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INTRODUCCION

El conocimiento y utilizacién del mundo vegetal es una meta lena de
recompensas intelectuales y materiales. La historia de la quimica abunda en intentos por
separar sustancias puras de las plantas; entre ellos destaca el aislamiento de la sacarosa y
la obtencidn del primer alcaloide: la morfina. Los productos naturales siempre han
significado una aiternativa muy imporiante en la busqueda de sustancias con actividad
terapéutica, que presentan un mayor efecto o bien una menor toxicidad que ciertos
farmacos ya empleados.

La bisqueda de nuevos antineoplasicos es una idea que subyace actualmente en
muchos proyectos de investigacion de productos naturales organicos. El cancer es uno de
los principales problemas de salud que en este momento tiene planteada la medicina.

La complejidad molecular de los productos naturales de interés farmacoldgico
tales como la quinina, morfina, emetina, digitalina, ete. y los pocos medios de que
disponia el investigador antes de utilizar las técnicas espectroscGpicas, hacia que el
esclarecimiento de la estructura de los metabolitos secundarios implicara muchos afios de
trabajo, lo cual es una manifestacion de ingenio, teson y laboriosidad de los quimicos
dedicados a la investigacion sobre productos naturales.

El estudio de las toxinas resulta también interesante, y se conocen diversas
sustancias toxicas producidas por animales, plantas o microorganismos, capaces de
inhibir selectivamente componentés importantes del sistema nervioso. El esclarecimiento
de la estructura molecular de las toxinas, que intervienen en los procesos de inhibicién es
fundamental para conocer su mecanismo de accién molecular.

La obtencién de productes naturales enantioméricamente puros a partir de
productos naturales con centros quirales resulta interesante, al igual que llegar al

conocimiento de las reacciones regio y estereo-selectivas y al control conformacional de
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las mismas-, base sobre las que descansan las sintesis biomiméticas de productos
naturales.

Las reacciones que realizan las enzimas suclen ser regio-selectivas y
estereoespecificas. La biosintesis de un metabolito complejo se verifica a través de un
conjunto de reacciones que conforman su ruta biosintética, es necesaria la intervencion de
un complejo multienzimético, capaz de biocatalizar las diferentes reacciones implicadas,
transformando un precursor en un producto final.!

Las plantas producen ciertas sustancias toxicas para los herbivoros; otras
sustancias menguan el valor nufritivo de las plantas o impiden el crecimiento de un
insecto. No son los metabolitos primarios de una planta (las sustancias que sintetiza y
resultan esenciales para su crecimiento y reproduccién) los que las convierten en
adecuadas o inadecuadas como recurso nlimer.uario, al contrario, la conveniencia de una
planta depende en gran medida de sus metabolitos secundarios: compuestos metabdlicos
no implicados en los procesos ordinarios de la vida, los cuales varian de una mata a otra,
contribuyendo a definir las caracteristicas singulares de cada individuo 2

Numerosos estudios concluyen que la familia Labiarae, es una considerable
fuente de sustancias farmacolfgicas, que a nivel experimental han demostrado sus
propiedades y su potencial aplicacion terapéuticad4

E! género Salvia, de la familia Labiatae, es uno de los mds abundantes y
diversificados de esta familia (comprende a cerca de 900 especies), Bentham dividid este
género en cuatro subgéneros (Salvia, Sclarea, Leonia y Calosphace). Las Salvias
europeas y asidticas pertenecen a los subgéneros Salvia y Sclarea. E) subgénero Leonia se
encuentra representado por varias especies de Salvias de América del Norte. La mayor
parte de las 500 especies de Salvias de México, Centro y Sudamérica, pertenccen al

subgénero Calosphace. El género Salvia se caracteriza por ser una importante fuente de
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metabolitos, entre los que destacan: monoterpenos, diterpenos con esqueleto de
clerodano, abietano y pimarano triterpenos y flavonas. Los compuestos diterpénicos
poseen actividad virostitica y antibacteriana, compuestos del tipo triterpénico, como el
acido ursélico y su comespondiente acetato, presentan un notable efecto sobre el
metabolismo de lipidos en la antereosclerosis inducida. Las principales propiedades que
presentan Jos productos naturales de esta familia son: antibacterianos, antivirales y
espamolfticos.’ El estudio fitoquimico de las Salvias europeas y asidticas condujo al
aislamiento de diterpenos con esqueleto de abietano. La mayoria de los diterpenos
aislados de estas plantas presentan el anillo C oxidado. Por otro lado, se han aislado
diterpenos con esqueleto de clerodano de los géneros 4juga, Tencrium y Escutelaria y de

las Salvias del género Calosphace.

Muchas de las especies de esta familia presentan una particularidad distintiva. En
sus tejidos foliares conticnen aceites esenciales, que son los que les confiercn sus
propiedades aromdticas, y permite su empleo como condimento o saborizante, e.g., el
orégano (Origanum vulgarej, ¢! romero (Rosmarinus officinalis), 1a yerbabuena (Mentha

5p.), ete. €
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Lo expuesto anteriormente conduce a destacar la gran importancia que tiene la
familia Labiarae en el campo cientifico. A esta familia pertenecen las Hesperozygis de las

cuales no se tiene conocimiento de descripcién quimica alguna de este tipo de plantas.



OBJETIVOS

Proporcionar antecedentes del estudio fitoquimico de H. marifolia, para

contribuir a estudios posteriores del género Hesperozygis.

Aislar los metabolitos secundarios de la planta mediante la utilizacion de

diversos métodos cromatogrificos.

Identificar por métodos espectroscopicos los productos aislados.

Caracterizar a los metabolitos mediante la preparacion de derivados.



cAPiTULO1

ANTECEDENTES
1.1 DESCRIPCION BIOLOGICA DE Hesperozygis marifolia,
M_orfologl'a del género Hesperozygis.

El género Hesperozygis es totalmente americano. Existen aproximadamente 12
especies de Hesperozygis, de las cuales 4 estin localizadas en México (bella, ciliolata,
marifolia ¥ pusilla) y se encuentran distribuidas en los estados de Jalisco, Nuevo Lean,
San Luis Potosi e Hidalgo, las restantes se ubican en Brasil en un clima tropical (Rio
Grande del Sur, Santa Catalina y Parana),

Las caracteristicas generales del género Hesperozygis son las siguientes: Son
arbustos frondosos o matorrales herbdceos con hojas mas o menos coridceas y ovaladas o
subovaladas, eliptica-lanceolada en H. ciliolara; las hojas son sésiles o apenas pecioladas;
ramas pubescentes (con "vellos" axiliares en H. marifolia); cimulas sésiles o apenas
pedunculadas, inflorescencias 1-3. dispuestas en las axilas de las hojas superiores casi
disminuidas y apenas espigadas; los caliz son pubescentes o lisos pegados en su base, con
13-15 venas, con denticién similar, deltoide-lanceolada o acuminada, de forma erecta y
paralela, sin el orificio cerrado, los dientes stiperiores conados en la base, el tubo es
anulado y muy pubescente hasta la base de los dientes inferiores y un poco constrifiido,
con el anillo (annulus) colocado en la mitad del ciliz; el tubo de la corola algo
pubescente, casi de forma anular excepto en la base, el "paladar” es usualmente
pubescente en dos lineas descendentes, el "labio” superior es casi erecto, cortado, casi
igual o mayor al “labio" inferior; los estambres localizados cerca o un poco arriba de la

mitad del tubo, ascendiendo bajo el "labio" superior pero sin sobrepasarlo; las antenas
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ampliamente divergentes, con septo (en las antenas) bien desarrollado; estilo liso o
pubescente (como en F. mavrifolia). Plantas mexicanas o brasilefias,?

Torrey en 1859 dio una descripcion informal para Hedeoma incanum y propuso
que si se encontraban otras especies nuevas, podia entonces tratarse de un nuevo tipo de
género. Posteriormente en 1870 Gray propuso el género Poliomintha para ubicar a dos
especies P. longifiora y P. incana. En 1897 con el tratamiento de Briquet de la familia
Labiatae, el género Poliomintha emergid con Hedeoma, reflejando las dificultades
inherentes en la disposicién del la Taxa. Con el trabajo de Epling & Stewart (1939), el
estatus de género fue dado otra vez a Poliontintha.

