lote de Lamourouxia dasyantha recolectada en la zona montaiiosa
de Oaxaca (al cual denominamos lote 4, L-4) estudiada
anteriormente39, fue aislado e identificado un iridoide en cantidades
apreciables (iridoide II).

De acuerdo a los objetivos planteados para este trabajo, se localizé el
mismo género en el estado de Hidalgo, en las cercanfas de Jigiiingo
(lotes que denominamos como L-1 y L-3) y ademds en el pueblo de
Actopan (lote denominado como L-2) .

Los lotes se trabajaron segin se muestra en el esquema general
(figura 9 ).

Figura9. AISLAMIENTO DE IRIDOIDES

Planta
Maceracién en Maceracién en Maceracién
Hexano CHLClL, en MeOH
Extracto hexdnico Extracto de CH,Cl, E.xh'acto metanblico

+ Cromatografias en
columna
* semiliquidas

Iridoide glicosidico
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En cada extracto se realizé la deteccién de iridoides con el reactivo de
vainillina, dando prueba positiva sélo el extracto metandlico; en cada
uno de los extractos metandlicos se analizaron los componentes
principales por c.c.f.,, revelando con sulfato cérico se observaron
manchas azules o moradas que son las coloraciones caracteristicas de
la hidrélisis dcida de los iridoides, ver anexo uno. Cada uno de los
extractos metandlicos obtenidos de los lotes L-1, L-2 y L-3, se
purificaron por cromatograffas en columna de SiOz, de las fracciones
eluidas con AcOEt-MeOH (7:3) queddé un liquido viscoso color café que
se purific6 por cromatografia en placa preparativa eluyendo tres
veces con AcOEt-MeOH (7:3), la franja con Rf= 0.5 se extrajo con
metanol quedando un aceite color café que presenta dos manchas en
ccf. (Rf = 044 y Rf = 0.51 ) eluyendo con AcOEt-MeOH (8:2). En LR.
presenta una sefial en 1706 cm-! correspondiente al grupo
carboximetil-enol-eter de los iridoides. En RMN-H! se aprecian las
sefiales caracterfsticas para los H-1 (5.7-5.8 ppm), H-3 (7.45-7.5
ppm), H-9 (2.3-2.5 ppm) y COOCH3 (3.75 ppm); ver anexo tres.

Después de analizar detalladamente todos estos datos y de
compararlos con los descritos por L. Jiménez El-Naggar 3!, llegamos a
la conclusién de que corresponden a los compuestos Illamados
Genip6sido y Mussaenésido:
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COOCH3

A
o
?Hz 0-glu
Genipésido

TH-1 57 d

H-3 75 d
H-5 3a3s s
H-6 2a23 m
H-7 58a59 m
H-9 246 s
H-10 4.15 s
COOCH; 3.75 s
COOCH,
N
H - (0]
CHj, O -glu
Mussaenésido
i 3 éff“'dsﬁﬁ el
Hidr a?q,
H-1 581 s
H-3 7.45
H-5 2.85
H-6 y H-7 1.5a22 m
H-9 23 s
H-10 1.15 s
COOCH; 3.75
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Una vez realizado el trabajo de separacién y purificacién de los
compuestos, logramos establecer por c.c.f., eluyendo con AcOEt-MeOH
(8:2), que las sefiales de los componentes mayoritarios extraidos con
metanol son los mismos para los lotes L-1, L-2 y L-3 .

Las sefiales en c.c.f. para el extracto metandlico del lote L-4 fueron las
mismas excepto por la del iridoide II (Rf = 0.5, AcOEt-MeOH, 8:2) que

también revelaba en color azul intenso.

