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Resumen

Resumen.

Como parte del proyecto de investigacion “Bioactive Agents from Dryland

Biodiversity of Latin America”, el presente estudio describe la investigacién quimica de

la raiz de la especie medicinal Cosmos pringlei, recolectada en la region de El Alamillo,
Municipio de Guerrero, Chihuahua.

La seleccion de la especie vegetal, objeto de este estudio, se realizé con base en
los criterios etnomédico y quimiotaxonémico. El fraccionamiento biodirigido del extracto
activo, permiti6 el aislamiento de siete lactonas sesquiterpénicas [la costunolida (20), la
deshidrocostuslactona (38), la 15-isovaleriloxi-costundlida (39), la 15-isobutiriloxi-
costunélida (40), la 11B-dihidrodeshidrocostuslactona (68), la 3B-isobutiriloxi-
deshidrocostuslactona (71) y la 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72)], un esteroide
de tipo pregnano, el 3B-hidroxi-Sa-pregn-16-en-20-ona (41), y tres fenilpropanoides [el
1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propanc)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17), 1-(1’-
isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69), 1-(1’-isovaleriloxi-2’-
propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70)]. Estos productos se caracterizaron por
métodos espectroscopicos y espectrométricos. Los compuestos 70-72 constituyen
productos naturales novedosos.

Por otra parte, se determindé la estereoquimica absoluta de los centros
esterogénicos presentes en el compuesto 8a, 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60},
diterpenoide previamente aislado de la especie medicinal Xanthocephalum
gymnospermoides var eradiatum, mediante la correlacién quimica con el diterpeno 13-

epi-manoilato de metilo (60d) y la aplicacién del método de los ésteres de Mosher.

v




Abstract

Abstract.

As a part of the proyect “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin
America”, the root of Cosmos pringlei was chemically investigated.

Bioactivity-directed fractionation of the active CH,Cl,-MeOH (1:1) extract,
prepared from the roots of C. pringlei, led to the isolation of seven sesquiterpene
lactones, namely, costunolide (20), dehydrocostuslactone (38), 15-isobutiriloxy-
costunolide (39), 15-isovaleriloxy-costunolide (40), dihydrodehydrocostuslactone (68),
3B-isobutiriloxy-dehydrocostuslactone (71) and 3pB-isovaleriloxy-dehydrocostuslactone
(72). In addition, three phenylpropancids, [1-(1°, 2’-epoxy-3’-isobutiriloxy-propane)-3-
methoxy-4-isobutiriloxy-benzene (17), 1-(1’-isobutiriloxy-2’-propene)-3-methoxy-4- |
isobutiriloxy-benzene (69) and 1-(1’-isovaleriloxy-2’-propene)-3-methoxy-4-
isobutiriloxy-benzene (70)] and a steroid, [3B-hydroxi-Sa-pregn-16-en-20-one (41)] were
obtained. Compounds 70-72 are novel natural products.

The isolated compounds were identified by spectral methods, including MS and
NMR measurements.

On the other hand, the absolute configuration of the stereogenic centers of 8, 13-
epoxylabdane-14S, 15 diol (60), a novel diterpene isolated from Xanthocephalum
gymnospermoides var eradiatum, was determined. The absolute configuration was
established using the advanced Mosher ester methodelogy and by chemical correlation of
60 with methyl 13-epi-manoylate (60d).
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Justificacién y Objetivos

L JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

La primera parte del presente trabajo de tesis se generé del proyecto de

investigacion “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin America”, el cual a su
vez forma parte de un programa de caracter internacional denominado “International

Cooperative Biodiversity Group Program” (ICBG). Este programa esté financiado por las

siguientes instituciones gubernamentales de los Estados Unidos de América del Norte:
National Science Foundation (NSF), U. S. Agency for International Development (USAID)
y National Institute of Health (NIH).

Los objetivos generales del programa ICBG se describen en una publicacién
reciente de Suffnes y colaboradores (1995). A continuacidon se describen los méas

relevantes:

1.- Identificar los recursos naturales renovables en los paises en vias de desarrollo y
proponer estrategias para la conservacidn de los mismos.

2.- Desarrollar, a largo plazo, las estrategias ecoldgicas y econémicas para el
establecimiento de cultivos de los recursos vegetales en paises en vias de desarrollo.

3.- Implementar estrategias de bajo costo para la investigacién de los recursos
naturales regionales.

4.- Establecer nuevas industrias.

5.- Buscar nuevos firmacos de origen natural para tratar enfermedades que
ocasionan problemas en vastos sectores de la poblacion.

6.- Contribuir al mejoramiento de la infraestructura de investigacion de los paises en
vias de desarrollo que participan en el programa.

7.- Contribuir a la formacién de recursos humanos capacitados para realizar

investigacién sobre los recursos naturales renovables de los paises participantes.
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Los paises que hacen una labor conjunta con los Estados Unidos de América del

Norte en el proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin America” son:

Chile, Argentina y México. Las instituciones de Estados Unidos de América del Norte
involucradas en el desarrollo de la empresa cientifica antes sefialada son: Universidad de
Arizona, donde reside el investigador principal del proyecto, American Cyanamid
Company, Wyeth-Ayerst Laboratories y GWL Hansen’s Disease Center. En México, la
Universidad Nacional Auténoma de México, a través de la Facultad de Quimica y el
Instituto de Biologfa, es la responsable de colaborar con el proyecto. En Chile, la
institucién participante es la Universidad Catélica de Chile; en tanto que en la Argentina
participan la Universidad Nacional de la Patagonia y el Instituto Nacional de Tecnologia

Agropecuaria (INTA).

La Facultad de Quimica, a través de un convenio establecido con la Universidad de

Arizona realiza las siguientes actividades:

a.- Preparacién de extractos vegetales a partir de especies seleccionadas,
principalmente mediante un criterio etnomédico.

b.- Envié de los extractos para determinar su potencialidad bioldgica. Las
evaluaciones biolégicas se realizan en los laboratorios de las compafilas American
Cyanamid Company, Wyeth-Ayerst Laboratories, asi como en los laboratorios de
investigacion de GWL Hansen’s Disease Center.

¢.- Fraccionar de manera biodirigida los extractos que demuestren una actividad
biolégica significativa.

d.- Separar y purificar los compuestos activos responsables de las actividades
biologicas.

e.- Elucidar las estructuras moleculares de los componentes aislados de las

fracciones activas.
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El convenio establecido con la Universidad de Arizona contiene una clausula de
confidencialidad en relacidon, a los resultados de las evaluaciones bioldgicas. Estos
resultados, por lo tanto, no pueden ser difundidos sin el establecimiento de patentes que
Justifiquen los descubrimientos derivados de las investigaciones. En consecuencia, en el

presente trabajo, no se describird ningtin resultado de tipo biologico.

En el contexto del proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin

America” del programa ICBG, la raiz de la planta Cosmos pringlei Rob. & Fern.

(Asteraceae) fue seleccionada como una fuente de principios activos de interés terapéutico
y agroquimico. En consecuencia, uno de los objetivos del presente trabajo es el aislamiento
y la caracterizacién de los principios activos responsables de las actividades biolégicas
demostradas por el extracto total de la raiz de C. pringlei. Para el cumplimiento de éste

objetivo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

i. Preparar a gran escala el extracto total de la raiz de la especie mediante un proceso
de maceracion. '

ii. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total mediante un proceso de
cromatografia en columna abierta.

iii. Separar los principios activos a partir de las fracciones activas, empleando para
ello, métodos cromatograficos.

iv. Identificar los compuestos activos mediante la aplicacion de métodos quimicos,

espectroscpicos y espectrometricos.

La segunda parte del presente trabajo de tesis tiene como objetivo primordial
determinar la configuracién absoluta del diterpenoide fitotéxico 8, 13-epoxilabdano-14, 15
diol, aislado previamente de la especie medicinal Xanthocephalum gymnospermoides var

eradiatum (Asteraceae) (Rivero Cruz y Trejo Miranda, 1996). De esta forma se completara
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la elucidacidn estructural del diterpeno que demostré una actividad fitotéxica significativa
en pruebas de germinacién y crecimiento radicular. Por lo tanto el producto natural

constituye un candidato para el desarrollo de nuevos herbicidas biodegradables.
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II. ANTECEDENTES.

2.1 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DE Cosmos
pringlei Rob. & Fern. (Asteraceae).

El género Cosmos (Asteraceae) incluye 33 especies, que se localizan en el
continente americano desde el sur de los Estados Unidos hasta Panam4. En México se
encuentran descritas 31 de estas especies; en el Cuadro 1 se indican las especies con una
mayor distribucién en el territorio nacional. De éstas, C. bipinnatus es muy popular como
especie ornamental (Starman ef al., 1995); y el cocimiento de las flores la especie C.
.sulphureus se utiliza en las practicas médicas populares para combatir los efectos del
piquete de alacran (Martinez, 1989).

Cosmos pringlei Rob. & Femn. (Figura 1) es una planta herbicea perenne, endémica
de la Sierra Madre Oriental, Estado de Chihuahua. Los individuos de esta especie miden de
60 a 90 cm de altura; tienen hojas opuestas, pinatifidas, con los segmentos lineales de 5-6
cm de largo por unos 5 mm de ancho; ias flores en cabezuelas, miden 6 cm y son rosadas,
solitarias con un pedinculo muy largo. La planta crece como hierba en los bosques de
encino o de pino, a una altitud de 2000-2500 m; su floracién ocurre en el periodo
comprendido entre los meses de julio a septiembre (Martinez, 1979; Sherff y Alexander,
1955).

Los indios Tarahumaras designan a la planta con el nombre de “bavisa”, y emplean

la decoccién de la raiz para el tratamiento de la tlcera géstrica y de las hemorroides (Bye,

1996).
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Cuadro 1. Localizacién en México y nombres comunes de algunas especies del género

Cosmos.

ESPECIE LOCALIZACION NOMBRE COMUN

C. bipinnatus Hidalgo Mirasol
Michoacan Xaricamata
Nayarit j Huaabe

C. caudatus Chiapas | Cambray
Yucatin Chak-xul

C. crithmifolius Sonora Bavisa

C. juxtlahuacensis [Oaxaca

C. pringlei [Chihuahua Bavisa

C. purp—ureus Morelos Mirasol rojo

C. sulphureus Guerrero Sochipal
Jalisco Mirasol amarillo
Michoacan Ximula
Morelos Mirasol amarillo
Puebla Axal-x6chitl

2.2 ESTUDIOS QUIMICOS SOBRE EL GENERO Cosmos.

Desde el punte de vista quimico, sélo las especies C. bipinnatus, C. sulphureus,
C. caudatus y C. pringlei han sido investigadas. Los metabolitos secundarios aislados y
caracterizados en estos estudios pertenecen a las categorias de los fenilpropanoides, los
polienos, los poliacetilenos, las lactonas sesquiterpénicas, los triterpenoides modificados,
los esteroides y los flavonoides (Akihisa ef al., 1996; Bate-Smith, 1980; Bohlmann et al.,
1964; Bohm, 1975; Chabannes y Pacheco, 1971; Cuevas Garibay, 1998; Fuzzati et al.,
1995; Kaneta et al, 1978; Saito ef al, 1974, 1976 y 1979; Samata et al, 1977,
Shimokoriyama y Geissman, 1960). En el Cuadro 2 se ilustran las estructuras de los

compuestos aislados de las especies estudiadas.
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Figura 1. Cosmos pringlei (Bye, 1996).
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Por otro lado, un estudio fitoquimico reciente realizade en nuestro laboratorio de la
especie C. pringlei permiti® el aislamiento de varias lactonas sesquiterpénicas [la
costunélida (20), la deshidrocostuslactona (38), la 15-isovaleriloxi-costunélida (39), la 15-
isobutiriloxi-costunélida (40)] y un esteroide de tipo pregnano [3B-hidroxi-5¢-pregn-16-en-
20-ona (41)] (Cuevas Garibay, 1998). En el Cuadro 3 se indican las estructuras de los

compuestos aislados previamente de C. pringlei.

Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos.

{ COMPUESTO REFERENCIA ESPECIE
PN
trans trans Bohlmann ef al., 1964 C. hybridus

1, 3, 11-tridecatrien-5, 7, 9-triino (1)

P . A~OH | Bohlmannetal, 1964 | C. hybridus

trans . trans

2, 10, 12-tridecatrien-4, 6, 8-triin-1-ol (2)

R I

NP = H Bohlmann et al,, 1964 § C. sulphureus
trans trans
2, 10, 12-tridecatrien-4, 6, 8-triin-1-al (3) i

—

trans

WM\/\/ OAc ¥ Bohlmann ef al,, 1964 C. sulphureus
rans

f 1-acetoxi-2, 10, 12-tridecatrien-4, 6, 8-triino
4)
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacién).