El niimero de cromosomas de Poliomintha (2n = 36) lo separa de varios grupos
relacionados. Por ejemplo, la tinica especie contada para Hesperozygis, H. marifolic (2n
= 44) ha sido extremadamente dificil de tratar, ya que muestra afinidades tanto con
Poliomintha como con Hedeoma. El ntimero de cromosomas 2n = 36 para Poliomintha
sugiere tentativamente una separacion entre Poliomintha y H. marifolia.

Poliomintha y | género Sudamericano Hesperozygis son relativamente distintos,
excepto por la especie ambigua A, marifolia (2n = 44) de México. La dltima posee el
hébito de Poliomintha, un ciliz intermedio entre los dos géneroc y el cdliz annulus mds
tipico de Hesperozygis. Las diferencias entre Poliomintha y Hesperozygis se muestran en

la siguiente tabla:
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‘o Péliomiinika

+Caliz ya sea simétrico y

campanulado o bilabiado.

» Caliz simétrico, tubular,

+Denticion del ciliz casi igual,
erecta y dispuesta en grupos superiores e
inferiores.

+Denticién del cdliz casi igual,
curvada opuestamente para cerrar el
orificio.

+El anillo del caliz bien definido y
usualmente localizado bajo la base de los
dientes.

+El anillo del caliz ausente o
irregular y localizado en la base de los
dientes.

+ Tube de 1a corola pubescente.

+«Tubo de la corola anulado (de
forma anular).

+ Principalmente en Sudamérica,

« Exclusivamente en Norteamérica.

e2n=44

«2n=136

Asf pues, la clasificacién de Gray como Poliomintha marifolia (1872), tue

modificada por Epling en 1939 como Hesperozygis marifolia.t

Anatomia de Hesperozygis marifolia.

Es un pequeiio arbusto de 20 a 40 cm de altura, sus ramas son pubescentes con

apariencia ceniza, las hojas son prominentes dispersas o ascendentes, ovales de 5-15 mm,

de largo, ambas superficies son pubescentes; redondeadas en el dpice; inflorescencias 1-6

cimulas, usualmente 3; con pedicelos de cerca de | mm de largo, que portan un par de

bractens. El tubo del caliz de 4.5-6 mm de largo, 13-inervado, pubescente; la denticidn es

subulada-lanceolada, usualmente derecha y erecta; con el anillo denso. colocada hacia la

mitad del caliz, el cual estd de alguna manera constrifiido.”
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1.2 ISOPRENG Y REGLA ISOPRENICA.
E! caucho natural se puede considerar un polimero del dieno conjugado 2-metil-

1,3-butadieno, o isopreno’
o,
CH,=C-CH=CH,
Isepreno

La unidad isoprénica es uno de los bloques consiructivos de la raturaleza. No
solamente aparece en &l caucho, sino también en una amplia variedad de compuestos que
se afslan de fuentes vegetales y animales. Asl, practicamente todos los ferpenos (que
existen en los aceites esenciales de muchas planias) tienen esqueletos carbonados
construidos con unidades de isopreno unidas entre sf de un modo regular de <cabeza con
cola> (Fig. 1). El reconocimiento de este hecho - Ja llamada sregla isoprénica - ha sido de

gran ayuda en la elucidacién de las estructuras de los terpenos.

¥ ~Terpineno: un terpeno
(s¢ hall en el accite de cilantro)

Fig. 1

Un drea fascinante de investigacién que une la quimica organica con la biologia es
el estudio de la biogénesis de productos naturales: la serie detallada de reacciones por las
que se forma un compuesto en los sistemas vivos, ya sean plantas o animales.
Aparentemente, todas las unidades isopreno de la naturaleza tiene su origen en una misma

substancia, el dcido mevalénico y el pirofosfato de <isopentenilo> (Fig. 2).
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0
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\/\/0_ r “OHII’—OH
o o]

Pirofos fato de isopentenilo

Fig.2
1.3 BIOGENESIS.
Papel central de 4cido acético como precursor biosintético.

El 4cido acético en forma de acetil-CoA es el precursor no sélo de dcidos grasos,
esteroides y prostaglandinas, sino también de muchos otros productos naturales,
particularmente de [os terpenos.!® Un gran avance en los estudios de la biogénesis de los
terpenos, empezd con el descubrimiento det 4c. mevaldnico y el reconacimiento de éste
como un precursor del colesterol. El dcido mevalénico se forma a partir del dcido acético
de los tejidos. EI mecanismo involuc.ra la condensacion de la acetil-CoA y acetoacetil-
CoA a f-hidroxi-Pmetilglutaril-CoA. Una reduccidn poslerior del grupe tioéster produce
dcido mevaldnico. Solamente el (+)-dc. mevaldnico es un precursor del escualeno y por

consiguiente solo este isdmero servird como precursor de otros terpenos!! (Esquema 1),

Quinonas. .

Como otros metabolitos secundarios, las quinonas son derivadas de intermediarios
clave como; acetato, shikimato y mevalonato principalmente, para una serie de reacciones
que dan lugar a la formacitn de compuestos bencenoides. Se asume que el Gltimo paso
involucra una oxidacién de un fenol, como en varias sintesis efectuadas en el laboratorio.
Probablemente la mayorfa de las quinonas siguen la ruta metab6lica acetato-malonato,

particularmente aquellas elaboradas por hongos. Sin embargo, parece ser un intermediario

importante en la formacion de muchas quinonas en plantas superiores.'? (Esquema No.2)
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cooH
it
3CH;COOH =3 JCHCOSCoA) —po CH3COCH,COISCaA) + CHyCO(SCoA) -—-»cn,-?-cu,-cascw
OH
goo cooH coon l
1
CHy chy CHy
CHyCCity- CHYOPOMy o CHyC-Ciy. CHOPOH o Clyp €. Ciy- il
1 I -
OH OH OH
Ac (+}5-Pirofos fom evalonico Ac. {+}5-fosfomevalonico Acido Mevalonico

COH )

C=0
Cen,y cHy A cH,
CHy-€ -City- CHIOP 0 | gy L. Cly - Cly - O OgHs—w CHy 'C . CH-CHy 0. P0G
OraHy Pirofestato de Lopentenilo A

CHy
3
CHy-C=CH.CH,-0-P30;
Pirofosfito de dimetildilo

i
ciy cu:u “cH-0-1,0
W™
4
. -— - e agm Monterpenos
i)
')u / )
Pyt -y0g?
Pirofosfato de Germilo
Sesquitapenos.
0.7050 g Esamew
Triterperos

Esquema No. 1 Biogénesis de los tetpenos
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Acdo Shikimico

|

Cyoprecursee

L

on COH

° 0
| o

Pot ¢iclizacidn de (1)

= Por ciclizacién de (&)

Esquema No. 2
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1.4 ELUCIDACION ESTRUCTURAL.
Resojucidn de estructuras.

Es importante considerar el proceso de determinacion de estructuras en un sentido
general. Tres etapas pueden identificarse en el proceso: La primera es la obtencidn de
inferencias iniciales a partir de propiedades quimicas y espectroscopicas (tales como el
nimero de cada tipo de carbono en la molécula, presencia o ausencia de cierto tipo de
grupo funcional, el grado de insaturacion, si estin presentes o no grupos cromoforos,
etc.). La segunda etapa es la generaci6n de estructuras candidatas para el producto
desconocido y la etapa final es probar las estructuras propuestas con los datos disponibles
¥ si es necesario contemplar experimentos entre aquéllas que permanecen.

Los méritos de Ia Resonancia Magnética Nuclear.

