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E1 desarrollo del conocimiento cientifico y tecnolégico adquirido por
el ser humano a 1o largo de su existencia, 10 ubica actualmente en una po~
sicidn dnica en la historia.

Es indudable que el hombre posee ahora mejores condiciones de vida, -
sin embargo, existen ciertos probiemas a los que, a pesar de las contribu-
ciones modernas, no ha sabido dar so]ucién definitiva. Tal es el caso de =~
la prevencidn y cura de ciertas enfermedades, las que han sido objeto de -
continuo interés y cuyo estudio ha permitido la interrelacidon de diversas
disciplinas, tales como la medicina, la farmacolegia, la quimica, 1a bota-
nica, etc. .

En un principio, 1a obtencidén de agentes terapeiiticos se hacfa a par-
tir de los recursos naturales disponibles, entre los cuales destacaron por
su amplia variedad y utilizacion los vegetales. Estos, en forma de extrac-
tos, emplastes, infusiones y muchas otras preparaciones de que fueron obje
to, constituyeron el principio de la medicina moderna. £1 desarrollo de és
ta se conforma de varias etapas. Inicialmente, los extractos obtenidos de
las plantas se usaron como tales, posteriormente, con el avance en el cono
cimiento de las técnicas de extraccion y purificacién se consiguid reali--
zar el analisis de las substancias constitutivas de las plantas en forma -
individual y con ello se les pudo clasificar de manera mis acertada de --
acuerdo a su actividad terapeiitica o la ausencia de ella. Con base en 1a -
determinacion estructural y el conocimiento de la relacion estructura-acti
vidad, se logré 1levar a cabo la potencializacidon de la actividad de subs~

tancias naturales mediante la modificacién de su estructura molecular (bio
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sintesis, biotecnologia y semisintesis), e inclusive se 1ogr6 Ta obtencién
de substancias de origen totalmente sintético con el mismo fin.

Sin embargo, la investigacion fitoquimica continda siendo de singular
importancia, ya que existen substancias activas cuya {inica fuente de obten
cién, o la mds econdmica, 1a constituyen l1os vegetales. Mis ain, existen -
substancias de gran importancia que se encuentran en l10os vegetales con ren
dimientos bajos y que resultan insuficientes para los requerimientos, pero
que pueden ser utilizados como modelo para llevar a cabo su sintesis.

Por ello se hace necesario el conocimiento integral de los constitu-
yentes quimicos de la cubierta vegetal de nuestro pais, ya que ésta repre-
senta un recurso natural cuya exp10taci§n racional incidira positivamenfe
en la vida econémica de grandes regiones del pais.

Existen muchos criterios bajo 10s cuales puede llevarse a cabo la se-
leccién del material vegetal a trabajar. Para este estudio en particular,
se tomd en consideracidn el conocimiento de medicina popular que sobre las
especies Salvia Longysiyla y Chrysactinia mexicana se tenia, con el fin de
1levar a cabo el estud"io de plantas que pudieran de alguna manera ofrecer

perspectivas de uso en medicina.



ANTECEDENTES
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Las familias Compositae y Labiatae, a las cuales pertenecen Chrysacti
nia mexicana y Salvia Longystyla, respectivamente, poseen cierta importan-

1'2. Ambas familias se encuentran

cia por su uso farmacolégico y econdmico
ampliamente distribuidas en nuestro pais y han sido objeto de numerosos es
tudios desde diversos puntos de vista3'6. En particular, Tos estudios fito
quimicos recientes han generado informacion sobre la gran variedad estruc-
tural de los metabolitos secundarios presentes en ellas. Como consecuencia
de esta variedad, se encuentra en ellas también gran diversidad de activi=-
~ dad bioldgica y terapeitica.

Asi, algunas plantas de la familia Labiatae poseen actividad antibac-
teriana y antiviral, atribuida a 1a composicidén quimica de sus aceites --
esenciales, constituidos principalmente por compuestos fendlicos y monoter
pénicos. Otras mds se usan por su actividad espasmolitica, o bien; como se
dantes y narcéticos!.

Por otra parte, ciertas plantas de 1a familia Compositée son bacterios
titicas, virostdticos y fungistéticasz, otras plantas son antihepatotodxicas,

7

coleréticas y cianogénicas’ y algunas mds son fuente de insecticidas natu-

ralese.
De no menor <importancia es la utilizacion de ciertas plantas de ambas
familias como ornato, en la industria alimentaria y en 1a de cosméticosg.
Quimicamente, existen semejanzas y diferencias en ambas familias. Es
posible encontrar substancias comunes y substancias caracteristicas en ca-
da una de ellas. Asi, los compuestos mds caracteristicos de la familia La-
biatae por su frecuencia y abundancia relativa son los terpenoides, en par

ticular, mono-, di- y triterpenos, cuya biogénesis ha sido ampliamente des
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crita en la literaturalo"ll. Por otro lado, las substancias que caracteri-
Zzan a la familia Compositae son las lactonas sesquiterpénicas, los diterpe
nos policiclicos y los acetﬂenoss. Los compuestos de tipo flavonoide se -
han aislado en los dos grupos de plantas.

En particular, sobre Chrysactinia mexicana, se han publicado dos tra-
bajos, los cuales describen que las substancias 1,8.cineol (1) y B-sitos-
terol'(2)12, asf como los derivados del tiofeno (3, 4, 5y 6) y el 32,62,
8E~dodecatrien-1-o01 (2_)13. son metabolitos secundarios de ésta especie, Es
interesante notar, que estos resultados difieren de los obtenidos en el ~-
presente estudio. ’

Por otro lado, Salvia £Longysiyfa no ha sido analizada previamente. --
Sin embargo, las especies de Salvia recientemente han sido motivo de estu-
dio fitoquimico para diversos grupos de investigacion. De los trabajos que
se han publicado se pueden citar los de: Salvia Lavandufigofia de donde se
aislaron como metabolitos secundarios los dcidos ursélico (é) y oleandlico
(9) y el galdosol (19)14; Satvia nicolsoniana cuya composicién quimica es~
ta conformadabpor los écidos betulinico (11), ursélico (8), oleandlico (9),
3a-24-dihidroxi-olean-12-en-28-0ico (12) y 3u-24-dihidroxi-olean-12-en-28,
30-dioico (;_)15 Salvia oxyodon de donde se obtuvieron los dcidos 38-dehi_
droabidtico (14) , 3B-acetoxi-abieta- 8(14)-en-18-ozco 9a ,13x-endoperdxido
(158) y 38-hidroxi-abieta-8(14)-en-18-0ico-9a 13a-endoperox1do (16)14, Sat-
via sapinae constituida por 4-hidroxi-7,4'-dimetoxi flavona (17), 5,4'-di-
hidroxi-7-metoxi flavona (18), 5,4'-dihidroxi-6,7-dimetoxi flavona (19) y
Tos dcidos ursdlico (8). oleandlico (9) y 2«,3a-dihidroxiolean-12-en.28- -

.0ico (20)16 Y Satvia argentea cuyos dos metabolitos secundarios principales
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son la 1R-hidroxi-20-nor-5(10),6,8,13-abieta tetraen-11,12-diona (21) y 1la

11,12-dihidroxi-20-nor-5(10),6,8,11,13-abieta pentaen-1-ona (22).17Esta in

formacién se encuentra estructurada en ta tabla 1.

(3) R= CH=CH,
(4) R= CHy-CH,-OAc
(5) R= CH,-OAc-CHy-OAc

?;71§H=cq-:cn2cu=cucn2cnzon




COOH

CQOH
"COOH

HO

HO

(100 . (1) ‘ (12) RecHy
(13) R=COOH

(17) Ry=H Ry=CH,
(18) R =n Ry=H

(13) ' (15) R=H

(16) ReAc (19) Ry=0cH; Rp=H

OH

COOH

HO«,

HO 7
(20) (21 (22)



Salvia

Salvia

Salvia

Satvia Aap»('.nael

ESPECIE

4
Lavandulifolia 1

nichols ¢:wx,¢',a.mzl5

oxyodon 14

6

Satvia argenteal’

CONSTITUYENTES

Ac. ursdlico (8)
Ac. oleanélico (9)
Galdosol (10)

Ac. betulinico (11)

Ac. ursédlico (8)

Ac. oleanGlico (9)

Ac. 3a,24-dihidroxi-olean-12-en-28-oico (12)

Ac. 3a,24-dihidroxi-olean-12-en-28,30-dioico (13)

Ac 3g-dehidroabiético (14)
Ac. 3B-acetoxi-abieta-8(14)-en-18-0ico-9a,13x-endoperdxido (15)
Ac. 38-hidroxi-abieta-8(14)-en-18-o0ico-9a,13a~endoperdxide (16)

4-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona (17)
5,4'-dihidroxi-7-metoxiflavona (18)
5,4'-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona (19)
Ac. ursélico (8)

Ac. oleandlico (9)

Ac. 2a,3a-dihidroxiolean-12-en-28-0ico (_2_9)

1R-hidroxi-20-nor-5(10),6,8,13-abieta tetraen-11,12-diona (21)
11,12-dihidroxi-20-nor-5(10),6,8,11,13-abieta pentaen-l-ona (22)

Tabla 1. Constituyentes quimicos de algunas especies del género Salv.ia,






Contribuir a1l conocimiento de los constitu- -

yentes quiﬁicos de dos plantas mexicanas: Satlvia
Longystyla y Chaysactinia mexicana con base en -
el aislamiento, purificacién y determinacion de

Ta estructura molecular de los metabolitos secun

darios en ellas presentes.

11.



al. Chnysactinia mexicana. -
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Las partes aéreas de C. mexicana fueron fragmentadas, desengrasadas -
con hexano y maceradas con metanol. El1 extracto metandlico se sometid a una
particion en agua.cloroformo y el residuo orgdnico se resolvid en sus
componentes por métodos cromatograficos como se describe en la parte expe-
rimental.

La resolucidn del extracto clorof@rmico en sus componentes permitid -
Ta obtencidon de cinco substancias (cuatro de consistencia aceitosa y una -
cristalina), cuyas estructuras se establecen por métodos quimicos, espec--
troscdpicos, espectrométricos y por comparacidn de datos reportados en la
Titeratura para substancias ya conocidas y relacionadas estructuralmente -
con las aisladas.

