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I. INTRODUCCION.

Los productos naturales son recursos de uso multiple para el hombre, le
proporcionan alimentos, agentes medicinales, fibras, colorantes, aromas, etc.

Por la realidad socioeconémica de nuestro pais, asi como, la de los paises en vias
de desarrollo, se hace prioritaria la investigacién de los recursos naturales propios para
su aprovechamiento racional, ya que se estima que aproximadamente de un 75 - 80% de
la poblacion total de estos paises hacen uso de la medicina tradicional, y debido al
elevado costo de los medicamentos han surgido politicas de diversas organizaciones
internacionales, tales como la ONUDI ( Organizacién de las Naciones Unidas para el
Desarrollo Industrial ) y la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud) que en su tratado
de Alma-Ata de 1978,' propone:

1) Que los paises en desarrollo, hagan uso de los recursos naturales y de su medicina
tradicional para resolver ciertos problemas de salud.

2) Impulsar la investigaciéon de la medicina tradicional y los recursos terapéuticos que
utiliza asi como establecer lineamientos de investigacién y estudio.’

Estas alternativas unidas a la interrelaciéon de grupos diversos de investigacion,
en areas como la medicina, quimica, biologia, farmacologia, sociologia y agricultura,
permitirdn comprender la fisiologia y bioquimica de los organismos que se producen
para lograr su mejor aprovechamiento cientifico y econdémico, en beneficio de la
poblacién.

En el caso particular de México, la medicina tradicional tiene sus raices en la
medicina prehispanica de la cual existen recopilaciones bibliograficas sobre herbolaria
medicinal,’ siendo esta una importante via alternativa en México. Dentro de este campo,

el lugar que ocupa la herbolaria medicinal justifica el que se le dediquen importantes
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esfuerzos de investigacion® y que a la vez justifique el trabajo que el quimico realiza
dentro de este estudio interdisciplinario.

El aspecto quimico dentro de esta area, permite aislar, conocer y determinar la
estructura de los constituyentes organicos mayoritarios de la flora medicinal y facilita
ademas el hallazgo de nuevos agentes medicinales, permitiendo también utilizar estos
constituyentes como modelos para estudios en espectroscopia, estereoquimica, sintesis y
farmacologia, ya que el interés por estudiar estos compuestos es cada vez mayor, dado
que se han observado una serie de actividades biologicas importantes.’

La especie que se estudi6 en esta tesis es una planta perteneciente a la familia de
las compuestas ( Gymnosperma glutinosum ) que se recolecto en el Altiplano Potosino,
y fué clasificada en el Instituto de Zonas Desérticas de esta Universidad.

Dentro del conjunto de la flora de México destaca de manera preponderante
la familia Compositae® Este grupo de plantas representan alrededor del 13% del
total de los géneros de fanerégamas que se conocen en el pais y prevalece también sobre
las demas familias tanto a nivel de especies como de individuos.

Aunque numerosas compuestas son componentes de gran variedad de
comunidades y climas, su amplia difusién resulta modificada por la dispersién de
especies y familias a otros habitats, asi como por los cambios de su entorno ecologico,
y por consecuencia abundan en biogénesis secundarias.

La familia de las compuestas es de las mas abundantes y homogéneas de las
plantas superiores y aunque muchos géneros de las Compositae mexicanas han sido
investigadas con bastante detalle, su estudio global no se ha realizado todavia. Y dentro
de la zona arida de San Luis Potosi se encuentran como uno de los principales
componentes naturales, por lo tanto el estudio taxonémico de esta familia debe ser
considerado como una contribucién al conocimiento de las plantas silvestres de

nuestra region.
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Las compuestas son plantas de flores hermafroditas, reunidas a menudo en una
inflorescencia, las flores son individuales pequefias y sésiles en una cabeza cerrada o
sobre un receptaculo comin. El nimero de especies se estima entre 13,000-15,000 en
formas herbiceas y arbustivas, constituyen mas del 10% de todas las plantas florales.

Estan ampliamente distribuidas, y son representadas por muchas especies en casi
todos los habitats excepto en bosques lluviosos tropicales o en situaciones extrictamente
acudticas, donde éstas no son relativamente comunes.

Las compuestas en general son faciles de distinguirse por su inflorescencia en
forma de cabezuela provista de invélucro calicino,” simulando una flor simple; la
naturaleza de la cabezuela tampoco parece haber sido un secreto en el Meéxico
prehispanico, como lo revela el nombre nahuatl de "cempaxuchitl" ( Tagetes erecta )
que viene de "cempoatl” (veinte y por extension, muchas) y " xuachitl " ( flor ).

