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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Un gran mimero de medicamentos usados en la medicina moderna se han obtenido de
plantas y en el presente, se continda haciendo uso de ingredientes naturales en el 70% de
los farmacos sintéticos. Estos ingredientes encuentran su fuente de abastecimiento en el 1%

de la flora mundial,'

En Meéxico, desde épocas prehispanicas, se conocen plantas con caracteristicas medicinales,
un ejemplo de trascendencia cuitural es el Zoapatle o Cihuapatli que significa “medicina de
la mujer” (Cihua: mujer; pahtli: medicina ¢ remedio) y que era indispensable para las
parteras, curanderas y tlamatines. El cocimiento de las hojas, y ocasionalmente junto con la
raiz, se utilizaba para inducir, acelerar o facilitar el parto, también para tratar trastornos
menstruales, e inducir el aborto, El Zoapatle alcanzé tal fama que los espaiioles la

incorporaron a su terapéutica doméstica.

Alrededor de 20 plantas Mexicanas det géncro Momtanoa han recibido el nombre de

Zoapatle® y actualmente se sabe que seis especies de este género alteran la funcién uterina.®

Desde un punte de vista quimico, también se han encontrado variaciones. Un ejemplo es
Montanoa tomentosa ssp. xanthiifolia de la que se aislaron guayandlidas, una heliangélida
y un oxepano, del vegetal recolectado en México,'” pero se obtuvieron germacrolidas

cuando la especie se recolectd en Guatemala® y Costa Rica.”

Considerando la variabilidad de metabolitos secundarios de Montanoa tomentosa ssp.
xanthiifolia, se decidié realizar el estudio quimico de una poblacion recolectada en el

estado de Chiapas. Los resultados obtenidos se describen en la presente tesis.




OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

< Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios de Montanca
tomentosa ssp. xanthiifolia (Sch, Bip.) V. A. Funk. recolectada en el estado de
Chiapas.

% Contribuir a la quimiotaxonomia del género Montanoa.




ANTECEDENTES

3. ANTECEDENTES

3.1. Botdnicos

El género Montanoa Cerv, pertenece a la tribu Heliantheae considerada como la primitiva

de la familia Asteraceae.®

La mayoria de las especies del género Monfanoa son arbustivas y unas pocas son
arborescentes. Las inflorescencias exhiben rayos blancos y discos de flores amarillas que en
conjunto dan un especticulo agradable a la vista, por lo que algunos de los miembros del
género son cuttivados con fines omamentales (Figura 1).

Las 25 especies pertenecientes al género Montanoa® se encuentran agrupadas en dos
subgéneros: Montanoa y Acanthocarphae. La posicién taxonémica de Montanoa tomentosa
ssp. xanthiifolia es la siguiente:

Familia: Asteraceae
Tribu: Heliantheae
Subtribu: Verbesininae

Género: Montanoa

Subgénero: Montanoa

Seccién: Momtanoa
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: " P ._
Figura 1. Montanoa tomentosa Cerv.

Momntanoa tomentosa ssp. xanthiifolia (Sch. Bip.) V. A. Funk se caracteriza por ser un
arbusto de 1 a 3 m de alto; sus hojas presentan de 3 a 5 lébulos y florea entre agosto y
enero. Crece a una altitud de 230 a 1800 m en lugares aridos, semi-aridos y iimedos, se
puede localizar al borde de caminos, rios ¥ arroyos. Su distribucion comprende desde el
centro de la Repiiblica Mexicana hasta Costa Rica (Figura 2).




Figura 2. Distribucion de Montanoa tomentosa ssp. xanthiifolia en México y América
Central.

El nombre de Zoapatle lo ban recibido tanto Montanoa frutescens como Montanoa
tomentosa, la cual esta constituida por cuatro subespecies (Montanoa tomentosa ssp.
iomeniosa, Montanoa lomeniosa S5p. microcephala, Montanoa tomentosa ssp. rosi y
Monianoa tomentosa ssp. xanthiifolia). Como resultado de lo anterior, se ha concluido que
el Zoapatle que se consume de manera tradicional, es probablemente un complejo

constituido por mas de un taxon,
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3.2. Quimicos

Estudios quimicos realizados a diversas especies de Montanoa muestran que lactonas
sesquiterpénicas y diterpenos, son los metabolitos secundarios que con mayor frecuencia
son aislados del género.

Las lactonas sesquiterpénicas obtenidas son generalmente germacrélidas, eudesmanélidas y
guayanélidas. Como ejemplo de germacrélidas se pueden mencionar a; leucanthanélida (1)
obtenida de Montanoa lencantha ssp. leucantha;'® karwinsinélida A (2), karwinsindlida B
(3), karwinsinélida C (4) y la lactona 5, aisladas de Montanoa karwinski;'! los compuestos
6 y 7 obtenidos de Monianoa tomentosa ssp. microcephala" y las germacrélidas 8-14
aisladas de Montanoa hibiscifolia'’ Las trans, trans-germacranolidas  aisladas de
Montanoa se caracterizan por presentar generalmente oxidados los carbonos 8 vy 9, y por
contener la funcién lactona cis o trans cerrada hacia C-6, Una excepcion es tomentosina