Para el establecimiento de 1a estructura molecular, se tomard como re
ferencia la segunda substancia obtenida en orden creciente de po1éridad, -
de Tla cual se obtuvo mayor informacién espectroscépica. La elucidacidn es-
tructural de los demis compuestos se fundamentaré.principalhente por corre
lacion con los datos aportados por esta substancia.

Este compuesto es dpticamente activo [u]gs= (+) 8.3 (12 mg/ 10 m1 me-
tanol) y de peso molecular 210, establecido por espectrometria de masas. -
En el espectro de IR (Espectro 1 ), se observa una seilal intensa en 1667 -
cm'l que revela la presencia de un carbonilo conjugado, y en 1743 cm'1 se
6bserva la absorcidon de un segundo grupo carbonilo, por 1o que la molécula
posee al menos dos atomos de oxfgeno. La absorcién en el UV (Améx 228 nm,
€=12,775) confirma la presencia de una enona conjugada. La existencia de - -
un acetato es manifiesta por el singulete que se observa en §2.15, que in-

_tegra para tres protones en RMN'H (Espectro 2), por lo que la absorcidn en
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1743 cm'l en el IR corresponde a esta funcionalidad, y se concluye que la -
molécula posee tres oxigenos. Por otro lado, la integracidn total del area

bajo la curva en el espectro de RMN'H indica la presencia de 18 hidrégenos.
Esta informacidn, en conjuncién con los datos de la espectrometria de masas
permite deducir la formula molecular C12H1803 para este compuesto; lo que -
indica Ta existencia de cuatro insaturaciones en la molécu]a, tres de las -
cuales se encuentran justificadas por la presencia de los dos carbonilos y

el doble enlace antes mencionados, por consiguiente, la cuarta insaturacion
corresponde a la presencia de un ciclo.

E71 ciclo arriba mencionado debe corresponder a una cic]bhexenona conju
gada, ya que esta estructura es la jnica consistente tanto con la absorcian
en 1667 cm'l, como con la intensidad de esta banda en el IR (un anillo de -
cinco miembros absorberia a mayor longitud de onda y un anillo de siete miem
bros mostraria una banda de menor intensidad)l.8 )

La naturaleza del doble enlace trisustituido es manifiesta por la pre=-
sencia de sdélo un protdén vinilico, el cual resuena en §5.95, y que por su -
desplazamiento quimico se deduce es vecinal al carbonilo cetﬁnico. Por otro
lado, la sefial centrada en §4.67 que integra para dos protones, revela la -~
presencia de un metileno alilicoque por su desplazamiento quimico debe ser

la base del acetato. Esta discusidn permite proponer la formula parcial §

como base de la estructura.

0 CHga
T

(a)
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E1 par de dobletes en $0.96 y §0.89 (J=7Hz), que integra para tres --
protones cada uno, revela la presencia de un gem~dimetilo sobre carbono --

terciario, 10 que se indica en la formula parcial B.

T

C/
c//" \\\C"J

My

(B)
La  combinacidn de los fragmentos A y B permite proponer tres estructu-

ras posibles, las cuales se muestran en el esquema I.

OAc

v | 2 (3)

Esquema I

Las estructuras 1 y 2 del esquema I se eliminan por argumentos bioge-

néticos, ya que 1a estructura 3 es la lnica que estd de acuerdo con 1a re~

1

gla del isopreno 9, y corresponde a la 7-acetoxi-piperitona (ggi;
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La estructura propuesta se confirma con la informacidn proporcionada -
por los espectros de desacoplamiento total y parcial de rn13c (Espectro 3).
Estos espectros muestran un total de once sefiales, que por su desplazamien-
to quimico y su multiplicidad son atribuibles a dos carbonilos, uno de ceto
na {( 6200.37, C-3) y uno de éster ( §170.11, C-~11); dos carbonos vinilicos
correspondientes a un doble enlace trisustituido ( 6156.72, C-1) y ( s125.06,
C-2);: un carbdn base de oxigeno ( 865.03, C-7); dos metinos ( §52.38, C-4)
y ( 625.80, C-8); dos metilenos ( §26.00, C-6) y (522.96, C-5) y tres meti-
los { 20.59, C-12) y ( 518.59, C-9 y C-10 superpuestos).

Las asignaciones mencionadas anteriormente se hicieron én base a datos
reportados en la Titeratura y a la teoria general del desplazamiento quimi-

c02°f21 y se muestran en la figura 1.

ZCBs .03 70411

/ \ C 20.59
l

c158 72

128, os/ \ 2%00

2

zoo :n ! 22.96

7N
/“’\

18.59 18, 39

Figura 1. Asignaciones de los datos de RMN13C de 7-acetéxi-piperitona (23).
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E1 patron de fragmentacidn para este tipo de substancias es explicable
por medio de una ruptura retro-Diels Alder en el anillo (Mecanismo 1) y por
una fragmentacidn del isopropilo con pérdida de hidrdgeno (Mecanismo 2) co-
mo se muestra en el esquema II. Los valores de m/e para cada uno de los frag

mentos generados se encuentran tabulados en la tabla 2.

) o Ta Ly _' 1b _ . 1f
~-CHD t—u \[co . . o .

Ic 1d le

r, . r, 1 R -

0 Gt oo
'E%J AN oS géf( . . - "H0

1id

I1a IIb Ilc

Esquema I1

Compuesto Ia Ib Ic Id le If 1Ila IIb Ilc Ild

(1) Ry=CH4 Ro=H 82 70 41 81 54 55 110 95 77 92

(2) Ry=CHq Ro=OH 98 70 69 97 70 55 126 1i1 93 108
98 70 69 97 70 S5 126 111 93 108

70 111 139 70 55 168 108 77 150

{4) R1=CH20Ac Ry=H 139
Tabla 2
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La configuracidon de C-4 de 3 se establece por comparacion de los va-
lores de rotacidn 8ptica reportados en la literatura para los dos enantié-
meros de l1a piperitona: 4R-piperitona es levorotatoria, y por 1o tanto, --

4S-piperitona es dextrorotatoriazz, como se muestra en el esquema III.

(s} ‘ [o)

(+)-4s-piperitona (-)-4B¢p{;;:?iona
Esquema I1II

La 7-acetoxi-piperitona aislada de C. mexicana es dextrorotatoria, y
asumiendo que el sustituyente en C-7 no contribuye significativamente ala
rotacidn dptica, la quiralidad del producto natural se establece como 4S.
E1 nombre completo para esta substancia queda definido como (+)-4S-7-acetgo

xi-piperitoria 6 bien, (+)-45-7-acetoxi-p-ment-l-en-3-ona (23 ).

g

(o

(23)

Este compuesto ha sido reportado en la literatura como producto de la
reaccién de acetilacidn de 7-hidroxi-piperitona, la cual, es obtenida como

-uno de los productos de la biotransformacidén de 1a piperitona 26 por ciertas
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. -24 . . L a
especies de hon90523 2% sin embargo, esta es la primera ocasifn que se afs

la y caracteriza como producto natural.

Uno de los compuestos mids polares de la serie, muestra en su espectro
de RMN'H (Espectro 4) gran similitud al del compuesto 23 recién descrito.
Las diferencias entre ambos espectros son las siguientes:

(a). E1 desplazamiento a campo alto del oximetileno alilico (A64}67; o
4.22 = 0.45). S

(b). E1 desplazamiento a campo bajo del protén vinflico_(a55;95-6;66=
-0.11).

(c). La ausencia en esta (ltima substancia de la sefal correspondiente
al metilo del acetato.

Todas estas diferencias se explican por la ausencia del grupo acetiio
en esta Gltima molécula y permite proponer 1a estructura 24, denominada --
7-hidroxi-piperitona, para este producto natural, 1a cual es consistente -
con la absorcidn en el IR (Espectro 5) del grupo hidroxilo (3615 cm'l), -
con el peso molecular de 168 observado en la espectrometria de masas y con
la absorcidén en el UV (Améx 228 nm ; €=10,108).

La reaccidn de acetilacidn en condiciones normales de esta substancia
produce el acetil derivado correspondiente, el cual es idéntico en Rf, co-
lor desarrollado en el analisis por CCF, propiedades espectroscipicas y ap
ticas al producto natural 23, descrito en la primera parte de esta discu--
cién. Esta correlacién quimica confirma la estructura 24 [(+)-4S-7-hidroxi

piperitong para este producto natural, siendo también esta la primera oca-

sidn que se reporta como producto natural.
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OH

(24)

El tercer compuesto obtenido en orden creciente de polaridad, presen-
ta, ademds de las sefales caracteristicas para enona conjugada en IR, RMN'H
(Espectros 6 y 7 respectivamente) y UV, una sefial en el espectro de IR en
3602 cm'l, carapterfstica de grupo hidroxilo. En el espectro de RMN'H pre-
senta ademds, con referencia a 23:

(a). Desplazamiento a campo alto de la sefial para el protén vinilico

(485,95-5.75=0.20 ).
(b). Desplazamiento a campo alto para los protones en C-7 (464.22-1.75=

2.47) y
(c). La presencia de una sefial como doble de doble aque por su desplaza
miento quimico (63.86) debe corresponder a un protdn base de oxigeno y por
su multiplicidad debe estar vecino a dos protones diferentes magnéticamente.
E1 peso molecular para esta substancia, obtenido por espectrometria de
masas es de 168, 1o que indica que es un regioisémero de la estructura 24 -
ya discutida anteriormente. De acuerdo a estos argumentos el hidroxilo pue-

de estar ubicado en C-4, C-5, C-6, C-8 y C-9 (C-10), posiciones representa-

das en las férmulas 1-6 del esquema IV,
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() ' (5)

Esquema IV

La naturaleza terciaria del hidroxilo en 1a molécula (formulas 1 y 4 )
se descarta por las siguientes evidencias:

(a). Formacidn de un acetil derivado, el cual se obtiene en condicio
nes normales.

(b). La presencia de los dos dobletes centrados en 60.83 y 50.81 en -
RMN'H (Espectro 4), que indica la presencia del gem-dimetilo en C-8,

Esta Gltima evidencia, también excluye la ubicacién de Ta funcidn oxi
genada en C-9 (o en el carbono equivalente C-10), por lo cual las posibili

dades regioisoméricas se reducen a las representadas en las férmulas 2 y 3.
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Las estructuras 2 y 3 se discriminan en base a 1a multiplicidad y des-
ﬁ]azamiento quimico que muestra el protdn geminal al hidroxilo en RMN'H, Pa
ra 2 se observaria una sefial doble de doble de doble (ocho 1ineas), mien--
tras que para 3 se observaria un doblete dobleteado (cuatro lineas). Por -
otro lado, el protdn base del hidroxilo de 3 debe encontrarse a campo mis -
bajo debido a su naturaleza alilica.

