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INTRODUCCION

La vida del hombre est3a intimamente ligada con el medio am--
biente y en particular a los vegetales, los cuales le proporcio
nan alimento, vestido, materiales de construccidén, solaz, salud
o muerte.

Las plantas en diversas formas han sido un factor decisivo -
en los fendmenos sociales y econdmicos para la evolucidn de la
humanidad. Recordemos que el hombre prjimitivo hacia extractos -
de plantas y animales, los cuales usaba como pinturas, alimento
o medicamentos para aliviar el dolor o los sintomas de enferme-
dad.

En particular el estudio de las plantas ha sido muy lento --
y a la identificacidén de plantas Gtiles o dafiinas siguid la ex-
plotacidén y el cultivo de las primeras, el aislamiento de pro--
ductos extraidos de las plantas fué el primer intento por cono-
cer mias a fondo sus propiedades y . caracteristicas. No es conoci
da con exactitud la etidpa en que se inicidé el estudio de éstos
extractos en forma cientifica, pero se cree que fué en el medig
vo con el aislamiento de terpenoides en forma de aceites esen--~
ciales, usados principalmente como medicamentos o perfumes.

Los extractos de plantas son sustancias quimicas provenien--
tes del metabolismo, el cual podemos definir como el conjunto -
de procedimientos quimicos, mediante los cuales el organsimo --
crea y mantiene sustancias, genera energia para crecer y desem
pefiar sus funciones. Los procedimientos metabélicos son varia--
dos y complejos, dependiendo de cada organismo. Los productos -
del metabolismo son compuestos orgénicos facilemente aislables
y tienen una importancia hist6rica dentro de la quimica orgéni
ca y que son :



- Las grasas, los carbohidratos, las proteinas, los dcidos
nucleicos (DNA, RNA), desempeftan papeles preponderantes en el
funcionamiento del organismo, estos estidn presentes en casi -
todos los seres vivos y se conocen como metabolitos primarios.

Los organismos usan también otras rutas metabdlicas elabo-
rando productos que al parecer no tienen ninguna utilidad apa
rente conocida, éstos son los metabolitos secundarios y su --
distribucidn en la naturaleza tiende a ser dependiente de la
especie, se conocen tambien con el nombre de productos natura
les pudiendo definirse como los compuestos orgidnicos de origen
natural que son Gnicos o comunes a un numero de especies.

Ahora bien es indudable que en los Gltimos afos a surgido
un renovado interés por conocer y estudiar los productos natu
rales y en particular los de plantas medicinales. La herbola-
ria estd sufriendo un nuevo auge y es bueno saber que la cu--
bierta vegetal de México es una de las mds extensas y varidas
de todo el mundo, ya que en su territorio estidn todos los ---
grandes biomas descritos de la superficie terrestre, desde --
desiertos, hasta las densas y frondosas selvas, las zonas ne-
tamente. tropicales y las zonas frias de las altas montafias.

Uno de los géneros mas abundantes en México lo constitu--
yen las Stevias las cuales son plantas arbustivas y herbaceas
y son muy significativas en las zonas templadas de-la Repabli
ca.Mexicana; se han encontrado distribuidas en la Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre Oriental, Serrania Meridional, Serra-
nia Transismica, Norte de Jalisco, Valle del Mezquital, etc...

El presente es el estudio de la Stevia lucida lag. var. --

Lucida cuya clasificacion botanica es:



Reino
Divisibn
Subdivisidn
Clase

Orden
Familia
Tribu
Género
Especie
Variedad

Vegetal
Spermathophyta
Angioespermae
Dicotiledoneae
Synandrae
Compuestas
Eupatoriae
Stevia

lucida

Lucida

Siendo el objetivo principal el aislamiendo, purificaciédn
y determinacidn de estructuras de los metabolitos secundarios

mds abundantes que se encuentran en la parte subterranea de la

Stevia lucida lag. var.

Lucida. Apoyandonos en reacciones qui-
micas y métodos espectroscdpicos (I.R.; RMN-H; E.M; U.V.;

y -

rotacién Sptica), para la elucidacién de estructuras, R-X.
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PARTE TEORICA:

En los organismos vivos los compuestos quimicos son sinte-
tizados y degradados por medio de una serie de reacciones qui-
micas mediadas por enzimas. Estos procesos son conocidos como
metabolismo {(catabolismo - degradacidén; anabolismo-sintesis).

Todos los organismos poseen metabolismos semejantes por -
medio del cual sintetizan y utilizan ciertas especies quimicas
esenciales que son: azucares, aminoacidos, dcidos grasos, &ci-
dos nucleicos y los polimeros derivados de ellos, é€stos son co
nocidos como metabolitos primarios. Los organismos usan rutas
alternas para producir otros compuestos quimicos conocidos co-

mo metabolitos secundarios.

La divisidn que existe entre metabolitos primarios y secun
darios, no estia bien definida, sin embargo es bien sabido que
existen tres materiales principales para la sintesis dc meta-

bolitos secundarios, estos son:

1) Acido Shikimico.- Precursor de compuestos aromiticos.
2) Aminodcidos.- Dan lugar a antibidéticos peptidicos y alcaloi
des.
3) Acetato.- Precursor de poliacetileno, prostaglandinas, poli
fenoles, antibidticos macrociclicos y los isopre--
noides (terpenos, esteroides y carotenocides).

En éste caso nos enfocaremos al tercer tipo que son los -

que sintetizan los terpenoides.

La materia prima de las plantas es el biéxido de carbono,
esta unidad estructural inicia un proceso conocidec como foto-
sintesis para dar azicares y derivados de éstos :



n €O, + n Hy0  =------ by o = (CH,0), + oz?

La conversién se cataliza por medio del pigmento verde lla-
mado clorofila y por la accidn de enzimas. La energia requerida
para el funcionamiento del aparato fotosintético proviene de 1la
luz solar. Uno de los primeros productos estables que se pueden
identificar es el dcido 3 fosfoglicérico (3-PGA).

COQH

- . 1

co, --Fotosintesis._ H-(I:—OH %

CH,0 - P - OH
{

OH

Acido 3- fosfoglicérico.