COMPUESTO

REFERENCIA

ESPECIE

/\N\W

trans  ftrans trans

1, 3, 5, 11-tridecatetraen-7, 9-diino (5)

Bohlmann et al., 1964

C. sulphureus

o

i-acetoxi-3-ox0-8, 10, 14, 16-
octadecatetraen-12-ino (6)

Bohlmann ef al., 1964

C. sulphureus

1, 11-tridecadien-3 ,5 ,7 ,9-tetraino (7)

4 :
ar Y CAc

Bohlmann et al., 1964

C. diversifolius

PN~ cHo

2, 12-tridecadien-4, 6, 8, 10-tetrain-1-al (8) |

| Bohimann er al, 1964

C. diversifolius

1-acetoxi-2, 12-tridecadien-4, 6, 8, 10-
tetraino (9)

| Bohimann et al, 1964

C. diversifolius

2, 12-tridecadien-4, 6, 8, 10-tetrain-1-ol (10) |

| Bohimann ef al., 1964

e
S P

2, 6-dimetil-1, 3, 5, 7-octatetraeno (11)

Bohlmann et al., 1964

C. diversifolius

C. bipinnatus
C. caudatus

e

—

———
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacién).

COMPUESTO REFERENCIA ESPECIE
HO:@\/\
HO Z” CooH Saito et al,, 1979 C. bipinnatus
acido cafeico (12)

Ay
| chojgt\g/

1-(1’-acetoxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-

isobutiriloxi-benceno (13)

Fuzzati et al,, 1995

C. caudatus

1(1°,  2’-epoxi-3’-[(2’’-metil)]-butiriloxi-
propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno

(14)

Fuzzati et al., 1995

C. caudatus

/l\"/mf 1

1-(3’-acetoxi-1’-propeno)-3-metoxi-4-

isobutiriloxi-benceno (15)

Fuzzati et al., 1995

C. caudatus

10
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Cuadro 2, Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacion).

COMPUESTO

REFERENCIA

ESPECIE

Q.

/H/ )
0 /ﬂ\\

HiCO o

O
1-(1°, 2’-epoxi-3’-acetoxi-propano)-3-

metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (16)

| Fuzzatiefal, 1995

C. caudatus

1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propanc)-3-

metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17)

Fuzzati et al, 1995

C. caudatus

/H/O
(0]
0
H,CO 0
HO OH

1-(1”, 2’-dihidroxi-3’-isobutiriloxi-propano)-

3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (18)

Fuzzati et al., 1995

C. caudatus

HOOC OH

4cido clorogénico (19)

Saito et al., 1979

C. bipinnatus

11
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aistados del género Cosmos (continuacién).

COMPUESTO REFERENCIA ESPECIE

Bohlmann et al,, 1964 C. sulphureus

O

costundlida (20)

Bohlmann et al.,, 1964 C. sulphureus

Akihisa et al., 1996 C. bipinnatus

helianol (22)
OH
OH
HO 5\ O Samata ef al., 1977 C. sulphureus
O y C. caudatus
O nutinosil
OH

3-rutinosil-cianidina (23)

12
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacién).

COMPUESTO JI REFERENCIA ESPECIE
CH
OH
ve
HO Oy Samata et al., 1977 C. sulphureus
O = C. caudatus
CH

O glucosil

3p-D-glucopiranosil-cianidina (24)

HO l OH O Bohm, 1975 C. sulphureus

| C. bipinnatus

buteina (25)

OH

glucosil O OH Shimokoriyama y C. sulphureus

Geissman, 1960 C. bipinnatus

()
&

corepsina (26)

OH

glucosil O 's)
O X Q OH Bohm, 1975 C. sulphureus

C. bipinnatus
5 Y

sulfureina (27)

13
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacion).

COMPUESTO REFERENCIA ESPECIE

Chabannes y Pacheco, C. bipinnatus
1971
OH O
apigenina (28) |
OH
HO o ‘
O Chabannes y Pacheco, C. bipinnatus
1971
OH O
naringenina (29)
OH

glucosit O O 0 ‘ Chabannes y Pacheco, C. bipinnatus

1971
OH O
prunina (30)
” OH ||
OH
HO 0 O Chabannes y Pacheco, C. bipinnatus
O I 1971
O gluglur
OH O

quercetina-3-glucoglucurénido (31)

14
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacion).

COMPUESTO 'REFERENCIA ESPECIE
OH
glucosil O O O '
O | Kaneta ef al., 1978 C. bipinnatus
OH O
apigenina-7-glucésido (32) I
Kaneta et al., 1978 C. bipinnatus
Saito, 1974 C. bipinnatus
Saito, 1974 C. bipinnatus
OH O
luteolina-3-glucurénido (35)

15
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Cuadro 2. Metabolitos secundarios aislados del género Cosmos (continuacién).

COMPUESTO | REFERENCIA | ESPECIE
OCHs;
Saito, 1974 N C. bipinnatus
crisoeriol-7-glucurénido (36)
OH
OH
l Bate-Smith, 1980 C. bipinnatus

procianidina (37)

16
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios aislados e identificados de la raiz de la especie Cosmos

pringlei.

COMPUESTO REFERENCIA | ESPECIE

Cuevas Garibay, 1998 C. pringlei
o

costundlida (20)
Cuevas Garibay, 1998 C. pringlei
Cuevas Garibay, 1998 C. pringlei
Cuevas Garibay, 1998 C. pringlei

15-isobutiriloxi-costunélida (40)

17
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Cuadro 3. Metabolitos secundarios aislados e identificados de la raiz de la especie Cosmos

pringlei (continuacién).

COMPUESTO

REFERENCIA

ESPECIE

HO

3B-hidroxi-5a-pregn- 16-en-20-ona (41)

Cuevas Garibay, 1998

C. pringlei

18
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23 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DE
Xanthocephalum gymnospermoides (A. Gray) Benth & Hook var eradiatum Lane
(Asteraceae).

El género Xanthocephalum Willd, de Ia familia Asteraceae incluye ocho especies y
tres variedades distribuidas principalmente en México y en la parte sur de los Estados
Unidos de América del Norte (Lane, 1983). En el Cuadro 4 se enlistan las especies y
variedades del género.

Filogenéticamente Xanthocephalum se encuentra estrechamente relacionado con los
géneros Olivaceae, Gutierrezia y Grindelia (Lane, 1983).

Xanthocephalum gymnospermoides (A. Gray) Benth & Hook var eradiatum Lane es
una planta anual endémica de la sierra Tarahumara, estado de Chihuahua. Los individuos
de esta variedad son arbustos de 1 a 1.5 m de altura, con tallos rectos y flores amarillas
(Figura 2). Posiblemente este taxén deriva de la especie X. gymnospermoides (A. Gray)
Benth y la diferencia mas importante entre esta variedad y los ottos miembros del género es
la carencia de pétalos florales rayados (Lane, 1983).

Cuadro 4. Especies y variedades que conforman el género Xanthocephalum.

ESPECIE } ] ~ VARIEDAD ]
X centauroides_\é’illd r
X. duranpense M. A. Lane

X humile (Kunth ) Benth

X wrightii (A. Gray ) _ o
X. seriocarpum ( A. Gray ) _
8.X. megalocephalum Fernald

— —
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Figura 2. Xanthocephalum gymnospermoides var eradiatum (Bye, 1996).
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Generalmente la planta crece a una altitud entre 2000 y 2400 m de altura bien sea en
zonas silvestres formando poblaciones densas o en los bordes de campos cultivados de los
valles montafiosos de la sierra Tarahumara. La especie es dominante en su habitat e inhibe
el crecimiento de otras plantas anuales como especies de Amaranthus, Bidens y
Chenopodium. Este hecho sugiere que X gymnospermoides var eradiatum contiene
aleloquimicos que constituyen agentes herbicidas potenciales. Los indios Tarahumaras
reconocen a esta planta con el nombre de “URISO” y la utilizan medicinalmente para la

cura de dolores cutaneos y el lavado de heridas (Bye, 1996).

2.4 ESTUDIOS QUIMICOS SOBRE EL GENERO Xanthocephalum.

Las especies X. benthamianum, X. centauroides, X. humile, X. seriocarpum, X.
wrightii y la variedad X. gymnospermoides var gymnospermoides han sido investigadas
desde el punto de vista quimico. Los metabolitos secundarios aislados y caracterizados en
estos estudios incluyen diterpenoides de tipo labdano, poliacetilenos, triterpenoides de los
tipos friedelano y bacarano, fenilpropanoides y flavonoides de los tipos flavona y
flavonoles (Bohlmann, 1979; Yu ef al., 1987). En el Cuadro § se ilustran las estructuras de
los compuestos aislados de los distintos taxones investigados. Cabe destacar que Lane
(Lane, 1983; Lane, 1989), detecté mediante procedimientos cromatogréaficos la presencia
de flavonoides en X. gymnospermoides var eradiatum. De manera adicional, el autor
observé que la cantidad de estos metabolitos era considerablemente menor que las
detectadas en X gymnospermoides, X. gymnospermoides var gymnospermoides y X
benthamianum (Lane, 1983; Lane, 1989).

La literatura quimica describe también estudios del contenido metabélico
secundario de X seriocarpum y X wrightii sin embargo, estas especies fueron

taxonémicamente reclasificadas en el género Gutierrezia (Lane, 1983).
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Recientemente, el estudio fitoquimico biodirigido del extracto cloroformo-
metanolico (1:1) de la planta entera de X. gymnospermoides var eradiatum, utilizando como
bioensayos la determinaci6én del efecto inhibitorio del crecimiento radicular de las semillas
Amaranthus hypochondriacus y Physalis ixocarpa, permitié el aislamiento de siete
diterpenos de tipo labdano y un flavonoide (Rivero Cruz y Trejo Miranda, 1996). Estos
fueron caracterizados por métodos quimicos y espectroscopicos como: el 8, 13-
epoxilabdano-14, 15 diol (60), grindelato de metilo (61), 4cido grindélico (62), 7a, 8a-
epoxi-grindelato de metilo (63), 7a-hidroxi-8(17)-deshidrogrindelato de metilo (64), 17-
hidroxi-grindelato de metilo {65), 6, 18-dihidroxi-grindelato de metilo (66) y el 3, 6-dimetil
éter del camperol (67) (Cuadro 6). Los diterpenos 60, 61 y 66 son nuevos productos
naturales. El signo positivo de la rotacién éptica del producto 60 permitié proponer que el
mismo era un enantiémero del barbatol (78), diterpenoide aislado de Sideritis arborescens
Salzm. Cabe destacar que en esa ocasioén no se determiné la configuracién absoluta de los
centros estereogénicos de la molécula correspondiente al producto 60. (Von Carstenn-
Lichterfelde et al., 1975).

El producto 60, el 4cido grindélico (62) y su éster metilico 61 constituyeron los
productos bioactivos mayoritarios y presentaron una actividad fitotéxica significativa
contra la especie 4. hypochondriacus. Los demas productos naturales o sus derivados no
presentaron un efecto fitotéxico significativo. En consecuencia los compuestos 60-62
constituyen prototipos estructurales novedosos para el desarrollo de nuevos agentes

herbicidas.
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Cuadro 5. Metabolitos secundarios aislados del género Xanthocephalum.

ﬂ ESTRUCTURA REFERENCIA ESPECIE
X linearifolium
/\/\/W\OAC Bohlmann et al., X. centauroides
1979 X gymnospermoides
1-acetoxi-1, 6, 8-decatrien-3-ino (42) X wrightis
X humile
0 X. linearifolium
Bohlmann et al., X centauroides
NN NN OJH/\ 1979 X gymnospermoides

1-angeloil-1, 6, 8-decatrien-3-ino (43)

X wrightii
X humile

HO
\QV/YO(CHz)wCHs
O

4-hidroxi-cinamato de eicosanilo (44)

Bohlmann et al.,
1979

X linearifolium
X megalocephalum

HO
O\/\rO(CHz)ﬂCH;;
o

4-hidroxi-cinamato de doeicosanilo (45) |

T

Bohimann ef al.,
1979

X. linearifolium
X. megalocephalum

ent 19-hidroxi-8(17), 13-labdadien-16,15-
olida (46)

Bohlmann er a!.,
1979

X linearifolium
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Cuadro 5. Metabolitos secundarios aislados del género Xanthocephalum (continuacion).

ESTRUCTURA

REFERENCIA

ESPECIE

2 N
gé/\o

HOH,C

ent 15, 16-epoxi-8(17), 13(16), 14-
labdatrien-18-ol (47)

Bohimann et al.,
1979

X linearifolium

X

CH,0H

ent 15, 16-epoxi-8(17), 13(16), 14-
labdatrien-19-ol (48)

Bohimann ef al.,
1979

X linearifolium

B WA

ent 3-angeloil-15, 16-epoxi-13(16), 14-
labdadien-8-o0l (49)

Bohlmann et al.,
1979

X linearifolium

OCH,

OH
oo L
O | OCH;

OCHj
OH O
5, 7, 4’~trihidroxi-3, 3°, 5’-trimetoxi-
flavona (50)

Yuetal, 1987

X. gymnospermoides
var gymnospermoides

-
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Cuadro 5. Metabolitos secundarios aisiados del género Xanthocephalum (continuacién).