En efecto, tanto la multiplicidad (dd), como el desplazamiento quimico
(53.86) observados para el protdén geminal al hidroxilo permiten establecer
la estructura 3 para el producto natural aislado de C. mexicana.

Efisten cuatro estereoisdmeros con la férmula estructural 3, sin embar-
go, para simplificar la discusion, se asumira a prioidla configuracion 45 -
de 1a molécula, ya que es esta la estereoquimica en las dos substancias na-
turales descritas previamente, y a que esta substancia, al igual que las an
teriores, también es dextrorotatoria.

La orientacidn a & g del hidroxilo (cis o trans respectivamente, en re
lacidon al isopropilo en C-4), se establece mediante el andlisis de las cons
tantes de acoplamiento del protdn base del hidroxilo, el cual se describe a
continuacion.

Tomando en consideracion que l1a conformacidn preferida de la ciclohexe
nona conjugada es aquella én 1a que el isopropilo tiene orientacidn ecuato-
rial, se deducen las representaciones A y B para las dos orientaciones posi

bles {x y 8) del hidroxilo {Esquema V).
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Esquema V

Las proyecciones de Newman para el enlace Cs-c6 de A muestra dngulos -
diedros de 60° y 180° de Hg con Hy y Hy respectivamente. Por otro lado, Ta
misma proyeccion para B muestra dngulos diedros similares (60°) de Hg con
Hy ¥ H,. ET valor observado de las constantes de acoplamiento J5a,6;J5b,6
de 5,5Hz, indica claramente la relacién estereoquimica representada en 1a
figura E, para el producto natural, correspondiente a la relacidn trans.

Por 1o tanto, esta molécula se denomina (+)-(4S, 6R)-6-hidroxi-piperi-
tona & bien (+)-(4S, 6R)-6-hidroxi-p-ment-1-en-3-ona (25). Esta substancia

también constituye un nuevo producto natural.
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.-OH

(25).

E1 compuesto menos polar obtenido, es dpticamente activo [u]gs= (+)
11.6 (9.5 mg/ 10 ml metanol), tiene un peso molecular de 152 establecido
por espectroscopia de masas. La informacidn obtenida de los espectros de
IR, RMN'H (Espectros 8y 9) y UV, indica la estructura base de la ciclohe
xenona conjugada. La presencia en RMN'H de un singulete amplio (w1/2=4Hz)
que integra para tres protones en 61.95, manifiesta la existencia de un -
metilo vinilfco (C-7), que estd de acuerdo con el desplazamiento a campo
alto del protén vinilico con respecto a gg‘( 485.95-5.79=0.16). Esta discu
sién establece la estructura de la piperitona (Figura 26) para este pro--
ducto natural. E1 valor positivo de la rotacidn Optica define la configu-
racidn S del centro quiral en C-4, de acuerdo con los valores previamente
descritos?2-26,

Esta substancia hasido aislada previamente del aceite de Eucalypius
dives, Eucalypius pipw',taz?', Mentha pulegium, Mentha pipenita y Mentha

23

arwansia“~ entre otras especies.
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(26)

E1 compuesto de mayor polaridad de los aislados en el presente traba
jo tiene estructura cristalina, por 1o que su purificacion final se reali
zo por recristalizaciones sucesivas.

Esta substancia muestra en el espectro de IR (Espectro 10) absorciones
para grupos hidroxilo (3690 y 3602 cm']) y doble enlace (1502 y 863 cm"l).
E1 espectro de RMN'H (Espectro 11) muestra los parametros caracteristicos {
que se han descrito para este grupo de substancias y que son:

(a). La sefial en s5.5 correspondiente al protdn vinilico H,.

(b). Un singulete amplio en &§1.78 (N1/2= 4Hz) asignable al metilo vi
nilico.

(c). La presencia de un grupo isopropilo, manifiesta por el par de -
dobletes centrados en §0.96 y 60.83 que integran para tres protones cada
uno.

Es observable en 63.96 una sefial compleja que integra para dos protd
nes, que de acuerdo a su desplazamiento quimico debe corresponder a proto-

nes geminales a funcion oxigenada. Estos son grupos hidroxilo, ya que al -
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adicionar a 1a muestra isocianato de tricloroacetilo (TAl) se obtiene, --
in situ, el bis-tricloro acetil carbamato correspondiente de acuerdo a 1la
integracidn para los protones carbamicos, 1os cuales resuenan en §8.35.

La isocronia en la resonancia de los protones base de oxigeno indica
el ambiente electrdnico similar de ambos. La ubicacion de los hidroxilos -
en las posiciones 3 y 6 satisface este requisito ya que los dos quedan en
posicin alilica (Espectre 12).

Esta ubicacidn estd de acuerdo con el patrdn de fragmentacion obser-

vado en el espectro de masas, el cual se muestra en el esquema VI.
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La presencia de los picos con relacion m/e 100 y m/e 70 se explican -
por una reaccion retro-Diels Alder. Por otro lado, el i6n de m/e 152 provie

ne de la pérdida de una molécula de agua y el i6n m/e 127 corresponde a la

pérdida del isopropilo.
Por tanto, 1la estructura propuesta para este producto natural es:

OH

HO

Dado que Tos cuatro compuestos anteriormente discutidos. han presenta-
do configuracion S para el centro quiral en C-4, puede suponerse esta mis-

ma configuracién en este centro para la estructura en discusidn. De esta -

manera, existen cuatro posibles estereoisdmeros para la estructura, los

cuales se muestran en el esquema VII,

OH .--OH ..-OH OH
HO™ HO HO" HO

(1) (2) (3) (4)

Esquema VII
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La configuracion de los centros C-3 y C-6 para el compuesto 27 puede
establecerse con base en 1a comparacién de sus propiedades fisicas y espec
troscopicas, con las reportadas en la literatura para los compuestos con -
férmulas 1-4 (Esq VII)27'29. De esta manera se puede establecer la simili-
tud de los mismos con los del compuesto 3. As7, los hidroxilos se encuen--
tran en posicidn cis- uno con respecto al otro y trans- respecto al isopro-

pilo de C-4. La estructura deducida asi para este producto natural es:

@

cuyo nombre es (+)-(3S, 4S, 6R)-p-ment-l-en-3-diol, aislado anteriormente -

de las partes aéreas de Eupatorium macmocephalum3o.



~b). Satuia Longystyla.
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De la planta S. Zongystyla se aislaron seis compuestos después de la
separacidn y purificacidén por cromatografias sucesivas como se indica en -
la parte experimental.

La determinacidén estructural para estos compuestos se basd en los si-
guientes argumentos:

(a). Propiedades fisicas, espectroscOpicas y espectrométricas para el
producto natural.

{b). Reacciones quimicas de caracterizaciodn.

(c). Propiedades fisicas, espectroscipicas y espectrométricas para --
los derivados obtenidos. ’

(d). Comparacién de los datos antes mencionados con los reportados en
Ta Tliteratura y

(e). La informacidn sobre el tipo de compuestos aislados previamente
de algunas especies de 1a familia Labiatae. ’

E1 estudio de 1a informacidn obtenida permitid determinar que los ---
seis compuestos aislados en el presente estudio corresponden a la serie de
Tos triterpenos, dos de ellos derivados del lanostano, uno del lupéno y --

los tres restantes de 1a estructura de la amirina.

E1 primer compuesto aislado y el de menor polaridad, fué caracteriza-
do con base en el andlisis anteriormente descrito y en la comparacidn di--
recta con una muestra auténtica por andlisis por CCF, como s-sitosterol (2),

compuesto ya conocido y ampliamente distribuido en las plantas superiores.
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Por similitud entre Jos datos obtenidos para la espectroscopia de esta
substancia 2 con los datos para la substancia de mayor polaridad de las ais

ladas a partir de Saluia Longystyfa y especificamente en 1os espectros de -

IR en las bandas de absorcién localizadas en: [2(28)] 2959(2962), 2938(2935),

2869(2869), 1464(1463), 1380(1376), 1044(1076) y 1019(1024) em™! y de RMN'H

en la zona de campo alto en las sefiales con 60.99(1.00), 60.87(0.87), 60.85
(0.84), §0.79 (0.79), 50.76(0.76), 50.68(0.67), se caracterizd el g-D-glucd
sido de g-sitosteral (28). Su estructura se confirmé por Ta obtencidn del -
per-acetil derivado correspondiente. Los pardmetros fisicos y espectrosci--

picos para estas dos substancias se describen en 1a parte experimental.

(2) R=H
(28) R=g-D-Glucopiranosa
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Los cuatro compuestos siguientes pertenecen a 1a serie de los triter-
penos pentaciclicos. Es importante sefialar que este tipo de compuestos pre
senta en su espectro de masas un patrdn de fragmentacidn caracteristico, -

que permite identificar los diferentes esqueletos base 31.

E1 tercer compuesto, obtenido de la recromatografia de la fraccidn 3
(Ver parte experimental), presentd el patrén de fragmentacidn caracteristi
co para la estructura base del 1upano31 (Figura 2). En particular los frag
mentos con relacion m/e 207, 248 y 249 indican dcido carboxilicoe hidroxilo
para los sustituyentes Ry y R, respectivamente, con base en ias rupturas in

dicadas en el esquema VIII.

30

Figura 2
De acuerdo con la funcionalidad propuesta, el espectro de IR presenta
absorciones caracteristicas de dcido (banda ancha en 3435 cm'l), grupo car
bonilo (1700 cm~!) y doble 1igadura (1454 cm™1).
La existencia en el espectro de RMN'H de dos sefiales como singuletes -
amplios (w1/2=5Hz) con 84.63 y 64.53 que integran para un protén cada uno,
pone de manifiesto la presencia de dos protones vinilicos en la molécula, -

localizados en C-30, 1o que es consistente con el patrén de fragmentacién

observado.