Esta sustancia se isomeriza en dcido 2- fosfoglicérico (2-
PGA) que sufre una deshidratacién dando paso al #cido fosfoenol

pirGvico (PEP). El dcido fosfoenol pirGvico se hidroliza dando
acido pirtvico y ién fosfato.

HOOC OPOSHZ
COOH COOH N/
1 _ c
, HZO T
H-C-OH =cmeacoao- »H-C-0-POH, =---%---==
32 C
| | VRN
CHZ-O-POSHZ CHZOH H H
3- PGA 2- PGA PEP
(0]
Hidrdlisis

f
-------------- == CH,-C-COOH Acido piridvico.



El &cido pirQivico mds la coenzima A nos da la acetil coenzji
ma A. La acetil coenzima A es un tioéster equivalente bioldgico
del acetato de etilo. Los grupos S-R desempefian dos funciones:

a) Activa el grupo acetilo para el ataque nucleofilico.

b) Hace que los protones -CHy sean mas &dcidos para efectuar

la enolizacidn.

[l 1
CH;- C -COOH + CoA. -~-=--=--- ==CH;-C-SCoA.
Ac. pirovico Coenzima A Acetil coenzima A.
9'_
> CHz-C-SCoA.
+
2 .
CHz-C-SCoA

@
-:CHZ—C-SCOA

Siguiendo una condensacidn de Claisen se da lugar a la ace-
til coenzima A.

0
i . ] ]
2 CH,-C-SCoa  =-======-==- - CH,-C-CH,-CSCoA + CoAsH.
3 -~z 3 2

Acetoacetil coenzima A.

Esta molécula reacciona con otra molécula de acetil coenzi



ma A en forma de condensacién alddlica dando p-hidroxi-@-metil

glutaril coenzima A.

NADP"
2 9 9 NADPH o s 9
CHS-C-CHZ-C—SCOA + CHS—C-SCOA .- C HOCCHZ-C-CHZ-CSCOA
i
OH

P-hidroxi-p-metilglu-
taril coenzima A.

El agrupamiento se reduce primero a un dcido hidroxi aldehi
dico y luego a un acido dihidroxilo; el mevalédnico.

- NADP" NADP
2 GHs @ NADPH a CHy NADgE‘/f
Ho-CCH,-C-CH,-CSCoA ~-->==%--- =HOCCH,-C-CH,-CHO -~~~ =
I ] ~

OH , OH

9 G
HOfC-CHZ-e-CHZCHZQH
' OH

Acido (R) 3,5-dihidro—3-metil pentanoico
Acido mevalédnico.

El1 NADPH (dinucledtido de niacina adenina fosfato) el cual
actia como un reductor. )

El dcido mevaldnico se convierte en dos etdpas, en acido --
mevaldnico-5-pirofosfato. La fosforilacidén se logra mediante 1la
ayuda de otra coenzima, el trifosfato de adenosina conocido como
ATP.
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ADP
2 G At p e G g
HO-C-CH,-C-CH,-CH,-0OH ---* ~--o= HO-C-CH,-C-CH,-CH,-0-P-0OH
275 MM, 275 RN, '
OH . OH OH
Acido mevalénico Acido-5-fosfato mevaldnico.
ADP .
ATP 0 CH 6] (o}
n T3 i n
S, S = OH-C-CH,-C-CH,-CH,-0-P-0-P-OH
2 9 2 2 ' 1
OH OH OH

Acido-5-pirofosfato mevalénico.

El &cido-S5-pirofosfato mevaldnico se vuelve a fosforilar -
una vez mis convirtiendose en dcido-3-fosfato-5-pirofosfato--
que sufre una eliminacién descarboxilativa para producir piro
fosfato de isopentilo. ' o

ADP
0 CHs3 ATP - 0 cH
HO-C-CHqu-CHZ-CHZ-OPP --- ---OH-C-CHZ-E—CHZCHZ-OPP
OH
Acido-3-fosfato-5-pirofosfato
mevaldnico.
. . CH4
S N
4¢;C-CH2CH2—QPP + Co,
CH,

Pirofosfato de isopentilo.



El pirofosfato de isopentilo es la unidad isopreno bioldgicu
y es considerada la unidad bidsica de los terpenos. Los terpenos
se dividen en grupos dependiendo del nimero de unidades isopre

A

2 metil 1,3 butadieno

no que contenga la molécula.

ISOPRENO.
No. Carbonos Unidades isopreno
Hemiterpenos - S 1
Monoterpenos 10 2
Sesquiterpenos 15 3
Diterpenos 20 4
Sesteterpenos - 25 S
Triterpenos : 30 6
Politerpenos " n n

Estas sustancias siguen la regla del iscopreno debido a que
su estructura esta formada por dos, tres, cuatro unidades iso-
prénicas en un orden establecido, nombrandoseles como uniones
cabeza-cola; cola-cabeza; no obstante existen excepciones a la
regla, encontrandose uniones de tipo cola-cola; cabeza-cabeza;
las cuales son conocidas como anormales.

El pirofosfato de isopentilo se isomeriza en pirofosfato de
Y,]‘dimetilalilo, el cual se activa y favorece mecanismos de -
SN-1 y 8N-2. El acoplamiento de pirofosfato de ¥*, Sldimetilalilo



da pirofosfato de geranilo:

/k/—opp - /J\/\upp

Pirofosfato de ¥, P dime-

Pirofosfato de iso-

pentilo. /l\/\ tilo.
Z opp L

/‘\/\)\/\
@ % \ﬂ‘\ﬂ;/k/\/k/\
= N
oPP

Pirofosfato de gerani-
lo. :

El pirofosfato de farnesilo y el pirofosfato de geranilgera-
nilo se elaboran mediante alquilaciones sucesivas del pirofos--
fato de isopentilo. La hidrdlisis de éstos productos producen
los alcoholes de terpenos aciclicos:

)\/\/K/\_—HO_D/K/\/K/\]
OPP H

Pirofostato de geranilo Geraniol (precursor de -

sesquiterpenos).
/k/\upp




)\/\/’K/\/I\/\OPP

Pirotostato de tarnesilo Irn

= X X OH

’/J\\//A\\ : Farnesol (precursor de sesquiterpe
P ' nos
oPP . ' )

Y ™ [ ™ opp

‘Pirofostato de geranilgeranilo

~ P x x

Geranilgeraniol (precursor de diterpenos)

El farnesol es el sesquiterpeno mds sencillo al que se le
considera precursor de los demds sesquiterpenos.