(15) que fue aislada de Montanoa tomentosa."*

karwinsinglida A (2) R=Ac R'=Ang

karwinsinslida B (3) R=Ang R'=H

karwinsinolida C (4) R=H R'= Ang
&) R=Sen R'=H

leucanthandlida (1)

CH,OAc

CH,0Ac
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OR
JOR
g (8) R=H R=E
9 R=H R=F (12) R=F'
(10) R=E' R'=H (13} R=E
() R=Tig R=H
Q
OH
O
QO
AcO” HO' .
B OAng
(14) o tomentosina (15)
o o
O
Ang = o Sen = Tig= L
/'
(8]
—4 . o H
E- A E= -
R &
H 8]

Ejemplos de compuestos pertenecientes a Ja familia de las eudesmandlidas, son los
siguientes: 16 y 17 aisladas de Montanoa dumicola'® y que presentan una fusion de los
anitlos A y B poco comiin; montafrusina C (18), montafrusina D (19), montafrusina E (20)
y montafrusina F (21) obtenidas de Montanoa frutescens;'® hidroxi-bis-dihidroencelina
(22), encelina (23), 1,2-deshidro-3-epi-isotetekina (24), acetato de 1,2-deshidro-3-epi-
isotelekina (25) aisladas de Montanoa speciosa;'” y las eudesmanélidas 26 a 29 aisladas de

Monianoa hibiscifolia.”® La mayoria de estos compuestos presentan oxidados los carbonos

1, 8 y 9y la lactona se encuentra cerrada hacia C-6.
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(16) R=Ang montafrusina C {18) R=Ang
(17y R=Mac montafrusinaD (190 R =Sen

OH OH

montafrusina E (20} R = Ang
montafrusina F (21) R =Sen hidroxi-bis-dihidroencelina (22)

L, 2-deshidro-3-cpi-isotelekina (24) R=H
enceling (23) acetato de 1, 2-deshidro-3-epi-isotclekina (25 R=Ac

(26) R=E X=CH,
(27) R=E' X=CH,
{28} R=E' X= OMe Ho' WH

29
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Con respecto a las guayanolidas, éstas presentan la lactona cis o trans cerrada hacia C-6 y
en la mayoria de los compuestos, los carbonos 2 y 9 se encuentran oxidados. Ejemplos:
pumilina (30), zoapatanolida C (31) y zoapatandlida D (32) aisladas de Montanoa
tomentosa;"® isodeshidroleucodina (33) y 9-oxo-isodeshidroleucodina (34) aisladas de
Monrtanoa imbricata y Montanoa hexagona;'® montacephalina (35), tomencephalina (36) v
S-hidroxitomencephalina (37) aisladas de Montanoa tomentosa ssp. microcephala®™ y
zoapatanolida C (31), zoapatandlida D (32) y zoapatanélida F (38) aisladas de Montanoa

fomentosa ssp. tomentosa. !

zoapaianélida C  (31)
E=0Ac R'=0H R"=Ang
zoapatandlida D (32)
R=0Ac R'=H R"=Ang
tomencephalina  (36)

R=H R'=H R*=Sen
S-hidroxitomencephalina (37)
R=H R'=0OH R"=Sen

pumilina (30) R=Ang
montacephalina (35) R= Sen

OAng
-0Ac
¥
r
HO
0 --
X=H,H isodeshidroleucodina  (33) O
X =0 9-oxc-isodeshidroleucodina (34) zoapatanblida F (38)
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Otros metabolitos caracterfsticos del género Montanoa son los diterpenos, que pueden ser
oxepanos como: zeoapatanol (39), montanol (40), tomentol (41), tomexanthol (42},
tomexanthina (43) y tomentanol (44) que se aislaron de Montanoa tomentosa sin
especificar la subespecie.”””*** Se ha descrito la presencia del compuesto 39 en: M.
leucantha ssp. arborescens, M. leucantha ssp. leucantha, M. mollisima, M. tomentosa ssp.

tomentosa y M. tomentosa ssp. microcephala ®®

zoapatanol {39)

R = CH,CH=C(CH3),
montanol  {40)

R = CH=C(CH3)CH(CH;},

OAc

tomexanthina (43)

CH,

R = CH,<CH(Me)-C-Me

tomentanot (44)

10
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Adicionalmente, de Montanoa tomentosa®™ se han aislado los diterpenos lineales pre-
p

tomentol (45), pre-tomexanthol (46) y pre-zoapatanol (47) considerados como precursores

de los oxepanes cotrespondientes.

pre- tomentol (45)

OH
CHo- pre-zoapatanol (47)
) R= 2
)\‘/CHZ'
R=

pre-tomexanthol (46)

R
OH Ch-
R= HO’!V

Otros ejemplos de diterpenos son aquellos que derivan del kaurano, como: zoapatlina (48),
acido grandiflorénico (49) y 4cido kaurenoico (50) aislados de M. romentosa® >® (los dos
tltimos también se obtuvieron de M. tomentosa ssp. microcephala'**); acido 16a-hidroxi-
ent-kauran-19-oico (51) obtenido de M. hibiscifolia® y los derivados de 4cido grandiflérico

