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INTRODUCCION



INTRODUCCTION

E1 andlisis quimico de plantas pertenencientes a la familia

)

de las compuestas representa en México una 1inea de investigacidn que

se ha cultivado desde hace aproximadamente tres décadas,l'debido en

parte a la varjedad y abundancia de este grupo de plantas en nuestro
- 2 '

pais.

La integracidon de los resultados obtenidos por los numerosos
grupos de investigacidn en el mundo han permitido establecer el per-
fil quimico de esta familia, que en términos generales, estd constitui-
do por terpenoides, flavenoides y compuestos acetﬂém’cos,3 Sin embar-
go es de tomar en cuenta las variables a que esta sujeto un andlisis
fitoquimico, entre los cuales podemos mencionar principalmente 1a va-
riada metodologia experimental aplicada por diversos grupos de investi-
gacibn, 1a sensibilidad de los instrumentos analfticos disponibles y el
diferente estado de madurez de las plantas que sé analizan.

A pesar de las variables mencionadas, se han realizado revi-
siones de los metabolitos secundarios de diferentes grupos de plantas
que constituyen la familia, integrandolos a su division botanica. Es-
to ha permitido establecer con cierto grado de confiabilidad a los
constituyentes quimicos como indicadores taxondmicos, es decir, corre-
lacionar ciertas estructuras quimicas con algunos grupos de p1antas.j+

Los diversos aspectos sobre quimica y biologia de las compues-

tas se encuentran resefiados en Tos voldmenes editados por Heywcod,Har-



borne y Turner donde se describen caracteristicas morfoldgicas, usos
economicos y farmacéuticos, citologia cromosomal, aspectos evolutivos

3
y constituyentes guimicos, entre otros temas, de este grupo de plantas.
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ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

£1 génerc Ambrosia {Compositae), se localiza principalmente en
Norteamérica 'y es conocido por su contribucidn de polen alérgeno a la
atmésfera.5

Durante varios afios este género ha sido tema de estudio de
varios grupos de investigacifn, encontréndose como constituyentes prin-
cipales lactonas sesquiterpénicas, Tas cuales como se ha mencionado, son
constituyentes caracteristicos de Tas plantas de la familia de Tas com-
puestas.

Los resultados de estas investigaciones fueron recopilados en
1970 por Yoshioka, Mabry y Timmermann y en esta revision se describen
Tos constituyentes quimicos de 42 especies de Ambrosia, de las cuales
se aislan aproximadamente treinta Tactonas sesquiterpénicas diferentes
y estos resultados se integran a la distribucidn geografica del género.5

Esto {1timo demostrd que distintas poblaciones de 1a misma
especie contienen diferente composicidn quimica y a esta diversidad se
le denomina variacidn infraespecifica.

De 1970 a 1a fecha, se han reportado los constituyentes qui-
micos de otras poblaciones de éspecies previamente analizadas y los
componentes de A, elatioxr.

Parte de estos resultados se muestran en la Tabla I , en 1a
cual se enlistan las substancias que no habian sido aisladas de
1as especies indicadas. Algunas de ellas representaron nuevos metabo-

1itos secundarios y otras se aislaron originalmente de otras plantas.

3
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Las substancias referidas en la revisidn de MabryD COMo Cons-
tituventes de estas especies no se enlistan,

Estos constituyentes se reseflan a continuacibn:

De A, artemisiifolic colectada en Japbn se aisid el &c. ambré-
sico {1)36 y las pseudoguayandiidas 2 y 3 se caracterizaron de una
poblacidn europeau7 La psilostaguina B (g)a y C (i)g también son cons-
tituyentes de esta especie. Por otro lado, se ha reportado también Ta
composicidn quimica del aceite esenciai,lo

Las seco-pseudoguaiandlidas psilostaquina B (4), canambrina
(6) y cordilina (7) se han obtenido de A, co&digolia,ll £l sesquiter-
peno germacreno D {8), 'a cromanscna {9) y las pseudoguayanélidas necam-
brosina (10) y 2,3-(2H)-2,3-epoxiambrosina (11), son constituyentes, en-
tre otras substancias, de una poblacidn de A. cumanenaiéslz mientras gue
Ta altamisina (12) se obtuvo de otra pob‘.acién.12 Trabajos sucesivos de

A; cumanensis permitieron la caracterizacidn de ta paulitina (13), iso-

“a,b . 15 . . . .
*~ la lagosina (15) y 10a-hidroxi-psilostaquina C

12

o o 1
paulitina (14},
16 . . . 16 .

{16). También se han aislado compuestos aromdtices, acetilenos,
17

esteroles y triterpenos de esta especie.

De A. dumosa se caracterizd la dumosina (cuya estructura de-
be corresponder a la paulitina (13) o a la isopaulitina (14}, ya que los

18 18
autores no establecen la orientacion del epbxido). 4,6 ,7  asi
19

como el flavonoide 8, 3'-dimetoxiy 5, 7, 4'-trihidroxi-flavona (38)

son constituyentes de esta especie.

Diversos triterpencides, hidrocarburos, acidos grasos, amino-



dcidos, dcido citrico, fructosa as{ como el &cido ambrdsico (1) se han
obtenido del polen de A, eﬁaiion,zo

De A hispida se aislaron entre otras substancias, el dcido
damsTnico (17), 1a neoambrosina (10), el éster del dcido damsinico y
2-hidroxi-ambrosina (18) y el dcido diterpénico (12)-21

Las ambrosanélidas 10, 20 - gﬂ?z y §§?3 se han reportade co-
mo metabolitos secundarios de A. marltima.

Por otro Tado las eudesmané]idas ivaspirina (26) y granilina

4 24
(27) son constituyentes de A. polisfachya colectada en Brasil.

E1 andlisis fitoquimico de diversas poblaciones argentinas de
A, tenuifolia permitid Ta caracterizacidn de 1, Tas ambrosanélidas 28,
29 y 30 y las seco-ambrosandlidas 4, 12 y g;fzs

La costundiida (32) es constituyente entre otras substancias,
de A. aamphonaiaeze

A, confertiflora posee una gran variedad de substancias ses-
quiterpénicas como se ha resefiado p‘reviamente.,S El dihidrocitra1,27 un
monoterpeno aisiado de esta especie, se adiciona a la lista de constitu-
yentes quimicos de ésta.

FinaTmente, existen algunas especies de las cuales no se han
detectado lactonas sesquiterpénicas{entre estas se encuentra A. grayd,
de 1a cual se caracterizaron Jos flavonoles metilados 33 - §§,28 y de
A, erdocentra se aisi6 5,4'-dihidroxi-3,7-dimetoxi-flavona (;Z}.zg

La 'revisién descrita confirma la variacidn infraespecifica

existente en la composicidn quimica de las diferentes poblaciones de



gspecies de Ambrosia.

A. congentiflona, que es la ﬁlanta en estudio de este trabajo,
ha sido analizada en diversas ocasiones, obteniéndose lactonas sesquiter-
pénicas de primer, segundo y tercer paso biogenétices como se ha repor-
tado en 1a iiteratura,s E1 aﬂéiisié fitnquimico exhaustivo de una pobla-
cidn colectada en Zacatecas, que se describe en este trabajo, permitié
1a caracterizacifn de nueve substancias diferentes, algunas de las cua-
les representan nuevos productos naturales. Las conclusiones derivadas
de esta investigacién se describen en la parte final y 1a determinacion
de la estructura molecular de las substancias aisladas se describe en el

capitulo de Ta discusién de los resultadoes.



Tabla 1, Constituyentes quimicos de especies de Ambrosia re-

P o o o S °
portados después de iz revisidn de Mabry. No se enlistan las substan-

cias referidas en esta revisidn como constituyentes de las especies in-

dicadas.