El género Gymnosperma, de la familia Compositae, especie glutinosum, es una
planta arbustiva muy ramificada de alrededor de 1 m de alto, de hojas alternas, sésiles,
angostamente lanceoladas, enteras de 1.5 a 4.5 ¢cm de largo y hasta 8 mm de ancho.
Cabezuelas de 4 cm de alto, flores periféricas que carecen de pistilo y estigma, tienen
los carpelos abiertos y los 6vulos al descubierto, es decir no contenidos en un ovario,
hermafroditas, algunas estériles y flor amarilla,” ha sido localizada entre 1700 y 2300
m.s.n.m. Se le conoce con el nombre vulgar de " Mariquita ", es planta monotipica en

México y de esta region de San Luis Potosi.
La literatura describe numerosos efectos bioldgicos de compuestas.’
-Citotéxicos y propiedades inhibidoras de tumores:

Investigaciones quimico-medicas han recibido considerable atencion en estas

ultimas décadas. Investigaciones por Kupchan y col.'® establecieron que todo el
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esqueleto de tipo sesquiterpénico contiene una lactona con un metileno exociclico,
exhibiendo actividad contra tumores celulares derivados del céncer en piel humana.
Pettit y Cragg,'' demostraron que la helenalina, un pseudoguayanolido identificado del

Helenium autumnale, exhibe actividad antileucémica.

- Antidermatitis:

Mitchell y col.'” demostraron que 52 lactonas derivadas de especies de las
compuestas como de Ambrosia, Parthenium, Gaillardia y Xanthium fueron encontradas

como buenos agentes antialérgicos.

- Insecticida:

Evidencia experimental de lactonas sesquiterpénicas previenen el crecimiento
de los insectos. Destruye las larvas con exprimentos realizados con la Vernonia,”
concentraciones del 1% con esta planta son efectivas en prevencion contra insectos
y larvas. Otras que presentan propiedades insecticidas son el Chrysanthemum

cinerariaefolum.

- Inhibidor del crecimiento microbiano:

Investigaciones de Mathur y col.'“ sobre terpenoides de la Mikania monagasensis
ensefian que los germacranolidos, mikanolidos y dihidromikanolidos, son capaces de
inhibir el crecimiento de Staphylococus aureus y Candia albicans. La Cnicina, una
lactona de Cnicus benedictus, es también reportada por tener propiedades

antibacteriales.



- Inhibidor del crecimiento de plantas o alelopata:

El Vemolepin, un eudesmandlido obtenido de la Vernonia hymenolepis, ha
servido como inhibidor del crecimiento de la cascara del trigo. Resultados similares
fueron obtenidos con el Parthenin del Parthenium hysterophorus, hallado para inhibir

la germinacién del Phaseolus vulgaris.

- Otras especies son mencionadas, asi como su utilidad:

Piquerina trinervia'’- Febrifugo antiartritico.

Montanda tomentosa'®- Oxitosica.

Elephantopus tomentosus'’- Inhibidor de tumores.

Achycroline tomantosa'*- Tratamiento de la influenza.

Conyza bonariensis'®- Diurético, astringente, antidiarreico, antitérmico e insecticida.

Eupatorium brevipes™- Molusquicida, posiblemente antitumoral.



II. ANTECEDENTES.

En los vegetales, se producen sustancias quimicas que son producto del
metabolismo de la planta llamadas metabolitos secundarios, utiles para el crecimiento o
reproduccion del organismo o inutiles y hasta téxicas. A este grupo pertenecen los
flavonoides, alcaloides, cumarinas, esteroides, terpenos, quinonas, etc, encontrandose en
organismos muy distantes o muy proximos, esto permite utilizar la informaciéon adquinida
por los bioquimicos o quimicos para explicar, en términos de consideraciones
biogenéticas o quimicas, la presencia de un mismo metabolito secundario en plantas
pertenecientes a taxonomias diferentes ( especies, géneros, tribus,etc.), o de metabolitos
similares en la misma planta.

Es importante también la discusién de la estructura y la estereoquimica del
metabolito secundario, debido al interés que ello tiene para el quimico,pues significa una
base firme para:

a) elegir con mayor seguridad entre varias estructuras posibles,
b) asignar su estereoquimica mas probable,
c) proponer un camino sencillo para sintetizar un compuesto semejante al natural *'

De los numerosos tipos de sustancias producidas por una planta, alcaloides, aceites
esenciales, terpenos, glicosidos, flavonas, etc; los cuales al encontrarse en un
determinado vegetal, pueden carecer de funcién definida en el metabolismo, y por su
abundancia o ausencia, le proporcionan a una planta caracteristicas quimicas utiles
para su clasificaciéon botanica o su aprovechamiento por el hombre.

