L]
Jisd

TESIS CON
FALLA DE ORICEN

73

7.

v
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA)
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

AISUAMIENTO Y ELUCIDACION ESTRUCTURAL
DE CUATRO NUEVOS DITERPENOS LABDANICOS DE
Hyptis spicigera Lam. (lLamiaceae).

T E S I $

QUE PARA  OBJENER EL TITULO OE
QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA
P B E S E N T A

EMMA GONZALEZ CHIMEDO

MEXICO, D, F, 1996

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PRESIDENTE
VOCAL
SECRETARIO
ler. SUPLENTE
2do. SUPLENTE

JURADO ASIGNADO

Q.F.B. Maria Luisa Garcia Padilla.

Dra. Rachel Mata Essayag.

Dr. Rogelio Gregorio Pereda Miranda.

M. en C. Perla Carolina Castafieda Lopez.

M. en C. Blas Flores Pérez.

Sitio donde se desarrollo el tema:

Departamento de Farmacia,

Laboratorio 123 (Conjunto E),

Facultad de Quimica.

Universidad Nacional Autonoma de Meéxico.

ASE "ol

J. R ELL PEREDA MIRANDA

SUSTENTANTL

EMMA GONZALEZ CHIMEO



DEDICATORIAS

4 mis Padres: lose . .. 4 Quana Ch.Ch. que siempae caminam
¢ { Y

conmige ¢ muncd, e djon Sely. oue o1 Mo COMYVRMAISTL, - PaCiaT,

Mu/u{uw» U apeye (mmul Y wmé/nukxs'); ari coms, com s fu da

wme, %omf)&} du pwwA[zk{m{,, rLMWuu{n? Y Mo ddinls o w{/w'/u (u{p&mdh,

mo ham: fochs mas /uul mi andan Y b, &99/1(11{0 f&?a/u hanle, el mala.

Y
A mi hermano Evals 3. Ch. por (Ml,umji/u u&g/ukm, /Vwowf)u(mwxy,

g,



CONTENIDO

Pagina
AGRADECIMIENTOS. ...t s Vil
LISTA DE ABREVIATURAS. ..o IX
LISTA DE CUADROS......c..c.ocooiiiiriniiie et X1
LISTADE FIGURAS........coo ottt X1
LISTA DE ESPECTROS.......c..ooooiieiieiiiere s e XV
I INTRODUCCION. ......cccoccccvsrmeeresrirecnnnsssessossos oissssosessesssssinoeseeoon 1
Il JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.......coocimoroonissrrnmscoscsnsssssossssiroos 6
[l ANTECEDENTES
3.1 Etnobotanica del género Hyptis
3.1.1 Generalidades................cc.ocviiiiiiiiiiieiec e 9
3.1.2 El género Hyptis como una fuente de insecticidas.................... 10
3.2 Generalidades fitoquimicas del género Hyptis.........cc..co.cccvvvvvvieen... 1§
3.3 Generalidades fitoquimicas y botanicas de 1a especie
HypHtis SPICIZera...............ccooovcoeveiiins coviiiiiiies seeeieivvco e 21



Pagina
IV PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Técnicas analiticas

4.1.1 Procedimientos generales

4.1.1.1 Cromatografia en columna..............cccoooocoiiiis v, 24
4.1.1.2 Cromatografia en capa fina..............cooooovevienncnenns 24
4,1.1.3 Identificacion de los compuestos puros... . ........cccoeoa... 26
4.2 Material vegetal..........c.ocoviieviiiiices v e 27

4.3 Extraccion del material vegetal

4.3.1 Primera eXtracCion........c.....ooveiieriiiieenineiiiie e s 27
4.3.2 Segunda eXtracCion............coeevioiiiiiiiis coeiiese e, 28
4.4 Resolucion de los extractos mediante particion cromatografica......... 28

4.5 Aislamiento y purificacion de los constituyentes mayoritarios de los

extractos hexanico y cloroformo-metanolico

4.5.1 Extracto Hexanico

4.5.1.1 Resolucion de la fraccion |

I



4.5.1.1.1 Aislamiento y purificacion del compuesto

Pagina

HS I-2A (acido ent-kaur-16-en-19-6ico)............ 32

4.5.1.2 Resolucion de la fraccion 11
4.5.1.2.1 Aislamiento y purificacion del B-sitosterol...
4.5.2 Extracto cloroformo-metanolico

4.5.2.1 Resolucion de a fraccion 11

...... 33

4.5.2.1.1 Deteccion del acido ursOlico.......ovvevveceeeeevveennns 36

4.5.2.2 Resolucion de la fraccion IV

4,5.2.2.1 Fraccionamiento primario...............c.co.oceeerevenne. 37

4.5.2.2.2 Aislamiento y purificacion del compuesto
HS-Am (19-acetoxi-20., 7a-dihidroxilabda-
8(17), 13Z-dien-15-al).......ccovevnrriiiinnnn,

4.5.2.2.3 Aislamiento y punificacion del compuesto

HS-Ax (19-acetoxi-2¢, 7Ta-dihidroxi-14,15-

dinorlabda-8(17)-en-13-0na)...........ccccecvvurenrnn. 38

4.5.2.2.4 Aislamiento y purificacion del compuesto

HS-Ae (15,19-diacetoxi-2a, 7 a-dihidroxi-

labda-8(17),137dieno)..........cccooovvviiiinnnn,

1]



Pagina

4.5.2.2.5 Aislamiento y purificacion del compuesto
HS-A (19-acetoxi-2a, 7a, 1 3-tridihidroxilabda-

8(17),13Z -dieno)
4.5.2.2.5.a Cromatografia en columna................ .39

4.5.2.2.5.b Cromatografia de liquidos de alta

FESOMCION. ..o o s e e e 40
4.5.2.2.6 Determinacion de los factores de retencion

(Rf) para los c'lil’crcmcs diterpenos..................... 43

4.6 Preparacion de derivados.................. . . oo
4.6.1 Reaccion de alquilacion can diazometano
4.6.1.1 Preparacion del reactivo............ ..o.ooo o e e, 45

4.6.1.2 Alquilacion de HS I-2A........oo 45

4.6.2 Reaccion de acetilacion

4.6.2.1 Acetilacion total de US-A ... .. ... .. .. 46
4.6.2.2 Acetilacion parcial de HS-A............. . L 47
4.6.3 Reaccion de oxidacion alilica........ ... ... e, 48

v



Pagina
4.7 Caracterizacion de los metabolitos secundartos aislados

4.7.1 Caracterizacion del compuesto HS [-2A

(acido ent-kaur-16-en-19-0iC0)...........c.ooooeviviieviccire e, 49

4.7.2 Caracterizacion del compuesto [1S 1-2Am

(ent-kaur-16-en-19-0ato de metilo)............cooevvevivviviviininnn, 50

4.7.3 Caracterizacion del compuesto HS-Am

(19-acetoxi-2a, 7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al)..........51
4.7 4 Caracterizacion del compuesto HS-Ax (19-acetoxi-

20, 7o-dihidroxi- 14, | S-dinorlabda-8(17)-en-13-ona).......... . 53

4.7.5 Caracterizacion del compuesto HS-Ac

(15,19-diacetoxi-2a, 7a-dihidroxilabda-8(1 7),1 3Z-dieno)........ . 54

4.7.6 Caracterizacion del compuesto HS-A

(19-acetoxi-2u, 7a, 15-tridihidroxilabda-8(17),137-dieno)......... 55

4.7.7 Caracterizacion del compuesto HS-Aac

(2,7,15,19-tetraacetoxi-labda-8(17), 13Z-dieno)..................... 57

V RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Fraccionamuent........ccooveeeeeeee e oo e 89

5.2 Elucidacion estructural de los compuestos novedosos.............. . ... 6l



Pagina
5.2.1 Diterpenos biciclicos

5.2.1.1 19-acetoxi-2a, 70,1 5-tridihidroxilabda-8(17),
13Z-dieno (HS-A).......cooooiis s e 61

5.2.1.2 19-acetoxi-2a, Ta-dihidroxilabda-8(17),

13Z-dien-15-al (HS-Am)........ oo, 77

5.2.1.3 15,19-diacetoxi-20, 7a-dihidroxilabda-8(17),
13Z-dieno (HS-AC)........ooiiit et e 80

5.2.1.4 19-acetoxi-2a, 7a~dihidroxi-14, 1 5-dinorlabda-8(17)-

en-13-ona (HS-AX)......oovriiiiiiis s s e 82
5.3 Caractenzacion de los constituyentes conocidos............ oo oo oo . 83

5.3.1 Diterpeno tetraciclico
5.3.1.1 Acido Ent-kaur-16-cn-19-0ico (HS 1-2A).....oovvvvriie.. 84

5.3.2 Triterpeno

5.3.2.1 Identificacion del acido ursoteo.......... o o v, 84
VI CONCLUSIONES o e 86
VI BIBLIOGRAF A o oo o e 88

ESPECTROS.

\Y3



AGRADEZCO

Al ser que me dio este instante de tiempo en el que vivo,
al que me dio una familia y la conserva unida,
al que construye mi vida y hace mis sueios realidad.

A DIOS.



AGRADECIMIENTOS.

Agradezco;

A todos los miembros del jurado por aceptar formar parte del mismo y, a los
comisionados para la revision del manuscrito por sus valiosas aportaclones y
comentarios que permitieron una mejor comprension de este,

A fa Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA),
UNAM, a través del proyecto IN 206795, por el apoyo financiero otorgado para la
realizacion del trabajo experimental.

Al personal técnico del Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de

Quimica (UNAM), por ¢l registro de los espectros de IR y [«], en especial a la
Q.F.B. Graciela Chavez.

A la M. en C. Maria Isabel Chdvez miembro del Instituto de Quimica

(UNAM), por su asistencia técnica y tiempo otorgado en el registro de espectros de
RMN,

A la Q.F.B. Mabel Fragoso Serrano por la implementacion y el desairollo de
jas técnicas de andlisis mediante la cromatografia de liquidos de aita resolucion.

A laM. en C, Aima Miriam Novelo Torres por su asistencia técnica durante el
estudio fitoquimico y, al M. en C. Moustapha Bah por su asistencia en la
interpretacion de fos espectros de resonancia magnética nuclear.

Finalmente, mi infinito agradecimiento y admiracion al Dr. Rogelio Pereda
Miranda por ser un excelente asesor a lo fargo del desarrollo y conclusion del
presente trabajo de investigacion. Agradezco también su amistad, apoyo y aportacion

de ldeas, asi como el tiempo valiosamente obsequiado en la revision del manuscrito,

en fa realizacion de fos espectros de masas y de RMN.

Vil



LISTA DE ABREVIATURAS.

la): indice de refraceion.

Ac,O: anhidrido acético.

AcOEt: acetato de ctilo.

°C: grado centigrado.

CC: cromatografia en columna.

CCF: cromatografia en capa fina.

C¢D¢: benceno deuterado.

CDCls: cloroformo deuterado.

CEsp: concentracion efectiva media.

C¢Hs: Benceno.

CHCl;: cloroformo.

CH;N;: diazometano.

CIM: concentracion inhibidora media.

CL: cromatografia de liquidos.

cm: centimetros.

COSY: resonancia magnética homonuclear ('H) bidimensional (“correlated
spectroscopy”).

& desplazamiento quimico.

d: doblete.

da: doblete ancho.

dd: dobletc de dobletes.

DEPT: “distortionless enhancement by polarization transfer™.

EM: espectrometria de masas.

EMIE: espectro de masas por impacto clectronico.

IX



EMIQ: espectro de masas por ionizacion quinica.

EGLO: éter etilico.

EtOH: etanol.

ev. electron-volts.

g Eramos.

h: horas.

HCI: 4cido clorhidrico.

HETCOR: resonancia magnética heteronuclear ( BC-11) bidimensional
(“heteronuclear correlated”).

HMBC: RMN 2D-HETCOR (“heteronuclear multiple bond correlation™).

HMQC: “heteronuclear multiple quantum coherence™.

Hz. hertz.

[R: infrarrojo.

J. constante de-acoplamiento.

KBr; bromuro de potasio.

Km: kildmetros.

KOH: hidroxido de potasio.

[: litros.

Ib: libras.

{M}": i6n molecular,

{M+H}": i6n cuasimolecular.,

m/e; relacion masa-carga.

Me,CO: acetona.

MeOH: metanol.

mg: miligramos.

g microgramos.



MHz: megahertzios.

ml: mililitros.

pl; microlitros.

mm: milimetros.

pm: micrometros.

MnO,: diéxido de manganeso.

NaHCOs: bicarbonato de sodio.

Na,SOs: sulfato de sodio.

nm: nanometros.

NOESY: “nuclear overhauser effect spectroscopy”.
pl punto de fusion.

ppm: partes por millon,

pulg®: pulgada cuadrada.

Ry factor de retencion. (“Retention Factor™).
RMN: resonancia magnética nuclear.

RMN-'H: resonancia magnética nuclear protonica.
RMN-PC: resonancia magnética nuclear de carbono 13.
Rt: tiempo de retencion. (“Retention time™),

s: singulete.

sa. singulete ancho.

TMS: tetrametilsilano.

UV ultravioleta.

v max: longitud de onda maxima.

N



LISTA DE CUADROS.

Pagina
Cuadrol.  Diterpenos aislados de plantas del género Hyptis................... 13
Cuadro II.  Caracteristicas botanicas de Hyptis spicigera.............c........... 23
Cuadro III.  Agente cromégeno utilizado para la visualizacion de las
CrOMALOPIACAS. .........ceerevirrectrieiee et r s 26
CuadroIV. Condiciones de preparacion y elucion de las
columnas cromatograficas.................ccoovrvivrrvricsieererinens 29
Cuadro V.  Fraccionamiento de los extractos organicos totales................ 30
Cuadro VI. Valores de R para el B-sitosterol en CCF..........c..ovuvveninns. 34
Cuadro VII. Valores de Rf para el 4cido ursolico en CCF...............ccoon... 36
Cuadro VIII. Rendimiento de los productos naturales aislados a partir
de Hyplis SPICIGEra..............covvvveivirieriinisiresissesassesnisinen 85
LISTA DE FIGURAS.
Figura 1.1. Ejemplos selectos de productos naturales con
propiedades INSECtiCIdas. ...............c...oerieiieiierieis e, 5



Figura
Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

3.1.

3.2,

3.3,

34,

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

4.2.

43.

44.

