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El hombre. cn ¢l comienzo de su histona, recurrio a la naturalezs en busca de los
reCuUrsos AECEsarios Para su sobrevavencia A través de aciertos y errores aprendid a
conover las plantas que le eran dules v tal conocimiento, transnutido de gencracién en
generacion, fue incrementindose con la experiencia. Asi. en todo ¢ mundo. ¢} contacto
de las diferentes culturas con ta diversidad bioldgica. propici que desde épocus remotas
sc hiciera uso de productos naturales en la elaboracion de medicatnentos, pigmentos y
alimentos, entre otros, permanccicndo hasta auestros dias el uso de las plantas con fines
coy tecnologico alcansado por la

curativos, no obstante, el enonme desarrollo cientify
humanidad

50 de Ta quitica en Las Gltimas décadas, sobre

A pesar de Luaimpresionante cvoluc
odo en el drea de o sintesis orgdnica v la qufmica medicinal, no cxisten tratamentos
cficientes  para numerosas  enfermedades  tales como  la malana,  esguistosomasis,
tripanosomiasis,  fepra. infecciones sirales. cancer, cte Por otro lado, la industria
farmacdéutica o« una industria cara © 1naccesthle para los sectares pobres de la poblacidén. y
la elaboruscion de flirmacos o su adguisicion se halla determunada coondmicd, tecnologica
¥ politicamente por los centros Jde produccion quimico-tannacedtica, por lo que el
tratamicnio  de  enfennedades  a través  de plantas consttuye una alternativa o
complemento viable.

Lo anterior, aunado a los avances logrudos en biotecnologia, en téentcas analiticas
accidén y caracterizacedn, la competicion a mvel mundial v 1 pérdida tanto de

de e
culturas indigenas como de bisdiversidad, son algunos de Jos factores que han favorecido
el renovado interés de los cieatificos por productos de origen natural. como fuente de
prototipos para ta elaboracion Jde nuevos flnmacos, agroquinucos o compucstos con
alguna otra actividad bioldgica de importancia.’

En Mcxico, existe un grun numero de practicantes de la medicina tradicional,
prictica quc se ve acentuada en las comunidades rurales. siendo los  problemas
gastrointestinales, respiratorios v de picl 1os que mayormente se tratan con este upo de
medicina. Algunos sectores de la sociedad se han referido a4 este hecho como un
indicativo del atraso de ta medicina social en el que se halla nuestro pais, sin embargo. o
impaornante reconocer que 1as plantas medicinales podrian represeitar Un fecurso primacio
de atencién. st s contara con las suficientes bases cientificas sobre las propicdades
farmacolégicas (antidiaméicas., antitusivas, espasmoliticas, anuinflamatorias,
antimicrobianas y antisépticas) que se les atribuyen *

La informacion referente a la vegetacidon itl de nucstro emitonae s¢ cncuentra
relativamente fragmentada y. en algunos casos, ey inexistente. Para poder ponderar el
potencial que tiene nuesira flora en la basqueda de nuevas sustancias que sean. desde el
punto de vista bioldgico, importantes, y hacer un aprovechamiento racional de clla, se
requicre ordenar, actualizar y ampliar dicha snformacion. esto imphca la elaboraciéa, para
cada especic, de un histonal que incluyia: un resumen o siatesis Jdel uso que tiene la planta
dentro de la medicina tradicional | aspectos etnobotinmcos tales como sinénimos dados a la
planta en Ia nomenclatura cientifica. ubicacton y distribucion geogrifica, caracteristicas




ecolégicas de su hibitar, taxonomia ¥ nombres populares que recibe, andlisas cnitico de
histSricos vy bibhogrificos ¢ informacion  quimica-hiologica
2 de ta especie o de plantas del nusmoe género.

los  anteccdentes

conlemporinea nacional v extran)e
esfuerzo en el qQue se ven involucrados profesiomstas de diversas ramas cientificas

(quimicos. bidlogos. etnobotinicos, quimco-farmucobiologos, etc )

Se ha propuesto, como resultado de estudios etnobotinicos. que crertas plantas
cional poscen ©f musmo nombre comtin v comparten
El reconovimiento

empleadas en la medicina trady
CIertos usos, o posar Jde pertenccer a taza diferencrados botinicamen
de estas especies vegetales ha permitido Ly integracidn de grupos que ~s¢ han denomunodo
complejos de plantas medicinales, y su estudia integral requiene el anidlisas Jde cada uno de

los miembros que constitusen ef complero

bajor v un estudio quimico y bologico de P aliom radialifolies
Tmatarigue” de

El prescate tr.
(HBK.) H. Robins & Bremt o especie que esti incluida en el complejo
plantas medicioales Este estudio pretende constituir una contribucion gl conovinuento
referenfe g nuestros recursos naturales, paricularmente, sobre {ay especies vegetates
das cn la medicina tradicronal, que coadyus e a su aso racional y conservacion,

cempici
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Objetivo general:

Generar conocimicnto referente a los recursos naturales de nuestro  pais,
principalmente sobre las especics vegetales empleadas on la medicing tradicional.

Obijectivos especificos:

1) Realizar la extraccion, aislamiento, determinacion estructural y bioevaluacion
preliminar, de los contituyentes quimicos de Psacalium radulifolium (HBK.) H. Robins.
& Brett., especie pertencciente al grupo de plantas denominado “complejo matanque™ y
yuc no ha sido estudiada desde el punto de vista quirnico.

2) Establecer posibles correlaciones entre el uso popular del vegetal y 1a estructura
quimica y propiedades biolégicas de 1os metabolitos sccundarios aislados.

3) Proporcionar argumentos adicionales que permitan ponderar la integracién de
cicrtas especies vegetales en “complejos de plantas medicinales™.
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Cienas especies medicinales de México se han agrupado en lo que sc ha
denominado compicjos de plantas, como se ha mencionado sucintamente en la
introd! i Este agrup es debido a4 que comparnen un nombre y exhiben

1sticas morfolégi y/o aromdticas similares, asf como propicdades curativas

semecjantes.’

Psacalium radulifolium (HBK.) H. Robins. & Breut. es una planta medicinal,
pertencciente al complejo matarique, el cual esta formado también por las especies:
Psacalium decompositum (sin. Cacalia decomposita). P. sinuatum, P. peltasum. P. sp v
Acourtia thurberi. todas cllas de 1a familia Asteraceae (Compositac).*

Las especies de este compicjo medicinal, se caracterizan por tencr rizomas
Brucsos, sus rafces se encucntran agrupadas verticalmente formando manojos y presentan
vellosidades en 1a base del talio."

Este plejo es ampli utilizado en el none de la repablica y sur de EU-,
en ¢l tratamiento de diversas enfermedades. El (€ de las rafces se utiliza como remedio en
casos de diabetes, artritis, dolores musculares y de espalda, disfunciones del tracto
urinario y vejiga, reumatismo, gripa, ictericia y célicos fen bebés), como ténico, diurético
¥ antiséptico (en ¢! lavado de heridas, en este caso también se aplica esta raiz en forma de
cataplasma). El macerado sc usa el tratamiento de mordeduras de vibora y las irritaciones
de la picl son tratadas con un polvo preparado o la infusién de estas rafces.®

*Fig. 1. Distribuci6n geogrifica del complejo matarique: a) Psacalium decompositum:
b) P. peltasum; ©) P. sinuatum; d) Acourtia thurberi.
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Por sus aplicaciones dentro de 1a medicina tradicional «e planteca la hipStesis de
que esta planta podria cantener metabolitos que presenten propicdades anumicrobianas,
antisépticas o alguna otra que correlacione ¢on su uso popular De ahi. el interés por su
estudio

De este complejo de plantas, ~olumente dos especies han sido estudiadas
quimicamente: Cucalia decomuposia A Grayv. de nombre comian matanque (en idioma
yaqui se le denomina matur 0 maturin, es la especie que da nombre a este complejo de
plantan® ¥ Acourna thurber:

Debido a su imponancia dentro de la medicina tradicional se han hecho estudios
amplios de P decomposition A, Gray desde hace ya varias décadas, 108 cuales se
describirin brevemente a continuacion.

En 1964 Roma y Joseph-Nathan® publicaron el aislamiento a partir del extracto
hexdnico de las raices de esta planta. de dos sustancias a las que denominaron cacalel v
cacalona. y a las cuales les asignaron las estructuras Ty 2.

a0

) 2y

Dos afios mas tarde (1966) estos mismo autores’, basdndose en una secuencia de
reacciones, confirmaron que ¢l cacalol es un derivado de la furotetralina. Sus resultados
les llevaron a asignar el metilo adscrito previamente en el C-2. a 1a posicién C-1 (3).

(&1)



En ese mismo aio Correa vy Romo™ arslaron de la misma fuente, custro sustancias
a las que llamaron maturina (4), matuninina (S maturona (6) » matuninona (7). todas
ellas denivados del turonatialeno

OCH, O
(8] 10}
OO P '\ /
CH:R I CHLR

CHO

4 R = OH (6) R =OH

5) R=# 7 R=H

En 1968 v continuando con ¢! estudio de esta planta. fucron anslados primero. un
compucsto derivado del eremotilana, al que se le dio ¢l nombre de decompostina (8).° La
configuracion  absoluta de este compuesto  tue determunada un ano mas  tarde.'?
Posteriormente, fueron aslados ¢inco constituyentes mas''. el cipereno (9), dcido frans-
croténico (10). puavazuleno (11) ¥ dos productos enstalinos, uno de cllos establecido
como el dter metilico del destudrocacalol (12, v 13

(o]
O,
Ly
CH, —CH=CHCOOH
b dac

(10)
) 9)
OCH, OH
o o)
- PYw @@®W
o
an a2 13



En 1969 un grupo de investigadores japoneses junto con Jests Romo'’ en un
trabajo de invesngacuin acerca de la reackion de Diels-Alder con benzogquinonas
aspmétncas sustituidas v dicnos, lograron la sintesis de la matunnonas (7) y su isémero
113). Al hacer una comparacion de sus resultados con los obtemdos pot Correa ¥y Romo™,
este grupo de invesugacion establecid que el isomero 14 que etlos hubian sintetizado v a
maturinona, eran fa musma sustancia. Al mismo bempo. v de manera independiente, otros
dos grupus de investigacion Hegaron a la misma conclusian después de realizar 1a sintesis
dc la quinona 7% ™

Q
18]
|/
(8]
14)

Estos resultados hicieron necesaria la revision de las estructuras del cacalol (1),
cacalona (2) y el éter metilico del deshidrocacalol (12). va que la posiciéon y
estereoquimica del metilo dentro del anillo alifiiico de scis miembros en estas
estructuras, resultaba inciesta.'™> ' .

