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Desde los albores de ia humanidad, ei hombre encontré en el Reino vegetal los
satisfactores para cubrir sus necesidades basicas de alimentacién y salud.

El uso en medicina de medicamentos derivados de plantas es muy antiguo; se
sabe que hace 4000 aflos los asirios ya tenlan conocimiento acerca de las
plantas medicinales, también las crdnicas referentes a egipcios, griegos y
romanos establecieron el uso de muchas especies vegetaies como agentes
terapéuticos’.

En |la Edad Media aparecen ios herbolarios que describieron e ilustraron muchas
especies vegetales. Algunos monjes se dedicaban al cuitivo y recoleccién de
plantas a las que se atribuyeron propiedades medicinales. En los monasterios
existia un lugar en ei que se preparaban los medicamentos por técnicas
sencillas’,

Paraceiso consideraba las enfermedades como desequilibrios quimicos del
organismo y para su curacién sefialaba principalmente el uso de sustancias
quimicas inorgénicas, y decla que en los vegetales que presentaban una
actividad terapéutica existia un principlo activo que debfa extraerse y utiiizarse en
lugar de toda la pianta?.

Con el desarrollo de la clencia farmacedtica alopética, ios remedios con base en
plantas medicinales fueron cayendo en desuso; sélo algunos como la quinina, el
opio y la belladona siguieron uséndose por mucho tiempo, la quinina y la morfina
son ejemplos de los primeros principios activos aislados de las piantas
medicinales’.

En México existe una gran variedad de plantas medicinales, el conocimiento y
uso de la herbolaria como fuente de salud es una costumbre tan arraigada en
nuestra sociedad que forma parte de nuestra idiosincrasia. Entre los numerosos
ejemplos dei uso ancestral de ia herbolaria en nuestro pais, podemos cilar la
utilizacion de los diferentes tés como son el de manzanilla, o el de anis estrelia
tan de uso comin en nuestras familias, hasta la utilizacién de la valeriana, el
toloache para filtros de amor o el zapoatle para inducir labores de parto o
provocar abortos, que se han utilizado desde épocas prehispanicas.

Los antiguos habitantes de México clasificaron a las piantas empiricamente,
baséndose en las propiedades medicingles de una gran cantidad de plantas
silvestres y cultivadas, agrupdndolas de acuerdo a sus caracteristicas dentro de
tres grupos que hasta la fecha son de utilidad: las plantas de orato, medicinales
y de alimentacion.



En los (timos afios |a quimica de los productos naturales ha concentrado sus
esfuerzos en la localizacion e indentificacién de compuestos farmacoléglcamente
activos®*® que se encuentran en plantas que tienen tradicién como medlcinales
adquiriendo a su vez valiosa - informacion - botdnica, quimiotaxondmica’,
biolégica®, médica''" y agricola.

Una de las familias més grandes en el Reino vegetal es el de las Compuestas,-

ya que cuenta con aproximadamente 1310 géneras y 13000 especies, de las
cuales, estan divididas en 13 tribus. Dentra de esta famllla encontramos al
génera de las Perezlas.

~ Las ralces de las Perezlas han sido ampliamente ulilizadas desde tlempos
prehispénicos en Méxmo. en forma de infusién o extracto acuoso como ‘laxantes
de reconocida eficacia'’

Por otro lado, en los {itimos afios se han aislada un gran numero de alcaloides
débiles de aseecies de la familia de 1as Celastréceas y se han determinado sus
estructuras'

Algunas’ espectes de la familia de las Cnmldcou $6 han usado como plantas
medicinales populares y como estimulantes'*’

Lafinalidad del presente trabajo es de reahzar un estudio fitoquimico de la parte
aérea de la Perezia hebeclada y de la Morton/a diffusa.



La familia de las Compuestas y de las Celastriceas han sido cbjeto de
numerosos estudios debido a la gran diversidad de actividades biologicas que
presentan los metabolitos alslados de silas.

Dentro de la familia de las Compuestas encontramos al género de las Perezias,
que se conforman de la seccién Acourtia, distribuida ampliamente en el norte
de América y de la seccién Perezia"™, ia cual se localiza principalimente en el sur
del continente.

Estudios fitoquimicos previos de las ralces de algunas de las especies de este
género, mostraron que los constituyentes pnncnpales de la seccién Acourtia son
algunas benzoquinonas' y cedrandlidas®, mientras que los metabolitos
principales de la seccién Perezia son cumarinas con alto grado de oxidacion®'®,
Las Perezias poseen por lo general grandes cantidades de un sesquiterpeno
conocido coma perezana 1, que produce relajacién muscular intestinal, por lo
cual las especies que poseen este compuesto, tales como |a Perozia adnatay la
Perezia cusmavacana, son utilizadas como antidiarrelcos'?,

Otra compuesto comiin en este género es el de hidroxiperezona 28, que produce
incremento intenso de tono y frecuencia en la contraccién del musculo ilso™.
Especias con este tipo de compuesto tales como la Perezia hebeciada, la P.
rigida, ia P. nana, la P. dugesl!l y la P. wrightli son ulilizadas como
antiparasitarias, antiespasmddicas asi como purgantes En general casi todas las
Perezias son utilizadas como laxantes y purgantes'.

La Perezia hebeclada es una planta silveslre ampllamente distribuida por e! valle
de México, Tlaxcala, Puebla y Moreios',

En estudios anteriores de Perezia hebeclads (1972), se aislaron diferentes
terpencides que se identificaron como perezona 1, hidroxiperezona 28,
monoisovalerato de hidroxiperezona gb. a-pipitzol 3, f-pipitzol 4, o_perezo! §a,
p_perezol § y y_perezol 1. La estructura y estereoquimica de éstos compuestos
fue establecida por evidencias quimicas y por oomparacldn de sus propiedades
espectroscopicas con las ya publicadas en la bibliografia'®.