La Resonancia magnética Nuclear (RMN) es una técnica que ayuda con éxito en
el proceso de elucidacitn de estructuras. La RMN contiene informacion directa acerca del
ambiente quimico del nicleo en virtud del desplazamiento quimico que presenta, lo cual,
no es la propiedad mas importante de la misma. La informacidn obtenida a partir de los
desplazamientos quimicos puede ser caracterizada como la primera y tercera etapa
perteneciente a la elucidacidn estructural: esto puede indicar la presencia de los
fragmentos de la estructura (tales como un grupe metilo, una olefina o un anillo de
benceno), y puede ayudar a comprobar las estructuras propuestas al contrastar los datos
con los descritos; pero ésto no contribuye significativamente al problema mas dificil que
consiste en ¢l ensamblamiento de los fragmentos que dan jugar a la estructura,

Sin embargo, hay informacion en el espectro de RMN pertinente para la segunda
etapa, y la RMN nos da la informacién a este respecto. Las interacciones que existen
entre los niicleos. Las interacciones de interés son los valores de constantes de

acoplamicnto-J. El acoplamiento escalar se puede usar directamente. En un espectro de
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hidrogeno, las sefiales de los protones se pueden acoplar, permitiendo i.e. que un metilo
se acople con una sefial de un protdn para dar un doblete. Alternativamente se pueden
realizar experimenios que tomen ventaja de la constante de acoplamiento-J tal como la
técnica de desacoplamiento homonuclear.

En cuanto a los experimentos de¢ R.M.N. modernos (RMN 2D), éstos no se
refieren a mediciones diferentes de los métodos cldsicos, sino que comprenden hacer las
mediciones de una manera mds eficiente, mds global e informativa de las que se hayan

hecho en el pasado.!?

" 1.5 ESTEREOQUIMICA

Por "estructura" entonces, se entiende un ameglo molecular que incluye
constitucion, conformacion y configuracion. El analisis o estudio de las propiedades
fisicas y quimicas de un compuesto en relacion a su conformacion preferida, se conoce
como “anilisis conformacional". A veces bastan unas pocas propiedades fisicas o
quimicas para determinar la conformacion en un producto dado, y el conocimiento asf
ganado se usa para predecir otras propiedades fisicas o quimicas. La capacidad de hacer
tales predicciones naturalmente es uno de los principales objetos de los estudios
estructurales.

La mayoria de los compuestos no desvian el plano de la luz polarizada, algunas
sustancias opticamente activas se obtienen de fuentes naturales, dado que por lo general
los organismos vivos s6lo producen un cnantiomero del par. Los isdmeros que son
imagenes cspeculares mutuas se llaman enantidmeros, los cuales tienen propiedades
fisicas idénticas, exceptuando la direccion de giro del plano de la luz polarizada, tienen

propiedades quimicas idénticas, excepto frente a reactivos Opticamente activos y se
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comportan por igual frente a un reactivo quimico aquiral (simétrico). reaccionando con la
misma velocidad. Sin embargo, cada enantiomero reacciona a velocidades muy diferentes
frente a los reactivos quirales. Un caso muy marcado de diferenciacion de enantiémeros
frente a reactivos quirales es el que se presenta en las reacciones bioquimicas entre
reactivos quirales (sustrato) y las enzimas; usvalmente la diferencia de reactividad Ae dos
enantiomeros frente a una enzima es tan grande que solamente uno de los dos
enantiomeros reacciona. Esto nos explica, por ejemplo. la diferencia entre las propiedades
antibidticas de dos enantiémeros, o entre sus respectivos sabores.

Los estereoisémeros que no guardan relacion de imdgenes especulares entre si se
llaman diastereoisdmeros. Como ejemplo podemos citar el Acido (+)-tartdrico de la figura
3. Ambos compuestos tienen la misma fdrmula molecular distinguiéndose sélo en el
arreglo espacial, por lo que son estereoisémeros. Al no ser enantimeros deben ser.
clasificados como diastereoisdmeros.

Generalmente, los diastereoisdmeros tienen propiedades fisicas muy diferentes
porque en cada diastereoisomero los correspondientes dtomos y grupos no guardan la
misma relacion espacial, (en contraste al caso de los enantidmeros), ademds de que
presentan propiedades quimicas similares, puesto que son miembros de la misma familia;

sin embargo, no son idénticas, 4

COO0H COOH COOH
HeC~OH  HO CH  Mexhde(y(@) Hocom
€n paries iguakes
HO- ¢ H H-C~ O poncs tgu H ¢ OH
oo cooH COoH
m 2 . (1
- { et Acido ( % MHartarico Acido
Kcid Acido J A .
(*)-ucnl?ho (-m‘r:amo 0 dcdo mcémke nigtotarlinro
(R.R) (5.5}
Fig.3

15



ANTECEDENTES

REACTIVO DE DESPLAZAMIENTO

Los complejos paramagnéticos de f-dicetonatos de lantdnidos son iitiles en los
estudios de RMN de moléculas. En solucion, los complejos lantanidos se asocian con un
grupo basico del sustrato orgdnico. Los complejos de lantdnido que se utilizan para la
espectroscopia de RMN son llamados "reactivos de desplazamiento”. Sus aplicaciones
incluyen la simplificacion de espectros de RMN en donde se separan las sciiales
encimadas. Los principales complejos utilizados son de europio y praseodimio, quelatos
de dipivaloilmetano (dpm. R=R'=t-butil) y 6,6,7,7,8,8,8-heptafluore-2,2 dimetil-3,5-
octanodiona (fod, R=t-butil y R'=perfluoropropil), los cuales son aquirales Fig I. Existen
también reactivos de desplazamiento quirales, que inducen la quiralidad, como es el caso

del tris(trifluoroacetil-d-canforato) de lantanoide. s

IJ,< .\‘;\cu (DPM. R=R=t-buil

Los reactivos de desplazamiento asociados a una amplia variedad de sustratos
basicos poseen un nimero de coordinacién més alld de seis. Los complejos de europio
generalmente inducen los desplazamientos en la resonancia del sustrato a campos mas
bajos, mientras que [os anslogos de praseodimio generalmente lo causan a campos mds

altos.
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Uso del reactivo de desplazamiento en RMN.

La introduccion de reactivos de desplazamiento de lantanidos quirales facilita la
determinacién por RMN de la pureza enantiomérica, El espectro de RMN de
enantiémeros son ﬁo—equivalentes en un medio ambiente quiral [exhiben enantiomerismo
(actividad dptica)]. Como la magnitud del desplazamiento inducido por el reactivo de
desplazaiento, 8, provee una prueba sensitiva del medio ambiente estérico. Se espera que
el reactivo de desplazamiento quiral C* (* denota un isémero 6ptico del quelato),

produzca una diferencia de desplazamiento entre las resonancias del nicleo equivalente

en un par enantiomérico.
C* + R = (C*R)
C* +8 = (C*S)

La asociacién de C* con R y § forma dos aductos diastereoisémeros, y en

principio, distinguibles por RMN.13
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CAPIiTULO?2
PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

2.1 MATERIAL Y EQUIPO UTILIZADO.

El espécimen de Hesperozygis marifolia analizado fue recolectado en noviembre
de 1991 en la barranca de Tolantongo, Estado de Hidalgo, por el M. en C. Jorge
Cérdenas, e identificado por el M. en C. Oswaldo Téllez.

Los puntos de fusidn fueron determinados en un aparato Fisher-Johns y no estin
coriegidos.

Para las cromatografias relimpago se utilizo Silica gel de malla 230-400, y para
las cromatografias al vacio se utilizé Silica gel para cromatografia en placa.

La pureza de los productos y el avance de las reacciones se siguié por
cromatografia en capa fina en cromatofolios Macherey-Nagel, usando como revelador
una solucién de sulfato cérico al 1% en 4cido sulfirico 2 N,

Los espectros de IR se determinaron en clomfon.no, utilizando un
espectrofotémetro Nicolet FT-58X o un Perkin-Elmer modelo 283 B, .

Los espectros de UV fueron determinados en un espectrofotémetro Perkin-Elmer
modelo 552, mientras que las rotaciones especificas en un polarimetro Jasco modelo
DIP-360.

Los espectros de masas se determinaron en un espectrometro Hewlett Packard -
5985-B y JEOL JMS-SX 102-A mediante la técnica de impécto electronico.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y 13C se obtuvieron en los

¢spectrémetros Varian: Gemini 200 o VXR-300S. Los desplazamientos quimicos de los
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espectros de RMN 'H estan dados en ppm con respecto al TMS, y los de RMN 13C con
respecto a la linea central del CDCl3 en 77 ppm, Las constantes de acoplamiento estén
dadas en Hz. Las asignaciones de los espectros de RMN 13C se realizaron con ayuda de

los espectros APT y DEPT para conocer €l nimero de hidrégenos unidos a cada carbono.