De las fracciones eluidas con AcOEt-MeOH (9.5-0.5), obtenidas de la
separacién cromatogrifica del lote L-4, se aislé un sélido blanco
cristalino con p.f.= 103-105°, Rf= 0.5 (AcOEt-MeOH, 8:2), que presenta
una sefial en IR en 1710 cm™! correspondiente al grupo carboximetil-
enol-eter de los iridoides, y en RMN-HI aparecen las sefales de los
hidrégenos H-1(5.8 ppm), H-3(7.4 ppm), H-9(~2.6), COOCHj3 (3.7), y de
los de la unidad de glucosa (3.2-4.8 ppm) De acuerdo con lo reportado
por A. Méndez50 estos datos espectrosc6picos corresponden al iridoide
IT , que tiene la siguiente estructura:



COOCHjg

HO
X
0
CHg O-glu

IRIDOIDE I
4.04 g (33.6% Jfespecto al extracto metandélico)

a
e
w
o
©

O
=2
w
o
oo

De los datos de espectrometria de masas podemos deducir e] siguiente
patrén de fraccionamiento para el iridoide II, mismo que apoya la
validez de la estructura arriba propuesta:
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COOCH;3 COOCH3 COQOCH;3

HO HO
~ -glu N -H20 BN
o - P o® P 0@
CH. CHg CHs

3 0-CeH10s

PM =193
PM = 390 . PM=211
l -CHs3
: COOH
HO YN\ CH;0H HO__
HO. e - ” N
: OH
(o) —0 ~ 0®
{-D-glucasa PM =73 CHa
PM= 179 PM =179

De todos los extractos metanélicos, se aislé6 también una buena
cantidad de D-mannitol (III) a lo largo de los procesos de
purificacién, con un 1% de rendimiento (respecto al peso seco de la
planta). Por lo cual se propone a la especie Lamourouxia dasyanta
como fuente natural de este azicar usado en Farmacia como
excipiente, saborizante, agente lubricante, en la determinacién de
boro, en la manufactura de resinas, plastificantes y condensadores

electroliticos y que se obtiene solamente por sintesis o de algas
marinas32,

H
!
H-C— OH
HO-(:‘,‘- H
HO—~C-H
H -(l:-ou
H"E’I"OH
H ~:C- oH
H
D-mannitol
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El Genipdsido, Mussaendsido, D-mannitol y Actedsido estdn presentes
en los tres lotes de Lamourouxia dasyantha colectados en Hidalgo y en
el lote colectado en Oaxaca. Esic iiltimo contiene ademdés al iridoide Il
en un alto contenido, lo cual nos permitié realizar una scrie de
experimentos para tratar de transformarlo en productos
biolégicamente activos.

Purificacién de iridoides.

Uno de los métodos de purificacién de iridoides mis empleados es el
de la acetilacién con piridina y anhidrido acético, que tiene como
finalidad obtener al derivado poliacetilado, de peso molecular mayor
y de polaridad menor que el iridoide de partida y que generalmente
son productos cristalinos que pueden separarse fdcilmente de la
mezcla.

En este trabajo, a pesar de que se variaron las condiciones de las
~acetilaciones (temperatura, cantidad de reactivos, tiempo de reaccién),
se obtuvieron siempre acetilaciones parciales de acuerdo con los
espectros de RMN-H!, y con las c.c.f. en las que se apreciaba un
ndmero mayor de sefiales después de acetilar las muestras, es decir,
en lugar de simplificar la mezcla problema, se complicaba,

M.L. Scarpati y M. Guiso 53 reportan acetilaciones parciales para el
siguiente iridoide:
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COOCH3

COQOCH3
HO
AN acetilacién suave HO
» ~N
(o]
HO HO 0o
CHg
. CH
O - CgH;O(0H)4 3 0 - CeH7O(0AC)4
acetilacion
proiongada
COOQCH3
HO
N
AcO o
CH3

O - CgH70(0Ac)4

Lo cual explicarfa la obtencién de los productos parcialmente
acetilados, ya que en los iridoides identificados también hay grupos
hidroxilo terciarios.

Finalmente, la purificacién de los iridoides se realiz6 con
cromatograffas en columna de SiO2 (flash o reldimpago, semiliquidas y
normales), variando, hasta optimizar, las proporciones entre la
cantidad de extracto, la de SiO2 y el didmetro de la columna de vidrio.

Obtencién del aglicén.