Especies Constituyentes guimicos | Estructura | Referencia
A, antemisiifolia | dcido ambrdsico (1) 6
8-acetoxi-3-oxo-pseu-

doguayan-6,12-11do (2) 7
4-hidroxi-3-oxo-pseu-
doguayan-6,12-611ido {(3)
psilostaquina C (5)
psilostaquina B (4)
aceites esenciales 10
A. camphorata, costundlido (32) 26
A. congertiflona dehidrocitral 27
A. condifloia canambrina (6) 11
cordilina (7
psilostaquina B (4)
A. cumanensis germacreno D {8) 12
6-acetil-2,2-dimetil-
croman-4-ona (9)
acetil Tupeol
necambrosina (10}




A, erniocentia

A, grayl nelson

A, hispida

A, maaltima

dcido ambrisice
aminodcidos
dcido citrico
fructosa

5,4=dihidroki-3,7~dime~
toxi-flavona

7-hidroxi-3,5,6,3% ,4'~
pentametoxi-flavona

5,7 4" -trihidroxi-3,6-
dimetoxi-flavona

5,74 =trihidroxi-3,6,8,
-trimetoxi-flavona
5,7-dihidroxi-3,6,8,4".
tetrametoxi-flavona

necambrosina
acido damsinico

dcido 12-oxo-ent-kaur-

9(11),16-dien-19-01co
&ster de dcido damsinico

y 2~hidroxi-ambrosina

parthenina
neoambrosina
isodamsina
13-hidroxi-isodamsina
3-ox0-damsina
(1158)=11,13=dihidroxi=
damsina

ey
Py

29

28

21

22.




A, dumosa

A. elation

altamisina

paulitina

isopautitina

Tagosina
100-hidroxi-isopsilosta-
gquina €
d-hidroxi~3-metoxi-cina-
maidehido {coniferalde-
1Tdo)

d-hidroxi=-3.5-dimetil-
benzaldehido

aicanos

esteroles

triterpenos

psilostaquina B
canambrina

cordilina

dumosina
8,3'-dimetoxi=5,7,4'-
trimetoxi-flavona

constituyentes del polens
hidrocarburos, a,p ami-
rin, a-amirin acetato
dcidos grasos
g-sitosterol

campesterol
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A. polistachya

A, tenuifolia

himenina

ivasperina
granilina

peruvina

acido ambrdsico
11,13-dihidro-psilosta-
quina C

psilostaquina C
altamisina

acido altamisico
cumanina ‘

{28)

(26)
(27)

(28)

(L

(29)
(5)
(12)

(31)

(30)

23

24

25
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Cromatografias sucesivas del extracto organico de Ambrosia
confentiffona permitieron el aislamiento denueve metaboiitos secunda-
rios Tos cuales son: siete sesquiterpencs y dos esteroies. Dos de Tos
sesquiterpenos representaron nueves productos naturales.

La determinacidn estructural de estas substancias se descri-
be a continuacibn:

Entre las substancias sesquiterpénicas se caracterizaron tres
seco-ambrosandlidas previamente reportadas en la Jiteratura.

La primera tiene peso molecular de 280 establecido por espec-
trometria de masas y férmula molecular CygH, 05, de acuerdo a ias si-
guientes evidencias. En el espectro de ir presentd banda caracteristi-

1

ca en 3588 on™ " de hidroxilo, el cual es terciario, ya gue al someter-

la  substancia a condiciones normales de acetilacidn, se recupera inai-
terada., Tambidn se observa una sefial amplia en 1767 et que correspon-
de por 1o menosy a un carboniio de y-Ttactona. -

E1 espectro de rmn'H (espectro 1 ), mostrd el par de dobletes
en 86.25 y ¢5.58 J=3.5 Hz caracteristico de los protones viniiicos del
metileno exociclico conjugade com 1a y-Tactona, que de acuerde z la nu-
meracidn de las lactonas sesquiterpénicas, debe corresponder a H-13 y
H-13" repectivamente. Se observa tambi&n un doblete centrado en 64.94
gue por su desplazamiento guimico corresponde a la base de la iacténa
y por su multiplicidad, se encuentra vecino sb8lo a un protén, el cual

debe corresponder a H-7, el cual se manifiesta como un multiplate en

§3.40, E1 doblete que integra para tras bratones centrado en 61.03 J=7

15



Hz corresponde a un metilo secundario y el singulete en 81.21 que inte-
gra para tres hidrogenos debe corresponder a un metilo unido a carbono
cuaternario base de oxigeno. Los diez protones descritos son los Gnicos
asignables en el espectro de resonancia magnética nuclear,

En este mismo especiro, entre 63.00 y 61.30 se chservan sefia=-
Tes complejas que integran para diez protones adicionales, una de las
cuales debe corresponder al protdn hidroxilico, por To gue en tctal, la
molécula posee veinte hidrdgenos, comc se habia mencicnado previamente.

Las sefiales en 1a regibn de §3.00 - 2.50 sugieren la presencia
de hidrdgenos vecinos a un grupo electro atractor, tal como el grupo
carbonilo. La banda amplia en 1767 cm"’1 sugiere que aste carbonilo se
encuentra formando parte de un segundo grupo y-lactdnico, ya que no hay
absorciones adicionales en esta regidn en el ir, io cual estd de acuer-
do con Ta férmula molecular de Ta substancia, que incorpora cinco oxi-
genos (cuatro de las dos Tactonas y uno del hidroxilo ). La ausencia de
protones base de este segundo agrupamiento lactOnico indican un cierre
a un carbono cuaternario.

Esta discusidn permite proponer la estructura de una y-dilac-
tona con el esqueleto de seco-ambrosandlida.

Se han reportado en la Titeratura tres v-dilactonas aisladas

30
de Ambrosfa como productos naturales, la psilostaquina (39), ia canam-

31 11
brina (6) y la cordilina (7).
1a discriminacién entre las estructuras mencionadas se reali-

23 en base a la comparacidn detallada de los datos fisicos y espectros-



chpicos, y permite concluir gue e producto natural aislado de A. conm~
fentiflona es la psitostaguina (39).

La comparacitn directa con una muestra auténtica, confirma la
identidad de esta substancia. |

La sagunda substancia de este grupo es un compuesto cristali-
no de peso molecular 262, establecido por espectrometria de masas. En
ir mostrd sefales en 1770 cm=1 de carboniio de y-Tactona y en 1740 e::m"1
de otro cafbonilo, presuniblemente de &ster 6 de s-lactona, por 1o que
ta mol8cula posee al menos cuatro oxigenos. En 1664 cm"’1 y 1624 cm"’1 se
observan absorciones correspondienies a doble enlace carbono-carbono.

E1 espectro de ran'H {espectro 2 ) muestra Tas sefiales que ca-
racterizan a los protones del metileno exociclico de una y-lactona ses-
guiterpénica ( 86.23, d , J= 3 Hz, H-13 y ¢5.51, d , J= 3 Hz, H-13").

E1 protdn geminal al oxigeno etéreo de este agrupamiento se observa en

84.77 £ d, J= 9Hz, H-6 ) ¥

L

1 protdn alilico H-7 aparece en §3.40, La

D



molécul: vinflico y un metilo unide a un carbono cua-

£
S
o
ur
9]
[0
[
=
=
5]
¢
&

jent, ya que se observan sefiales simples que integran
para tres protones en 81.75 y §1.52, respectivamente.

ET drea bajo Ta curva en el espectro de rmn'H integra para 18
protones, y considerando cuatre oxigenos {ir) y quince carbonocs, se de-
duce una férmula moiecular de CisHyg0y, oue es consistente con el i6n
molecular observado en em, y por lo tanto, este compuesto tiene siete
insaturaciones. .

N La ausencia de protones vinilicos en rmn'H indica un doble en-
lace tetrasustituido en donde se ubica el metilo yinilico centrado en
81,75, ¥ por o tanto, tomando en consideracifn el nilimero de insatura-
ciones, se establece Ta existencia de una séﬁactﬂnag en cuyo carbono

cuaternario etéreo se encuentra unido un metilo {61.52), y permite la

proposicidn.de las estructuras 4 y 40 para esta substancia..

\“\\\

{4 (40)

18
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La comparacion con los dates fisicos y espectroscépicos re-
portados para la psilostaquina B (4) i con los del producto natural
en cuestidn establecen la identidad de ambas substancias.

La siguiente substancia de este grupo tiene absorciones en ir
en 1769, 1729 y 1601 cm"l9 que corresponden a y-lactona, §-lactona ten-
tativamente y doble enlace carbono-carbono, repectivamente. E1 espectro
de rmn*H (espectro 3 ) muestra semejanzas significativas con respecto
al de 1a psilostaquina B (4), ya que se observan los protones H-13 y H-
13' (c6.24, d , J=3Hz y 65.49, d , J=3Hz) , el protdn H-6, base de la
lactona (84.69, d , J=9.5Hz) y el protdn aiflico H-7 (63.41, m). Se
observa también el metilo unido a C-5, base de oxigeno, en 61.30, y la
sefial del metilo quHgf que en la psilostaquina B (4) es vinilico, apa-
rece ahora como doblete centrado en 1.02 (d , J=7Hz), por 1o que se
deduce gue este compuesto es el C(1)-C(10) dihidroderivado de 1a psi-
tostaquina B (ﬂ); y esta deduccidn es consistente con el peso molecu-
lar obtenido por espectrometria de masas |M|+ 264 ), por 1o que se
puede proponer la estructura 5 para este producto natural, que corres-

33
ponde a la psilostaquina C (5), también reportada previamente.