= RS
= >

lOPP

oPp
frans , Cis-Farnesol



o‘-longinineno.

jOH : .
€arofoy, N\\\\\\\ humuleno

CIS-TRANS ¢arnesol

AR

germacrano.
-bisaboleno.

@
Tun iy
Lo Ny

carioFi1eno = ‘camfeno.
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Los longipinenos fueron aislados por primera ve:z en 1963 --
de extractos de madera del Pinus silvestris L. y extractos de -

turpentina suiza; el extracto de turpentina es extraldo basica-
mente de la madera de pino, pero contiene compuestos derivados
de otras especies a partir de hojas ¥y troncos; en 1967 se hicie
ron estudios de aceites esenciales de ramas, hojas y troncos;-
en doce especies diferentes de Picea, Pinus, Tsuga con la fina-
lidad de determinar diferencias entre las coniferas, encontran-
dose que en todas las especies de Picea y en algunas de Pinus -
se encontraba e< - longipineno. (1,2,3,4)

En 1968 21 estidio de la coniferas fué mas extenso debido -
a que éstas tenian una gran comercializacién, se utilizaba en -
gran medida su madera y se realizaron estudios del Pino, Cedro,
Abeto, del aceite de turpentina Indio y se encontrd entre otras
sustancias «<- longipineno. (5,6,7,28)

En 1973 de Scapania undulata que son plantas del Japén gran

des sin flores, se aislo << - longipineno con una rotacién épti-
ca negativa. (32)

En 1975 se realizd uvun estudio de 10s aspectos bioldgicos y
genéticos del Pinus pinaster en donde se encontrd que la -----

presencia de los alelos que permiten la asignacidén genética - -
para la sinteis de longipinenos estd intimamente relacionada --~
con la sintesis de longifoleno ambos tienen un Locus dominante

para su sintesis en los Pinus pinaster. (17)

En 1978 estudios de 1la goma de turpentina China y en 1980
el estudio de loa abetos Abies sachalinensis; A. mayriana y A.
gracilis demostraron la presencia de o«<- longipineno. (20,18)

En estudios de Pinus pinea y del Abeto normanniana mis re-
cientes (1981-1982) se han realizado estudios de cromatografia
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de 1iquidos a alta presién se ha determinado en que cantidad se en
cuentran los longipinenos, se ha visto que é&stos ocupan un porcén-
taje aproximado al 2.3% dél total de los productos en todos los ca
sos. (21, 22).

Sin embargo, los longipinenos no solo se encuentran en las coni
feras como se ha sefialado hasta ahora, sino que tambi&n se encuen-

tran en otras plantas, tales como:

Pseudosuga menziessi, la cual fué estudiada en 1974 y el objeti

vo del estudio fué determinar cual era la relacidén de los produc--
tos naturales en las hojas j6venes y en las hojas maduras, se ob--
servd que en las hojas maduras siempre aparece <<-longipineno y en
las hojas jovenes no. (8).

En 1975 en Polipteris texana se encontraron cuatro diferentes -

longipinenos a 1los que se les designo como: ‘

1) 8® -9 -diangeloiloxi-7 6 hidrdxi(oxo-2,3)H =< -longipineno.

2) 8 p-9 =«x-diangeloiloxi-7 f hidroxi(oxo-<« -longipineno).

3) 9»< -angeloxi,7 § -hidrdxi-8 ﬁ -isovaleriloxi-1-ox0,2,3-longipi-
neno.

4) 9 &t -angeloxi,7 P -hidroxi-8 ﬁ’-isovaleriloxi-1-oxo-c< -longipi-
nendé. (9). '

R=R'=COMe=CHMe; R'"=H
R=R'=COMe; R'"=H

R=COCMe=CHMe ; R'=(CH2)ZCHMe2
R=COCMe=CHMe;R'=(CH2)ZCHMe2
R'"= H.

AW N o




o] Angelato

I Isovalerato.

0

En 1977 en muestras de Scapania undulata estudiada por cro-

matografia de liquidos-gas se encontraron o, p:longipinenos -
en una relacidén 3:1. (10).

2)(5 -longipineno
1) =< -longipineno.

De plantas mayores como Marsupella emarginata subsp. tubulo-

sa en 1979 se localizaron tres estructuras a las que se les de-
nomino marsupellona, (+) marsupellol y (+) acetoximarsupellona
las cuales contienen un esqueleto ent-longipineno. (11).

0COCH3

HO

marsupellona marsupellol acetoximarsupellona.



Otro ent-longipineno se aislé también en Marsupella aquatica

en 1981 y se le denomind (-) ent- 12 {9 -acetoxilongininin-2-(10)
ent-3-ona. (12).

ent-12- (9 -acetoxilongipinin-2-(10)en-3-ona.

Durante el estudio de Eupatorieae delphus purpuréus en 1980 -

junto con otros productos fué aislddo un tiglato que por datos -
comparativos con RMN-H se le dié el nombre del 7 b -tiglinoiloxi-
1-0x0- e -longipineno. (14).

7 p -tiglinoiloxi-1-oxo- << -longipineno.

Estudios en ta raiz de Artemisia filifolia en 1982 en suma a

otros compuestos conocidos -se encontro un oxo-longipineno, al que
se le denomind longipinen-2-ona (13). Este producto es un ent-lon
gipineno y primero se habia aislddo con el nombre de marsupellona.



longipinen-2-ona.

En estudios de Artemisia douglasiana en 1982 encontraron cinco
derivados diferentes de longipinenos en una mezcla de 20 mg. La -

estructura y los nombres se dan a continuacidn:

1y 2) 7 -6 ﬁ -hidr6xi-<< -longipinen-1-ona.
3y 4) 9= - & @ -hidroxi-o« -longipinen-1-ona.
5) 15-hidrdxi-eX -longipinin-i-ona.