Un afio antes (1968} se habian propuesto las estructuras Ia y 2a para el cacalol y
la cacal;m;l‘ basadas en Ila interpretacion de sus curvas de dispersidn éptica rotatona
(dorr'

OH OH

(o]
(o]

(o]
t1a) (2a)




De mancra paralela. estudios espectroscopicos det derivado ciclopropilico 18" v
10s resultados de la transposicion de la desacetil-b-epidecompostina (16).'" que genera at
compuesto 17a. el cual, después de acetilarlo (17b) v aromatizario da el producto 18,

wien directa del cacalol’, pemnutieron establecer
formando un ventro amimeétrico ca el

idéntica al que se vbuene por aromat

definitivamente la posicion del metlo en el C-
anillo alifitico v quedando de esta muanera la estructura 1¢ para ef cacalol', misma que
(PEeY

fue contirmada al llevar 4 cabo la sintevis de evte compueste

\i)

Q O

p IO,
€15 17

QAc

Q

@OW,

(18)

La inconsistencia de la estructura 2u con el comportamiento quimico y las
propicdades espectroscopicas de la cacalona. lHeva a 1a propuesta estructural 2b para este
compuesto, mediante un estudio de espectrometria de masas. la cual tampoco results ser

congruente.?!

oH O
O, o
Y Y
|
19)

Zb) (2c)




A fin de lograr la clucidacian estructural de esta sustancia, se Hevd a cabo la
sintesis de la cetona 2¢ (tuutdémern de 2b). Las propredades fisicas de 2e. resultaron ser
diferentes con  las del producto natural Estwo, junto con  los  datos  guimicos v
espectroscopicos de la cacalona y los ostudios l:fk:(c{l‘lts a lo estructura del cacalol,

permiticron asignar a este compuesto la estructura 19 7

del cacalnl, fue posibie proponer una ruta

Con la determinacin estructural
conocidos

biogendnica que relaciona este 0po Jde campuestos con o otros  sisternas
[P
(Esquema 1),

Esta ruta. sugeria dos cosas pmportanies: unas configuraciodn (4S8) para el cacalol
(20) » ~esquiterpenuos relacionados a éste. 1o cual. quedo demostrado al aisdar el daido (S)-
(+)-2-metilhexunodiéico a partir de la ozondlisis del cacalol™, v que éstos compuestos
son denvados de sesquiterpenos del tpo del eremotilano, tules como la decompaostina (8),
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En general, poca atencion ha recibido el género Cacalia en cuanto a estudios
fitoquimivos s¢ refiere,

El tipo de mictabolitos encontrados en especies de dicho género. han sido en su masoria
sesquilerpenos, ¥ en menor proposcion alcaloides pirrolizidimicos, entre clos uno al gue se e
denominé hastacina (30) y del que s encontro posee fuerte actividad hcpdluu')xlc.x.:"

Cabe mencionar que recientemente se Heva a cabo una revasion de los géneros Cacalia y
Senecter de México v Controamdérica, vit que sewdn especialistas de la matenia, fa atthzacdn de
ambos conceptos era madecaada, deoacuerdo Lo tto
iste estudio 1o come resultado el sureimiento de 19 sencros, emtre los gue se
O chpecios cdos especes representartvas
temala,

LICIOND TIXONDONNCd CoN Gue ~C cuenti

actualmente.
encuentra ol
son: Poodecomposituns v P sinaataony. v se distiiboye desde Arizona hasta (i
Ies PUrtencaIenies ¢ uiro hempao

énero Pagcialiarn, gue nchiye o oceres Jde

(prncipalmente en Méxwcor s por ello que afgunas de las espe
al género Cacalia son sinanmimos Jde PPsacalarr

A contthuacion se presenta una hista de Jus espectes de Cacalia analizadas hasta el
momento, su origen. M has sustancras aisladas a partr de estas

Especie Origen Compuesto
(material vegetah

Cacali florudana’™ Flonuda
wodo el vegetaly (E. L.\
1261 R =iy (2% R = OH
ITIR =COCH + 1291 R = OCOCH -
Cucalia Pachuca. Hgo.
ampullaceae (México)
(raices)

[
" (19) R(aCH\ Ry=OH
€30) R, »OH. Rj:=CHa

oH
,/'\/’\/0
i o Lz
[
t20:




Especie
{(material vegetal)

Origen

Compucsto

. !
Cacalia hastara™

(todo el vegetaly

Cuacalia hastata L.
subsp. orientalis
Kitamura™ ¥
fraices)

Cacualia bulbifera
(Maxim) Kitam?’?
(todo el vegetal)

URSS

ishino
(Japon)

Sendai
(Japén)

Mem
cHxe L oM
Me TN
S CmC C Me
" “co co

o

& \H

13%) R = CHO «am
139 R = COOH




Especie Origen Compuesto
(material vegetal
Cacalia bulbifera (cont.) . i
Ty
(1
/\‘%/T\
—~a il
HOr e E
N ‘
s
Cacalia delphiniifolia Japén OR+ O
. °, 3ias ]
Sieb. & Zucc, O, O,
(raices) & C)\V\\‘)I\eén
| . CHIR: i
€200 Ri=H. Rz=H. RyxCHu (aadd
143) Ry = Ac. Rz= . Rie Cliv
440 By m H. R2 = H Ry = CHO
8 Rym . R = CCOCHT e,
R = CHO
/\/91\/0
I s w O
1 (e Ry = CHLL

130) Ry « OH.

TN O,
\/i\/ﬁl\) PP
[ 3
(133 (R E1)
(o]




Compuesto

Especic Origen
{mnaterial vepetal)
Cucalia hasrarta L. var. Japon

tanakae (Franch. &
Savat) Kitam®'
(todo el vegetal)

Cucalia yartabei Maxim™® Japdn
(rafces)

Cacalia adenosryloides’”  Shaooka
(raices) (Japén)

Me OMe

H

2O

OAC




Compuesto

Especie

Cacalia adenosrvivides (cont.)

1 \
R R,

(56) RaCHi Ry = OH. Rza H

(S7) R«OM. R;=CHi. R;= H

54 R --(I?-< o
59 R -j—%

?
(60} R = =C —C:He«

I 7/~

R R,
1191 R = CHu R = OH
(30) R =OH. Ry = CHy

[p11] H
= ? O
s g ©
i i i
1200 1461

R DA T oty Il S0 5 v




Por su pante, Acourtia thurberi (sin. Perezia thurberi, Gray) pertenece a la tribu
Mutisiae™® (subtribu Nassauviinac) que se encuentra distribuida cn Centro América, de ella,

se aislaron los poliinos 62 y 63, cl lupeol (67) ¥y tres sesquiterpenos derivados de la
perezona 63, 65 y 66.

Me(C=C)HCH=CHH> McCH=CH(C=C),CH=CH;

62) (63)

[*4 OR

OR>
? RO
Ang O OR
63) (65) R =H., Ri1=H, Ry = Ang
(66) Ry = H.

Ri = Ang, R3

[]

67
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De las fracciones obtenidas por cromnatografias sucesivas del extracto hexinico de
lus rafces de Pracalium radulifoliem, se logrd el amlamienio de vanas substancias,
aplicando los procedimientos que se anforman en la parte cxpenmental

A continuacidn  se desernibe  la cluaidacion estructural de  los metabalitos
secundarios aislados de este extracio

Eter metilico del deshidrocacnlol (cacalohastina, 35)

De la fraccion A sc anlo un séhido enstalino en torma de agujas, pf 79-82 “C. Esta
substancia, muestra on e} IR (KBr. espectro 1) absorciones caracteristicas de insaturacion
aromdtica. presutmublemente de turano (3232 cm 'y y de amllo bencémico (3056, 1636,
1610, 1566. 1475 y 1452 cm ') En 2RS0-2970 cm'. se observan  absorciones

correspondientes a metilos y mettlenos

El espectra de RMN 'H (CDCl, 300 Mz, espectro 2. tabla 1) de exte compueste,
presenta cuatro sefales con integracion de tres hidrogenos cada una. y que son las
siguientes: un doblcte en § 1.07 (J = 7 2} correspondiente 4 un metilo vnido 4 un metino,
un doblete en 8 2.38 (3 = 1 2) y un singulete en & 2.52, de dos metilos entazados a anillos
aromdticos, y un sigulete en 3 3.04, de un grupo metoxilo. Sc observan también, dos
seftales en 8 5.90 (dd) y & 6 90 (dddd) que juatas integran para dos hidrogenos, ¥ cuyo
desplazamiento indica que son vinihicos, El andlisis de las constantes de acoplanmiento de
estas dos ultimas scnales. denota 1a presencia de un doble enlace disubstituido. La sedal
cuddruple centrada en § 7.24 (J = 1 2) es factuble que corresponda al hidrogeno « de un
anillo de furano. el cual, parece tener como sustituyente. en la posicidn 3. a un metilo,
puesto que la identidad de la constante de acoplamiento de este hidrogeno con la que
presenta la sefal del metilo centrada en & 2 38 (J = 1.2 Hz) establece la interaccion entre
ambos grupos. Esta descripaion permite proponcer la formuta parcial A (figura 23,

o
f\/
~

Figura 2. Férmula parctal A

La ausencia de hidréogenos aromiiticos adicionales sugiere que el furano esta
fusionado a una tetralina (que posce dicz dtomos de carbono), cn la que ¢l anillo
bencénico sc encucntra totalmente substituido, siendo dos posibles sustitsyentes un
metoxilo (8 4.04) y un meculo (8 2.52). Considerando ta biogénesis de terpenos, cs
plausible la propuesta estructural mostrada en la figura 3 (férmula parcial B). sobre la
cual es necesario ubicar ¢l doble enlace disubstituido vy el metilo unido a metino.




OCH,

O,
- doble enlace
- metilo V4

CH:
Fig. 3 Formula parcial B
La ubicacién de ambos grupos (doble enlace disubstituido y metilo unido a

metino) resulta directa, yva que los argumentos biogenéticos apoyan ostensiblemente la
propucsts estructural mostrada ea la formula 38

OCH,
O
l_/
35)

Esta substancia fue aislada previamente de Cucalia decomposita. 'y fue
denominada éter metilica del deshidrocacalol.!

Posteriormente. en 1973, Hayashi, Nakamura y Mitsuhashi. aislaron esta misma
substancia de Cacalia hastata L. subsp. oricntalis Kitamura, y te asignaron el nombre de
cacalohastina.’® Sin embargo, debido a que ¢l nombre de éter metilico del deshidrocacalol
fue propuesto con anterioridad, es éste tltimo ¢l que debe prevalecer.

La comparacion entre los pardmetros de resonancia magnética nuclear, infrarrojo y
de punto de fusién. obtenidos para esta sustancia y los informados en la literatura para el
éter metilico del deshidrocacalol (cacalohastina, 35), permitid establecer la identidad de
ambas.



Tabla 1. RMN H. Desplazamicentos quimicos para el éter metilico de) deshidrocacalol

(cacatohastina, 35) (CDClL; 6. ppm: J. Hz)
H 35° as® 35°
1 T.95. 1H, ¢ 691, 1H. dd 6.90, 1H, dd
J. =10 }..=95 Ji:=96
Ju=3 },i=130 Ji =30
2 S80. 1TH, m 5.90. 1H, ddd 5.90, 1H, dddd
Jya=25 Ja=9.6
Jaa=60 6.3
2
09
3 2 1H. m 1H. m
3 2.220 1H ddd 1H. ddd
17.1
= 6.3
=1.5
B} A23 ML 3 H. cdad
=72
=72
=15
=1.5
12 T.2101H, JdOHLC
J=1 5 = 1.2
13 2.30. 3H. Jd
I=1 5 2
[ £ .37, 3H. s .5
1] 1.06, 3H. 4.1 =7 .d
OCH- 203, 3H. 5 4.03, 3H. s
Las mediciones se llevaron a cabo a dil‘crcnu\ lrcu,u'_nu‘u 60 MHz: T270 MHz
€300 MHz.

11.J. Romo. L. Rodriguez-Hahn, A. Manjarrez. E. Rivera v J. Bellido. Bol. Insr. Quim
UNAM 20, 19-29 (1968).

39. Bohlmann, F., Zdero, Ch. and Grenz, M. Chem. Ber. 110, 473-386 (1977)




Cacalot (20)

De las traccion B, sc obtuvo otro compuesto cristaltno, para el cual, se abtuvieron

datos de IR, RMN 'Hy 'C.

El espectro de infrarrago (KBr. ospectro 31, muestrs una banda intensa en la region
de los grupos oahidolo 13552 am ) bandas en 31049, de insaluracion  aromdtica,
presumiblemente de turano, entre 2RS(-2070 cm ' de metlos v omenlenos, v diversas
absorciones en 1637, 1600, 15758, 1371, 1438 cm ' de amillo bencénicn

El espectro de RMN THO(CDCH, espectro -3) de €8t compuesto muestra un
conjunto de seiales sinnlar al que se vbserva en e dter metilicn del deshidrovacalol (38,
espectro 2), es decir, un Jdoblete en & 117 0 = T 00 del micnlo umdo al -3 otra sefal
i doble en 8 2 37 y un cuadruplete en & 7 24 del meulo y ¢l hidrogeno en el amillo de
b anilio de benceno

furano., respectivamente. » un spguicte en 8 2 52 del metio umido
La diferencia radica eon las sefales & 2030 5 Q0 vy 690 ded metoado v Jos hndrogenos

Yal anchia gue se

viAThicos, que /o ~e observan en este vaso, y en su lugar aparccen una se
intercambia con un cquivalente de agua deuterada en & S O pertenediente a un grupo
hidroxilo, y tres sefiales en & 2 62 (ddd), 3 2 98 (ddddy » & 1 80 (i que itegran para un
total de cuatro hidrogenos, correspondientes a dos metilenos

en el cacalol (20, que os un metabohto que

e dedice asi que esta substang

también ya ha sido aislada antenonmente.”