2.2 OBTENCION DE PRODUCTOS.
Producto No. 1

263.5 g de raices se sometieron durante cuatro dias a extraccidn con acetona (4
litros) a temperatura ambiente. El disolvente fue evaporado a presion reducida. La
evaporacién total del disolvente dio como resultado 2.40 g de un residuo gomoso.

El residuo se separd por cromatografia al vacio en una columna de vidrio de 5 cm
de didmetro intetno, empacada con sflice hasta una altura de 5 cm. La columna se eluyé
inicialmente con hexano 100%, aumentando la polaridad con mezelas de Hexano -
acetato de etilo, hasta acetato de etilo 100% y terminando de eluir con acetato de etilo -
metanol al 10%.

De la fraccién eluida con 3% de AcOEt en hexano se separaron por una
cromatografia reldmpago una serie de fracciones, reuniéndose aquellas que mostraron
tener una composicion similar por cromatografia en capa fina. Posteriormente, la muestra
fue purificada por cromatografia en placa preparativa, usando como eluyel{le hexano -
acetona 90-10; asf se logrd aislar 65 mg de un producto anaranjado el cual es soluble en
hexano; cuyas caracteristicas espectroscpicas son las siguientes:

UV (MeOH), . max (€) : , 246 (10890). 271 (8066), 325 (11595).

IR (CHCl3) v max em-1: 3355, 11731, 1664, 1650, 723.

EM m/z (abundancia relativa) M+ 242 (70); 227 (100); 199 (31); 115 (31); 105
(32); 104 (31); 77 (48).
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RMN IH (200 MHz) (CDCI 3) & (ppm): 1.58 (s. 6H): 4.94 (dd. J=10.6, 1 He, H-
3'c); 4.98 (dd. J=17.5, 1 Hz. H-3')); 6.27 (dd, J=17.5. 10.6 Hz, H-2"): 7.60 (td. J= 7.5, 1.5
Hz, H-B); 7.73 (1d, J= 7.5, 1.6 Hz. H-B"); 8.03 (dd, J=7.5. 1.6 Hz, H-u); 8.04 (dd, J=7.5.
1.5 Hz, H-o") ; 7.82 (s, OH).

RMN 13C (200 MHz) (CDCI 3) 8 {ppm): 182 (s); 152.86 (s); 128.43 (s); 183 (s);
125.831 (d): 135.23 (d); 132.59 (d); 127.03 (d); 128.29 (d); 134(s); 41.03 (s); 148.09 (d);
109.59(1): 28.15 (c); 28.15 (¢).

Producto Ne. 2.

De la siguiente fraccidn obtenida a la misma polaridad que la anterior se obtuvo
una-placa de cromatografia en capa fina que mestré dos manchas en mayor cantidad, la
menos polar se purificé por recromatografia en cromatografia reldmpago y se logro aislar
por recristalizaciones sucesivas de AcOEt en hexano, 11.3 mg de un producto sélido
amarillo, con p.f. 108-109°C, cuyas caracteristicas espectroscépicas son las siguientes:

[a]y=-3.33

UV (MeOH), A max (c): 252 (9077), 286 (39985), 336 (74906).

IR (CHCI3) v ax cm-!: 3070, 1679, 1649, 1618, 1380, 1590.

E/M m/z (abundancia relativa) M* 242 (22); 227 (100); 214 (5); 199 (12).

RMN 'H (300 MHz) (CDCl3) 5 (ppm) : 1.32 (s, 3 H, Me-4"), 1.51 (s, 3 H, Me-5'),
1.47 (d, 3H J= 6.6 Hz, Me-3'), 461 (c, 1H 6.>6 Hz, H-2');, 7.74 (1d, J=7.5, 1.7 Hz, H-§}),
7.67(id, J=7.5, 1.5 Hz, H-p") 8.09 (dd, J= 7.5, 1.5 Hz, H-at); 807 (dd, J=7.5, 1.7 Hz, H-at
).

RMN 13C (200 MHz) (CDCI 3} & (ppm): 178.6 (s); 158.62 (s); 130.92 (s); 182.37
(s); 125.90 (d); 134.17 (d); 132.78 (d); 126.11 (d): 13139 (s): 133.47 (s); 45.17 (s): 91.60
(d): 14.21 (c); 20.58 (c); 25.77 (c).
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Producto No. 3.

De 1Ia parte polar observada en ccf de fa fraccién anterior se logrd aislar por
cristalizacion de AcOEt - Hexano un producto solido blanco, que tiene un p.f. de 263-
270°C, el cual posee las siguientes caracteristicas espectroscdpicas: -

IR (CHCI3) v max cm-1: 2950, 1740, 1370, 1250, 1020.

EM impacto electrdnico m/z (abundancia relativa); FAB*; FAB": 498(0.5), 43
(100); 499(7.63); 497 (100), 437 (3), 355 (1), 153 (64).

RMN !H (200 MHz) (CDCl 3) & (ppm): 0.82 (s, 3H, Me-25), 0.84 (2s, 6H, Me-

23 y Me-24), 0.93 (s, 3H, Me-26), 0.96 (5, 3H, Me-27), 1.69 (s, 3H, Me-29), 2.03 (s, 3H,
Me-COO), 3.0 (n, 1H, H-19), 4.47 (dd, J=10, 5.5 Hz. 1H. H-3), 4.61 (s, 1H, Ha-30), 4.74
(s, 1H, Hb-30).

Producto No, 4.

De las fracciones eluidas con hexano- acetato de etilo (94-6) se reunieron aquéllas
que mostraron tener un composicidn similar en cromatografia en capa fina. Se realizé con
clfas una cromatografia al vacio y posteriormente una cromatografia relampago, usando
como eluyente 5"/; de AcOEt en hexano; para finalmente purificar el producto por
cromatografia en placas preparativas, usando como eluyente 20% de AcOEt en hexano
obteniendo 5 mg de un producto de color rojo-naranja; cuyas caracteristicas
espectroscopicas son:

IR (CHCl3) v max cm-1: 1700, 1640, 1614, 1572, 1491, 1451, 1150, 846.

E/M mJ/z (abundancia relativa) M* 242
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RMN IH (300 MHz) {CDCl3) & (ppm): 1.24 (s, 3H, Me-4"), 1.42 (s, 3H, Me 5\
1.45 (d J= 6.6 HzMe-3'). 4.65 (¢, J= 6.6 Hz, 2). 7.6 (m), 7.62 (m). 7.5 (m, J=7.5, 6 Hz),
8.02(dt,J=7.5, 1.2 Hz).

RMN 13C (200 MHz) (CDCl3) & (ppm): 181,59 (s); 175.51 (s); 123.35 (s); 168.27
(s); 124.47 (d): 131.65 (d); 134.48 (d); 129.26 (s); 130.83 (s): 127.95 (s); 44.07 (s); 92.89
{d); 14.50 (c); 20.30 (c); 25.71 (c).

Producto No. 5.

De las fracciones obtenidas a una polaridad de AcOEt en hexano 20-80%
precipitd un sélido de color blanco, insoluble en CHCl3 que por comparaciones con una
muestra original en cromatografia en cape fina se identificé como la mezcla de dcidos
ursolico y oleandlico, y se comprobo por la formacion del éster metilico en un espectro de

RMNIH.

De las partes aéreas (tallos) se obtuvieron, mediante un tratamiento similar los
productos 1, 2 ¥ en una muy pequefia cantidad el producto 4.
Producto No. 6.
De las partes aéreas se obtuvo por recristalizaciones sucesivas con AcOEt-Hexano,
300 mg de un producto sélido amarillo el cual tiene un p.f. de 146-148 oC.
IR (CHCI3) v pax cm-1: 2840, 1650, 1270, 1100.
E/M m/z (abundancia relativa) M* 388
RMN TH (200 MHz) (CDCI3)8 (ppm): 3.93 (s, 3H), 3.95 (s, 3H), 3.95 (s, 3H),
3.96 (s, 3H), 4.09 (s, 3H), 6.59 (s, 1H, H-3), 6.98 (d, J=8.6 Hz, H-5"), 7.39 (d, J=2.2 Hz,
H-2'),7.57 (dd, J=8.6, 2.2 Hz, H-6'), 12.52 (s, OH).