0 1 2 3 4 5
g R' H H H H OH

y. R" OH,H OH,H H, H, H,

= H

& R""H, H, OH,H OH,H H,

Por otra parte en el estudio de oleo resinas de_Larix olgensis
en 1983 se aislaron en una fraccibn sesquiterpénica y entre otros
productos ot -longipineno en una pequeiia cantidad (23). Del folla
je de Dacrydium cupressinum en 1985, el principal sesquiterpeno -

fué o< - longipineno, siguiéndole longiborneno y otros, durante -
el desarrolio del estudio se observdé que hayv una estrecha rela---
cibn entre la presencia de o< -longipineno y longiborneno (15, 27)

En el estudio de 1os productos naturales los quimicos no se --



conforman solo con aislar y determinar las estructuras de los -
productes que se encuentran, ellos siempre pretenden ir mas le-
jos y sintetizar los productos naturales que se encuentran en la
naturaleza. Los longipinenos no se han escapado a ésta inquietud
ya que la sintesis de -longipineno constitiiye un buen reto pa-
ra el quimico que se dedica a la sintesis orgédnica.

Asi en 1971 se realiz6 el primer intento utilizando 1,5,5,tri
metilciclodecadieno-1,6-dien-8-ona, para realizar una fotocicli-
zacifn intramolecular obteniéndose después de muchos pasos dos -
productos que pueden ser intermediarios del = y/& © -longipine-
no (28).

‘3

P 6 <X -longipineno. a)X=CH2
b)X=0

En 1972 se realizd otro intento utilizando un producto trici
clico un derivado de longiborneno, el cual por medio de transfor
maciones que involucran a los carbonos 1 y 7 del enlace bicicli-
co, -se genera una estructura biciclica de himachaleno para dar--
nos finalmente el longipineno, &ste intento se quedd en la forma
cién de dos cetonas a partir de las cuales se buscaria una ---
transformacién para obtener el himachaleno y o -longipineno (29)



&
Acido trifluoro- H*
acetico; CH,C1,
CHo~3r
-bromolongifoleno. . 1} R= -0OH
2) R= 0

DMSO - NaH

'.::‘
B

Cetonas A )y B.

En Japdn en 1972 se realizd una sintesis total de la mezcla -
racémica de « y P -longipinenos, utilizando una cetona para ini-
ciar la sintesis por medio de una reaccidén de expancién del ci--
‘clo. A partir de una cetona com metilida de dimetilsulfdnio bajo
condiciones estdndar se obtiene un oxirano el cual se hace reac-
cionar con azida de sodio y dimetil formamida, obteni&ndose un -
alcohol 4cido; &ste alcohol dcido se hidrogena sobre un cataliza
dor de Adams en &cido acético dandonos un alcohol amido; se puri
fica y trata con nitrito de sodio en acido acético dando un pro-
ducto cetdnico el cual por medio de metil litio nos da un trans
longipineno, con un tratamiento de oxicloruro de fésforo en piri

dina nos da una mezcla de o< , ® -longipineno en relacidén 4:3 (30)



B ———— e

———————

CHyN3

——— L oH @ —
. CH2NH2 o .

OH

oy (5 longipineno.




En 1973 Masaaki Miyashita a partir del metil ciclodecadiéno
via fotociclizacién intramolecular realizdé la sintesis de (t)-
e -longipineno y (t) # -longipineno. El metilciclodecadiéno --
fué irradiado con una ldmpara de Hg. de alta presidn, através -
de un filto Pyrex usando << -acetonaftona como sensibilizador ob-
teniéndose un cicloaducto que es convertido via glicol con te---
tréxido de osmio y después con dcido periddico, en tetrahidrofu-
rano, en una acetona la cual por medio de una reaccidn de Tiffe-
neau-Demjanov nos da aminoalcoholes y nuevas cetonas, &stos ami-
noalcoholes reaccionan con metil-litio produciendo un carbinol -

y longipinanol, con POC13 nos da una mezcla olefinica de (t)C*
- longipineno; (f) ﬁ -longipineno en un rendimiento del 48% y -
36% respectivamente. (31)

CHoOH
hv 0s04 2
sens

%
HIO4
= _Me2 S=CH2 __NaN3

™~
oH N,

CHpN; —HNO2 MelLi




POC\3

< - longipineno {? -longipineno

El descubrimiento de diterpenos glicésidos intensamente dul--
ces en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni inicié el estudio
de €ste gran género en América; algdnas espécies de éste género
pPresentan estructuras de longipinenos, tal es el caso de la --
Stevia jaliscensis Robinson, en donde fueron aislados dos longi-
pinenos; el a) 9 Q -angeloiloxi-7- oL -tiglinoiloxi y b)7<« -ange
loiloxi-9- [ -tiglinoiloxi-oxo- e -longipineno en 1976. (34)

¢]

0 .
- == angelato ”H\Tﬁﬁﬁ\‘ tiglato
o ’ 0
’/H\Tﬁr\\ tiglato = angelato.

En la Stevia ovata Willd se localizaron algunos derivados de

longipinenos, en 1977; los cuales fueron elucidados por espectros
copia resultando:
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En Stevia Mandonii se encontraron tres derivados. de o¢-lon-

gipineno que son:

Epang= 2,3 Epoxi-2 Metil

butiril.

7-o¢- angeloiloxi-9->-(2,3-epoxi-2 metilbutriloxi)~1-0Xo o<x-longi-
. pineno.

g OEpang
"0
=

%e&-angeloiloxi-Q-p-(Z,S epoxi-2-metilbutriloxi)-2,3-dihidro-1-
0Xxo-o<~longipineno.
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OAc

r] .
7 =< aceto-9 (b angeloiloxi-2,3 dihidro-1-o0x0 «-longipineno. [36]

En 1981 se aisld un producto de la raiz de Stevia serrata -

y Stevia rhombifolia al cual se le conoce como ''rasteviona'"; la

principal diferencia entre la rasteviona y el longipineno es la
“insaturacién en el ciclo de seis miembros y el &dtomo de oxigeno
en la posicidn ocho.

rasteviona o - longipineno.