Obtener el aglucén del iridoide II era parte de nuestro interés porque
al tenerlo como compuesto estable, es posible realizarle ensayos de
actividad biolégica ya que la actividad antitumoral, antibiética o
inhibidora del crecimiento vegetal, por ejemplo, sélo se manifiestan
después de liberar a la unidad de glucosa de ciertos iridoides. Por ofra
parte, al establecer una estructura qufmica para tal compuesto, se
verificarfa la estructura quimica propuesta para el iridoide de partida.
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Para la obtencién de aglicones iridoidales se reportan las siguientes

metodologfas y ejemplos de estructuras qufmicas que asf han sido
tratadas:

l.- Hidrélisis enzim4tica con b-glucosidasa 25.37,

X
o

Cha O-gu

2.- Hidrélisis 4cida con H2SO4 y HCI 36.38,54,

CcHO
COOCH3
N X
0 Ha o
CH
* 0-glu(Ack CHa 5.
3.- Hidr6lisis 4cida modificada con peryodato de sodio38.
COOCH; COOCHj3;
N
0]
OH
O-glu
COOCH;3; COOCH;3
N
o N
o) (0]
O-glu O-glu
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4.- Por extraccién directa con CH2CI2 de la planta 54

CHO
\

(0]

HaC
’ oH

Para la hidrélisis 4cida, otro de nuestros objetivos fue encontrar un
método que comprendiera pocos pasos, asi que empleamos un método
quimico y no enzimitico como se reporta en la gran mayoria de los
artfculos consultados. Ademds, ya que los aglicones obtenidos por
hidrélisis con 4cidos minerales se reportan como compuestos estables,
por presentar un grupo electro-atractor, se hidrolizé al iridoide II con
HCI1 dilufdo pero no se obtuvo al aglucén correspondiente.

M. Tanaka y M. Kigawa reportan un método quimico de hidr6lisis
menos agresivo que aquellos que utilizan sélo 4cidos minerales, en el
que se hacen reaccionar una disolucién acuosa del iridoide con
peryodato de sodio, después se adiciona borohidruro de sodio con lo
que se rompe la rigidez conformacional de la molécula de glucosa
unida al iridoide, por ultimo se agrega HCI 6M y la hidrélisis 4cida se
lleva a cabo rdpidamente en condiciones relativamente suaves.
Finalmente recomiendan extraer al agluc6n con éter etilico. Se
procedié de igual forma con el iridoide II, concentramos la fase
orgdnica y por c.c.f. se observaron varias manchas de los productos de
degradacién del iridoide, que por RMN-H! no generan las sefiales que
se esperarfan para el aglucén correspondiente.

Obtencion del alcaloide monoterpeno-piridinico.

Sintetizar un alcaloide de este tipo, tiene relevancia en el estudio de la
relacién biosintética entre los iridoides y los alcaloides y para realizar
estudios de actividad biolégica en el iridoide, por un lado, y en su
alcaloide derivado por el otro, para elucidar a quién debe atribuirse la



actividad biolégica tan diversa encontrada en las especies vegetales
que los contienen.

Para la sfatesis del alcaloide monoterpeno-piridinico partimos del
iridoide II,

teniendo como antecedentes que con NHj (g) no se logra obtener al
alcaloide, pero sf utilizando sulfato férrico-amoniacal o sulfato
ciprico-amoniacal con los cuales Arturo Navarro34 obtuvo
rendimientos del 44% y 20%, respectivamente para los siguientes
alcaloides: '

cHO
N
~N
L / CHa )
N COOH
(o] \
Ha N
O-glu _N
CHs
N N
N
1 N
=N
Ha
0-glu(Ac)4 CHs

Como en el iridoide IT hay un grupo hidroxilo en C-5, la aromatizacién
del anillo de seis miembros sucederia sin necesidad de una -reaccién
redox, como sucede cuando el Boschnalésido se hace reaccionar con
sales férrico-amoniacales, segin se ilustra con el siguiente mecanismo:
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cHo a0 o

(0]
~ - glu(Ac), x
I 0 | 20 0‘\*/N'H;
O-H

Gy 0-glu(Ac), S O
a0 WOk oo
N NH, \ GoH OH
g - [ o
/\) ©

oo CHO

-
. \ { AN 2Fe gﬁ n
— ——————— +2Fe
H =N & =N
CHy OH H; 3

sino mediante deshidrataciones, se decidi6 utilizar clorhidrato de
hidroxilamina en 4cido acético, como condiciones de reaccién para
sintetizar este tipo de alcaloides.