ESTRUCTURA REFERENCIA ESPECIE
OCH;,
OH
HO 0 ‘ Yuetal, 1987 X. gymnospermoides
O l OCH var gymnospermoides
3
OH O
5, 7, 4’-trihidroxi-3’, 5°-dimetoxi-flavona
(51) |

o O OCH;

5,3, 5’-trihidroxi-3, 7, 4’-trimetoxi-
flavona (52)

Yuetal., 1987

X. gymnospermoides
var gymnospermotides

OCH,
OH

OH O OCH,

5, 7, 4’-trihidroxi-3, 3’-dimetoxi-flavona
_(53)

Yuetal, 1987

|

|

X gymnospermoides
var gymnospermoides

OH

OH O
3,5, 7,3, 4 -pentahidroxi-flavona (54)

Yuetal, 1987

X gymnospermoides
var gymnospermoides
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Cuadro 5. Metabolitos secundarios aislados del género Xanthocephalum (continuacion).

ESTRUCTURA

REFERENCIA

ESPECIE

OH

Yuetal., 1987

X gymnospermoides
var gymnospermoides

OH O OCH;,
5,3, 4 trihidroxi-3, 7-dimetoxi-flavona
(35)
OH
HO 0 O ;

Yuetal, 1987 | X gymnospermoides

| var gymnospermoides
OCH,

Bohlmann ef al., X linearifolium
1979 X centauroides
X wrightii
3-friedelanona (57) } _
Bohlmann et al., X linearifolium
1979 X centauroides

3-friedelanol (58)

X wrightii
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Cuadro 5. Metabolitos secundarios aislados del género Xanthocephalum (continuacion).

|_REFERENCIA |

ESPECIE

ESTRUCTURA

3B, 25-epoxi-21-bacareno (59)

y

Bohlmann et al.,
1979

X linearifolium

Cuadro 6. Metabolitos secundarios aislados e identificados de la planta entera de la especie

X. gymnospermoides var eradiatum.

ESPECIE

COMPUESTO

REFERENCIA

OH

CH,OH

8, 13-epoxilabdano-14, 15 diol (60)

Rivero Cruz y Trejo

Miranda, 1996

X. gymnospermoides

var eradiatum

e N o

grindelato de metilo (61)

—F

-

Rivero Cruz y Trejo
Miranda, 1996

X. gymnospermoides

var eradiatum
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Cuadro 6. Metabolitos secundarios aislados e identificados de la planta entera de la especie

X gymnospermoides var eradiatum (continuacién).

COMPUESTO

REFERENCIA

ESPECIE

|

icido grindélico (62)

Rivero Cruz y Trejo
Miranda, 1996

|
=

X gymnospermoides

var eradiatum

Rivero Cruz y Trejo

X. gymnospermoides

Miranda, 1996 var eradiatum
7o, 8a-epoxi-grindelato de metilo (63)
COOCH, Rivero Cruz y Trejo { X. gymnospermoides
"""" 'OH Miranda, 1996 var eradiatum

To-hidroxi-8(17)-deshidrogrindelato de
metilo (64)

17-hidroxi-grindelato de metilo (65)

Rivero Cruz y Trejo
Miranda, 1996

X. gymnospermoides

var eradiatum

2
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Cuadro 6. Metabolitos secundarios aislados e identificados de la planta entera de la especie

X gymnospermoides var eradiatum (continuacion).

COMPUESTO | REFERENCIA ESPECIE

COOCH3 Rivero Cruz y Trejo | X. gymnospermoides

4 ;i Miranda, 1996 var eradiatum
HOH,C * ou

6, 18-dihidroxi-grindelato de metilo (66)

Rivero Cruz y Trejo | X gymnospermoides
Miranda, 1996 var eradiatum

OH O

3, 6-dimetil éter del camperol (67)
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HI. PARTE EXPERIMENTAL.
3.1 ESTUDIO QUIMICO DE LA RAIZ DE Cosmos pringlei.
3.1.1 MATERIAL VEGETAL.

La raiz de Cosmos pringlei (Asteraceae) se recolectd en la regién El Alamillo,
Municipio de Guerrero, Chihuahua, ¢l 8 de Octubre de 1996. La identificaci6én de la especie
estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto de Biologia, UNAM). Una muestra de herbario
(Voucher: Bye 21336) fue depositada en el Herbario Nacional (MEXU), Instituto de
Biologia, UNAM.

3.1.2 ANALISIS CROMATOGRAFICOS.

La cromatografia por adsorciéon en columna abierta se realizd sobre gel de silice
Kieselgel 60 Merck (tamafio de particula 0.063-0.200 mm, malla de 70-230 pm ASTM).
Los anilisis cromatogrificos en capa fina (ccf) se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de vidrio o aluminio recubiertas con gel de silice (silica
gel 60 GFzs4 Merck) con un espesor de 0.25 mm, y los sistemas de elucién y agentes
reveladores que se resumen en los Cuadros 7 y 8, respectivamente.

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) se realiz6 en un
cromatégrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford,
M. A., USA) equipado con un detector de UV con arreglo de diodos (996). El control del
equipo, la adquisicidn de datos, €l procesamiento y manipulacién de la informacion se
realizaron utilizando el programa de software Millenium 2000 (Waters). Todos los analisis

se realizaron a temperatura ambiente.
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3.1.2.1 Cromatografia de liquidos de alta resofucion analitica.

El método de cromatografia de liquidos de alta resolucién analitica, nos permite
optimizar las condiciones instrumentales necesarias para lograr la maxima
resolucion y separacion de los constituyentes de una muestra. Los anélisis se realizaron en
una columna empacada con dimetiloctadecilsilil HCR-18 con un tamafio de particula de 6
um y un tamafio de poro de 60 A. El didgmetro interno de la columna es de 3.9 mm y la
longitud de 300 mm. La concentracion de las muestras problema utilizada en estos analisis
fue de 0.5 mg en un volumen inyectado de 20 pl.. La elucién se realizé con un sistema
isocratico y las fases méviles consistieron en mezclas binarias constituidas por metanol-
agua y acetonitrilo-agua o mezclas ternarias constituidas por hexano-isopropanol-metanol.
La velocidad de flujo fue de 0.35 mL/min. Las longitudes de onda utilizadas para la

deteccidén de los compuestos fueron de 205 y 215 nm.
3.1.2.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion preparativa.

Una vez determinadas las condiciones analiticas se realizo ¢l escalamiento a una
columna preparativa, lo que nos permitié la separacion y purificacion de los constituyentes
de las fracciones primarias o secundarias.

Estos analisis se realizaron en una columna preparativa empacada con
dimetiloctadecilsilil HCR-18 con un tamafio de particula de 6 pum y un poro de 60 A, el
didmetro interno de la columna es de 19 mm y la longitud de 300 mm, para todas las
separaciones se utilizaron los sistemas de disolventes indicados en el inciso 3.1.2.1. |

En todos los casos, se recurrié a la técnica de corte de nicleo y reinyeccién de la
muestra. Este método consistié en someter a los picos mayoritarios de interés a un corte,
eliminando asi la contaminacion causada por los componentes minoritarios eluidos antes y
después del pico en cuestién, mismo que fue reinyectado en el sistema cromatografico

tantas veces como fue necesario hasta alcanzar su purificacién (Hostettmann, 1936).
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Cuadro 7. Sistemas de elucién utilizados para los anilisis cromatogrificos en capa
fina.

SISTEMA DE ELUCION L COMPOSICION PROPORCION
I [ Hex 100%
I L Hex-AcOEt L Diversas
I | AcOEt 100%
v [ AcOEt-MeOH Diversas
v Hex-CH,Cl; Diversas

VI B CH,Cl, J 100%
vl CH,Cl,-MeOH I Diversas
VI MeOH 100%
X Hex-CHCl; Diversas

X AcOEtMcOH H][ 50:50

Cuadro 8. Agentes cromdégenos utilizados para los anilisis cromatograficos en capa

fina.
AGENTE COMPOSICION REFERENCIA
REVELADOR
* . . .

Sulfato cérico Sulfato ¢cérico amoniacal 12g §Stahl, 1969
Ac. Sulfirico conc. 22,5 mL fLowery ef al., 1993
Hielo picado 350 g

- = —

Ac. fosfomolibdico Ac. fosfomolibdico 5 g Rupprecht el a]_, 1990

Etanol 100 mL

*
Para el desarrollo de la coloracién se calienta durante aproximadamente 2 minutos a 110 °C.
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3.1.3 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS NATURALES Y SUS
DERIVADOS.

De manera general la caracterizacién de los productos aislados o sus derivados se
realizd por métodos espectroscdpicos y espectrométricos.

Las rotaciones dpticas se midieron en un polarimetro digital JASCO DIP 360. Los
espectros en el IR se midieron en un espectrometro de rejilla Perkin Elmer modelo 599,
utilizando las técnicas de pelfcula o pastilla de KBr.

Los espectros de RMN de 300/75 MHz se registraron en los aparatos Varian VXR-
3005 6 Varian UNITY 300. Los espectros de 500/125 MHz, se registraron en un aparato
Varian UNITY PLUS 500. En todos los casos se empleé como disolvente cloroformo
deuterado (CDCl;) y TMS como referencia interna.

Los espectros de masas de impacto electronico de los compuestos puros, se
realizaron en un espectrometro de masas modelo Joel JMS-AXS505HA, mediante
introduccién directa a 70 eV. En particular, los espectros de los productos 71 y 72 se
obtuvieron en un espectrometro de masas JOEL JX102 acoplado a un cromatografo de
gases. Todos los espectros se determinaron en la Unidad de Servicios Analiticos e

Instrumentales (USAI), Facultad de Quimica o en el Instituto de Quimica, UNAM.

3.1.4 METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO.

El proceso de desecacion de la raiz de Cosmos pringlei se llevo a cabo a
temperatura ambiente. El material vegetal desecado (2.0 Kg) se fragmenté en un molino de
cuchillas modelo Willey 4 y se extrajo mediante un proceso de maceracién con CH;Cl,-
MeOH (1:1) a temperatura ambiente. El extracto resultante [300 g] se sometio a un
fraccionamiento primario mediante una cromatografia en columna abierta utilizando como

adsorbente 2 Kg de gel de silice.
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El proceso de elucién se efectué con hexano, mezclas de hexano-AcOEt [95:5,
90:10, 80:20, 60:40, 40:60 y 20:80], AcOEt, mezclas de AcOEt-MeOQH [90:10, 80:20 y
60:40] y MeOH. Se obtuvieron un total de 250 fracciones de 1 L cada una reuniéndose
aquellas que mostraron similitud cromatografica para asi obtener 12 conjuntos de
fracciones primarias (F;-Fi2). De estas doce fracciones, de la Fy a la Fy; demostraron
actividad biolégica en los distintos bioensayos realizados por los laboratorios
subcontratados por la Universidad de Arizona.

En el Esquema 1 y Cuadro 9 se resumen los procesos de extraccién y

fraccionamiento primario.

RAIZDE Cosmos pringlei
(2Kg)

-Bxtraccién con CH 2C1 2 - MeQH( 1:1)

via maceracién, 3 semanas
-Filtrar y concentrar al vacio

EXTRACTO CH 2Cl2-MeOH (300 g) : RESIDUO VEGETAL

-Cromatografia en columna abjerta
(2Kg de gel de sflice )
Hex-AcOEt(1:0a0:1 )y AcOE--MeOH (1:0a 0:1)

Lt

Fy Fo Fa Fy Fs Fg F; Fg Fg Fio Fqq Fy2

Esquema 1. Extraccion y fraccionamiento del extracto diclorometano-metanélico (1:1)

de la raiz de Cosmos pringlet.
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Cuadro 9. Fraccionamiento biodirigido del extracto diclorometano-metanélico (1:1)

de Cosmos pringlei.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE PESO
(%) COMBINADAS @
hexano 100 1-7 F, 1.50
Hex-AcOEt 95:5 8-25 F; 0.100
Hex-AcOEt ~ 90:10 26-29 F, || 755
Hex-AcOEt 80:20 30 F, 0.100
Hex-AcOEt || 60:40 3145 Fs 65.36
Hex-AcOEt 40:60 46-54 Fs 1.58
Hex-AcOEt 20:30 55-64 Ir_ F, 4.37
AcOEt 100 65-15 Fs 2.23
AcOEt- MeOH 90:10 76-90 F, 1.75
AcOEt- MeOH 80:20 91-101 Fio 2.58
AcOEt- MeOH 60:40 102-168 Fi, 17.36
MeOH 100 169-239 Fiz |'Wo—

3.1.5 Aislamiento y purificacién de Ia 11B-dihidrodeshidrocostuslactona (68), del 1-
(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69) y 1-(1’-

isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).