A partir de Stevia salicifolia se obtuvo un <« -longipineno
al cual se le nombro longipinin-2-ene-7,9-diol-l-ona de donde -

se comprobd el cambio de la rastaviona encontrada en S.serrata

y S. rhombifolia 1las transformaciones quimicas que se reali:za
ron en la estructura son las siguientes:
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pDQ = 2,3 dicloro—s;é diciano-1,4 benzé&uinona.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS:

De la cromatografia en silica-gel del extracto de acetato - .
de etilo de la raiz de la Stevia lucida lag. var. Lucida se ob-

tuvo un producto de consistencia aceitosa de color amarillo ver
doso, el cual fué purificado por cromatografia en columna, la -
estructura de éste producto se elucido en base a las siguientes

evidencias quimicas y espectroscdpicas.

El producto presenta [e<l.= +42.27, _l max/EtOH = 213 nm --
(%= 15556.36) (espéctro 1). El espéctro de IR (espéctro 2) pre
senta una banda en 3005-1615 cm-1 que corresponde a una doble -
ligadura, la banda en 1710-1250 cm'1 corresponde a un éster de
tipo o , p—insaturadq la banda en 1670 cm'1 corresponde a una
cetona =<K , Gb—insaturada, las bandas en 1295-940 y 850 cm-1 son
debidas a dobles ligaduras de éster en posicidén trans en 1070 y
1020 cm_1 se presentan bandas de carboxilo del éster.

En el espéctro de RMN (esp&ctrc 3), se obrerva a 6.02 ppm
una sefial simple que corresponde a protones de ésteres o¢ ,§
insaturados, en 5.70 ppm observamos una simple ancha para un --
pProtdn vinilico, en 3.15 ppm (J=4 Hz) hay una doble sefial que -
integra para un solo protdn, en 2.75 ppm una sefial simple para
un solo protdn que estid cercano a una cetdéna, en 2.63 ppm (J=4
Hz) hay una seilal doble que integra para doce protones de meti-
lenos cercanos a dobles ligaduras, en 1.82 ppm una sefial simple
que integra para tres protones que coﬁfesponden a un metileno,

1 ppm una sefial simple que integra pare seis protones que perte
necen a grupos metilos.

En base a las anteriores evidencias espectroscdpicas se in-
firi6é que ésta sustancia debia ser un sesquiterpeno derivado
del esqueleto de o¢-longipineno (I).



<< - longipineno (I).

En el espéct}o de masas (espéctro 4), el idén molecular M*
se encuentra en m/z 414.3 que corresponde al andlisis elemental
para la fOrmula condensada C,gHz405. Presenta el pico base en -
m/z 330.9 M* -(CSHBO), y como picos de mayor abundancia m/z ---
400 M* -(CH,), m/z 261 M’ -(C4HgO0) ¥y m/z 206.8 M* -(C4H,). Las
distintas fragmentacines estin rTepresentadas en el esquema (I). .

-C.H,0 '
2800 myz 330.9 MY (100%)
_.zCHe __ myz  4v0 MT (0.8%).
TUHLO 2 261 MY (12.1%).
_tCal7_ . myz 206.8 MY (7.7%).

Esquema I.

Para comprobar la estructura el compuesto anterior se some-
te a una hidrdlisis alcalina con una solucién alcohélica de hi-
dr6xido de sodio, obteniendose el diol correspondiente (1I),--
de p.f. 170-172°C, cuyo andlisis elemental es correcto para --

C15Hp,03-
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Oxy

Estructura II.

E1l compuesto presenta una [a<]f= + 76. Su espéctro de IR -
(espéctro 5), muestra bandas en 3680 - 3619 em™ 1 que pertene--
necen a OH, la banda intensa en 1671 cm'1 corresponden a la do

ble ligadura de la cetona o<, P insaturada.

La RMN (espéctro 6) en la regidén de campo alto presenta -
una sefial doble que integra para tres protdnes que corresponden
al metilo en C-15, en 1 ppm aparece una sefial simple qde inte--
gra para seis protones que corresponden a C-13 y C-14, en 1.8-
ppm se presenta una sefal simple que integra para tres protones
de metilo que corresponden a C-12, con 1.2 ppm se presenta una -
sefial doble que integra para un protdn correspondiente a C-9 y
en 2.25 ppm el que integra para el protén en C-7, en 2.55 ppm -
-(J= 1.5 Hz) aparece una sefial doble de doble asignado al protén
en C-5 y en 3.25 ppm (J=2HZ) una sefial doble de doble asignado
al protdén en C-4, en 3.65 ppm se presenta una sefial simple que
integra para los protones correspondientes al alcohol en C-7 y
C-9 en 3.80 ppm y 4 ppm se presentan-las sefiales dobles que in
tegran cada una para un solo protén q&é corresponde a C-8 y en
5.75 ppm una sefial doble que integra para protdn vinilico en -
c-2.

La acetilacidn del alcohol (II) en presencia de cloruro de
acetilo y piridina, didé como resultado el diacetato (III), con
un p.f. 100-105 °C, cuyo andlisis elemental concuerda con 1la



fé6rmula condensada C19H2605_

OfE’CH3
il
o-8—cH,

Estructura III.

El espectro de UV (espéctro 7) presenta una A max. de absor
cidén en 250 nm. (‘5 = 1419S5). Su IR (espéctro 8), muestra sefia-
les en 1781-1248 cm'1 que pertenecen al acetato, la banda en --
1673 cm_1 pertenece a la cetona o¢ ,{» insaturada y la banda en
1617 cm™ 1 a 1a doble ligadura.