19



Para comprobar esta propesicitn, se procedid a la obtencidn
de aigqunos derivados, y se optd inicialmente por la isopsilostaquina C
(41}, que se produce al someter a condiciones de hidrogenacidn catali-
tica a la psilostaquina C (5).

En efecto, al someter a condiciones de hidrogenacidn catali-
tica a 1a psilostaguina € (5), se obtiene la isopsilostaquina C{41) en
cuyo espectro de rmn'H ya no se observan el par de dobletes de los pro-
tones vinilicos del metileno exociclico, sino que aparece una sefial en
51.86 del metilo o al carbonilo Tlactdnico, de acuerdo a los datos repor-

33
tados en 1a literatura.

Por ofro lado, también se tratd 1a‘ﬁéfig;£aéﬁina»b (5) en me-
dio dcido y se obtuvo el éster metilico deshidratado (42), que se pro-
duce por 1a apertura de ia é-lactona y eliminacidn del hidroxilo inter-
mediario en C-5 ({esquema 1) . La substancia 42 muestra en su espectro
de rmn'H las sefiales caracteristicas de los protones vinilicos H-13 y
H-13' de Ta doble 1igadura exociclica, centrados en 66.25 y 65.53 reé—
pectivamente, dos dobletes desplazados en §5.37 y §4.88 correspondien-
tés a los protones H-15 y H-15', as{ como una sefial centrada en $3.65
que corresponde al grupc metoxilo del &ster metilico, también un doble-

1y
te en 80.82 para el metilo  CHs.

20



Estos datos son consistentes con los reportados en la litera-

33 .
tura por 1o que se confirma la estructura de la psilostaquina C (5).

Esquema 1
i 9
CH30
. MeOH 3 - CHz0
— i e,
) HO
A ) 3
)
° o

(8) {42)

Una de las substancias obtenidas de las fracciones mids polares
de Ta cromatografia inicial resultd corresponder a la desacetii confer-
tiflorina (43), de acuerdo a la descripcidn siguiente.

Esta éubstancia mostrd en su espectro de ir una sefial en 3597
o ! que indica la presencia de hidroxilo, en 1764 an! se encuentra 1a
sefial caracteristica de carbonilo de y~lactona-o,g~no saturada. En 1743
r:m'1 se observa otra absorcifn para otro grupo carbonilo y una sefial en

1655 ;m'l de doble enlace carbono-carbono. La absorcidn en 212 nm {e¢ 9313)

en el espectro de uv confirma la existencia de un carbonilo u,g-insaturado,

En rmn'H { espectro 4 ) muestra un par de sefiales desplazadas en 86.31,
d, J=3Hz y 85.93, d , J=3Hz , correspondientes a los protones vinilicos
de la doble Tigadura exociclica de 1a y-lactona sesquiterpénica. La com-

paracion de estos datos con las substancias descritas anteriormente per-

[iv]
ke



mite suponer que esta substancia es una lactona sesquiterpénica, ya que
también aparecen el doblete caracteristico en §4.59 (J=9Hz) para el pro-
ton H-6 base de 1a lactona, y 1a sefial del protdn alilico H-7 en 83.27
(d, d, d, d, Jg,7 = J7.8 = 9Hz, J7,13 = J7,13- = 3Hz ). Esta substancia
posee un protdn base de oxigeno ya que se observa un multiplete en §4.18
gue presumiblemente es el protdn geminal a un hidroxilo. A campo alto se
observan: un doblete que corresponde al metilo IHCHg y un singulete pa-
ra-el metilo 15CHg 1o cual indica 1a presencia de metilos sobre carbono
terciario y cuaternario, repectivamente. E1 espectro demasas presentd un
fon molecular en !M!+ 264, y el andlisis de ir permite deducir que hay
cuatro oxigenos en la moiécula, de los cuales dos son de la v-lactona,
uno del hidroxilo v &1 oxigenc restante de la ciclopentanona.

La conjuncién de ios datos anteriores permitieron establecer
a estructura de una ambrosandlida con férmula molecular CISHZQCM, con
un hidroxilo secundario gue es evidente por la formacidn del acetil de-
rivado (&ﬁ), al someter la substancia a condiciones normales de aceti-
lacidn. Entre las posihilidades estructurales se encuentran la bippina-
tina (§§),34 Ta 3-hidroxi-damsina (§§}35 vy 1a desacetil confertifiorina

36
(43}, que han sido aisladas de especies de Bste género.
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R=H (43)

R= COCH, (44) (45
(4

—
o
o
oz

45

—
o
(]
g

Para confirmar cual de las estructuraérmencionadas es el pro-
ducto natural aislado,se analiza su espectro de este (1timo compardndo-
o con el acetil der‘ivadoa36 y se observa que los protones H-8 y H-7
tienen diferente desplazamiento quimico (ASH_S §1.17 v A8y 5 §0.20 1,
por el efecto del grupo acetoxi- adicional el cual se manifiesta como un
singulete en §2.08.

Por 1o tanto 1a comparacidn de los datos fisicos v espectros-
copicos de este producto natural aislado de esta poblacidn de A. con-
sealiffona con Tos de Ta desacetil confertiflorina {43) permiten con-
ciuir que se trata precisamente de esta substancia.

Por otro lado se procedid a la obtencidn de otro derivado re-
portade en Ya literatura. ET tratamiento con cloruro de mesilo y piri-
~ dina de esta substancia produce el mesil derivado 47 (esquemz 2 ),

al cual se confi?mé por sus caracteristicas fisjcas y espectroscopicas.

1Y)
[93]
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Esquema 2
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& continuacion se describen las substancias que previamente
no han sido reportadas en 1a literatura.

La substancia de menor polaridad tiene férmula molecular Cyg

H,,05 establecida por andlisis elemental y espectrometria de masas. En
el espectro de uv presentd una absorcidn a Aax 205 ( & 13555 ) que in-
dica la presencia de un grupo cromforo. En ir se observa absorcidn en
en 3592 cm“1 gue corresponde a grupo hidroxilo, el cual es terciario ya
que al someter esta substancia a condiciones normales de acetilacidn,

se recupera inalterada. También mostrd bandas en 1766 cm'1 de carbonilo
de y~lactona, en 1728 em ™t para carbonilo de éster y en 1670 cm'l, 1607
cm'1 absorciones caracteristicas de doble enlace carbono-carbono. Con
Tos datos cbtenidos en ir se explica la funcionalidad de los cinco oxi-
genos contenidos en Ta molécula.

E1 espectro de rmn'H {espectro 5 } muestra una sefial en §1.20
que corresponde @ un metilo unido a un carbono cuaternario del cual uno
de los sustituyentes es oxigeno. Otra sefial simple desplazada en 81.72
que integra para tres protones indica la existencia de un metilo vini-
Tico, el cual debe encontrarse en un doble enlace tetrasustituido ya
‘ que no se observan protones vinilicos adicionales a los del metileno
exociclico. La presencia de un &ster metilico es manifiesta por 1a se-
fial en §3.64 para un grupo metoxilo, 1o cual hace suponer que esta subs-
tancia es una seco-pseudoguayantlida, ya que se observa el doblete ca-
racteristico del protdn base de la y-lactona H-6 centrado en 84,69 ( J=

9Hz ), al acoplarse con 21 protdn H-7, el cual se presenta como un mul-
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tiplete en 63.31. También se obseryan el par de dobletes de los proto-
nes vinilicos H-13 y H-13' de la doble Tigadura exociclica de 1a y-lac~
tona centrados en §6.19 y §5.48 { J=3.5 Hz ) respectivamente.

De acuerdo a 1o antes mencionado, permite plantear que esta

substancia puede tener una estructura como 48 6 49,

Para discernir entre las dos posibilidades, se procedid a
realizar una reaccidn 4n s4fu con isocianato de tricloroacetilo { {TA )
para obtener el tricloroacetil-carbamato (50) correspondiente,37 y even-
tualmente determinar la ubicacién del hidroxilo terciario. Esta demos-

tracion se muestra en el esquema 3.
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Esquema 3

Efecto scbre los grupos cercanos al -OH (7150H3 y H-6)
al cbtener el tricloroacetilcarbamato. (50)

{a8)

E1 desplazamiento guimico inducido a campo bajo del 15CH3
{ a6= 0.34)y H-6 { A8= 0,11 )} en el carbamato (50), establece que el
hidroxilo es geminal al 1SCHa y vecinal a H-6, por 1o que se ubica en
C-5.