El aislamiento y la purificacién de los constituyentes individuales presentes en las
fracciones primarias o secundarias, se realizo mediante la técnica de cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR). Para la resolucién de la fraccion Fy (100 mg) se
determinaron en primer lugar las condiciones analiticas Optimas de separacidn.
Posteriormente, se procedid a realizar la separacion en una columna preparativa, el
cromatograma resultante se muestra en la Figura 3 y como se puede apreciar, la fraccion

contenia tres compuestos mayoritarios (picos a-c).
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AL 1.5 7]
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Figura 3. Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccién Fs. Condiciones de analisis:
Detector UV/Visible, A= 215 nm. Sistema de elucién: acetonitrilo-agua (70:30). Flujo de 8.3
mL/min. Concentracién de la muestra 100 mg/2.5 mL. Picos: a tg 14.4 min, b t 20.5 min yetg 23.7

min.

Para lograr la purificacion del compuesto 68, correspondiente al pico a, se
realizaron sucesivas cromatografias utilizando la técnica de corte de nicleo (Figura 4). El
empleo de esta técnica permiti6 el aislamiento de 23.0 mg de la 1ip-
dihidrodeshidrocostuslactona (68) como un aceite amarillo.

Para la purificacién del compuesto 69, correspondiente al pico b, se utilizo ia
técnica de corte de micleo (Figura 5). Este proceso permitié la obtencién de 24.9 mg del

compuesto 69 bajo la forma de un liquido aceitoso color amarillo.
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ﬂ
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Figura 4. Cromatograma generado durante la purificacién del pico a mediante el proceso de corte
de nicleo. Las condiciones instrumentales se indican en el pie de la Figura 3. La concentracién de
la muestra fue de 4 mg/100 pL.
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Figura 5. Cromatograma generado durante la purificacién del pico b mediante el proceso de corte

de nicleo. Las condiciones instrumentales se indican en el pie de la Figura 3. La concentracién de

la muestra fue de 4 mg/100 pL.
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Por ultimo, el residuo correspondiente al pico ¢ se recromatografié mediante la
técnica de corte de niicleo (Figura 6). Asi se purificaron 10 mg del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-

propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70) como un aceite amarillo.

AL 1.5

L

w L] 1)
TS 20 =2
i raLS T O

Figura 6. Cromatograma generado durante la purificacién del pico ¢ mediante el proceso de corte

de nucleo. Las condiciones instrumentales se indican en el pie de la Figura 3. La concentracion de

la muestra fue de 4 mg/100 pL.

3.1.6 Aislamiento y purificacién de la deshidrocostuslactona (38) y de la costunélida

(20) de la fraccién primaria activa Fs.

De la fraccién primaria activa Fs (Cuadro 9), cristalizaron de manera espontanea 25
mg de un sélido cistalino amorfo incoloro con un punto de fusién de 56-57 °C, idéntico en
todos sus aspectos a una muestra auténtica de deshidrocostuslactona (38), aislada

previamente de la misma especie (Cuevas Garibay, 1998).
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De la misma fraccién Fs (Cuadro 9), cristalizaron 2.5 g de un sdlido cristalino
incoloro en forma de pequefias agujas con un punto de fusién de 105-106 °C, que fue
identificado como la costunélida (20) por comparacién con una muestra auténtica aislada

de la misma especie (Cuevas Garibay, 1998).

3.1.7 Aislamiento y purificacién de la 15-isovaleriloxi-costunélida (39) y del 11, 2’-
epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17) de la fraccién

activa F-.

De la fraccién primaria F (Cuadro 9), cristalizaron de manera espontanea 1.4 g de
un sélido cristalino amorfo de color blanco, con un punto de fusién de 122-124 °C, que fue
identificado como 15-isovaleriloxi-costunélida (39) por comparacién con una muestra
auténtica (Cuevas Garibay, 1998).

Con la finalidad de separar los demas compuestos presentes en la fraccién F; se
procediod a realizar una cromatografia en columna abierta utilizando como adsorbente 225 g
de gel de silice. Se recogieron un total de 144 eluatos de 50 mL cada uno, utilizando como
fase moévil hexano, hexano-AcOEt (diversas proporciones) y AcOEt. Cada una de las
fracciones se analizé utilizando cromatografia en capa fina, combinandose aquellas que
eran similares, En el Cuadro 10 se resumen los sistemas de elucién utilizados y las
fracciones combinadas. La resolucién de la fraccion Fy-C por CLAR, se realizd
determinando en primer lugar las condiciones analiticas de separacion. Posteriormente, se
procedid a realizar la separacién en una columna preparativa. El cromatograma resultante
se muestra en la Figura 7. La aplicacién de la técnica de corte de nucleo permitié
exclusivamente la purificaciéon del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-

isobutiriloxi-benceno (17) con un tg 11.5 min.
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Cuadro 10. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografia en

columna abierta de Ia fraccion F,

ELUYENTE PROPORCION NUMERO DE FRACCIONES [ CLAVE
(%) FRACCIONES COMBINADAS
hexano 100 1-16 1-23 FrA
Hex-AcOEt 90:10 17-21 24-32 Fr-B
Hex-AcOEt 80:20 22-88 33-42 Fr-C
Hex-AcOEt 70:30 89-120 43-65 D |
Hex-AcOEt 60:40 121-131 66-144 FrE
Hex-AcOEt 50:50 132-139 '
AcOEt 100 140-144
AU 1.0

MEUTOSR

T
L)

J
30

Figura 7. Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la fraccion F-~C. Condiciones de analisis:

Detector UV/Visible, A= 215 nm. Sistema de elucién: metanol-agua (80:20). Flujo de 8.3 mL/min.

Concentracién de 1a muestra 100 mg/2.5 mL. Picos: a tg 11.5 min, b tz 13.3 min, c tg 163 min y d

tg 20.3 min.
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3.1.8 Aislamiento y purificacion de Ia 15-isobutiriloxi-costunélida (40), la 3p-
isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y la 3p-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona

(72) de Ia fraccién primaria Fj.

De la fraccion primaria Fg cristalizaron de manera espontanea 30 mg de un sélido
cristalino amorfo, de color blanco, identificado por comparacién con una muestra auténtica
como la 15-isobutiriloxi-costunélida (40) (Cuevas Garibay, 1998).

El residuo de la fraccién primaria activa Fg (Cuadro 9), se recromatografié en una
columna abierta de gel de silice (593 g). El proceso de elucién se llevé a cabo con hexano,
hexano-AcOEt (diferentes proporciones) y AcOEt. Se colectaron un total de 208 fracciones
de 15 mL cada una y se analizaron por cromatografia en capa fina, combinindose todas
aquellas que presentaron homogeneidad cromatografica. El proceso gener6é un total de
8 grupos de fracciones secundarias. En el Cuadro 11 se resume el proceso cromatografico.
Sucesivas cromatografias preparativas en capa delgada de gel de silice de la fraccion
secundaria Fg-B (65 mg) utilizando como eluyente una mezcla de Hex:MeOH (7:3),
permitieron obtener 25 mg de una mezcla de un liquido aceitoso de color amarilio.

Para realizar la purificacién de los constituyentes individuales presentes en la
mezcla, se realizd una separacién mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién
(CLAR), determinindose primero las condiciones analiticas de separacién. Posteriormente,
se realizo la separacion en una columna preparativa. El cromatograma resultante se muestra
en la Figura 8. La purificacién de los residuos correspondientes a los picos mayoritarios

(a-b) permitié el aislamiento de la 3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) con un

tr 11.5 min y la 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72) con un tg 16.5 min.
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Cuadro 11. Resumen del fraccionamiento secundaric mediante cromatografia en

columna abierta de la fraccién Fy,

| ELUYENTE PROPORCION || NUMERO DE FRACCIONES || CLAVE
(%) FRACCIONES COMBINADAS
hexano 100 | 1-16 1-56 ]I FrA |
L
Hex-AcOEt 90:10 17-150 " 57-85 Jl F5-B
Hex-AcOEt 80:20 151-174 u 86-94 u Fs-C
1L =
Hex—AcOELIl 70:30 175-190 || 95.142 || Fs-D
Hex-AcOEtJ[ 60:40 191-198 l| 143-174 ﬂ Fo-E
Hex-AcOEt || 50:50 " 199-206 ] 175205 " FyF
AcOEt 100 Ir 207-208 206-207 || Fe-G
I' 208 H Fe-H
b
a
1.0 = "
AU
[
| k
I MINUTOS 20 3Iﬂ

10

Figura 8. Cromatograma obtenido a nivel preparativo de la mezcla obtenida de la fraccién

secundaria Fs-B. Condiciones de analisis: Detector UV/Visible, A= 205 nm. Sistema de elucién:

hexano:IPA:MeOH (90:5:5). Flujo de 8.3 mL/min. Concentracién de la muestra 1.5 mg/100 pL.

Picos: aty 15.6 miny b tg 16.5 min.
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3.1.9 Aislamiento y purificacién de la 3p-hidroxi-So-pregn-16-en-20-ona

(41) de la fraccién primaria F.

De la fraccién primaria Fy, cristalizaron de manera espontanea 85 mg de un sélido
cristalino de color blanco, con un punto de fusion de 122-124 °C, caracterizado como la 3p-
hidroxi-5a-pregn-16-en-20-ona (41) por comparacién con una muestra auténtica (Cuevas

Garibay, 1998).
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3.2 DETERMINACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA DEL 8a,
13-EPOXILABDANO-148, 15 DIOL (60).

3.2.1 AISLAMIENTO DEL 8q, 13-EPOXILABDANO-14S, 15 DIOL (60).
El producto natural utilizado en el presente estudio se aislé previamente de la

especie X. gymnospermoides var eradiatum (Rivero Cruz y Trejo Miranda, 1996).
3.2.2 OBTENCION DEL 8a, 13-EPOXILABDANOQ-14, 15-DIACETATO (60a).

Para obtener el derivado acetilado del compuesto 60, 10 mg del mismo se trataron
con 0.1 mL de piridina y 0.1 ml de anhidrido acético. La mezcla de reaccién se mantuvo
48 horas a temperatura ambiente y al término de este tiempo el producto acetilado fue
procesado de acuerdo a la metodologia previamente descrita en la literatura (Pavia et al.,
1995). La acetilacion del compuesto 60 condujo al diacetato 60a bajo la forma de un
liquido aceitoso color amarillo. IR (pelicula) cm™: 1745, RMN'H (300 MHz, CDC}) &:
5.03 (1H, dd, J~= 2.60 y 8.85, H-14), 4.46 (1H, dd, /= 2.7 y 12.0, H-15,4), 4.08 (1H, dd, /=
8.60 y 11.85, H-15g), 2.10 (3H, s, OAc), 2.02 (3H, s, OAc), 1.20 (3H, s, H-17), 1.19 (3H, s,
H-16), 0.87 (3H, s, H-18) y 0.80 (6H, s, H-19 y H-20). EMIE m/z (int. relL.): 408 [M'(1.1)],
263 (98.6), 245 (100.0), 205 (8.18), 189 (9.27), 163 (25.7), 137 (68.6), 123 (29.3), 81
(25.1), 69 (24.7) y 43 (53.2).

3.2.3 OBTENCION DEL 8a, 13-EPOXI-15-NOR-LABDAN-14-AL (60b).

Para la obtencién del aldehido 60b se aplicé un procedimiento previamente descrito
por Rodriguez y Valverde (1973). 10 mg del compuesto 60 se disolvieron en 603 uL de
etanol, a esta solucion se le agregé 905 pL de una solucion etandlica de acido pery6dico 0.1

N. La mezcla anterior se dej6 en la obscuridad a temperatura ambiente durante 24 horas. Al
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cabo de este tiempo la mezcla de reaccion se alcalinizé con una solucién saturada de
NaHCO; y se extrajo con cloroformo. La fase organica resultante se lavd con agua, se secd
sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio. De esta forma se obtuvieron 8 mg
del 8a, 13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b) bajo la forma de un aceite de color amarillo. IR
(pelicula) cm™: 1730. [o] 2 + 42.0. RMN'H (500 MHz, CDCly) 8: 9.60 (1H, d, J= 2.0, H-
14), 1.15 (3H, s, H-17), 1.07 (3H, s, H-16), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (3H, s, H-19) y 0.70
(3H, s, H-20). RMN"C (125 MHz, CDCl3) §: 205.40 (C-14), 78.03 (C-13), 76.00 (C-8),
57.35 (C-9), 56.37 (C-5), 42.44 (C-7), 42.07 (C-3), 39.25 (C-1), 36.83 (C-10), 33.30 (C-
18), 33.30 (C-4), 31.53 (C-12), 29.70 (C-6), 24.77 (C-16), 22.77 (C-17), 21.24 (C-19),
20.00 (C-2), 15.80 (C-20) y 15.70 (C-11). EMAR: 292.4619.