52 y 53 asi como 50 aislados de M. karwinskii.'!

acido grandiflorénico (49)
R=H aXID

4cido kaurenoico (50)
R=H

(52) R=0DAng AN

zoapattina (48) (53) R=0Sen XD

* Co.R
icido |6a- hidroxi-eni-kauran-19-oico (S1) R=H

i1
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Con respecto a la variabitidad de metabolitos secundarios obtenidos de una misma especie,
como reflejo de su habitat, se puede mencionar a Montanoa tomentosa ssp. xanthiifolia que
ha sido objeto de diversos estudios. Cuando la especie se recolectd en Estados Unidos™ o
en México™* se obtuvieron el oxepano tomexanthina (43), las guayanélidas 9-metacnlato
de 8-acetil-S-desacilpumilina (54), 8-acetilpumilina (55), 8-acetil-3a-epoxipumilina (56) y
zoapatanolida C (57) y, la heliangélida 94-hidroxi-3-epinobilina (58). Pero cuando el taxén

se recolectd en Guatemala o Costa Rica,* se obtuvieron las germacrandlidas 59 a 64.

9- metacrilato de §- acetil- 9- desacilpumilina (34) 8- acetil-3- epoxipumitina (36)
R =Mac
3-acetilpumilina  (55) R =Ang

-~
HO

zoapatandlida C (57) 98-hidroxi-3-epinobilina (58)

OMac
-~ OH

8]
0

{60) d](IO)
(61} AN

12
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OMac

_OH (63) R=5%n R'=H

(64) R=H R =Sen

62)

3.3. Terpenvides

Los terpenoides estdn formados por unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno) unidas

)\/ cabeza

cola

normalmente cabeza-cola.

Los terpenoides se dividen en siete grupos de acuerdo al nimero de unidades de isopreno

que contienen (Tabla 1),

Tabla 1. Clasificacion de los terpenoides
GRUPO ATOMOSDE UNIDADESDE = EJEMPLOS
ISOPRENO

3

Triterpenoide
T —_"

Politerpenoide

13
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3.4. Sesquiterpenoides

Son productos naturales que poseen un esqueleto de 15 itomos de carbono. El farnesol es
uno de los sesquiterpeno mas sencillos y se le considera precursor de las lactonas

sesquiterpénicas.**

= S AN OH

La ruta metabélica propuesta para la formacion de los sesquiterpenoides es conocida como
acetaio-mevalonato (Esquema 1). En esta ruta, dos moléculas de acetil-CoA se unen por
una reaccién de Claisen para producir acetoacetil CoA, la adicién de una tercera molécula
de acetil-CoA mediante un proceso alddlico esterecespecifico, da lugar a Ahidroxi-#-
metilglutaril CoA. Posteriormente, esta molécula se reduce con dos moléculas de NADPH
formando 4cido mevalénico. El icido sufte una fosforilacién v una descarboxilacion,
produciendo pirofosfato de isopentenilo (IPP), mismo que con ayuda de una isomerasa, da
lugar a pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP).

14
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Q o}
Il il 1
CH3-C-SCoA + CHy-C-8CoA ------» CH;-g-CHZ-g-SCOA + CH;-C-SCoA
acetil-CoA acetil-CoA acetoacetil-CoA acetil-CoA
¥
THs 2 NADPH s
HOOC-CHz-(rZ-CH;-CHz-OH e Hooc-CHz-(f-CHz-c-SCoA
OH OH
acido mevaldnico B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA
1 ATP
¥
GHa arp G
HOOC'CHT(I:-CHTCHTOP206 """" - ﬁ-CHZ'CHg-Opzoﬁ
OH €O Cn,
acido-5-pirofosfomevatdnico pirofosfato de isopentenilo [PP
1 Isomerasa
i
CI:=CH-CH20P205
CHy
pirofosfato de dimetilalilo DMAPP

Esquema 1. Ruta metabélica acetato-mevalonato.

La combinacion del pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) y de pirofosfato de isopentenilo
(IPP) genera pirofosfato de geranilo (GPP) que al perder el difosfato sufre la adicién de una

segunda molécula de IPP y la eliminacién de un protén, dando lugar a pirofosfato de

famesilo (FPP) que es el precursor de los sesquiterpencides®® (Esquema 2).

15
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DMAPP + PP -c-------==7=7 - GPP
prenil transferasa pirafosfato de geranile
@ OPP
e b -
HyY Hg
GPP
pirofoslato de geranila PP
L)
L)
~ = 1 PP
Hg Hg
.
S U T opP
pirofosfate de famesila FFP
SESQUITERPENOIDES

Esquema 2. Formacion del precussor de los sesquiterpenoides

Un grupe importante de sesquiterpenoides es aquel conformado por lactonas
sesquiterpénicas. Se ha propuesto que la ciclizacion del pirofosfato de farnesilo (FPP),'
seguida de una serie de oxidaciones del esqueleto carbonado, da lugar a las
germacranélidas, precursoras a su vez del resto de las lactonas sesquiterpénicas® (Esquema
3).