Dentro de los metabolitos secundarios encontrados en la planta que hemos
trabajado ( Gymnosperma glutinosum ) se  describiran de manera general las

caracteristicas de los mas importantes.



FLAVONAS:

Son pigmentos vegetales de las plantas cuyo nombre deriva de la flavona misma
(del latin, flavus, amarillo ) y poseen una graﬁ variedad de formas y estructuras.
Todas contienen 15 atomos de carbono en sus nucleos basicos y estos estan
acomodados en un arreglo C,-C,-C, como se muestra en la Fig.1, esto es dos anillos
aromaticos unidos por un anillo de 3 carbonos. Por conveniencia los anillos son
mencionados A.By C, y los atomos de carboén individuales son numerados

ordinariamente empezando con B,A y luego con C.*

Figura.1

Se conocen unas 900 flavonas naturales, que se encuentran extensamente
distribuidas entre las plantas, tanto libres o como glicésidos, estos ultimos contribuyen
a darle color a las flores, frutos y hojas.”’ Se estima que las flavonas representan
alrededor del 2% de todo el carbon fotosintetizado por las plantas Las flavonas
constituyen uno de los mas grandes grupos de fenoles que se presentan en la naturaleza,
estan virtualmente en plantas verdes y por ello se han realizado muchos trabajos de
extractos en plantas. Por esta razén son importantes en quimica, bioquimica, fisiologia,

biologia, etc.
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Existen también debido a la glicosilacion de la flavona, flavonas O-glicosidicas

y flavonas C-glicosidicas. Las flavonas O-glicosidicas, contienen un azicar 0 azucares
unidos por un enlace hemiacetal (Fig.2). La glucosa es el azucar mas comunmente

involucrada y otras como galactosa, rhamnosa, xilosa y arabinosa son poco comunes.

OH
CH,OH 0O

Figura.2

Las flavonas C-glicosidicas, contienen un azucar o azucares unidos directamente
al nucleo del benceno por un enlace carbono-carbono (Fig.3). Se ha encontrado que

la unién C- azucar solo se presenta en la posicion 6 y 8 sobre el nucleo del flavonoide.”
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En términos generales se puede decir que las flavonas son sintetizadas por
numerosos grupos de plantas y con excepcién de algunas flavonas localizadas en las alas
de algunas mariposas, probablemente por ingestion, se puede decir que no se les
encuentra en animales. Las flavonas conteniendo poliglicésidos son muy solubles en
agua y escasamente solubles en la mayoria de los disolventes Organicos.

La posicién ocupada por la porcién glicosidica influye en la solubilidad de la
molécula, las flavonas y flavonoles son poco solubles en agua por lo que se han
logrado aislamientos con técnicas de cromatografia en papel, gel de silice, o en
cromatografia en columna empacadas en adsorbentes poco polares, obteniéndose

magnificas separaciones y resultados.”

TERPENOS:

Los componentes olorosos de las plantas, que pueden separarse por destilacion
con vapor de agua, se llaman aceites esenciales. Muchos aceites esenciales, tales como
los de las flores, se usan en perfumes y la mayor parte de estos aceites son mezclas
de TERPENOS, una clase de productos naturales que se encuentra en las plantas y
los animales. El nombre deriva de "trementina " ( en inglés: turpentine ), que es rica
en terpenos.

Todos los terpenos parecen haber sido construidos por unién de unidades de
isopreno cabeza a cola (Fig.4). La cabeza es el extremo mas proximo a la
ramificacion del metilo. Los terpenos contienen dos, tres, o mas unidades de isopreno.

Sus moléculas pueden ser de cadena abierta o aciclica, cerrada o ciclica. Pueden
contener dobles enlaces, grupos oxhidrilo, grupos carbonilo u otros grupos
funcionales. Una estructura del tipo terpeno que contenga otros elementos aparte de

C e H se llama un terpenoide *
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cabeza cola
k CHp=C(CH3)CH=CH> ) ' >_\
ISOPRENO
CH5,0H
TERPEND TERPENOIDE
Figura.4

Los terpenos se clasifican de acuerdo al numero de pares de unidades de
isopreno que contienen:
Monoterpenos: dos unidades de isopreno, 10 carbonos.
Sesquiterpenos: tres unidades de isopreno,15 carbonos.
Diterpenos: cuatro unidades de isopreno, 20 carbonos.
Triterpenos: seis unidades de isopreno, 30 carbonos.

Tetraterpenos: ocho unidades de isopreno, 40 carbonos.

DITERPENOS:

Los diterpenos forman un grupo de sustancias con esqueletos de 20 carbonos,

derivados del pirofosfato de geranilgeraniol. Son obtenidos principalmente de hongos y
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plantas e incluyen a las giberelinas, entre éstas Gltimas encontramos importantes hormonas
del crecimiento de las plantas.?