22



CAPITULO 3

DISCUSION DE RESULTADOS
3.1 PRODUCTO NO. 1.
De las fracciones eluidas a una polaridad de Hexano-AcQEt 97:3 vy por
recromatoprafias sucesivas {ver parte experimental) , se logrd aislar un producto
anaranjado al cual se le asigno la estructura 1 en base a sus datos espectroscépicos que se

discuten a continuacidn.

El espectro de UV presenta absorciones maximas en 246, 271 y 325 nm, lo cual
corresponde a la absorcion caracteristica de una naftoguinona con una sustitucion erto de
un grupo oxhidrilo.!é

El espectro de IR presenta una banda en 3355 em-! que se asigna a la presencia de
un grupo oxhidrilo quetatado, las bandas que se observan en 1005 y 509 cm-! se asignan
a la presencia de grupo vinilo terminal. Las bandas en 1664 y 1650 cm*! se asignan a
carbonilos de quinona y Ia banda en 723 cm-! se asigna a una sustitucién orfo de un

sistema aromético (Espectro No.1)..
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El espectro de masas obtenido por impacto electrénico, presenta un M* a m/z 242

que corresponde a una férmula molecular CysH;40;.

En su espectro de RMN !H ( espectro No.2) se observa una sefial a & 1.38 que
integra para 6 hidrdgenos y se asigna a dos grupos metilo equivalentes sobre carbono
cuaternario. Se observa un sistema ABX, en donde |z parte AB se encuentra en § 4.94
(dd) y 4.98 (dd), y la parte X en 8 6.27 (dd). La parte AB del sistema integra para dos
protones que se asignan a los hidrogenos de un vinilo terminal; ¢l de campo miés alto se
encuentra acoplado a un protén en relacién cis, debido a la magnitud de la constante de
acoplamiento (J=10.6 Hz) y a un protén en relacidn gem (J=1 Hz), el otro hidrégeno que
presenta un desplazamiento quImi.m en 4.98 ppm estd acoplado a un protdn en relacion
trans (J=17.5 Hz) y a uno en relacion gem (J=1Hz). El protén de campo bajo (3 6.27)
muestra acoplamiento con los dos protones en § 4.94 y 4.98 cis y trans respectivamente
{(I=17.5, 10.6 Hz).

También se observan a campo bajo las seffales que se asignan a protones
aromdticos. Se observa a 7.73 ppm una sefial triple de doble que integra para un
hidrégeno que contiene constantes de acoplamiento de 7.5 y 1.6 He, asignados a un
protén acoplado con dos hidrdgenos en relacién orfo y un protén con el cual muestra
acoplamiento en relacién meza, que se encuentra a un desplazamiento quimico de 8.03
ppm. En 7.60 ppm se observa otra seftal triple de doble que integra para un protén, el cual
presenta constantes de acoplamiento de 7.5 y 1.5 Hz, que se atribuyen a un protén
acoplado con dos protones en posicidn orto y con un hidrégeno en relacion meta que se
encuentra en 8.04 ppm.

A 8.03 ppm se observa una sefial doble de doble que integra para un hidrégeno

conJ=7.5y 1.6 Hz, al cual se asigna a un acoplamiento de tipo orfo con el protén cuyo
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desplazamiento quimico esde 7.6 ppm (J=7.5) y un acoplamiento en relacién meta con el
protén en & ').73. La sefial en § 8.04 (dd) indica la presencia de un protén con J=7.5y 1.5
Hz, que se le asigna un acoplamiento de tipo orso con el hidrdgeno con § en 7.73 ppm
(J=1.5), y a uno en relacién meta con el hidrgeno de campo mis alto de este sistema en
7.6 ppm (J=1.5 Hz).

El sisterna aromético antes descrito corresponde a un sistema ABCD, en el cual no
existe equivalencia quimica entre los hidrégenos. El andlisis de las constantes de
acoplamiento de las sefiales de los protones aromaticos con un 8 7.6 y 7.73 indica la
ausencia de protén en una segunda posicion mefa para ambos hidrégenos; lo cual permite
proponer la presencia de un benceno 1,2 disustituide. Los desplazamientos quimicos de
los protones en & 8.04 y 8.03 permiten proponer la presencia de dos grupos desprotectores
conjugados con el sistema aromético. De este anlisis se desprende que la molécula no es
simétrica, ya que de serlo se observarian a campo bajo tinicamente 2 tipos de protones
arométicos, formando un sistema AA'BB' Si la sustitucién no fuera de tipo orio se
observarian 3 tipos de hidrégeno en un sisterna AB4C lo cual es descartado por lo antes
discutido.

El singulete en 7.82 ppm desaparece después de equilibrarse con D0 y se asigna
a un grupo fenol quelatado.

El espectro de Resonancia Magnética nuclear de carbono-13 (RMN 13C)
(espectro No. 3) estd de acuerdo con los grupos funcionales descritos en los espectros de
IR y RMN !H. El espectro de RMN 13C se resolvié con la ayuda del espectro APT

, (espectro No. 4) para conocer ¢l ntimero de hidrégenos unidos a cada carbono. Se
observan dos sefiales en la zona de carbonos sp3, una de las cuales se encuentra a § 28.15
que se asigna a dos carbonos de metilo equivalente; (C-4' y C-5"; la otra a § 41.03

asignado a un carbono tetrasustituido C-1; ambos metilos se encuentran unidos a este
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dtomo de carbon_o, lo cual concuerda con el espectro de RMN 1H que presenta una sefial
que integra para los 6 protones equivalentes a § 1.58,

A campo bajo, en 1a zona de carbonos sp? se observan 12 seiiales, dos de las
cuales se asignan dado el desplazamiento quimico que presentan (5 182.0 y 185.0) a los
carbonilos de una quinona (C-1, C-4), Espectro No.3. Las sefiales en 148.09 y 109.59
ubicados dentro de esta zona corresponden a carbonos que soportan a uno y dos
hidrdgenos respectivamente, asignados a C-2' y C-3', de un grupo vinilo terminal, to cual,
confirma la presencia de un sistema ABX observado en el espectro de RMN IH,

Las otras 4 sefiales del espectro que comresponden a carbonos sp? que soportan a
un hidrégeno, se asignan al sistema aromdtico descrito en resonancia protonica, y dos
sefiales de carbonos tetrasustituidos en la zona sp? corresponden a la fusién del anillo
aromético con la quinona (C-9 y C- 10). Los dos carbonos restantes que aparecen como
singuletes, s¢ asignan a los de las posiciones C-2 y C-3 de la naftoquinona, los cuales
poseen un desplazamiento quimico de 152.86 y 128.43 ppm respectivamente, esta
diferencia en el desplazamiento quimico de C-2 indica la presencia de un oxigeno como
sustituyente. .

Con lo discutido anteriormente se concluye que se tiene una estructura de
nafioquinona 1-4, que posee un grupo oxhidrilo en C-2; y un grupo 11" dimetilalilo en
C-3.

Este producto, 2-Hidroxi-3-(1',1'-Dimetilalil)-1,4-naftoquinona se ha, obtenido
por métodos sintéticos mediante Ia transposicion de Claisen del 2-(y,y-dimetilaliloxi)-1,4-
naftoquinona!? (figura 4), describiéndose por primera vez como producto natural en ¢l
presente trabajo. La estructura se confirma per comparacion de sus datos

espectroscopicos con los descritos en la literatural® de RMN 13C (Tabla No.3).
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0 4]
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Fig. 4
3.2 PRODUCTO NO. 2,

De las fracciones de la columna original eluidas a la misma polaridad que la
anterior y por recromatografias sucesivas, se 'logré aistar un producto sélido amarillo (ver
parte experimental) el cual tiene una rotacion especifica de -3.3°,

En el espectro de IR se observan en1573, 1458 cm! absorciones correspondientes
al sistema aromaético, en 1679,1649, 1618 cm-! absorciones de carbonilos de quinona y en
1040 cm-! la vibracién C-O de un éter alifético (Espectro No. 5).