Los datos de RMN 'H v V'O luespectios 3y S1obte
informados en la literatura para el cacalol (200 quedan. para sg comparacion, resumidos
cn las zablas 2y 3

sdos para esta sustancia y los

P

20)

20

R

e basis 3 i ke i e i b+ ot S SRR e st oo v




Tabla 2. RMN TH. Desplazimientos quimicos para el cacalol (2t y adenostina A (54)

(CDDCH: &, ppan 1, Hry

H 20° 20% 20° Xy =47
1a 262, 1L ddd | 3034 2H.m | 2.0.299, 2H. m
1a Jiae 7.0
I 1.5
J: = T}
Jipm=06
ie 2708, THL ddd | 208 THL ddAY | F 002 JHLm | 26-2.09 2. m
e Jicaa=17.0
6.0
0
Jie v =10
2 1.3. 2H. m PSS 2 m P 7R dH.m 1.77.4H. m
5-
3 1.3. 2H. 1.80.2H, m | 175, 3. m 1.77.3H. m
3 Jws= 3.5
Jiaa=10 |
3 1R 230 1HL gde SIS IFLodd 2T 3w Il 3.2-3.3 2H.m
47 Jaga=7 Jije=70 !
I
12 6.83, TH. T23.1H. z
13 2220FHL S | 2.3703HL A
i !
13- ! !
147 ] 2330 3H. » 25203H. S
14- | i
i :
B CI003H G T 1200308
Jie=70 ! |
15° | |
: |
OH 3.09 l |
OH i

OO NMHZ "N 270 M2

6. Romo., J. and Nathun, J
37, Kurovanagr, Mo
33, 4702-4707 (1URS

SO0 N2 oo N T

P, Detranedron J(r 233

Nuto, H.. Noro, T,

eno,

clvoads
ahustima S Chem, Phuarm. Buall,

39. Bohlmann. F.. Zdero, Ch. and Grenz, N1 Chern, Ber. 110, 473486 (1977).




Tabla 3. RMN C. Desplazamientos quimicos para el cacadol (20), el éter metilico del
iz 1 r
deshidrocucalol (35) v adenostina A (53 (S5, ppm)

4

20 1 20" 35° 547 ]
233 ; 22.89 1246 f 2300 i
23.4 ;
169 ‘ 167 122.0 L 6.7 0 ] |
! L 17.2 ! J
302 ' 201 ; 07 30010 jl
{ 30.6
290 ] 289 ] 278 2000 I J
H 203 !
1201 l 1202 I 121.3 1201 o ’ }
120.1
135.5 [ 135.6 ] 1341 ] ’ {
1261 1260. J 1256 l ’ 1
B ! 1303 i 1303 1 1389 1 i !
[ s 1 I i | ! |
B f 13423 I’ 122 ; riss ] 13005 & | i
9- ; ! | 1428 | i
( 10 rrol ] 1187 f I21.0 { 1900 f i
1o- ! i ! 11s.3 |
11 f 1171 ' P17.3 I X T1m oG 1700
e ! ! ‘ 1106 110.9
12 1207 { 1408 t 1316 [T ; 4130 [
12° I 1511 IS11 |
13 1.2 | iz ! 1.3 ; 1120 [ 1o i
3 ! i 10 ¢ i 10.6 i
13 3.7 ? 3.3 | [N I RERY i 1350
13 ! ! ! 25.8 | 25.4
is ] 21.3 i 213 I 193 f 2160 J 2140
157 | | : 22 219
OCH- | - i - i i 0 i T ]
Y225 MHz, CDClLy

Las mediciones e llevaron a cabo bago las sizurentes condiciones:
'75 NMHz.

P25 MHz, CDCls; Mz, CDCL 225 MHz (CDCH - CDOD)';
CDCl-.

AL Nuato, Ho, Noro, T Uena, AL and Fukashimna S Chenr Pharm. Bull.

1983

37. Kuroyuan
I3 AT92-47¢




De Ja tubla 2 puede verse que los desplazamientos quimicos de los hidragenos de
las posiciones C-2 y C-3 abtemdos expenmentalmente diticren con un A8 =« 0.5 respecto
a los informados en la literatura por Bohlmann ™. ¢] cual es un valor alto, atrsbuible a una
lectura inexacta on el capectro, coma se demostrard o continuaaién. Los experimentos
DEPT » HMQC (espectros 6 v 7)1 pernutieron detesimunar  inambiguamente el
desplazamuenio de csos mictifenos, v para ostablecer Lo ideniidad de cada menleno, e
decir. determunar la asigpnacion C-1, .2 v C.3, v con 1oy establecer tambien la
astgnacion de H-1 H-2 ¢ H-3 se utihrzaron

Woeapernmentos TOCSY v HMRBC cespectros
¥y ) FEn el expenimento TOCOSY se pucde apreciar una corntclacian entre el hdrogeno
deld metito en C-15 2 uno de los mctlenos on 8 18, ya gue ose experninento permnnte
obscrvar nteracciones entre hndrogenos veoinos, e Tacohle que la interaceidn gue e
cnos en C-1S el hadrogeno en O 3 De mancera aniilo on

maniticsta sea entre os hidrog

el espectro HMBC, <¢ presenta una correlacien entre el H-15 v un carbono de metileno o3
30.20 que se esperaria fuese ol mas cercane S O res enlaces de distancian. B H-E e
el que aparece a campos itas bajos debido ad ctecto desprotector delanidlo aromuitico s
por su cercania con el hidiondo, que have gue se observen una sefial para el hudrogeno
couatonal v otra pata ol hidrogeno anveal Asn e cathono o L posicion | aparece en

& 2289 bl espectio FINMBO Cornrespondiente (espectie 9 s obseiva gue estos

hidrogenos (H-1) mtcraccionan con un carbono custernanoe sp’ o o3 LR TS Co1y
pertenceciente al fendo, 1o cual esta de
tanto, ¢l metleno restante debe ser el metiteno de la posicion €22

En ol espectro HMBCO respectio 90 del vacatol, se vhaerva una snteracaion entre of
H-12(3 7.23) y un carbono custernanto Jue apaicce en & 120 1 el cual habia sido asignado
al C-5%70 wan embarpa, estos atomos (HOI20 C2S0 s¢ encucntran o cinco enlaces de

terdo con Lis anrenions asignaciones. Par o

distancia que hacen poco factuble dicha interaccion. En base o Jo antenor, y tomando en
cucnta el desplazamiento quitinco, se reasipnaron los .S v C-7 en § 1201 y 126.1
respectivamente

Ensta discusion permte i astgnacion de las sefiales de hidrogeno s carbono para el

cacalol (200, ¢l éter metiheo del destndrocacalol (35) v Adenostina A (54 Las cuales e
mucstran en las tabias 2 v 3




Adenostina A (54)

Fraccionamientos sucesivos de CCPR y CCF aplicados a las aguas madres de las
fracciones B, C v D llevaron al anlamicnto de cinco sustancias cristalinas, como sc
describe en la parte experuncental. La primera de ctlas es un compuesto de color
anaranjado. que en ¢l infrarrojo (CHCLL espectro 107 mostrd absorciones representativas
de oxhidrilo (3403 cm '), metitos v metilenos (2030.286X cm ' o msaturacién aromdtca
de tipo olefinico (1653, 16160, 1433, 13131222, 1108 em )y

La estructura Jde este compuesio o~ un dimero formado entre el C-12 y C-14 de
dos moléculas de cacalol (200, tal como lo demuestran sus espectros de RMN 'H y de ''C
Dicha estruciura ~¢ encontrd por primera vez para una sustancia Hamada adenosting AL
obtemida de Cucalia adenosnlontes ' Los desplazamicnios quinucos de adenostina A
(53) sc muestran ¢n L tabla 2.y en base 2 estos. pudieron corroborase las asignaciones
ales det espectra de RMN 'H (CDClL espectro [ descritas a

hechas a cada una de las se
continuacion: un doblete en & 116 0d0 1 = 691y otro en & 119 ¢d, J = 7.2) corresponden

a los metilos de C-15 v C-157 Los menlos de Tos C-13 v C-137 dan un doblete en & 2 28
J =12y un ungulete en 8 2.25 I hidrogeno de 212 que se cncuentra acoplade con
el menoen &2 28 da una senal cuadruple en 8 7 25 Un aingulete en 8 2 52 ) una senial
en $ 438 (2d.J = 16.8 ), se cxplican por el menle y el metleno de los carbonos 14 v 137
& 503 ¥ & 5.17 micrcambiables con DO,

Y por ulamo, dos sedales anchas en
corresponden a los lndroxalos

Por otro, lado del espectro de RMN 'Caespectro 12) se observan treinta sciales,
dichas secflales se presentan por pares v sus desplazanuentos confirman fa estructura §4
(tabla 3). En cl espectro HMQC, pueden apreciarse las diferentes correlaciones C-H de
esta estructura (espectro 13) gque permutieron ta asignaciin inambigua de las sefales de
hidrogeno y de carbono. Las asignaciones realizadas por los autores Japoneses para 54%7,

deben corregirse a las mostradas en la dltima columna de La tabla 2.

:
i




Estigmasterol (68)

La scgunda sustancia aistuda de las frueciones B, € vy D es un compucsto
cristalino en forma de agujas

El espectro de IR (KBr. espectro 143 presenta sefiales en 3320 em’',
correspondiente w OH. en el internalo de 2933 0 2874 cm - debidas o meulos y metifenos,
yen 1633, 1462 y 13860 am ' que indican insaturacion de oleting

El espectro de RMN 'H (CDClL, espectro 155 de coste compuesto, presenta dos
seiales doblede duble end S 02 (1 = 13 7. 8 1yyen B85 16 (J =150, 8. 1)conintegracion
de un hidrogeno cada una desplazamiento en que aparecen estas seiales indica que e
trata de dos hidrogenos vinilicos, cuva muluphicidad se exphica por la interaccion entre
ambos hadrogenos » bl acoplamiento de cada une con un hidrogeno alilico. Una schial
doble en & 5 35 de un hidrdgeno vinihico acoplado a muis de dos hideogenos, una senal
multiple en 8 3 52 de un hidrageno geminal 4 oxdgeno vy un comunto de sefiales en la zona
de meulos y metilenos (06-2.3 ppind, que integra para 45 hidrogenos, proporcionan
evidencia de que esta substancia es el estigrasterol

Ta comparacion duecta con una muestra suténtica coafirma fa identudad Jde esta
substancia

HO

(68)



Decompostina (8)

De las fracciones C y D, fué obtenido un s8lido en forma de cnstales ciibicos. Este
compuesto presenta en el IR (KBr, espectro 16) las siguientes absorciones. en 3129 cm',
que denota la presencia de un anidlo de furano, de ascuerdo a los furanos gue han sido
descritos anternivrmente, en 1732 ¢! una banda de carbonilo de éster, y en 1666 cin ’ de
un sistema carbonilico conjugado con olefina.