Por otro lado, la familia de las Celastriceas ha despertado recientemente el
interés de cwimicos por su contenido de alcaloides y triterpequinonas con accién
citotéxica®

En los ultimos afios se han aislado un gran nimero de alcaloides débiles de
especies de esta familia y se han determinado sus estructuras''®', Se ha
encontrado que muchas de ellos san ésleres de dcido nicotinico sustituido, en e}
que la fraccion alcohdlica estd formada por un esqueleto de dihidroagarofurano
polihidroxilado 8. E! género Mortonia representa a esta familia en México, en
donde se han encontrado cinco especies diferentes, la Morfonia gregli (Gray) en



Chihuahua y Nuevo Ledn; la Mortonia diffusa en Tehuacan Puebla; la Mortonia

paimeril en Zacatecas, Coahuila y San Luis Potosi; la Mortonia scabrella en

Chihuahua, Sonora y Texas; la Mortonia hidalguensis en el estado de Hidalgo.
Las raices de estas plantas se han usado localmente para tratar enfermedades
venereas’’. '

Los metabolitos secundarios encontrados en Mortonia gregli (Gray) y en raiz de
Mortonia palmerii tales como celastrol §, Mortonina A 10 y Mortonina C 11,
Dominguez et. al.®%, encontraron que estas sustancias inhiben el crecimiento de
las semillas de dicotiledoneas. '
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La preocupacién por el aito costo que representa ia praduccién de- algunas
fdrmacos sintéticos y el interés por conocer fos recursos naturaies con ios que
cuenta el pals, ha inducido el estudio cientifico hacia las plantas con propiedades
medicinales. :
As( el presente trabajo tiene como finalidad ei aisiamiento y caracterizacién. de
los metabolitos secundarios de la Perez/a hebeclada y de la Mortonia diffusa
que son plantas con propiedades terapeliticas y que pueden tener cierta
potencialidad como fuente de fdrmacos.



Aislar y determinar la estructura de los metabolitos secundarios de la Perezia
hebec/ada y |a Mortonla diffusa mediante técnicas espectroscopicas como
RMN'H, RMN"C, IR, UV, y EM, as/ como transformaciones quimicas.




Dado que la Perezia hebeclada y Ia Mortonia diffusa ‘son plantas ‘con
propiedades medicinales, se espera obtener metabolitos secundarios aislados
por métodos cromatogréficos y de recristalizacién que presenten alguna actividad
biolégica. '

Dado que las técnicas instrumentales usuales tales como IR, UV, RMN'H,

RMN"C.y EM han probado su alta eficacia para identificar grupos funcionales
H). También se -

(IR), asi como distinguir la naturaleza y nimerc de protones(RMN
puede determinar la naturaleza y nimero de carbones (RMN"C), asi como la
determinacion de pesos moleculares y patrones de fragmentacion (EM), se
espera elucidar la estructura y estereoquimica de estos metabolitos secundarios.



Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato de Fisher-Johns,

Las cromatografias en columna se efectuaron en silica gel 60 Merck (70-230
Mesh ASTM), en proporcién de 1 a 30 con respecto ai extracto.

Arcilla bentonitica. Un estudio por fluorescencia® de rayos X de la bentonita,
mostré la siguiente composicién: SiO;, 75.4%; ALO,, 9.3%; MgO, 0.4%; Fe.0;,
1.3%; Ca0, 4.0%; K:0, 0.4%; TiO, 0.4%; H,0 (110°C) 9.5%. El material
comercial écido-activado fue obtenldo de Tonsil Mexicano y analizado con un
espactrometro Philips usando radiacion de Cr. La medida especifica de érea de
superficie fue 307 cm®/g (BET N;) ¥ el volumen del poro fue 0.4789 cm¥g. La
acidez por termodesorpcién de NH, fue 0.089 mequiv/g. El tamafio de particula
fue de malla 325,

La pureza e identificacion de los productos y el desarrollo de las reacciones se
siguio por cromatografia en capa fina de silica gel Merck F-254 con aspersor de
0.25 mm, usando como revelador sulfato cérico al 1% en dcido sulfirico 2N.

Los espactros de infrarrojo (IR) fueron determinados en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer Mod. 337 en solucién cloroférmica o nujol.

Los espectros de ultravioleta (UV) se determinaron en un espectrofotémetro
Perkin-Eimer, UV-VIS, Mod. 202 en metanol.

Los especiros de resonancla magnética nuclear proténica y de carbono 13
(RMN'H y RMN"C) se realizaron en FT-80 Varian, y HA-300 Varian
respectivamente, Los desplazamientos qulmloos (5) estdn dados en ppm
referidos al tetrametilsiiano (TMS) como referencia interna. Las constantes de
acoplamiento (J) estan dadas en Herlz. -

Los espectros de masas (EM) fueron determinados en un espectrémetro Hewlett-
Packard 59858 con un sistema GC/MS.



Perezia hebeclada,

La Perezia hebeclada se colecto en Papalotla, Tlaxcala, México, en Octubre de

1987 y fue clasificada en el Instituto de Biologia de la UNAM. Es una planta

herbécea rigida de 1.20 a 1.50 m. de altura, de hojas sésiles ascendentes y flores

blanco-moradas. _
La parte aérea de la planta seca y molida (640 g) se colocd en una columna de

vidrio y se extrajo haciendo pasar primeramente hexano, posteriormente acetato

de etilo y por ultimo metanol a temperatura ambiente hasta extraccion total. Los

extractos resultantes se concentraron a presion reducida.