Como resultado de esta sintesis, no obtenemos al alcaloide sino a su N-
6xido que es un sélido color amarillo que da prueba positiva con el
reactivo de Dragendorff, el cual identificamos como el compuesto IV.
En los datos de espectrometria de masas aparece la sefial del ion
molecular en 207, que se explica con la presencia de un &4tomo de
oxfgeno mis que estd unido al 4tomo de Nitrégeno porque en RMN-H!
se observan todos los protones esperados para el sistema.

El mecanismo probable es:
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COQOCH;

COOCH,
HO . HO N
EN 4c. acético
o (6}
SHa o O N
NL-o OH
\\\‘ COOCH,
Ha HO
HO H
| A CHO
C=0
) e Hoa
] . C=0
C~NH=-0H . CHy
Chi oy
l NHp-OH.HC!
COOCH;,
- HO HO
p o- ) & OH
H ?
N: Nl
W OH W OH
OH OH
-H,0
£ HO ? HO
- H0 l"' OH
| - ¢
N, N,
“\,‘ OH W OH
OH OH
(A)
l -2 H,0
COOCHy
S
& N\O
CHj

Compuesto IV
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Al parecer, se favorece la sintesis del N-6xido por la formacién del
intermediario A, este tipo de intermediarios (oximas) son los que se
reportan en la preparacién de N-6xidos por reacciones de ciclizacién
con hidroxilamina, y que resultan del ataque nucleofflico de la
hidroxilamina sobre un grupo carbonilo en el compuesto, para que
posteriormente la oxima induzca la ciclizacién y la aromatizacién del
anillo piridinico.

Investigando sobre la ocurrencia natural y la actividad biolégica de
los N-6xidos encontramos que relativamente son pocos los N-6xidos
de heterociclos arométicos que existen en la naturaleza y que la
mayoria de los N-6xidos de alcaloides extraidos de plantas presentan
una estabilizacién por puentes de hidrégeno:

O w H

E’\/

\ ““\\\ O

IODININA
Antibiético potente

De los datos de espectrometrfa de masas podemos deducir el siguiente
patrén de fraccionamiento para el N-6xido del alcaloide (IV), mismo

que apoya la validez de la estructura propuesta para dicho
compuesto:
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COOCH3

o COO’
’ c
S X Hg R
£ N\O ZN ~N
CHga CH3 CHjy
PM 207 PM 191 PM 176
-COOCH;
- COy
A .
s \
4 N\
CHj
PM 147
PM 132

Se sabe ademds que ciertos alcaloides son menos t6xicos estando como
N-6xidos sin que por ello se vea afectada su actividad biolégica, por lo
cual podrfa preferirse al N-6xido en lugar del alcaloide en Cciertos
tratamientos, por ejemplo.

La actividad fisiol6gica reportada para este tipo de compuestos
sintéticos es como antibidticos, fungistaticos, mutagénicos,
oncogénicos, carcinostdticos, sedativos y anticonvulsionantes. Ademds,
presentan propiedades catalfticas en diversas reacciones.

Cabe mencionar que ésta es la primera vez que se reporta la sintesis
de N-6xidos de alcaloides monoterpeno-piridinicos haciendo
reaccionar iridoides glucosidicos con clorhidrato de hidroxilamina en
dcido acético glacial, en la bibliografia revisada se reporta que bajo las

mismas condiciones experimentales, sélo se obtienen alcaloides
piridinicos .