En c! cspectro de RMN 'HiCIDCL, evpectro 171 se aprecia una sedal doble en
8 1.95 quc integra para tres hidrdgenos, correspondiente al meulo unmido al anslla Jde
furano (C-13). La multiphcidad de esta sefial, como on los casos del cacalol (200 y el éter
metilico del deshidrocacalol (35), se debe o faanteraccion de este metilo con el hudrageno
del carbono advacente dentro del mismo sistema aromdtico (€C-12), que en este caso se
obscrva cn & 7 43, El efecto clectroatractor cjercido por €l mistema o 3 insaturado de ésta
molécula, hace que la seial del hdrégeno en el C-120 aparcrsca 4 campo muis bajo
respecto al de la senal dada por el hidrogeno de la tisma posicion en el cacalol, maentras
que, por cl contrurio, la conpugacidn de dicho sistema con el anillo de turano hace que el
metilo de la posicion 13 se desplace o campos o
(doblete). 8 1.08 (singulcte)
hidrogenos,
de acetilo,

s~ altos. Tas sedales en & 097
y & 2.20 (mingulete) que antegran cada una para tres
corresponden o un menlo on carbono terciano, un metilo angutar vy un metilo
respectivamente Dos sedales o campo bajo, ambas con integracién de un
hidrégeno, aparecen como un sinpulete en & 6 32 y un tniplete-doblete en & 701, la
primera de estas sefales se asignd o un hidrogeno geminal a oxigeno, & Ls sepunda (sedal)
a un hidrogeno vinilico acoplado ¢on tres hidrogenos. En el espectro de ''C se aprecian
quince sedales y los  desplazammuentos  y  asignaciones. que no se han  reahizado
previamente, se enlistan en la tabla S (espectro 18y

(@]
o
L7
OAc
8)

26



Tabla 3. RMN 'H. Desplazumicntos quimicos para la decompostina (8) y la

numdcnusulnn.n (59) (CIXCly; &6, ppme: J, He)

H 8" 59° 599 ]
[ 70 1. J=4.0 T00,J, ;=45 7.02, 1H, ddd
2 1] 2 }
3 136, TH. dddd
Jia =135
Jiy=11.0
Iy =95
Jii=65
3 1.55, m ddddd
3 200t =067 | 1
6 6.32. 1H, s 6.32 )
Jo s < 1.0 l }
12 7.43.1H, ¢ 3. IH. ¢ 7.39 J 73, IH. ¢ i
J=1.1 Jioas=10 I . Jyo =12 f
13 195,38, d 1.93, 3H. d l 1 1.88. 3t d
J=1.1 Jagi=1.0 Jiega=1.1 J Jizga=12
14 1.08. 3H. s __| LI 3H. s | 113 1 16, 3H. s
15 097,31, d 1.0, 3H. 4, ’ 0.96 ] 0.97. 3H. d
J=70 Jie=6.7 Jy ja=667 J,.(‘h\
3- ’ ;
J‘
3
[
> 11)(;
|
H-OAc 3.2, 3H, s 2733, 3H. s
“ESO0 Mz,

Las mediciones se llevaron a cabo a: "’60 MHz "2 ""'500 Mz, ! ’l()() M

9. L. Rodriguez-Hahn,
10. Samek, Z..

2792-2808 (1969).

Harmatha, J., Novotny, L. and Sorm, F.

AL Guzmin and Romo. Tetrchedron 2.4, 377483 (1968).
Coll. Czech.

Chemt. Cornm.

ELN



Tabla 5. RMN "C. Desplazamicntos quimicos para s decompostina (8) y
neoadenostilons (59) (CDC: &, ppm)

C 8 59
1 1383 138.2
2 25.0 25.1
3 27.8 27.9
<4 37.7 37.9
5 36.5 36.6
[s) 748 739
7 121.0 121.2
8 1469 136.9
) 176.6 170.6
10 1413 1313
11 135.7 136.0
12 136.0 1459
8.3 8.4
15.3 IS8
173 17.4
167.1
127.0
141.6
160
2 20.5
CO-0AC 170.76
CHL-OAS 213 ]

Las mediciones de ambuas substancias se real:zaron a 125 Nz

Neoadenostilona (59)

Entre las substancias que se obtuvieron de las fracaones B, C v D, se aislo un
salido cristalino incoloro de caracteristicas espectroscoprcas similares a las que presenta

1a decompostina (8).

Esta subsrancia absorbe en el IR (KBr, espectro 19) en el intervalo de 2938.2969
cm’!. correspondiente a vibraciones C-H de metilos v muetilenos, en 1719 em!' de
carbonilo de éster. ¥ en 1669 de cnona conjugada. En el espectro de RMN ' (CDClI-.
espectro 20) las sedales observadas son: un doblete ¢n 8 0.97 ¥ un singulete en 8 1.16 que
juntos integran para seis hidrégenos v que corresponden al mettlo de posicion C-15 y al
metilo angular unido a C-5, respectuvamente. Un doblete ¢n 8 1.88 (J = 1.2 Hz) v un
cuadrupiete en 3 740 J = 1.2 Hz) se asignaron al metilo v al hidrogeno en el anillo de
furano. Una sedal (ddd) en 8 7.02 del ludrogeno vinilico en el C-1 tres sefales en
S 1.46 (dddd). 3 1.55 (ddddd) y 3 2.25 (m) de los menlenos en C-2 y C-3. Ademids de las
anteriores, aparecen dos sefales en forma de doblete-cuarteteado en 8 1,991 = 1.5) v




LAy v e -

L i e 5

52.10¢J = 7.5, 1.5) con integracién de tres hidrogenos cada una. v una sedal en 8 6 3 (ce,
1 = 7.5, 1.5) de un hidrogeno viniico. Estas sefales sugieren ta presencia de un grupo
angelodo como parte de la estructura Jde este compuesto. que sustituse il grupo acile
preseate en fa estructura de 1o decompostina, yi que a su vez no se observa la senal del
metilo en 8 222, caracteristica de este grupo

Basados en lo antenarn, se propuso para oste compuesto, la estructura §9 gue
representa a la necadenostiona, sustancia que en 1969 se anld por primeras vez de la
» curos valores de desplasamiento quimico referidos en

W
especie Adenaostvles alliarige’
A muners de comparacion con la decompostina

£s¢ entonces ¢ prescntan en la tabla 3
(B) se presentan en la tabls S cenpectro 21) los desplazanmuentos gunnucos de los diferentes
a. dos cuales na han sidoantormados previamente

dtomos de carbano para esta substanc

)
Oy
|/
1 O )
N -
$i
O
59y

B-sitosterol (69)

El siguiente compuesto ¢s un solido incoloro que cristaliza en forma de agujas y
se obtuvo también a partir de las fracciones B, Cy D

Del espectro de RMN TH (CDCLL, espectro 221, una seial ancha en = & 5.35 (d)
correspondiente a4 un hidrogeno vinilico, otra seial muluple en 8 3.55, atnbuible a un
hidrégeno gemenal &4 oxigeno. y un conjunta de sefiales en ¢l intervalo de 0.68-1.3 ppm
que es caracteristico a metilos y mectilenos pertenccientes a un sistema policichco de
esterol, sugieren la estructira del B-sitosterol para esta substancia,

Se confirmo Ta identidad de esta substancia mediante una comparmacion can una
muestra auténtica.
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Radulifolina A (70) y 11-¢pi-radulifolinag A (71)

De las dos sustancias restantes de las fracciones B, C y D, una de cllas es un
s6lido café del que se disponen datos de IR, RMN 'H, ''C y de espectrometrfa de masas.

El espectro de anfrarrojo (CHCHL espectro 23) de esta subslancia muestra una
banda de absorciéon en 3377 em '. al parccer debida a hidroxilo, diversas absorciones en la
zona de metilos ¥y metilenos (2933.2878 cm '), una banda de carbonilo, posiblemente de
éster, en 1736 cm’' bandas cn 1663, 1624, 1595, 1470, 1444 cm' que podrian

corresponder a insaturacion de hpo aroimdtica

En el espectro de RMN 'H (CDCly. espectro 24) s¢ obsernvan un total de 36
hidrégenos que dan las sigutentes seiiales: dos dobletes en 8 1.07 (4, J =7 0) ¥y 81 21 (d,
J = 7.0 ) con una mtcgracidn total de seis hidrogenos, que corresponden a dos meculos
unidos a metino, dos multipletes, cada uno con integracion de un hidrégeno, en § 280y &
3.00. seiales muiltiples en los mtervalus de 8 1.74-1 82, 2 40-2 60 y 2.9 con una dres baygo
la curva equivalente 4 doce hidiogenos, das sciales sinples en 8 1.66 v 1.069 que juntas
n para seis hidrogenos y que es probable corespondan a dos metilos geminales a
= 14 Hs) ¥ & 554 (2d. 1 = 14 Hn

integra
oxfgeno. Cualro seinales doble en & 5.26 (2d, !
correspondientes a cuatro hidrogenos y. seis sedales anchas cada una conntegracion de
un hidrégeno en 8 4.63, .68, 5.74, 5.78, K48 v R.60, la forma de estas »cis ultimas

seiales asf como su desplazamiento e integracion hacen suponer gue corresponden a
hidrégenos de hidroxilo

El espectro de RMN 'C (especuro 25) indica la presencia de treinta dtomos de
carbono. El despluzamicnto en que s¢ presentan las senales permite deducir que doce de
cstos  carbonos presentan hibridacion sp’, doce tienen  hibridacion sp'. cuatro se
encucntran vecinos a4 un grupo clectronegativo, como podria ser oxigena, y dos son

carbonos de grupo carbonslo (Tabla 6).

30
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Para conocer el grado de hidrogenacién de los difercntes dtomos de carbono, sc
realizé el experimento de RMN 'C, en 1o modahidad DEFT (espectro 261, cn donde se
aprecian cuatro meetilos, dos metinos ¥y wwho metilenos, dos de éatos tmettlenos) podrian
estar unidos 4 OXigeno ya que sus desplazamientos estin comprendidos en el intervalo de
8§ 7080  En oxte ospectro. al sgual que en los espectros de RMN 'H y 'CL las senales
aparccen formando pares, 1o cual periiute supoaer que osta substancia o una
dos compuestos INoméncos o bien un dimero. 81 consideramos s primera hipotesis, cada
uno de los isameros contiene guince dtomos de carbono. quince hidrogenos untdos a ocho
de estos atomos v otres hidrogenos enlasados muy  probablemente o oxigenao (tres
hidroxilos) con lo que es postble proponer la tormuola molecular condensada € <Hn O, en
1a que dos oxigenos corresponderian al grupo éster que hemos supuesto por la banda en

fa que también, se sugieren siete grados de

mezcla de

1736 c¢m' del espectro de IR v en
insaturacion para cada uno de los isémeros Esta tonmuala se ve apoyvada con el prco o mvz
270 B este espectro no se obsernvan

278 que aparcee en el espectro de masas respectro
sefiales abundantes arnba de nyz 2800 v con ello e Jdescarta Ta posittilhidad de gque esta

substanciy sea un dimnero

El patrdn de desplazamuentos quinucos presentado por Jos metlenos ¥y metinos
que resuenan o campo alto (10-30 ppin, asi como fas correlacsones homonucleares H-H
(expenmenta RMN 'H, COSY. espectro 281 v heteronucleares C-J (experimento
HMQC, espectro 29) observadas para osta substancia, denotan fa posibihidad de que estos
grupos formen parte de dos tetralinas, en fas cuales. se hatla insenado un miculo en el
amitlo  albifiuco, en senicjansza con las estructuras de los  turanoeremofilanos (y
furanonaftafenos) que ya fucron desentos amieniormente, vy considerando La relacion
biogendética que deben guardar ostas substancias . Asimnusimo, ¢l amilto aromiitico de las
tetralinas debe ostar completamente sustituido, puesto que no e observan en cf espectro

de RA

'H tudrogenos Jde este tipes

De acucrdo con 1o gue se ha analizado hasta ¢l momento es posihle definir Jos

fragmentos estructurales mostrados en la figura 3

I~

.
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Figura 3.
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La unidn dc total estos fragmentos involucra el andlisis de los grados de
iNSAlUracion que presenta cikda CSUCTUrL, Que CoOmo ya s¢ menciond antes, son sicte. Si
consideramos s6lo una de las moléculas, en el sistema de Ja tetralina hay cinco
insaturaciones  debidas  al  anillo bencénico  fusionado con el ciclohexano. Otra
insaturacién la proporciona el grupo carbonilo, por lo tanto, 1a insaturacién restante debe
provenir de la formacion de un cwlo Asi. ¥ tomando en cuenta las consideraciones
biogéneticas de éata substancia en relacién con furanocremofilanos tales como el cacalol
(20), hechas para ta deduccion de jos fragmentos (), formulamos 1o hipotesis estructural
mostrada en la figura S,

Figura 5.