3.2.4 OBTENCION DEL ESTER METILICO DEL ACIDO 8 o, 13-EPOXI-15-NOR-
LABDAN-14-OICO (60d).

A una solucién de 8 mg del aldehido 60b en 2.3 mL de acetona se agrego 100 uL
del Reactivo de Jones. La mezcla se calent6 a reflujo con agitacion constante durante 2
horas. Al cabo de este tiempo, el producto de reacciéon fue procesado de acuerdo a la
metodologia previamente descrita en la literatura (Browers et al., 1953). De esta forma se
obtuvieron 7 mg del 4cido 8 «,13-epoxi-15-nor-labdan-14-oico (60c¢). Una vez obtenido el
producto 60c se procedid a su metilacién mediante un tratamiento con una solucién etérea
de diazometano. La solucién de diazometano se prepard con hidréxido de potasio (5.0 g en
7.5 mL de agua), 25 mL de metanol y 21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamida
(Diazald, Aldrich) en 45 mL de éter etilico. Por cada 100 mg del producto a metilar se
utilizaron 20 mL de la solucién etérea de diazometano. El producto a metilar se disolvid en
metanol o éter etilico y la mezcla de reaccion se dejé a temperatura ambiente durante 24
horas. IR (pelicula) em™: 1750. [ot]% + 30.0. RMN'H (300 MHz, CDCl3) 8: 3.81 (3H, s,
OMe), 1.15 (3H, s, H-16), 1.07 (3H, s, H-17), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (3H, s, H-19) y 0.70
(3H, s, H-20). EMAR: 322.4882.
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3.2.5 OBTENCION DEL REACTIVO 1-(BENZOILOXI)-BENZOTRIAZOL.

675 mg del 1-hidroxi-benzotriazol y 770 pL de trietilamina se disolvieron en 4 mL
de cloruro de metileno a temperatura ambiente. La solucion resultante se agité y se le
adicionaron lentamente 580 pL de cloruro de benzoilo. La mezcla se dejo reaccionar
durante 20 min y al término de este tiempo el producto de reaccidon fue procesado de
acuerdo a la metodologia previamente descrita en la literatura (Kim et al, 1985). El
producto crudo se recristalizé en CH,Cl, y éter de petr6leo, generando 576 mg de un solido

amorfo color blanco, con un punto de fusién de 76-77 °C. IR (KBr) cm™: 1775.

3.2.6 OBTENCION DEL 8¢, 13-EPOXILABDANO-14-HIDROXI-15-BENZOILOXI
(60e).

Para la obtencion del 8, 13-epoxilabdano-14-hidroxi-15-benzoiloxi {60e), 7.5 mg
del compuesto 60 y 5.8 mg del 1-(benzoiloxi)-benzotriazol (inciso 3.2.5) se disolvieron en
4 ml de cloruro de metileno a temperatura ambiente. Posteriormente, y en condiciones de
agitacion, se adiciond a la mezcla de reaccion 3.6 pL de trietilamina. La mezcla se dej6
reaccionar durante 18 horas y al término de este tiempo el producto de reaccion fue
procesado y purificado de acuerdo a la metodologia previamente descrita en la literatura
(Kim ef al., 1985). RMN'H (300 MHz, CDCl;3) 8: 8.09 (2H, m, H-2 y H-6), 7.56 (1H, m,
H-4), 7.44 (2H, m, H-3 y H-5), 447 (1H, dd, J=1.5 y 11.4, H-15,), 4.15 (1H, dd, J/=8.1 y
11.7, H-15g ), 3.98 (1H, dt, J=2.4 y 5.4, H-14), 1.32 (3H, s, H-16), 1.14 (3H, s, H-17), 0.87
(3H, s, H-18) y 0.79 (6H, s, H-19 y H-20). EMAR: 428.6122.
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3.2.7 OBTENCION DE LOS ESTERES DE MOSHER DEL 8a, 13-
EPOXILABDANO-14-HIDROXI-15-BENZOILOXI (60¢).

A una solucién de 1.5 mg del compuesto 60e en 800 uL de CDCl; se agregd
piridina-ds (100 pl), 4-dimetilamino-piridina (0.5 mg) y cloruro del acido (R)-(-)-o-
metoxi-a-trifluorometil-fenilacético (25 mg). La mezcla resultante se dejé reposar durante
30 min bajo una atmoésfera de nitrégeno para obtener el éster de Mosher [(60e) S-MTPA].
Asi, el tratamiento dei mismo compuesto (1.5 mg) con el cloruro del éacido (S)-(-)-o-
metoxi-o-trifluorometil-fenilacético, como se describe anteriormente, permitio la obtencién
del éster de Mosher [(60e) R-MTPA).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 OBTENCION DE LOS METABOLITOS BIOACTIVOS DE LA ESPECIE
C. pringlei.

La seleccion primaria de la especie C. pringlei, se realizé con base en consideraciones de
tipo etnomédico y quimiotaxonémico. La primera consideraci6n, tiene su fundamento en el
hecho de que las plantas utilizadas en las practicas médicas populares son de primordial
importancia para el descubrimiento de farmacos de aplicacién terapéutica (Cox y Balick, 1994,
Prance, 1994). El segundo criterio considera las semejanzas del metabolismo secundario entre las
especies filogenéticamente relacionadas. La especie C. pringlei pertenece a la familia Asteraceae
la cual contiene numerosas especies ricas en principios biodindmicos.

Una vez realizado el proceso de seleccién primaria, se procedié a la recoleccion de la
especie y a la preparacion de un extracto en pequefia escala. Posteriormente, ¢l extracto resultante

se sometié a una serie de evaluaciones bioldogicas. Estas evaluaciones se efectuaron en los

laboratorios participantes en el proyecto “Bioactive Agents from Dryland Biodiversity of Latin

America”, Con base en los resultados de los ensayos biologicos se establecié que C. pringlei

contiene principios activos de interés terapéutico y agroquimico. Los acuerdos de
confidencialidad establecidos con la Universidad de Arizona, sin embargo, no permiten describir
las actividades biolégicas demostradas por el extracto, fracciones y compuestos puros obtenidos
de C. pringlei. En consecuencia en el presente trabajo solo se presentaran los resultados
derivados del estudio quimico.

Con la finalidad de obtener los constituyentes activos a partir de la especie Cosmos
pringlei, se realizé un estudio fitoquimico biodirigido. Este tipo de estudio ha demostrado en
diversas ocasiones ser el més eficiente para la obtencién de metabolitos secundarios bioactivos,
tanto de interés medicinal como agroquimico (Hamburger y Hostettmann, 1991; Ghisalberti,
1993; Hostettmann y Marston, 1990; Kinghorn et al, 1995; inter _alia).
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Para la preparacion del extracto vegetal a gran escala, se utilizé un procedimiento de
maceracién con una mezcla de CH,Cl,-MeOH (1:1) como disolvente. A continuacién, el extracto
se fraccion6 mediante una cromatografia en columna abierta, usando gel de silice como fase
estacionaria. Este proceso permitié la obtencién de doce fracciones primarias (Cuadro 9, seccién
experimental). Cada una de las fracciones resultantes se evalué utilizando los mismos bioensayos
que permitieron determinar la potencialidad plaguicida y terapéutica del extracto original. De
nueva cuenta estas evaluaciones se realizaron en los laboratorios subcontratados por la
Universidad de Arizona.

El aislamiento y la purificacién de los compuestos presentes en las fracciones primarias
activas [Fq, F7 y F3] se realiz6é mediante el empleo de las cromatografias en columna abierta y de
liquidos de alta resolucion. Este proceso permitié el aislamiento y la purificacién de once
metabolitos secundarios. De estos, cinco ya habian sido descritos con anterioridad en la especie
C. pringlei (Cuevas Garibay, 1998). Los compuestos aislados incluyeron:
a) Tres fenilpropanoides: el 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-
benceno (17), el 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propenc)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69) y el 1-(1°-
isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
b) Cuatro lactonas sesquiterpénicas de tipo guayanolida: la deshidrocostuslactona (38), la
11B—dihidrodeshidrocostuslactona (68), la 3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y la 3pB-
isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).
c) Tres lactonas sesquiterpénicas de tipo germacranolida: la costunélida (20), la 15-isovaleriloxi-
costundlida (39) y la 15-isobutiriloxi-costunélida (40).
d) Por ultimo, un esteroide de tipo pregnano, el 3B-hidroxi-Sa-pregn-16-en-20-ona (41).

En el Cuadro 12 se ilustran las estructuras de los compuestos aislados de Cosmos pringlei

en el presente estudio.
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Cuadro 12. Metabolitos secundarios aislados de la especie Cosmos pringlei.

ESTRUCTURA COMPUESTO

1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-

metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17)

11B—dihidrodeshidrocostuslactona (68)

1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-

CH;O X isobutiriloxi-benceno (69)
o%
* o)
| e e e —— —_ﬁl
@]
\‘)‘LO 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-
x isobutiriloxi-benceno (70)
’ﬂ CH40
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Cuadro 12. Metabolitos secundarios aislados de la especie Cosmos pringlei (continuacién).

ESTRUCTURA COMPUESTO

— =+ —— |

3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71)

1 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72)

costundlida (20)

deshidrocostuslactona (38)
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Cuadro 12. Metabolitos secundarios aislados de la especie Cosmos pringlei (continuacién).

ESTRUCTURA COMPUESTO

15-isovaleriloxi-costunélida (39)

P ——— e Lot

15-isobutiriloxi-costunélida (40)

3B-hidroxi-5a-pregn-16-en-20-ona (41)

HO

La elucidacién estructural de los compuestos obtenidos se llevé a cabo mediante la
aplicacién de métodos espectroscopicos y espectrométricos. Todos los espectros que se analizan

en la siguiente seccién se incluyen en el Anexo 1 en forma consecutiva.
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4.1.1 Caracterizacién de los fenilpropanoides aislados de la especie Cosmos

pringlei.

Los tres fenilpropanoides aislados en el presente estudio presentan el anillo
bencénico sustituido en las posiciones C-3 y C-4. En todos los casos el sustituyente de la
posicién C-3 es un grupo metoxilo y el de la posicién C-4 un residuo isobutiriloxi. La
diferencia entre los tres compuestos radica en la porcién estructural correspondiente a la
cadena propanoide. En los compuestos 69 y 70 esta cadena es de naturaleza vinilica y
presenta un residuo isobutiriloxi o isovaleriloxi en C-1°. El compuesto 17, en cambio,
presenta una cadena C; con una funcién epéxido entre C-1° y C-2° y un residuo
isobutiriloxi en C-3’. De estos productos el 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-
isobutiriloxi-benceno (70) constituye un nuevo producto natural,

La elucidacién estructural de los tres fenilpropanocides se realizé mediante la
aplicacién de técnicas espectroscOpicas y espectroméiricas. Asi, los espectros de IR
permitieron detectar los principales grupos funcionales presentes en las moiéculas y en
todos los casos, se observaron bandas asociadas con la presencia de grupos carbonilos de
funciones éster (~1762-1737 cm™) derivadas de hidroxilos tanto fenélicos como
carbinélicos (Espectros 1, 9y 18).

Los espectros de masas generados por la técnica de impacto electronico (EMIE) de
los compuestos 69, 70 y 17 (Espectros 2, 10 y 19) presentan iones moleculares en una
relacion de masa carga (m/z) de 320, 334 y 336 uma, respectivamente. Estos iones
moleculares corresponden a las férmulas moleculares CigH240s, CioH2605 y CisH240s,
respectivamente,

Los espectros de RMN (Cuadros 16 y 17; Espectros 3-8, 11-17 y 20-23) de los tres
productos presentan el perfil tipico de un fenilpropanoide (Bohlmann et al., 1983, 1985;
Bottini ef al., 1986; Fuzzati ef al., 1995; Sy y Brown, 1998; Macias et al., 1994; Marston y
Hostettmann, 1995; Metwally et al., 1985; Muckensturm et al., 1997; Pérez et al., 1995;
Pistelly et al., 1995; Sugimoto ef al., 1995 ; inter alia). Las caracteristicas mds importantes

de los espectros se resumen a continuacion:
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Cuadro 13. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-

propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).

1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69)

Férmula molecular: Cyg Ha4 Os -

TR Vs KBr, (cm ): 3402, 2975, 2919, 2850, 1762, 1737, 1606, 1510, 1466, 1268, 1187,
1153, 1125, 1094, 1037 y 987. (Espectro 1).

EMIE m/z (int. rel): 320 M’ (8.9)], 250 (56.9), 181 (13.0), 180 (100), 162
(73.2), 147 (5.7), 131 (29.3), 119 (7.3), 103 (8.9), 91 (5.7), 71 (27.6), 55 (5.7), 43 (64.2) y
41 (6.5). (Espectro 2).
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Cuadro 14. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas del 1-(1’-isovalenloxi-2’-

propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).

1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70)

Férmula molecular: Cyg Hag Os

IR vase KBr, (cm —1): 3402, 2975, 2919, 1762, 1737, 1606, 1510, 1466, 1268, 1187, 1153,
1094, 1047 y 987. (Espectro 9).