Principales triterpenos citotoxicos del género Hypiis............... 12
Diterpenos aislados del género Hyptis.............ooovvnvviiiinninns 14
Flavonoides bioactivos aislados del género Hyptis.................. 17
Lignanos citotoxicos con un esqueleto de arilnaftaleno y

de dibencilbutirolactona de Hyptis verticillata.............c......... 18
Lignanos citotoxicos con esqueleto de ariltetralina de

Hyptis vertictlla@t@.............ccoovninninsimninmioisnssosion 19
Constituyentes antimicrobianos y citotéxicos de

Hyptis pectingta...........ovooveinminninmiininisisiissonmmn 21
d-lactona aislada de Hyptis spicigera.................ocvovenns e 22

Estrategia desarrollada para el estudio fitoquimico de

HypHiS SPICIZEFQ..........oevviirvrrienrerieneiriiisisnrecsnesssssessssasisie 31

Fraccionamiento del extracto hexdnico de

HYPHS SPICIGENG........oovoevvrsiiiirivceivinrisissssesnisssssisonsssrsns 35

Fraccionamiento del extracto cloroformo-metanélico de

HYDUHS SPICIZEYQ...........corvvcnrrerireririreinssessassseressisissaressiaens 41

Anélisis mediante cromatografia de liquidos de la fraccién IV

del extracto cloroformo-metanélico de Hyptis spicigera......... 42



Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

45.

5.1.

le
o

53.

3.5.

5.6.

5.7.

58.

Pagma

Cromatografia en capa fina para los diterpenos de

HYpHs SPICIZErQ. ..o oo e e s e 44

Estructura de los diterpenos 1-4 aislados de

Hyptis SPICIZera...... ..o i o e i 60
Espectro de RMN-"C DEPT del compuesto HS-A (1).. ... .... 63

Biogénesis del nucleo labdanico a partir del

geranil-geranml pirofosfato (GGPP)........... . ... 64

Espectro de RMN bidimensional homonuclear DQF-COSY
del compuesto HS-A (1)........

Espectra de RMN-'H bidimensional homonuclear NOESY
del compuesto HS-A (1), ... . s 67

Espectro de correlacion bidimensional heteronuclear
BC-TH (HMQC) del compuesto HS-A.... .o oo 69

Principales efectos nucleares de Overhauser observados en

el compuesto HS-A (1),

Multiplicidad observada para el proton 11-2 (8 4.95) en la

RMN-'H del derivado peracetilado (5) del compuesto

AVAY



Pagina

Figura 5.9. Multiplicidad observada para ¢l proton H-7 (5 5.01) enla

RMN-'H del derivado peracetilado (5) del compuesto

Figura 5.10. Espectro de correlacion bidimensional heteronuclear BC-H

(HMBC) del derivado peracetilado (5) del compuesto
HS-A i, e e e s 76

Figura 5.11. Correlacion quimica entre [S-A (1) y el aldehido

ST 1R ¢ DO 79

Figura 5.12. Correlacion quimica entre HS-A (1) y ¢l acetato

TR VY N R 8

Espectro No.
Espectro No.
Lspectro No.
Espectro No.

Espectro No.

w

LISTA DE ESPECTROS.

IR del 4cido ent-kaur-10-¢n-19-0ico (HS 1-2A)
RMN-'H del acido ent-kaur-16-en-19-oico (1S 1-2A)
RMN-"C del dcido ent-kaur-16-en-19-0ico (HS 1-2A)
EMIE del acido ent-kaur-16-en-19-0ico (HS 1-2A)

IR del ent-kaur-16-en-19-oato de metilo (HS 1-2Am)

XV



Espectro No. 6. RMN-'H del ent-kaur-16-¢n-19-o0ato de metilo (HS 1-2Am)

Espectro No. 7. RMN-"C del ent-kaur-16-en-19-oato de metilo (HS 1-2Am)

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

Espectro No.

9

10.

11.

12,

13.

18.

16.

IR del 19-acetoxi-2a, 7a-dilidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-
al (HS-Am; 2)

RMN-'H del 19-acetoxi-2a, Ta-dihidroxilabda-8(17),137-
dien-15-al (HS-Am; 2)

RMN-"C del 19-acetoxi-2a, 7a-dihidroxilabda-8(17),137
dien-15-al (HS-Am; 2)

EMIQ del 19-acetoxi-2a, 7a-dihidroxilabda-8(17),137-dien-
15-al (HS-Am; 2)

IR del 19-acetoxi-2o, 7a-dihidroxi-14, 1 5-dinorlabda-8(17)-
en-13-ona (HS-Ax; 4)

RMN-'H del 19-acetoxi-2a. Ta-dihidroxi-1-4. 15-dinorlabda-
8(17)-en-13-ona (HS-Ax; 4)

. RMN-"C del 19-acetoxi-2a. Ta-dihidroxi- 14, | S-dinorlabda-

8(17)-en-13-ona (HS-Ax; 4)

EMIQ del 19-acctoxi-2a, 7u-dihidroxi- 14, 15-dinorlabda-
8(17M)-en-13-ona (HS-Ax; 4)

IR del 15,19-diacetoxi-20, Ta-dihidroxilabda-8(17).132-
dicno (HS-Ae; 3)

\Vi



Espectro No. 17. RMN-'H del 15,19-diacetoxi-2«, 7a-dihidroxilabda-8(17),
13Z-dieno (HS-Ae; 3)

Espectro No. 18. RMN-C del 15,19-diacetoxi-2a, 7a-dihidroxilabda-8(17),
13Z-dieno (HS-Ae; 3)

lispectro No, 19. IR del 19-acetoxi-2a, 7o, 1 5-tridihidroxilabda-8(17),137.-
dieno (HS-A; 1)

Espectro No. 20. RMN-'H del 19-acetoxi-2a.,7a, | 5-tridihidroxilabda-8(17),
13Z-dieno (HS-A; 1)

Espectro No. 21. RMN-"C del 19-acetoxi-2a, 7et, 1 5-tridihidroxilabda-8(17),
137Z~dieno (HS-A; 1)

Espectro No. 22. EMIQ del 19-acetoxi-2a. 7a, I S-tridihidroxilabda-8(1 7).
[3Z-dieno (HS-A; 1)

Espectro No. 23. IR del 2,7,15, 19-tetraacetoxi-labda-8(17).13Z~dieno
(HS-Aac; 5)

Fspectro No. 24. RMN-"H del 2,7,15,1 O-tetraacetoxi-labda-8(17),13Z-dieno
(HS-Aac; 5)

Espectro No. 25. RMN-"C del 2,7,15, 19-tctraacetoxi-labda-8(17),13Z-dieno
(HS-Aac; §5)

\vii



I. INTRODUCCION.

El descubrimicnto de agentes terapéuticos a partir de plantas terrestres
constituye una de las metas que el hombre ha perseguido desde los tiempos
prehistoricos y es una caracteristica distintiva de todas las culturas de la
antigiiedad y de la era moderna. Los productos naturales de origen vegetal
son fuentes de sustancias quimicas de interés econdmico, algunos son
utilizados como importantes farmacos y moléculas prototipo para la sintesis
de andlogos, asi como herramientas para la investigacion bioquimica de los
receptores involucrados en los procesos de la transduccion de sefiales en las
diversas rutas fisiologicas de los mamiferos. entre otros.'

En todo el mundo, la investigacion cientifica basada en la informacion
etnobotdnica que recopila los usos tradicionales de plantas de interés
econdmico y medicinal, es decir, la denominada “hipétesis etnobotanica”, ha
constituido una de las guias principales para el descubrimiento de compucstos
bioactivos. En México, las bastas tradiciones culturales de los pueblos
autoctonos, como las civilizaciones Maya v Azteca, junto con el antiquisimo
conocimiento occidental del uso de plantas medicinales aportado por los
europeos colonizadores del nuevo continente, han proporcionédo una

abundante Farmacopea que incluye cientos de plantas y, evidentemente otros



cientos de plantas deberian incluirse si {uera posible considerar todas las
tradiciones culturales de los numerosos pueblos mesoamericanos. l.a mayoria
de estos conocimientos tradicionales sobre el empleo de la flora medicinal y
de interés economico permanece sin explorarse y podria sugerirse que nuestro
conocimiento sobre la explotacion racional de agentes biologicamente activos
de origen natural es en numerosas ocasiones inferior a la comprension que los
pucblos mesoamericanos tenian al respecto.”

Durante el transcurso de la investigacion fitoquimica que se realiza en
el departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica (UNAM), la
hipotesis etnobotdnica ha constituido la referencia directa que ha permitido el
disefio de un plan efectivo para la scleccion y la recolecta del material vegetal
para la posterior investigacion de la composicion quiniica y la exploracion de
algunas actividades biologicas de. diversas plantas mexicanas con un amplio
uso tradicional.™* De tal suerte, que la presente investigacion forma parte de
la propuesta de investigacion titulada “Evaluacion del potencial citotoxico,
antimicrobiano ¢ insecticida de especies  selectas del  género  Hyptis
(Lannaceac) como una fuente potencial de agentes terapéuticos y
agroquimicos naturales™ y se enfocd a la investigacion quimica de la especie

Hyptis spicigera Lam., una planta utilizada por los agricultores para evitar la

3



infestacion por insectos del garbanzo almacenado. lista investigacion
permitird conocer de manera preliminar el metabolismo secundario de csta
especic y proponer futuras investigaciones para la evaluacion de su potencial
insecticida de interés agroquimico.

Numerosos ejemplos  de plantas  superiores  con  propiedades
insecticidas y con un reconocido uso en la agricultura tradicional pueden
mencionarse y algunas de cllas se han utilizado desde la antigiiedad. Asi por
ejemplo, el piretrum (fig. 1.1) que se obtiene de las inflorescencias del
Chrysanthemun cinearifolium (C. cinearifolium) se conoce desde los tiempos
del rey persa Dario “El grande™ (521-486 A.C).* De la literatura cientifica
contemporanea, se puede hacer referencia a las propiedades insecticidas de la
Artemisia ludoviciana Willd. (Compositac), que se utiliza seca entre los
costales de maiz con ¢l objeto de evitar los dafios provocados por los
gorgojos; a la hierba de la cucaracha. Haplophyton cimicidum 1D.C.
(Apocynaceae) que se utiliza en forma de una infusion contra la mosca y el
gusano de la naranja y del mango;” al extracto del ajo Allium sativim Vinné
(Liliaceae) que es eficaz contra ¢l ataque de los mosquitos resistentes a los
insecticidas organosintéticos y, en especial, a las especies del género Hyptis

debido a su amplio uso popular como agentes insecticidas. Hyptis urticoides



presenta un efecto antidegustativo (“antifeedant™) sobre las larvas del gusano
cogollero (Spodoptera frugiperda) ¢ Hyptis suaveolens que muestra un
efecto Loxico contra el mosquito doméstico (Culex quinquefasciatus).
Durante los Gltimos veinte afios y como parte de una busqueda intensa
realizada por numerosos grupos de investigacion fitoquimica en todo el
mundo, se han identificado a las familias de las melidceas y de las labiadas
como una fuente prometedora de compuestos con propiedades insecticidas.
En particular, algunos micmbros de los géneros Azadirachta y Melia
(Meliaceae) representan (uentes de tetranortriterpenoides insecticidas, como
la azadirachtina (fig. 1.1), de interés practico para el control de las plagas.”
Dentro de la familia de las labiadas, las especies de los géneros Ajnga,
Teucrium, Scutellaria, Leonurus, Stachys y Salvia son ricas en diterpenos
neoclerodanicos con propiedades antidegustativas.® Como ejemplos de este
tipo de compuestos se pueden mencionar a la: ajugarina I, aislada de la
especie Ajuga remota que resultd activo en contra de Spodoptera exempla, S.
littoralis y Heliothis armigera; la ajugarina 1V, aislada del mismo material
vegetal e inactiva en contra de S. exempta pero con propiedades insecticidas

en contra de Bombyx mori; y la. jodrelina B, uaislada de Scutellaria



woronowii y que es considerado como el antidegustativo con nicleo

clerodanico mas poderoso en contra de S. /ittoralis.
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“CH,

COOu
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Azadirachtina
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R,

Piretrum

R,= CHy * serie |

R,= CO,CH, :serie |l

R, = CH=CH, (piretrinas {y If)
R, = CH, (cInerinas 1 y 1Y)

R, = CH,CH, (jasmolinas 1 y Il)

= éAc
\OAc

Ajugarina |

Jodrelina B

Figura 1.1, Ejemplos selectos de productos naturales con propiedades

insecticidas,



II. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

2.1 Justificacidon.

En las dltimas dos décadas, ¢l interés por la blsqueda de nuevos
principios activos a partir de materias primas vegetales ha sido notable y la
seleccion de las mismas utilizando como criterio su uso en la medicina
tradicional (hipétesis etnobotdnica) ha permitido el hallazgo de principios
biodinamicos de interés terapéutico y agroquimico. En este sentido, la
diversidad de la flora mexicana representa una fuente valiosa para la
busqueda de principios activos novedosos y que aun se encuentra
practicamente inexplorada.” Un ejemplo magnifico que ilustra este potencial
para el descubrimiento de sustancias bioactivas basado en la hipotesis
etnobotanica cs el estudio quimico-biologico de las especies mexicanas de
utilidad econdmica y medicinal del género Hypfis. la investigacion
filoquimica de estas especies ha sido sumamente parcial, de tal suerte que la
informacion disponible relacionada con ¢l conlenido metabdlico de este
género y su posible importancia farmacéutica y agroquimica constituye un
punto de partida de gran interés para la plancacion y el desamollo de diversos
proyectos interdisciplinarios, que contribuyan al conocimiento de la

composicion quimica y la actividad biologica de la flora mexicana.?



Iis bien conocido que el combate de las plagas de insectos se realiza
casi exclusivamente con el empleo de¢ insecticidas sintéticos, los cuales
ocasionan numerosos problemas toxicoldgicos y ambientales. El combate de
los insectos, mediante nuevos productos quimicos con una menor toxicidad
para el medio ambicnte y para los otros organismos vivos de los agrosistemas,
es una accion que debe considerarse en la actualidad para el desarrollo de
agentes agroquimicos, y por ello la busqueda de insecticidas vegetales
efectivos constituye uno de los objetivos primordiales en la investigacion de

los productos naturales de interés en la agricultura,

2.2 Objetivo general.

Con el objetivo de evitar los inconvenientes antes mencionados de los
insecticidas convencionales, en la actualidad se realizan numerosas
investigaciones enfocadas al descubrimiento de “insecticidas verdes”, es decir
productos de origen vegetal con modos de accion altamente especificos (no
neurotoxicos), de gran utihdad para el control de las plagas y, por lo tanto,
con una baja o nula toxicidad para los mamiferos y otros vertebrados ¢
invertebrados.'” De esta manera, el proposito fundamental de la presente

propuesta de investigacion consistio en el aislamiento y la determinacion de la



naturaleza quimica de los constituyentes mayoritarios presentes en la planta
Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceac), una especie con un reconocido empleo

en la agricultura tradicional debido a sus propiedades insecticidas.