+

ReH R
Rlech, RZ-H

~H0

(A)

/e
Rl-cua n/e 452

Esquema VIII. Patrén de fragmentacion para derivados

(8*)
m/e 189

cuz

" (8)

.
CoOR, ——— L
- Ao

R}<cH] RZAc m/e 512

del lupano

(c)

—l-o.
COOR,

m/e 248
m/e 262
-/e 262

o

Ri=R  m/e 219
Rl‘c"‘s m/e 233

|

n/e 175

31

‘b



35,

Un singulete, con integracién para tres protones en §1.65, es atribui
ble a un metilo terciario. Esta sefial, por estar desplazada a campo bajo, -
permite establecer la vecindad de este grupo metilo a un grupo electroatrac
tor. Esta informacion coincide con las caracteristicas estructurales para -
el metilo vinilico C-29.

La existencia de cinco metilos terciarios adicionales en la molécula,

es indicada por la presencia de cuatro sefiales singulete entre 60.94 y --

§0.79 que integra para un total de 15 protones.

La molécula posee un grupo hidroxilo, como se ha establecido previa--
mente, el cual debe ser secundario, ya que se cobserva una sefial dd centra-
da en 83.05 que se desplaza a campo bajo en el acetil derivado descrito --
posteriormente, por lo cual, esta sefial corresponde al proton geminal de -
Ta funcion ogigenada.

La reaccidn de este producto natural con diazometano (Ver técnica en
la parte experimental), permitid obtener el &ster metilico correspondiente
y confirmar quimicamente la presencia del grupo carboxilico.

En el espectro de IR para el derivado metilado, es observable una ban
da para hidroxilo (3611 cm'l) antes oculta por la banda ancha del &cido. -
En 1a RMN'H aparece nuevamente la sefal del protdn base de oxigeno (hidro-
xilo) en §3.16 que presumiblementé, por razones biogenéticas, se localiza
en C-3. A campo alto, se observa un conjunto de sefiales simples, atribuidas

a los metilos terciarios y una seiial adicional en §3.64 asignada al grupo _

metoxilo.
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E1 aumento en 14 unidades de masa con respecto al producto natural, --
permite afirmar que este Gitimo s6To posee una funcién dcida, ubicada en --
C-17 de acuerdo al fragmento C del esquema VIII. Esta informacidén sugiere -
la identidad con el dcido betulinico (11) de este producto natural.

Esta proposicion se confirma con la obtencién del acetil derivado 3 -

del éster metilico 29.

'R0” <
X 234 =24
(29) Ry=CHz Ry=H

(34) R, =CH3 R>=COCH3

E1 tercer tipo de los compuestos aislados corresponde a los triterpe-
nos pentaciclicos derivados de la amirina (Figura 3 ), de acuerdo al patrdn
de fragmentacidn caracteristico para-estos compuestos y mostrado en el es-

quema'lx31.

Cabe mencionar que 1a amirina tiene dos variantes estructurales, la -
estructura base del oleanano (Figura 4 ) y la del ursano (Figura 5§ ). Exis

ten dos diferencias entre ambas moléculas:



(1). En el anillo E, los derivados del ursano presentan dos metilos -
secundarios, uno en la posicién C-19 y otro en C-20, mientras que, los de-
rivados del oleanano tienen los correspondientes metilos localizados en --
C-20. Esta diferencia es observable en el espectro de RMN'H: 1os metilos -
secundarios del ursano se presentardn generalmente como dobletes y los ter
ciarios del oleanano como singulete.

(2). En el caso del ursano, el protdn en C-18 tiene vecinos en C-19 -
un protén y un metilo y se presentard en el espectro de RMN'H generalmente
como doblete. En el oleanano, C-19 presenta dos protones y 12 sefial para -
el protdn en C-18 serd un dd.

AR H,C CH,

Figura 3 , Figura 4

Figura 5
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Tomando en consideracién estos antecedentes, el compuesto aislado de -
Ta recromatografia de la fraccién 5, muestra en su espectro de IR bandas ca
racterfsticas para dcido carboxilico (banda ancha de 3422 a 2480 cm~!): do-
ble ligadura (1461 cm™!) y gem-dimetilo (1387 cm™!). La bandz en 948 cm™! -
en el mismo espectro revela la presencia de una doble 1igadura.

E1 estudio del espectro de RMN'H en la zona de aparicién de los meti--
los, indica 1a presencia de seis sefiales singuletes (de §1.24 a §0.72), que
integran para un total de 21 protones, lo que indica la existencia de siete
metilos, todos ellos de tipo terciario, por 1o cual podemos suponer que el
compuesto descrito presenta la estructura base del oleanano (Figura 4).

E1 doble de doble situado en ¢2.85 con J=5,5Hz, es atrinuible al pro
tén en C-18. La sefial centrada en §5.18 que integra para un protén, la cual
aparece también como doble de doble con J=3,3Hz, es asignable & un proton -
vinilico, localizable en el C-12 de 1a estructura,

Un protdn sobre un dtomo de carbono base de oxigeno es manifiesto por
1a sefial en 63.20, que por su multiplicidad (doble de doble) debe estar ve-
cino a dos protones diferentes maénéticamente.

De acuerdo a la biosintesis para éstos triterpenos, este oxigeno se 10
caliza en la posicion 3 como un grupo hidroxilo (R1=0H)]0. E1 vzlor de J=7,
10Hz, indica Ta orientacién 8 de este grupo funcional.

La naturaleza del grupo Rzen C-17 es revelada por la sefial del acido -
carboxilico en el espectro de IR (3422 a 2480 cm'l), v por el fragmentoc B -

del patron de fragmentacion de este tipo de substancias, el cual se muestra

en el esquema IX (R2=COOH).
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Ry=H  Ry=H m/e 456  m/e 207 : ) m/e 248
Rl=CH3 R2=H m/e 470 m/e 207 ' m/e 262
Ry=H  Ry=Ac m/e 498 m/e 250 ' m/e 248

R1=CH3 R2=Ac m/e 512 m/e 250 m/e 262
. = =t
—_— | + B
o 23.’
i . B3 m/e 133 m/e 69

m/e 189

Esquema IX. Patrdn de fragmentacidn para derivados del oleanano.

‘68
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Este mismo espectro muestra un i6n molecular con relacion m/e 456, el
cual corresponde a la formula molecular Cyptag0s- ET andlisis de este es-
pectro permite afirmar que los picos para los iones moleculares caracteris
ticos de esta substancia, se originan via una reaccion de retro-Diels-Alder
en el anillo C de la molécula, posible por la presencia de la insaturacién
C12-Cy3-

La identificacion de todos estos picos es posible al analizar el es-

pectro de masas, por lo que la estructura deducida para este producto natu

ral corresponde al dcido oleandlico (9).

La preparacidn del correspondiente éster metilico permitid la obten--
cion de un sélido blanco de pf 271-273°C. E1 espectro de IR indica 1a mis-
ma funcionalidad en la molécula, con ausencia Unicamente de la sefial corres
pondiente al dcido carboxilico. La RMN'H presenta ademds de las sefiales --
discutidas la presencia de una sefial fina como singulete en $3.6 atribuible

a los protones del metilo del éster.



41.

E1 espectro de masas para este derivado presenta los picos caracteris
ticos con relacién m/e 470 (M+), 207 {Fragmento A), 262 (Fragmento B), 203
(Fragmento Bl), 189 (Fragmento B,), 133 (Fragmento B3), 69 (Fragmento 84) y
58 (Fragmento -COOCH; generado en la descarboxilacién del paso 2). Los frag
mentos correspondientes a estos picos se representan en el Esquema IX.

Los datos fisicos y espectroscopicos para este derivado corresponden -

al oleanolato de metilo (32, Ry=OH, R5=CO0CH3) .

Otro de los compuestos aislados, muy relacionado estructuralmente con

el producto natural 2, descrito previamente, con base en la similitud de --
sus datos espectroscbpicos, fué obtenido en la fraccidon 2. Este compuesto

se obtuvo en forma de cristales blancos de pf 253-255°C, Su espectro de IR -
(Espectro 13) permite establecer la presencia de grupo hidroxile (3615 cm']);
doble ligadura (3023 v 1464 cm']); acido carboxilico (banda ancha de 3280 a
2560 cm']); grupo carbonilo (1721 cm']); gem- dimetilo (1370 cm']) y doble
Tigadura (984 cn~1) en 1a molécula.

En el espectro de RMN'H (Espectro 14) es observable, en similitud al -
compuesto 9, el protén vinilico C-12 (65.25), cinco sefales singuletes con
integracidén total de 21 protones indican 1a presencia de siete metilos ter-
ciarios (81.12 a &0.75).

E1 desplazamiento a campo alto del protén base de oxigeno en C-3 ---

(464.45-3.20=1.25) con respecto a 9, y la presencia de una sefial adicional

como singulete en §2.03, permite establecer la naturaleza de R1 como grupo
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acetato (Rl= OCOCH3). Esta estructura corresponde al dcido acetil oleandli-
co (30).

Esta substancia puede obtenerse por reaccidn de dcido oleanélico --
con anhidrido acéticq en piridina, sin embargo, esta es la primera ocasidn
que se obtiene como producto natural.

E1 espectro de masas es consistente con esta proposicidn, ya que permi
te la localizacidn de los picos caracteristicos con relacidon m/e 498 M*)s
250 (Fragmento A); 248 (Fragmento B); 203 (Fragmento By)s 189 (Fragmento -
Bz) vy 133 (Fragmento 33)-(Esquema IX).

E1 tratamiento con diazometano de esta substancia permite cobtener el -
éster metilico correspondiente (31}, el cual resultd idéntico al producto -~
de acetilacidn del oleanolato de metilo (32). '

Esta correlacion quimica confirma la estructura 3Q para este producto

natural.

(30) Ry=H  R,=Ac
(31) Ry=CH; R,=Ac
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Finalmente, el andlisis de las caracteristicas espectroscépicas (IR,
RMN'H) y espectrométricas (EM) de l1a substancia obtenida de la recromato-
grafia de la fraccidon 4, estableci6 la estructura base del oleanano.

La ausencia de la sefal para el protdn vinilico en C-12 en el espec-

1

tro de RMN*H, l1a ausencia del grupo -COOH y la sefial en 1766 cm™~, estable

cen la presencia de una C-28 ~ C-13 y-lactona. Por otro lado, la sefial en

§3.50 en este mismo espectro y 1a banda en 870 t:m'1

en el espectro de IR,
indican la existencia de un epdéxido disustituido vecinalmente, que si se -
ubica en Cll‘clz' corresponde a la estructura de 1a 1le,l2x-epoxi~lactona
oleandlica (33).