16
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0\
co
0~co seoo-sudesmandlidas .
clemandlidas
OC~0
0, -
- CO
— "
0~Co cxemophilnélidas
—
————
O
C
o~co O‘C 0-.g o
: saco-amirotacitides
germacrandlidas inanélidas smbrosandlidas
— ?Q
0.
C
O¢ )
o xenthandlides '
guayanélidas ' 1
. 1
\ o 0‘.: .
cO
. seco-holeuanslidas
lenandiidas
O‘C O e
seco-germacrandtidas
o~co
chrymorapblidas

Esquema 3. Relacién biogenética entre diversas lactonas sesquiterpénicas.

El interés en las lactonas sesquiterpénicas radica no sélo en su valor quimiotaxonémico,
sino también por sus interesantes propiedades bioldgicas, como por ejemplo antihelmintica
6 inhibidora de tumores cancerosos. Algunos compuestos con sus actividades biologicas se

encuentran en la Tabla 2.

17
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Tabla 2. Algunas lactonas sesquiterpénicas con actividad bioldgica
Compuesto Origen Actividad bielégica

fic v

Eremanthus elacagnus

A bk

Mikania monagasensis

i e,
Tanacetum densum ssp

shvasicum

eremanthina {66)

tenulinz (67) mikandlida (68)

13
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]
o 0O H
OH

parthenina (69) © sivasindlida (70)

H
1

0 OH

artemisina (71) helenalina (72)

19
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipos y Materiales

Los puntos de fusién se determinaron en un aperato Fisher-Johns y los valores no se
corrigieron. Los espectros de UV fueron obtenidos en un espectrometro Perkin-Elmer
modelo 552. Las rotaciones dpticas se determinaron en un Polarfmetro Jasco modelo DIP-
360. Los espectros de Infrarrojo fueron determinados en un espectrofotometro Perkin-
Elmer 283B y en un Nicolet FT-IRS SX. Los espectros de RMN ‘H a 300 MHz y de RMN
3¢ a 75 MHz se obtuvieron en un espectrémetro VXR-3008 y los espectros de RMN 'Ha
80 MHz fueron determinados en un espectrémetro Varian FT-80 A. En todos los
experimentos se utilizé tetrametilsilano hexadeuterado (TMS} como referencia interna. Los
espectros de masas fueron obtenidos en un espectrémetro Hewlett Packard 5985-B
mediante las técnicas de impacto electrénico a 70 eV 6 de ionizacién quimica a 220 eV con
CH,. Para las cromatografias en columna se utilizo gel de silice G 60 y se operaron con
vacio. La pureza de los compuestos y el avance de las reacciones se determinaron por
cromatografia en capa delgada utilizando cromatoplacas ALUGRAM SIL G/ UV. Se usd

como revelador una solucion de CeS0y al 3% en LS04 2N.

4.2, Material Vegetal

Montanoa tomentosa Cerv. ssp. xanthiifolia (Sch. Bip.) V. A, Funk fue recolectada en
Chiapas en octubre de 1989 y fue identificada por ¢l Dr. José Luis Villasefior. Una muesira
botanica se encuentra en el Herbario del Instituto de Biologia de la UNAM (MEXU
543443).

20
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4.3. Obtencion de extractos

La parte aérea seca y molida (500 g) se extrajo con cloroformo a temperatura ambiente. El
extracto cloroférmico (26 g) se absorbi6 en celita y se coloco en una columna de vidrio que
contenia tierra de bentonita (500 g; Si0z 72.5%, Al0; 13%, Fex05 5.0%, MgO 1.5%, CaO
0.8%, humedad 8.5%). La columna se eluyé con 3 ! de hexano y 3 / de acetona, de manera
consecutiva. Después de eliminar el disolvente a presidn reducida, se obtuvieron del
residuo hexAnico 508.6 mg de un sélido y 15.48 g de aguas madres, ademds, se obtuvieron

7.6 g de residuo de acetona.

4.4. Residuo Hexdnico

El sélido (508.6 mg) se filtrd y purificé por cromatografia en columna eluida con
hexano/AcOFt 65:35, se obtuvieron 25 fracciones. Las fracciones 8 a 24 se reunieron y
purificaron por cromatografia en columna eluida con benceno/AcOFEt 85:15, se obtuvieron
48 fracciones de 50 mi. De las fracciones 4 a 18 se obtuvo 44,5a-epoxi-8a-isobutiriloxi-
trans-1(10)-germacren-12,68-6lida (I} como un sélido blanco cristalino (369.3 mg) que se
recristalizo en hexano/AcOE, p.f. 157-160°C.

[oJo: -75.5° (¢ 0.20, CHCly); UV Ape® nm (log &): 268 (3.7), 205 (4.3); IR v S om s
3036 (C=C-H), 1773 (C=0, y-lactona), 1728 (C=0, éster), 1667 (C=C), EM-IQ m/z (int.
rel. %): 335 [M+HI" (4), 247 [335-CsHO,]" (80), 229 (100); EM-IE mz (int. rel. %): 246
[M-CsHgO2 ]* (13}, 71 {CsH,01" (57), 43 [C:Hr 1 (100), 41 [C3Hs[* (48).