Chumakov y Sherstyuk49 reportan la obtencién de anillos piridinicos
haciendo reaccionar compuestos 1,5-dicarbonilicos (que es el caso de
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la estructura dialdehidica de los iridoides) con hidroxilamina en 4cido
acético glacial,, nosotros encontramos que partiendo de iridoides con
un grupo metil ester como sustituyente en el C-4 y un hidroxilo en la
posicién C-5, es posible obtener el N-6xido del alcaloide monoterpeno-
piridinico correspondiente. Incluso pudieran obtenerse los mismos
resultados teniendo como materia prima un iridoide glicosfdico con
grupos electro-atractores en las posiciones C-4 y C-S5.
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CONCLUSIONES

¢ Fueron aislados, caracterizados y cuantificados los iridoides en las muestras
analizadas de Lamourouxia dasyvantha colectadas en Actopan (Hidalgo) y en
Yanhuitlan (Oaxaca), encontrindose que difieren en su contenido de iridoides
glucosidicos.

¢ La planta proveniente de Actopan contiene al Genipdsido y al Mussaendsido
en bajas cantidades (0.001%). En la de Yanhuitlan también se encontraron esos
iridoides pero ademds al (1S)-1-O-glc-4-carboximetil-5-hidroxi-3-irideno
(iridoide II), este Gltimo en mayor cantidad (0.3%), por lo cual pudo utilizarse
como materia prima quiral .

O El D-mannitol y el acteésido estan presentes en ambas muestras de

Lamourouxia dasyantha .

¢ No se obtuvo el aglucén del iridoide II ni al hidrolizarlo con HCl diluido, ni
mediante la hidrélisis con NalO4/NaBH4/HCl a temperatura ambiente
(condicidn reportada como mas suave que la hidrélisis con un dcido mineral).
Por lo tanto, la sintesis del alcaloide no se realizé a partir de un aglucon aislado
sino generandolo insitu.

¢ Haciendo reaccionar un iridoide glucosidico, que tiene un grupo metil ester
como sustituyente en el C-4, un hidroxilo en el C-5 y un metilo en el C-8, con
clorhidrato de hidroxilamina en acido acético glacial se obtuvo el N-6xido
del alcaloide monoterpeno-piridinico (compuesto IV) . A pesar de que se le
obtuvo con un bajo rendimiento (10 %) fue un hallazgo interesante ya que lo
esperado era solamente un alcaloide monoterpeno-piridinico. En el N-6xido
se conservd el centro quiral de la molécula de partida (C-8).

¢ La espécie Lamourouxia dasyantha es una buena fuente de D-mannitol,
hecho que sugiere la posibilidad de utilizarlo como materia prima en otro
tipo de sintesis.
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Lamourouxia dasyantha
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ANEXO UNO: AISLAMIENTO Y DETECCION DE IRIDOIDES.

‘Usualmente se les afsla de los aceites obtenidos por arrastre de vapor o
maceracién en diversos disolventes.
Se han aislado iridoides de todos los tipos de tejidos vegetales, pero
especialmente de hojas y tronco, también se les ha aislado de ciertos insectos,
microorganismos y artrépodos. ¢ .10

Su obtencién presenta algunos problemas porque los iridoides son compuestos
poco estables; se descomponen ficilmente en medio 4cido o en presencia de
enzimas, se hidrolizan y oxidan rdpidamente obteniéndose productos de
hidrélisis coloridos o incoloros.

Es importante la deteccién de iridoides antes de comenzar con su aislamiento,
para prevenir todo el trabajo que implica su separacién y purificacién.

Se recomienda, primero, seleccionar el material vegetal de acuerdo a su
composicion quimiotaxonémica para luego hacer ensayos a los extractos con
reactivos especiales para iridoides y decidir qué planta contiene el mayor
nimero y/o concentracién de iridoides.

Existen varios reactivos especificos para la deteccién de iridoides glicosidicos
en cromatografia en papel 8.11:

» Vainillina en HC} y metanol,

* p-anisidina en H3PO4 y etanol.

* SbCI3 en cloroformo.

* H2S04 2N en metanol.