Una parte del residuo sélido hexanico (12.5 g) se sometid a cromatografia en una

columna empacada con silica gel, en una proporcion de 1:30 con respecto al

extracto, utilizando como eluyente mezclas de hexano-acetato de etilo de

polaridad ascendente.

De las fracciones eluidas con mezcla hexano-acetato de etilo (9:1), se aislo un

producto que fue recristalizado de acetato de etilo con metanol, obteniéndose

unos cristales blancos con punto de fusién de 141°-143°C. Este producto se

[dentificd como Estigmasta-5-22-dien-3--ol 12 por comparaclén de sus
constantes fisicas y espectroscopicas publicadas en la bibliografia®.

El extracto metandlico se tratd con una mezcla de acetato de etilo-metanol (8:2),

obteniéndose un raslduo café de consistencia pegajosa, el cual fue percolado
sobre arcilla bentonitica™ (tonsn) utilizando como eluyente mezcla de acetato de
etilo-metanol (8:2). En las primeras fracciones se observd la formacion de un
precipitado color crema que se filtrd y se recristalizd de metanol con acetato de
etilo.

Se obtuvieron unos cristales finos blancos (120 mg) con un punto de fusién de

168°-160°C ; la rotacién especifica fue de -91.0°. Los datos -espectroscépicos

para este producto 13 son los siguientes:

IR. v méx. (nujol) cm™ : 3450 - 3240 (OH), 2910 (CH); 1680 (CO), 1615(Ar),
1600(dobles enlaces) (ESPECTRO 1).

U.V. (EtOH) v méx. 208 nm. (€ = 6000), 274 nm. (€ = 1000) (ESPECTRO 2).

E.M. m/z (rel. int.) : 176 (M+ -CeHy00s) (35.3). 134 (77 2). 105 (40.1). 78 (30). 43
(100).

RMN'H (300 MHz., DMSO-dg) 5 : 2.70 (3H, s, Me), 3.15-4.00 (6H, m, H-2' a H6'),
5.19 (1H, d, Jy.2 = 7.6, H-1'), 5.97 (1H, s, H-3), 7.16 {1H, doblete ancho, Js; = 7.3,
H-6), 7.23 (1H, doblete ancho, Js- = 8.3, H-8), 7.50 (1H, dd, Jr.s = 8.3, J7.6 =7.3,
H-7) ‘ESPECTRO 3).

RMNC (75.4 MHz.,, DMSO-ds) : 23.07 (Ma), 60.50 (C-6'), 69.42 (C-4'), 73.00
(C-2), 76.49 (C-3)), 77.30 (C-5'), 92.92 (C-3), 99.86 (C-1'), 114.00 (C-4a), 114.81
(C-8), 127.70 (C-6), 131.93 (C-7), 137.01 (C-5) 154.26 (C—Ba), 161.19 (C-2) y
166.47 (C-4) (ESPECTRO 4).
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Tomando en consideracion los datos especiroscopicos anteriores se llegd a la
identificacion de este producto como el 4-0- p-glucopiranosn 5-metilcumarina 13,
compuesto previamente aislado de Ethulia conyzoides™.

Acetilacién de 4-O-B-glucopiranosil-5-metilcumarina (13).

A 60 mg de 4-O-B-glucopiranosil-5-metilcumarina 13 se le adiciond 1.ml de
piridina y 1 ml de anhidrido acético, se dejd reaccionar por 24 horas, trascurrido
oste tiempo se le adiciond agua y se procedio a exiraer con tres porciones de 10
mi de cloruro de metileno, las cuales posteriormente se reunieron. La fraccion.
orgénica se lavé primeramente con 4cido clorhidrico al 10% para quitar el exceso
de piridina y luego con solucién saturada de bicarbonato de sodio,
posteriormente se lavé con agua, se secd con sulfalo de sodio anhidro y se
concentré a presion reducida. E! producto de la reaccion se purificod cristalizando
con hexano y acetato de etilo. De esta forma se obtuvo el tetracetato esperado 34
con un punto de fusién de 105°-106°C. Los datos espectroscopicos para este
producto son los siguientes :

I.R: (CHCly) V méx. cm" : 2940 (CH), 1760 (C0), 1615 (Ar), 1605(dobles enlaces)
(ESPECTRO 5).

U:V: (EtOH) V méx, 202 nm. (€ = 12000), 273 nm, (€ = 4400) (ESPECTRO6). -
M:S: miz (rel. int.) : 331 (C1eHwsOq)' (30), 271 (5), 177 (15), 169 (100), 145 (5),
1139(10), 127 (25), 43 (76).
RMN'H (300 MHz., CDCly) 5 : 2.05, 2.07, 2.08, 2,12 (4s, 3H c/u, 4 acetatos), 2.56
(3H, s, MO),3%(1H ddd, Js.s = 10.0, Jsay = 2.3, Jear = 6.3, H-5'), 4.16 (1H, dd,
Jwyes = 13.0, Jsay = 2.3, H-64'), 4.32 (1H, dd, Jsss = 13.0, Jsgw = 6.3, H-6D'),
5.21 (1H, dd, Jis =100, Joy =9.0, H4'), 633 (1H,dd, Jy; =89, J3a =90,
H-3), 5.36(1H,d, Jy-2 = 7.3, H-1'), 543 (1H, dd, J2.r = 7.3, J23 = 8.9, H-2), 684
(1H, s, H-3), 7.04 (1H, d ancho, Js7 = 7.4, H-6), 7.19 (1H..d ancho, Js7 = 8.4, H-8),
7.40 s1H, dd, J;5=7.4, J;4 = 8.4 H-7) (ESPECTRO 7).
RMN"C (75.4 MHz., CDCly), 5: 20.54 y 20.62 (4 COOCH,), 23.44 (Me), 61.63
(C-6'), 67.80 (C4'), 70.82 (C-2), 72.986 (C-5'). 72.89 (C-3). 94.21 (C-3), 96 81
(C-1), 113.77 (C-4a), 115.42 (C-8), 127.92 (C-6), 131.98 (C-7). 136.89 (C-5).
154.88 (C -8a), 161.92(C - 2), 165.88 (C - 4). 169.11, 169.35. 170.6 y 170.57
(4 COOCH,) (ESPECTRO 8).
Dlagrama bidimensional heteronuclear de desplazammmos quimicos CI'H
CDCl;, 5 131.9 (7.40), 127.9(7.04), 1154 (7.19), 96.8 (5.36), 94.2 (5.84),
728 (5.33), 728(396), 7082 (5.43) 67.8 (5.21) y 616 (4.32 y 4.16)
(ESPECTRO 9).