La ubicacidn de los diferentes grupos se confinma por la interacién a larga
distancia que presentan los hidrégenos del metilo en C-13 48 1.6-1.7) y los hidrégenos de
C-14 (& 5.2-5.6) con el carbono de¢ carbonilo. correlaciones heteronucleares C-H
observadas en ¢l experimento HMBC correspondicnte (espectro 30).

Con la estructura antenor (figura 5) se pucde explicar el fragmento m/z de 260
guc sc observa en ¢l espectro de masas (espectro 27) correspondiente 4 la pérdida de 18
unidades de masa.

Como se ha deducido. esta substancia es una mescla de dos estereosdmeros, falta
determinar en donde se presenta dicha estercoisomeria. La estructura de la figura S
presenta dos contros guirales que sc encucntran en C-3 y C-11, que hace posible la
existencia de cuatro isdmeros. Sin embargo, los argumentos biogéneticos y los estudios
realizados en el cacalol (20) y sustancias relacionadas a éste. en los que se demosirs 1a
oricntacion {3 del metilo en cl anillo alifdtico, hace factible formular las estructuras 70 y
71 para estos compuestos,

a2
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En la wbila 6 estuin incluidos los desplizamientos guimicos de los diferentes
dtomos de carbono de estos compuestos, ¢n comparacion con los aquellos que presentan
los carbonos del cacalol (20). Las estructuras 70 y 71 representan nuevos productos
naturales.



Tabla 6. RMN 'C. Desplazanuentos quimicos para el eacalol (20), radulifolina A (701,

11-cpi-radulifolin:

A7) v radulifolinag B (72) (CDC1 3. pp J, Bz
T

C 20° 20° 70, 71° 72
1 232 2280 3330 a8
1 226
2 169 Te 7 1650 165
27 16.0
3 0.2 301 30.0 0 206
3 9.0
1 290 ) RIS 388
4 27.8
s 1201 1202 11786 127.9
< 117.5
13 1355 1356 130.3 o 138.6
6 129.9
7 1261 1261 1313
7
] 1364 136 3 1203
8-
) I 1322 130 5
o-
10 [ECN 8.7 1256
10°
11 1i7.1 173 733
1y
12 1205 1203
12
13 112 1.2 )
13-
14 13.7 135 1279
13-
s 214 EEE 30.3%
15

OCH- 602

Las mediciones se Hevaron a cabo g ditereates frecuencias:

125 MHz; 125 MHe

Mz

PIZS5 NHze

37. Kuroyanagi, M., Nao, Ho, Noro, T, Uenol AL amd Fukushuna S, Cherm. Pharm. Bull.
33.4792-4797 (1955,



Radulifolina B (72)
La dltima sustancia aislada de fas fracciones B, C. vy D del extracto de esta planta,

es un s6lido amaritlo ¥ s un COmpuesIo MUNOritano
)

En el espectra de IR (CHCL. espectro 31) e observan bandas de 2970-2870 cm
miblemente de p-lactona en [RO8 cm

correspondicrnite a mcnilos ¥ mettlenos, una banda (w
'y bandas anchas en 1619, 1466, 1376 v 1325 om’' de insaturacion aromaoc:

El espectro de RMN H (CDCl, espectrod?) de esta substancia denota que no fuc
No obstante, se pucde establecer la

aislada pura debido o sefales pequenas adicionales
estruciura de la muisma analizando las sedales poncipales de este espedtro Oy demas datos
espectroscapicos) que son: un doblcte en & 115 (J = 7 Sr v tres senales sunples en & 1.78,
2.38 y 3.93, cadu una de €vas Cudro senales infegra para tres lidrogenos Ta ntegrasion y
el despluzanuento de estas sefiales corresponden para un suctifo unido o metino, un mettlo
geminal a oxigeno (probablemente un lidrowor, un metlo ynido a anllo aromadtico y un

meulo de metoxilo
En el espectio de RMN ''C (espectro 33) lus sefules de mayor intensidad son sieie
a campo alto (10-30 ppm), dos en el intervalo de 59.74 pprm, varias sefales de 120-132

ppm y una sciial de carbono de carbonilo (8 177)

Mediante ¢l expenimento DEPT (espectro 34) se pudo estublecer la presencia de
cuatro smetilos, tres metilenos y un mettno que hacen un total de 19 hidrégenos. Se
observan también. en oste espectro, sefiales pequefias a campo bajo correspondientes a
carbonos provenicntes de mmpurezas de la muestra. gque permiten. adicionalmente,
descantarlas para el andlisis de la estructura de esta substancia v con ello quedan
establecidos scis carbonos cuaternanios sp’ en la misma Tenemos, asi. 16 dtomos de

carbono. 19 hidrégenos, dos oxigenos de lactonas (IR: 1ROR cm ') un oxigeno de metoxilo
y un hludroxilo, que hacen una formula molccular de CieH:0O4 El espectro de masas nos
pecmite confirmar esta formula ya que en €l aparece un pico en m/z 276 (espectro 35)

De manera andloga a la determinacion estructural de la mezcla de epimeros 70 y
71, cl andlisis de los espectros COSY (espectro 36) y HMQC (espectro 37) de esta
substancia, hacen suponer la presencia de un esquelcto de tetraling, en este caso, se infiere
nucvamente que el anillo arématico estd completamente sustituido (de la ausencia de

seilales a campo bujo en ¢l espectro de RMN ‘H) y entre los posibles sustituyentes estdn
un metilo (8 2.38) y un mictoxilo (8 3.93) como s¢ muestru en la formula parcial A de la

figura 6.

as
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Figura 6. Formula parcial (A) ¥ frugmentos estructurales (b, ©)

Con ¢l fragmento cstructural AL se explican anco de los sicte grados dc
insaturacion deducidos de la formula motecular CioH:aOu (un benceno fusionado a un
ciclohexano). Otro gradu de insaturacion se debe al carbonilo ¢h) ¥ para el dltimo, se
puede deducir la presencia de un ciclo, que resulta de la umién de tos fragmentos by cen
A (fig. 6). Estc andlisis hace posible cl plantcamicento de ta estructura 720

CH

OH

72)

Un argumento biogendtico que apoya la vahidez de esta hipdtesis estructural es el
aislamienta del cacalol (203 y cl éter metilico del cacalol €35), como posibles  precursores
de esta substancia. Es por eilo que se presenta, en la tabla 6, una comparacién entre los
desplazamicntos quimicos de [os dtomos de carbono de esta substancia ¥y los del cacalol
{20). Por otro lado, cl arreglo de [os sustituyentes en ¢l anillo de lactona, se demuestra por
la interaccién a larga distancia que presentan los hidrogenos del metilo en 8 1.78 (C-13)
y el carbonilo (C-12) en ¢l experimento HMBC (espectro 38). cuyo andlisis confirma la
concctividad propucsta. 72 constituye una nueva substancia natural.



Cacalona (19) y 6-cpi-caculona (30}

De las fracciones mis polares del exiracto hexdnico, se aislé una \usmnu.l sélida
amorfa de color amanilo. Los dalos espectroscdpicos. principalmente de RMN 'H y ''Cy
su comparacidn con los anformados en fa hteratura (tabla 7 demaostraron quc st
SUSANCEL €8 una mezcla de dos compuestos epimericas

Esta mezcla de estereonnameros mostro en el infrarrojo «CHCO L espectro 39y Las
siguicntes bandas principales una de bata ntensidad en 3100 cm ' que. como yi s
descenibi, indica insaturacion arontatica de turano. Otras de mayor antensidad en 3420
em’', cormrespondientes a las vibraciones O-H. en ¢l intervalo Jde 2946.2874 cm ' e
observan absorciones dadas por las vibraciones C-H de carbonos saturados tmetdos

meulenos) y en 1656 ¢cm 'de un sistema carbonihico . [ insaturado

el espectro de RMN "H (CDCT,, espectro 0} se observan dos menlos unidos a
carbono terciano, gque tormnan dos dobletes en 8 1.27 (3 =6 S Hey v 3 130 = TOHey
que de acucrdo con ¢l expenmento COSY sespectro 311 canrclacionan cada una de

mancra directa con uno Jde los dos tndropenas gque apafecen en & 313 v 8 2
respectivamente, coma seftales muluples Dos menilos geminales a oxigena. indicados pnr
las sefales stmples en 8 1 63 vy 8 1 69 que integran para un total de sers hidrégenos. Seis
metilenos que dan sefades muoltuples en & 163 3y & 240 con un area bajo ki curva
comespondiente 4 doce hidragenos. Dos sistemas arGmaticos de furano teniendo como
sustituyentes a un metiio y un hidrogeno acoplados entre s, Gue se demucestran por las dos
scitales dobles en 8 223 (J = 1. vy 6 224 (3 = | ) ambas con antegruaion de tres
hidrogenos,

y el cuadruplete en 8 7 34 (3 = 1 D) gue integra para dos ladrigenos
En el espectra de RMN N {espectiro 3 1) se presentan treinta seaales dos de ellas

cormresponden a4 carbono de grupo carbonilo, dos o carbono unido a oxigeno. doge

pertenecen a carbono sp” v el resto corresponde a carbonos con ubridacion sp® (tabla 73

En 1963 Jesis Romo informud del aslamento de la cacalona (197 pero fue hasta
1976 que sc establecid la estructura correcta de esta substancial gracias o las
investigaciones realizados por los Drs. Walls 3 Yuste sobre La sintesis de ta ¢
y su cpimero (30) y ¢l estudio de extos compuestos mediante RMN 'H y ¢!

calona (19

a

1977, Omurs y Nukamishi analizaron los datos espectroscopicos de una
substancia obtemida a partir de Cacalia delpimifolia™ ™y los compararon con los de
una muestra de la cacalona aislada por Romo  La concordancia en las propiedades
espectroscOpicas de ambas substancias con las de los epimeros sintetizados por Walls
Yuste, les permitio o estos invesugadores concluir, de manera contundente. que la
cacalona, hasta entonces considerada una sols substancia, era en reahdad una mezela de
Jos epimeros 19 y 30 tu! v como clloy la habian aislado



Tabla 7. RMN 'H. Desplazamientos quimicos para la cacalonz (19) v
6-vpi-cacalona (30) (CDCla: 8. ppm: J. Hz)

i

H 19* 197 30° 307
t 2.40.2H. m 2 25 2. m 240, m, 2H 2.5.2H. m
2 ca. 180, 2H.m 2. m ca. I S0, m. 2H 2H. m
3 ca. 1.850. 2H. m 1.6-1.8 2. m cia. 1.80. m. 2H 16-1 % 2H. m
OH ca. 1 80, tH. ca. 1 S0 . 1H
4 3.15. 1H. m I3 1H 240 tH.m 1
12 40 IH. ¢ T8 L |
=10 |
13 224 3H.d . d
I=10
3 1.9, 3H. S o
15 . 1.27 S . .d
=7.0 J=6.35Hxr 1=7.0
Las mediciones se llevaron a diferentes frecuencias ©0 100 MHz . P 7500 MHz.

3-611976).