El espectro de masas obtenido por impacto electrénico presenta un M* a m/z 242
que corresponde a una férmula molecular de C;sHy40;.

En el espectro de RMN !H se observan a campo alto dos singuletes en 8 1.32 y
1.51, los cuales integran para tres hidrogenos cada uno. Se observa un sistema AXj, en
donde 1a parte  X; se encuentra en § 1.47 como una sefial doble que integra para 3
hidrégenos con J= 6.6 Hz asignado a un metilo, el cual se encuentra acoplado con la
parte A del sistema en § 4.59 (J=6.6 Hz) que intcgra para un protén y presenta una sefial
en forma de cuarteto, el desplazamiento quimico indica que se trata de un protén geminal
a base oxigenada (espectro No. 6).

En la zona de protones aromaticos se observa una sefial triple de doble en § 7.67,
la cual integra para un hidrégeno y cuyas constantes de acoplamiento son 7.5 y 1.5 Hz,
éste se asigna a un protén acoplado con dos hidrégenos en relacion orfo que se

encuentran en & 7.74 (td) y 8.07 (dd), y otro protén con el que esta acoplado cn relacién
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meta ubicado en un desplazamiento quimico de 8.09 ppm (J=7.5, 1.5 Hz), el que a su vez
se encuentra acoplado con un protén de campo alto en relacton orto en 6 7.74 (td). La otra
sefial triple de doble en & 7.74 integra para un protdn, el cual presenta contantes de
acoplamiento de 7.5y 1.7 Hz, éste se asigna a un protdn que se encuentra acoplado con
dos pratones en relacién orto en 57.67 (td} y en 8.09 (dd), y uno que se encuentra en
relacion meta ubicado en un desplazamiento quimico de 8.07 ppm que es una seiial doble
de doble. e integra para un sélo protén con J=7.5 y 1.7 Hz que se le asigna a un
acoplamiento de tipo orfo con el hidrogeno en & 7.67, y un acoplamiento en relacion mefa
con el proton en §7.74. Las sefiales que se observan en esta zona de protones arométicos
indi-can que el sistema es también del tipo ABCD en el que los protones no tienen
equivalencia quimica. Dada Ia desproteccitn que presentan 105 protones ¢, se deduce que
las dos posiciones libres restantes del anillo se encuentran sustituidos por los carboniles
de una quinona observados en su espectro de IR. Sin embargo, se observa una relacién no
simétrica de la estructura, debido a que tanto los dos protones alfa y los ‘dos beta tienen un
desplazamiento quimico diferente; por lo que se establece que en los C-2 y C-3 de la

quinona se encuentran sustituidos por distintos grupos funcionales. Fig. 5

H 5:8.09(dd, J=75,1.5)
Hp &= 7.740d,J=15,1.T)

Hp'&=7.67(14,147.5,1.5)
1= 8.0Mdd, J=7.5,1.7)

Fig. 5
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Cabe hacer notar la ausencia de protén de fenol quelatado como el que presenta en
& 7.82 el producto 1. El especiro de masas, aunado con el IR y el espectro de RMN tH
conducen a discurrir acerca de un isoémero de dicha estructura,

E! espectro DEPT y el espectro de correlacién heteronuclear a una ligadura {1J¢,,)
(espectros No. 7 y 8), permiten observar a ocho carbonos protonados, Para el sistema
AX; observado en el espectro de RMN 'H el proton que se encuentra a § 4.61
correlaciona con el carbono sp3 que se encuentra en 91.60 ppm el cual corresponde, por
desplazamiento quimico, a un carbono que se encuentra unido a un dtomo de oxigeno (C-

- 2'). Los hidrégenos que se asignan al metilo doblete (5 1.47) correlacionan con el carbono
que se encuentra en 8 14.21 (C-3'). Los carbonos C-4' y C-5' en § 20.58 y 25.77
respectivamente cotrelacionan para las sefiales simples que integran para tres hidrdgenos
cada uno en RMN 'H en §1.26 y 1.46 asignados a d(;s metilos. Los protones alfa de la
naftoquinona asignados en & 8.07 y 8.09 correlacionan con los carbonos en § 125.90 y
126.11, ¢l espectro no permite hacer una exacta asignacién para ambas seiiales con sus
respectivos hidrégenos dada la cercanfa de las mismas. Los hidrogenos en 8 7.67 y 7.74
correlacionan con los carbonos en 5132.78 y 134.17 respectivamente.

Para poder asignar la disposicién relativa de los hidrogenos con los carbones no
protonados, se recurrié al espectro de correlacidn heteronuclear a larga distancia 2J y 3]
(COLOC) (espectro No. 9), en donde se cbservan fas correlaciones de 7 carbonos no
protonados. Se observan 15 sefiales, dos se encuentran a & 178.6 y 182,37 (sp?), que se
asignan a carbonos de carbonilo de quinona, la sefial en 8 158,62 se asigna a un carbono
unido a un oxigeno (C-2).

La asignacion del gem dimetito 4' v 5' se realizé en base al desplazamiento quimico
presentado, ademés del analisis del modelo Dreiding dél producto 2, en el cual se abserva

que uno de Jos metilos geminales sobre C-1' s¢ encuentra en una relacion y gauche con el
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metilo 3, de tal forma que, la sefial para el metilo que se encuentra a campo alto por
compresidn estérica se asigna al Me-4'. De esta manera también se asignan los metilos 4'
y 5' en el espectro de resonancia de correlacion heteronuclear (HETCOR), ya que se
observa la correlacion por acoplamiento entre los hidrogenos en 8 1.32 y 1.51 (2)y el
hidrogeno en & 1.47 (3)respectivamente (espectro No. 10) con el carbono cuaternario en
5 45.17 (C-1") respectivamente y la comelacién por acoplamiento a 3J de los H-4' y H-5'
soportados sobre el C-1' con el carbono en & 130.92 (C-3), (ver tabla No. 3). En el
espectro No. 11 se observa el sistema aromatico de RMN TH en el que los protones alfz
" correlacionan con el carbono cuatemnario en & 133.47, lo cual da cabida a dos
posibilidades de correlacion para ambos: a) H-c. en § 8.07 que correlacione con 2Jgcy (C-

9) "3 ¢cen (C-10) y b) Hee en § 8.09 2 2Ty (C-9) 6 Uy (C-10). Fig. 6

Flg. 6
El proton alfa de campo alto (5 8.07) correlaciona con el carbonilo en & 178.60,
sin embargo ésto no determina que desplazamiento tienen los carbonos de la fusién de los
anillos de la naftoquinona (C-9 y C-10). La asignacién se logra con el protén beta de
campo alto que correlaciona, al igual que el protor. alfa de campo alto con el carbono
cuaternario en & 131.39 (C-9); con el otro protén beta de campo bajo (& 7.74). no se

observa correlacion alguna con este carbono, lo cual significa que se encuentra a mas de

30



RESULTADGQS

tres ligaduras del carbono para la posible correlacion, por lo tanto, el carbono en § 133.47
se encuentra que cotrelaciona a 2Jgcy con el protén alfa en 8.09.

La asignacion del oxigeno del éter se realizé en base a estudios anteriores de RMN
13C de naftogquinonas en los que un sustituyente metilo en C-3 no tiene un efecto notable
en el desplazamiento quimico de C.1 y C-4. Sin embargo, una sustitucién de un grupo
OH en el C-2, origina una proteccién en C-1 de 3-4 ppm, mientras que el C-4 no es
influenciado significativamente2? (Tabla No. 3). En el desarrollo experimental de este
trabajo, el andlisis de los espectros de correlacién heteronuclear, indicaron que €l H-8 en
8 8.07 correlaciona a *J ., al carbono carbonilo No. 1 (§ 178.60) que estd a campo mas
alto que el C-4 (5 182.37), por lo que se concluye que el oxigeno del éter de enol se
encuentra adyacente al carbonilo de campo més alto (C-1).