Hidrdlisis de 4-O-B-glucopiranosil-5-metilcumarina (13).

Se disolvieron 120 mg de 4-O-f-glucopiranosil-5-metilcumarina 13 con 50 ml de
metanol y 18 mi de dacido clorhidrico concentrado. La solucién resultante se
mantuvo a reflujo durante cuatro horas. Transcurrido este tiempo, se procedié a
extraer la mezcla de reaccion con 15 ml de acetato de etilo, 1a fraccion organica
se lav con solucion de bicarbonato de sodio al 10% y agua, posteriormente se
sech con sulfato de sodio anhidro y se evapord el disolvente a presion reducida.
De esta manera se obtuvieron 15 mg de un producto aceitoso de color café, el
cual fue identificado por comparacién de sus constantes fisicas y
espectroscopicas con ios ya publicados en la literatura como 2-hidroxi-6-
metilacetofenona 18 (ESPECTROS 11, 12 y13).

Mortonia diffusa.

La Mortonia diffusa Rose y Standi se recolecté en Noviembre de 1980, en el
estado de Puebla, a 4 Km. de Nopala hacia Tepoxtitlan.

Las hojas secas (4.834 kg) se extrajeron con metanol a reflujo por 48 horas dos
veces. Los extractos metandlicos se reunieron y concentraron a vaclo. E! extracto
metandlico se disolvié con agua para quitar los compuestos més polares y se
extrajo con cloroformo, obteniéndose 458.2 g de extracto cloroférmico crudo.

Una parte de| extracto cloroférmico crudo (100 g) se sometié a cromatografia en
una columna de silica ge! en una proporcion de 1:30 eluyendo primeramente con
hexano y aumentando gradualmente la polaridad con mezcla de hexano-acetato
de etilo (1:1). De esta forma se obtuvo 50 mg de lupeol 18, el cual fue
recristalizado de cloruro de metileno con hexano y tuvo un punto de fusién de
195°-198° C. Este compuesto fue identificado por comparacian de sus constantes
fisicas y @spectroscopicas con las publicadas para esta molécula®,

El residuo aceitoso del extracto metandlico (200 g) se disolvié con una mezcla de

agua-metanol en proporcion aproximadamente de (1:1) y se extrsjo con -

cloroformo y acetato de etilo. Ei extracto acuoso metandlico remanente se
. percold en arcilla bentonltica (tonsil) utilizando una mezcla de agua-metanol (1:1)
de la cual se separaron cinco fracciones de aproximadamente 100 ml cada una.
las dos primeras fracciones se concentraron a presion reducida, usando benceno
para eliminar el agua, obteniéndose de esta forma dos. extractos que se
denominaron E-1 (50 g) y E-2 (3 g). '
Una parte de la fraccion E-1 (2 g) se percold en una columna de silica gel con
acetato de etilo hasta no percibir color, posteriormente se hizo pasar metanol
hasta extraccion total. Este extracto - se conceniré. a presion reducida
obteniéndose 1.2 g los cuales se solubilizaron en metano!, se adiciond 4.7 ml de
- sulfato de dimetilo y 20 m! de hldréxido de sodio al 30 %, la mezcla se mantuvo 8
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refiujo durante 1.5 horas™, transcurrido el tiempo de reaccién, se extrajo con tres
porciones de 10 ml de cloruro de metileno los cuales se reunieron. La fraccion
organica se lavé con agua, se secd can sulfato de sodio anhidro, se concentré a
presion reducida y se colocd en una columna con silica gel para realizarle la
cromatografia, se eluyé con mezclas de hexano-acetato de. etilo. De las
fracciones eluidas con mezcla hexano-acetato de etilo (3:7), se obtuvieron unos
cristales blancos con punto de fusién de 117°-120°C y un Rf. de 0.49 cuyos
datos espectroscépicos son:

IR. vV méx. (CHCl) cm’ : 3525 (OH), 1715 (CO), 1602 (doble enlace)
(ESPECTRO 15).

RMN'H (300 MHz., CDCly) & : 7.75 (10, m, Ar), 5.63 (1H, d, J = 10Hz, H-1), 5.03
(1H, d, J = 5Hz, H-9), 4.3 (1H, s, H-6), 3.89 (1H, ddd, J =4, 10y 12 Hz, H-2), 2.21
(1H, m, H-3), 1.99 (1H, dd, J = 12 y 14 Hz, H-3), 1.75 (1H, 5, H-15), 1.60 (1H, s,
H-18), 1.67 (1H, s, H-12), 1.55 (1H, s, H-13) (ESPECTRO 16).