La comparacidn directa de esta substancia con una muestra auténtica -
confirmé Ta identidad de 1a misma. Por lo tanto la substancia 33 es un pro

ducto natural de S. Longystyla.




PARTE EXPERIMENTAL

al. Ch)zy4aé;témla mexicana.
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Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no
estan corregidos. Las cromatografias en columna se efectuaron en Silica--
gel 60 Merck (70-230 mesh ASTM). La pureza de los productos y el desarro-
110 de las reacciones se siguid por cromatoplaca de silica-gel Merck F-254
usando como revelador sulfato cérico al 1% en &cido sulfirico 2N. Los es-
pectros de IR fueron corridos en solucidon de CHC13. Los espectros de RMN'H
se determinaron en un aparato FT-80A Varian en solucidn de CDC13, Cglg ¥ -
CDC13+ TAI, los desplazamientos quimicos estdn reportados en ppm referidos
al tetrametilsilano como referencia interna. El espectro de RMN13C se efec
tué en el espectrémetro FT-80 (20 MHz), tomando la misma referencia. Los
espectros de masas se determinaron en un espectrometro Hitachi Perkin-El--

mer RMU 6D de doble foco.

La planta Saluia Longystyla fué identificada por el profesor Esteban
Manuel Martinez del Instituto de Biologia de 1a UNAM, a quien expresamos -

nuestro agradecimiento por su colaboracion.
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3.5 Kg de la planta Chrysactinia mexicana fueron recolectados en el -
estado de Hidalgo. La planta se dejd secar a temperatura ambiente, obtenién
dose 700 g de planta seca, la cual, previamente fragmentada, se desengrasé
con hexano y se macerd con metanol para llevar a cabo una extraccidn total.
Para eliminar los azlGcares y compuestos hidrosolubles extraidos por el me-
tanol, se 11evé a cabo una particidn agua-cloroformo, conservidndose la fa-
se clorofdrmica, que se concentrd hasta sequedad.

E1 residuo cloroférmico asi obtenido (14.2 g) se cromatografié, adsor
biéndose previamente en 15 g de silice y aplicdndose después en una colum-
na de vidrio empacada con 450 g de silice suspendida en cloroformo. La co-
lumna se eluyd inicialmente con cloroformo 100% y se usé un gradiente de -
polaridad con mezclas de cloroformo-acetona (9:1, 7:3, 1:1), terminando 1la
elucidn con acetona 100%. ‘

Algunas fracciones obtenidas con cloroformo-acetona (9:1) se reunieron
obteniendose un residuo constituido por una mezcla de cinco substancias de
acuerdo al andlisis por cromatografia en capa fina (CCF)}. Para 1levar a ca
bo la separacidn de las mismas, el extracto (4 g) se aplicd directamente a
una columna empacada con 120 g de silice (desactivada al 10% con agua) sus
pendida en hexano. La columna se eluyd inicialmente con hexano 100%, pola-
ridad con la que se obtuvieron 25 fracciones con el fin de eliminar impure
zas de baja polaridad y se continué con un gradiente de polaridad con mez-
clas de hexano-acetato de etilo (95:5, 9:1, 85:15, 8:2, 75:25, 7:3 y 1:1).

Con la polaridad impartida por la mezcla hexano-acetato de etilo ---
(95:5) se eluyeron 25 fracciones, en las cuales se obtuvieron dos compues-

tos. De las fracciones inicialmente eluidas con esta polaridad, se obtuvie
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ron 352 mg de un aceite amarillo, purec y que desarrolla en la cromatoplaca
anaiftica una mancha amarilla homogénea, el cual, se identificé como pipe-
ritona [(+)-4S-p-ment-1-en-3-ona] (26), cuyas caracteristicas fisicas y es
pectroscdpicas son las siguientes: 2

Rf 0.6 (hexano-acetato de etilo 65:35)

RO [o]2%: (+) 11.6 (9.5 mg/ 10 ml metanol)

Uv (Etanol) : Apgx=235 nm ; €=17,780 (0.4 mg/ml).

IR (CHC13 ; Espectro 8) : 3084, 3043, 2935, 2873, 2830, 1658, 1465, -
1431, 1381, 1314, 1253, 1168, 1131, 1020, 989, 965, 893 y 873 cm-l.

RMN'H (80 MHz, CDCly ; Espectro 9) : &(Integracién, Multiplicidad, J,
Asignacidon) : §5.79 (1H, c, J=1Hz, H2); §1.95 (3H, s amplio, w1/2=4Hz, Hyls
§0.96 (3H, d, Jd=7Hz, H9); 30.89 (3H, d, J=7Hz, HIO)'

EM : m/e [Especie] (Intensidad relativa) : 152 M*1(30); 137 M*- CHy]
(30); 120 [M*- CH,] (92): 95 [M'- CgH, - CHy] (25); 82 [M'- Cghyo] (100);
69 M- C5H70] (8); 54 [M'- CgHgO - CH3] (20). (Ver patrdn de fragmenta --

cign en el Esquema II, Tabla 2).

E1 segundo compuesto sluido con esta polaridad, se obtuvo en minima --
proporcién, y a pesar de que el andlisis por cromatografia (CCF), mostraba
cierta homogeneidad, en el espectro de RMN'H se observa una sefial principal

en §1.25, por lo que no se continué su andlisis.

Con la polaridad hexano-acetato de etilo (9:1) se eluyeron 28 fraccio
nes, en 14 de las cuales se observa en el andlisis por CCF, el desarrollo

de una mancha amarillo-café, por 1o que se relnen y se obtienen 289 mg de
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un aceite de color naranja, que corresponde a la 7-acetoxi-piperitona [(+)-
4S-7-acetoxi-p-ment-1-en-3-ona] (23) y presenta las siguientes propiedades
fisicas y espectr‘oscépicas::g3

Rf 0.5 (hexano-acetato de etilo 65:35)
RO [a]Z%: (+) 8.3 (12 mg/ 10 ml metanol)

UV (Etanol) : A_<.=236 nm ; €=12,900 (0:3 mg/ml).

max LT
IR (CHC1, ; Espectro 1): 3008, 2962, 2932, 2872, 2833,?1243. 1667

1603, 1460, 1427, 1371, 1237, 1131, 1098, 1035 y 889 cm™l.

RMN'H (80MHz, CDC13 3 Espectro 2) : §5.95 (1M, t, J=2Hz, H

(2H, s amnlio, Wy ,,=4Hz, Hy); 62.15 (3H, s, Hy\); aq.g§ (3H§>d, q w__MZS‘,)';_",
§0.89 (3H, d, J=7Hz, Hig). v : T
run 3¢ (20MHz, CDC15 ; Espectro 3) : 8{Multiplicidad, Asignacién) :
§200.37 (s, C=0 de cetona); §170.11 (s, C=0 de &ster), 5156.72 (s, Ci); _——
5125.06 (d, C,); §65.03 (t, C;) 652.38 (d, C,); 626.00 (d, Cg); 625.80 (t,
Cg)s 622.96 (t, Cg); 520.59 (c, C12); §18.59 (c, sefal superpuesta, CQ'CIO)'

M : 210 [M'] (7); 178 [M'- 32] (23); 150 [M'- C,H;0,] (8); 108 [150 -
+ + +
CqHg] (100)3 98 [M'- COCHg = CgHig - 2H'] (67)3 79 [M'- 0COCH, - CgHyg] -~
(9); 43 [M" - 0COCH; - C;Hg0] (14).

Con la polaridad hexano-acetato 'de etilo (85:15) se obtuvieron 42 mg -
de un cuarto compuesto, que es un aceite amarillo-café y que a la cromato-
placa analitica revela de color rosa-violaceo. Este compuesto corresponde
a la 6=hidroxi-piperitona [(+)4S-trans-6-hidroxi-p-ment-l-en-3-ona} (25). -

Sus propiedades fisicas y espectroscébicas son:23
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Rf 0.5 (hexano-acetato de etilo 55:45)

UV (Etanol): A ;=227 nm ; €=6,360 (0.3 mg/ml).

IR (CHC]3 ; Cspectro 6) : 3602, 3464, 3445, 2963, 2873, 1710, 1667, -
1464, 1440, 1376, 1239, 1195, 1181, 1070, 1083, 985, 906 y 883vcm-1.

RMN'H (80MHz, CDC]3 s Espectro 7) : §5.77 (1H, s amplio, N1/2=4HZ, Hz);
54.32 (14, dd, J=5,5Hz, HG); §2.04 (3H, s amplio, N1/2=4HZ, H7); 60.94‘(3H,
d, J=7Hz, Hg); 60.90 (3H, d, J=7Hz, H]O)'

RMN'H (80MHz, C606)' 5§5.75 (1H, s amplio, 1/2--8Hz, Hy)s 63, 86 (1H
dd, J=5,5Hz, H )' 82.04 (3H, s amplio, N1/2—4HZ, H7), 80.83 (3H d, J 7Hz,

Hy); 60.81 (3H, d, J=7Hz, H ’

). SN
10 -
EM : 168 [M'] (14); 153 [mM*- CH3] (5); 140 M- col (4); 126 [M -as
C3Hgl (48)3 125 - C3Hg -H *1 (26); 124 [u*- CoHg = 2H" (25), 111 [M -
C3H6 - CHy] (31); 108 M- Cag - H,0] (‘22); 98 [M*- CgHyl (100); 97 M-
CsHig - W' (22); 83 (18); 71 [M*- CgHg - CO] (30); 70 M- CgHyg = €0] (19);
69 [M*- CcHyy - CHO] (49)3 55 [M'- CgHyg - CHa] (21)5 43 [M'- C;H,0,] (42).

Con la polaridad hexano-acetato de etilo (8:2) y (75:25) no se eluyd -
ningin compuesto de acuerdo al andlisis por CCF de las fracciones correspon

dientes.