Gran parte de la quimica de los diterpenos, es comun en algunas series aliciclicas
y se les encuentra facil analogia con la serie de los esteroides. No obstante hay algunos
factores que son particulares de los diterpenos. La mas clara clasificacion de los
diterpenos esté basada en consideraciones biogenéticas,***’ se sabe que existen unos pocos
diterpenos de cadena abierta como el geranilgeraniol, siendo ciclicos la mayoria de estos
compuestos. El geranilgeraniol puede sufrir una serie de ciclaciones y transposiciones que

conducen a los esqueletos mas comunes en diterpenos (Fig.5).

Labdano Pimarano

Cassano Clerodano

Abietano Rosano
Figura 5. Algunas estructuras propuestas para diterpenos
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III. DISCUSION Y RESULTADOS.

COMPUESTO 1.

De las fracciones 71 a 80 que corresponden a los extractos menos polares 90:10
hexano-acetato de etilo, se aislé el primer compuesto cristalino con un punto de fusién
de 183-186°C.

El espectro de infrarrojo (Fig.6), muestra una banda ancha centrada en 2920 cm’
probablemente por la presencia de grupos OH; en 1634 cm’' la presencia de grupo
carbonilo y en 1170 cm™' una sefial que comprueba la presencia de grupos OH fenolicos.

La RMN-'H (Fig.7), mucstra dos sefiales en 2.8 y 2.95 ppm y J aproximadas de
2 y 12 Hz respectivamente, es un doble de dobles que podria ser cada una para un proton,
en 5.4 ppm, un doble de dobles bien definido con J=12 Hz y J.=2 Hz que integra para
un hidrégeno desplazado a campos bajos por estar unido posiblemente a un grupo
electonegativo; en 5.92 ppm aparece una sefial sencilla que integra para dos hidrogenos
iguales probablemente pertenecientes a un anillo bencénico y cercanos a un grupo carbono
base de oxigeno, una sefial multiple en el rango de 7.2-7.55 ppm para 5 hidrogenos y que
es caracteristico de los protones aromaticos.

La espectroscopia de masas (Fig.8), muestra el i6n m/z 256 para una estructura
aproximada de 15 carbones, que segin los trabajos de Markham® y Mabry® puede ser
una hidroxiflavanona; la pérdida de 77 unidades de masa [M-77]- justifica la pérdida de
fenilo, el fragmento 152[M-104]* muestra un rompimiento retro Diels-Alder de la

molécula y 124[152-28]° probabalemente por la pérdida de CO.
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La revisién en el Chem. Abstr. a partir de 1907 da muy pocos informes de

Gymnosperma glutinosum, sélo tres, de especies recolectadas en los alrededores de
Monterrey®® y una procedente de San Luis Potosi.*

Asimismo se encontro el reporte de Masakazu y colaboradores,” para C,;H,,0,

donde corroboramos nuestra identificacion, como una 5,7-dihidroxiflavanona llamada

Pinocembrin. De este modo justificamos el espectro de masas , Esquema 1:

O

79M-771 +
(o] [M]=256 SR 124[{152-28] ¥
-cO
£
HO ]
_— +
. CH,
152{M-104] ¥ m/z=104

Esquema.i

COMPUESTO 2:

De las fracciones 150 a 161 de polaridad 85:15 hexano-acetato de etilo se aislo

un segundo compuesto con un punto de fusion de 175-178°C.



14

En el espectro de infrarrojo (Fig.9), es notable la banda ancha centrada en 3406
cm’' caracteristica de grupos OH, una banda ancha en 2957 cm’! de vibracion longitudinal
C-H, también es notable la banda fuerte en 1711 cm’' perteneciente a carbonilo
posiblemente de un éster aff-insaturado y en 1152 c¢m’' una banda de alcohol terciario. En
RMN-'H (Fig.10), aparecen 5 sefiales de metilos en un rango caracteristico entre 0.71
y 1.22 ppm ; dos sefiales dobles de metilos vinilicos en 1.78 y 1.92 ppm; un doble de
dobles que integra para un hidrégeno centrado en 2.35 ppm y con J=135 Hz; una sefial
doble en 3.7 ppm y J=3.5 Hz que integra para un hidrégeno unido al carbono base de
un atomo electronegativo; luego aparece una sefial ancha centrada en 4.5 la cual al afiadir
agua deuterada desaparece lo que es caracteristico de la presencia de grupos OH, esto nos
ayudé ademas a resolver los meti'os vinilicos como se puede observar en la parte superior
de la figura 10; en 525 apaizce una sefial ancha que integra para un hidrogeno
caracteristica de protones vinilicos; una sefial doble de triples para un proton desplazado
a campos bajos en 6.02 ppm por lo que parece estar cerca de un grupo electronegativo
como puede ser el de un éster; por lo anterior nos podemos inclinar por la presencia de
un éster angélico en la molécula, fragmento que ya ha sido ampliamente reportado en la
literatura.’> Por las dos espectroscopias anteriores se propusieron como estructuras de
trabajo un Labdano o un Clerodano.***