De las fracciones 19 a 47 se obtuvo 48,5a-epoxi-7a-hidroxi-8a-isobutiriloxi-frans-1(10)-
germacren-12,6p-alida (II) como un sélido blanco cristalino (128 mg) que se recristalizd en
hexano/AcOE, p.f. 164-170°C.

21
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[a]p: -104.3° (¢ 0.12, CHCL);, UV 42" nm (log &): 206 (4.6), 204 (4.7); IR v SO ol
3452 (OH), 3035 (C=C-H), 1779 (C=O y-lactona), 1729 (C=0 éster), 1670 (C=C); EM-IE
m/z (int. rel. %): 279 M-C4H70]" (0.1), 262 [M-Cal1z0; ] (0.3), 244 [262-H:0]" (0.25),
226 [244-H,01" (0.2), 71 [C4H,0T" (34), 43 [CsH,]" (100), 41 [CsHs] (39).

Las aguas madres (15.48 g) del solido obtenido del residuo hexanico, se analizaron por
cromatografia en columna usando 230 g de gel de silice. La cromatografia se eluyé con
hexano y se incrementd gradualmente la polaridad con AcOEt Se obtuvieron 217
fracciones de 125 ml cada una (Tabla 1).

Tabla 1. Cromatografia en columna de las aguas madres del s6lido del
residuo hex#nico.
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PARTE EXPERIMENTAL

Las fracciones 32-45 se purificaron por cromatografia en columna usando como eluyente
hexano, se obtuvieron 194 fracciones de 125 ml. De las fracciones 26-119 se obtuve acetato

de taraxasterilo (ITT) como sélido blanco cristalino, p.£f.220-226°C, 386.6 mg.

De est4 misma cromatografia y de las fracciones 168-173 se obtuvo 4cido kaurenoico {Iv)

como un solido blanco, p.f. 145-150°C, 26 mg.

El residuo (1.417 g) obtenido de la reunion de las fracciones 47-65 (Tabla 1) se purificé por
cromatografia en columna eluida con hexano/AcOEt 95:5, se obtuvieron 12 fracciones. De
las fracciones 1-3 se obtuvo IV (92.10 mg) y sus aguas madres (510 mg) se purificaron por
cromatografia en columna eluida de maneta similar a la anterior, Se obtuvieron 312 mg de
Iv.

Las fracciones 72-88 (309.3 mg) mostradas en la Tabla 1, se purificaron por cromatografia
en columna usando como eluyente benceno/AcOEt 95:5, se obtuvieron 50 fracciones de 50
ml. De las fracciones 10-23 se obtuvo un sélido cristalino constituido por una mezcla de §-
sitosterol (V) y estigmastero! (VI), p.f. 134-139°C, 84.8 mg.

Las fracciones 134-154 (520 mg) de la Tabla 1, se purificaron por cromatografia en
columna usando como eluyente benceno/AcOEt 90:10, se obtuvieron 73 fracciones de 50
ml. De las fracciones 22-32 se obtuvieron 311.2 mg de L

Las fracciones 168-176 (151.2 mg) mostradas en la Tabla 1, se purificaron por
cromatografia en columna usando como eluyente CHCly/AcQOE: 90: 10, se obtuvieron 61.2
mg de I1.
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4.5, Residuo de Acetona

El residuo (7.6 g) se analizé por cromatografia en columna usando como eluyentes hexano

y AcOEt como se muestra en la Tabla 2. Se obtuvieron 255 fracciones de 200 ml cada una.

Tabla 2. Cromatografia en columna del residuo de acetona.

FRACCIONES ELUYENTE

FEAL 3

1213 " Hexano-AcOEt95:5

"‘%xm o e
Hexano-AcOEt 85:15

—

209-235 Hexano-AcOEt 45:55

T 3 5
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Las fracciones 33-55 se purificaron por cromatogratia en columna eluida con
hexano/AcOEt 90:10. Se obtuvo una mezcla de f-sitosterol (V) y estigmastero (VI), 13.2

mg.

Las fracciones 81-94 (220 mg) se purificaron por cromatografia en columna usando como
eluyente CH,Cly /AcOFEt 95:5. Se obtuvieron 77 fracciones de 25 mi. De las fracciones 23-
48 se obtuvo (1R.485)-1.4-ciclo-5a-hidroxi-8e-isobutiriloxi-7a,10a-oxagermacran-12,6/3-
dlida (VII} como sélido blanco cristalino que se recristalizé en hexano/AcOEt, p.f. 172-

173°C, 100 mg.

[a]p: -201.5° (¢ 0.2, CHCLs), UV A™9 nm (log €): 202 (3.9), 205 (3.9); IR v &% ¢m !

3592 (C-OH), 3030 (C=C-H), 1779 (C=0, y-lactona), 1734 (C=0, éster); EM-1Q m/z (int,
rel. %): 351 [M+H]" (12), 333 [351-H:01" (7), 281 [351-C4HeO]" (27), 279 [M-C4H;0]"
(10), 263 [M-C4HgO,]" (24), 245 [263-H,0]" (100); EM-IE m/z (int. ret. %): 71 [C4H;0]"
(29), 43 [C3H7 ] (100), 41 [C3Hs]" (38).