E1 quinto compuesto eluyd en las fracciones obtenidas con la polaridad
hexano-acetato de etilo (7:3). De estas fracciones se obtuvieron 53.5 mg de
un aceite amarillo-café que revela en su analisis por CCF como una mancha -

pura y homogenea de color rosa que al paso del tiempo se torna café. Esta -
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substancia corresponde a la 7- h1drox1-p1per1tona [(+) 4S 7- h1drox1 -p-ment-

l-en-3- ona] (24). Sus prop1edades fisicas. y espectroscop1cas son reporta—-

das a cont1nuac1on

Rf 0.4 (hexano-acetato.de et11o 55
uv (Etanol) : Andx™ 228 nm 3 §f10$103

2875 1665 1468

IR (CHCI3 s Espectro 4)
1370, 1030 y 890 cml.
RMN'H (80MHz, CDC]3,;

RMN* H (80MHz,' 060
s, Hy)s 61.29 (2H, m; H

Hyg)-

(56)3 69 [M'- 05“10 - CHO] (38); 67 (30) 55 [M - c5 10 - CH3]
[M*- ¢,Hg0,] (45)3 41 (50). -

Las fracciones obtenidas con las polaridades subsecuentes {hexano-ace~
tato de etilo (1:1) y acetona 100%), no revelaron, en su analisis por CCF,
la presencia de ninguna substancia principal, por 1o cual, la elucion se -

concluyd.
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De las fracciones obtenidas con la polaridad cloroformo-acetona (7:3)
rd
de 1a columna inicial, cristalizaron 53.5 mg de una substancia que a 1a ~-
cromatoplaca revela como una mancha pura y homogénea de color gris claro.

Sus propiedades fisicas y espectroscdpicas la identifican come 6-hidroxi-

piperitol [(+)-(35,4S,6R)-p-ment-1-en-3,6-dio1] (27)27.

Rf : 0.2 (Cloroformo-acetato de etilo 7:3).

pf : 165-166°C.
RO : (+) 28.4 (46 mg/10 ml metanol)?8. L e
IR (CHCT, 5 Espectro 10) : 3690, 3602, 3005, 2961, 2929} 2874, 1602,
1466, 1447, 1371, 1188, 1066, 981, 959, 919 y 863 cm™ . = - . i
RMN'H (8OMHz, CDCl; ; Espectro 11) : §5.50 (1H, s'ampii§;5w17é%hﬂzf"'
Hz); 63.96 (2H. s amplio, N1/2=8Hz, H3(6)); 81.78 (3H, s ampjio,fw1/2=4Hz,

Hy), 61.53 (2H, s, -0H); 60.96 (3H, d, J=THz, Hg)3 60.83 (3H, d, J=7Hz, Hyp).

RMN'H (80MHz, COC13+ TAI ; Espectro 12} :58.35(2H, s, H carbamico}; -

§5.73 (1H, m, H2 s 65.30 (2H. s amplio. w1/2=8Hz, H3(6)); §1.79 (3H, s, H7)

§0.97 (3H, d, J=THz, Hg); §0.89 (3H, d, J=7Hz, Hyg).
RMN'H (80MHz, Py—ds) : §5.87 (1H, s amplio, w1/2=5Hz, Hz); §4.23 (2H,
s amplio, Wy ,=15Hz, Hy(gy)s 61.95 (3H, 5, Hy); §1.52 (IH, d, J=4Hz, -OH);
51.02 (3H, d, J=7Hz, Hg); 60.90 _3H, d, J=7Hz, Hyq).
EM : 170 M) (1.5); 155 [M'- GH3] (4); 152 [M'- H0] (1)3 137 [M*-
CHy - H,0] (7); 127 (20); 111 (70)3 109 (25); 100(78); 95 (18); 85 (25)

81 (17} 79 (13); 77 (13); 71 {100); 69 (45); 55 (24); 43 (37).
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La planta S. Longystyla fué recolectada el 7 de noviembre de 1984 por
el profesor Esteban Manuel Martinez en la carretera Morelia-Zitdcuaro, a -
la altura de la sierra de Mil Cumbres. Una muestra botdnica de la misma se
encuentra depositada en el herbario de 1a UNAM bajo registro con 1a clave
M-8521.

E1 material vegetal se dejb secar a temperatura ambiente y 3.95 Kg -~
del mismo se sometid a un proceso de maceracidn con acetona durante una se
mana. Después de eliminar el disolvente con ayuda de un rotaevaporador, se
obtuvieron 87.2 g de extracto total, el cual, adsorbido en 100 g de silice,
se aplicé en una columna de vidrio empacada con 2.5 Kg de silice suspendi-
da en hexano.

La elucién de la columna se inicidé con hexano 100% con recoleccion de
fracciones de 0.5 1t (con esta polaridad no eluyé ningiin componente del ex
tracto), y se continudé con un gradiente de polaridad con mezclas de hexano-
acetato de etilo (9:1, 4:1, 7:3, 1:1), acetato 100% y finalmente se efectud
un Tavado de 1a columna con acetona 100%.

Con la mezcla hexano-acetato de etilo (9:1) se obtuvieron un total de
95 fracciones; con hexano-acetato de etilo (4:1) se obtuvieron 21 fraccio-
nes; con hexano-acetato de etilo (7:3) 38 fracciones; con hexano-acetato -
de etilo (1:1) 48 fracciones; con acetato de etilo 100% 51 fracciones y fi
nalmente con acetona 100% 32 fracciones, obteniéndose un total de 289 fra-
cciones a 1o largo de toda la cromatografia.

Despues del analisis por CCF de todas estas fracciones y de acuerdo -
con la homogeneidad y composicidon de las mismas, se reunieron en 8 fraccio

nes de polaridad creciente que se trabajaron de la siguiente manera:
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Fraccidn 1: Fracciones 23-29 de la columna inicial, eluidas con hexano-
acetato de etilo (9:1).

Después de la elucion y reunion de estas fracciones, se logrd aislar -
932 mg de un sG1ido blanco, amorfo, de Pf 133-135°C y Rf 0.5 [hexano-aceta-
to de etilo (6:4)]. Sus propiedades fisicas y espectroscépicas lo identifi-
can como R-sitosterol, comprqpandose su identidad por comparacidn directa -
con una muestra auténtica del mismo. '

IR (CHC13) : 3605, 3027, 2959, 2869, 1464, 1380, 1044 y 1019 cm—l.

RMN'H (80MHz, CDC13) : 85.75 (1H, m, HG); 5§3.20 (1H, ddg‘J=7,7H2, H3);
62.25 (2H, d, H4); 81.51 (3H, s, -OH); s1.00 (3H, s, ng); 5§0.78-0.85 (iZH,
m, H2],26,27,29); 50.68 (3H, s, Hyg).

EM : 414 [M+] {82); 400 (12); 396 (27); 381 (18); 329 (17); 323 (27);
273 (12); 255 (16): 213 (25); 163 (19); 161 (22); 159 (30); 145 (20); 133
(20); 121 (27); 120 (20); 119 (30); 107 (38); 105 (46); 95 (33); 93 (36); -
91 (22); 81 (26); 79 (25); 69 (34); 67 (30); 57 (50); 55(62); 43 (100); --
41 (47).

Fraccion 2 : Fracciones 30-35 de la columna inicial, eluida con hexano-
acetato de etilo (9:1).

Estas fracciones estaban constituidas principalmente por 8-sitosterol
(2) y dcido acetil oleandlico (30). Estas dos substancias se separaron por
cristalizacidén fraccionada, ya que inicialmente cristalizod E y de las aguas
madres se obtuvieron 34 mg de cristales blancos en forma de agujas, que por
sus propiedades fisicas y espectroscépicas se idintificaron como 30. E1 Pf

para esta substancia es de 253-255°C, y su Rf de 0.57 [hexano-acetato de --
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etilo (4:1)].

IR (CHC13 ; Espectro 13) : 3516, 3023,*2950,12878,'1721, 1464;.1370;f
1256, 1145 y 984 cm™1, : “:'b:’ e

RMN'H (80 MHz, CDC13 ; Espectro 14) :!ss;ési(lﬂ; t, J=4Hz,'H12);v'-:’
54.45 (2H, dd, J=8,8Hz, H3); 62.82 (1M, dd, J=5,5Hz, H 3); 62.03 (3H, s,
-C00CH3); 61.12 (3H, s, Hpg)s 80.92 (6H, s, Hy3(p4y); 60.84 (6H, s, H29(30)).
6075 (3H, s, Hyg)3 60.69 (3H, s, Hyz). -

EM : 498 [M'] (1.5); 438 (4.5); 423 (2.3); 395 (3); 248 (77), 203 (77),
190 (12.5); 189 (12.5); 133 (22); 121 (12); 119 (20); 109 (10); 107 (15), -
105 (21); 95 (13); 81 (18); 79 (12); 69 (28); 55 (22);. 43 (100),, ;

Fraccidon 3 : Fracciones 49-66 de 1a co]umna'iniéiél, eluida Eqn hexano-
acetato de etilo (9:1). s -

La reunidn de estas fracciones permitio obtener 2.24 g'de extracto, --
que en su analisis por CCF desarrolla dos manchas principales. Para SU re--
cromatografia, se adsorben en 3 g de silice y se aplican en una columna de
vidrio empacada con 67 g de silice desactivada al 10% con agua y suspendida
en hexano 100%. La elucidn se 1leva a cabo con un gradiente de polaridad, -
impartido por mezclas de hexano-acet§to de etilo.

La substancia menos polar se obtuvo con la polaridad hexanc-acetato de
etilo (9:1) y correspondid de acuerdo a su espectroscopia (en RMN'HM presen-
ta como sefial principal un singulete en §1.25) a una cera. La substancia --
mds polar, eluyd con hexano-acetato de etilo (3:1), se obtuvo como un polvo

blanco, amorfo de Pf 259-260°C y Rf 0.5 [hexano-acetato de etilo (3:2)] que
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corresponde al dcido betulinico (11), sus propiedades espectroscdpicas son:

IR (Pastilla de KBr) : 3435, 2942, 2870, 1700, 1642, 1454, 1375, 1319,
1274, 1235, 1186, 1134, 1105 y 1036 cm'l.

RMN'H (80 MHz, CDC1; ; DMSO) : 54.65 (1H, s amplio, w1/2=5Hz, H30); -
54.53 (1H, s amplio, Wy/2=5Hz, H3qe )5 63.05 (1H, dd, J=8,8Hz, H3); §1.65
(34, s, Hzg); 30.94 (6H, s, H23(24)); 60.91 (6H, s, H26(27)); §0.79 (3H, s,
st); 80.70 (3H, s, st).