RMN"C (75 MHz, CDCly), 5 : 168.61 (O-CO), 165.00 (0-CO), 91.21 (C-5), 85.04
(C-11), 79.50 (C-1), 77.76 (C-9), 73.23 (C-4), 67.99 (C-2), 50.17 (C-7), 50.77
(C-10), 73.30 (C-6), 47.36 (C-3), 31.73 (C-8), 29.80 (C-15), 24.02 (C-12), 24.75
(C-14), 20.90 (C-13) (ESPECTRO 17).

De acuerdo con los datos espectroscopicos anteriores se identificé a esta
molécule como Desacetil-6-hidroxi-mortonol B 17.

Hidrdlisis del extracto metandlico de Mortonia diffusa.

Otra alicuota de E-1 (2 g) se solubilizd en metanol y se adiciond 35 mi de acido
clorhidrico diluido (25:100). Se dejé reaccionar por 48 horas en bafto maria,
transcurrido este tiempo se extrajo con cloruro de metileno. La fracclén orgdnica
se lavé con una solucién de bicarbonato de sodio al 10% y posteriormente con
egua, se secd con sulfato de sodio anhidro y se concentro a presién reducida, Se
realizé le cromatografia del residuo en una columna de sfilca gel. en proporcién
de 1:30, eluyendo con hexeno y aumentando la polarided con eceteto de etilo y
metanol. .

De las fracciones eluldes con mezcia de acetato de etilo-metanol (8.2), se
obtuvieron unos cristales blencos con un punto de fusidn de 189°-195°C. Este
producto se identificd como Mortonina A 10, por comperacién con muestre
euténtica (ESPECTROS 18y 19).



Perezia hebeciada.

La Perezia hebeclada se colectd en Papalotla Tlaxcala, México en Octubre de
1987. Del extracto de hexano- se aislé un compuesto mediante técnicas
cromatograficas el cual fue obtenido en eluciones hexano-acetato de etilo (9:1) y
recristalizado de acetato de etilo con metanol. Este producto presenté un punto
de fusién de 141°-143° C y fue identificado como.Estigmasta-5-22-dien-3--ol 12
por comparacuén de- sus constantes fisicas y espectroscdpicas publicadas en la
bibliografia®.

12
Estigmasta-5-22-dien-3-p-ol

El extracto metandlico fue tratado con una mezcla acetato de etilo-metanal (8:2),
el residuo que se obtuvo fue percolado sobre arcilla bentonitica (tonsil) utilizando
como eluyente mezcla de acetato de etilo-metanol (8:2). Se obtuvo un compuesto
que fue recristalizado de metanol con acetato de etilo y tuvo un punto de fusién
de-158°-160° C y una rotacion especifica de -91.0°. El espectro Infrarrojo de este
compuesto (ESPECTRO 1), muestra la absorcibn caracleristica a 3450-3240 cm’”
de grupos alcohol (OH), en 1680 cm™' se observa una banda que sugiere la
preuncia de grupos carbonilo (CO); también se observan bandas a 1615 y 1600
cm’' que son indicativos de una estructura aromatica,

El espectro de Ultravioleta @ 208 y 204 nm también son indicativos de una
ettructura aromética (ESPECTRO 2). Esto fue confirmado por el espectro de
RMN'H (ESPECTRO 3), donde se observa un perfil caracteristico de cumarina.



Las sefales caracteristicas de H-3, H-6, H-7 y H-8 a § 5.97 (s), 7.16 (d, § = 7.3),
7.50 (dd, J = 8.3y 7.3), y 7.23 (d, J = 8.3) claramente indica que la molécula
poseé una estructura de cumarina 4-hidrosustituida. La presencia de un residuo
glucopiranosil en C-4 es evidente por la sefial doble que se observa en 5.19 ppm
(J = 7.6), asignado al protén anomérico, {a constante de acoplamiento indica
claramente que el residuo glucopiranésido tiene una orientacién §*, asf como por
la sefial compleja a 3,15-4.00 ppm asignado a los protones restantes del grupo f-
glucopiranésido. EI especiro también mostré una sefial simple en 2.7 ppm que
fue asignado al grupo metilo substituido en la posicidn cinco del anillo
cumarinico. Esta informacién se confrma por el espectro de RMN'"C
(ESPECTRO 4), en donde se observan las 16 seflales esperadas, cuyos
desplazamientos quimicos estan de acuerdo con la estructura propuesta, asl
podemos observar que en 99.86 se encuentra el carbono anomérico y que en
161.19 se encuentra 6l C-2. La tabla 1 muestra todas las asignaciones en
RMN'C de la 4-O-B-glucopiranosil-5-metilcumarina 13, estas asignaciones se
realizaron mediante técnicas de resonancia (APT y HETCOR),. asi como por
comparacién con datos de moléculas semejantes. ‘

TABLA 1. RMNC de 4-0-f-glucopiranosil-6-metilcumarina (13).

92.92

2

3 \

4 166.47
4a 114.00

5 - 137.01
6 127.70

7 131.93

8 ‘ 114,81
8a 154.26

1‘

2|

3!

41
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73.00
76.49
69.42
77.30

23.07




4.0-f-glucopiranosil-5-metilcumarina

El espectro de masas confirma la estructura propuesta ya que se observa un pico
amiz 176 que corresponde a la parte 4-hidroxicumarina de la molécula

Con e fin de poder observar con mayor claridad en RMN'H las sefiales del
residuo f-glucopiranosido en 13, se procedié a obtener el derivado peracetilado
correspondiente, lo cual se logré mediante la reaccidn usual de acetilacién con
anhidrido acético y piridina.