Por lo antes discutido, en base a sus pruebas espectroscépicas el producto tiene la

siguiente estructura:

Este producto ha sido descrito en la literatura como (+) a-Duniona'?, el espectro de
RMN 13C en 2D permite reasignar a las seflales para C-3', C4'y C-5',

La oa-Duniona puede scr obtenida mediante ¢l tratamiento bésico de una
ortoquinona descrita con ¢l nombre de Duniona, ésta se aislé como producto natural de la

planta de Streptocarpus Dunni y present6 [a], = +307°, La duniona épticamente pura se
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traté en medio bdsico para obtener la «-Duniona, la cual tiene una [«], +91.7, la que
demostrd su pureza optica por RMN'H en presencia de reactivo de desplazamiento
quiral, Por otro lado, la a-Duniona aislada como producto natural (de la misma planta
antes mencionada) tuvo [a], -9.9 (CHCl3; ¢ 0.3), de estos valores se estima que la a-
Duniona 2 aislada como producto natural es una mezcla de cnantibmeros d y { en una
relacion de 45:55. 20

La rotacion especifica de la a-Duniona obtenida en el estudio de H. marifolia ( [a],
= -3.3%) es un valor muy por debajo del ya descrito ( {a],= +91.7), de lo que se deduce
que ¢s una mezcla de enantiémerns dy .y se comprobé por RMN!H utilizando reactivo
de desplazamiento quiral tris(trifluoroacetil-d-canforato) Eu(II)[Eu(TFC)3]., espectros
No.12, 13 y 14; en los cuales se observa a medida que se incrementa la cantidad de
reactivo, se resuelve el espectro en dos grupos de sefiales en una relacién =1:1.

Los valores de las concentraciones de reactivo utilizados y los desplazamientos

obtenidos se encuentran tabulados en la Tabla No. 1,
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Tabla No. 1. Efecto en el desplazamiento quimico de los hidrégenos 2'-5' de la -

Duniona con reactivo de desplazamiento quiral.f

0.0000 461 460 147 147 L3113 151 18]
0.1064e 468 467 151 150 136 135 155 155
02807 473 471 153 152 140 138 158 157
04598+ 476 474 155 153 143 140 160 159
06195 479 477 156 154 145 142 162 161
09631+ 483 482 159 157 148 145 165 163
12584 486 484 160 158 151 147 167 165

1 El desplazamiento quimico ests dado en ppm.
o Los espectros a estas concentraciones no estan incluidos,

Por los datos obtenidos que se encueniran en la tabla No. 3, se deduce que el sitio
de coordinacion primario del reactivo de desplazamiento es hacia el oxigene del éter, lo
cual estd sustentado en estudios anteriores efectuados en RMN 13C con reactivo de

desplazamiento para naftoquinonas del mismo tipo.?

Las grificas No. 1-4 muestran el comportamiento que sufren a consecuencia del
reactivo de desplazamiento los hidrogenos 2, 3', 4'y 5' el cual es lineal. Es apreciable que
el protén que sufre un mayor desplazamiento quimico es el proton No. 2', o que indica

que la coordinacion del europio es hacia el oxigeno del dihidcofurano.
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3.3 PRODUCTO NO. 3. ’
En el espectro de masas de este producto, se obtuvo un M* a m/z 498, que corresponde a
una formula condensada de C33Hs40y4, el pico base, estd en una relacion m/z 43 que
corresponde al de.f;prendimiemo de un grupo acetilo [CH3-CO*). Para confirmar el ién
molecular M* 498, se recurrié a la técnica Fast Atom Bombardment (FAB), el FABY
mostrd un i6n molecular de 499, en el FAB® se observa un i6n molecular en 497 ¥
fragmentos a una relacion m/z 437, 355 y 151 que corresponden a un patrén de

fragmentacion de [C3gHs50,*], [C24H505*] ¥ [CoH {05} respectivamente:21

En el espectro de IR se observa una banda ancha en 1a zona de 3200-2700 ¢!, que
se asigna a la presencia de un oxhidrilo de un 4cido carboxilico, la banda en 1740 et se
asigna a la presencia de carbonilo de éster y 1a banda en 1690 a un carbonilo del 4cido.

Las absorciones caracteristicas del grupo acetato estdn en 1250 em-l.

AcO.

Fig. No.7
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Con ayuda del éspecim de RMN !H (Espectro No. 15) es posible distinguir si el
acetato se encuentra en posicién axial o ecuatorial (Fig. No.7). En anilles de seis
miembros con la conformacion de silla, los protones axiales pueden ser distinguidos por
sus constantes de acoplamiento, ya que J;; (8~13 Hz) difiere sustancialmente de J;e (2-6
Hz) y Jee (1~5 Hz). En el espectro referido, se observa una sciial dd en 6 4.47 con J=10,
5.5 Hi, que se asigna al protdn en posicion axial. De esta manera se concluye que el
grupo acetato se encuentra en posicion ecuatorial en el anillo A.

Se llevd a cabo una esterificacion con diazometano de este producto, con el objeto
de reafirmar la presencia de un dcido como sustituyente en el C-28. La primera prueba
que demostrd la existencia de un grupo carboxilo, fue que se observd efervescencia en el
seno de la reaccidn y esto posteriormente se comprobé por el espectro de RMN 'H
(Espectro No.17), ya que aparece una sefial singulete en 3.76 ppm que integra para tres

hidrégenos caracteristica de un grupo metilo unido a un oxigeno como heterodtomo.

Acelato del 4c. betulinico  Ry=COOH
Acctato metilbetulinato Ry = COOMe
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Este producto se encuentra descrito en la literatura?? con el nombre de acetato del

4cido betulinico, lo cual concuerda con sus datos espectroscépicos descritos.

3.4 PRODUCTO No. 4 ]

De las fracciones obtenidas a una mayor polaridad (Hex-AcOEt 94:6) se obtuvo
por rccrom'c;tograﬁas sucesivas un producto color rojo-naranja. Este producto se
caracterizo por métodos espectroscdpicos, transformacién quimica y consideraciones
biogenéticas, ya que se considera que es precursor de la a-Duniona.!2

En el espectro de IR (espectro No. 17) se observan 3 bandas en 1700, 1640y 1614
em-! que corresponden a absorciones de un sistema a-diceténico, en 1572, 1491 y 1451
cm-! se observan sefiales que indican Ia presencia de sustituyentes aromaticos, lo cual se
confirma con la banda en 846 cm-! que corresponde a una sustitucidn orfo en un anille
arométice. En la zona de 1150 a 1240 cm"! se observa la absorcién caracteristica de un
oxigeno unido a cadena ali fitica y de un oxigeno éter de enol.

Con el propdsito de obtener mayor cantidad de Duniona, se realizd la
transformacidn descrita en medio basico de la «-Duniona y asi poder realizar los _

espectros de carbeno 13 v de correlacién homonuclear. 1247
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El espectro de RMN!C (Espectro No. 18) permite identificar el namero de
carbonos en la molécula. Se observan por debajo de 100 ppm 5 sefiales para carbono tipo
sp3, a campo més bajo se observan dos sefiales en 5 181.5 y 175.5 que se asignan 2 dos
carbonos carbonilos lo cual esta de acuerdo con el espectro de IR. Las sefiales de
catbonos en 8 1244, 131.6, 1344 y 1292 indican la presencia de carbonos tipo
aromaticos. Las dos seiiales de carbonos no protonados en & 130.8 y 127.9 son asignadas
a una olefina tetrasustituida. La seiial ubicada en & 123.3 es para carbono no protonado,
asi como la sefial en § 168.2, que por el desplazamiento quimico que presenta se asigna a
un carbono unido a un oxigeno y se encuentra en la posicién B de una enona.

En el espectro de RMN'H (Espectro No. 19) se observan dos sefiales simples en §
124 y 1.42 que integran para tres hidrdgenos cada una, que se asignan a dos grupos
metilo sobre carbono cuaternario.

La sefial en forma de cuarteto que se observa en 4.65 ppm (J=6.6 Hz), dado el
desplazamiento quimico que presenta se asigna a un hidrégeno unido a carbono el cual
estd adjunto a un oxigeno, lo que estd de acuerdo con la parte del sistema alifético
asignado para el éter ciclico discutido en el espectro de IR. Este proton forma parte de un
sisterna AX; junto con la sefial observada en & 145 (J=6.6 Hz) que integra para tres
hidrégenos. Lo anterior concuerda con el espectro de RMN !3C para los cinco carbonos
spd.