EM : 456 DW+] (23); 438 (10); 248 (37); 234 (17); 220 (22); 219 (20);
207 (39); 203 (25); 191 (17); 190 (33); 189 (100); 187 (27); 177 (15); 175
(38); 136 (27); 135 (43); 133 (27); 123 (27); 121 (38); 119 (43); 109 (28);
107 (48); 105 7(49)';__9/5,_(45); 93 (36); 91 (35); 81 (44); 79 (35); 71 (23);
69 (50); 67 (47); 57 (22); 55 (53); 43 (61); 41 (47).

Fraccidn 4. Fracciones 67-92 de 1a columna inicial, eluida con hexano-
acetato de etilo (9:1).

La cromatoplaca analitica de estas fracciones reveld la presencia de -
una mezcla sin homogeneidad en las manchas desarrolladas en su analisis por
CCF. Con el objeto de mejorar la resolucidon se hizo una metilacidn de las -
mismas con diazometanc etereo en exceso. Después de este tratamiento fué po
sible 1a observacidn de tres manchas principales en la mezcla. E1 peso de -
1a fraccidn fué de 1.6 g, 1os cuales, adsorbidos en 2 g de silice desactiva
da al 10% con agua, se aplican a una columna empacada con 45 g de silice -
igualmente desactivada suspendida en hexano.

Después de la elucidn con hexano-acetato de etilo (mezclas de polaridad

creciente), se obtuvieron tres compuestos puros. E1 menos polar de ellos -~
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Bracciones 75-80 de esta recromatograffa, eluidas con hexano-acetato de --
etilo (9:1)] corresponde al éster metilico del dcido betulinico (29) (21.5
mg), aislado ya en fracciones anteriores como dcido libre.

E1 compuesto de polaridad intermedia [fracciones 82-97 de esta recroma
tografia, eluidas con hexano-acetato de etilo (9:1)], cristalizd en forma
de agujas muy finas. Después de la comparacidon directa con una muestra au-
téntica se demostrd su identidad como 1la,12a-epoxilactona oleandlica (33,
29 mg). E1 analisis espectroscipico indica:32 )

IR (CH613) : 3613, 3004, 2936, 2868, 1766, 1467, 1391, 1362, 1320, -~
1301, 1238, 1169, 1141, 1030, 992, 931, 911 y 870 cm 1.~ _ '

RMN'H (80MHz, CDC1,) : §3.22 (1H, dd, J=6,6Hz, H3)3.63.05 (2H, s, =<
Hy1(12)) §1.50 (3H, s, -OH); 61.09 (3H, s, Hyy)s §1.05-0.79 (18H, 55, --
Hz3,24,25.26.29,30) - : o

EM : 470 [M+] (17); 263-(15); 248 (17); 235 (17); 217 (17); 204 (31);
203 (30); 189 (37), 187 (21), 175 (25), 135 (25), 133 (23), 121 (38), 119
(41), 109 (30), 107 (48), 105 (38), 95 (60), 93 (50), 91 (37), 81 (43), 79
(38); 75 (25), 69 (67), 67 (43), 57 (72}, 55 (67), 43 (100), 41 (83).

E1 compuesto de mayor polaridad eluido en las fracciones 100-127 de -
esta cromatografia, con hexano- acetato de etilo (85:15), fué el que se ob-
tuvo con mayor proporcién (142 mg). Sus propiedades. fisicas y espectroscopi
cas lo identifican como el &ster metilico del dcido oleandlico (32).

Por tanto, los productos naturales aislados en esta recromatograffa -
corresponden a: Acido betulinico (11), 1lo,12c-epoxilactona oleandlica (33)

y acido oleandlico (9).
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Fraccién 5 : Fracciones 93-99 de la coiumna inicial, eluidas con hexa
no- acetato de etilo (4:1).

La cromatoplaca analitica de este conjunto de fracciones reveld la pre
sencia de solo una substancia principal. E1 peso del extracto del extracto
fué de 1 g, el cual, se adsorbid en 1 g de silice desactivada de 1a misma -
manera previamente reportada, y se aplicd a una columna empacada con 33 g -
de silice igualmente desactivada suspendida en hexano. Se eluyd con un gra-
diente de polaridad impartido por mezclas de hexano-acetato de etilo.

En las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo (95:5) se obtu-
vieron 112 mg de acido oleandlico {obtenido en la fraccidn 4 como &ster me
tilico). Este compuesto tiene un Pf de 271-273°C y un Rf de 0.4 en hexano-
acetato de etilo (75:25).

IR (Pastilla de KBr) : 3422, 2943, 2870, 1719, 1697, 1461, 1387, 1363,
1270, 1182, 1029, 995 y 948 cm™l. ‘

RMN'H (80Mnhz, CDC]3) : 65.25 (1H, t, J=3Hz, Hla); §3.2 (1H, dd, J=7,7
Hz, H3); §2.85 (1H, dd, J=5,5Hz, H18); 5§1.15 (3H, s, H27); 61.1; (3H, s, -
H25); 80.97 (3H, s, H26); 50.89 (6H, s, H29(30)); 50.77 (3H, s, H24); 50.72
(3H, s, Hyg).

M : 456 [M']; 248 (100); 203 (58); 133 (18); 49 (20)5 57 (40); 55 --
(35); 43 (42); 41 (23).
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Fraccién 6 : Fraccidn 121-176 de la columna inicial eluida con hexa-
no-acetato de etilo (1:1).

La cromatoplaca analitica de esta fraccién es de diffcil interpreta--
cidn, ya que aln probando diferentes mezclas de eluyentes, no se pudo dedu
cir el nimero de constituyentes de la misma.

8.7 g de extracto (de consistencia aceitosa) se aplicaron directamente
en una columna empacada con 260 g de silice desactivada al 10% con agua,sus
pendida en cloroformo. La columna se eluyd usando un gradiente de polaridad
impartido por mezclas de cloroformo-acetona. Después de la elucidon de 178 -
fracciones de 0.5 1t, se concluye con un lavado de l1a columna con acetona -
100%. Sin embargo, ain después de la separacidn, no se observd ningiin cons-
tituyente principal de acuerdo al analisis por CCF, y adn la interpretacion
de este andlisis no permitié el control de 1a pureza de los constituyentes

en estas fracciones, ni la identificacion de los mismos.

Fraccion 7 : Fracciones 177-207 de 1a columna inicial, eluida con ace
tato de etilo 100%.

ET1 andlisis por CCF revefa Ta presencia de un mancha extendida a 1o --
1argo de toda la placa, ailn utilizando mezclas diversas de eluyentes.

10.6 g del extracto se aplican adsorbidos en 12 g de silice desactiva-
da al 10% con agua, en una columna empacada con 318 g de silice igualmente
desactivada al 10% suspendida en hexano. A partir de la fraccion 117 y has-
ta la 167, se obtiene un polvo amorfo, verde, insolubie en cloroformo y que
al IR revela la presencia de grupo hi&roxi1o y lactona. Es de notar, que en

este caso no fué posible el control de 1a pureza por CCF.
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En un intento por mejorar la resolucidn de la mezcla en su analisis -
por CCF y hacer la muestra mids manejable se procedié a la obtencién del --
per-acetil derivado. 101 mg de este sdlido, disueltos en 1 ml de piridina,
se hicieron reaccionar con 1 ml de anhidrido acético durante tres horas --
(La metodologia de la reaccidn de acetilacidn se describe en detalle en la
parte de reacciones). Como resultado de ésta se obtuvo un polvo amorfo, ---
ijgualmente verde que se purificé por cromatografia en placa fina, utilizan
do para ello una placa PSC-Fertigplatten (60F254) de 20 X 20 cm y mezcla -
de hexano-acetato de etilo {1:1) como eluyente.

Después de raspar la silice de la placa en la zona dondé se encuentra
el compuesto esperado (la localizacion del mismo se hace revelando con sul
fato cérico un extremo de la placa), se lavd con acetona hasta ausencia to
tal del compuesto en la silica gel, haciendo andlisis de las aguas de lava
do por CCF. Se obtuvieron 46.1 mg de un s6lido blanco de Pf 224-226°C, sin
embargo, el espectro de RMN'H no presentd resolucidn y presentd sefiales -~
continuas desde §7.00 hasta 60.5, por lo que no fué posible interpretar.

No se continud el andlisis de esta muestra.

Fraccidn 8 : Fracciones 214-221 de la cromatografia inicial, eluidas
con acetato de etilo 100%.

De estas fracciones se obtuvo un polvo blanco, amorfo, de Pf 272-274°C
soluble sélo en etanol y metanol y Rf 0.2 en cloroformo-acetona {3:7).

La espectroscopia de IR presenta las siguientes caracteristicas:



61.

IR (Pastilla de KBr} : 3415, 3383, 2935, 2869, 1463, 1376, 1162, 1076

y 1024 cm 1,

LLa banda intensa en 3415 cm'lpermitié preveer la presencia de varios -
grupos hidroxilo en la molécula, lo que la hace muy polar y poco manejable
para andlisis espectroscdpicos, razén por lo cual, fué necesaria la prepara
cion del correspondiente per-acetil derivado, para ello, 84.6 mg de este --
compuesto se hicieron reaccionar con 1 ml de anhidrido acético en presencia
de 1 ml de piridina por 30 minutos. De esta reaccidn se obtuvieron 46 mg de
producto impuro, el cual se aplicd en una cromatoplaca analitica para su pu
rificacidon, utilizando como eluyente hexano-acetato de etilo (1:1). Después
de este proceso se obtuvieron 36 mg de cristales blancos que se pudieron --
(28). Sus propiedades

identificar como per-acetil-glucdésido de B-sitosterol

fisicas y espectroscpicas son:

IR (CHC13) ; 2958, 2870, 1754, 1513, 1463, 1436, 1371, 1243, 1168, --
1134, 1029, 953 y 909 cm~ L. k ' ‘ i

RMN'H (8OMHZ, CDCl3) : 65.33 (IH, dd, J=4.2Hz, Hg)s '62.07-2.00 (12H,-
4s, 4 [-0C0CH3]); §0.99 (3H, s, Hyg)s §0.93-0.77 (12H, m, My 56 57 5g)s
§0.67 (3H, s, Hyg). ' R o

EM : 396 [M* -348] (100); 331(18); 169 (64); 145 (15); 127 (13); 109

(38); 95 (15); 81 (19); 43 (58).
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15 mg de esta substancia se hicieron reaccionar con diazometano eté--
reo en exceso (hasta que no se observs burbujeo), el medio de reaccidn se
dejé reposar por 24 hrs., al cabo de las cuales se obtuvieron 15.7 mg de -
un polvo blanco muy fino cdrrespondiente al éster metilico del acido acetil

oleandlico 31,
NaCH E
COOlf L it E . c 5

(30) R @

P.M. 512 ' |

Pf 158-160°C

RF 0.8 hexano-acetato de etilo (4:1)

IR (CHC]3) : 2950, 2877, 1719, 1463, 1370, 1257, 1168, 1028 y 896 Cm-l.