EMIE m/z (int. rel): 334 (M" (9.3)], 313 (5.0), 264 (63.5), 250 (3.4), 180 (100), 162
(89.8), 147 (12.7), 131 (50.0), 119 (14.4), 103 (18.6), 85 (11.0), 71 (19.5), 55 (16.1), 43
(38.1) y 41 (10.2). (Espectro 10).
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Cuadro 15. Constantes espectroscdpicas y espectrométricas del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-

propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17).

3III

1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17)

Formula molecular: Cig Ha4 O

IR vimsx KBr, (cm ™): 3472, 2973, 2936, 2876, 1760, 1736, 1605, 1509, 1468, 1416, 1387,
1348, 1268, 1189, 1155, 1124, 1095, 1635, 1047, 914, 864, 750 y 543. (Espectro 18).

EMIE m/z (int. rel.); 336 [M" (3.1)], 293 (3.1), 284 (3.1), 266 (20.3), 245 (6.2), 223 (34.4),
179 (100), 153 (89.0), 151 (20.3), 137 (17.2), 119 (6.2), 93 (9.4), 84 (7.8), 71 (1.7), 57 (1.7),
43 (64.0) y 41 (9.4). (Espectro 19).
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Cuadro 16. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN'H de los

fenilpropanoides 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69), 1-(1°-

isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno

(70)

y 1-(1’, 2’-epoxi-3’-

isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17) (Espectros 3, 11 y 20. Anexo n.*

Proton " 69 |L 70 ll 17
I =

2 6.93d (1.5) “ 6.93 d (2.0) " 6.93 s

5 6.99 d (8.5) |L 6.99 d (8.5) “ 6.99 d (8.1)

6 6.93 ddd (2.0, 8.5) " 6.93ddd 80.5,8.5) | 6.91dd (0.6, 9.0)

1’ 624 d(5.5) || 6.27 dt (1.5, 6.0) 4.14 d (4.5)

2’ 5.98 qd (6.0, 10.5, 17.0) |L 5.98 qd (6.0, 10.5, 17.0) 3.45td (4.5, 6.9)
E 530 dt(1.5, 17.0) 5304dt(1.05,17.0) |  4.07dd (4.2, 12.6)
3’4 5.24 dt (1.5, 10.5) |L 5.25 dt (1.0, 10.5) 3.85dd (7.2, 12.3)
2" 2.61 h(7.0) “ 2.25 d (7.0) 2.57 h (6.9)
3" 1.20 d (7.0) " 2.12h (7.0) 1.16 d (6.9)
37, 1.18 d (7.0) "
45 Ji 0.95 d (7.0)
47, IL 0.94 d (7.0
2 2.83 h(7.0) “ 2.83 h (7.0) 283 h (7.2)
77| 1314d(7.0) H 1314d(7.0) T 132d(72)

OCH; u 3.81s ﬂ 381s sz s

‘Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estindar internc es TMS. Las constantes de
acoplamiento se expresan en Hertz y se encuentran en parentésis.
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Cuadro 17. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN'C de los
fenilpropanoides 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69), 1-(1’-
isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno  (70) y 1-(1°, 2’-epoxi-3’-

isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17) (Espectros 5, 14 y 22. Anexo I).*

Niamero de 69 | 70 17
carbono
d¢

1 137.76 J| 137.67 132.93

2 111.33 JI 111.50 111.39

3 151.18 " 151.19 151.20

PR 139.75 I 139.83 132.93

5 122.74 J 122.72 122.80

6 11941 J' 119.56 118.55

B 75.31 " 75.40 56.25

| T]I 136.24 I 136.20 56.11

3’ ' 116.86 " 116.99 62.11

1” 175.86 J' 171.97 176.80

2" 34.16 Jl 43.62 33.90

3 18.99 " 25.77 18.85
4" || 22.39 T

1 J 175.19 Jl 175.16 175.09

7R | 33.96 J 33.96 34.00

3 18.89 J 18.98 19.00

OCH; 55.90 J 55.92 i 56.02

‘Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estdndar interno es TMS.
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a) En &y 6.99 (d, J/=8.5 Hz, H-5) y 6.93 (d, J= 2.0 Hz, H-2; ddd, J=0.5, 8.5 Hz, H-6) se observan
dos multipletes asignables a los protones del anillo aromatico del nicleo base (ver Cuadro 16).
En el espectro de RMN"C las sefiales para el anillo aromético aparecen en 6¢c ~137 (C-1), ~111
(C-2), ~151 (C-3), ~139 (C-4), ~122 (C-5) y ~119 (C-6). El conjunto de sefiales recién descrito
sugiere la presencia de un anillo aromético trisustituido. Asi mismo, el desplazamiento quimico
de las sefiales en 6c ~139 y ~151, indica que dos de los sustituyentes del anillo aromético son
oxigenados.

b) En &y 3.81 se aprecia un singulete correspondiente a un grupo metoxilo unido a un anillo
aromdatico. Esta sefial correlaciona en el espectro HMQC con la absorcién en 8¢ ~55.90
(Espectros 7 y 16).

c) En todos los casos se aprecian también sefiales asociadas con la presencia de los residuos
derivados del acido isobutirico. En el caso del producto 70 se observaron también sefiales para un
grupo isovaleriloxi. Las sefiales del residuo derivado del 4cido isobutirico que se encuentra
esterificando el grupo fenolico de los tres compuestos aparecen en &y 1.32 (d, /=7.0 Hz) v 2.83
(h, /=7.0 Hz) en los espectros de RMN'H y en 8¢ 18.89, 33.96 y ~175 en los espectros de
RMN"C (Espectros 3, 5, 11, 14, 20 y 22). Las absorciones del residuo isobutirico que esterifica
la funcién carbindlica presente en la cadena lateral de los compuestos 69 y 17 aparecen en 8y
~1.20 (d, /7.0 Hz) y ~2.6 (h, /=7.0 Hz) en los espectros de RMN'H y en 8¢ ~19, ~34 y ~176 en
los espectros de RMN'*C (Espectros 3, 5, 20 y 22). Por tltimo, las sefiales del residuo isovalérico
que esterifica la funcion carbindlica presente en la cadena lateral del compuesto 70 aparecen en
8y 0.94 (d, /~7.0 Hz), 0.95 (d, /=7.0 Hz), 2.12 (h, /=7.0 Hz) y 2.25 (d, /=7.0 Hz) en el espectro
de RMN'H y en 8¢ 22.39, 25.77, 43.62 y 171.97 en el espectro de RMN°C (Espectros 11y 14),
d) Finalmente, los espectros contienen sefiales diagnésticas para la cadena propanoide del niicleo
base. En el caso de los productos 69 y 70 se observa un sistema ABCX; la parte ABC
corresponde a los hidrogenos de una doble ligadura terminal y las absorciones correspondientes
aparecen en 8y 5.25 (dt, /=1.0 y 10.5 Hz), 5.30 (dt, /=1.0 y 17.0 Hz) y 5.98 (qd, /=6.0, 10.5 y
170 Hz) en los espectros de RMN'H y en & ~I116 y ~136 en los
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espectros de RMN'’C (Espectros 3, 5, 11 y 14). La parte X del sistema se asigna al metino
geminal a la funcién éster (isobutirato en el caso del producto 69 e isovalerato en el caso
del producto 70) presente en C-1’ de la cadena lateral. La sefial correspondiente se observa
como un doblete (/=1.5 y 6.0 Hz) en 8y 6.27 en los espectros de RMN'H y en 8¢ ~75 en
los espectros de RMN'C.

En el caso del producto 17, en lugar de las sefiales para la doble ligadura terminal se
observan absorciones atribuibles a una funcién epoxidica {8y 4.15 y 3.45/3¢ 56.11 y
56.25] ubicada entre C-1’ y C-2’ (Cuadros 16 y 17). Asimismo, el espectro de RMN'H de
este producto presentd un sistema AB asignable a los hidrogénos del metileno que se
encuentra unido al segundo residuo isobutiriloxi presente en este compuesto.

El patrén de sustitucion del anillo aromético y la ubicacién de los sustituyentes,
tanto en la cadena lateral como en el anillo bencénico, se confirmé con base en las
correlaciones observadas en los espectros HMBC y NOESY de los tres compuestos. A
manera de ejemplo, en el caso del producto novedoso 70 las correlaciones H-6, H-2/C-1" y
H-2/C-3 en el espectro HMBC (Figura 9) y H-2/OMe y H-6, H-2/H-1" en el espectro
RMN!H-NOESY (Figura 10) permitieron establecer que el OMe y la cadena propanoide
guardan una relacién meta. Por otro lado, las correlaciones H-2, H-6/C-4, H-5/C-1 y H-5/
C-3 observadas en el espectro HMBC (Figura 9) indican que los sustituyentes oxigenados
se encuentran en disposicién orto. En consecuencia el anillo aromitico es 1, 3, 4
trisustituido. El residuo isovaleriloxi se ubicd en C-1’ debido a las correlaciones H-1°/C-1"
y H-27’/C-1"" observadas en el espectro HMBC (Figura 11).

Con base en las evidencias presentadas el nuevo producto natural se caracterizd
como el 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70). Los
productos 69 y 17 se caracterizaron como 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-
isobutiriloxi-benceno y 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-
benceno, respectivamente. Estos dos fenilpropanoides se aistaron previamente de la especie
relacionada C. caudatus y las constantes espectroscopicas y espectrométricas se

encontraban en perfecta armonia con las descritas en la literatura {Fuzzati et al.,1995).
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C-6 C-1
_ C-1 C-2
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Figura 9. Vista parcial del espectro HMBC del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-

isobutiriloxi-benceno (70), mostrando las correlaciones sefialadas en la estructura.
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Figura 10. Espectro de RMN'H NOESY (5 1.0-7.0) del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-

metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70), mostrando las correlaciones sefialadas en la estructura.
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Figura 11. Vista parcial del espectro de HMBC del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-

metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70), mostrando las correlaciones sefialadas en la estructura.
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4.1.2 Caracterizacion de las lactonas sesquiterpénicas
11B-dihidrodeshidrocostuslactona (68), 3p-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y 3p-

isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).

De las siete lactonas sesquiterpénicas obtenidas en la presente investigacién, los
compuestos 20 y 38-40 se aislaron e identificaron en un estudio realizado recientemente en
nuestro laboratorio (Cuevas Garibay, 1998). En consecuencia en la presente seccién se discutird
solo 1a elucidacién estructural de las guayanélidas 68, 71 y 72.

Los productos 71 y 72 representan productos naturales novedosos y se aislaron como
aceites incoloros. Los espectros en el IR de los dos compuestos presentan como caracteristica
relevante bandas asociadas con la presencia de los grupos carbonilo de la
y-lactona-a, B—insaturada y de una funcién éster (~1767-1732 em™). La férmula molecular de
cada uno de los compuestos se determiné por EMIE como CpoH204 y CaoHasOs,
respectivamente.

Los espectros de RMN (Cuadros 21 y 22; Espectros 26-28 y 31-33) de los dos productos
resultaron muy similares a los de la deshidrocostuslactona (38) y en todos los casos permitieron
evidenciar la presencia de las dos dobles ligaduras exociclicas en C-14 y C-15 y la
correspondiente a la y-lactona-«, B—insaturada, frans fusionada entre C-6/C-7 del micleo base.

Las principales diferencias observadas entre los espectros de RMN de la
deshidrocostuslactona (38) y los productos 71 y 72, consisten en la presencia en estos tltimos de
un grupo de sefiales atribuibles a un grupo isobutiriloxi e isovaleriloxi, respectivamente. De tal
forma que en lugar de la sefial asignable al metileno C-3 de la deshidrocostustactona (38), los
espectros de 71 y 72 presentaron un multiplete en 6y 5.58 y una sefial en 8¢ ~74, asignables al
hidrogéno geminal de una funcién éster. El desplazamiento quimico de esta sefial sugiere 1a
naturaleza alilica del hidrégeno. En los espectros de RMN del producto 71 se observan ademss
las sefiales correspondientes a un grupo isobutirilo en 8y 2.59 (h, /=6.9 Hz), 1.20 (d, ~6.5 Hz) y
1.19 (d, /=6.5 Hz) y en ¢ 18.19, 18.93, 34.09 y 176.79 (Espectros 26-28).
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Cuadre 18. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la  3B-isobutiriloxi-
deshidrocostuslactona (71).

18

3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71)

Férmula molecular: Clg H24 04

IR vmix KBr, (cm ~'): 2926, 2868, 1767, 1732, 1662, 1462, 1293, 1255, 1188, 1152 y 549.
(Espectro 24).

EMIE m/z (nt. reL): 316 (M (1.5)], 273 (4.5), 245 (100.0), 228 (37.9), 199 (24.2), 183}
(13.6), 171 (12.1), 157 (13.6), 143 (13.6), 129 (16.6), 105 (16.6), 91 (27.3), 71 (87.9), 53
(12.1), 43 (60.6) y 41 89.1).(Espectro 25).
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Cuadre 19. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la 3pB-isovaleriloxi-
deshidrocostuslactona (72).