Las fracciones 119-147 (786.9 mg) se purificaron por cromatografia en columna usando
como eluyente hexano/AcOEt 70:30, se obtuvieron 96 fracciones. Las fracciones 36 a 86 se
reunieron (281.2 mg) y se sometieron de manera consecutiva a dos cromatografias en
columna eluidas con CH:Cli/AcOEt 90:10. Se obtuvieron 98 mg de 4S-hidroxi-8a-

isobutiriloxi-7a,1 0g-oxaguayan-12,68-6lida (VIII) como goma incolora.

[alo: -75.6° (¢ 0.27, CHCls); UV AM% nm (log £): 204 (3.9), 206 3.9% IR v &% em™:
3593 (C-OH), 3010 {C=C-H), 1781 (C=0, p-lactona), 1733 (C=0, éster); EM-IQ m/z (int.
rel. %) 351 [M+H]" (6), 332 [M-H,0]" (33), 245 [332-C4Hz02]" (100); EM- IE mv/z (int.
rel. %): 71 [CsHA0]" (16), 43 [C3 Hy]™ (100), 41 [C3Hs]™ (24).
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PARTE EXPERIMENTAL

Acetilacion de VII

Al compuesto VII (235 mg) se le adicioné piridina (0.25 ml) v anhidrido acético (0.25 ml},
la mezcla se dejo a temperatura ambiente y con agitacion constante por 4 h. Posteriormente,
se adiciond agua y la mezcla se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavé con una
solucidon acuosa diluida de HCI hasta un pH ligeramente acido, después se lavé con una
solucidn acuosa saturada de NaHCO; hasta pH 7, se lavd con agua y se secod con NazSO;y
anhidro. Después de eliminar el disolvente se obtuvieron 19.7 mg de un residuo que se
purificéd por cromategrafia en columna eluida con hexano/AcOEt 80:20. Se obtuvieron 4.0

mg de VIla que cristalizé en hexano/AcOEt, p.f. 160-163°C.

IR v & eml: 1780, 1740; EM-IE m/z (int. rel %): 321 [M-C4H;01" (0.5), 304 [M-

CsHrO2]" (0.7), 244 [304-CoHa0,] (1.2), 71 [C4H,OT (22.4), 43 (100).

Transformacién de H con tonsil

Una mezcla constituida por 2 mg del compuesto I, 10 ml de acetona y 30 mg de tonsil, se
dejé con agitacion constante y a temperatura ambiente por 48 horas. Posteriormente, la
mezcla se filtro y anatizd por cromatograffa en capa delgada. El andlisis mostré la presencia
de una mezcla de productos, de los cuales, dos presentaron Rfs similares a los de VII y
VIIL
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Del residuo hexanico de Montanoa tomentosa ssp. xanthiifolia se aislaron los compuestos
conocidos: acetato de taraxasterilo (III), 4cido kaurenoico (IV), f-sitosterol (V) v
estigmasterol (VI). Estos compuestos fueron identificados por comparacién de sus

caracteristicas espectroscopicas, Rfs y p.f con las correspondientes a muestras originaies.

Adicionalmente, de este residuo se aislaron las dos nuevas lactonas sesquiterpénicas 48,5 a-
epoxi-8 e~isobutiriloxi-trans-1(10)-germacren-12,6f-6lida (1) y 48,5e-epoxi-7a-hidroxi-Ra-
isobutiriloxi-frans-1(10)-germacren-12,68-6lida (IT).

Del residuo de acetona se obtuvieron nuevamente V y VI, ademds de las dos nuevas
lactonas  (1R,45)-1,4-ciclo-5a-hidroxi-8a-isobutiriloxi-7a,10a-oxagermacran-12,68-6lida
(VII) y 4p-hidroxi-8a-isobutiriloxi-7a, 1 0a-oxaguayan-12,68-6lida (VIH).

CHa

acetate de taraxasterilo (111) icido kaurenoico (1V)
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

B-sitosterol (V)
estigmastero]l  (VI) A4

48,5a-Epoxi-8a-isobutiriloxi-trans-1(10)-germacren-12,6g-6lida (I). El espectro de
masas del compuesto I presenté un fragmento de m/z 335 que comespondié al ion
molecular mis un hidrégeno [M+H]", por lo tanto, la formula molecular de I debe ser
CisHz60s. La presencia del grupo isobutirato se dedujo al observar en el espectro de RMN
'H (Tabla 3, espectro 1) dos dobletes en & 1.12 y 1.13 (/= 7.5 H2) que sc asignaron a los
metilos del éster, y un heptuplete en & 2.41 (/& 7.6 Hz) que se atribuyé al hidrégeno « del
grupo acilo. La funcién fue corroborada en el espectro de masas que mostré un fragmento
de m/z 246 que correspondi6 a la pérdida de acido isobutirico, ademds se observaron los
fragmentos del grupo acilo de m/z 71 [C4H,0]" v 43 [C;H7]".

El ¢ster se propuso unido a C-8 en funcién del desplazamiento quimico y multiplicidad de

la sefial de H-8 (d 5.16, ddd, J= 11.5, 7.5, 4.5 Hz) que indicé su vecindad a tres hidrogenos,
dos de ellos correspondieron a los de C-9 y el tercer hidrégeno al de C-7.