A esta substancia se le denomina 1'-nor-altamisina (48), es-
te nombre se hace derivar de la altamisina (12) que es un producto na-
tural aislado previamente de A. cumanenAiA,13

La.comprobacién estructural de 1'-nor-altamisina (48), se es-
tabiecé por la siguiente correlacién quimica.

E1 tratamiento con H,S0, conc. en MeOH de la psilostaquina B
{g) Ta cual es una substancia también aislada de esta poblacién de A.
confertiflora produce 1a apertura de la é-lactona y la deshidratacion
de? hidroxile terciario intermediaric de C-5 para formar un dieno con-

32
jugado (51).



Este producto patural se obtiens también por el mismo tratamiento
dcido con MeOH de ia 1'-nor-altamisina (48). La estructura del dieno conju-
gado (§i} se confirma al observar en su espectro de vmn'H {espectro 6} 1a
aparicidn del singuiete en 81.78 correspondiente ai metilo vimi?ico 15CH,
y en 65.85 la sefial miltiple de un protdén vinilico que es vecinal a un me-
tileno ( d, d, 1H, H-9, Jg,g = Jg,g = 8 Hz ). E1 espectro de masas presen-
t8 un i06n moleculiar en m/z 276, el cual era el esperado para este producto
de. reaccidn.

De manera andloga, el tratamiento con metdxido de sodio de ia
psilostaguina B (4}, produce 1a apertura de la §-Tactona y Ta adicion del
MeOH a la doble ligadura Cyy-Cy3, para formar el producto cristalino 52.32
E7 espectre de vmn'H de esta substancia (espectro 77, muestra la presencia
de un singulete desplazado en 63.37 del grupo metoxilo que se adiciona 2
doble enlace £y7-Cy3 de la doble ligadura exociclica, ya que también se
observa Ta desaparicifn de los protones vinilicos H-13 y H-13' presentes
en 1a materia prima. Este producto de reaccidn también se obtiene mediante
el tratamiento con metdxido de sodio de Ta 1'-nor'altamisina (48). Las
transformaciones descritas se muestran en el esquema 4.

De esta manera se confirma la estructura de la 1'-nor-altamisi-
na (48) como un nuevo producte natural, aislado de Ambrosia confertiflo-

Ad.
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Esquema 4

Correlacibn guimica entre lz psilostaguina B y 1'-nor-altamisina

0

Psilostaguina B (5) (51) 1'-nor-altamisina (48)

< MeONa




La segunda substancia inédita aislada de esta poblacidn de A.
conferntiflorna que en em mostrd un {86n molecular de ( Dﬂ+'282 Vs, es una
substancia Opticamente activa con [u[;5-70 (MeOH) En uv no presentd ab-
sorcion A >200 nm, 1o que indica 1a ausencia de grupe cromdforc. En ir
exhibe una banda en 3588 cm"lB que corresponde a grupo hidroxilo, y una
banda en 1769 cm™* gue pertenece a carbonilo de v-lactona y la amplitud
de esta sefial hace suponer la existencia de otro grupo carbonilo. Por
otro lado esta substancia se somete a condiciones normales de acetila-
¢cidn y es recuperada sin alteracidn alguna, 1o que indica que el hidro-
xilo es terciario. En rmn'H ( espectro 8 ) se observa un doblete en &
4,88 que por su desplazamiente quimico pertenece al protdén base de una
v-Tactona sesquiterpénica (H-6) que se acopla con el protdn vecino H-7.
Se observa tambi&n un singuiete en 81.25 que de acuerdo a su desplaza-
miento quimico puede corresponder a un metilo base de oxigenc unido a
un carbono cuatérnaréo y dos dobletes desplazados a alto campo, que in-
tegran para tres protones cada uno, revelan la existencia de dos metilos
secundarios. La correlacifn de ios datos anteriores hacen suponer que
1a estructura de esta substancia tiene cierta similitud con la de Ta -
dilactona psilostaquina {39).

En particuiar las diferencias entre esta substancia novedosa
¥ Ta psilostaquina {39}, se manifiestan en que la primera no muestra
Tos protones vintlicos conjugados con el carbonilo de la y-Tactona H-13
=13, y se observa un doblete adicional a campo alte { §1.26 J= 7Hz },

10 gue permite suponer gue esta substancia es el 11,13.dihidroderivado
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de Ta psilostaguina {39). Esta suposicidn es consistente con la formu-
Ta molecular CysHas0s { establecida por andlisis elemental y espectro-
metria de masas } y con la ausencia de absorcidn en uv X »200 nm, Por

1o que para establecer 1a estructura completa de esta substancia, es ne-
cesario determinar la configuracidn en el centro quiral C-11.

En la Titeratura esta reportado que 1a reduccidn cataiitica
de Ta psilostaguina (39), produce isopsilostaquina (54) y un dihidrode-
rivado (55) idéntico al obtenido por reduccién con NaBHq.SO Sin embar-

0, 1os autores no reportan la orientacidn del grupo metilo 13CH3,

Presumiblemente en un tiempo largo de reaccidn en la reduc-
cibn catalitica de Ta psilostaguina (39). el producto cinético, el cual
es el dihidroderivado con ISCHg en Cy1-8 (53), se epimeriza por medio
de un equilibrio ceto-enci al producto termodindmico con 13£H3 en Cyq-a
(55). Esta equilibracidn se muestra en el esquema 5.

£1 prdducto termodindmico { 13€H3 o ), se considera mis esta-

ble por el menor congestionamiento espacial de los sustituyentes.

Esquema 5

H, [Pd-C . \/(
g
\:gm Acgg \Qé{:ﬂ‘ - —“\‘?’ Pa— OX/}M
0 H o)
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En este caso se realizd la reaccion de reduccidn de psilosta-
quina (39), con NaBH, y se obtuvo el producto con el 13CH3 Cy1-0 55. Sin
embargo, este producto es diferente al producto natural aislado de esta
/poblacién de A. confertiflora, ya que en su espectro de rimn'H { espectro
9 ) presenta la sefial del protdn base de la y-lactona H-6 centrado en §
4.60 y los dobletes de los metilos secundarios 13CH3 y 1HCH3 aparecen
también a diferente desplazamiento quimico. La correlacion quimica rea-

1izada esta representada en el esquema 6 .

Por otro lado se realizd la reduccidn catalitica de la psilos-
taquina (39), en un tiempo corto de reaccidn ( 1.5 hrs. ) para evitar
Ta equilibracidn. De esta reduccidn catalitica se obtiene la isopsiios-
taquina (54) y un producto que por evidencias fisicas, espectroscopicas
y comparacion directa por CCF resulté ser idéntico al nueve producto na-
tural aislado, el cual es epimérico al dihidroderivado obtenido por re-
duccidn con NaBH,. Esta transformacidn se muestra en el esquema 7.

La estructura de este nuevo producto natural, que es el (11R)-
11,13-dihidro-psilostaquina (53), se confirma por la epimerizacidn de
este al tratarlo con Na,CO; y MeOH,38 y obtener el producto de equili-
braciéﬁ que es el dihidroderivado (115)-11,13-dihidro-psilostaquina (55),

como se jlustra en el esquema 8.



Esquema &

Reduccién catalitica (Hp, PA/C) y quimica (NaBHg) de la psilostaquina. (39}

__Halpd-C |
18hrs
Pailostaguina Isopsilostaguina (LiR)~11,13~dihi-
. (39) (54} dropsilostaquina (53 }
o0 L. IR ’ o
+ P e
e
r'd
e
P s (equilibracifni
e
-
e
&
NaBH, (118)-11, 13-dihidropsilosta-
MeOH N

guina (55)

¢ {producto
termodindmico)



La correlacidn quimica descrita confirma que {11R}-11,13-dihi-
dro-psilostaquina (53), es constituyente de esta poblacidn de A. confer-
tiflora y esta substancia no ha sido previamente reportada en la lite=
ratura.

Un 11,13-dihidroderivado de la psilostaquina (39), se ha re-
portado como producto natural de A. anboneécené.ag Sin embargo, debido
a la pequefia cantidad aislada de los autores no determinaron la confi-
guracion del centro quiral C-11. La comparacidon de los datos fisicos y
espectroscdpicos descritos para este 11,13-dihidroderivado con Tos de
Ta tabla II, permitieron concluir que la substancia aislada de A. atbo-

nescens es (115)-11,13-dihidro-psilostaquina (55).