1. Yuste, F.and Walls, F. Awsr. J. Chem. 29,
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Tabla 8. RMN '’C. Desplazamientos quimicos para L cacalona (19) y

G-cpicacalona (30) (CDCly; 8, ppmiy

C 19" 19° 30°

1 30.3 21.6 20.7
2 16.0 16.0 15.6
3 21.6 30.2 0.2
4 28.0 27.2 3

S 144.2 140.2 140.4
6 72.3 70.3 70.6
7 145.2 145.2 145.2
8 161.6 161.5 161.3
9 175.0 175.0 175.0
10 130.7 130.7 130.7
11 1202 120.2 120.3
12 130.5 13.3.3 134.3
13 8.8 8.9 3.8

14 27.2 258 27.2
15 21.4 20.7 1.2

Las medictones se Hevaron a cabo a diferentes frecucencias: 225 2 MEHz™ " 27125 MHz.
19. Yuste. F. and Walls, F. Ause. J. Chem. 29, 2333-6 (19760,

Un aniilisis previo realizado para la asiy .on de los hidrogenos de las posiciones
1, 2 ¥ 3 en el cacalol (200, demostré que los hidrogenos de C-1 aparecian a mas bajo
campo respecto a los hidrégenos de C-2 y C-3 en el espectro de RMN 'H correspondiente
(espectro 3). En ¢l caso de esta mezcla de compucstos, hay congruencia en las
asignaciones de los hidrogenos de las posiciones 1. 2 ¥ 3. con las observaciones hechas en
ese anmdlisis (tabla 7). El experimento HMQC de 19 v 30 (espectro 43), permitié
nuevamente correlacionar dichos hidrogenos con los dtomos de carbono respectivos. Asi,
es posible observar de este espectro, que €] C-1 aparece en 8 21.58 v el C-3 en 3 30.25.
En la tabla 8 se Pucdc ver que las asignaciones de estos carbonos (C- il ¥ C-3) informadas
en la literatura'’, resultan incorrectas y deben corregirse a las que se muestran en la
columna 3 de esta misma tabla.
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Muaterial y Equipo
Los puntos de fumidn se detenminaron en un aparato Fisher-Johns, y no estdn
corregidos.

fLos espectros de TR s obtusicron en instrumentos Perhn-Elmer 238-8

Los espectros de RMN 'H < obtuvicron en un espectrometro analftico Varian

Gemini 200 v Vanan XR-3XL a4 300 & 500 Mz, utibizando como disolvente CDChy v
tetrametilyilano {TMS), como referencia interna

Los espectros de RMN

e oobtuvieron en instrumentos Vanan-300 4 75 y 125
MHz.

Para la clucidacion estructural de algunas sustancias se recumd a ex

perimentos cn
RMN H'C con desacoplamiento electronico por transferencia de polanzacion (DEPT y
HMQC) ¥y (COSY)en RMN ‘1

Los espectros de Masas se obtusieron en un especttametro Hewlett Packard S985-
B. utilizando 1a técnica de impacto electromnco de 10mizaciom de 70 eV

Técnica experimental

Psacalium radulifolion (HBX ) H. Robins

& Brett
en San Luis Potosi por el Dr

fue colectada e dentificada
Robert Bye (Instituto de Biologia de la UNAM) vy una
muecestra de la misma, se encuentia depositada en el Jardin Botinico de s Universidad
Nacional Auténoma de México tIMEXU ), con la clave R. Bye 20028,

Para el estudio de esta planta se utibizaron las rafces, que es el matenal que se
emplea en la medicina tradicional. las cuales se dejaron secar 4 temperatura ambiente.

974 g de matenal «eoo se tnturaron y maceraron utilizando 2.5 1 de disolvente en
cada maceraciin, y realizando tres maceraciones con cada disolvente, Los disolventes
empleados cn orden creciente de poluridad fuceron: hexana, mezcela diclorometano-etanol

:2 y metanol, después de la eliminucion del disolvente a presion reducida. se obtuvieron
tres extractos de 504, S9.8 v 36.0 g respectivamente. El procedimiento general para la
extraccion de las raices de esta planta «e muestra en el diagrama

La composicion de los extractos oblenidos, asi como a pureza de las substancias
aisladas posterionmente, fué anahizada por cromatogratia en capa fina (CCF). En esta
técnica »e  utilizaron cromatofolios  Alugram-5i11 G/UV. Macherey-Naget vy como
reveladores una solucidn de sultato cénco amomacal al 1% en dcido suifirico 2N (con
posterior calentamiento de la placa o 70 7 Oy v una limpara de UV Spectroline Modelo
ex-20 con longitudes de onda a 2534 v 365 nm
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Raices de Pracalium radultfolium
(HBK 11 Robiny. & Breu.

Maceracida con herane

Extrctohetank o
(S04g)

cope {silica gel) | bevano/AcOEL

9t fsis {s2 1751*

[wuu ‘ 9

i it Ny ) A 3
éter metilivo et
deshidrocacalel (35) cxalonz (19}

o epi cacalona (30}

ol 120)
devonposting {54)
tadulifoling A (70}

teprradulifoling A (71
peuadenotifona ($9)
radulifolina B (72)
estignastere] (68)
fatosterol 169)

Residoo segetal l

Macrannumicah
CHAILIONG Y

=

Etractode
CHLDUR Y 2
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Residoo segetal

Maceracnn con metand

Fatracti metanob,u
tihgh

Resdw vegetal

Diagrama 1. Procedimlento general para {a extraccidn de las raices de Psacalium radulifolium



El aniilisis por CCF comparativo entre los extractos obtenidos permiti estiblecer
hexdanico, por la presencia de mayor cantidad  de

que se rabagara con el entracto
metabolitos secundarios

dnmco e le realizo una fracoionactdn por cromatogratia en columna
fue necesano adsorber ¢ extracto en pel de silice

tna columna empacada con silice Merck 00 Gl e
levaor acabo

Al extracto hey
a presion reduecida (COPR S
cn una relacton T opipi v aplicario o
en uni relacion extracto-sibice 1 1O p/po. Bl desarrollo de Lo cromuatoeratia se ]
unhizando imcialmente hevano como chuyente e ancrementando g polarrdad gradualmente
con mescia de hexana-acetato

o
Lpara ol

[l

etilo

i ndmero de las fracoiones resultantes de la columna cromatoeritiva antentor, ¢l
e presentan o b tabla

peso de Tas mismas v as sustancis asdadas o parnr de estas

Tubla 9,
"Na. de cluato l Fruaccion ‘ Pcw ' & Rend L Sistema de Compucesto 1
(Vol. 11} cluciin identificado }
1-16 { A [N e [ hexano Cacalotiicting (38) |
1720 B BRI 1 hevanor AcORL Cavalot (200
‘ I 1 ! vs s ? adenostin A 15d) J
i | : i l Bostosterol (69) i
’ 1 | ! ! extiymasterol (638) /
S1-26 ' < [T530 ] 10w ' Pexano/RSGED ' decomposting (8) 1
1 ! neosdenostilona (59) ‘
R I D ' Too [N i hevano AcOET 1 radulifoling A (70)
i : NS IS I 1-epi-radulifolna A (71)
i | L radulifolma B T2
3337 { B j Sas [ I cacalons (197 I
i 1 ! 6-epircacalong (300
3543 { F ’ 19 f Tus ! Cavalona (19} 1
! | ' O-cowacalona (30) |
35-50 i G I 275 T ras I hexano/s \u L ’ }

~e aislaron tres compuestos sofidos cristalinos,
/éter asopropilico,
deshidrocacaiol
w1l

De lax fracciones A, B, C v D,
purificados mediante recristalizaciones sucesivas empleando aceton:
estas  tres  sustancias  fucron  ddentificadas como:r dter metilico del
{cacalohastina, S0 mg. fraccon Ar cacalol (232 o, fraccaion By v decompostina (1
g. fracciones C » D Las caracteristicas §I80Un ¥ espescroscapicas Je estos compuestos
se describen a continuacion.




Eter n del deshid tol ( toh i 3t

Rr0.87 (hexano/AcOEL 75:25)

Pr 79-82 °C.

IR (KBr/Pastilla. cm '), 3231, 1056, 1636, 1610, [S66. 1475, 1452

RMN 'H (300 Mile, COCH, 8 (ppmi. J (Hz)): 7 29 (oo TH. S,z = 1.2). 6.90 (dd.
TH, J12=96.3; v =301, S90(dIJS TH. 3y 2= 26, ) v =63, J:y = 2.4, J:,=09).404
($.3H). 3.25¢eddd 1H. J 4« =7.2. 00 a=7.2.J 4= 1.5 J:a= 1.5, 2.52 (i, 1H), 238 (d.
BH J 2= 1.2), 2.220ddd THL oy = 170, 0 =63, ha=1.5), 1.07 (4. 3H Sy 1s = 7.2).

OCH,
O
I
l
(35

Cacalol (20)"

Rf0.67 (hexano/AcOE1).

Pf89-92 °C.

IR (KBr/Pastilla, cm™'); 3552, 3109, 1637, 1600, 1575, 1471, 1348,

RMN 'H (500 Miiz, CDCh, & tppr). J (H2)), 7.23 (¢, 1H, J;2.5 = 1.5 ). 5.0 (s,
1H). 3.23 (cdd, 1H, J4,4 =7.0, Jaaa =45, S =35). 298 (dddd, IH. Jie.1a = 17.0,
J1e2a = 6.0 Jienwon =1.0), 2.62 (ddd, TH. 31, ;e = 17.0, Jya2a = 11.5, Jy5.2. = 7.0) 2.52 (s,
3H), 237 (d.3H. Jyzy = 1.5), 1.B5 (m, 2H), 1.8 (m, 2H), 1.19 (d. 3H, J4 s = 7.0).

RMN '3C (500 Mz, CDCl: 22,89 (C-1). 16.7 (C-2), 30.1 (C-3), 28.9 (C-3),
120.2 (C-5), 1356 (C-6). 1261 (C-7). 1363 (C-8), 142.2 (C-9), 118.7 (C-10). 117.3
(C-11). 1308 (C-12). 11.2(C-13). 13K (C-14). 21 .3(C-15)

oH
o]
7

(20)
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Decompostina *°

Rf 0.36 (thexano/AcOFEL 75:25)

Pr= 183-185 °C.

IR (KBr/Pastilla, ¢m ') 3129, 3008.6. 2981, 2967, 2944, 2883, 2826, 1742, 1666,
1625, 1593, 1523, 1462, 1407, 1369

RMN 'H (500 MHz, CDCH, & (ppm). 3 (H2)) 7.4 (¢, THL Jz0v = 1.0), 7.01 @d,
TH Jip = 42,0 v = 1.0 5, 6 32 (s, TH 3 2222 (8, 3H), 1.93 (dL 3H, 13 4y = 1.0), 1.55 (1H,
ddddd. Jya= 130, o= 70, J:o =30, Jy v =25 J;y = 1.0} 1.46 (dddd. 1H,
Jea = 140,020 = 115, ) v = 100, Jva= 700 1 18 (s, 34, 1O, 3H L Jy 3= 6.7).

RMN C (500 Mz, CDCly): 1383 (C-1), 25.0 (C-2), 27.8 (C-3), 37.7 (C-4),
46.5 (C-5), 748 (C-0), 121.0 (C-7), 136.9 (C-8), 176.6 (C-9), 141.4 (C-10), 135.7 (C-11),
146.0 (C-12), 8.3 (C-131. 153 (C-13), 17.3 (C-15), 170.76 (CO (OAc)), 21.3 (CH,
(OACH.

o
o,
L/
OAc
%)

De la primer columna cromatogrifica realizada, se rcunicron los cluatos 31-39
(2.79 g. fracciones D, E y F) ¥ s¢ somecucron a un fraccionamiento por cromatografia en
columna de 3 cm de didmetro y empacada con 27 g de silica gel 60 GF-254 (10:1
sflica/muestra). La clucién de esta columna se realizd a presién reducida y se utilizaron
mezclas de hexano/acetato de etilo 9:1 en los primneros 15 eluatos, y 8:2 hasta el eluato
22, obteniéndose el siguiente conjunto de frucciones: A2 (eluatos 1-3, 0.039 g), B2 (4-9,
0.55 ). C2(10-16, 1. 40 ). D2 (17-19,0.51 g, E2(20-22, 0.048 g).