Estudiando el espectro de RMN-">C desacoplado (Fig.11), encontramos 25 sefiales
que al realizar el experimento APT mostré lo siguiente: dos sefiales hacia abajo en 175.5
ppm atribuida a un carbonilo de acido y otra en 167 ppm caracteristica del carbonilo del
éster angélico. Desplazandonos hacia la parte media del espectro observamos dos seiiales
aisladas una sefial hacia arriba en 137 ppm de un metino vinilico, enseguida una seiial
hacia abajo en 128.5 de carbon vinilico, en 76.88 aparece una sefial hacia abajo de carbon
cuaternario y por ser el que aparece a campo mas bajo lo asignamos a C-4 de la

estructura de trabajo, probablemente estd unido a un grupo OH, también muestra la
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presencia de un metino desplazado a 76.5 ppm probablemente por conectividad a un
grupo OH; en 73.6 un metino unido al éster; en 41.6 ppm aparece una sefial hacia abajo
de metileno desplazada del grupo de las otras sefiales por estar cerca de un grupo
electronegativo.

En resumen encontramos dos carbonos bases de oxigeno y dos carbonilos uno de
acido y otro de éster, dos carbonos cuaternarios en 40.5 y 38.5; tres sefiales de metino en
38.9, 36.0 y 30.8; S sefiales de metilenos en 35.7, 32.0, 29.5, 26.7 y 22.3; 7 seiiales de
metilos en 21.6, 20.8,20.0,18.7,17.3,16.0 y 15.9 donde cinco pertenecen a metilos y dos
al grupo angelato.

Con esta informacion se realizé la busqueda en la literatura para hacer el estudio
total del espectro, se encontraron reportes para 20 carbonos en estructuras de Labdanos
y Clerodanos.*>**** Puesto que el espectro de masas (Fig.12), sélo mostré el fragmento
[M]? = 338, se acudio a un experimento por jonizacion quimica 6 CIMS donde aparece
el i6n m/z, 439 debido a [M+1], lo cual nos da ya 25 atomos de carbono, prosiguiendo
en la busqueda bibliografica encontramos que Faini*y Rossomando,’” nos pueden servir
de guia para nuestra asignacion. En el experimento CIMS aparecen también: 421{M-17]
por la pérdida de OH; 338[M-100]¢ que se justifica por la pérdida de 100 unidades de
masa debido a la pérdida del éster angélico; 55[115-60]- debido a una transposicion de
Mc.Lafferty en la ramificacién del clerodano donde se encuentra el grupo acido. De esta

forma, el espectro de masas lo justificamos asi, Esquema 2:
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33gm-100] T 223338-115) T on ¥

\ Retro Diels-Alc »r HO /KCH

123{223-100} + 00

Esquema.2

De este modo en base al analisis de los distintos espectros podemos afirmar la
existencia de un grupo de éster angélico, una ramificacién con un grupo acido, y dos
anillos fusionados de tipo decalina formando el clerodano, dos grupos oxhidrilo uno
secundario y uno terciario unido a un metilo. Por la distribucion en el espectro de RMN-

"C llegamos a la estructura que se muestra para una férmula C,H,.O, (Fig.11).
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COMPUESTO 3:

De las fracciones 194 a 202 de polaridad 65:35 hexano-acetato de etilo se aisld
un tercer compuesto con punto de fusion de 197-199°C.

El espectro de infrarrojo (Fig.13), muestra una banda ancha en 3440 cm’
caracteristica de grupos OH; una sefial fuerte en 2956 cm™ de vibracién longitudinal C-H;
en 1714 cm’' aparece la banda perteneciente a carbonilo posiblemente de acido; una banda
en 1400 cm™' que confirma la presencia de carbonilo de acido; en 1160 cm’' aparece una
sefial para alcohol terciario y en 1043 cm™' una sefial para alcohol primario; en RMN-'H
(Fig.14) aparecen cinco sefiales de metilos en un rango caracteristico entre 0.7y 1.2 ppm;
un triplete ancho en 1.45 ppm que integra para dos hidrogenos; un multiplete ancho entre
1.7 y 1.82 ppm; en 2.05 observamos una sefial doble de dobles, como tambien en 2:25
ppm y en la integracién encontramos que cada una corresponde a un proton; una sefial
doble en 3.48 ppm J=3.5 Hz a campos bajos por estar unido a un carbono base de
oxigeno y en 3.87 a 3.98 ppm una seilal multiple que integra para un hidrogeno
desplazado a campos bajos, probablemente también por estar unido a un carbono base de
oxigeno como podria ser el de un OH.