2.3 Objetivos especificos.

a) Efectuar las operaciones fitoquimicas de acuerdo a una metodologia
convencional, con el fin de aislar y purificar los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en Hyptis spicigera.

b) Caracterizar la estructura de los constituyentes mayoritarios aislados
de esta especie, mediante la aplicacion de técnicas espectroscopicas y
espectrométricas contemporancas; i.e., infrarrojo (IR), espectrometria de
masas (EM), resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN-'H) v de
carbono-13 (RMN-C),

c) Realizar correlaciones quimicas entre los compuestos aislados con la
finalidad de establecer de manera inequivoca la estructura de los mismos.

d) Discutir en forma detallada la eluqidacién estructural de los nuevos

metabolitos secundarios aislados.



lIl. ANTECEDENTES.
3.1 Etnobotanica del Género Hyptis.

3.1.1 Generalidades.

Las especies de las labiadas (Lamiacea) han constitwido recursos
naturales importantes para ¢l Viejo y el Nuevo Mundo y sus usos en la
medicina popular como importantes remedios para cl tratamiento de
enfermedades respiratorias, cardiacas, neurologicas y  desordenes
gastrointestinales (e.g. Mentha piperita, la menta; Rosmarinus oﬁz‘cinalis, el
romero) y, en especial, como condimentos en la culinaria (e.g. Ocimum
basilicum, el orégano) son de suma importancia c¢n la vida diaria de
numerosos pueblos, La medicina tradicional ha puesto un énfasis especial en
el empleo de los extractos y en los aceites esenciales de las labiadas dcbido a
sus propiedades antibacterianas, antivirales, carminativas y espasmoliticas."®
Una revision bibliografica de la composicion quimica de los aceites esenciales
de las labiadas y su explotacion ¢n las industrias farmacéutica y de la
perfumeria (e.g. Lavandula angustifolia), se publico recientemente,’? Un
gran numero de las especies medicinales de labiadas se utilizan como

remedios gastrointestinales (e.g. Agastache mexicana, ¢l toronjil) por las



culturas autoctonas y mestizas de Mesoamérica y, en particular, el género
Hyptis cuenta con varios representantes (e.g. H. suaveolens, la chia;, H,
albida, la salvia blanca) con un amplio uso en la medicina tradicional de
Meéxico.” A pesar de que este género presenta una variedad considerable de
usos populares,”® s importante destacar que la mayoria de las especies
medicinales de Hyptis se utilizan como remedios caseros (e.g. H. pectinata,
la hierba del burro; H. verticillata, la hierba martina) para el tratamiento de
malestares gastrointestinales, de infecciones de la piel, del reumatismo y de

los dolores musculares y calambres.’

3.1.2 El género Hyptis como una fuente de insecticidas.

Al igual que otros miembros de la familia de las labiadas, las especies
del género Hyptis gozan de una reputacion como poderosos repelentes de
insectos." En nuestro pais, son cuatro las especies de este género que se
utilizan debido a sus propiedades insecticidas: H. capitata, H. emoryi, H.
verticillata, y H. albida.”® Recientemente, se describio el potencial
insecticida de la especic H. spicigera sobre el gorgojo del frijol
(Acanthoscelides obtectus), bajo condiciones experimentales controladas.'®
Esta investigacion demostrd que los extractos etanolicos de M. spicigera:

reducian la oviposicion y la eclosion de las larvas de los insectos de prueba

10



con una concentracion efectiva media (Clisg) de 0.3-14 pl de extracto por
cada gramo de frijol. Desafortunadamente, no existe ninguna otra
investigacion dirigida al estudio especifico del potencial insecticida de los
extractos totales y de los metabolitos secundarios de las especies de este
género y, por lo tanto, la presente propuesta de investigacion se fundamento

en la hipotesis etnobotanica.

3.2 GENERALIDADES FITOQUIMICAS DEL GENERO Hyptis.

El género Hyptis se caracteriza por ser rico en aceites esenciales que
contienen cantidades considerables de mono y sesquiterpenoides.' '” Por
ejemplo, para Hyplfis spicigera se han aislado: dos monoterpenoides o-pineno
y sabineno y el sesquiterpeno P-cariofileno como los constituyentes
mayoritarios de sus aceites esenciales.'® ' La actividad bacteriostatica o
bactericida de las especies medicinales de este género puede ser atribuida, en
gran medida a los componentes bioactivos presentes en sus aceites esenciales,
como por ejemplo el citral y el linalool,* il andlisis del aceite esencial de los
hojas de H. pectinata, mediante cromatografia de gascs-cspectrometria de
masas, demostro la presencia del timol como el constituyente mayoritario
(32.2%), y probablemente, este constituyente sea el responsable de las

propiedades antisépticas de esta esencia .’
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Los triterpenos constituyen los productos del metabolismo secundario
mas abundantes y ampliamente distribuidos entre las especies de este género
y representan derivados pentaciclicos con diferentes grados de oxidacion de
los esqueletos basicos de lupano, oleanano y ursano.” Se ha sugerido que la
actividad citotoxica detectada durante los procedimientos de evaluacion de
extractos organicos derivados de remedios tradicionales pertenccientes a la
familia de las labiadas se asocia con la presencia de grandes cantidades de
triterpenoides moderadamente citotoxicos,> como los dcidos ursélico, 2u-

hidroxiursolico y pomolico (fig. 3.1).

COOH
Ry,

1t

HO

I"

R,=R, =H, R, = CH, . 4cido ursdlico
Ry= OH, R, = CH,. R, = H : acido 2¢-hidroxiursdlico
R,=H, R, = CH,, R, = OH : dcido pomdlico

Figura 3.1, Principales triterpenos citotoxicos del género Hyptis.
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En el género Hyptis se han aislado seis diterpenos, cinco de los cuales
tienen esquelelo de abietano y un sexto con esqueleto de isopimarano
(cuadro ). El extracto metandlico de la raiz de la especie medicinal Hyptis
fructicosa  proporciona tres hidroquinonas: la  horminona, la 14-
metoxitaxodiona y el hiptol (fig. 3.2). La 14-metoxitaxodiona constituye el

PANBX}

e . . . ., . . ) ;. “wy 0
principio antitumoral de la fraccion diterpénica de esta raiz. El acido
suavedlico y el suaveolol (fig. 3.2) son otros derivados estructurales del
abietano que han sido aislados de los extractos organicos de las partes aéreas

de Hyptis suaveolens.® Por ultimo, el Salzol aislado de Hyptis salzmanii

(fig. 3.2).

Cuadro L-Diterpenos aislados de plantas del género Hyptis.

Detorfrenc 4f [a] | Fuente natunal
Horminona 176-178°C | -130° |H. fructicosa

14-metoxitaxodiona { 170-171°C | +113° [H. fructicosa

Acido suaveolico  |198-201°C | +68.2° |H. suaveolens

Suaveolol 186-187°C | +81.3° |H. suaveolens
Hiptol 202-203°C | +56° |H. fructicosa
Salzol 196-197°C | -10.5° |H. salzmanii

e
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OH < 0
Horminona 14-metoxitaxodiona
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"OH
OH -
R
0 R = CH,OH : Suaveolol
Hiptol R = CO,H : 4cido suawedlico
g
i
CHy
OH
~OH
* OH
Salzol

Figura 3.2. Diterpenos aislados del género FHyptis.
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L.os diterpenos, que presentan una gran diversidad estructural,”® son de
gran interés tanto por su comportamiento quimico como por sus propiedades
bioldgicas, entre las que destacan su papel en las interacciones planta-msecto

T Otras

como inhibidores del crecimiento larvario y antidegustativo.’
importantes actividades biologicas asociadas a los diterpenos son las
propiedades antitumorales, antimicrobianas y alelopaticas como inhibidores
del crecimiento vegetal 2 28

La distribucion de los flavonoides en el género Hyptis cs sumamente
limitada y no se ha rcalizado ningiin estudio quimiotaxondmico para
establecer su abundancia en este géncro. Sin embargo, los flavonoides
aislados se caracterizan por la metoxilacion de las posiciones Cs, Cq y Cy del
nicleo basico de apigenina (5,7,4 -trihidroxiflavona)."”  Las fracciones
lipofilicas de Jos extractos organicos preparados a partir de la salvia blanca
(H. albida), han demostrado importantes actividades antimicrobianas que
pueden atribuirse, en primera instancia, al alto contenido de dcido rosmarinico
(0.2% peso seco) y, en segundo término, a la presencia de diversos
flavonoides.” Fntre estos Ultimos, la cirsimaritina demostré un amplio

espectro de actividad antimicrobiana en contra de Staphviococcus anreus

[CIM (concentracion inhibidora media) = 31.25 pg/mi]. Bacillus subtilis



(CIM = 15 pg/ml), Pseudomonas aeruginosa (CIM = 31.25 pg/ml) y
Candida albicans (CIM = 50 pg/ml). l.a ermanina, la nevadensing y la
isosakuranetina desarrollan una actividad margmnal en contra de las bacterias
Gram positivo (CIM = 50-70 pg/ml).” La gardenina B y la S-hidroxi-
4',3,6,7,8-pentametoxiflavona constituyen parte de la fraccion citotoxica del
extracto etandlico de H. tomentosa,”® en tanto que la sideritoflavona es uno
de los constituyentes moderadamente citotoxicos presentes en las partes
aéreas de H. verticillata> La figura 3.3 ilustra las estructuras de los
flavonoides bioactivos de algunas especies medicinales del género Hyptis,

La hierba negra o hierba martina (H. verticillata) representa una fuente
alternativa a las especies de Podophyllum (Berberidaceae) para la obtencion
de lignanos del tipo de la podofilotoxina (fig. 3.5).** De tal suerte que las
propiedades catarticas, antthelminticas y antitumorales de las infusiones
preparadas con esta planta, asi como su uso tradicional en la dermatologia
para el tratamiento de las verrugas, puede asociarse ficilmente a su elevado
contenido de lignanos citotoxicos con esqueleto de arilnaftaleno (fig. 3.4),
dibenzilbutirolactona (fig. 3.4) y ariltetralina del tipo de la podofilotoxina
(fig. 3.5), los cuales poseen un espectro diverso de actividades biodinamicas

de gran interés para el desarrollo de agentes farmacologicos novedosos.*
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Figura 3.3. Flavonoides bioactivos aislados del género Hyptis.
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R,= R, = H :Deshidrodesoxipodofilotoxina
R,= H; R, = OH ;Dehidroy -peltantina R,=R, = H: Yatelna
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R,= OH; R, = OCH, :5-metoxideshidropodofilotoxin R,= H; R, = OH: Epipodorhizol

Figura 3.4. Lignanos citotoxicos con un esqueleto de arilnaftaleno y de

dibencilbutirolactona de Hyptis verticillata.
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Figura 3.5. Lignanos citotoxicos con esqueleto de ariltetralina de Hyptis

verticillata.
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Un grupo distintivo de metabolitos secundarios para este género de
labiadas, desde el punto de vista quimiotaxondmico, son las 5,6-dihidro-o-
pironas. La estructura de estas d-lactonas parece estar relacionada con una
derivacion policética a partir de la ruta del acetato-malonato. Sin embargo, no
debe excluirse la posible participacion de carbohidratos en la génesis de estos

metabolitos.>> ** |

.a distribucion de estos compuestos en el reino vegetal es
amplia,” sin embargo, sélo se han descrito ocho 8-lactonas en el género
Hyptis, las cuales s¢ caracterizan por poscer la misma estereoquimica
absoluta en el centro quiral C-6.° La actividad antimicrobiana y citotoxica de
los extractos organicos de H. pectinata se asocio con la presencia de tres 5,6-
dihidro-oi-pironas, denominadas con el nombre de pectindlidas A-C (fig.
3.6)”7 Se han descrito intercsantes propiedades fisiologicas de posible
interés terapéutico para esta clase de compuestos, e.g, actividad
anttinflamatoria, antipirética, antimicrobiana, antifingica y relajante

muscular.’



R,= R, = OAc : Pectindlida A
R,= OH, R, = OAc : Pectindlida B
R,= OAc, R, = OH : Pectindlida C

Figura 3.6. Constituyentes antimicrobianos y citotoxicos de Hyptis pectinata.

3.3 GENERALIDADES FITOQUIMICAS Y BOTANICAS DE LA
ESPECIE Hyptis spicigera.

La investigacion etnobotanica realizada en 1985 de la planta Hyptis
spicigera se enfocd al uso que dan los granjeros y a la eficiencia de esta
especie para controlar la infestacion por insectos de los granos de garbanzo
almacenados.'® En segunda instancia, la primera investigacion fitoquimica
realizada de las partes aéreas de Hyptis spicigera permitié la identificacion,
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas, de 34
constituyentes de naturaleza terpenoide en los aceites esenciales usados en la
perfumeria y en bafios medicinales para ¢l tratamiento de enfermedades de la

piel en el norte de Nigeria.” Este andlisis demostrd un alto contenido de p-
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cariofileno (57-66 %), o pineno (2-5 %), sabineno (4-5 %) y la presencia de
los ésteres metilicos de los 4cidos grasos palmitico (1-1.5 %) y oleico (1.2
%).!% ¥  Recientemente, se aislo del extracto de éter de petroleo de la
inflorescencia de esta planta una d-lactona, la cual se caracterizo6 como la 6-
[5,6-(diacetiloxi)-1,2-(epoxi)-3E-heptenil}-5,6-dihidropiron-2-ona  (fig. 3.7),
mediante el anélisis de datos espectroscopicos de IR, RMN-'H, RMN-"C y
RMN-homo y heteronuclear.”  Desafortunadamente, no se proporciond
ninguna evidencia para el establecimiento de la configuracion absoluta de los
centros quirales de esta 5,6-dihidro-o-pirona, denominada con el nombre
trivial de la lactona spicigera.

El cuadro II resume las principales caracteristicas botanicas de Hyptis
spicigera.

0

CH;‘)kT o

CH, |

CHSTO |

0

6-[5,6~(diacetiloxi)-1,2-(epoxi)-3E-heptenil}-5,6-dihidropiron-2-ona,
Figura 3.7, 8-lactona aislada de Hyptis spicigera.
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Cuadro I1.- Caracteristicas botanicas de Hyptis spicigera”

Damilia

Lamiaceae

Hyptis spicigera 1am

Houcbre wilgar

Hierba del burro.