Con los cluatos 10-19 (1.90 g, frucciones C2 y D2) s¢ prepuard una nueva columna
cromatogrifica (3 ¢m de didmetro, 19 g de sihica gel 60 GF-254, 10:1 silica/imuestra,
prestin reducida) y jos datos obtenidos para ésta fueron las siguientes:



Tablua 10,

No. de | Fraccion | Peso “e Rend. Sistema de Compuesto
eluato /pi clucidon identificado
hexano/AcOEL
1-3 A3 2 137 955
1.7 B3 55.5 2092 31
8.9 c3 5.2 RN 85415 caculona (19 v
O-emcacalona (30)
10 D3 i85 o2 cacalona (19) v
6&-cprcacalona (30}
li-14 889 6 $038 S-2
13-74 F3 30 9 21 TS5 25 ]

presion reducida en una columna de 1.2 ¢ de dhametro. empacada con 10 g de silica gel
60 GF-234 (10:]1 sihcwmuestra ¥ con una mezcla Jde hexanozacetaro de enlo 911 como
clusente, las fracaiones resultantes de esta separacion fueron A reluatos 1-3. 0 (43 o),
B 4.6, 30903 0y CL47 02001 25, DS 8, 02350 2, Ed 013 GdoSt o F4 14
00151 21, G (18-21.0.0220 23y HS(22-25, 00165

ccrones D3 vy B3 01,01 g se fraccionaron nuesamente por cromatogratia a

Lo traccion D40 2330 200 foe anhcada ~sobre placas preparativas (20 v 20 © 0.2
1o de enlo 65 35 De estas placas,
lona (19) + 6-epi-ca

can eiufdaus dos weves con una mescld de hexano/ac
sela de cpimeros cac

se extrajeron JOoS 3 mye de lar

roscopicas de estos compuestos son.

caracteristicas fisicas ¥ espe

Cacalonn (19"

Rf 013 (de Ia mezela de eplineros, hexano/AcOEL 7825,

Prl115-113 °"C.

IR (CHCI: e’y 3302, 2935, 2373, 1770, 1655, I6]2, 1573, 1460

RMNTH 200 M2, COCH Sippmy, JiHon 1.27 (4. 3H. J = 6.5, H-15), 1.69 (s.
3H, H-140, 175 oy ZHL =250 2223 (d0 3HL T = 1.0, HI-13,. 2.3 tm, 2H, H-1) 313
(IH.m H-35, 733 ¢, IH, J = 1.0, H-12),

RMN C 1125 MHz, ODCLo: 216 (C-11: 16.0 (C-2h 202 (C-3), 273 (C--1),
140.2 ¢€C-3). 703 iC-61, [45.2 -7, 1615 (C-8), 17501C-9) 130.7 (C-10), 120.2

(C-11), 133, 4¢C-12), 8390C-13), 253 (C-141. 20.7(C-15).

a5

B



6-epi-cacalona (30)'"

Rf 0.15 {de la mezcla de epimeros. hexana/AcOED 75:25).

Pr115-118 °C,

RMN 'H (500 Mz, CDCly, 8 (ppmiy, J(zn, 1.3 (4, 3H, 1 = 7.0, H-15), 1.63 (s,
3H.H-13), 1.75 (i, 2L H-2), 2,23 (d, 3L S = 1O H-13). 2.3-2.5 (m, 2H, H-1), 287 (m,
IH . H-3).7.33 (c. 1H,J =10 H-12)

RMN C (125 MHz, CDCh), 207 (C-1). 15.6 (C-2), 30.2 (C-3). 28.5 (C-4).
140.4 (C-5). 70.6 (C-6), 13452 (C-7). 161 3 (C-8). 1750 («C-93. 130.7 (C-10). 120.3
(C-11). 1433 (C-12), RE(C-13). 27.2(C-14), 21 2 (C-15)

b ud” =
30)

Después de haber aislado €} éter metilico del deshidr ol ( lohasti
3S5). cl cacalol (20) y la decompostina (8) por recnstalizacion, se reunieron las aguas
madres de los eluatos 19-28 (10 g. frucciones B, C y D, Tabla 9), para su separacidn por
cromatografia en una columna a presién reducida, empacada con 50 g de silica gel
60 GF-254 (5:1 silicw/muestra), empleando como cluyentes: hexano en las pnmeras ocho
cluciones, y mezcla de hexano/acetato de etilo (9:1) a partir de la elucién 9 y hasta la 20.
El resultado de este fraccionamicnto fueron las fracciones: AS (eluatos 1-8, 1.03 g), BS
(9-13,7.46), C5(14-17.0.52 g) y D5 (18-20, 0.40 g).

Se realizé un andlisis comparativo (CCF) entre las fracciones B2 y BS (8.01 g). v
éstas fueron reunidas para su fraccionamicnto por cromatografia 4 presion reducida, en
una columna empacada con 8O g de sflica gel 60 GF-254 (10: 1 silica/muestra). En csta
columna se¢ emplearon mezclas de hexano/acetato de etilo (9:1) en las fracciones: A6
(cluatos 1-5, 0.0 g), B6 (6-7,0.0637 g) y C6 (R, 0.067 gj. ¥y hexuno/acetato de ctilo (8:2),
en las fracciones D6 (9-13.0.10g) y E6 (14-22.5.13 g).
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De la fraccidn D6 se tomaron 80 mg. se disolvicron en acetona caliente y despuds
de dejar enfriar a temperatura ambiente, se aislaron 20 mg Jde estigmasterol (68).

Estigmasterol (68)

Rf 0.29 (hexano/AcOE 75:25)

Pf 171-173 °C (agujas).

RMN 'H (300 MHz, CDCly, 8 (ppm), J (Hz) 538 (d, tH, ) = 5.2, H-6); 5.16 (dd,
J=15.0,8.1.H-22). 5.02 (dd. 1H.J = 1.7, 8.1, H-23); 2.3.0.6 (m. 45H)

I/

HO

La fraccion E6 (5.13 g), fuc somctida a fraccionamiento ena una columna
cromatogrifica empacada con 26 g de sflica gel 60 GF-253 (5:1 silica/muestra) a presién
reducida. en este caso, se utilizaron mezelas de hexano/acetato de etilo 9:1, en las
primeras |1 cluciones y hexano/acetato de ctilo 1:1, en las 34 eluciones restantes,
obteniéndose las fracciones: A7 (cluatos 1-2, 0.0236 g). B7 (3. 1.01 g). C7 (4-5,0.037 g).
D7 (68,020 ), E7{9-12,.0.23 ), F7 (13,123 g), y G7(14-15,0.49 g).

Se recromatografic la fraccidon F7 (1.23 g), empleando una columna de 1.2 cm. de
didimetro, empacada con 12 g de silica get 60 GF-254 (10:1 silicaw/muestra), y empleando
como eluyente, mezcla de hexano/acctato de ctilo 8:2, con lo que, se scpararon las
fracciones: AB (cluato 1, 0.033 g), B8 (2-3, 0.73 g), C8 (3, 0.1606). D8 (5-7, 0.096 g) ¥
ESB (8-9.0.0153 g).

Posterior fraccionamiento realizado a ta fracaidon B8 (0.73 g), utilizando una
columna cromatogrifica de las sigutentes caracteristicas:

Didmetro = 1.0 cm.
Silica gel 60 GF-254 (10:) silica/muesira)
Eluyente: hexano/ acetato de ctilo 8:2

permitié s obtencidn de las fracciones: A9 (cluatos 1-2, 0.46 g), B9 (3, 0.35 g). C9
(0.0733 g) y D9 (5-6.0.176 g).
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147 mg de la fraccién B9, fueron aplicados en una placa preparativa (20 x 20 x 0.2
cm). de la cual. después de ser cluida tres veces con
1:1)acetato de enlo 9:1. Rt = O.55, en la placa preparativ
607 mg de adenostina A (59,
espectroscopicas son las siguicntes:

mezela de (benceno/hexano
a). se exirajeron con acetona,
un  compuesto  cuyas  caracteristicas  fisicas y

Adenostina A (54)

R 0.36 thexano/AcOEL 75:25)

Pr = 1R85-18% “C (s6lido anaranjado),

IR (KBr/Pastilla, cm ') 3403, 2930, 2868 1654, 1616, 1343, 1313, 1222, 1108,

RMN 'H (300 NMHz, CDCLy, S(ppm). JcHzn; 1,16 (4. 3H, 5 = 6.9, H-157). 1.19 (d,
3H, I = 7.2, H-1S) .77 omy BHLH-2VH-2° H-30H-37, 2225 (., 3HL H-137), 2.28 (.

3HL T = P20 M-I, 205 (50 3HL H-13), 2.6-2.99 ¢my 2H, H-1D H-17)L 3.2-3.3 (m. 2HL H,
H-37, 337 (2d. 21 J = 16.8, H-14").

RMN 'C (75 MH2, CDCHL S (ppmin, 22 5 (C-1). 229 (C-17. 163 (C-2). 167
(C-27). 30.2 (C-3). 30.9 (C-37), 28.7 (C~4). 29 (C-47), 119.3 (C-5), 118.9 (C-5°), 135.8 (C-
6), 135.3 (C-67), 127.0 (C-7), 1274 (C-773, 136 K (C-8), 137 3 (C-87), 1104 (C-9), 142.4
(C-97). 118.7 (C-10). 118.1 (C-107, 117.0 (C-11), 1109 (C-117), 141.3 (C-12), 151.1
(C-12°). 11, 1(C-13), 10.6 (C-137), 13.8 (C-143), 25.4 (C-147), 21.4 (C-15), 21.9 (C-15").

54

La fraccién E7 (230 mg).

fué resuclta en sus leand
fa en col

¥ P
[4.82 g silica gel 60 GF-253 (=20:1 silica/muestra),
hexano/acetato de ctilo 95:5, presian reducidal: A10 (1, 12.3 mg), B10 (2-9, 180.3 mg).

C10 (5-6, 19.9mg).
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La fraccidn R10 (1803 mg), se aplicd sobre una placa preparativa (20 x 20 x 0.2
cm), misma que, se cluyd dos veces con mescla de (benceno/hexano 9:1¥acetato de ctilo
95:5. De osta p se amslaron, 70 mg de una mezcla de compuestos (Rf = 0.58, en la
placa preparativa). ¥ 15 img de neoadenostilona (59)'7(Rf = 0 65, en la placa preparativa).

Neoadenostilonsa (59)

RI0.39 (hexano/AcQlit 75 25

Prog-100°C.

LR (KBr/Pasulia, cm 'y

RMN TH (500 Mz, CDCH,, Seppmin J (Hzn 73 (el THL Jz0, = 1.2 7.02 (ddd.
TH. T2 =35 3, =35 5, = 1L o633 (s, THL 63 (e, 1M J 0 =75 13 v =1.5),
1992 (m. LH), 199 (ed. 3HL T - = 1 5.0 v = 1.5), 1 8RR (d. 3t Jy20 = 1.2 ), 1S5
(ddddd, 11, )0 v =135, Jy 2=7.0, J:v =27, 32 « =27, Jiv = 1.0), 1.96 (dddd, 1H,
Jaa =135 )= 11005 v =95  ]1i,=065.097d,AH. I, (v =6.5).

RMN P'C 125 Mz, CDCL: 1382 (C-1), 251 (C-2), 27.9 (C-3), 37.9 (C-3).
46.6 (C-5), 73.9(C-6), 121.2(C-7), 1469 (C-8), 176.6 (C-9 (CON, 141 3 (C-10), 1360
(C-11). 1459 (C-12), 83 (C-13), 158 (C-1.1, 173 (C-15), 167.1 +C-1"1CON. 127.0
(C-27, 141.6(C-37), 16.0(C-47), 205 (C.27"),

(9]
O
L/

($)

59)

Para su scparacion, la mezcla de compuestos que se obtuvo de la placa anterior, se
aplicé nucvamente cn una placa preparativa de 20 x 20 x 0.1 cm, cluida dos veces
empleando la misma mezca de disolventes ((benceno/hexano 9:1)/acetato de etilo 95:5).
Esta placa presentd dos bandas, que fueron raspadas por scparado y extraidas con acctona
cuatro veces cada una.

La fraccién mds polar (Rf 0.55), fué disuclta en hexano caliente, se dejé enfriar a
temperatura ambiente y, finalmente se aislaron 38 mg de f3-sitosterol.
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f-Sitosterol

RI 0.9 (hexano/AcOEL 75:25)
Pf= 130-133 °C.

RMN 'H (300 MHz. CDCl. & (ppam). J (M2 5.35 (d, 1H)Y, 3.55 (m. 1H) 0.68-1.3
(4.1, 37 H).

T

HO

Por otra parte. en la fraccién de menor polaridad (Rf = 0.61), s¢ obtuvieron 8 mg
de radulifolina B, un compuesto con  las  siguientes caracteristicas (fisicas y
cspectroscdpicas):

Radulifolina B (72)

Rf 0.41 (hexano/AcOE! 75:25).