En la RMN (espectro 9) se puede observar en 5.76 ppm una -
sefial doble que integra para un protdn vinilico que correspon-
de a C-2, en 4,8 ppm se encuentra una sefial multiple que inte--
gra para dos protones correspondientes a C-8, en 3.15 ppm (J=
1.5 Hz) se presenta una sefial doble que corresponde a un protdn
en C-4 y 2. En 6 ppm (J= 2 Hz) se presenta una senal doble de -
doble que corresponde a C-5, en 2.55 ppm encontramos una sefial
simple que integra para un protén que corresponde a C-11, en
2.15 ppm aparece una sefial simple que integran para dos proto-
nes y que pertenecen a los grupos carboxilo del acetato, en --
2.05 ppm encontramos una sefial simple que integra para seis pro
tones que corresponden al C-12, en 1 ppm encontramos una senal
doble que integra para seis protdnes que corresponden al C-13
y C-12 y en 0.9 ppm una sefial simple que integra para tres pro-
tones y que corresponde a C-15.

En el espéctro de masas (espectro 10), el ién molecular Mt
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se encuentra en m/z 334 que corresponde al andlisis elemental
para la férmula condensada 619H26OS' Presenta el pico base en
m/z 290.1 M* -(CZHSO) y como picos de mayor abundancia m/z ---.
332.1 M* -(H), m/z 168.1 M* '(CsHloO)' La fragmentacidén de 1la
estructura estid representada en el esquema II.

CHH O

Nl 2l D m/z 290.1 MY (100%).
_H -

----------- m/z 335.2 M* (0.1%).
-CgH, O

----------- m/z 168.1 M™ (0.5%)

Esquema II.

La oxidacidn del diol (II) con reactivo de Jones, dié lugar
a una dicetona (IV) de p.f. 110-115 °C, cuyo andlisis elemental
concuerda con la f&rmula C15H1803.

Estructura IV.

El espectro de UV (espéctro 11) presenta una ,4 max. de ab-
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sorbancia a 206 nm. (£ = 10209) y una A max. de 260 nm ( & =

12054). El IR (espéctrol2) muestra una sefial en 1720 cm_l debi
da a las dicetonas, la banda 1675 cm_1 es la que nos indica la
presencia de la cetonz ol , ?insaturada, y la banda en 1615 --

cm representa a la doble ligadura.

En la RMN (espéctro 13) puede observarse una sefial en 5.9 -
ppm que corresponde al protdédn vinilico en c-2, en 4.3 ppm (J=3
Hz) se presenta una sefal doble de doble que integra para un -
solo protdn que corresponde a C-8, en 3.9 ppm (J=3Hz) se ve una
sefial doble de doble que integra para un solo protdn que corres
ponde a C-8, en 3.6 ppm (J=2 Hz) observamos una sefial doble que
integra para un solo protdn que corresponde a C-4, en 2.75 ppm
(J= 1.5 Hz), se presenta otra sefial doble que integra para C-5

"en 2.55 ppm una sefial simple fina que integra para un protdén -
que corresponde a C-11, a campo alto éiguen apareciendo las se
flales para los metilenos en C-13, C-14, C-15 ( 1.25, 1.28 ppm)

Para tener una informacidén adicional sobre la estructura --
propuesta para el compuesto 1 se realizd una reaccidn de cloro

sulfonacidén a partir del diol para reconocer la posicidn méds -
reactiva (V).

En RMN (espéctro 14) se observa a campo alto las sefiales--
para los protonesmetilénicos C-15, C-13, C-14, C-12 respectiva -
mente (0.9, 1, 2,2.7 ppm), en 2.9 pPpm Se presenta una sefnal sim
‘Ple que integra para un solo protdn.que corresponde a C-5, en
3 ppm (j= 3.5 Hz) se observa una sefial doble que integra para
un solo protén que corresponde a C-5, en 3.75 ppm (J= 3.5 Hz),
hay una sefial doble que integra para un solo protdm que corres
ponde a C-4, en 4.85 ppm hay un triplete que integra para un -
solo protén y pertenece a C-9 o C-7, en 4.87 ppm y 5 ppm tene- .
mos dos dobles de dobles que integran para el protdn vinilico
que corresponde a C-2.



El compuesto V fué sometido a estudio de difraccién de Rayos
X de monocristal con el fin de establecer 1la configuracién abso.
luta. La figura 1 nos muestra la estructura encontrada.

Longipin-2-ene-7 beta-9 alfaediolF1~ona.

FIGURA 1.



Cristal prismdtico incoloro crecido por evaporacidén lenta -

en solucidén de acetato de etilo. Cristal con dimensiones 0.08x

0.2x0.24 nm; celad unitaria de a= 7,15 & (4), b=11.128 A (4)},-

c= 15,003 A (4), monoclinico, P23 volimen = 1188 33, 2=2Dx 1.30
gcm'l, F (000)= 500, T °K (2.93), la celda unitaria se determi
no a 25 reflexiones (3° < 28 < 20°}.

Las mediciones de intensidad se hicieron en un equipo Nico-

let R 3m velocidad 30° min—l. Utilizando un barrido 28/6 con -

un intervalo de barrido de 2° y velocidad variable de 4 a 30°-
X min., para 3£ 282.50° (h:0 a 8, K:0 a 13, 1: -17 a +17), dos
reflexiones fueron monitoreadas (1,1,0 y 0,-2,0) con intensidad

constante, variaciédn 3% produciendo 1490 reflexiones dnicas con

intensidad I > 246 (1) las cuales fueron utilizadas en

el anidlisis
de la estructura (732 no observadas)}. Se hicieron correcciones -
de Lorentz ¥y

y polarizacién pero no por absorcién ni extincién se-
cundaria. La estructura se resolvid - -por medioco del atomo pesado
utilizando el programa SHELXTL.

El afinamiento se realizd por
medio del método de cuadrados minimos utilizando parametros ani-

sotrdpicos por todos los dtomos excepto los hidrégenos. Los hi--

drégenos unidos a 4dtomos de carbono fueron inducidos en posicio-
nes ideales, el hidrdgeno unido a oxigeno se localizd en un mapa
de difraccidn de densidad electrénica afinandose los parametros

posicionales y todos con un valor fijo de U= 0.06 AR .