D 'E I%4

Espigas muy densas, continuas, el caliz imbricado;
tallos generalmente ramificados; hojas ovadas.

Maleza anual comtnmente menor de un metro de alto,
pero hasta 3 m, mas o menos ramificada,
delicadamente  hirsuta con pelos diminutos y
escabrosos sobre los angulos: laminas foliares
estrechamente ovadas u ovales, de 3-8 cm de largo,
agudos en el dpice, uniformemente estrechados en la
base, irregularmente aserrados, ambas superficies
semi-glabras, menuda y delicadamente hirsutas a lo
largo de las venas; peciolos de 1-3 em de largo; flores
apretadas en espigas densas, hasta de § ¢m de largo a
la madurez y dec .S cm de diametro; bracteolas
lineares, bastante rigidas para la seccion, ciliado
pectinadas, de 3.5-4 mm de largo; tubo del caliz en tflor
turbinado, levemente hispido, de 1.5 mm de largo, los
dientes lineares, erectos, casi de 2 mm de largo, el
tubo maduro de 5 mm de largo; naculos de 1.3 mm de
largo.

Extensamente distribuida a través de los tropicos de
ambos  hemisferios pero  coleccionada  mas
frecuentemente en el Viejo Mundo. En las Américas
puede ser encontrada desde México central y Cuba
hasta Brasil y Pert. Es coleccionada con frecuencia en
las Indias Orientales y se presenta con abundancia en
Africa (ropical en Senegal, Sierra Leona, Nigeria, cl
Sudan, ¢l Congo, Zaire y en Madagascar.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL.
4.1 TECNICAS ANALITICAS.
4.1.1 Procedimientos Generales.

4.1.1.1 Cromatografia en columna.

Las técnicas de separacion que utilizaron la cromatografia en columna
se realizaron empacando una columna de vidrio con gel de silice para
cromatografia flash de 40 um (Baker). El sistema de disolventes seleccionado
que constituyd la fase movil, se eluyé administrando una presion de 7 Ib/pulg?

con una bomba de mediana presion (GE Motors).

4.1.1.2 Cromatografia en capa fina.

Se utilizaron cromatoplacas de vidrio (5 x 10 cm, espesor 0.25 mm)
cubiertas con gel de silice 60 F,,, (Merck) para los andlisis. cromatograficos
de cada uno de los eluatos obtenidos durante la resolucion de los extractos
organicos.

Para la separacion y la purificacion a nivel preparativo en
cromatografia en capa fina, se utilizaron cromatoplacas de vidrio (20 x 20 cm,

espesor 2 mm y 0.25 mm) cubiertas con gel de silice 60 F,,, (Merck).
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El analisis cromatogratico de cada uno de los eluatos, las fracciones y
los compuestos puros obtenidos durante la resolucion de los extractos totales
sc realizo de la siguiente manera:

|- Mediante un capilar fino se tomo una alicuota de la muestra
problema en solucidn y se deposild en un punto sobre la superficie de la
cromatoplaca a una distancia de aproximadamente 1.3 ¢m por arriba del
limite inferior.

2.- La resolucion cromatografica de la muestra problema se efectud
mediante ¢l empleo de un sistema de elucion adecuado contemdo dentro de
una camara cromatografica, la cual previamente se saturo con el eluyente,

3.- Para la deteccion de los constituyentes en la placa cromatografica;
en primer lugar, se dejo evaporar el eluyente de la placa y se expuso a la luz
de una lampara con emision de luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y de
onda larga (365 nm). Se marcd cualquier zona que presentara fluorescencia.
Finalmente, las placas se impregnaron con ¢l agente cromogeno (cuadro I1T)
mediante aspersion y se revelaron por calentanmiento sobre una parrilla a una

temperatura de 80 °C.



Cuadro IIL- Agente cromogeno utilizado para la visualizacion de las

cromatoplacas.
Revelado: Compasicion
Sulfato cérico/ H,SO,. | Sulfato cérico (12 g) y H,S0, (22 ml), en 350 g
de hielo.

4.1.1.3 Identificacion de los compuestos puros.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato digital
(Electrothermal I-A 9100) y se reportan sin corregir. Los espectros de IR se
corrieron en un espectrometro Perkin-Elmer Mod 1600 en la modalidad de
pastilla de KBr, En general, solo las absorciones “intensas” se describen. Los
espectros de RMN-'H y RMN-C se generaron en los espectrometros
Brecker AMX-500 y Varian XL-300, los cuales se operaron a una frecuencia
de 500 y 300 MHz (espectros de RMN-'H) asi como, a 125 y 75.4 MHz
(espectros de RMN-*C), respectivamente. Los desplazamientos quimicos se
asignaron en unidades & (ppm) referidas al TMS como referencia interna y
utilizando como disolvente CDCls. Los espectros de masas fueron registrados
en un aparato Hewlett-Packard 5985-B mediante ionizacién quimica, Las
rotaciones opticas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241, tras

previa disolucion de la muestra en MeOH. Los Rt se midieron en un



cromatografo de liquidos (Waters 600E), integrado a un detector de indice de
refraccion (Differential Refractometer 410) y conectado a un controlador y

analizador de datos IBM PC (Millennium 2.10).

4.2 MATERIAL VEGETAL.

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion, se utilizaron las
partes aéreas de una poblacion de Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae)
colectadas en Noviembre de 1989 en el Km 18 de la carretera Jalapa-
Veracruz, estado de Veracruz, México. Un ejemplar de esta especie se
depositd en el Herbario Nacional (Voucher H-2 M21851), Instituto de

Biologia, Universidad Nacional Autonoma de México.

4.3 EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL,

4.3.1 Primera extraccion.

El material vegetal seco (787.5 g) se cortd en pequefios trozos que
posteriormente se molieron hasta obtener un polvo fino. Esta materia prima se
sometido a una extraccion por maceracion con hexano (4 /) a temperatura
ambiente, durante 5 dias. Posteriormente, el disolvente de extraccion se

decantd y filtrd para ser concentrado por destilacion a presion reducida. Esta
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operacion se repitio en tres ocasiones. Finalmente, se obtuvo un total de 37.5

g del extracto hexanico.

4.3.2 Segunda extraccion.

El material vegetal residual se sometio a una extraccion adicional con
una mezcla de cloroformo-metanol (1:1), siguiendo ¢l procedimiento descrito
anteriormente. Esta segunda extraccion proporciono un total de 54.5 g de un

residuo pastoso de color verde obscuro.

4.4 RESOLUCION DE LOS EXTRACTOS MEDIANTE METODOS
CROMATOGRAFICOS.

Los extractos organicos (hexanico vy cloroformo-metandlico): se
adsorbieron en gel de silice para cromatografia {lash, por separado. Cada uno
se empacd con gel de silice para cromatografia flash en una columna
cromatografica para su posterior fraccionamiento (cuadro V).

Una vez que cada una de las columnas se prepard para la resolucion del
extracto correspondiente, la elucion se realizo mediante ¢l uso de una bomba
generadora de presion para la administracion de la mezcla de disolventes
adecuada en forma de un gradiente de polaridad creciente. El volumen de los

eluatos se concentrd independientemente al vacio a presion reducida. Cada



uo de los eluatos se analizaron por CCF y las fracciones se¢ reunicron

tomando en cuenta la homogeneidad cromatografica (Rp) de los

constituyentes presentes. Finalmente, a partir de cada extracto s¢ obtuvieron
dos fracciones para su posterior andlisis quimico (cuadro V), las cuales se
sometieron de manera independiente a un proceso de separacion con el fin de
poder aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en
cada uno de ellos.

Las fracciones de menor polaridad en ambos extractos representaron

s6lo una mezcla de ceras y grasas por 1o que no se continud con su estudio.

suadro IV - Condiciones de preparacion y elucion de las columnas

cromatograficas.

" gramos de gel de silice utilizados para adsorber la muestra.

Etnacts Adsolente® | Oolumua®  Eluatos
Hexanico 50g 500g T 100ml
Cloroformo-Metandlico 30g 450g 200 ml

b oramos de gel de silice utilizados para empacar la columna,
¢ volumen de los eluatos colectados.
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Cuadro V - Fraccionamiento de los extractos organicos totales.

Extracts Eluatos Elucion “Praceion  Peso
Hexanico 1-10 hexano - R
1126 | hexano-CHCL (82)
27-40 | hexano-CHCly (I:1) "
41-52 | hexano-CHCl (1:1) S
53-69 cHc, T
70-82 | CHCL-Me,CO (9:1) | 513mg
83-113 | CHCI-Me,CO(9:1) I 26.7g
CHCl3-MeOH 1-5 cucl, T
(1:1)
- -8 | CHCIM&CO (6:4) —
- 9-16 | CHCI»MeCO (6 11 "0y
17-22 | CHChL-MeCO(6:4Y
2337 | CHCL-Me,CO(46) IV 6g
38-45 | CHClyMe,CO(4:6)
46-54 Me,CO -
55-58 | Me,CO-MeOH (7:3)
59-62 | Me,CO-MeOH (7:3)
MeOH T

63-70

TR N T

P

La figura 4.1 Esquematiza mediante un dingrama de blogues. la

secuencia de trabajo desarrollada en el presente estudio fitoquimico.
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Fig 4.1 Estrategia desarrollada para el estudio fitoquimico de Hypris spicigera.

Material Vegetal
(787.5g)
Hexano
Extracto hexanico Residuo vegetal
(37.5g)
o CHCly-MeOH
Fraccionamenio (1:1)
CC !
Reunién de eluatos l a 1
Residuo vegetal  Extracto CHCl;-MeOH
(desechar) (54.5g)
Fracctonaricnto
CC
Reunién de eluatos
Aislamiento y purificacion
de metabolitos

Preparacion de derivados

\J

Determmacion de ctes. fisicas
y propiedades espectroscopicas

Caracterizacion de los metabolitos
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4.5 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES
MAYORITARIOS DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y
CLOROFORMO-METANOLICO.

4.5.1 Extracto hexanico.

4.5.1.1 Resolucion de la fraccién 1.
4.5.1.1.1 Aislamiento y purificacion del compuesto HS I-2A (dcido ent-
kaur-16-en-19-dico).

La fraccion [ (Cuadro V) se recromatografio en una columna de 4 cm
de didametro, con una altura de la gel de silice para cromatogratia flash, de 20
cm y utilizando 88 g del material adsorbente. La elucion se inicid con ¢l
sistema de disolventes hexano-ClICl, (8:2). incrementando la polaridad con
CHCI, y Me,CO. Se colectaron eluatos de 50 ml cada uno, obteniéndose 188
mg de las subfracciones 173-225 eluidas con hexano-CHCL, (1:9), Esta
subfraccion se sometio a un proceso de purificacion en CC utilizando una
columna de 2 cm de didmetro y 14 g de gel de silice para cromatografia flash.
para obtener una altura de 20 cm. La elucion se inicio. con hexano-CHCI,
(6:4), y se incremento la polaridad con CHCl;. El volumen de los eluatos

colectados fue de 20 ml cada uno; las subfracciones 31-36 obtenidas de esta
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segunda recromatografia proporcionaron 75 mg de un constituyente en forma

pura, el cual se denomind con la clave HS 1-2A.

4.5.1.2 Resolucion de la fraccion 11,

4.5.1.2.1 Aislamiento y purificacion del B-sitosterol.

La fraccion Il (Cuadro V) se sometio a un proceso cromatografico en
una columna de 6 ¢m de diametro, utilizando 362 g de gel de silice para
cromatografia flash, para alcanzar una altura de 35 ¢cm en la columna. El
volumen de los eluatos colectados fue de S0 ml cada uno. Las subfracciones
153-188 cluidas con CHCly proporcionaron 180 mg de un residuo verdoso, cl
cual se recromatografio en una columna de 3 ¢cm de didmetro, con una altura
en la columna de 20 em y utilizando 50 g de gel de silice para cromatografia
flash. Se¢ colectaron eluatos con un volumen de 30 ml cada uno. D¢ esta
recromatografia, se colectaron las fracciones 1-87, eluidas con un sistema de
disolventes que consistio de la mezcla de hexano-CHCls. Estas fracciones se
purificaron posteriomente mediante CCF a nivel preparative usando el
sistema de disotventes CHCL-Me,CO-hexano (9:1:0.5) para obtener 54 mg

del B-sitosterol. El cuadro VI muestra ¢l valor de Ry encontrado para cste

33



metabolito en diferentes sistemas de elucion. El proceso de su identificacion

sc realizo mediante la comparacion con una muestra auténtica.

Cuadro VI.- Valores de Ry para el 3-sitosterol en CCF,

Scatema de clucion ém,éodw;— % )
AcOEt-Me,CO a1y 0.82
Me,CO-MeOH (8:2) 0.8
CHCI,-AcOEt (a1 0.71
MeOH-CHCl, O (2:8) 0.68 -
hexano-AcOEt (I:1) 0.58

La figura 4.2 esquematiza la secuencia desarrollada para el aislamiento
y la purificacion de los constituyentes mayontarios del extracto hexanico de

Hyptis spicigera.
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Fig. 4.2 Fraccionamiento del extracto hexdnico de Hyptis spicigera.

Extracto hexanico

(37.5g)

Fraccionamiento preliminar

(CC)

Fraccion I (70-82) Fraccion IT (83-113)
CHCl;-Me,CO (9:1) CHCl3-Me, CO (9:1)
Aislamiento Aislamiento

(CC) (CC)

Subfraccién (173-225) Subfraccion (153-138)

CHCls-hexano (9:1) CHCl,
Purificacién Purificacion

(CC) (CC)

Subfraccién (31-36) Subfraccién (1-87)

CHCly-hexano (75:25) (Hex — CHCly)

l Purificacion (CCF)
HS 1-2A (75 :
(75 mg) CHCl3-Me,CO-hexano (9:1:0.5)

|

f-sitosterol (54 mg)



4.5.2 Extracto cloroformo-metandlico.

4.5.2.1 Resolucion de la fraccién 1.
4.5.2.1.1 Deteccién del dcido ursélico.

Se detectd la presencia del acido ursolico en los cluatos 9-16
provenientes de la columna original utilizada para el fraccionamiento del
exiracto cloroformo-metandlico (ver cuadro V). Este dcido representd un
compuesto mayoritario (100 mg) y su presencia se determind mediante la

comparacion con una muestra auténtica de sus constantes espectroscopicas y

del valor de Ry en diversos sistemas de elucion (cuadro VII).