En el espectro de RMN-'>C desacoplado, encontramos 19 sefiales que al realizar
el experimento APT parte superior de la Fig.15, mostré lo siguiente: una sefial hacia abajo
en 174.42 ppm atribuida a un carbonilo de acido; en la parte media superior del espectro
observamos tres sefiales: dos hacia arriba en 77.43 y 68.11 ppm asignadas a metilenos y
una hacia abajo en 75.84 ppm propia de un carbén cuaternario, estas tres sefiales estan
desplazadas a campos bajos probablemente por estar unidos a grupos OH; siguiendo con
el espectro encontramos tres sefiales hacia arriba de metinos en 37.6, 35.14 y 30.13 ppm;

cinco sefiales para metilenos en 40.98, 31.29, 28.58, 25.88 y 24 93 ppm; dos seifiales hacia
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abajo para carbones cuaternarios en 39.75 y 37.55 ; y un grupo de cinco sefiales
caracteristicas para metilos en 20.81, 19.25, 17.81, 16.39 y 15.23 ppm.

El espectro de masas (Fig.16), da un i6n m/z 338 como el de mayor masa por lo
que suponemos que la estructura puede ser analoga a la del compuesto 2, solo que este
espectro muestra la presencia de tres grupos OH lo cual se justifica para [M]- = 356
calculado en base a 338[M-18]" , asi como 320[M-36]" y 302[M-54]* que representan la
pérdida consecutiva de los tres grupos OH, también es importante la sefial 241[M-1 15]%,
que justifican el esqueleto propuesto.

En base a los datos obtenidos, y muy semejantes tanto en las sefiales como en los
desplazamientos con respecto al compuesto (2), y segin el trabajo publicado por Faini*,
el cual ensefia una gran similituc en los espectros d¢ RMN-'H y 13C, concluimos que el
compuesto 3 representa un cleroc ano diterpénico con tres bases de oxigeno y un carbonilo

de acido con una formulacién C,,H;,O; , al cual llamaron Acido dihidrotucumanoico.

COMPUESTO 4: Acetilacién del dcido dihidrotucumanoico.

A una solucion conteniendo 50 mg de 3 en 1.5 ml de anhidrido acético se le
agregé 1 ml de piridina a temperatura ambiente. Después de 7 h en agitacion la mezcla
de reaccién fue extraida segin el método usual. Se obtuvieron 17 mg de 4 , que se
recistalizé de una mezcla de acetona-hexano. Punto de fusién de 211-212°C.

El espectro de IR muestra la banda ancha e intensa de 3600 a 3250 cm’' de los
grupos OH y la banda del carbonilo de éster en 1650.

El espectro de RMN-'H (Fig.17), muestra una sefial ancha en 2.1 ppm donde se

encuentra acoplada una sefial sencilla caracteristica de los metilos, solo que desplazado
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a campo bajo muy probablemente por estar unido al carbonilo del éster; en 285y 32
ppm aparecen dos sefiales anchas que integran para un hidrégeno las cuales al agregar
D,O desaparecen, lo que es caracteristico de la presencia de grupos OH como se puede
observar en la parte superior de la Fig.17. En RMN-"C (Fig.18) , mencionaremos las
sefiales que aparecen en 174.85 ppm del carbonilo del acido y en 169.6 ppm la del
carbonilo del éster lo que comprueba la acetilacién del compuesto; aparecen también tres
sefiales en 76.4, 75.84 y 73.36 ppm la primera para un carbén cuaternario y las otras dos
para metino, estas seiiales estan desplazadas a campo bajo por estar unidas a grupos
electronegativos como el OH, lo que al observar la estructura del clerodano nos muestra
una alternativa para acomodar los grupos OH solamente en el C-2, C-3 y C-4, que se
confirmé por el experimento APT (Fig.18) donde aparecen dos sefiales hacia abajo en
75.84 y 73.36 ppm para metino y una sefial hacia abajo en 76.4 ppm para el carbon
cuaternario, esto nos muestra que el carbon cuaternario esta a campo mas bajo, seguido
del metino en 75.84 por estar unidos a los grupos mas electronegativos que son los OH,
luego aparece el metino unido al grupo éster en 73.36 que por ser menos electronegativo
desplaza la sefial a campo mas alto, justificando asi que el éster esta unido al C-2, el OH
secundario al C-3 y el OH terciario al C-4.