* Anisaldehido al 5% y H2S04 al 5% en etanol.
¢« CCI3COOH al 5% en metanol.

¢ Benzidina y CH3COOH en etanol absoluto.

¢ Urea y HCl 2N en etanol.

¢ Glutamato monosédico acuoso al 10%.

Y para su detecciéon en cromatografia en capa fina: H2S04, IM 6 2N y sulfato
cérico en HpSO4 .

Todos los métodos involucran la hidrélisis dcida del glicésido iridoidal con lo
que se obtienen compuestos de degradacién que al reaccionar con las
sustancias arriba mencionadas dan compuestos coloridos.8
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De todos los reactivos reveladores anteriores, aquellos que contienen una
disolucién alcohélica 4cida de un aldehido aromitico son los mds usados por
ser los mdés selectivos y con los que sc consiguen colores mdés brillantes en
comparacién con aquellos reveladores que s6lo contienen un 4cido.8

ANEXO DOS: METODOLOGIA Y TECNICAS DEL AISLAMIENTO DE IRIDOIDES

Generalmente, -se comienza por extraer a los compuestos iridoidales de las
plantas en donde se detectaron. La extraccion se realiza con etanol acuoso o
metanol a temperatura ambiente. Deben evitarse las técnicas de extraccién
que involucren agua o aplicacién de calor porque puede afectarse la
estabilidad de los iridoides.

Ademis, se recomienda trabajar con material vegetal fresco porque los
glicésidos iridoidales se degradan parcialmente después de someter las
plantas a procesos de secado, con lo que se ocasiona un descenso considerable
en la concentracién de iridoides en la planta a estudiar.

Después, se realiza una purificacién preliminar para quitar sustancias de
polaridad similar a los iridoides como por ejemplo: fenoles, taninos,
flavonoides glucosfdicos, diterpenos 4cidos, etc.

En la bibliograffa se mencionan al menos tres métodos de eliminacién de
sustancias de caracter polar que interfieren en el proceso de separacién de
iridoides: Uno es con acetato de Plomo para precipitar flavonoides y taninos,
es un método tdéxico; otro es con filtraciones por 6xido de Aluminio neutro
(A1203), que no es recomendable cuando estén presentes iridoides
esterificados con una estructura aromitica, y finalmente otro en el que se
usan filtraciones através de carbén activado, requiere de mds tiempo y
atencién que los otros dos pero es ¢l mds recomendado!2,

Para la separacién de mezclas de compuestos iridoidales existen varias
técnicas, cada una con ventajas y desventajas dependiendo de la sensibilidad
de los compuestos por separar, del tiempo que requieren y del costo y
accesibilidad para el investigador. Algunas de las técnicas empleadas son:

Cromatografia en columna.

Es la técnica mds empleada. Consiste cn tener un soporte sélido adecuado
(silice, aliimina, celita, carb6n activado, celulosaetc.) en una columna de
vidrio, un sistema eluyente (que puede ser uno o varios disolventes) y aplicar
uniformemente la muestra. Se recomienda tomar en cuenta ciertas
proporciones -entre la cantidad de muestra aplicada, la cantidad dec soporte
s6lido y el largo y el didmetro de la columna de vidrio, para conseguir una
mejor separacién.!3
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Para su aplicacién, la muestra puede estar disuelta o absorbida en un material
inerte (por ejemplo celita).

El flujo del eluyente puede efectuarse por accién de la gravedad, por succidn
con un sistema de vacfo o aplicando una corriente de aire por la parte
superior de la columna.

Este método no es especifico para compuestos polares y usualmente requiere
de mucho tiempo y para lograr una buena separacidn, se necesitan
cromatografias en columna sucesivas.

istribuci contracorriente. ( CCD : _

Este método se basa en los diferentes coeficientes de particién de los solutos
en los sistemas disolventes formados por dos fases no miscibles. Tiene Ia
ventaja de no necesitar una fase estacionaria sélida con lo cual disminuye el
riesgo de la degradacién de los compuestos iridoidales durante la separacidn,
sin embargo muy pocos laboratorios lo tienen.