Cuadro VIL- Valores de Ry para ¢l acido ursolico en CCF.

 Sistoma de ducidn | Qomposiciin &Y
ACOEt-MeOH 2:8) 0.8
Me,CO-McOH 82 079
hexano-Me,CO o (3:7 0.75
CHCI,-AcOEt 1:1) 069
MeOH-CHCI, 2:8)  0.64
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4,5.2.2 Resolucion de 1a fraccion 1V,

4,5.2.2.1 Fraccionamiento primario.

La fraccion 1V (Cuadro V) se sometio a una recromatografia en una
columna de 5 cm de didmetro y 23 cm de altura de gel de silice para
cromatografia flash, utilizando 200 g del mismo adsorbente. El volumen
colectado de los eluatos fue de 50 ml cada uno. De esta forma, se colectaron
las subfracciones 83-86, 87-90 y 91-103, las cuales se procesaron por
separado.
4.5.2.2.2 Aislamiento y purificacion del compuesto HS-Am (19-acetoxi-
20, 7a-dihidroxilabda-8(17),13Z.-dien-15-al).

Las subfracciones 83-86 resultantes del fraccionamiento primario se
colectaron con el sistema de elucion CHCI,-Me,CO (7:3) y proporcionaron
un residuo con un peso total de 49 mg, Estas subfracciones se sometieron a
un fraccionamiento adicional cn una columna de 2 em de didmetro y
utilizando 25 g de gel de silice para cromatografia flash para alcanzar una
altura de 20 em. Sc colectaron cluatos de 25 mi cada uno. De esta
recromatografia se obtuvieron las subfracciones 39-50, eluidas con ¢l sistema
de disolventes CHCI-Me,CO (8:2), se purificaron mediante CCF a nivel

preparativo con el sistema de elucion CHCL-Me,CO-hexano (5:4.5:1) y.
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proporcionaron 5.6 mg de un compuesto en forma pura, ¢l cual se denominé
con fa clave HS-Am,
4.5.2.2.3 Aislamiento y purificacion del compuesto HS-Ax (19-acetoxi-
20, 7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona).

Las subfracciones 87-90 del fraccionamiento primario proporcionaron
230 mg de un residuo que correspondid a la clucion con el sistema de
disolventes CHCI,-Me,CO (7:3). Esta subfraccion se recromatogratio en una
columna de 3 cm de diametro y utilizando 50 g de gel de silice para
cromatografia flash para obtener una altura en la columna de 20 cm. Se
colectaron eluatos con un volumen de 300 ml cada uno. Mediante este
proceso se aislaron las subfracciones 16-34, las cuales se purificaron en CCF
a nivel preparativo eluyendo dos veces con el sistema de disolventes CHCl,-
Me,CO-hexano (5:5:1.5) para proporcionar 20 mg de un compuesto puro,
denominado con la clave HS-Ax.
4.5.2.2.4 Aislamiento y purificacion del compuesto HS-Ae (15,19-
diacetoxi-20, 7a-dihidroxilabda-8(17),137.-dieno).

Las subfracciones 91-103 (4.5 ), obtenidas a patir del fraccionamiento
primario con el sistema de  clucion (?l“l(fls-MczCO (1), se

recromatografiaron en una columna de 5 cm de diametro y utilizando 200 g de



gel de silice para cromatografia flash para obtener una altura de 24 cm. El
volumen de los eluatos colectados fue de 100 ml para las primeras 37
fracciones y de 50 ml para las restantes. Sc reunieron las fracciones 34-59 y
60-83 para su posterior analisis.

La purificacion de las fracciones 34-59 se realizo mediante CCF a
nivel preparativo con el sistema de elucion CHCI,-Me,CO-hexano (5:4.5:1)
para obtener de esta manera, 3.8 mg de un compuesto puro denominado con
la clave HS-Ae.
4.5.2.2.5 Aislamiento y purificacién del compuesto HS-A (19-acetoxi-
20,70.~15-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno).
4.5.2.2.5.a Cromatografia en columna,

l.as fracciones 60-83 (3.5 g), obtenidas de la resolucion de las
subfracciones 91-103 (ver seccion 4.5.2.2.4), se sometieron a una
recromatografia en una columna de 4 cm de diametro utilizando 200 g de gel
de silice para cromatografia flash y obtener 45 cm de altura en la columna. El
volumen de eluatos colectados fue de 125 ml cada uno. Este procedimiento
permiti la obtencién de 2.8 g de las subfracciones 49-63, las cuales se
recromatografiaron en CC, utilizando una columna de 5 cm de didmetro, con

una altura de gel de silice para cromatografia flash de 20 cm, para lo cual se
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necesitaron 200 g del material adsorbente. Se colectaron eluatos de 100 ml
cada uno. Las subfracciones 85-103 (1.42 g) de esta segunda recromatografia
se purificaron mediante cromatografia en una columna con un didmetro de 3
cm, utilizando 50 g de gel de silice para cromatografia flash para alcanzar una
altura de 20 ¢m en la columna. El volumen de los eluatos colectados fue de
500 ml cada uno. Las subfracciones 9-18 de esta ultima recromatografia
proporcionaron 350 mg de un compuesto de consistencia aceitosa y que se
denominé con la clave HS-A.

La figura 4.3 esquematiza la secuencia desarrollada para el aislamiento
y purificacion de los constituyentes mayoritarios del extracto cloroformo-
metandlico de Hyptis spicigera.
4.5.2.2.5.b Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La purificacién final del compuesto HS-A se logré mediante el empleo
de la cromatografia de liquidos, utilizando un sistema cromatografico Waters,
integrado a una bomba modelo 600, un detector de indice de refraccion
modelo 410 y una columna preparativa de fase normal (uPorasil; 250 x 21.2
mm, didmetro de particula = 10 um). En este andlisis la fase movil consistio
de un sistema isocratico de hexano-AcOEt (1:4) con un flujo de 6 ml/min,

durante 45 min (fig. 4.4).



Fig 4.3 Raccionamiento del extracto cloroformo-metandlico de Fyptis spicigera

Extracto CHCl3-MeOH

545¢

Fraccionaniento prelmmar
(€C)

|

|

Fraccion I11 (9-16)
CHCl;-Me,CO (6:4)

dcido ursilico

l

Subfraccidn (91-103)
CHCly-MeyCO (1:1)

Fraccién IV (23-37)
CHCly-Me;CO (4:6)
Fraccionamento

(CC)
Subfraccidn (83-86)
CHCl;-Me;,CO (7:3)

Subfracadn (87-90)
. Aislamento CHC'}'NEZCO (7:3)
€ Aishmsento Fraccion (34-59)
(CC) CHCl;-Me,CO (7:3)
Subfracdén (39-50) I
CHCl;-Me,CO (8:2) D
Purificacién
(CCF) Subfraccién (16-3¢)  HS-Ae (3)
(3.8 mg)
HS-Am (2) CHCy-Me,CO (9:1)
(5.6 me) Purificacin
(CCF)
HS-Ax (4)
(20 mg)

Aslanzento (CC)

Fraccion (60-83)

CHCl;-Me,CO (1:1)
Purificacion(CC)

Subfraccién (49-63)
CHCI;-Me,CO (75:25)

Purificacion (CC)

Subfracdidn (85-103)
CHCl3-Me,CO (8:2)

Purificacion{(CC) l

Subfraceién (9-18)
CHC3-Me;CO (65:35)

Purificacion
(HPLC)

HS-A (1)
(350 mg)
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Figura 4.4, Anilisis mediante cromatografia de liquidos de la fraccion [V del

extracto  cloroformo-metanolico de  Hyptis  spicigera.
Condiciones instrumentales: columna, fase normal uPorasil
(ISCO, 250 X 21.2 mm; 10 um); fase mévil, Hexano-AcOEt
(1:4), 6 ml/min; detector, indice de refraccion; concentracion de
la muestra 1 mg/10 pl. Asignacion de los picos: 1, HS-A (Rt =
26.22); 2, HS-Am (Rt = 19.18); 3, HS-Ae (Rt = 14.63); 4, HS-
Ax (Rt = 20.50); S, impureza (Rt = 10.8); 6, constituyente

minoritario no caracterizado (Rt = 15.5).
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Se inyectaron alicuotas (500 pl) de una solucion hexano-AcOEt (1:4)
de las fracciones 9-18 obtenidas de la CC (ver seccion 4.5.2,2.5.a) a una
concentracton de 0.1 mg/ul. Este procedimiento repetido en sucesivas
ocasiones permitié la obtencion del compuesto HS-A (R¢ = 26.16 min) con

una pureza del 100%,

4,5.2.2.6. Determinacion de los factores de retencion (Ry) para los

diterpenos.

Los R¢ para cada uno de los diterpenos aislados de Hyptis spicigera se

determinaron mediante la cromatografia en capa fina utilizando gel de silice
como la fase estacionaria. Los procedimicntos para la realizacion de los
analisis cromatograficos s¢ describieron anteriormente. (ver seccion 4.1.1.2).
La figura 4.5 muestra la cromatografia cn capa fina para cada uno de los

diterpenos purificados.
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A=HS-A
B =HS-Ae ¢
C=HS-Am
D =HS-Ax

A B CD
CHCla-HQZCO(l:l)

Figura 4.5, Cromatografia en placa fina de los diterpenos de Hyptis
spicigera. Condiciones cromatograficas: cromatoplaca de vidrio
(5 x 10 em, espesor 0.25 mm) cubierta con gel de silice 60 Fass;
sistema de elucién: CHCl-Me,CO -(1:1). Asignacién ‘de las
bandas: A, HS-A (Ry = 0.34); B, HS-Ae (Rf =(.57), C, HS-Am

(Rg=0.48); D, HS-Ax (Ry = 0.44).
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4.6 PREPARACION DE DERIVADOS.

A continuacion se describe la metodologia utilizada en las reacciones
quimicas realizadas a los productos aislados de Hyptis spicigera, mismas que
fueron desarrolladas para facilitar ia completa identificacién y caracterizacion
de los productos naturales. En todos los casos, el desarrollo de las reacciones

y la obtencion de los derivados se comprob6 mediante CCF.

4.6.1 Reaccion de alquilacién con diazometano.

4,6.1.1 Preparacion del reactivo.

A una solucién de KOH (7 mg en 12 pl de agua destilada), 36 pl de
EtOH y 22 pl de Et,O se adicionaron 35.5 mg de N-metil-N-nitroso-p-
toluensulfonamida (Diazald) en 42 ul de Et,0. La mezcla de reaccion se
mantuvo en agitacion continua a una temperatura de 5 °C. Después de cinco
minutos, el CH,N, etéreo se destild utilizando un bafio maria (58-60 °C). El
destilado se colect6 en 5 ml de Et,0 en un bafio de hielo.
4.6.1.2 Alquilacion de HS 1-2A.

50 mg del compuesto (HS I-2A) se disolvieron en 5 ml de CHCI, y se
alquilaron con un exceso de solucion etérea de CH,N, a una temperatura de 5

°C. La adicion del agente alquilante se efectud hasta que ya no se observo



desprendimiento de nitrégeno. La cromatografia en capa fina a nivel
preparativo con el sistema de elucion CHCL-Me,CO (9:1) permitio la
purificacion de 44.9 mg del derivado metilado denominado con la clave HS

I-2Am.,

4.6.2 Reaccibn de acetilacion.

4.6.2.1 Acetilacion total de HS-A.

Las fracciones 60-65 (159.8 mg) provenientes del aislamiento del
compuesto HS-Ae (ver seccion 4.5.2.2.4), se disolvieron junto con 17.9 mg
del compuesto HS-A en 1.7 ml de Ac,O y 0.85 ml de piridina. Esta mezcla de
reaccion se mantuvo con agitacion continua a temperatura ambiente durante
24 h. Posteriormente, se procedid a extraer el producto de reaccion
adicionando 5 m! de agua destilada. La mezcla se mantuvo en agitacion
durante 5 min y se realizaron 3 extracciones sucesivas utilizando en cada una
voliimenes de 5 m! de AcOEt. Las fases organicas se reunieron y se trataron
con 5 ml de HCI (por tres ocasiones), seguido de un tratamiento alcalino éon
una solucién saturada de NaHCO, (7 ml). Por tltimo, la fase orgénica se lavo
dos veces con 5 ml de agua destilada en cada ocasion. Esta fase se seco con

Na,SO, anhidro y se concentrd a presion reducida, Finalmente, el producto se
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purifico mediante CC, utilizando 25 g de gel de silice para cromatografia
flash en una columna de 2 cm de didmetro y alcanzar una altura de 20 cm. El
volumen de los eluatos fue de 25 ml cada uno. De esta manera, se obtuvieron
45 mg del producto denominado con la clave HS-Aac a partir de las

fracciones 12-16, eluidas con hexano-AcOEt (75:25).

4.6.2.2 Acetilacién parcial de HS-A,

57 mg del compuesto HS-A se disolvieron en 14 pl de Ac,Oy 12 pl de
piridina. Esta mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion continua en bafio
de hielo (-5 °C) durante 10 min. Posteriormente, se procedid a extraer el
producto de reaccion adicionando 2.5 ml de agua destilada; la mezcla se
mantuvo en agitacion durante 5 min, se realizaron tres extracciones sucesivas
utilizando en cada una volimenes de 2.5 ml de AcOEt. La fase organica se
traté con 2.5 ml de HCl (por dos ocasiones), seguido de un tratamiento
alcalino con una solucion saturada de NaHCO, (5 ml). Por tltimo, la fase
organica se lavo dos veces con 2.5 ml de agua destilada en cada ocacion, Esta
fase se secd con NaySO; anhidro y se concentré a presion reducida.,
Finalmente, el producto se purifico mediante CCF a nivel preparativo,

utilizando el sistema de elucion CHCl;-Me,CO (6:4), obteniendose 9.5 mg de
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un compuesto puro (Rg = 0.57), el cual fue idéntico al producto natural HS-

Ae. La banda con Ry = 0.34 permiti6 la recuperacion de 14.6 mg de la

materia prima (HS-A).

4.6.3 Reaccién de oxidacion alflica.

10.8 mg del compuesto denominado HS-A se disolvieron en 2 ml de
CHCl; y se le adicionaron 116 mg de MnO, dejandose en agitacién a
temperatura ambiente durante 16 h. Posteriormente, la mezcla de reaccion se
filtr6 sobre celita y el filtrado se concentré a presion reducida para su
posterior purificacion mediante CC en una pipeta pasteur empacada con gel
de silice 60 Merck (Malla 70-230). La elucion se llevo a cabo mediante la
adicion de CHCI; como la fase movil. Se colectaron volimenes de 2 ml cada
uno, obteniéndose 5.6 mg de un producto puro a partir de las fracciones 8-21,

el cual fue idéntico al producto natural HS-Am.
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4.7 CARACTERIZACION DE L.OS METABOLITOS SECUNDARIOS

AISLADOS.