Las diferencias de los desplazamientos quimicos de algunos pro-
tones de los dos epimeros, (11R)~11,13-dihidro-psitostaquina (53) y

(118)-11,13-dihidro-psilostaquina (55), se muestran en la tabla II.

Tabla II
53 55
protones § §
H-6 ‘ 4,89 4.60
15
CHj 1.25 1.52
1y
CHa 1.08 0.97
13
CHs 1.26 1.18
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Esquema 7

Teduceidn catalitica de la psilostaguina (sin eguilibracibn).

EtCH +
1.5hrs
0.
rsilostaguina {39) Isopsilostaguina (54) (11R)~11,13-dihi-
dropsilostaquina
(53)
Esquema 8
Producto natural de
Ambrosia confertiflona
NasCOg3
MeOH
(11R)=-11,13~dihidro~ (11§)-11,13~dihidro-

psilostaquina (53) psilostaguina (55)
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Otras de Tas substancias aisladas de esta poblacibn de A, cono
fentiflona que han sido previamente yeportadas en 1a Titeratura son el
estﬁgmasteroi'&§£) y el g-sitostersl (57), las cuales son substancias que
tienen una amplia distribucidn en el reino vegetal. Sus estructuras fue-
ron establecidas por comparacidn de datos Tisicos y espectrosclpicos des-
critos en la ﬁarte experimental y comparacidn directa con muestras au-

ténticas.

HO

{56) (57)

Una de las substancias que se obtuvieron de las fracciones mas
-polares del cromatograma, desarrollo un color caracteristico morado-azu-
Toso en la cromatoplaca analitica al revelarse cén sulfato cérico. Esta
caracteristica permitid su reconocimiento en CCF como el clovandiol (58).
Este producte natural muestra en ir sefiales de hidroxilo en 3614 c:m"1 y
en rmn'H se observd un d d , centrado en 83.76 ( J= 6Hz ), que corres-

ponde at protdn base del hidroxilc H-12, gue se acopla con dos protones

correspondientes al metileno C-1l. La presencia de un multipiete centrado
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en 83.31 es atribuida al protén base de hidroxilo en C-4 y Tos singule-

tes a campo alto, en 61.04, §0.95, 50.86 que indican la #resencia'de tres
metilos schbre cavbono cuaternario. El clovandioi (58) se ha reportadoe co-
mo constituyente de varias especies de ;y>1anta\s,u0 La comparacién directa

Con una muestra autdntica confirmd su identidad.
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Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Jo-
nes y no estén corregidos. Las cromatografias en columna se efectuaren
en silica-gel 60 Merck {70-230 mesh ASTM). La pureza de ios productos y
el desarrollo de las reacciones se siguid por cromatoplaca de silica—ge1
Merck F-254, usandc como revelador sulfato cérico al 1% en dcido sulfiri-
co 2N. Los espectros de ir fueron corridos en soluciones de CHC13. Los
espectros de masas se determinaron en un espectrémetro Hitachi Perkin-El-
mer RMU 6D de doble foco. Los espectros de rmn'H se determinaron en un
aparato FT-80A Varian. Los desplazamientos quimicos estdn dados en ppm
referidos al tetrametilsilano como referencia interna. Los rendimientos
de Tas substancias se indican como porcentajes referidos al peso de la
planta seca.

La muestra boténica fué identificada por el Profesor José Luis
Villasefior, del Instituto de Biologfa de 1a U.N.A.M., a quien expresamos

nuestro agradecimiento por su colaboracion.
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E1 material vegetal fue colectado el 13 de septiembre de 1984
en 1a carretera Zacatecas- Durango Km-12.5 al N de la ciudad de Zacate-
cas sobre la carretera No. 45, y una muestra botanica se encuentra de-
positada en el Herbario Nacional. { Instituto de Biclogia de Ta UNAM.
voucher: GD-1160 ).

Las partes aéreas de A. confertiflora se dejaron secar a tem-
peratura ambiente.

4,9 Kg de la planta seca se extrajeron por maceracifn tres ve-
ces concecutivas con cloroformo. Los extractos se concentraron a pre-
sion reducida. E1 extracto c!oroférmico se desengrasé por maceracion
con hexano frio { 0°C )} y la parte insoluble se concentré obteniendose
finalmente 60g de residuo.

E1 extracto clorofdrmico se aplicd a una columna cromatogri-
fica empacada con 2 Kg de silica-gel. La elucidn de 1a columna se reali-
20 con hexano~acétato de etilo en orden de polaridad creciente, colec-
tandose fracciones de 1 1 cada una.

En las fracciones 41-73 eluidas con hexano-acetato de etilo
{ 9:1 ) cristalizd esponténeamente un sélido el cual se supuso una subs-
tancia pura de acuerdo al andlisis por CCF. Sin embargo en el espectro
de masas se observaron sefiales asignables al i6n melecular en w/z 412
y m/z 414 v el trazo en el espectro de vmn'H indicd que se trataba de
una mezcla de estigmasterol {56) y s-sitosterol (57). Estas substancias
se separaron por cristalizacidn fraccionada de etancl caliente y 1as subs-
tancias asi separadas se identificaron por comparacibn directa con mues-

tras auténticas.
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Estigmasterol (56)

p.f. 167-168°C

ir Vg ( CHCT3 ) en : 3608, 2957, 2860, 1461, 1380, 1272,
1046, 975, 938.

rmn'H { 80 MHz, CDCY5 ) : 85.32 ( 1H, w1/2= 9Hz, H-5 ), 65.06
{ 24, m, w1/2= 14Hz, H-22 y H-23 ), §1.01 ('5, 3H, H-19 ), 81.05-0.75
( sehales correspondientes a H-21, H-27, H-29'), 60.70 ( s, 3H, H-18 ).

g-sitosterol (57)

p.f. 138-139°C

ir L { CH€13/) (:mg1 : 3610, 3527, 2959, 2938, 2860, 1464,
1380, 1044, 1019, 960, 834, 797.

rmn'H ( 80 MHz, CDC15 ) : 65.35 { m, Cg = H, wl/z = 9Hz, 1H )
55.07 { m, H ), 62.25 ( d, 2H, J= 7Hz }, 81.52 { s, 1H, -OH ), 61.00
(s, 31 ), 80.85 { d, 3H, J= 2Hz ), ¢0.78 { s, 3H ), 60.68 { s, 3H ).

em m/z (IE,%) : 414 M™ ( CooHso0, 67% ), 400( 12% ), 399( 20% ),
396

27% ), 381( 18% ), 17% ), 303( 20% ), 273( 18% ), 250( 20% ),

133

{

213( 25% ), 163
( 27% ), 120 ( 20% ), 119( 30% ), 117( 17% ),
(

29(

( 19% ), 161( 22% ), 159( 30% ), 147( 17% ), 145( 20% ),
20% ), 131( 17% ), 121(

{38% ), 105( 4

{ 26% ), 79( 25% ), 71( 18% ), &9( 34% }, 67{ 50% }, 57( 70% ), 55{( 80% )

109( 18% ), 107 Y. 95( 33% ), 93( 36% }, 91{ 20% ), 81

43{ 100% ).



Fracciones subsecuentes eluidas con hexanc-acetato de etilo (4:1)
por CCF presentaron manchas no homogéneas por 1o que no fueron analizadas.
De las fracciones 112-125 eluidas con hexano-acetato de etito
{ 7:3 ) se obtienen 0.0122% de una substancia de apariencia de un polvo
blanco amorfo con p.f. 93-95°C cuyas propiedades fisicas y espectroscopi-
cas corresponden a la estructura de una seco-pseudoguiandlida, la 1'-nor-

altamisina (48), la cual representa un nuevo producto natural.

nm 580 578 545 436 365
25
[o]p (c=2 mg/ml, MeOH) 434  +41  +43 +82.5 +163

. bl Y
uv { MeOH ) M 205 nm (e: 13 555 }
ir Viax ( CHC14 ) Cm_l : 3592, 1766, 1728, 1670, 1607, 1436,
1379, 1355, 1326, 1280, 1256, 1177, 1048, 986, 942.

ymn'H ( 80 MHz, CDC13 ) ( espectro 5 ) : 66.19 (d, 1H, H-13,

Ca
n

3.5Hz ), §5.48 (_c_!~9 1H, H-13', J= 3.4Hz ), 64.69 (g, 1H, H-6, J= OHz )
33.64 (s, 3H, éster metilico ), €3.31 {m, 1H, H-7 ), &1.72 (s, 3H, 1'1‘CH3)$
§1.20 (s, 3H, = CHs).

em m/z (IE,%) : 294 M* ( CyeH,,05. 8% ), 265( 16% ), 262( 27% ),
221( 20% ), 203( 23% ), 175{ 14% ), 43( 100% ).