[ 9
2
3 O
1
- 0O
c 0O

Ha
{ (2]

e
H

-
-
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RESULTADOS Y DISCUSION

La y-lactona a, f-no saturada se dedujo a partir de las bandas en 1773 y 1667 cm™
observadas en el espectro de IR (especiro 2) y porque en el espectro de RMN "H (Tabla 3)
H-6 se observé como una sefial doble de doble en & 4.03 (J= 10, 6 Hz). Las constantes de
acoplamiento permitieron proponer al hidrégeno del cierre lacténico (H-6) trans a H-5 v cis
a H-7. La estereoquimica propuesta se basé también en los acoplamientos observados entre
cada uno de los hidrogenos de C-13 con H-7 (H-13a: § 6.1, d, /= 1 Hz; H-13b: 6 5.65, d, /=
0.5 Hz).

Por otra parte, las posiciones del doble enlace y del epéxido en ¢l anillo de 10 miembros, se
establecieron con base en lo siguiente: las sefiales de los grupos metilo 14 y 15 se
observaron en el espectro de RMN 'Hen 6 1.84 y 1.3, respectivamente, lo que indicé el
cardcter vinilico del primero y la relacién gem a una funcién oxigenada del segundo.
Sumado a lo anterior, H-1 dio lugar a un triplete ancho en & 5.4 (J= 8 Hz) y H-5 a un
doblete en & 3.0 (/= 10 Hz) cuya constante de acoplamiento corroboré su vecindad a H-6.
Lo antes descrito permitié proponer para esta nueva germacrélida !a estructura mostrada

como 1.
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Tabla 3. Datos de RMN 'H de LILVILVIIa y VIII (80 MHz, CDCl5).2
H I i1 VI Vila vII®
b oo sdm 0t S6ta 0 20205 L R -
ST e By T By e T e e EER AP R
2a 1.96-2.06° 1.6-1.7°

2b - e _ LT7619° s L e 145 -
3a 1.48-1.6° 1.92.2°
3, NE L LARLES il 168

5 275d 3924 3 195dd
©9.5) (10) (124, 11.5)
3.84d d

. dbadsl E g Rty =y gty i 0,
9a 2.304dd . 246dd
(11.6, 7}.6) {13.8, 7.8}

13a 6.1d 625 s 6165 625 6265

14 1.84 53 1.76s 1345 1358  139s
. 2.43 I;ept

* Constantes de acoplamiento entre paréntesis. ® Obtenido a 300 M
en experimentos COSY, HETCOR y COLOC. © Sefial compleja.
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48,5a-Epoxi-7a-hidroxi-8c-isobutiriloxi-trans-1(10)-germacren-12,66-dlida (II). Este
compuesto presentd una estructura similar a la de 1, lo que se evidencio al comparar los
datos espectroscopicos de ambos compuestos. La diferencia estructural de II se hizo
patente al observar en su espectro de IR (espectro 3) una banda en 3452 cm™ que indico la
presencia de funcion alcohol. Adicionalmente, su espectro de RMN 'H (Tabla 3, espectro
4) no mostré alguna sefial atribuible a H-7 y la sefial de H-6 se observo como un doblete en
4 3.84 (/= 9.5 Hz), estos hechos indujeron a proponer un grupo hidroxilo unido C-7.

Por otra parte, un compuesto con una estructura similar a la de TI pero con un metacrilato
unido a C-8 (IX) fue descrito como uno de los componentes de Monzanoa tomentosa ssp.
xanthiifolia recolectada en Guatemala.® La confirmacién de la estructura IT propuesta para

la nueva germacrélida, se obtuvo de su andlisis de difraccion de rayos X.

(1R,45)-1,4-Ciclo-5a-hidroxi-8a-isobutiriloxi-7a,10a-oxagermacran-12,6-6lida (VII).
Este compuesto presenté en su espectro de masas un fragmento de m/z 351 que
comrespondié al ion molecular més un hidrégeno [M+H]', concordante con la formula
molecular CyoH04, lo que indico que dicho compuesto correspondia a un isémero
estructural de II. El puente etéreo presente en el compuesto VII, entre los carbonos 7 y 10,
se dedujo por los desplazamientos quimicos de C-7 y C-10 en & 866 y 823,
respectivamente, observados en el espectro de RMN °C (Tabla 4), y porque en el espectro
de RMN 'H (Tabtla 3, espectro 5) no se observo sefial atribuible a H-7. Adicionalmente, el
espectro bidimensional COLOC mostré una correlacién entre la sefial de C-10 (6823)vla
sefial de los hidrégenos de C-14 (5 1.34).