4.7.1 Caracterizacién del compuesto HS 1-2A (acido ent-kaur-16-
en-19-6ico).
El compuesto HS I-2A se aislé como un solido amorfo de color blanco
y presento las siguientes propiedades fisicas y espectroscopicas:
pf=163-165 °C.
IR v max (KBr): Espectro No. 1.
3062, 2928, 1694, 1464, 1262, 1182, 874, 740 em™.
RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS): Espectro No. 2.
0 4.80 (1H, s a, H-17); 4.74 (1H, s a, H-17"), 1.24 (3H, s, H-18);
0.95 (3H, s, H-20).
RMN-C (75.4 MHz, CDCls, TMS): Espectro No. 3.
d 184.08 (C-19), 155.85 (C-16), 102.95 (C-17), 57.01 (C-5), 55.07
(C-9), 48.92 (C-15), 44.22 (C-4), 43.82 (C-13), 43.73 (C-8), 41 .26
(C-14), 40.68 (C-7), 39.67 (C-10 y C-1), 37.79 (C-3), 33.11 (C-
12), 28.96 (C-18), 21.83 (C-6), 19.09 (C-11), 18.45 (C-2), 15.62

(C-20).



EMIE m/e (int.rel.): Espectro No. 4.
302 {M}* (29.2), 287 (35.7), 259 (48.7), 257 (20.9), 256 (12.3),
243 (27.9), 241 (37.2), 213 (34.9), 187 (21.8), 149 (62), 131
(76.7), 105 (65.4), 93 (61.1), 91 (58.6), 57 (100).
La identificacion de este metabolito secundario como el acido ent-kaur-

16-en-19-oico se realizé mediante comparacion con una muestra auténtica,”®

4.7.2 Caracterizacién del compuesto HS I-2Am (ent-kaur-16-en-19-

oato de metilo).

La alquilacion del compuesto HS I-2A permitié la obtencion de un
producto denominado con la clave HS I-2Am. Este derivado se aislo como
un solido de color blanco. Las constantes fisicas y las propiedades
espectroscopicas de este compuesto correspondieron con las descritas para ¢l
ent-kaur-16-en-19-oato de metilo*! y son las siguientes:
pf="71-72°C.

IR v max (KBr): Espectro No. 5.
2922, 2850, 1724, 1460, 1374, 1234, 1150, 1032 cm™.
RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS): Espectro No. 6.
3 4.80 (1H, s a, H-17); 4.74 (1H, s a, H-17"); 3.63 (3H, s, -OCHa);

1.17 (3H, s, H-18); 0.84 (3H, 5, H-20),

50



RMN-C (75.4 MHz, CDCl;, TMS): Espectro No. 7.
8 178.05 (C-19), 155.85 (C-16), 102,92 (C-17), 57.04 (C-5), 55.07
(C-9), 51.10 (-CH,CH), 48.92 (C-15), 44.22 (C-4), 43.82 (C-8 y
C-13), 41.29 (C-14), 40.74 (C-7), 39.67 (C-1), 39.42 (C-10), 38.0¢
(C-3), 33.11 (C-12), 28.75 (C-18), 21.93 (C-6), 19.15 (C-11),

18.42 (C-2), 15.43 (C-20).

4.7.3 Caracterizacién del compuesto HS-Am (19-acetoxi-2c,7 -

dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al),
El compuesto HS-Am se aislo como un aceite incoloro, que con el

paso del tiempo adquiere una coloracion amarillo ambar Rg = 0.48 (fig. 4.5).

Este metabolito secundario se caracterizo como el 19-acetoxi-2a,70-
dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al y presentd las siguientes propiedades
fisicas y espectroscopicas:
[a]o=+10°
IR v mdx (KBr): Espectro No. 8.

3382, 2926, 2858, 1732, 1667, 1456, 1374, 1246, 1128, 1058, 902

e’

RMN-'H (300 MHz, C¢Ds, TMS): Espectro No. 9.
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59.89 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-15); 5.85 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-14);
5.44 (1H, s a, H-17); 4.58 (1H, s a, H-17); 4.19 (1H, d, I = 114
Hz, H-19); 3.73 (1H, d, J = 11.4 Hz, H-19); 3.69-3.53 (2H, m, H-
7; H-2), 1.69 (3H, s, CH;CO-); 1.44 (3H, s a, H-16), 0.88 (3H, s,
H-18); 0.55 (3H, s, H-20).
RMN-C (75.4 MHz, C¢Ds, TMS): Espectro No. 10,
8 190.19 (C-15), 170.47 (CH,CO-), 162.91 (C-13), 149.28 (C-8),
129.59 (C-14), 104.78 (C-17), 73.38 (C-7), 66.98 (C-19), 64.33
(C-2), 53.42 (C-9), 52.98 (C-5), 47.63 (C-1), 45.26 (C-3), 40.19
(C-10), 38.59 (C-4), 33.61 (C-6), 30.38 (C-12), 27.67 (C-18),
24.17 (C-16), 21,86 (C-11), 20.38 (CH5CO-), 16.14 (C-20).
EMIQ m/e (int.rel.): Espectro No. 11.
379 {(M+H}" (16.8), 378 (9.2), 377 (9.0), 361 {M+H-H,0}"
47.6), 343 (M+H-21,0}" (61.0), 301 {M+H-2H,0-C,H,0}"
(76.5), 283 {M+H-3H,0-C,H,0}" (100), 265 {M+H-4H,0-
C,H,0}" (57.8), 257 (24.0), 255 (35.1); 239 (37.1), 205 (5.0), 199
(36.2), 187 (13.7), 149 (17.2), 133 (16.5), 125 (6.3), 121 (30.5),

119(26.2), 111 (8.3), 109 (22.3), 107 (33.8).

52



4.7.4 Caracterizacién del compuesto HS-Ax (19-acetoxi-2a,7a-

dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona).
El compuesto HS-Ax con Rg = 0.44 (fig. 4.5) se purificé en forma de

un aceite incoloro. La estructura de este compuesto se caracterizé como la
19-acetoxi-2a., 7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona y present6 las
siguientes propiedades fisicas y espectroscopicas:
IR v max (KBr): Espectro No. 12.
3398, 2928, 2857, 1732, 1372, 1244, 1034, 980, 906 cm™.
RMN-'H (500 MHz, CDCls, TMS): Espectro No. 13.
8 5.21 (1H, s a, H-17); 4.65 (1H, s a, H-17); 4.12 (1H, d, J = 11.1
Hz, H-19); 3.94-3.85 (2H, m, H-7; H-2); 3.77 (1H, d, J = 11.1 He,
H-19"; 2.08 (3H, s, H-16); 2.02 (3H, s, CH;CO-); 1.03 (3H, s, H-
18); 0.71 (3H, s, H-20).
RMN-"C (125 MHz, CDCl;, TMS): Espectro No. 14.
5 208.73 (C-13), 171.12 (CH,CO-), 148.80 (C-8), 104.35 (C-17),
73.69 (C-7), 66.92 (C-19), 64.75 (C-2), 54.00 (C-9), 52.89 (C-5),
47.71 (C-1), 44.98 (C-3), 42.07 (C-12), 40.54 (C-10), 38.57 (C-4),
33.49 (C-6), 30.02 (C-16), 27.74 (C-18), 20.90 (CH5CO-), 17.37 (C-

11), 15.88 (C-20).

53



EMIQ m/e (int.rel.): Espectro No. 15.
353 (M+HY* (1.4), 335 {M+H-H,0}* (11.7), 317 {M+H-2H,0}"
(13.8), 309 {M+H-C,H,0}" (8.1), 279 (37.2), 275 {M+H-2H,0-
CH,0}" (15.9), 257 {M+H-3H,0-CH,0}" (50.2), 205 (32.8),
199 (18.3), 187 (5.2), 149 (29.0), 133 (11.5), 125 (10.0), 121

(11.1), 119 (40.6), 111 (13.0), 109 (12.0), 107 (100).

4.7.5 Caracterizacion del compuesto HS-Ae (15,19-diacetoxi-

2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dienc).
El compuesto de menor polaridad con Rg = 0.57 (fig. 4.5) denominado

HS-Ae se aislé como un aceite incoloro y su estructura se caracterizé como el
15,19-diacetoxi-20, 7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno.  Este  compuesto
presento las siguientes propiedades fisicas y espectroscopicas:
IR v max (KBr): Espectro No. 16.
3380, 2924, 2856, 1730, 1456, 1374, 1240, 1126, 1056, 900 ¢m’!
RMN-'H (300 MHz, CDCl;, TMS): Espectro No. 17.
0 5.36 (1H, dd, ] = 6.9, 7.0 Hz, H-14); 529 (1H, s a, H-17); 4.78
(1H, s a, H-17"); 4.57-4.45 (2H, m, H-15); 418 (1H, d, J = 11.1

Hz, H-19); 3.92 (2H, m, H-7; H-2); 3.77 (1H, d, J = 11.1 Hz, H-

54



19"; 2,054 (3H, s, CH,CO-); 2.052 (3H, s, CH3CO-); 1.75 (3H, s
a, H-16);, 1.06 (3H, s, H-18); 0.72 (3H, s, H-20).
RMN-BC (75.4 MHz, CDCl3, TMS): Espectro No. 18.

§ 171.5 (CH;CO-), 170.0 (CH;CO-), 144.20 (C-13), 142.23 (C-8),
119.87 (C-14), 104.31 (C-17), 73.74 (C-7), 66.94 (C-19), 64.79
(C-2), 61.13 (C-15), 53.69 (C-9), 53.01 (C-5), 47.60 (C-1), 45.14
(C-3), 40.34 (C-10), 38.62 (C-4), 33.20 (C-6), 30.07 (C-12), 27.73
(C-18), 23.27 (C-16), 21.48 (C-11), 20.90 [2(CH;CO-)], 16.13 (C-

20).

4.7.6 Caracterizacion del compuesto HS-A (19-acetoxi-2a,7a,15-

trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno).
El compuesto HS-A de mayor polaridad con Ry = 0.34 (fig. 4.5) se

purificd como un aceite incoloro translucido y se caracterizo como el 19-
acetoxi-20, 7a, 1 5-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno. Este diterpeno presentd
las siguiente propiedades fisicas y espectroscopicas:

[o]p =+ 58°

IR v max (KBr): Espectro No. 19.

3368, 2926, 2856, 1724, 1456, 1374, 1246, 1034, 902 cm™.
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RMN-'H (500 MHz, CDCls, TMS): Espectro No. 20.
§ 5.40 (1H, dd, J = 6.4, 7 Hz, H-14); 5.26 (1H, s a, H-17); 4.77
(1H, s a, H-17"); 4.14 (1H, d, J = 11.1 Hz, H-19); 4.03 (2H, d a, ]
=17 Hz, H-15); 3.92-3.86 (2H, m, H-7; H-2); 3.75 (1H, d, J = 11.1
Hz, H-19"); 2.03 (3H, s, CH;CO-); 1.74 (3H, s a, H-16); 1.03 (3H,
s, H-18); 0.70 (3H, s, H-20).

RMN-"C (125 MHz, CDCl;, TMS): Espectro No. 21.
§ 171.15 (CH;CO-), 149.20 (C-8), 139.80 (C-13), 124.91 (C-14),
104.27 (C-17), 73.69 (C-7), 66.95 (C-19), 64.77 (C-2), 59.01 (C-
15), 53.68 (C-9), 52.96 (C-5), 47.58 (C-1), 45.10 (C-3), 40.32 (C-
10), 38.62 (C-4), 33.37 (C-6), 29.92 (C-12), 27.72 (C-18), 23.27
(C-16), 21.56 (C-11), 20.91 (CH3CO-), 16.15 (C-20).

EMIQ m/e (int.rel.); Espectro No. 22.
381 {M+H}* (0.27), 363 {M+H-H,0}" (29.9), 345 {M+H-2H,0}"
(48.7), 327 {M+H-3H,0}" (58.6), 303 {M+H-2H,0-C;H,0}"
(27.8), 285 {M+H-3H,0-C,H,0}" (89.4), 267 {M+H-4H,0-
C,H,0}* (100), 257 (20.8), 205 (13.1), 199 (10.5), 187 (11.9), 149
(23.1), 133 (14.4), 125 (11.8), 121 (29.4), 119 (16.4), 111 (11.0),

109 (29.0), 107 (51.9).
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4.7.7 Caracterizacién del compuesio HS-Aac (2c,,7¢,15,19-
tetraacetoxi-labda-8(17),132-dieno).

La acetilacion del compuesto HS-A permitio obtener su derivado
peracetilado denominado con la clave HS-Aac (2a,7a,15,19-tetraacetoxi-
labda-8(17),13Z-dieno). Este derivado se purifico en forma de un aceite
incoloro y presento las siguientes propiedades espectroscopicas:

IR v max (KBr): Espectro No. 23.
3458, 2966, 2856, 1738, 1366, 1240, 1030, 904 cm™,

RMN-"H (500 MHz, CDCls, TMS): Espectro No. 24.
3 5.34 (1H, dd, ] = 6.9, 7 Hz, H-14); 5.10 (IH, s a, H-17); 5.01
(1H, dd, J4 = Jee = 6 Hz, H-7); 4.95 (1H, dddd, }iz2 = 1135, = 12
Hz, Jig.0 = 230 = 4.2 Hz, H-2), 4.73 (1H, s a, H-17");4.05 (1H, d, J
= 11.2 Hz, H-19);4.51 (IH, dd, ] = 11.4, 6.6 Hz, H-15), 4.47 (1H,
dd, ] =114, 6.6 Hz, H-15"); 4,06 (1H, d, ] = 11.2 Hz, H-19); 3.8
(1H, d, J - 11.2 Hz, H-19); 2.11 (3H, s, CH;CO-);, 2.03 (311, s,
CH;CO-); 2.02 (3H, s, CH3CO-); 2.01 (3H, s, CH;CO-); 1.73 (3H,
s a, H-16); 1.01 (3H, s, H-18); 0.77 (3H, s, H-20).