El producto que se obtuvo mostré en RMN'H (ESPECTRO 7) como sehales
importantes las asignadas al grupo p-piranosido a 5 3.96, 4.16, 4.32, 521, 5.33,

5.36 y 543 para los protones H-5 H-6a', H-6b’, H~4' H-3, H1'y H2
respectivamente.

La tabla 2 muestra las asignaciones en RMN'H del peracetato de la 4-O- [3-.
glucopiranosido-5-metilcumarina 14.



TABLA 2. RMN'H del peracetato de la 4-O-B-glucopiranosil
-5-metilcumarina (14).

WS

5.84s (1H)
6 7.04 d ancho (1H)
7 7.40 dd (1H)
8 7.19.d ancho (1H)
1’ §36d(1H)
2 5.43 dd (1H)
3 5.33dd (1H)
4 5.21dd (1H)
§ 3,96 ddd (1H)
6a’ 4,16 dd (1H)
6b’ 4.32 dd (1H)
C-5 (Me) 2.56 s (3H)
OAc 2.055 (3H)
OAc 2.07 s (3H)
OAc 2.08 s (3H)
OAc 2.12s(3H)

R=COCH,

Peracetato de 4-O--glucopiranosil-5-metilcumarina



En el espectro de RMN''C (ESPECTRO 8) se observan claramente las sefales
asignadas tanto a la parte de la 5-metilcumarina como at residuo B-glucopwanosll -
tetracetifado, en la tabla 3 se muestran las asignaciones en RNM"C/'H de esta -
moiécula, estas asignaciones se realizaron mediante los experimentos de APT y

HETCOR en resonancia (ESPECTROS 9y 10). :

TABLA 3. Datos de la correlacién C/™H del peracetato de
4-0-p-glucopiranosil-5-metilcumarina (14)

 GANIENO . S | &W‘ P FERDOEN

~

=COCH,

kL]
Peracelato de 4-O-p-glucopiranosil-5-metilcumarina



En el espectro de masas del 14 no se logré observar el ibn molscular, sin
embargo, se logré detectar los dos residuos principales de la molécula. Asi se
observd un pico a m/iz 331 que corresponde al residuo de la B-glucopiranosida
tetracetilada mientras que a m/z 176 se observd el residuo 5-metilcumarina.
Cuando se sometié 13.a una reaccion de hidrélisis con &cido- clorhidrico y
metanol se obtuvo la 2-hidroxi-6-metilacetofenona esperada 18 (ESPECTROS
11, 12y 13). Este resultado apoya totalmente la estructura propuesta para 13.
Una revision btbllogréﬂca mostrd que 13, ha sido previamente aislada de Ethulla
conyzoldes™.

2-hidroxi-6-metilacetofenona

Mortonia diffusa.

La Mortonia diffusa se recolecté en el estado de Puebla, a 4 Km de Nopala
rumbo a Tepoxtitién en Noviembre de 1980. El material vegetal se someti6 a
extraccion exahustiva con metanol y se concentrd a vacio, el extracto se disolvié
en agua y se extrajo con cloroformo. Al realizar la cromatografia de una parte del
extracto cloroférmico se obtuvo un compuesto en. las fracciones eluidas con
hexano-acetato de etilo (1:1). De esta forma se obtuvo 50 mg de Lupeol 18 el
cual fue recristalizado de cloruro de metileno con hexano y presentd un punto de
fusion de 195°-198°C. Este compuesto fue identificado por comparaclon de sus
constantes fisicas y espectroscopicas con las publicadas en la bubllograﬁa



16
Lupeol

Debido a que las investigaciones anteriores sobre el género Mortonia se
centraron en el aislamiento de compuestos de polaridad intermedia, se decidid
estudiar los componentes mas polares del extracto metantlico de la Mortonia
diffuse, el cual fue disuelto en una mezcla agua-metancl (1:1) y tratada con
cloroformo con la finalidad de extraer los compuestos de polaridad intermedia. El
extracto cloroférmico resultante fue almacenado. El residuo metandlico acuoso
fue percolado en una columna de arcilla bentonitica (tonsil) de ‘la cual se
obtuvieron cinco fracciones , El espectro de infrarrojo de la primera fraccion

(ESPECTRO 14) mostré una banda muy intensa a 3450 cm”, lo cual indicaba que

esta fraccion era rica en compuestos palihidroxilados, lamblén se observo
bandas a 1712 y 1605 cm’; la primera indicaba la presencia de por lo menos un
grupo carbonilo y la segunda se asociaba a compuestos aromaticos. Estos datos
preliminares - ‘indujeron a suponer que posiblemente esta fraccidn -estaba
constituida por una mezcla de glicdsidos donde presumiblemente alguna aglicona
fuese de naturaleza sesquiterpénica del tipo de las mortoninas tan abundantes
_en el género Morton/a. Esta proposicion se ve apoyada por el hecho de que
todas las mortoninas tienen ésteres benzdicos y en eI espectro de infrarrojo de la
primera fraccion la banda de arométicos a 1605 cm” es muy intensa.
Con esto en mente se propuso la obtencién de derivados de menor polaridad a
partir de estos compuestos polares. Para lograr este objetivo, se sometio a la
mezcla de glicosidos a una reaccion de metilacion con base y sulfato de
dimetilo™, condiciones supuestamente adecuadas para obtener éteres metilicos a
partir de funmones hidroxiladas.
Se realizd la cromatografia a la mezcla de reaccion y se obtuvo 17 que cristalizd
de hexano-acetona, presentando un punto de fusién de 117°-120°C,
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El espectro de infrarrojo (ESPECTRO 15) de 17, mostré una banda a 3280-3640
cm' atribuida a grupos hidroxilo, asi como una banda de carbonilo a 1714 cm” |a
cual posiblemente sea de un éster del acido benzéico ya que las bandas
asociadas a enlaces aromaticos a 1603 y 1584 cm’ fueron muy intensas.