En la zona de protones arométicos se observan tres grupos de sefales, dos de ellas
integran para un hidrégeno cada una y la sefial miiltiple intermedia integra para dos
protones, este hecho indica la presencia de un anillo aromético disustituido que de
acuerdo con su espectro de IR se asigna a una sustitucién de tipo orto en el anillo
aromético, lo cual explica la presencia de seis sefiales de carbeno tipo sp? en el espectro

de RMN BBC cuatro de ellas C-H (5 1244, 131.6, 1344 y 129.2) y dos sefiales de
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carbono no protonado en 130.8 y i27.9 ppm, sustituido por un lado por el sistema a-
dicetonico (Co. y CP) v, en posicion orfo esta sustituido por un carbono que soporta a un
oxigeno (168.2 ppm). De esta manera, se concluye que el producio es una orto-
naftoquinona el cual, tiene fusionado en el C-3 y C-4 a un dihidrofurano, asi la estructura

elucidada es:

En el espectiro de RMN !H se observa un sistema ABCD para los protones
arorﬁéticos. {os cuales carecen qe equivalencia quimica. EI hidrégeno de campo més bajo
en 6 8.02 (dt) con J=7.5 y 1.2 Hz se asigna al H-8, que estd acoplado a un hidrégeno en
posicién orte (H-7) y con los hidrogenos en posicién meta y para con el mismo valor de
constante de acoplamiento,

A campo mas alto, en 7.54 ppm se observa una sefial miltiple, la asignacién de la
mhlliplicidad no se observa de una manera evidente. La simulacién del espectro de RMN
con los valores que se muestran en la Tabla No. 2, es parecido al espectro obtenido
experimentalmente, la diferencia de desplazamiento quimico (Av / J) entre los protones
H-6 y H-7 tiene un valor menor de 7, lo que indica que el espectro de resonancia para la
zona de protones aromdticos no es de primer orden. El andlisis de las estructuras
resonantes de la molécula muestran la desproteccion que sufren los hidrogeros 6 y 8. En
el espectro de correlacion homonuclear COSY (Espectro No. 20 y 21) se observa la
correlacién del hidrégeno de campo més bajo con el de campo més alto, lo cual esta de
acuerdo con la técnica de desacoplamiento selectivo (Espectro No. 22) en la que la sefial

de campo mds alto sufre una modificacion en su multiplicidad, por otro lado se sabe que
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los protones alfa sufren una mayor desproteccion que los protones beta por el estudio de
1a alfa-duniona discutida anteriormente, por lo cual su concluye que el H-8 en § 8.02 se
encuentra acoplado con el H-7 en 7.54 ppm, por lo que en la seftal muiltiple intermedia se
encuentran [os protones 5 y 6 intercalados, siendo este un sistema de no primer orden.

La comparacoén del espectro de RMN 13C de la Duniona con la a-Duniona,
permiten reasignar las sefiales de resonancia para los carbonos C-3, C-4'y C-5',

Este producto se encuentra descrito en la literatura con el nombre de Duniona

{compuesto 4) por comparacién de sus datos espectroscépicos obtenidos, 19.20
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Tabla No.3. Desplazamientos quimicos de RMN 13C para los productos 1,2 y 4 en
(cDCly)

S

1 18200 1820 17860 1781 181.59 1809
) ®) () (s) (s) (s)
2 152.86 153.1 158.62 158.2 175.51 175.0
O] ® (O] ) (s) )
3 128.43 128.6 130,92 130.7 123.35 1230
() () () ) ()
4 18500 1849 18237 1818 16827 1677
. {s) () (6] ) O] ()
5 125.81 1260 12590 1256 12447 1242
(d d) @ (@) ()] 6]
6 13523 1353 13417 1338 13165 1313
@ @ @ (@) (G)] (d)
1. 13259 1327 13278 1324 13448 1342
1G] ) @ (@ )] @)
8 12703 1272 12611 1257 12926 1287
@ @ @ ) (4 @
9 12829 1286 13139  13L1 13083 1304
@ )] ® (s} ) ®
10 13400 1343 13347 1332 12795 1276
® ) ) (s) (s (s)
I 41.03 412 45.17 45.1 44.07 440
0] (s) ) ) 0] )
2 148.09 482 91.60 91.4 92.89 92.6
) (@ @ @ @ )
¥ 109.59 109.8 1421 258 14.50 25.7
0] (] (©) (©) () ©)
4 28.15 28.4 20.58 20.6 20.30 203
© ©) ©) ©) (©) (©)
5 28.15 284 25.77 14.2 25N 145
(© © © © © ©

* Desplazamientos quimicos tomados de la referencia 20.
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Producto No. 6,

El estudio de las partes aéreas de la Hesperozygis marifolia, ademés de obtener de
la misma manera los productos 1y 2 se obtuvo en muy poca cantidad el producto 4 y se
aislé por recromatografias sucesivas un sélido cristalino amarillo, que tiene un punto de
fusién de 146-148°C, cuya estructura es asignada de acuerdo a la espectroscopia
presentada.

El espectro de IR muestra una banda en 2840 cm™! que se asigna a la presencia de
un grupo O-Me, la banda en 1100 cm-! se asigna a la vibracién C-O y se observa una
banda en 1650 cm! asignada a la presencia de un carbonilo conjugado.

En el espectro de masas obtenido por impacto electrdnico se observa un M* de
388, que comesponde para una férmula molecular CogH;00g, lo cual indica la presencia
de i1 insaturaciones.

En el espectro de RMN 'H (Espectro No.23) se observan a campo bajo cinco
seflales simples, que integran para tres protones cada una en § 3.93, 3.95, 3.95, 3.96 4.09,
asignadas a cinco grupos metoxilo. )

En la zona de campo bajo del especiro se observan cuatro protones de tipo
aromético. La sefial dd ubicada a 7.57 ppm tiene constantes de acoplamiento de 8.6 y 2.2
Hz que se asigna a un acoplamiento tipo orfo con el hidrégeno en 6,98 ppm (d, J=8.6 Hz)
y meta con el hidrégeno en 7.39 ppm (d, J=2.2 Hz). Esto indica la presencia de un

sistema ABX.
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Se observa en & 6.59 wna sefial simple que integra para un hidrogeno, el cual
indica la ausencia de hidrogenos adyacentes al mismo, pero es también de naturaleza
aromatica (H-3).

La seiial simple que aparece a campo més bajo del espectro, en & 12.58 desaparece
después de equilibrarse con D,0, dado el desplazamiento quimico que presenta, s¢ asigna
a un hidrégeno de un fenol quelatado.

Este producto se encuentra descrito en la literatura con el nombre de 5-O-

desmetilnobiletina.24:25

Me
Me

MeO 0 OMe

OH
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CONCLUSIONES

Con ¢l estudio fitoquimico elaborado, se tienen antecedentes por primera vez
acerca de los metabolitos secundarios que pueden ser obtenidos del género Hesperozygis,
Jos cuales estin muy relacionados con los metabolitos obtenidos de la Streprocarpus
dunni,

Del andlisis fitoquimico de Hesperozygis marifolia se aislaron e identificaron tres
naftoquinonas, dos de las cuales se encuentran descritos, como son la a-Duniona y la
Duniona. La quinona 1 aislada, estd descrita como producto de sintesis, no como
producto natural, por lo que se puede proponer como posible precursor biogenético de
Duniona y la «-Duniona, ya que ésto se ha demostrado quimicamente por otros autores,
Se aisl6 ¢ identificé la mezcla de acidos triterpénicos ursélico y oleanélico.

De las partes aéreas de H. marifolia se aisld e identificd un producto que
corresponde a una flavona la cual se encuentra descrita previamente, con el nombre de 5-
0- desmetilnobiletina 2423

Los estudios de correlacién de RMN !3C de la a-Duniona y Duniona, permiten

corregir las asignaciones descritas para los metilos 3, 4'y 5"
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