31




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. Datos de RMN C de VI, VIIa y VIIL Correlaciones observadas en los
espectros COLOC de VII y VIH (75 MHz, CDCls).
C VII Correlaciones ViIa VIIE Correlaciones

6 848 H-S 818 801 H-6

H-3, He'
H-3, H-4
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El grupo hidroxilo se propuso unido a C-5 por que el hidrégeno de este carbono se observé
como un doblete en 4 3.92 (J= 10 Hz) formando un sistema AB con el hidrégeno del cierre
lacténico (H-6, § 4.15, d, J= 10 Hz). Ademsas, la posicién de la funcién alcohol se
corroboré al obtener el derivade acetilado VIla que mostré en su espectro de RMN 'H

(Tabla 3) la sefial de H-5 desplazada a campo bajo (4 5.22, d, /= 10 Hz).

El nuevo metabolito al igual que las germacrolidas 1 y IE, presenté un iscbutirato unido a
C-8, lo que se dedujo por la presencia de las sefiales correspondientes al éster y por el
desplazamiento quimico de H-8 (§ 5.64, dd, /= 9.2, 7.6 Hz) (Tablas 3 v 4). Por lo tanto, la

¢structura propuesta para este compuesto es aquella identificada como VI

R=H (V)
R=Ag (Vila}

4¢-Hidroxi-8a-isobutiriloxi-7¢,10a-0xaguayan-12,68-6lida  (VIII). Esta nueva
guayandlida al igual que VII, presenté un anillo de tetrahidrofurano y un grupo hidroxilo.
El desplazamiento quimicos de C-4 (4 77.8) observado en el espectro de RMN C (Tabla
4), indujo a proponer la funcién alcohol unida a dicho carbono. La estereoquimica de la
fusién de los anillos del guayano se dedujo a partir de las constantes de acoplamiento de H-
5 (6 1.95, dd, J5s=12.4 He, J56=11.5 Hz) (Tabla 3, espectro 6) que indicaron su relacién

trans con el hidrogeno 1.
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(VIID

Considerando la relacion estructural entre los compuestos II, VII y VIII, se puede
proponer a la germacrélida hipotética A como su precursora. Para tal caso, el compuesto A
debe de presentar una conformacién 'D4, 15D, para que una epoxidacion del doble enlace
que se localiza entre los carbonos 4 y S, se lleve a cabo por la cara que se encuentra hacia
fuera del ciclo, dando lugar a II. Una posterior rotacién det doble enlace 1(10), originard

una conformacién (D", sD° adecuada para que II se pueda ciclizar formando VII y VIII.

H
—s VII+ VIII

A IT

Después de tratar el compuesto TI con tonsil en acetona durante 48 horas, el analisis de la
mezcla de reaccién por cromatografia en capa delgada, revelé la presencia de una mezcla
compleja de productos, de los cudles, dos presentaron Rfs similares a los de VII y VIIL
Este experimento aunque no concluyente, apoya la propuesta de biogénesis de los

compuestos VII y VHI a partir de 11.>*
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RESUMEN Y CONCLUSION

6. RESUMEN Y CONCLUSION

» El estudio fitoquimico de las partes aéreas de Montanoa tomentosa ssp. xanthiifolia
dio lugar al aislamiento de cuatro compuestos descritos en la literatura: acetato de

taraxasterilo (TII), acido kaurenoico (IV), #-sitosterol (V) y estigmasterol (VI).

» Adicionalemente, se obtuvieron las nuevas lactonas sesquiterpénicas:

» 4B ,5a-epoxi-8a-isobutiriloxi-frans-1(10)-germacren-12,68-6lida (I).

» 48 5a-epoxi-7a-hidroxi-8a-isobutiriloxi-trans-1{10)-germacren-12,64-6lida
(11).

*  (1R48)-1,4-ciclo-5a-hidroxi-8a-isobutiriloxi-7a-10a-oxagermacran-12,64-
olida (VII).

& 4p-hidroxi-8a-isobutiriloxi-7a, 1 0a-oxaguayan-12,65-6lida (VIID).

> Los compuestos previamente descritos en la literatura, fueron identificados por
comparacion de sus caracteristicas espectroscépicas, Rfs y p.f con las

correspondientes a muestras originales.

> La clucidacion estructural de los nuevos metabolitos se llevo a cabo analizando sus
datos espectroscopicos de IR, UV, EM, RMN 'H, RMN “C, COSY, HETCOR y
COLOC.

> La estructura propuesta para el compuesto II, 485,5a-epoxy-Ta-hidroxi-8a-
isobutiriloxi-trans-1(10}-germacren-12,68-6lida, se corroboro a través de su analisis
de difraccion de rayos X.
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» La factibilidad de que ¢l compuesto 48,5a-epoxy-7a-hidroxi-8a-isobutiriloxi-trans-
1(10)-germacten-12,6f-6lida (II) sea precursor de (1R,45)-1,4-ciclo-5a-hidroxi-8a-
isobutiriloxi-7a-10a-oxagermacran-12,68-6lida  (VII) y de 4f-hidroxi-8a-
isobutiriloxi-7a,10a-oxaguayan-12,66-6lida (VIII), se propone considerando la

transformacion de II con tonsil y acetona en VII y VIIL

» Los compuestos aislados de Montanoa tomentosa ssp. xanthiifolia recolectada en ¢l

estado de Chiapas, comprueban la variabilidad de metabolitos que sintetiza la

especie.

> El presente estudio contribuye al conocimiento de la quimiotaxonomia del género

Montanoa.
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