El espectro de RMN'H (ESPECTRO 16) de 17 revel6 claramente que la
estructura de este compuesto es muy similar al mortonal B 18. Asi por ejemplo en
la regidn da 7.2-7.7 ppm se abservan varios multipletes, los que integran paraun
total de diez protones, lo que confirma la presencia de por lo menos dos grupos
aromaticos en 17. La banda de infrarrojo a. 1714 cm™ indica que estos grupos
aromaticos fueron benzoatos, lo cual se confirmé por los dos singuletes en
RMN'C a 168.61 y 165.00 ppm (ESPECTRO 17) ademés de las sefales de los
atomos de carbono aromaticas en la regién sp’ del espectro, La posicién de estos
grupos benzoato se ubica en C-1 y C-9 como en todos los sesquiterpenos
aislados de Mortonia. Esta suposicion se confirmd en el espectro de RMN'H
donde se observaron dos dobletes a 5.63 y 5.03 ppm asignados a los protones
unidos a los C-1 y C-9 respectivamente.

Dos sedales importantes para la elucidacion estructural fueron las que se
observaron en RMN'H a 4.3 ppm como singulete y a 3.84 ppm como un doble de
doble de doble, ambas safales integran cada una para un proton. El
desplazémiento de estas sefiales claramente indica que estos protones estdn
‘unidos a atomos de carbono que soporian un atomo de oxigeno. Esta suposicion
se ve confirmada por las sefales en RMN™C a 50.17 y 67.99 ppm. La Unica
posibilidad estructural que satisfaciese los desplazamientos y multiplicidades
observadas en resonancia, en un esqueleto hidracarbonado del tipo del mortonol,
es colocando un grupo alcohol en C-2 cuyo protén es el responsable de la sefal
doble de doble de doble a 3.84 ppm por interaccidn con los protones H-1, H-3a y
H-3p, mientras que el singulete a 4.3 ppm se explica facimente al proponer un
grupo hidroxilo en C-6 con orientacién f, donde e! protén H-6a no interacciona
con H-7 como se ha sefalado en moléculas similares™. Por ltimo los cuatro
grupos metilos que se circunscriben en un esqueleto de f-dihidroagarofurano
como el mortonol B se observaron coma singulete en RMN'H a.1.57, 1.55, 1.60, y
1.76 ppm asignadas para C-12, C-13, C-14 y C-15 respectivamente. La tabla 4
muestra la asignacidn de los protones y carbones de 1T comparados con el
mortonol B 18. Estas asignaciones para 17 se obtuvieran mediante las técnicas
COSY y APT (ESPECTROS 20y 21).
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TABLA. 4. Desplazamientos de RMN'’C de Desacetil-6-hidroxi-

Moartonol B (17) y Mortonol B (18) en CDCl5.

1 79.50 72.23

2 67.99 68.99

3 47.36 44.37

4 73.23 70.95

5 91.21 85.77

6 73.30 211.04
7 50.17 55,34

8 31.73 33.14

9 77.76 72.08

10 50.77 55.84

11 85.04 78.55

12 24.02 22.24

13 20.80 17.88

14 24.75 23.63

15 29.80 29.62
0co 168.61 165.53
__0co 165.50 165.41
0 o 170.21
j"sco o 40.76

7
Desacetil-6-hidroxi-Mortonal B

2

18
Mortono! B



Como se menciond, el objetivo de efectuar !a reaccién de metilacién era el de
obtener derivados metilados de los glicésidos, Obviamente este objetivo no se
logro, sino que el producto de esta reaccion, e! desacetil-6-hidroxi-mortonol B 17
" cuya estructura es novedosa, claramente demuestra que 17 fue obtenido
mediante una gliclisis en medio basico. Con la finalidad de obtener mayor
cantidad-de 17 la mezcla de glicésidos fue sometida a una reaccion de hidrdlisis
con écido clorhidrico en metanol. Sin embargo el producto de reaccién no fue 17,
- 8ino lo que se aislé de la mezcla de reaccién fue la mortonina A 10, Ia cual fue
identificada mediante comparacion con muestra auténtics.
Estos resultados indican que nuesira suposicién es correcta ya que en ambos
experimentos se obtuvieron sesquiterpenos del tipo mortonina, ademés de que
sefialan una reactividad diferente de la mezcla de glicdsidos, ya que como se
observd muestra diferente comporiamiento en medio basico y en medio écido.
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Del estudio fitoquimico de la Perezia hebeclada y la Mortonia diffusa se llegd a
la siguiente conclusion :

1. De la Perezia hebeclada se obtuvo un compuesto conocido como Estigmasta-
5-22-dien-3-B-ol 12 de la parte aérea ya aislado en algunas otras plantas,

2. También de la parte aérea de esta planta se obtuvo un compuesto de
naturaleza glicosidica conacido como 4-O-p-glucopiranosil-5-metilcumarina 13, la
estereoquimica de este compuesto fue determinada por métodos quimicos. y
aspectroscopicos. De acuerdo con nuestra informacion es la primera cumarina
aislada de la parte aérea de una perezia ya que hasta el momento todas las
cumarinas aisladas de especies de este género se han obtenido de las ralces.

3. De la Mortonia diffusa se aislo de la parte aérea la Mortonina A 10, que es un
compuesto caracteristico del género de las mortonlas que la diferencian de otros
géneros de la familia de las Celastriceas.

4. Se obtuvo también de esta planta Lupeol 18 que es un compuesto ya
conogido.

5. Se aisld un nuevo compuesto que deacuerdo con sus datos espectroscéplcos
se identificé como Desacetil-6-hidroxi-mortonol B 17 .