3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72)

Férmula molecular: Cyg Hz O4

IR vmix KBr, (cm ~): 2926, 2868, 1767, 1732, 1662,- 1462, 1293, 1255, 1188 y 1152,
(Espectro 29).

EMIE m/z (int. rel): 330 [M" (L.5)], 273 (1.5), 245 (100.0), 228 (33.3), 199 (19.7), 183
(10.6), 171 (9.1), 157 (10.6), 143 (10.6), 129 (13.6), 105 (13.6), 91 (21.3), 85 (84.8), 79
(10.6), 53 (9.1), 57 (59.1) y 41 (9.1).(Espectro 30).
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Cuadro 20. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la
11B-dihidrodeshidrocostuslactona (68).

11B—dihidrodeshidrocostuslactona (68)

Férmula molecular: Cys Hyg O2

IR vmsx KBr, (cm ~): 3433, 3251, 3080, 2930, 2872, 1770, 1639, 1452, 1407, 1313, 1209,
1122, 1010, 1176, 989, 895, 549 y 498 (Espectro 34).

EMEE m/z (int. rel): 232 [M' (21.9)]), 189 (22.6), 180 (38.1), 158 (100.0),
147 (36.2), 131 (41.5), 119 (37.7), 105 (54.3), 91 (66.0), 79 (52.8), 55 (44.3) y 49 (36.8).

(Espectro 35).
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Cuadro 21. Datos espectrosc6picos observados en los espectros de RMN'H de las lactonas
sesquiterpénicas  deshidrocostuslactona (38), 118-dihidrodeshidrocostuslactona (68), 3B-
isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y 3p-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72) (Espectros

26,31y 36. Anexo I).*

| Protén 38 68 | 71 I 72
Or
1 2.89 m 2.84m 2.94m 2.94m
2 1,90 m 1.95m ~ 1.80m 1.80 m
3 2.49 m 2.50 m 5,58 m 5.58m
5 2.89 m 2.84m 2.87m 2.87m
6 3.93 £{9.15) 3.92t(9.4) | 4.07t(9.6) 4.07 £ (9.6)
7 2.89 m 1.90 m 1 2.87m 2.87m
8a 2.20 m 2.17m ~ 217m 217 m
8b 1.34m
I 2.49m 2.50m ] 248 m 248 m
9 2.20m 2.17m Il _ ]
11 I 2.22m N
13a 617d(3.6) | 123d(7.2) ﬂ 6.23d(3.2) 623d(32) |
13b 550d(3.0) | I 551d(3.2) 551d(3.2)
14 4.89d(0.6) || 4.88 sa 497 sa 497sa |
14’ 479d(0.6) | 4.77 sa }Iu 4.95 sa 4.95 sa
15 524dd(0.9,2.1) [ 5.17d(24 547m | 547 m
15 ] 5.04dd(09,2.) ]  5.03d(1.5 ! 5.28 dt (2.0, 4.2) 5.28 dt (2.0, 4.2)
17 i ~ I 259h(69) 224 m
13 | E " 1.20 d (6.5) 2.17m
18° i 1.19d (6.5)
T § I ~ | 097d(66)

*Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estédndar interno es TMS. Las constantes de
acoplamiento se expresan en Hertz y se encuentran en parentésis.
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Cuadro 22. Datos espectroscpicos observados en los espectros de RMN'’C de las lactonas
sesquiterpénicas  deshidrocostuslactona (38), 11p-dihidrodeshidrocostuslactona (68), 3p-
isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y 3B-isovaleriloxi-deshidrocostusiactona (72) (Espectros
28,33y 37. Anexo I).*

Namero 38 u 68 u 7 u 72
de
carbono
S¢ _

1 !I 44.7 ' 4639 || 4458 1l 44.63
2 299 2949 || 3459 34.81
3| 32.2 31.87 || 74.27 74.34
4 151.0 149.28 147,81 143.20
5 516 5133 50.27 5027
6 84.8 84.61 83.89 83.99
7 47.1 49.18 45.19 4521
8 | 30.5 I 31.81 [ 30.65 30.73
9 | 35.9 | 36.97 I 36.57 36.61
10 | 139.5 [ 149.28 { 147.89 148.26
T 1489 | 4138 I 139,50 139.52
12 1697 | 1697 I 170.00 170.00
13 119.7° | 12.60 i 120.38 120.38
14 112.1 ' 11120 _ I 114,35 114.26
15 "109.0 108.34 i 113.43 L 113.26
16 I 176.79 172.86
7 'R 34.09 43.61
18 18.19 25.77
T3 T 18.93

=19 - I | 22.39
T — — | 4l

*Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estandar interno es TMS.,
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Por otro lado, en los espectros del producto 72 se apreciaron también las sefiales
correspondientes al grupo isovalerilo en 8y 2.24 (m), 2.17 (m) y 0.97 (d, /~6.6 Hz) y en & 22.39,
22.41,25.77, 43.61 y 172.86 (Espectros 31-33).

Considerando que el protén geminal de la funcién éster es de naturaleza alilica, los
residuos isobutiriloxi e isovaleriloxi de los compuestos 71 y 72, respectivamente, se podrian
ubicar en principio en las posiciones C-3 ¢ C-9. Los experimentos de tipo COSY y HMBC
permitieron discriminar entre estas dos alternativas.

Asi los cuadros de conectividad observados para los protones H-6, H-13, H-7 y H-1
observados en €l espectro COSY permitieron confirmar que los residuos isobutiriloxi o
isovaleriloxi se encontraban en la posicién C-3 del nicleo base (Figura 12). Por ltimo, la
configuracion B de los residuos isobutiriloxi o isovaleriloxi en C-3 se establecié con base en
experimentos de NOE diferencial y por comparacion con una serie de modelos descritos en la
literatura. Asi, en los dos casos la irradiacién del multiplete correspondiente a H-5 y H-7
ocasiond la exaltacion de H-3, lo cual es congruente con una disposicién o de H-3 y en
consecuencia con una estereoquimica P de los residuos isovaleriloxi e isobutiriloxi. A manera de

ejemplo en la Figura 13 se ilustra el experimento de doble resonancia con el compuesto 71.

18

Figura 12. Correlaciones méas importantes observadas en los espectros COSY y HMBC de los
compuestos 3p-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona
(72).
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H-13

H-15

(B)

o H H-5 yH-7

H-15

J (A

6.0 50 4.0 30 ppm

Figura 13. Experimento de NOE diferencial con el compuesto 71. (A) normal. (B) irradiacién de

H-1, H-5 y H-7 en el compuesto 71.
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Los espectros de RMN de la 11B-dihidrodeshidrocostuslactona (68) difieren de la
deshidrocostuslactona (38) en la ausencia del sistema AB ce;nespondiente a los hidrogénos H-13
y H-13" (Cuadros 2] y 22) y de las sefiales de los carbonos vinilicos asignables a
C-11 y C-13. En su lugar los espectros presentaron las sefiales para un metilo en dy/d¢ 1.23 (d,
H-13)/12.6 y para un metino en dy/6c 2.22(m, H-11)/41.38.

La dispesicién f§ del metilo en C-11 se establecié mediante el andlisis comparativo de los
desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN'H de 68 para Ia seiial del metilo
H-13 y del metino H-11, con los de una serie de modelos descritos en la literatura (Ando ef al.,
1989; Bohlmann y Chen, 1982; Fernandez et al., 1989; Ito ef al., 1984; inter alia). Los modelos
seleccionados se indican en el Cuadro 23. De tal forma que los desplazamientos quimicos de los
espectros son practicamente idénticos a los de los compuestos 73-75, los cuales presentan el
metilo S orientado en C-11.

Con base en esta evidencia el producto 68 se identificé como Ia
11p—dihidrodeshidrocostuslactona o mokolactona, aislada previamente de varias especies de
Brachylaena y otras compuestas (Bohlmann y Zdero, 1982).

72



Resultados y discusién

Cuadro  23.  Despiazamientos quimicos de RMN'H
H-11y H-13.

1Mo

de los protones

Tipo de lactona sesquiterpénica TH (5 en ppm) 'H (5 en ppm)

J H-11 H-13
118-13-dihidrozaluzanina C (73) l{ 2.23 1.22
11B—13-dihidrozaluzanina C, acetato (74) H 2.23 =T 1z
11p~13-dihidrotubiferina (75) ‘r 2.28 | 1.21 !
11a~13-dihidrozaluzanina C (76) H 2.78 J 1.17 ]
11a-13-dihidrozaluzanina C, acetato (77) ' 2.70 f 1.16
11p-13-dihidrodeshidrocostuslactona (68) ﬂ 2.22 J 1.23 1
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4.2 DETERMINACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA DEL 8a, 13-
EPOXILABDANO-14S, 15 DIOL (60).

Como se indicé en la seccién de antecedentes {inciso 2.4) el metabolito 8o, 13-
epoxilabdano-14S, 15 diol (60), C;H;sO3 , constituye uno de los principios fitotdxicos
mayoritarios de la especie medicinal Xanthocephalum gymnospermoides var eradiatum, sin
embargo, a la fecha no se ha establecido la configuracién absoluta de los centros quirales
presentes en la molécula (Rivero Cruz y Trejo Miranda, 1996). En el estudio que precede al
presente trabajo se propuso, con base en las evidencias espectroscOpicas y el valor positivo de la
rotacion Optica, que el producto 60 era el enantidmero del barbatol (78), diterpeno aislado de la
especie Sideritis arborescens Salzm. En el caso del barbatol (78) el esqueleto de tipo ent labdano
se determiné mediante su correlacién quimica con el compuesto ent 8f3,13-epoxi-14-labdeno
{79). La correlacién quimica (Figura 14) consistié en el tratamiento del compuesto 79 con una
solucién de tetradxido de osmio en Et;O:dioxano (1:1). Esta reaccion generd dos compuestos
epiméricos en C-14 los cuales fueron separados por métodos cromatograficos. El compuesto de
menor polaridad obtenido en un rendimiento del 11% y su derivado diacetilado resultaron
idénticos en todas sus propiedades [ pf, IR, RMN'H, []%] al producto natural barbatol (78) y
su diacetato, respectivamente (Rodriguez y Valverde, 1973; Von Carstenn-Lichterfelde ez al.,
1975).

Por otro lado la aplicacién del Método de Horeau en el derivado semisintético 82,
obtenido segtin la secuencia de reacciones indicada en la Figura 15, permitio establecer que la
configuracidn absoluta en el centro quiral C-14 del producto 82 era S. En consecuencia, el
barbatol (78) epimero en este centro quiral del compuesto 78a debia presentar una configuracién

R en dicho centro.
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g
E o \5

1) 0304/ E ¢ 20: DIOXANO

7 78a 78

Figura 14. Correlacion quimica del 8(,13-epoxi-14-labdeno (79) con el barbatol (78). (Von
Carstenn-Lichterfelde et al., 1975). |

H
..--!—CH;OSOzCsH.gCHa

Na/ Benclimercaptano : DMS

H
...-!—cmscmcaHs
0 OH

Figura 15. Secuencia de reacciones utilizadas para determinar la configuracién absoluta del
centro quiral C-14 del derivado 78a. (Rodriguez y Valverde, 1973; Von Carstenn-Lichterfelde ef
al., 1975).
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En el presente trabajo se determiné la configuracién absoluta de los centros
estereogénicos del diterpeno 60 utilizando la siguiente estrategia:

1.- En primer lugar el producto 60 se transformé en el compuesto 60d de configuracién
absoluta conocida. Esta transformacién permitié comprobar que ¢l producto 60 pertenece a la
serie normal.

2.~ Una vez establecida la naturaleza normal del diterpeno, la configuracién del carbinol
secundario en C-14 se determiné mediante la aplicacién de la metodologia de los ésteres de
Mosher. Como resultado de este procedimiento se determiné que la configuracion absoluta en
C-14 es S.

Para obtener el producto 604, el producto 60 se degrad6 en primer lugar al aldehido 60b
mediante el tratamiento con HIQ,. Posteriormente, ¢l aldehido se transformé en el acido 60c por
oxidacion con el reactivo de Jones. Por Gltimo, el dcido 60c se metilé con diazometano con la
finalidad de generar el éster metilico 60d (Figura 16), el cual resulté idéntico en todos sus
aspectos al 13-epi-manoilato de metilo (60d) previamente descrito en la literatura (Giles et al.,
1962). El signo positivo de la rotacién éptica del éster 60d permitié comprobar que el diterpeno
60 pertenece a la serie normal.