7

racorriente _por goteo. CD

Gotas de la fase mévil pasan a través de una columna que contiene a la fase
estacionaria. La separacién se basa en los diferentes coeficientes de particién
de los solutos respecto de la fase estacionaria. Es un método lento y muy
- costoso.

Cromatografia liquida de alta resolucién, en fase reversa. ( HPL.C )
Se logran separaciones eficientes en poco tiempo, usando pequefias cantidades
de disolvente y con una buena resolucién; sin embargo, se requiere de

purificaciones preliminares de la muestra para no contaminar las columnas
preparativas.l4

t i capa fina de resoluci PTL
Se trabaja con placas delgadas de vidrio recubiertas de una capa muy fina de
Si02, se ecluyen-colocdndolas horizontalmente dentro de una camara que
contiene al eluyente. Es un método rdpido, se consigue buena resolucién pero

se trabaja con cantidades muy pequefias de muestra cada vez y las placas son
caras.

Ademds estdn técnicas como la cromatografia en papel y en placas
preparativas, para cantidades de muestra entre 50 y 500 mg.

ANEXO TRES: ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DE IRIDOIDES POR
METODOS ESPECTROSCOPICOS.

Radiacion ultravioleta,
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El vnico croméforo presente en el esqueleto iridoidal bdsico, es el doble enlace
entre C3 y C4 , que si estd conjugado con un grupo funcional oxigenado en CJ|

-, presenta una absorcién méxima a 230 nm ( log e =4 ).

Infrarrojo.
Se tienen dos sefiales relevantes:

| O 1640- 1650 cm?

COR

o) 1690 - 1710 cm™?

Espectrometria de masas.

Usualmente la sefial del ion molecular no aparece en los espectros y si aparece
es una seflal muy pequeifia.

Los picos principales se asignan a la fragmentacién del aglucén, una vez
descartadas las sefiales de la(s) unidad(es) de azdcar.

Una fragmentacién tipica es la siguiente:

3

+0

N N N
+ ————— eme—a—
Z9 s
Resonancia Magnética Nuclear.

El gran avance en el aislamiento de nuevos compuestos de este tipo ha
incrementado notablemente los datos espectroscépicos de RMN (de UH y 13c)y
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para iridoides. De hecho, conociendo los datos reportados en la bibliograffa a
veces es posible asignar por completo una estructura. Para este anélisis
espectroscépico se requieren productos de alta pureza para obtener espectros
claros.12

ANEXO CUATRO: DETECCION Y PURIFICACION DE ALCALOIDES.

Con los reactivos que se reportan para la deteccion de alcaloides se obtienen
compuestos coloridos que indican la presencia del alcaloide, aunque algunas
reacciones son positivas también para proteinas, purinas, cumarinas y ciertos
polifenoles.

Se emplean disoluciones acuosas ligeramente acidas (se acidifica con HCl IN)
del extracto en donde se pretende identificar alcaloides y se adicionan 2 6 3
gotas de cualquiera de los siguientes reactivos: (ciertos alcaloides son muy
solubles al agregar un exceso de estos reactivos).

| OBSERVACIONES:
Prueba + si aparece un
pecipitado blanco.

Dragendorff Prueba + si aparece un
pecipitado café.

Bouchardat Prueba + si aparece un
pecipitado blanco.

Munier Prueba + si aparece una

disolucién roja, estable al
menos por 24 hrs.

Yodoplatinato Prueba + si aparece una
de potasio disolucién azul, violeta o
café.

Los alcaloides pueden purificarse si se les convierte en alguno de sus
derivados; por ejemplo, los alcaloides forman precipitados insolubles al
reaccionar con disoluciones de tiocianato de potasio, dcido picrico, nitrito de
sodio, dcido cloroplatinico, 4cido oxalico, tetrafenilboronato de sodio y
perclorato de sodio. Estos derivados se purifican por recristalizacién hasta
punto de fusién constante y finalmente se libera al alcaloide de su compuesto
derivado.43
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