A 1a muestra disuelta en cloroformo deuterado, recuperada de

Ta espectroscopia de resonancia magnética protfnica, se le adicionaron
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dos gotas de isocianato de triclorcacetilo, dejando equilibrar la mues-

tra durante cinco minutos, para formar in situ el carbamato (50) corres-
37

pondiente. La mayor parte de las sefiales permanecen constantes, a ex-

15
cepcion de CHy y H-6.

15
§1.54 (s, 34, ~ CHs )
54.80 (d, 1H, H-6, J= 9Hz )

Se reunieron las fracciones 126-155 eluidas con hexano-acetato
de etilo (3:2) y espontdneamente precipita una substancia de aspecto
cristalino que por ir y rmn’H se establecid que se trataba de una mezcla
de hidrocarburos, por lo que no fueron analizadas en detalle.

De las fracciones 167-177 eluidas con hexano-acetato de etilo

(1:1), se obtienen 0.0466% de unos cristales blancos con p.f. 215-220°C

cuyos datos fisicos y espectroscépicos corresponden a la estructura de la
30
psilostaquina (39). La separacidn y caracterizacin de los constituyen-
tes de las aguas madres, aln continia.
21

[a]D - 125 { CHC13, c=4.78)

uv ( MeOH ) Max 212_nm {e: 12 600 )
-1

irv oy { CHC13 ) cm

1254, 1223, 1196, 1152,

: 3588, 1767, 1660, 1453, 1394, 1338,
rmn‘H ( 80 MHz, CDCl15 ) ( espectro 1 ) : 66.25 (d, IH, H-13,

J= 3.5Hz )}, 65.58 {(d, 1H, H-13', J= 3.5Hz ), 64.94 (d, 1H, H-6, J= 9.5
i
Hz ), $3.40 (my 1H, H-7 ), §1.03 (g) 3H, CHs, J= 7Hz }, s1.21 {5, 3H,
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Sty ).

emm/z (IE, %) : 280 M* ( CysHoo0s, 2% ), 219( 15% ), 138
( 22% ), 125( 42% ), 123( 20% ), 95( 27% ), 67( 22% ), 55( 55% ), 53
( 22% ), 43( 100% ), 39( 25% ).

Continuando con la cromatografia inicial, de las fracciones
178-197 eluidas con hexano- acetato de etilo (2:3), al ser analizadas
por CCF, mostraron varias manchas homogéneas de rf similar, por lo que
se reflinen estas fracciones y se obtienen 24.3648 g de extracto, el cual
es adsorbido en silica-gel y posteriormente se aplica a una columna
cromatografica empacada con 650 g de silica-gel y usando cloroformo co-
mo eluyente inicial y la polaridad se aumentd progresivamente con mezcla
de cloroformo-acetona,

De las fracciones 20-43, eluidas con cloroformo-acetona {95:5)
cristalizaron espontaneamente 0.0209% de una substancia blanca crista-
Tina con p.f. 110-115°C, que de acuerdo a sus datos fisicos y espectros-
copicos se identificté como psilostaquina B (4), ya previamente reportada
en la 11’teratura.32

[u];k' (c=0.7, CHCl4 ): =5° 7

uv ( MeOH ): Apay, 210 nm (e: 10 500 }

ir Vinax { CHC13) c:m‘1 : 1770, 1740, 1664, 1580, 1451, 1430
1407, 1382, 1345, 1280, 1259, 1192,
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rmn'H ( 80 MHz, CDC13 ) ( espectro 2 ) : 66.23 (d, 1H, H-13,
J= 3Hz ), 65.51 (d, 1H, H-13', J=3Hz ), &4.77 (d, IH, H-6, J= 9Hz ),
§3.40 {m, 1H, H-7 ), 61.75 (s, 3H, Moy ), 81,52 (s, 3H, s ).

emm/z (IE, % ) : 262 M ( CysHygOy, 42% ), 219( 17% ), 149
(18% ), 123( 26% ), 122( 22% ), 109( 31% ), 105( 24% ), 95( 29% ), 93
( 19% ), 91( 35% ), 79( 28% ), 77( 22% ), 55( 28% ), 53( 35% ), 43( 100%),
39( 25% ).

Las fracciones 64-87 eluidas con clorcformo-acetona (95:5) de
esta recromatografia, al ser analizadas por CCF se observaron dos man-
chas homogéneas y constantes, o sea dos substancias, una en mayor pro-
porcion la cual cristalizd espontaneamente ( 0.0020%, de una substancia
con p.f 224-26°C )} y que por sus ﬁropiedades fisicas y espectroscipicas
corresponde a la estructura de (11R)-11,13-dihidro-psilostaguina (53),

que representa un nuevo producto natural.

25
[e],” (c=1 mg/m1, MeOH): -70°
uv ( MeOH }: no absorve en x > 200 nm.

iry o (CHCT; ) cmf1

: 3588, 1769, 1456, 1388, 1352, 1248,
1176, 1109, 1073, 998.

rmn*H ( 80 MHz, CDCl3 ) ( espectro 8 ) : 84.89(d, 1H, H-6, J=
9Hz ), 61.26 (d, IH, H-11, d= 7Hz ), 61.25 (s, 3H, = CHs ), 61.09 (d,1H
H-10, J= 9Hz ).

ymn'H (80 MHz, CgDg ) : 64.57 (d, 1H, H-6, J= 9Hz }, 80.88 (d,
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s
1M, H-13, J= THz ), 60.67 (s, 34, CHs ), 60.47 (d, 1H, H-14, J= THz ).

en m/z (IE,%) : 282 M ( CysHy,0s, 8% ), 264( 12% ), 206( 20% )
191( 18% ), 181( 16% ), 151( 15% ), 139( 29% ), 138( 45% ), 125( 100% ).

Fracciones subsecuentes de esta recromatografia, analizadas
por CCF presentaron aspecto no muy homogéneo, por 1o que se procedid a
lavar la columna con acetona, obteniéndose 7.7186 g de residuc el cual
es adsorbido en silica-gel y consecutivamente se aplica a una columna
cromatografica, empezando la elucidn de la columna con hexano-etanol (49:
1), ya que este fue el sistema de eluyentes adecuado, para lograr mejor
separacion de las substancias contenidas en este residuo, de acuerdo al
analisis por CCF en varios eluyentes.

De las fracciones 37-57 eluidas con hexano-acetato de etiio
(49:1), cristalizaron 0.0159% de una substancia de color blanco amorfo,
que en CCF revela de color morade claro y que tiene p.f. 134-135°C, cu-
ya determinacidn estructural continia en proceso.

Continuando con esta recromatografia, a partir de la fraccidn
58, se eluye una substancia pura, de acuerdo al andlisis por CCF, y la
cual revela color morado-azulosc. En la fraccidn 66 cristalizaron 6 mg
de esta misma substancia Ta cudl se identifica por sus caracteristicas
espectroschpicas y comparacidn directa con muestra auténtica como el clo-

g
vandiol (57).

p.f. 150-152°C.

45



iry, ., (CHCIy ) on™! : 3614, 2953, 2866, 1464, 1365, 1068,
1037, 989, 940.

rmn'H (80 MHz, CDC1s ) : §3.76 (d, d, IH, H-12, J= 6Hz ), 63.31
(m, M, wy, = THz ), 61.04 (s, 3H, "ty ), 60.95 (s, 3H, ' CHy ), 60.86

15
(i, 3H, CH3 ).,

Prosiguiendo con la descripcidn de la cromatografia inicial, a-
partir de la fraccidn 198 empieza a cristalizar una substancia que al
concentrar el eluato en el rotaevaporador, y su presencia es manifiesta
hasta la fraccidn 226. Se filtran los cristales y se analizan por CCF en
un sistema de eluyentes hexano-acetato de etilo (1:4) y se observé que
aparentemente se trataba de un compuesto.Sin embargo, al analizar por €
CF con otro sistema de disolventes (cloroformo~-acetona 49:1), se com-
prueba que se trata de una mezcla de dos substancias, obteniéndose 14.
599 g. »

E1 espectro de rin'H indicd que se trataba de una mezcla de
Tactonas sesquiterpénicas en proporcidn aproximada de 4:1, siendo la subs-
tancia menos polar, el producte minoritario.