RMN'H (80MHz, CDC]3) : 85.25 (1H, t, J=4Hz, H12); §4.47 (2H, dd, J=8,8
Hz, Hg); 53.58 (3H, s, ~OCH;); 62.85 (1H, dd, J=5,5Hz, Hyg); 62.06 (3H, s,
-COOCH3); §1.19 (3H, s st): §0.88 (6H, s, H23(24)); 50.86 (3H, s, H27); -

80.81 (6H. s, H29(30)); 80.70 (3H, s, Hyg).

EM : 512 [M+j (2); 262 (72); 203 (100); 202 (28); 190 (18); 189 (34);

175 (10); 133 (13); 107 (19); 105 (18); 95 (15); 81 (12); 79 (10); 55 (13);

43 (585).
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19.70 mg de este producto natural se hicieron reaccionar con diazometa
no etéreo en exceso, dejando reposar por 24 hrs. Se obtuvieron 22.4 mg del

correspondiente éster metilico 28.

NaCH2
COOH COOCH,

(11) : | (29)

P.M.  470.

PF 208-209°C

Rf 0.6 hexano-acetato de et1lo (3:2)

IR (CHC13) . 3611, 3011, 2949, 1719, 1455 1376 1161, 1135, 1029 982,
y 889‘cm-1.

RMN'H (80MHz, CDC13) : 54 69 (1H, s amp11o N1/2 5Hz, H24) 54,56 (1H,
s amplio, W 1/2° 6Hz, H24.), 83.64 (3H, s, -OCH }; 863.16 (1H, dd, J=6,6Hz,
H3); §1.69 (3H, s, H23); §0.93 (3H, s, H26); §0.89 (3H, s, H29(30)); §0.80
(3H, s, Hyg); 60.74 (3H, s, Hyy).

EM : 470 [M (18); 411 (14); 262 (52); 220 (28); 207 (56); 203 (42);
201 (27); 190 (37):;189 (100); 188 (24); 187 (25); 175 (35); 147 (25); 135
(38); 133 (38); 121 {30); 101 (44); 105 (50}; 95 (47); 93 (48); 91 (41);
81 (52); 79 (44); 69 (445; 67 (48); 55 (38); 43 (50); 41 (35).
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10 mg de betulinato de metilo 23 , obtenide a partir de la reaccidn -
de metilacidn del producto natural 9 (dcido oleandlico), se hicieron rea--
ccionar con 1 ml de anhidrido acético en piridina durante 1 hora (el con--
trol de la reaccidn se 1levd a cabo por CCF). Una vez concluida la reaccidn
se destruyd el exceso de anhidrido acético con aproximadamente 6 g de hielo
picado. Se hicieron cuatro extracciones con volumenes de 10 ml de acetato
de etilo cada una y la fase organica total se lavé con solucion al 10% de -
HC1 para eliminar la piridina como clorhidrato e 1nmediatameﬁte después con
solucidn saturada de bicarbonato de sodio para eliminar el acido acético -
(producto de la reaccidn de anhidrido acético y agua) y el exceso de HCl, -
Un Gltimo lavado con agua se 1levé a cabo para eliminar remanentes de cual
quiera de los subproductos de la reaccidon. La fase orgdnica de esta manera
tratada se secé con suifato de sodio anhidro y se dejd reposar para cris-

talizacion. Se obtuvieron 8 mg de acetil betulinato de metilo 34.

A
COOCHS ————§i§L~——a- coock
S
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P.M. 512

Pf 182-184°C

Rf 0.75 hexano-acetato de etilo (3:2)

IR (CHC13) : 3023, 2951, 2871, 1719, 1640, 1512, 1454, 1374 1317 1255,
1192, 1157, 1135, 1107, 1074, 1026, 979, 945 y 890 cm'l.

RMN'H (80MHz, CDC13) : 84.67 (1H, s amplio, W1/2=5HZ, H24); 64.56:(1“,
s amplio, N1/2=7HZ, H24t); 64.37 (1H, dd, J=6,6Hz, H3); 63.64 (3H, 'Sy -OCH3);
62.04 (3, 5, -COCH;)3 o1.24 (3H, 5, Hp3)s 4094 (3H, s, H26), 50.89 (3H, s,

EM : 512 nw+l (7)s 452 (18)3 262 (27); 249 (22); 135 (18),‘190 (32),

189 (66); 175 (27): 119 (22); 69 (30); 43 (100).

(9)

PM 470
Pf 271-273°C ;
Rf : 0.5 (hexano-acetato de etilo 4:1)
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1R (CHC13) s 3613, 3019, 2950, 1719, 1462, 1386, 1364, 994 y 915 cm'l
RMN'H (80MHz ; CDC13) : 65.18 (1H, t, J=3Hz, le); 53.6 (3H, s, ---

-0COCH;); 83.2 (1H, dd, J=7,7Hz, H3); §2.85 (1H, dd, J=5,5Hz, Hyg); 61.24
(3H, 5, Hyz)3 61.11 (3H, s, Hpg)s 60.97 (3H, s, Hyg); 50.89 (6H, s, Hygr3g))s
§0.77 (3H, s, Hy,); §0.72 (3H, s, Hyg).

EM : 470 [Mt] (38); 411 (25); 262 (52); 202 (100); 189 (20); 133 (23);
119 (20); 105 (23); 95 (20); 91 (20); 69 (21); 43 (25); 41 (18).

La técnica de acetilacidn empleada para este producto natural, es la -
misma que se describid para la acetilacidn de betulinato de'metilo'(gg). E1
tiempo de reaccién en este caso fué de 3.horas. Las propiedades espectros-
cdpicas para el producto de esta reaccidén se encuentran reportados en la --

parte experimental (Fraccidn 8).
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E1 estudio fitoquimico de Tas plantas mexicanas Chrysactindia mexicana
Yy Salvia Longysiyla tuvo como base los métodos de'extraccién, separacion -
y purificacidn, asi como 1a determinacidn estructural de los metabolitos -
secundarios presentes en ellas.

Los métodos de separacidn y purificacién empleados fueron: Cromatogra
fia en columna, cromatograffa en capa fina y las recristalizaciones sucesi
vas. '

Los andlisis espectroscopicos ( IR y RMN'H ) y espectrométricos ( EM ),
asi como las fécnicas de rotacidn 6ptica y ultravioleta, proporcionaron las
bases para la elucidacidon estructural. E1 punto de fusién, el Rf y los da--
tos reportados en 1a Titeratura para las substancias aisladas i otras rela-
cionadas estructuralmente con las mismas, constituyeron un criterio de co--
rroboracién a las estructuras propuestas.

De la planta Chrysactinia mexicana se aisiaron cinco compuestos, cua--
tro de los cuales presentan 1a estructura base de una p-ment-l-en-3-ona, de
ducida de acuerdo con las siguientes evidencias espectroscépicas:

(a). Presencia en el espectro de IR de una banda intensa en 1667 cm'1
que revela la presencia de una enona conjugada ciclica ( anillo de seis --
miembros ).

(b). Sefial singulete amplio con'H1/2=4Hz en el espectro de RMN'H en el
rango de §5.50 a 66.06, con integracibfn para un protﬁn de tipo vinflico.

(c). Sefial como singulete amplio en RMN'H con N1/2=4Hz entre §1.77 y
§1.95, con integraciﬁn para tres protones, correspondiente a un metilo vini

Tico.
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(d). Presencia de un par de dobletes centrados en §0.96 y &§0.89 con -
J=7Hz e integracidn para tres protones cada uno, que in’ican la presencia
de un gem-dimetilo en la molécula.

(e). Absorcidn en el UV a Améx=227_236 nm, caracterjstica de una eno-
na conjugada.

La diferencia entre estos cuatro compuestos radica en 10s grupos que
funcionalizan la estructura base de p-ment-l-en-3-ona. Esta funcionaliza--
cién se determina para cada compuesto con ayuda de la espectroscopia de IR,
RMN'H y EM, '

E1 quinto compuesto aislado de esta planta mexicana presenta como ba-
se estructural un p-ment-1l-en-3-o0l. Las diferencias espectrales de esta es
ta estructura con respecto a una p-ment-l-en-3-ona radica en:

1

(a). Ausencia de la banda en 1667 cm * en el IR.

1 en el ==

(b). Presencia de la banda para grubo hidroxilo en 3690 cm™
mismo espectro.

{c). Presencia de una sefial singulete en §1.53 para el protdén base de
oxigeno localizado en la posicidn 3.

' Una investigacidn bibliogrdfica sobre monoterpenos con base estructu-
ral de p-mentanos permitié concluir que tres de estos compuestos constitu-
yen productos naturales nuevos (7-acetoxi-piperitona (23), 7-hidroxi-pipe-
ritona (24) y 6-hidroxi-piperitona (25)}, los dos compuestos restantes se
han aislado con anterioridad de otras plantas mexicanas y se conocen con -

)22-23 )30.

los nombres de piperitona (26 y 6-hidroxi-piperitol (27
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De 1a planta Satvia Pongystyla se aislaron seis compuestos todos ellos
de tipo triterpénico. La determinacién estructural de estos compuestos tuvo
como criterio priﬁcipa! los datos aportados por el espectro de masas, en el
que este tipo de compuestos presenta un patrén de fragmentacidn caracteris-
tico.

Uno de estos compuestos corresponde a un nuevo producto natural [5cido
acetil oleandlico (gg)]. Los cinco compuestos restantes son productos natu-
rales ya conocidos y perfectamente estudiados estructuralmente [g-Sitoste
rol (2), dcido oleandlico (8), dcido betulinico (11), g-D-glucésido de g-Si
tosterol (28) y 1la,12«-epoxilactona oleandiica (33)]. Su identificacién se
basd en datos espectroscSpicos reportados en la literatura y por comparacidn

directa con muestras auténticas en analisis por CCF.
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