6. El aislamiento de 4-O-B-glucopiranosil-5-metilcumarina y el Desacetil-6-hidroxi-
mortonol B, son ejemplos de la utilizacidn de la arcilla bentonitica como soporte
para el aislamiento de ciertos metabolitos secundarios.

" 7. Se sugiere hacer un estudio acerca de la aclividad bioldgica de 4-O-p-
glucopiranosil-5-metilcumarina, ya que este compuesto se obtuvo en una gran
cantidad de la planta y puede ser uno de los principales metabolitos secundarios
que (e confieren las propiedades medicinales a la perezia.

8. También se sugiere ampliar el estudio fitoquimico de la Morton/a diffuse con
el fin de obtener mayor cantidad de compuestos aislados ya que como se pudo
observar se obluvieron algunos en muy pequefia cantidad, no pudiendo
comprobar sus estructuras.
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Después de los experimentos Iniciales realizados por Bloch y Purcell® y la
disponibilidad comercial de los especirémelros de onda continua (CW, continuos-
wave) para andlisis rutinarios en los aftos setenta, se obtuvo una forma no
destructiva y cuantitativa de localizar e! dtomo de hidrégeno en las moléculas.

El hecho de que un espectro pudiera ser obtenido mediante transformadas de
Fourier de una sefal de radiofrecuencia inducida mediante pulsos, aunado al
desarrolio de la industria de la electrénica y computacién, permitié ia
disponibilidad comercial en los inicios de la década de los setenta de fos
espectrémetros “FT", los cuales son sumamente eficientes. El uso de estos
nuevos aparatos permitié obtener de manera rutinaria, espectros de nicieos de
baja abundancia natural (en paricular aquelios de C-13), Posteriores avances en
la industria electrénica ha permitido la generacién de nuevos especiras capaces
de realizar un gran nimero de experimentos, los cuales dan como resultado la
oblencién de diferentes tipos de espectros. Aigunos de estos espectros
presentan la apariencia de "espectros normales®, donde la posicidon de cada
sefial es determinada por una sola frecuencia, a este tipo de espactros se ies
llama espectros de una sola dimensién o unidimensionales, mientra aquefios
espectros que se asemejan a contornos de mapas, son conocidos como
espectros bidimensionales o en dos dimensiones, ya que cada seflal esta
determinadad por dos frecuencias,

APT, ejemplo de espectro unidimensional.

El método mas simple para oblener un espectro de resonancia mediante ia
técnica de pulsos-transformadas de Fourler, implica irradiar 1a muestra con un
pulso de una sola radiofrecuencia de pocos micro-segundos de durecién. Este
pulso es lo suficientemente corto para exitar todos los niclecs de isdtopo
magnético dado ('H, "°C, etc.), lo que resulta en una sefial emitida a partir de fos
nlcleos excitados. Esta sefial s conocida con FID (Free Induction Decay) o
decaimiento de induccién fibre. La duracidn de esta emision para nicleos con
spin t; se ubica en el rango de 0.2-5 seg, durante e! cual esta emisién de
decaimiento se colecta empezando inmediatamente después de que el pulso se
haya aplicado. La aplicacion de las trasformadas de Fourier para este
decaimienlo (reaimente una acumulacién de decaimientos) produce el espectro
de resonancia.

Como es féacil suponer, los nuevos equipos permiten una gran variedad de
condiciones experimentales donde se pueden variar los pulsos a que se somete
la muestra, tanto en intensidad como en direccién, también se puede variar la
interaccion de dos nucleos (generalmente 'H y °C). Todos los parémetros para la
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adquisicién de un espectro se llama “secuencia de pulsos’, siendo especifico
para cada experimento.

La secuencia de pulsos para un experimento APT (Attached Proton Test) también
conacido como GASPE (Gated Spin-Echo) se caracteriza por los pulsos a 90° y
160° que se aplica al '°C, mientras que se aplica un desacoplamiento de banda
ancha al 'H. Estas condiciones experimentales permiten obtener un espectro
donde los grupos CHy y CH aparecen con sefiales Invertidas a los de las grupos
.CH; y carbonos cuaternarios facilitando de esta manera su interpretacion. Para
un ejemplo de un experimento APT observese el espectro 21 donde los grupos
CH; y &tomos de carbono cuaternario tienen una arientacién positiva, mientras
que los grupos CHyy CH aparecen con una arientacién negativa.

© COZY, sjempio de un espectro bidimensional,

En la década de los afios sesenta se propone la medicién de las sefales de
resonancia magnética nuclear en el daminio del tiempo y su subsecuente anélisis
mediante transformadas de Fourier. En 1971 se extiende la idea para realizar
~ experimentos involucrando dos variables de tiempo, lo que permits la obtencion

de espectros en dos dimensiones o bidimensionales.

La adecuada secuencia de puisos con respecto al tiempo permite {a obtencion de
los especiros COZY (Correlation Espectroscopy).

El experimento COZY correlaciona los desplazamientos quimicos. a través del
acoplamiento homonuclear. La caracteristica esencial de un espectro COZY es la
- presencia de sefiales cruzadas en esquemas cuadrados, los cuales permiten
obtener la conectividad a través de acoplamientos homonucleares. En el especiro
20 se observa la cantidad de aquelios hidrégenos que presentan acoplamientos
homonucleares, asl por ejemplo el H-2 a 3.78 ppm presenta una interaccidn con
la sefial a 5.6 ppm que corresponde al H-1, esto as, se establece ia conectividad
entre la sefat de H-2 y la sefal de H-1.
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