1.51 g de esta mezcla se aplicaron en una columna de cromato-
grafia empacada con 50 g de silica-gel, eluyendo con cloroformo inicial-
mente y aumentando la polaridad con mezclas de cloroformo-acetona.

De las fracciones menos polares se eluyd Ta psilostaquina C
(5).

p.f. 223-225°C
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24
[l (c=0.6, CHCI5 ) : -82

ir Vpax { CHC13 ) cm 1 : 1769, 1729, 1601, 1457, 1393, 1333,
1270, 1115, 1062, 983.
rmn'H ( 80 MHz, CDCl3 ) ( espectro 3 ) : 86.24 (d, 1H, H-13,
J= 3Hz ), 65.49 (d, IH, H-13', J= 3Hz ), 64.69 {d, 1H, H-6, J= 9.5Hz ),
§3.41 (m, 1H, H-7 ), 61.30 (s, 3H, 15CH3 ), 61.02 (d, 3H, H-10, J=7 Hz ).
emm/z (IE,%) : 268 MY ( CysHpo0y, 3% ), 249( 7% ), 246( 12% ),
221( 5% ), 218( 18% ), 205( 6% ), 204( 7% ), 203( 4% }, 191( 9% ), 139

{ 100% ), 133( 8% ), 112( 17% ), 111( 36% }, 97( 20% ).

Fracciones subsecuentes de la recromatografia eluyeron la mez-
cla inicial, y Tas fracciones mas polares estaban constituidas por la
substancia de mayor polaridad, 1a cual es el producto mayoritario de es-
ta mezcla. Cristalizaciones sucesivas proporcionaron cristales los cuales
fueron identificados como desacetilconfertiflorina (gg)as poY Sus carace

teristicas espectroscépicas y por los derivades gque se describen poste-

riormente.

p.f. 205-210°C

nm 589 578 546 436 365
25

g 0 +15.64 +22.27 +78.19 +308.05

uv (MeOH) : M 212 om (e 9313 )
-1

ir Vmax { CHCl4 ) cm™~ : 3597, 1764, 1655, 1391, 1328, 1275,

1236, 1163, 1063, 1017.
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ran‘H ( 80 MHz, CDCl; ) ( espectro 3 ) : 66.31 (d, 1H, H-13,
J= 3Hz'), 65.93 (d, IH, H-13', J= 3HZ ), 64.59 (d, 1H, H-6, J= 9Hz ),
$6.18 (_d, d, d, 1H, H4-8, Jypg = OHZ, Jg,o = BHZ, Jgsqu = 6Hz ), §3.27
(d, d, d, d, 1, H-7, Jg,7 = J7sg = Oz, J7s13 = J7013,= 3Hz ), 61.16
(d, T, H-10, "'CHy ), S1.04 (s, 3H, CHs ).

em m/z (IE,%) : 264 M ( CysMogOs, 9% ), 249( 35% ), 175( 39% ),

137( 35% ), 124( 39% ), 97( 92% ), 79( 42% ), €9( 74% ), 67( 62% ), 55
( 784 ), 41( 100% ), 39( 30% ).
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ISOMERTZACION DE PSILOSTAQUINA C (5)

10 mg de Pd-C ( 10% ) en acetato de etilo { 50 ml )}, se pre-
hidrogenan por 1.5 hrs., después de este tiempo se adicionaron 50 mg de
psilostaguina C (5). Después de 5 min. de reaccidn, por CCF se confirmd
que ya no habia materia prima, por lo que se filtra para eliminar el ca~-
talizador se concentrd al vacio y se obtuvieron 44 mg de cristales blan-

33
cos con p.f. 203-205°C, que corresponden a 1a isopsilostaquina C (41).

ir v, ( CHCT3 ) om™® : 1758, 1667, 1389, 1334, 1256, 1171,
1081, 1039, 985.

Pmn'H (80 Mz, COCTs ) & #4.94 (sa, I, H-6, wy, = 6z ), 9
1.86 (sa, 3, = CHa, Wy, = Sz ), 8115 (s, 3K, "ty ), 50.93 (d, IH,
H-10, J= 2Hz ).

om m/z (IE,%) @ 264 MY ( Crohyo0y, 18% ), 246( 11% ), 149( 18% ),

139( 100% ), 113( 88% ), 55( 61% }, 43( 95% }.



DESHIDRATACION Y FORMACION DEL HIDROXIMETILESTER
DE PSILOSTAQUINA C (5)

143 mg de psilostaquina C (5) se disuelven en 4 ml de MeOH. A
esta solucion se le adicionan 0.2 ml de H,S0, conc. Esta mezcla se pone
a reaccionar a temperatura ambiente por 6 hrs. E1 curso de la reaccidn
se sigue por CCF y se observa que todavia hay materia prima, por lo que
se procede a poner en reflujo por 50 min. Después de este tiempo se adi-
cionaron 25 ml de H,0, se concentrd al vacio para reducir el volumen y
el residuo es extraido con cloroformo seis veces, la fase orgdnica se
lava con H,0, se seca con Na,S0,, se filtra y se concentra obteniéndose

33
47 mg de un compuesto aceitoso que corresponde a la substancia (42).

ir Viax { CHCT4 ) cm—1 . 1762, 1732, 1652, 1662, 1440, 1272,
1160, 1020, 950..

rmn'H { 80 MHz, CDCls ) : 86.25 {d, 1H, H-13, J= 3.5Hz }, &5.
53 (d, 1H, H-13', J= 3.5Hz ), 65.37 (d, 1H, H-15, J= 2.5Hz ), 64.88 {d,
1H, H-15', J= 2Hz }, 63.65 (s, 3H, éster metilico ), 63.13 (m, IH, H-7 },
80.82 (d, 3H, H-10, J= 7Hz ).

em m/z (IE,%) : 278 M* ( CygHap0y, 8% ), 260( 9% ), 204( 53% ),
191( 58% }, 155( 52% j, 127( 83% ), 123( 100% ), 95( 84% ), 91( 83% ),
53( 82% ).
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ACETILACION DE DESACETTLCONFERTIFLORINA (43)

A 101 mg de desacetilconfertiflorina (43) se le agregan 1 ml
de anhidrido acético y 0.5 ml de piridina, y se deja reaccionar con agi-
tacidn a temperatura ambiente durante 24 hrs. la reaccidn se siguid por
CCF, hasta que desaparecid totalmente Ta materia prima. Después se agre-
garon aproximadamente 5g de hielo y la mezcla de reaccidn es extraida
con cloroformo. La fase orgdnica se lava con solucidn saturada de NaHCO3,
después con H,0 y se seca con Na,S0,. Se concentra al vacio se filtra y

36
3

se obtienen 55 mg de confertiflorina (44) con p.f. 140-142°C.

irv o (CHClg ) anl - 1768, 1738, 1655, 1365, 1317, 1272,
1191, 1160, 1054, 1018.

rin'H (80 MHz, CDCl, ) : 66.29 (d, iH, H-13, J= 3Hz ), 85.61
(d, 1H, H-13', J= 3Hz ), 65.35 (d, d, d, 1H, Jyug = OHz, Jg.q = 7.5Hz,
Joror = 6Hz ), §3.47 (d, ds d, d, TH, H-7, Jgay = Jyag = OHz, d7sys =
Jys1g0= 3Hz ), 81.18 (d, 1H, | CHy, J= 7Hz ), 62.08 (s, 3H, acetoxi ),

15
§1.09 (s, 3H, = CHg ).
FORMACTON DEL MESTLATO DE DESACETILCONFERTTFLORINA (43)

150 mg de desacetilconfertifiorina (43), se disuelven en 1.5

ml de piridina v 1a solucidn es enfriada en bafio de hielo. Se adiciona-

ron 0.25 ml de clorvuro de mesilo y se deja reaccionar a 0-5°C por 2 hrs.



Después de este tiempo, se observa un precipitado el cual se filtra y se
Tava con MeOH frio obteniendose 191 mg de cristales incoloros en forma

=~ 36
de agujas que son el mesilato de desacetilconfertifiorina (47).

p.f. 219-220°

ir Vnax { KBr ) Cm-l : 1760, 1729, 1339, 1280, 1250, 1169,
920, 870.

em m/z (IE,%) : 344 M ( CigH2u06S, 5% ), 327( 4% ), 246( 6% ),
231( 82% ), 188( 35% }, 91( 35% ), 79( 100% ), 55( 64% ), 41( 50% ).