El esquema
de pesado fué (c'Z(Fo) + G(Foz)]'l, donde ¢ es la desviacidn es-

tandar estimada basada en conteo estadistico y G una variable a-

justada la G final = 0.002 la maxima densidad electrdnica en el

mapa final fué menor a 0.33 electrones A'S( A/g)max. = 0.030 --
factores de dispersidn atédmica fueron obtenidos de las tablas in
ternacionales de Cristalografia de rayos X.

Obteniendose final--
mente R=0.73 y WR = 0.0697.



PARTE" EXPERIMENTAL.



PARTE EXPERIMENTAL:
a) Obtencidn de compuestos.

La Stevia lucida lag. var. Lucida fué colectada en Septiem--
bre de 1983 a 5 Km antes de llegar al Cristo de la montana, en -
el Cerro del Cubilete por el camino empedrado. Se conoce vulgar-
mente como Hierba del Aire y es un arbusto de 1 metro de alto --
con flores de color rosa registrada con'el nimere 419142 en el -
Herbolario de Ciudad Universitaria.

Para su estGdio quimico se utilizd la parte subterridnea. Se
pesaron 350 g. de laraiz, se pico y macero con acetato de etilo
en frio por tres veces. El extracto se concentro a sequedad re-

“sultando de ésta operacidn 20.7 g. del crudo original.

El crudo se cromatografio en una columna de vidrio empacada
con 62 g. de silica-gel (35-70). La columna se eluyd con acetato
de etilo-hexano (90 : 10 % ) obteniéndose un aceite viscoso, és-
te se purificé lavando con carbén activadc en acetona y fil---
trando en una cama de celita con silica-gel 35:70, se evapord-
Y se obtuvieron 11.5 g. del producto original puro (I) el cual--
€s un aceite viscoso de color amarillo verdoso.

- Anidlisis element:1 calculado para C25H3405

C- 72.46%, H- 8.21%, O- 19.32%

- Rotacidn optica:

[ | = +42.27

- U.V + A/max,/EtOH en 213 nm (& = 15556.36).

IR V max.:3005-1615 cm ' (0=C-C=C), 1710 cm L(éster insa--
turado), 1295-940 cm'l(dobles ligaduras en posicién trans), ---
1250 cm'l(éster insaturado), 1070-1020 cm™ 1 (cetona).

-RMN (80MHz): 6.02 ppm (s,H,H-18), 5.79 ppm (s,H,H-2), ---
3.15 ppm (d, H,H-4, J=4 Hz), 2.75 ppm (s,H,H-11), 2.63 ppm (4,
H,H-5, J= 4 Hz), 1.84 ppm (s, 12H, H-19, 20}, 1.82 ppm (s, 3H,
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H-12) 1 ppm (s, 6H,H13,14), 0.97 ppm (s,3H,H-15).
- EM: ™" de m/z 400 (0.8%), m/z 330.9 (100%), m/z 261% (18%)
m/z 206.8 (7.7%).

HIDROLISIS DE I:

11.3 g. del producto I se hicieron reaccionar con 200 ml. de
una solucidn de hidréxido de sodio en etanol al 4% a una tempera
tura de 52C por 24 Hs., con agitacidén constante y controlada la
reaccidn por medio de cromatografia de capa fina, al final de -
ésta se adiciona acetato de etilo, secandose la fase orgédnica -
con sulfato de sodio anhidro, se filtro Yy concentro. Se obtuvie-
ron 2.1 g del diol. La muestra analitica se obtuvo por cristali-
zacidén de hexano-acetato de etilo con p.f 170-172°C. (II).

- Anélisis elemental calculado para CigHy,04.
C-72%, H-8.8%, 0-19.2%.
- ‘Andlisis elemental encontrado:
C-72.26%, H-8.9%, 0-19%.
- Rotacidn optica:
(o= +76.
- IR V max.: 3680-3619 cm * (OH), 1671.17 cm * (cetona
insaturada), 1616.08 <:m.1 (doble ligadura), 1376 cm_1
(CH def. sim.), 1328 em” 1(C-C).
- RMN (80 MHz): 5.75 ppm {(d4d,H,H-2), 4 ppm (d,H,H-8), 3.80
ppm (d,H,H-8), 3.65 ppm (s,2H,0H-7,9), 3.25 ppm (d,H,H-4,
J=2), 2.55 ppm (d,H,H-5,J=2.5 Hz), 1.8 ppm (s,3H,H-12), -
1.1 ppm (s,6H,H-13,14), 0.9 ppm (d,3H,H-15).
-UV ) max/EtOH en 205 nm (£ = 11820.33)
A max/EtOH en 255 nm (& = 11820.33).

ACETILACION DEL ALCOHOL II.

200 mg del diol se hacen reaccionar con 5 ml de cloruro de -
cloruro de acetilo y cinco gotas de piridina en un bafio de hie-



- 39 -

lo , con agitacién constante, controlando la reaccidén pof medio
de cromatografia en capa fina, al término de la reaccidn se adi-
ciona agua y se extrae la fase orgldnica con acetato de etilo y
sales de acetato ciprico, hasta que la fase acuosa permanezca -
de color azul y se seca con sulfato de sodio anhidro, obtenien-
dose 241 mg de un producto cristalino con un p.f. 100-105°C.(ITII)
- Andlisis elemental calculado para ClQHlbOS'

C-68.26%, H- "7.78%, -23.95%.

- Andlisis elemental encontrado:

C- 67.85%, H-7.85%, 0-24.3%.

- Rotacién Optica:

[ B = +33. .

- IR V max.: 1731 cm-l(acetato), 1673 cm-l(cetona), 1617
cm” 1 (doble ligadura), 1248 cm” 1 (acetato), 1372 cm~1(CH3).
- RMN (80 MHz): 5.76 ppm (d,H,H-2), 4.8 ppm (m,ZH,H;S),'
3.15 ppm (d,H,H-4, J=1.5Hz), 2.6 ppm (d,H,H-5, J=2 Hz), -
2.55 ppm (s, 3H,H-12), 1 ppm (d,6H,H-13,14), 0.9 ppm (s,-
3H,H-15). :

- UV A max/EtOH en 250 nm ( ; = 14195).