Corroboramos que la posicion del éster y por lo tanto la del OH se localiza en
el C-2.

Para afinar estos resultados se realizd también la prueba polarimétrica del
compuesto 3, esto nos da un desplazamiento angular dextrogiro [ )sse=111.3°; que
comparado con el &cido tucumanoico descrito®® [ o ]3=-16.0° no es el mismo
estereoisdmero. Esto nos lleva a buscar la prueba por Rayos-X.

Los cristales de 3 (C,H,.O,), presentan una celda ortorrémbica, siendo sus
dimensiones a= 7.139 (4), b= 10.020 (8) y c= 27.497 (20) ;\;0.: 90° ; indices de Miller
Posen 6 £ & § B = 1.203 2 cm' y =645 cm’. Los datos de intensidad fueron
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colectados de un cristal unico sobre un difractémetro con posicién para 26:60a 293°K
(26,.=105°); utilizando la radiacion k, del Cobre filtrado por Ni de A = 1.54178 A. La
correccién fué hecha para los factores de Lorentz y de polarizacién, pero no para
absorcién. De 1208 reflexiones unicas colectadas, 1058 fueron mayores de 3 ¢ (F).

La estructura fué resuelta por métodos directos usando el paquete SHELXTL y fué
refinada por minimos cuadrados (blockedcascade). Todos los atomos que no son
hidrégenos'fueron refinados anisotropicamente.

Los factores finales de discrepancia fueron R= 0.059 y Rw= 0.0613; en el mapa
final de diferencias de densidades electrénicas no hubo picos mayores de 0.21 eA®. Con
lo cual obtenemos la estructura que a continuacién se muestra (Fig.19). Con esto
encontramos una asignacion de configuracion relativa § para el carbono 13. Estos ultimos
datos oL = ‘+1 1.3 y la configuracié 1 del C-13 afinan nuestra asignacion, de manera que el

compuesto aislado resulta ser un diastereémero del reportado por Faini.**
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C15 %y
. 2

Figura 19. Perspectiva de la estructura molecular del Acido dihidrotucumanoico (3),

obtenida por difraccion de Rayos-X.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL.

La recoleccion se realizd el 25 de Agosto de 1990 a 4 Km al oeste del municipio
de Guadalcazar, S.L.P; sobre la carretera estatal México 57. La planta fué depositada en
el herbario del Instituto de Zonas Desérticas de la U.A.S.L.P, donde fué clasificada como
Gymnosperma glutinosum, tomando 315 g de las partes aéreas de la planta previamente
secados y molidos se trataron en una columna cromatografica (10 cm diametro x 55 cm
de altura) empacada con 800 g de gel de silice.

La mezcla de compuestos se eluyé sistematicamente con mezclas de hexano-
acetato de etilo, empezando con un 100% de hexano, la polaridad se fue aumentando
gradualmente hasta llegar a un 40% hexano-60% -acetato de etilo. Las fracciones
obtenidas se compararon por cromatografia en capa fina.

Los puntos de fusion se realizarén en un aparato SYBRON-Thermoline, y no estan
corregidos. Los espectros de IR se llevaron a cabo en pastilla de KBr utilizando un
espectrometro Nicolet 205-FT. Los espectros de RMN-'H se determinaron en un
espectrometro Varian EM-200 a 200 MHz en CDCl; + DMSO-ds usando TMS como
referencia interna. Los espectros de RMN-"C fueron registrados a 75.4 MHz. Los
espectros de masas se obtuvieron a 70 eV por inyeccion directa, en el experimento por

ionizacién quimica se usé metano como gas ionizante.
5,7-dihidroxiflavanona (Pinocembrin).”
De las fracciones 71 a 80 que corresponden a una polaridad 90:10 hexano-acetato

de etilo, los volumenes tomados fueron de 400 ml aproximadamente, que fueron

concentradas en un rotavapor, obteniéndose un producto amorfo amarillo el cual fué
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recristalizado en una mezcla de acetato de etilo-hexano, dando 2 g de un compuesto
cristalino con punto de fusion de 183-186°C, se analizd y se obtuvieron los siguientes
datos espectroscopicos:

IR: 1170, 1634, 2920 cm’'; E. de Masas (% intensidad relativa): m/z 256[M]- (47%),
255[M-1]* (36%), 179[M-77]:(70%), 152[M-104]:(70%), 124[152-28]*(100%), 69(90%),
RMN-'H (200 MHz) CDCl,, 8: 7.2-7.55(SH,m); 5.92(2H,s); 5.4(1H.dd.J...,=12Hz ,
J.=2Hz); 2.95(1H,dd,J,...=12Hz); 2.8(1H,dd,J.,=2Hz).