REACCION DE 1’—NOR-ALTAMISINA'(£§) CON HZSO4 CONC. ¥V MeOH

116 mg de 1'-nor-altamisina (48), se deja reaccionar por 1 hr
en 2.5 ml de MeOH vy 9.15 ml1 de H,50, conc. se controla Ta reaccidn por
CCF, eluyendo con hexano-acetato de etilo {4:1), Despus se adicionaron
25 mg de hielo a la solucidn de 1a reaccidn, el producto se extrée con
cloroforme seis veces, se Tava con solucidn saturada de NaHCOs, después
con H,0, se seca con Na,S0,, se filtra. Se concentra al vacio para eli-
minar e1 disoivente, vy se obtienen 75 mg de residuo el cual se purifica
por cromatoplaca preparativa, é]uyendo con hexano-acetato de etilo {(4:1},

32
y se obtienen 45 mg de el dieno conjugado (51), como aceite amarillo.

ir Ynax { CHC14 ) cmm1 1 1761, 1660, 1437, 1331, 1313, 1265,
1153, 1117, 1002, 944,
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pon'H ( 80 MHz, CDC1; ) ( espectro 6 J : 86.19 (d, 1H, H-13,
J= 3.35Hz ), ©5.52 (d, 1H, H-13', J= 3.5 Hz ), 64.86 (d, 1H, H-6, J=
9Hz), 65.85 (d, d, 1H, H-9, Jg.g = Jg.g,= 8Hz), §3.65 (s,3H, &ster meti-
lico), 62.36 (m, 1H, H-7), 51.86 (s, 3H, 1'*crig), §1.78 (s, 3H, "CHs).

em m/z (IE,%) : 276 M" ( Cyehpolus 40% ), 258( 24% ), 226( 17
%), 203( 23% ), 202( 30% ), 189( 77% ), 187( 32% ), 173( 25% ), 161
( 32% ), 157( 39% ), 145( 30% ), 143( 45% ), 137( 46% ), 115( 40% ),
107( 51% ), 105( 52% ), 91( 100% ), 77( 57% ).

TRATAMIENTO DE PSILOSTAQUINA B (4] CON HZSO4 CONC. Y MeOH

232 mg de psilostaguina B (4), disueltos en 5 ml de metanoi,
se le adicionaron 0.3 ml de H,30, conc. y se dejd reaccionar 1.5 hr. La
reaccidn se siguib por CCF, hasta que desaparecié totalmente la materia
prima. Se agregaron 25 ml de H,0, después se concentrd al vacio para re-
ducir el volumen y el producto es extraido con cloroformo seis veces. La
fase cloreformica se Tava con so?ucién saturada de NaHCO3, despuds se la-
va con Ho0 y se seca con NapSOy. Se concentra al vacio y se obtienen 198
mg de un aceite el cual es idéntico por comparacidn directa con el dienc

)32

conjugado (51} , gue fué obtenido por tratamiento dcido de la 1'-nor-

altamisina (48), descrito arriba.
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TRATAMIENTQ DE 1'-NOR-ALTAMISINA (48] CON MeONa

100 mg de 1‘—nor-a1tamisina‘(§§)‘se disuelven en 1 ml de me-
tanol. A esta solucidn se agregan 0.25 ml de MeONa (preparada con 25 ml
de MeOH y 220 mg de Na® ) y se deja reaccionar por 1.5 hrs. La solucidn
es neutralizada con HC1 dilu{do (5%) y 1a mezcla de reaccidn se extrae
con cloroformo. La fase orgdnica se lava con solucidn saturada de NaHCOj,
después con H,0, se seca con NapS0,, Se concentra y se obtienen 76 mg
de producto cristalino (§g),32 que también es obtenido por el tratamiento

con MeONa de Ta psilostaquina B (4).

p.f. 83-84°C

. -1
v { CHCl3 ) cm

¢ 3591, 1772, 1729, 1602, 1436, 1347,
1295, 1168, 1101, 997.

rmn'H ( 80 MHz, CDC13 ) ( espectro 7 ) : §4.63 (d, 1H, H-6, J=
9Hz ), 63.67 (s, 3H, &ster metilico ), 63.37 (s, 3H, -OCH; ), §1.74 (s,

14 15
3H, CH3 ), 61.34 (s, 3H, CH3 )
REDUCCION CATALITICA DE PSILOSTAQUINA (ég)
Una solucidn de 100 mg de psilostaquina (39) en 20 ml de EtOH
se someten a hidrogenacidn a temperatura ambiente por 1.5 hrs. con 10 mg

de Pd-C (10%) previamente hidrogenado. La reaccidn se siguid por CCF.

Consumida la materia prima, se filtra el catalizador, se concentra y se
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obtienen 93.8 mg de dos compuestos que son separados por cromatoplaca
preparativa eluida con cloroformo-acetona (7:3). E1 producto de menor
polaridad corresponde a la isopsi1ostaquina'(55)30>y el producto de mayor
polaridad corresponde por sus caracteristicas espectroscépicas y compa-
racién directa con el producto natural a (11R)-11,13-dihidro-psilosta-

quina (53).
REDUCCION CON NaBH4 DE PSILOSTAQUINA Lgﬂ

A una s0lucidn de 80 mg de NaBH, en 5 ml de metanol absoluto
le fué adicionada una solucidn de 140 mg de psilostaguina (39) en 15 mi
de MeOH, vy se dejan reaccionar con agitacidon durante 1.5 hrs. La reac-
cidn se siguid por CCF, hasta que desaparecié totalmente Ta materia pri-
ma. Se agregaron 5 ml de H,0, después se neutralizd con HC1 al 5% y se
concentrd al vacie para reducir el volumen. La mezﬁ]a de reaccidn se ex-
trae con acetato de etilo, y la fase orgénica se lava con H,0, sé seca
con Na,SO,, se concentra al vacio. Obteniéndose 100 mg de (11S)-11,13-
dihidro-psilostaguina (§§)305 que son cristales transparentes con p.f.
225-227°C.

. -1
vy { CHC1; ) om

. 3589, 1452, 1381, 1347, 1323, 1250,
1175, 1044, 979, 906. A

rmn*H { 80 MHz, CDCl3 ) ( espectro 9 ) : 84.60 (d, 1H, H-6, J=
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1H, H-14, J= 7Hz ).

F{ Cystag0s, 5% ), 207( 7% ), 208( 8% ),

emm/fz {IE,%) : 232 M
138( 39% ), 125( 42% ), 97( 18% ), 69( 172°), 56( 20% ), 55( 57% ), 43

( 220% ), 41( 38% ).

EPINERTZACION DE [17R)-11,13-DIHIDRO-PSILOSTAQUINA (éél

50 mg de {11R}~11,13-dihidro-psilostagquina (gg), se disuelven
en 5 ml de matanol-H,0 {3:1) a esta solucidn se adicionaron 70 mg de K,
€05, esta mezcla de reaccidn se calienta en bafio de vapor por 80 min.
Después el producto de reaccion se recristaliza de éter isopropilico
cbteniéndose 35 mg de compuesto puro, el (11§)—11513=dih1dro-psi1ostaqui—
na (55) con p.f. 225-227°C , el cual también es obtenido por reduccidn

con NaBH, de psilostaquina (39).
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RESUMEN ¥ CONCLUSIONES

Se realizb el andlisis fitoquimico de una poblacidn de Ambro-
ALa conéa&tiézona; el cual permitid el aislamiento y determinacifn es-
tructural de nueve metabolitos secundarios. Estigmasterol (56), p-sitos-
terol (57), 1'-nor-altamisina (48), psilostaquina (§§), (11R}-11,13-di-
hidro- psilostaquina {53), psilostaquina B (4), clovandiol (58), psilos-
taguina C (§) y desacetilconfertif]orina‘(ﬂg)g entre los cuales, 1'-nor-
altamisina (48) y (115)-11313—dihidrc~psi1ostaquina (§§), representan
nuevos productos naturales

Las correlaciones quimicas realizadas permitieron establecer
1a estereoquimica en C-11 de un dihidroderivado de Ta psilostaquina (39)
aislado de A, a&banaécemA,gg correspondiendo esta a la configuracidn
118,

Los resultados obtenidos confirman la diferente composicidn

quimica de diferentes poblaciones de especies de Ambrosda.
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