OXIDACION DEL ALCOHOL II:

20 mg del producto de hidrélisis, se disolvieron en la menor
cantidad de acetona en un matraz de 25 ml, el cual se llevd-a -
un bafio de hielo con agitacidén constante adicionando poco a po-
co reactivo de Jones, controlando la reaccién por cromatografia
en capa fina, al término de ésta se le adicionan unas gotitas :
de agua, se evapofa la acetona y se extrae la fase organica .con
acetato de etilo obteniéndose 25.4 mg de un producto cristalino
con p.£f. 110-115 °C. (Iv).

- Andlisis elemental calculado para C15H1803'
C-73.17%, H-7.3%, 0-19.5%.

- Andlisis elemental encontrado:

C-72.6%, H-7.29%, 0-20.1%.



- Rotacidén oOptica:
=¥ = -36.74.

- UV max/EtOH en A max 206 nm (& =10209) y A max 260 nm -
( &= 12054).

- IR Vmax. 1720 c¢m ~( = dicetona, t €=0), 1675 cm'l(cetg
na o, insaturada), 1615 cm'l(doble ligadura),1372 cm-l—
(CHZ) -

- RMN (80 MHz) 5.9 ppm (s,H,H-12), 4.3 ppm (d,H,H-8, JI=3
Hz), 3.9 ppm (d4,H,H-8, J=3Hz), 3.6 ppm (d4,H,H-4, J=2 Hz),
2.75 ppm (d,H,H-5,J=1.5 Hz), 2.55 ppm (s,H,H-11), 2.10 -
ppm (s,3H,H-12), 1.25 ppm (s,6H,H-13,14), 1.18 ppm (s, 3H,
H-15).

1

CLOROSULFONACION DEL DIOL II.

50 mg del diol se disolvieron en tres mililitros de piridina
recien destilada en un matraz de 25 ml y se le adiciond una so-
lucidn de cloruro de alcanfor sulfonilo en piridina, se deja a

S °C por 48 hs., siguiendo la reaccidn por medio de cromatogra-
fia de capa fina, al final de ésta se le adicionaron unas gotas
de agua, la fase orgidnica se extrajo con acetato de etilo y se

lavd con sales de acetato de cobre hasta que el agua permanece

azlil, se purificJ en una placa cromatogridfica con un sistema de
hexano acetato de etilo 70:30%.

- Andlisis elemental calculado ' para C25H34068.

C-64.9%, H-7.35%, 0-20.7%, 5-6.92%.

- RMN (80 MHz) : 5.77 ppm (d,H,Hz2), 5 ppm (d,H,H-4,J=3.5
Hz), 3 ppm (4,H,H-5. J=3.5 Hz), 2.9 ppm (s,2H,H-25), 2.7
ppm (s,2H,H-17), 2 ppm (s,3H,H-12), 1 ppm (4,6H,H-13,14),
0.9 ppm (s,3H, H-15).



b) ANALISIS.

Los puntos de fusién de los compuestos fueron tomados en un
aparato Fisher-Jones y no estdn corregidos. Las cromatografias
en columna se efectuaron en silica-gel 60 (70-230 mesh ASTM).-
La pureza de los productos y el desarrollo de las reacciones se
siguieron a base de cromatoplacas de silica gel F-254, utilizan
do como revelador sulfato cérico 2N y lu:z ultravioleta. Los ani
lisis elementales fueron determinados en la Repiiblica Federal -
Alemana. lLas rotaciones Opticas se efectuaron en un polarimetro
digital Perkin Elmer mod. 241. Los espéctros de ultravioleta se
determinaron en un espectrofotdémetro UVIS, Perkin Elmer mod. 552
en etanol. Los espéctros de IR se efectuaron en un espectrofotd-
metro Perkin Elmer mod. 283 y en un Nicolet mod. FT-5SX. utili--
zando la técnica de pastilla (KBr), pelicula (nujol) y solucidn
cloroformica. Los espéctros de masas fueron determinados en un -
espectrofotémetro h/p 5985 GC/MS. Los espéctros de RMN-H fueron
determinados en el espectrofotdmetro de RMN Ft-80 A a 80 MHz, -
los desplazamientos quimicos estdn dados cn ppm referidos al te
trametilsilano como referencia interna, las constantes de acopla
miento estdn dadas en hertz.
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CONCLUSIONES.

Alunos derivados con estructura de ¢ -longipineno han sido -
encontrados como constituyentes en las especies Pinus, Scapania

Abies, Pseudosuga, Polipteris, Marsupella, Eupatoria, Artemisia
y Stevia.

En Stevia lucida lag. var. Lucida existe una sustancia en ma
yor cantidad que corresponde a un esqueleto de << -longipineno
el cual en posicién 7 y 9 representa una mezcla de ésteres que
son tiglatos o matacrilatos, un estudio en 1986 sobre configura
cidén absoluta de derivados de longipineno se menciona que los -
grupos que podemos encontrar en éstas posiciones son mezclas de

algunos grupos acilo y entre ellos encontramos a los tiglatos y
metacrilatos.

Para comprobar la estructura se realizaron algunas transfor
maciones quimicas en la estructura I de o< -longipineno, como
fueron una hidrélisis de donde obtuvimos un diol al cual nombra
mos 7 -9- F-—dio]-l—ona— = -longipineno a partir de éste diol
se realizaron reacciones de oxidacidn, acetilacidn y clorosulifo
nacidén de donde se obtuvieron la dicetona, el diacetato, y un -
monoclorosulfonato a los cuales denominamos 7- @<-9- f5 -1-trio-

na- o/ -longipineno y 7—cx.—9(3 -diacetato-l-ona- <{-longipineno.

El estudio espectroscdpico de éstos productos nos comprueba -
la estructura de o -longipineno y nos Jleva a concluir que nues-
tro objetivo de aislar, purificar y determianr la estructura del
metabolito mds abundante en 1la Raiz de la Stevia lucida lag.var.
Lucida se llevd a cabo.
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Por otra parte &ste trabajo se ve reforzado por el estudio
cristalogriafico realizado al producto obtenido de la clorosulfg
nacién por 1o que nos comprueba en forma m&s palpable la exis--
tencia de la estructura del o< - longipineno.
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