RMN-"C (125 MHz, CDCl3, TMS): Espectro No. 25.
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§ 170.97 (CH;CO-), 170.37 (CH;CO-), 169.9 (CH,CO-), 143.94
(C-8), 142.32 (C-13), 119.90 (C-14), 105.30 (C-17), 74.48 (C-T),
68.12 (C-2), 66.50 (C-19), 60.94 (C-15), 54.16 (C-9), 52.82 (C-5),
43.55 (C-1), 41.01 (C-3), 40.20 (C-10), 38.47 (C-4), 30.13 (C-6),
29.97 (C-12), 27.68 (C-18), 23.41 (C-16), 21.79 (C-11), 21.36
(CH5;CO-), 21.13 (CH;CO-), 21.03 (CH;CO-), 20.85 (CH;CO-),

15.77 (C-20).



V. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 FRACCIONAMIENTO.

El plan de trabajo desarrollado para el estudio fitoquimico
convencional del contenido metabolico de Hyptis spicigera, la hierba del
burro, se dividio en los procedimientos metodoldgicos siguientes:
| .- Recoleccion del material vegetal.

2 - Fragmentacion (molienda del material vegetal seco).

3.- Extraccion (via maceracion con disolventes organicos).

4 - Fraccionamiento (mediante cromatografia en columna).

5.- Separacion (mediante cromatografia en columna y cromatogratia en capa
fina a nivel preparativo).

6.- Purificacion (por cromatografia en capa fina a nivel preparativo v
cromatografia de liquidos de alta resolucion).

7.- ldentificacion (propiedades fisicas, métodos espectroscopicos y
espectrométricos).

El andlisis cromatografico de los dos extractos organicos (hexanico y
cloroformo-metandlico) preparados a partir de las partes aéreas de Hyptis

spicigera permitio el aislamiento y la purificacion de siete constituyentes. Se¢



logré establecer la estructura quimica de cuatro nuevos diterpenos biciclicos:
tres labdanos [19-acetoxi-2a, 701,15 trihidroxilabda-8( 17),13Z-dieno (1); 19-
acetoxi-Zoc,7a-dihidroxilabda-8(1 7),13Z-dien-15-a] (2);  15,19-diacetoxi-
2a,7a-dihidroxilabda-8(17),1BZ~dieno (3)], vy un norlabdano 19-acetoxi-
20c,70c-dihidroxi-l4,l5~dinorlabda-8(17)~en—l3-ona (4) (fig. 5.1). De manera
adicional, se aislaron e identificaron tres metabolitos conocidos: ¢l 4cido ent-
kaur-16-en-19-gico (diterpeno tetraciclico), el B-sitosterol (esterol) y el cido

ursolico (triterpeno).

R
CH, Hy CH, Hy
HO “.'h., HO ““‘
F§i "l.uoH . I.E.l “”OH‘
AcOCH  ch, AcOCH-  'CH,
1 R=CH20H 4
2 R=CHO
3 R=CH20Ac

Figura 5.1. Estructura de los diterpenos 1-4 aislados de Hyptis spicigera.
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5.2 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS
NOVEDQSOS.

A continuacion se describe ¢l andlisis de los datos espectroscopicos y
espectrométricos que permitio la identificacion de los productos naturales

aislados.

5.2.1 Diterpenos biciclicos.

5.2.1.1 19-acetoxi-2a,,70,15-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-A).
El constituyente mayoritario se aisld como un aceite incoloro
translicido y fue dpticamente activo. Este constituyente presentd la mayor

polaridad con un R¢ = 0.34 (ver fig, 4.5).

El espectro de IR (espectro # 19) presentd bandas de absorcion
asociadas con la presencia del grupo hidroxilo (3368 cm™), ademas de las
absorciones correspondientes a los alargamientos del carbonilo de un éster
(1724 cm’™).

El esqueleto estructural diterpenoide que correspondié al nicleo de
labdano se propuso mediante el andlisis de las consiantes espectroscopicas:

en especial, las generadas en la espectrometria de masas y en la resonancia
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magnética nuclear protonica (RMN-"H) y de carbono-13 (RMN-"C) de la
siguiente manera;

1) El andlisis del espectro de masas obtenido mediante ionizacion
quimica (espectro # 22) permitié determinar la formula molecular de
CyHi60s mediante la deteccion del i6n cuasimolecular {M-+H}" con una
relacion de masa-carga (m/e) de 381 unidades de masa atomica. El nimero de
atomos de carbono s confirmd mediante el espectro de RMN-"C (espectro
# 21) y mediante un experimento DEPT (fig. 5.2) se corrobord el nuimero de
alomos de hidrogeno del micleo estructural.

2) La formula molecular calculada permitio establecer cinco grados de
insaturacion para este compuesto. Ademas, la diferencia sucesiva de 18
unidades de masa (H,0) a partir del ién quasimolecular, con los fragmentos
de m/e 363 {M+H-H,0}", 345 {M+H-21,0}" y 327 {M+H-3H,0}", asi
como la pérdida adicional de 42 unidades (C,H,0) para generar los
fragmentos de m/e 303 {M+H-2H,0-C,H,0}", 285 {M+H-3H,0-C;H,0}" y
267 {M+H-4H,0-C,H,0}" corroboraron la presencia de tres grupos

hidroxilo*? y un acetoxilo.* *
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Figura 5.2. Espectro de RMN-"C DEPT del compuesto HS-A (1).
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3) En el espectro de RMN-'H (espectro # 20) el triplete centrado en 8
5.40 y los singuletes en & 5.26 y 4.77 permitieron identificar tres hidrogenos
vinilicos. De éstos, las dos ultimas sefiales deberian corresponder a un
metileno exociclico y, por lo tanto, la restante formaba parte de una doble
ligadura trisustituida. De esta manera, se satisfacian tres de las cincos
insaturaciones calculadas al considerar adicionalmente la insaturacion del
grupo carbonilo de éster presente en la molécula. Asi, el nicleo diterpénico
deberia corresponder a un sistema biciclico derivado del geranil geranil
pirofosfato para satisfacer las dos insaturaciones restantes. Por lo tanto,
resulta evidente que el nucleo diterpénico en cuestion deberia tratarse del

esqueleto de labdano™ * (fig. 5.3).

oPP oPP

H* H

GGPP Labdadienil pirofosfato

Figura 5.3. Biogénesis del nucleo labdanico a partir del geranil-geranil
pirofosfato (GGPP).
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La sefial vinilica centrada en 3 5.40 (H-14) presentd un acoplanuento
de tipo vecinal con el doblete centrado en & 4.03 y una interaccion alilica con
el grupo metilo en & 1.74, mismos que fueron observados en el espectro de
RMN bidimensional "H-"H COSY (fig. 5.4). La sefial en 3 4.03 integré para
dos hidrogenos y por su desplazamiento quimico debia corresponder a un
hidroximetileno (~CH,OH). De esta manera, estas sefiales identificaron dos de
los sustituyentes de la olefina trisustituida. La estereoquimica Z, i.e., la
orientacion en lados opuestos para el grapo metilo (C-16) y el
hidroximetileno, se confirmd mediante el efecto nuclear de Overhauser
observado entre el proton vinilico centrado en 8 5.40 y el grupo metilo en &
1.74 (fig. 5.5).

4) El espectro de RMN-"C en su modalidad DEPT (fig. 5.2) mostro
nueve sefiales positivas, cuatro de las cuales corresponden a grupos metilo [3
27.72 (C-18), 23.27 (C-16), 20.91 (CH3;CO-) y 16.15 (C-20)], y las cinco
restantes a metinos. De éstas, una correspondia al carbono terciario de una
doble ligadura trisustituida [3 124.91 (C-14)]; por su desplazamiento quimico,
dos sefiales debian corresponder a los carbonos geminales a funciones

hidroxilo secundario [6 73.69 (C-7). & 64.77 (C-2)] y las restantes a los

metinos C-5 (& 52.96) y C-9 (8 53.68) del nicleo diterpénico basico.
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Las asignaciones para los 4tomos de carbono se realizaron mediante las
correlaciones 'H-"C geminales observadas en el espectro HMQC (fig, 5.6).
Las sefiales negativas observadas en el espectro DEPT correspondian al
metileno exociclico C-17 (8 104.27), al hidroximetileno, C-15 (5 59.01) y al
acetoximetileno C-19 (6 66.95), a los metilenos del nicleo biciclico C-1 (8
47.58), C-3 (8 45.10) y C-6 (6 33.37) y a los dos metilenos de la cadena
lateral, C-12 (& 29.92) y C-11 (8 21.56). Por lo tanto, las cinco sefiales
restantes del espectro total de RMN-Y’C se asignaron a los carbonos
cuaternarios, de éstos el que mostraba el mayor desplazamiento
paramagnético correspondia al carbonilo de un grupo éster (8 171.15). Se
identificaron facilmente a los dos carbonos vinilicos cuaternarios C-8 (&
149.20) y C-13 (6 139.80), y a los dos carbonos tetrasustituidos del nicleo
biciclico, es decir los centros C-10 (6 40.32) y C-4 (5 38.62).

5) Se observaron las sefiales correspondientes a los hidrdgenos
diasterotopicos de un grupo ~CH;OAc sin protones en ¢l carbono adyacente,
centrado en & 4.14 y 3.75 (AB, 2H, J = 11.1 Hz) y cuyo desplazamiento
quimico a campo bajo (Y2 8A + 8B = 3.95) es diagnostico de una funcion

acetoximetilénica con orientacion axial unida al carbono cuaternario C-4.4
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La interaccion observada en el NOESY (fig. 5.5) entre el doblete
centrado en 3 4.14 (-CH,OAc) y el grupo metilo C-20 (8 0.70) permiti6
corroborar la ubicacion del acetoximetileno sobre el nicleo C-4 con una

orientacion axial (fig 5.7).

. CH,OH
ACO. ¢

\H H
N ‘/
cH! <J

HO

CH,

Figura 5.7. Principales efectos nucleares de Overhauser observados en el

compuesto HS-A (1).

6) Hasta este momento, durante el andlisis de las evidencias
espectroscopicas, solo restaba por localizar la posicién de los dos grupos
hidroxilos secundarios en el nucleo biciclico de labdane. En el producto
natural (1), la elucidacion de la ubicacion de estos sustituyentes no fue
posible debido a la sobreposicion de las resonancias correspondientes a los

hidrogenos geminales a estas funciones en el multiplete centrado en & 3.92-
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3.86. Por lo tanto, se procedi6 a la sintesis del derivado peracetilado (5) con
el objetivo de diferenciar la multiplicidad de cada una de las sefiales
geminales o los  carboxilos secundarios mediante ¢l desplazamiento
paramagnético que sufririan los hidrogenos H-2 y H-7 en los ésteres
resultantes.

La RMN-'H (espectro # 24) del derivado 5 presenté una magnifica
resolucion para las seifales en cuestion. S¢ observo una sefial centrada en &
4.95 (1H, dddd, J = 12, 4.2 Hz). Estos valores experimentales demostraron

que este proton se encuentra sujeto a dos interacciones vecinales de tipo

diaxial (¢ ~ 180°)® con un valor de J = 12 Hz (Jizz = Ja32) y & dos
acoplamientos axial-ecuatorial (¢ =~ 60°)* de aproximadamente 4.2 Hz (Jiq.,

= J,30). Esta combinacion de constantes de acoplamiento resultan en una

sefial ancha (J = 32 Hz) como se ilustra en la figura 5.8. Por lo tanto, la unica
posicion para la localizacion del primer hidroxilo secundario en el esqueleto
labdanico que permitiria esta multiplicidad correspondio al nucleo C-2 y la

oricntacion del grupo hidroxilo serfa a-ecuatorial.

71



64.95

~——J1a2=12 Hz

1 ........"2.311 : 12 I‘[Z
H,
TN
HO
7
Cd —fl—J 11 =42 Hz
Hy H i |
=+ J2.3e = 4.2 Hz
60° H

180°

HO e[

Figura 5.8, Multiplicidad observada para el protén H-2 (5 4.95) en la RMN-
'H del derivado peracetilado (5) del compuesto HS-A.



Por otra parte, el hidrogeno geminal al grupo hidroxilo secundario

restante, 1.e., H-7 (8 5.01), mostré una anchura media de J = 12 Hz y una

i

multiplicidad en forma de un triplete (Jpo = Joo = 6Hz). Este patron de
acoplamiento es debido a las interacciones vecinales de tipo axial-ecuatorial
(¢ » 60°) y diecuatorial (¢ ~ 60°) con un grupo metileno vecinal y, en
consecuencia, la tinica posicion del biciclico diterpenoide que proporcionaria
esta combinacién de constantes de acoplamiento seria el nicleo C-7 y la
estereoquimica del grupo hidroxilo corresponderia a una orientacion c.-axial
(fig, 5.9).

Finalmente, se discutira el espectro de 'H-"*C bidimensional HMBC
que registra las interacciones a larga distancia, es decir, a dos (“Je.) y tres
ligaduras (Jeag), y que permitié verificar las asignaciones de manera
inequivoca para los conjuntos de atomos C;-Cj, C4-Cyo y cifcg, cuya
resonancia podria intercambiarse debido a la proximidad en su

desplazamiento quimico.
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Figura 5.9. Multiplicidad observada para el proton H-7 (8 5.01) en la RMN-

'H del derivado peracetilado (5) del compuesto HS-A.
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La figura 5,10 ilustra el espectro HMBC generado por el derivado 5, y
en él se indican las principales interacciones observadas, las cuales se

resumen a continuacion:

Proton (5) Den® 1 den®
I R

[

H-17(5.10) | C-8(143.94) [C-7(74.48);C-9 (54.16)
H-18 (1.01) C-4 (38.47) C-5 (52.82)
H-19 (3.87) C-4 C-3 (41.01)

H-20(0.77) C-10 (40.20) C-1(43.55); C-5; C-9

Con base en la informacién espectroscopica antes discutida, la
cstructura del compuesto denominado con la clave HS-A se caracterizé como

el 19-acetoxi-2a,70,15-trihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (fig, 5.1).
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(HMBC) del derivado peracetilado (5) del compuesto HS-A.
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5.2.1.2 19-acetoxi-20,7c~dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al (HS-Am).