Los compuestos 60a2-60d se caracterizaron mediante la aplicacion de métodos
espectroscOpicos y espectrométricos. De particular interés resulta el intermediario 60b, cuya
estructura no se habia descrito con anterioridad. El aldehido se obtuve como un aceite de color
amarillo claro, épticamente activo ([a]Dzo +42.0) y su férmula se establecié como CioH3,0,
mediante espectrometria de masas. Su espectro en el IR present6 una banda caracteristica para
carbonilo de aldehido (~1730 cm’l). El espectro de RMN¥C presenté absorciones para 19
4tomos de carbono en congruencia con la formuia molecular establecida y resulté similar al del
producto natural 60. La principat diferencia observada fue la ausencia de las sefiales
correspondientes al diol y en su fugar se observé la sefial diagnostica para el grupo aldehido en
Sc 205.45. Esta sefial correlacion6 en el espectro de HMQC con a sefial en 34 9.60 (Espectro

50). Otras sefiales relevantes presentes en el espectro de RMN'H son las correspondientes a los

metilos en 8y 1.15 (H-17), 1.07 (H-16), 0.86 (H-18), 0.78 (H-19) y 0.70 (H-20).
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1) HIO4/EtOH

Rx de Jones

Metilacién con
Diazometano

Figura 16. Secuencia de reacciones realizadas para la obtencién del éster metilico del 4cido 80,

13-epoxi-15-nor-labdan-14-oico (60d).

Por otra parte el anatisis detailado del espectro NOESY del compuesto 8, 13-epoxi-15-
nor-labdan-14-al (60b) permitié establecer que el grupo metilo en C-8 y el grupo aldehido en C-
13 guardan una relacién syn (Figura 17).

Considerando que ¢l diterpeno pertenece a la serie normal este experimento permitio

confirmar de manera inequivoca la configuracion absoluta en el centro quiral C-13 como .
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H-17
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Figura 17. Espectro de RMN'H NOESY del 8, 13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b) mostrando

las correlaciones sefialadas en la estructura.
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Una vez establecida la configuracién normal del labdano, el siguiente paso en el proceso
de elucidacion de la configuracion absoluta estructural del compuesto 8a, 13-epoxilabdano-
14, 15 diol (60) fue la determinaci6én de la estereoquimica absoluta del carbinol en C-14 y para
ello se aplicd la metodologia de los ésteres de Mosher. Para establecer la configuracién absoluta
de alcoholes secundarios por el Método de Mosher es necesario la formacién de los ésteres
correspondientes con los 4cidos quirales (S)- y (R)-a-metoxi-a-trifluorometil-fenilacético [(S)-y
(R)-MTPA). Posteriormente se analizan las diferencias de los desplazamientos quimicos en los
espectros de RMN'H de los ésteres (S)- y (R)-MTPA con el fin de establecer el efecto protector
inducido por el anillo aromiético y ¢l efecto desprotector inducido por el grupo metoxilo del
MTPA sobre los hidrégenos cercanos al centro quiral (Dale y Mosher, 1973; Ohtani ef al., 1991).
Segin el modelo empleado por Ohtani y colaboradores (1991), los hidrogenos del lado derecho
del plano del MTPA deben tener diferencias de desplazamientos quimicos (A=8s—8gr) positivas
(A8>0), y los hidrégenos del lado izquierdo del plano deben tener diferencias negativas (A8<0),
tal como se ilustra en las Figuras 18 y 19. Por ultimo, se determina la configuracion absoluta del
alcohol secundario aplicando la regla de Cahn-Ingold-Prelog.

MTPA

Hx He
HY@ @H B
Hz Ha

H

Figura 18. Modelo para determinar la estereoquimica absoluta en alcoholes secundarios (Ohtani

etal., 1991). T R

DELA BIBi IOTECA
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Jl\ (OMe) (Ph) —--——e— (R)-MTPA
8 w Y PhL OMe-——- (S}-MTPA

Plano del MTPA

Figura 19. Conformacién de méxima estabilidad y plano MTPA propuesto para los ésteres (S)-y
(R)- de Mosher (Ohtani et al., 1991).

Para determinar la configuracién absoluta del centro C-14 mediante el método de Mosher
fue necesario proteger en primer lugar el carbinol primario mediante el tratamiento del producto
natural con el 1-(benzoiloxi)-benzotriazol de acuerdo al método de Kim et al (1985). Ei producto
8c, 13-epoxilabdano-14-hidroxi, 15-benzoiloxi (60e), obtenido mediante la secuencia de
reacciones indicada en Ia Figura 20, se caracteriz6é mediante el empleo de métodos
espectroscépicos. El espectro de RMN'H fue muy similar al producto natural 60. La principal
diferencia es la presencia de sefiales en la regién aromética (8y 7.0-7.6) asociadas al anillo
aromatico del grupo benzoilo (Espectro 54).

La comparacién de los desplazamientos quimicos en los espectros de RMN'H de los
ésteres de Mosher R y S del compuesto 60e (Espectros 54-56), permiti6 realizar las siguientes
observaciones y conclusiones (Cuadro 24): a) La diferencia positiva (Ads-r) para los protones
H-16 y H-12 y las diferencias negativas para los protones H-15, y H-15p indican una
estereoquimica S para el centro quiral C-14.

Con base en la correlacién quimica del éster 60d con el 13-gpi-manoilato de metilo (60d)
y la determinacién de la configuracién absoluta del carbirol primario C-14 como S, el producto

natural 60 se caracterizé como el 8¢, 13-epoxilabdano-148, 15 diol.
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Cuadro 24. Desplazamientos quimicos (RMN'H) para sefiales diagndsticas del derivado 8a, 13-

epoxilabdano- 14-hidroxi- 1 5-benzoiloxi (60e) y sus ésteres de Mosher. *

| Protén 60 { 6Oe JLsoe ($)-MTPA LGOe (R)-MTPA | A5 (S-R)

[ 12 217§ 2.08 2.07 1.82 _ 0.25
[ 14 345 | 3.9 5.57 5.44 S
(] ISB 362 | 415 421 4.38 017 |

| [ 375 | 448 4.55

4.72 -0.17

|

1
[ [ 113 [ 133 126 || 110 0.16 |
[ | 130 [ 114 125 [ 124 [ 001 i
| [ 18 | 087 [ o087 087 I 085 |  0.02
I 19 I o080 | 079 | 080 | 078 0.02
[ 20 | o8 [ o079 | 080 || 072 0.08

*CDCl,, 500 MHz.

o ©

L
N

60 4-{benzolloxi)-benzotriazol

1) CH2Clo/ (CH3CH2)3N

Figura 20. Secuencia de reacciones realizadas para la proteccién de la funcion carbinélica

primaria en C-15 del producto natural 60.
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V. CONCLUSIONES.

La especie medicinal Cosmos pringlei es una fuente potencial de productos
bioactivos de interés medicinal y agroquimico. La potencialidad biol6gica del
extracto se demostré en el marco del proyecto “Bioactive Agents from Dryland
Biodiversity of Latin America”.

El fraccionamiento biodirigido del extracto total permitié el aislamiento y
caracterizacién de varios compuestos bioactivos, de interés agroquimico y medicinal
incluyendo tres nuevos productos naturales los cuales se caracterizaron como: €] 1-
(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno  (70), la  38-
isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71) y la 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona
(72).

El presente estudio constituye una aportaciéon adicional al conocimiento de la flora
medicinal Mexicana y contribuye al conocimiento del contenido metabdlico de la
especie medicinal C. pringlei.

Desde el punto de vista quimiotaxonémico es importante mencionar que las
investigaciones realizadas en nuestro laboratorio describen por primera vez la
presencia de lactonas sesquiterpénicas de tipo guayanélida en €l género Cosmos.

Por otra parte, se determindé la configuracion absoluta, del compuesto 8c, 13-
epoxilabdano-14S, 15 diol (60), diterpeno aistado previamente de la especie
medicinal Xanthocephalum gymnospermoides var eradiatum, mediante su correlacion
quimica con el éster 60d y la aplicacién de ia metodologia de los ésteres de Mosher.
La correlacién quimica con el 13-¢pi-manoilato de metilo (60d) permiti6 establecer la
naturaleza rormal del labdano. Por otro lado, la preparacion y posterior anlisis de los
espectros de RMN'H de los ésteres 60e (R)-MTPA y 60e (S)-MTPA de Mosher
conllevaron a determinar que la estereoquimica absoluta del carbinol en C-14 del

diterpeno es S.
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V1. PERSPECTIVAS.
1. Determinar la configuracién absoluta en el carbinol C-1° de los compuestos 1-(1’-
isobutiriloxi-2’-propenc)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69) y 1-(1’-isovaleriloxi-

2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).

2. Determinar la configuracidén absoluta en los carbonos C-1’ y C-2° del compuesto 1-

(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17).

3. Completar el estudio quimico de las restantes fracciones activas derivadas del
extracto CH,Clo:MeOH (1:1) de Cosmos pringlei.
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Espectro 1. Espectro en el IR del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 2. Espectro de masas del 1-(1°-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 3. Espectro de RMN'H del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 4. Espectro parcial de RMN'H COSY del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 4. Espectro parcial de RMN'H COSY del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 5. Espectro de RMN"C del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 6. Espectro de RMN'*C modalidad DEPT del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 7. Espectro de RMN 2D-HMQC del 1-(1’-isobutiriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (69).
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Espectro 9. Espectro en el IR del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 10. Espectro de masas del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 11. Espectro de RMN'H del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 12. Espectro de RMN'H COSY del 1-(1 *-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 13. Espectro de RMN'H NOESY del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 14, Espectro de RMN"C del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 15. Espectro de RMN'*C modalidad DEPT del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 16. Espectro de RMN 2D-HMQC del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 17. Espectro de RMN 2D-HMBC del 1-(1’-isovaleriloxi-2’-propeno)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (70).
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Espectro 18. Espectro en el IR del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17).
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Espectro 19. Espectro de masas del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17).
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Espectro 20. Espectro de RMN'H del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-pmpano)-B-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno am.
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Espectro 21. Espectro de RMN'H COSY del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17).
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Espectro 23. Espectro de RMN"C modalidad DEPT del 1-(1°, 2’-epoxi-3’-isobutiriloxi-propano)-3-metoxi-4-isobutiriloxi-benceno (17).

] Ox3UY



(44!

BT A

10

| | l | 1
4000 3000 2000 1500 1000 500 cm

Espectro 24. Espectro en el IR de la 3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71).
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Espectro 25. Espectro de masas de la 3p-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71).
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Espectro 26. Espectro de RMN'H de la 3p-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71).
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Espectro 27. Espectro de RMN'H COSY de la 3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona (71).
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Espectro 28. Espectro de RMN'>C de la 3B-isobutiriloxi-deshidrocostuslactona {71).
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Espectro 29. Espectro en el IR de la 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).
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Espectro 30. Espectro de masas de la 3p-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).
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Espectro 31. Espectro de RMN'H de la 3p-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).
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Espectro 32. Espectro de RMN'H COSY de la 3p-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).
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Espectro 33. Espectro de RMN"C de 1a 3B-isovaleriloxi-deshidrocostuslactona (72).
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Espectro 34. Espectro en el IR de la 11f-dihidrodeshidrocostuslactona (68).
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Espectro 3S. Espectro de masas de la 11p-dihidrodeshidrocostuslactona (68).
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Espectro 37. Espectro de RMN"C de Ia 11B-dihidrodeshidrocostuslactona (68).
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Espectro 38. Espectro en el IR del 8a, 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60).
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Espectro 39. Espectro de masas del 8, 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60).
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Espectro 40. Espectro de RMN'H del 8a, 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60).
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Espectro 41. Espectro de RMN 'H del 8a, 13-epoxilabdano-14, 15-diacetato (60a).
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Espectro 42. Espectro de RMN'’C del 8¢, 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60).
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Espectro 43. Espectro de RMN"C modalidad DEPT del 8a, 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60).
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Espectro 44. Espectro de RMN 2D-HMQC del 8a., 13-epoxilabdano-14S, 15 diol (60).
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Espectro 45. Espectro en el IR del 8a,13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 46. Espectro de RMN'H del 8at,13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 47. Espectro de RMN'H NOESY del 8a,,13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 48. Espectro de RMN'*C del 8at,13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 49. Espectro de RMN"C modalidad DEPT del 80,13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 50. Espectro de RMN 2D-HMQC del 80, 13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 51. Espectro de RMN 2D-HMBC del 8a,13-epoxi-15-nor-labdan-14-al (60b).
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Espectro 52. Espectro en el IR del éster metilico del acido 8a.,13-epoxi-15-nor-labdan-14-oico (60d).
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Espectro de RMN'H del éster metilico del 4cido 8a,13-epoxi-15-nor-labdan-14-oico (60d).
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Espectro 54. Espectro de RMN'H del 8c, 13-epoxilabdano-14-hidroxi, 15 benzoiloxi (60e).
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Espectro 55. Espectro de RMN'H del (R)-éster de Mosher del 8ct, 13-epoxilabdano-14-hidroxi, 15 benzoiloxi (60e).
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Espectro 56. Espectro de RMN'H del (S)-éster de Mosher del 8, 13-epoxilabdano-14-hidroxi, 15 benzoiloxi (60e).
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