RMN 'H (500 MHz, CDCly. 8 (ppm). ) (Hz)): 1.2-1.7 (m. 2H. H-3), & 1.15 (d.
3H. 3 = 7.5, H-15). 1.78 (s 3H, H-13), 8 1.8 (m. 2H, H-2). 8 2.38 (5, 3H), 5§ 2.5-2.9 (m,
2H. H-1). 8 3.1 (m, 1H, H-3), § 3.94 (», 34, OCH\).

RMN 13C (125 MHz, CDCl, 6 (ppim)); 23.8 (C-1), 16.5 (C-2). 29.6 (C-3). 28.8
(C-3), 127.9 (C-5). 138.6 (C-6). 131.3 (C-7). 139.5 (C-8), 130.5 (C-9). 1256 (C-10), 73.4
(C-11), 177.7 (C-12), 24.6 (C-13). 12,9(C-13), 20.8 (C-15). 60.2 (OCH3).

EM (IE. 70 eV). 276 (M+) (35), 272 (12). 248 (66), 233 (100), 229 (211, 203 (7).
189 (6). 176 (6), 159 (8), 157 (7). 129 (8). 115 (9), 91 (8). 83 (1), 43 (35).

La fruccion C8 (160.6 mg). fué recromatogratiada en una columna de 1 cm de
didgmetro | cmpacada con 3.2 g de silica gel 60 G
a presién reducida, dando como resultado bas frac
60.2 mg), C11 (5.30 mg)y D11 (6,252 mg).

253 (~20:1 silicw/muestra) y sometida
jones: A1l (1-2. 234.3 mg). B11 (33,
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La punficacién de la fraccion B11 (60.2 mg), fue hecha emplecando una placa
preparativa de 20 x 20 x 0.1 ecm (CCF). etluida dos veces con mezcla de (benceno/hexano
1:1 ¥acetato de ctilo 8:2. De esta placa, fucron extraidos con acetona, 45 mg de la mezcla
epimérica 70 y 71 (Rf = 0.4, en la placa preparativa) que presentd las siguientes
caracteristicas fisicas y espectroscapicas:

Rf 0.2 (hexano/AcOEt 75:25)

Pf 116-120 °C.

IR (CHCL, cm '), 3377, 3026, 2933, 2878, 1736, 1663, 1624, 1595, 1470, 1434,
1406.

RMN 'H (500 MHz, CDClL. 8 (ppm). § (H2)): B.6 (s, a LH). 8.38 (s. a. 8.83), 5.56
(d, THLJ = 14.5), $.52 (4. 1H, J = 14.5), S.26 (4. IH. J = 14.5). 5.25 (d. 1H. J =14.5), 3.0
(m. 1H) 2.9 cm. 2H), 2.4-2.6 (m. 2H)L 1.74-1.82 ¢m. 8H), 1.69 (s, 3H), 1.66 (s, 3H), 1.21
(4. 3H J = 7.0), 1.07 (s. 31D

RMN *C (125 MHz, CDCly. & (ppm)): 23.2, 22.6 (C-1, C-17). 16.5. 16.0 (C-2.
C-271,30.0. 29.0 (C-3, C3). 28.5, 27.8 (C-1. C-4"), 117.8, 1 17.5 (C-5, C-5", 130.3, 129.9
(C-6. C-67), 123.8, 123.5 (C-7. C-77, 138.7 (C-8. C-87), 143.0, 143.1 (C-9, C-9°), 118.1,
117.9 (C-10. C-107). 72.2, 725 (C-11, C-117% 175.2, 175.3 (C-12, C-127, 22.9 (C-13,
C-137).67.2. 67.7 (C-13, C-147), 21.6. 22.2(C-15, C-15").

EM (IE, 70 cV); 278 (M+) (35), 260 (100). 245 (80}, 227 (113, 217 (11). 187 (15),
176 (20), 161, (5) 128 16). 115 (R), 91 (7). 77 (5). 55(6), 43 (223, 31 (6).

H OH
OH OH
OH
“~—OH —
o 0 O (o]
70} 71>

Bioensayo de letalidad frente a Artemia salina®'

Material

1. Huevecillos de Artemia salina
2. Sal de mar

3. Pecera pequeia

4. Jeringas; 5.0.5, 100y 10

5. Viales (9 por mucstra)

E3)



Procedimicnto

1.- Preparar agua de mar de acuerdo a Tas instrucciones de la caja taprox. 38 g de
sal de muar por litro de aguad

2 - Colocar el agua de mar ©n una pecera pequeia v adicionar hueveaillos de A
salino. con una Limpara eocima de ella v mantener La temperatura del sgua a 28 °C

3 - Mantener las condiciones de temiperatura y [z Jdurante dos dias para permatic la
maduracién de los hueveaillos de Arferua saling

4 - Preparar viales para el aniibisies como sipue para cada tracoon, analizar
mmctalmente a 1000, X v 10 pl, preparar 2 viales a cada condentracton pars un total de
nueve viales: pesar 20 myp de muestra » adicienar 2 ml de disolbvente (10 mg/mib, de esta
solucion transtenr SO0, SO o S b g tos viales canespondientes o 1OOO, 1060 vy 10 1}
alto vadio aproximadamente 30
mun. Los disobventes volatiles pueden cyapotarse durante 12 horas

Evaporar el disolvente con muogeno v despucs colocar

S-Despuds dedos dias ccuando L darva de Arteri ha cmergidoy, adictonar § mi
de agua salada g cada vial voagrezar 1O ndiaduos por vial 30 Artenuas por diluciony
6.2 21 horas mas tarde contar v registras o] nameros de sobrevivientes

7 - Anahizar los datos con ef programa Fuaney Jde compute paras determmanar el valor
de Cla v el inters dlude contianza v

. . .
Prucbhas sntimicrobisnas

Téenic

Mcétodo de difucion en agar para deternunar CM1

1.- 10 my de cada compucesto puro se disolvicron en | ml de DMSO

2.- En cada una de fas cajas petn esténles e mezelaron 5 ml de agar No. | para
antibidticos Art. 5272 (previamente esterihizado v cahiente) con S0, 100 6 200 pl de la
solucion del compuesto pure en estudio. para aleanzar una concentracion de 100, 200 6
300 pg por ml de agar

3 - Sc prepararon Gias petrs control. Una con agar No o 1 para antibioticos Art.
$272 (control 1)y vtrs con agar No 1 para antibioucos At S272 mas 50, 100 6 200 pl de
DMSO (control 2y

4.+ Una ver que of agar ~se solidificd, se colocaron en un punto de su supeficie 2 ul
de una suspensién del mucroorganismo de ensayo (C = 1 x 107 bacterias por ml de
solucion salina). Se pucden colocar mas de dos microorganismos de ensayo en fa naama
caja. dejando una distancia considerable entre cada punio de aplicacion para poder
observar el halo de crecimiento de cada uno

5.- Las cajas petri fucron incubadias 4 37 "C vy se observa el crecitmiento del
microurgamsmo a lus 24 boras

Las sustancias que fucron sometidas a las prucbas ologicas antenores, asi como
los resultados obtenidos en éstas, se muestran en la tabla 11
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Tabla 11. Exaluacion del Potencial Anunucrobiano v de Toxicidad trentc a Arternia
Sertirrar de los Extractos de las Raices de Psacalivr radatfolis (HBBRK ) H. Robins. ¢
Bretr v de los Metabolitos Secundarios Aislados,

CNII (mg/mD *DLsa

T
Substancia en estadio ,j I poa !’ Pom ’ T ’ A
X ] ;
E wtractoe hevanico | n.oaz ' sl -1 I -1 f 0.062 RUN |
{ 'l
Extracto metanobico 1o ’ =1 > 1 [ B ‘ in 24.2
Eter metilico
del deshidrocacalol (35) 0.3 iy =113 w0 w0 ;4;00,
i : i
: i ! ! ! ] j
Cacalob (2 ’ 0.012 ] 0.025 EN i 0012 l 0012 l 12 i
1 + 4
Decompostunua 18) -ty ‘ =) B ) )4 } e thd I«yJ
| i
Cacalona (19 ' !
Heepr-cacalona (30) ! 0.25 l =1 = =1 > 1 269 J‘
|
Neoadenosulona (39) I ~ ~ w & 21.7
|« ’
Radulifolina A (70 A B & I &
Li-epi-radulitohina A (71 | I
!
!
Ruadulitohna B «72) ‘ ; A I & ') =~
| ! |
L Adenostnu A (54) | } & & [
i
s Protens oncrantliin, VB Oy Eveiericiing colds,

€5 @ Ktaphsiocorcies ai eus,
1C. )y Carndida aibucans

“ppm)l.
& Datos no dispombles 4l momento de {a impresion,






Del extracto hex:iinico de las rafces de Psacalium radulifolivm (HBK.) H. Robins.
s de cromatografla en columna y cromatografia en
capa fina, los siguientes metabolitos: cacalol (200, adenostina A (54), dter metilico del
deshidrocacalo! (35). decomposuna (8) v necoadenostilona (59), cacalona (19), 6-cpi-
cacalona (M. radulifolina B (72), radulifolina A (70), 11-epi-radulifoling A (71). <!
estigmasterol (68) y <l PB-sitosterol (690 Radulifoling A, Il-epi-radulifolina Ay
radulifolina B, son lactonas sesquitempémcas que no han sido aisladas previamente de
otras especies, por 10 que vonsttuyven productos naturales nuevos. La elucidacién
estructural de estas substiancias se bassd €n datos espectroschpicos de IR, RMN 'Hy ''C

de espectrometria de masas ¥y en constantes fisicas (punto de fusiédn). Algunas de los
han sido ansladas previamente de  otras

& Brett. se aislaron, mediante técnics

metabolitos encontrados en esta especic ya

cacalias.
OH
OH o OCH;
o I
7 HO |/
==
\ iz
(20) 35)
54

59)



Hy

O,
H
72y
H
OH
OH
—
o o
1)
- r ~
~
" HO'
(68) .
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Con estos resultados podemos concluir que lov metabolitos secundarios aislados
del extracto hexdnico de Fsacalium radulifolium  son sesquiterpenos del tipo del
eremofilano, furanocremofilanos modificados v estervles, compuestos representativos de
1a famiha de las compuestas {Asteraccae) de la cual es pertenecicnic esta especic.

En las prucbas bioldgicas, ¢l seputmiento de fa acuvidad  antinucrobana
manifestada en la evaluacion ded extracto hexanteo, permitid identificar al cacaiol como
una de lus substancias respounsables de dicha actividad. Otras substancias preseatan
actividad marginal. En el ensayo de toxicidad frente a Artermiag valinag mostraron actividad
los extractos metandhco, hexinwo, ¢l cacalol. la neoadenostlona, radulifolina B y la
mezcla de epimeros radulifolina A y 1. epi-radulifolina A, siendo nuevamente el cacalol
el que presentd una mayor actividad

Laos resultados obtenidos en las prucbhas bioldgicas realizadas sugieren que exaste
correlacion entre la hoactuvidad que presentan los extractos ¥ ks substancias aistadas,
con el uso popular del vegetal como antiséptico tlavado de hendas).

La similitud estructural de Jos mctabolitos secundanos caractenizadaos de £

radulifolium con los de £ decompaositum proporciona argumentos que justifican la
incorporacion de la primera especie al complejo de plantas medicinales denominado
“matarique™  Cacalol. cacalona, G-cpi-cacalona. decompostina  y  éter metilico  del
deshidrocacalol son constituyentes comunes prescntes en las raices de ambas especies

El uso de la resonancia magnética nuclear de 'H y de "*C en una y dos

dimensiones permitié determinar Jos desplazamientos quisnicos de algunas sustancias que

habian sido aisladas en estudios anteriores pero qQue no contaban con dicha informacion y.
cn otros casos, se¢ reasignaron las ~efales que asi lo requerian.
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Espectru 3. IR (KBr, pastilla) del cacalol (20)
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Espectro 12 RMN'C (CDCl,, 125 MH2) de adenostina A (54)
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Espectro 14. 1R (KRB, pastilla) det estigmasterol (68)
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Espectro 19. IR (KBr, pastilla) de la acaadenostitona (59)
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