Este constituyente se aislo como un aceite incoloro dpticamente activo
que con el paso del tiempo adquiri6 una coloracion amarillo dmbar, esta
observacion indicaba la inestabilidad de este compuesto soluble en CHCl;,
CeéHs y AcOEL,

La espectrometria de masas mediante ionizacion quimica (espectro #
11) permiti6 calcular su formula molecular como CyH34O0s, {M+H}" 379, la
cual establecio seis grados de insaturacion. La diferencia de dos unidades de
masa atomica, entre el ion cuasimolecular de HS-Am (2) con el generado por
el compuesto HS-A (1), suponia la oxidacion de uno de los grupos hidroxilo
del triol (1). La presencia de los cationes de m/e 378 {M+H-1}" y 377 {M-
1}', asi como la abundancia relativa del i6n cuasimolecular (16.8 %),
sugirieron la presencia de un grupo aldehido y, por lo tanto, el grupo
hidroximetileno de la cadena lateral del compuesto HS-A (1) deberia

encontrarse oxidado a un grupo aldehido en (2). Esta consideracion fue
congruente con el decrecimiento observado en la polaridad (R = 0.48) del

compuesto HS-Am (2), en comparacion con la desarrollada por el compuesto

HS-A (1), en la cromatografia en capa fina (ver fig. 4.5).
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Las caracteristicas espectroscopicas de este compuesto fueron similares
a las obtenidas para cl labdano HS-A (1) y a continuacién se describiran las
principales diferencias observadas;

1) En el espectro de IR (espectro # 8) se observé una absorcion
adicional a la centrada en 1732 cm™! para el grupo acetato y que evidencit la
presencia de un grupo aldehido a, P-insaturado® mediante la banda de
absorcién en 1667 cm™,

2) En la RMN-'H (espectro # 9) del compuesto 2 se detectaron dos
diferencias significativas en la apariencia del espectro al comparar con el
generado por el compuesto 1: en primer lugar, se observé la desaparicion de
la sefial centrada en & 4.03 correspondiente a los hidrogenos del grupo
hidroximetileno (CH,OH) en C-15 del triol HS-A (1) y se registro en el
espectro del aldehido HS-Am (2) una sefial adicional centrada en & 9.89 que
integré para un hidrégeno y cuyo desplazamiento quimico correspondia al
hidrégeno de un grupo aldehido. Por lo tanto, estos resultados confirman que
el grupo aldehido se encuentra en la posicién C-15 en la estructura de HS-
Am (2). En segundo lugar, la aparicién de un doblete centrado en & 5.85 (H-
14) en el espectro de HS-Am (2), en lugar del triplete en 6 5.40 como

aparece en el espectro de HS-A (1), garantizo no solamente la trisustitucién
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de la olefina presente en la cadena Iate%ugmo au fmn bién corrobord su

posicion vecinal a la del grupo aldehido.

3) El espectro de RMN-*C (espectro # 10) confirmé las observaciones
anteriores mediante la desaparicion de la sefial en 8 59.01 correspondiente al
C-15 del compuesto HS-A (1), y la aparicion de la sefial para el carbonilo del
grupo aldehido en § 190.19 en el espectro de HS-Am (2).5" !

Por ultimo, se realizo la correlacion quimica entre los productos
naturales 1 y 2 mediante una reaccion de oxidacion alilica utilizando MnO, a,
temperatura ambiente (fig. 5.11). De manera sorprendente, sdlo se obtuvo la
oxidacion del alcohol alilico primario y esta reaccion sirvid para la
caracterizacion estructural inequivoca del compuesto HS-Am como el 19-

acetoxi-2o., 7o-dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-15-al (fig. 5.1).

H,OH HO

HOw, HOM,,,
M
THF

AcOCH  CH, AcOCH  cH,

Figura 5.11. Correlacion quimica entre HS-A (1) y el aldehido HS-Am (2).
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5.2.1.3 15-19-diacetoxi-20,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-Ae).
El tercer compuesto con R = 0.57 (fig. 4.5) se aislo como un aceite
incoloro y su formula molecular se calculd a partir del espectro de masas por
ionizacion quimica como CaqHasOg, {M+HY' 423, Esta permitio calcular seis
grados de insaturacion y la diferencia de 42 unidades de masa atomica con la
formula del compuesto 1 permitia suponer la presencia de un grupo acetilo
adicional. Esta propuesta era congruente con la diferencia observada en los

valores de Reen CCF (fig. 4.5).

La comparacion de los espectros de RMN-'H (espectro # 17)
obtenidos para HS-Ae (3) con los generados por el compuesto 1 (HS-A;
espectro # 20), permitieron observar de nueva cuenta la presencia del sistema
AB para los hidrogenos del metileno C-19 (8 4.18); los singuletes para los
grupos metilos C-16 (8 1.75), C-18 (8 1.06) y C-20 (8 0.72); ¢l multiplete
perteneciente a los hidrogenos H-2 (8 3.92) y H-7 (8 3.92), los singuletes
asociados a los hidrogenos vinilicos del metileno exociclico H-17 (8 5.29:
4.78) y el triplete asociado a los hidrégenos I1-14 (8 5.36). Ll desplazamiento
paramagnético observado (A8 0.5) para el metileno H-15 (8 4.57-4.45) ¢n el

compuesto HS-Ae (3) en comparacion con la seiial equivalente en HS-A (1)
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sugirio la presencia de un grupo acetato en csta posicion. Este grupo
funcional se identifico, de manera adicional, mediante ¢l area de integracion
de la sefial centrada en 8 2.05 que correspondia a seis hidrogenos v, por o
tanto, indicaba la presencia de dos unidades CH3CO- en la molécula. Con el
objeto de establecer de manera inequivoca la estructura del compuesto HS-
Ae (3), se procedio a realizar una correlacion quimica con el compuesto HS-
A (1). Esta reaccion de acetilacion (fig. 5.12) se realizo controlando los
equivalentes molares de Ac,O (1 mol) y mediante una exposicion a baja
temperatura (-5 °C) y durante un corto tiempo con el proposito de obtener
unicamente la acetilacion del grupo hidroxilo de la cadena lateral. Lstas
condiciones resultaron en un rendimiento del 15% en masa del compuesto 3.
Por lo tanto, la estructura del compuesto HS-Ae (3) corresponde al 15-19-

diacetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),137-dieno (fig. 5.1).

CH,0Ac
H,0H

HO HO
Ac,0Piridim
5C

T

AcOCH H, AcOCH H,

1 3

Figura 5.12. Correlacion quimica entre HS-A (1) v el acetato HS-Ae (3).
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5.2.1.4 19-acetoxi-2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona

(HS-Ax).
El cuarto compuesto se aistd como un aceite meoloro, con Ry 04

(fig 4.5), opticamente activo. Su formula molecular se determind a partir del
espectro de masas por ionizacion quimica (espectro # 15) como Call3)0s,
{M+H}" m/e 353. Esta formula permitio calcular cinco grados de insaturacion
para el compuesto e indicaba una diferencia de 28 unidades de masa atomica
con el compuesto HS-A (1)

Este compuesto presento caracteristicas espectroscopicas semejantes al
compuesto HS-A (1) y que garantizaban la similitud de la porcion biciclica
del ntcleo estructural. La comparacion det espectro de RMN-TH (espectro #
20) del compuesto HS-A (1) con el espectro de RMN-'H (espectro # 13)
generado por HS-Ax (4) permitio identificar las siguientes similitudes: a) el
sistema AB perteneciente a los hidrogenos del hidroximetileno axial en C-19
(6 4.12, 3.77); b) el multiplete asignado a los metinos FH-2 y H-7 (& 3.94-
3.85); ¢) la sefial para el metileno vinilico exociclico H-17 (6 5.21, 4.65); v d)
los metilos H-18 (6 1.03) y H-20 (& 0.71). Por otra parte, s¢ observd la
desaparicion de la sefial correspondiente al hidrogeno vinilico H-14 v al

hidroximetileno H-15. Por lo tanto, cstas diferencias  espectroscopeas



sugirieron la posible oxidacion de la doble ligadura trisustituida en HS-A (1)
para originar una metil cetona durante la biogénesis del compuesto HS-Ax
(4). Esta proposicion se confirmo mediante ¢l metilo centrado en & 2.08
asignable a los tres hidrogenos equivalentes del grupo C-16.

Eil espectro de RMN-"C (espectro # 14) indico la presencia de la metil
cetona mediante las sefiales en 8 208.73 para el grupo carbonilo en C-13°% %2
y en & 30.02 para el metilo C-16; con este andlisis se determind el nicleo

estructural de norlabdano para HS-Ax (4) y se establecio su estructura como

la 19-acetoxi-20,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(1 7)-en-13-ona (fig. 5.1).

5.3 CARACTERIZACION DE LOS CONSTITUYENTES

CONOCIDOS.

Para estos compuestos el analisis de las constantes espectroscopicas,
ademds de la comparacion con muestras auténticas (Rg, p.f, IR, RMN-'H y

RMN-"C), fueron las herramientas utilizadas que permitieron su completa

caracterizacion,
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5.3.1 Diterpeno tetraciclico.

5.3.1.1 Acido ent-kaur-16-en-19-6ico (HS I-2A).

Uno de los componentes del extracto Ilexé;l1iC() se aislo como un solido
amorfo de color blanco. Su formula molecular (CyH300,) se caleuld a partir
de 1a normalizacion del conjunto isotopico del ion molecular (M* 302;
espectro # 4) generado por el espectro de masas mediante impacto
electronico.

La comparacion de los espectros de RMN-'H del compuesto HS I-2A
(espectro # 2) y su derivado metilado (espectro # 6) con los generados por

40, 41

una muestra auténtica del acido ent-kaur-16-en-19-dico permitieron la

identificacion inequivoca de este metabolito secundario.

5.3.2 Triterpeno.

5.3.2.1 Identificacion del acido ursolico.
Debido a que el dcido ursdlico representa frecuentemente uno de los
constituyente mayoritario de los extractos organicos preparados a partir de las

especies de la familia de las labiadas (l.amiaceac), la presencia de este
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triterpeno en Hyptis spicigera se establecio mediante la comparacion en CCF

con una muestra auténtica obtenida de H. pectinata.”’

El cuadro VIII enumera los productos naturales aislados en el presente

estudio asi como el rendimiento expresado en relacion con el peso seco del

material vegetal de partida.

Cuadro VIIL- Rendimiento de los productos naturales aislados a partir de

Hyptis spicigera.
Compucsts aislads Olawc® |wg ©| %D

acido ent-kaur-16-en-19-6ico* HSI-2A| 75 | 9.52x 107

B-sitosterol |54 |685x10°

acido ursolico 100 | 12.69 x 10

19-acetoxi-20, 70, 1 5-trihidroxilabda-8(17),13- | HS-A | 350 |44.44 x 10°
dieno®

15,19-diacetoxi-2c, 7o-dihidroxilabda-8(17),13- | HS-Ae | 3.8 | 0.48x 10°
dieno

19-acetoxi-2a, 7a-dihidroxilabda-8(17), 13-dien- | HS-Am | 5.6 | 0.71 x 10°
15-al4

19-acetoxi-20, 7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda- | HS-Ax | 20 | 2.50x 107

8(17)-en-13-ona*

A Nombre IUPAC.

% Clave asignada durante el presente estudio fitoquimico.

€ Rendimiento (mg).

D Rendimiento obtenido a partir del material vegetal (% peso scco).
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VI. CONCLUSIONES.

La presente investigacion se inici6 con el objetivo de aislar y
caracterizar los constituyentes mayoritarios presentes en la especic mexicana
Hyptis spicigera Lam. (hierba del burro) mediante un estudio fitoquimico
convencional. Esta investigacion permitio generar las siguientes conclusiones:

a) El fraccionamiento del extracto hexanico preparado a partir de las
partes aéreas de esta planta permitio el aislamiento de dos constituyentes
mayoritarios representados por un diterpenoide con esqueleto estructural de
ent-kaureno (4cido ent-kaur-16-en-19-6ico) y un esterol (-sitosterol).

b) A su vez el fraccionamiento del extracto cloroformo-metandlico
condujo al aislamiento de cinco componentes terpénicos mayoritarios; cuatro
compuestos diterpeoides novedosos con un esqueleto estructural de labdano,
los cuales sc¢ caracterizaron como: el 19-acetoxi-2a,7a;,15-trihidroxilabda-
8(17),13Z-dieno (HS-A; 1), 19-acetoxi-2x, 7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dien-
15-al (HS-Am; 2), 15,19-diacetoxi-2a,7a-dihidroxilabda-8(17),13Z-dieno
(HS-Ae;, 3), 19-acetoxi-2a,7a-dihidroxi-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-ona

(HS-Ax; 4). El otro metabolito aislado correspondié a un triterpenoide, €l
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acido ursélico, que se encuentra ampliamente distribuido en la familia
Lamiaceae,

¢) Los resultados obtenidos en la presente investigacion fitoquimica del
contenido metabdlico de esta especie representa una contribucion al
conocimiento de la naturaleza quimica de las especies de importancia
economica y medicinal del género Hyptis. Este trabajo constituye la primera
descripcion de la presencia de los diterpenos con un esqueleto estructural
labdanico en el género. Ademas permite recomendar la realizacion de
estudios adicionales que contribuyan a completar el perfil quimico de Hyptis
spicigera y, de manera especial, aquellos enfocados a la evaluacion del
potencial insecticida de los diterpenos aislados debido a su posible aplicacion

agroquimica.
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Espectro No. 19. IR del 19-acetoxi-2a, 7, 15-tridihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-A; 1)
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Espectro No. 20. RMN-"H del 19-acetoxi-2a, 7a. 1 5-tridihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-A; 1)
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Espectro No. 21. RMN-'3C del 19-acetoxi-2a, 7ct, | 5-tridihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-A; 1)
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Espectro No. 22. EMIQ del 19-acetoxi-2a, 7ct, | 5-tridihidroxilabda-8(17),13Z-dieno (HS-A; 1)
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Espectro No. 23, IR dei 2,7,15,19-tetraacetoxi-labda-8(17),13Z-dieno (HS-Aac; 5)



i
CHzOAC
CH
- AcOn.\
/
i
a : “GAC
= . H
— AcOCH CH, }
\— / (/
! Ly
r L
r ‘;{ !
i i - [ ]
i ; /
L ; ) /
| : ' ;
[ /; j /
T f
& fJ ‘ .
— 3 ' |
| A
5_ 1_,\" ‘_J«__jL
i L : { { d /’\ /
/\
r ) of g @ F
| 13 o s‘é’ 2 = ®oE <
E‘ 'mi ‘f‘”{ - "‘ (= i i
B R
i : ! ) [ 5 4
spm ) & 7

Espectro No. 24 'RMN-‘H del 2,7,15 19—tetraacetoxi-labda-8(l7),132-dieno (HS-Aacs )
ESpectro :NO. . 2,0,19,
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Espectro No. 25. RMN-2C del 2,7,1 5=19-tetraacetoxj-labda-8(17),1 3Z-dieno (HS-Aac; §)
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