Acido 2-angeloildihidrotucumanoico.

De las fracciones 150 a 161 que corresponden a una polaridad 85:15 hexano-
acetato de etilo, se juntaron y concentraron, obteniéndose un precipitado que fu¢
recristalizado en una mezcla de cloroformo-hexano, obteniendose 178.6 mg del

compuesto con un punto de fusion de 175-178°C.

IR: 3406, 2957, 1711, 1152 cm™; E. de Masas (% int.rel.) - m/z 338[M-OAng]*
(1.7%); 123[223-100]- (23%); 83[M-355]- (54%); 55[115-60]: (100%). CIMS m/z 439
[M:1]% (0.5%); 421[M-17]" (2.7%); 338[M-100]- (25.2%); RMN-'H (200 MHz) CDCl,,

§: 0.71(3H,s)H-20; 0.76(3H,d)H-17; 0.97(3H,d,J=8Hz)H-16; 1.05(3H,s)H19;
1.22(3H,s)H-18; 1.78(3H,d,CH,-OAng); 1.92(3H,d,CH;-OAng); 2.1(1H,dd,J=15Hz)H-14;
2.35(1H,dd, J=15Hz)H-14", 3.7(1H,d,J=3.5Hz)H-3; 4.5( Seifial ancha que desaparece con
D,0); 5.25(1H,sefial ancha,H-OAng); 6.02(1H,ddd,J=1. 7Hz)H-2; RMN-"C (75.4 MHz,
APT) § : 175.5(CO-15); 167(CO-Ang); 137(CH-Ang); 128.5(C-Ang), 76.88(C-4);
76.5(CH-3); 73.6(CH-2); 41.6(CH,-14); 40.5(C-5); 38 9(CH-10); 38.5(C-9); 36 O(CH-8),
35.7(CH,-11); 32 0(CH,-12); 30.8(CH-13); 29.5(CH,-6); 26.7(CH,-1); 22.3(CH,-7),
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21.6(CH,-OAng); 20.8(CH;-18); 20.0(CH,-19); 18.7(CH,-16); 17.3(CH,-20); 16.0(CH;-17);
15.9(CH,;-OAng).

Acido dihidrotucumanoico.

De las fracciones 194 a 202 que corresponden a una polaridad de 65:35 hexano-
acetato de etilo, se juntaron, concentraron y se obtuvo un precipitado blanco el cual fue
tratado con carbon activado y se recristalizdé con metanol, obteniéndose 1.7821 g del

compuesto con punto de fusién de 197-199°C.

IR: 3440, 2956, 1714, 1400, 1160, 1043 cm”; E. de Masas (% int. rel.): m/z
338[M-18]" (10%); 320[M-36]" :10%); 303[M-53]" ; 241[M-115] ; 167[M-189]" (20%);
137(50%); 123(92.7%); 43(100%); RMN-'H ( 200 MHz ) CDCl,, §: 0 7(3H,s)H-20;
0.73(3H,d,J=SHz)H-17,  0.95(3H,d,J=8Hz)H-16; 1.02(3H,s)H-19; 1.2(3H,5)H-18;
1.45(2H,t.ancho) H-1; 1.7-1.82 (2H,m) Probablemente para H-9, H-13;
2.05(1H,dd,J=15Hz)H-14, 2.25(1H,dd,J=15Hz)H-14, 3.48(1H,d,J=3.5Hz)H-3; 3.87-3.98
(1H,m)H-2; RMN-"C (75.4 MHz, APT) 3: 174.42(CO-15); 77.43(CH-3); 75.84(C-4),
68.1 1(QH—Z);40.98(§H,-14);39.75(C-5);37.6(QH—10);37.55(0-9);35.14(QH-18,_QH2-1 L)
31.29(CH,-12);30.13(CH-13); 28.58(CH,-6);25.88(CH,-1); 24.93(CH,-7),20.81(CH;-18),
19.25(CH,-19); 17.81(CH;-16); 16.39(CH,-20); 15.23(CH;-17).

Acido 2-aceto dihidrotucumanoico:
Se pesaron 50 mg de acido dihidrotucumanoico, se agregaron 1.5 ml de anhidrido

acético y 1 ml de piridina. Se dej6 reccionando durante 7 h en condiciones anhidras y a

temperatura ambiente, la reaccion fué seguida por cromatografia en capa fina. El producto
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de reaccion se extrajo con acetato de etilo y se lavo sucesivamente con HCI al 10%,
NaHCO, en soluciéon y agua hasta un pH neutro. Se seco con sulfato de sodio y se

concentré a vacio, obteniéndose 17 mg de producto con un punto de fusion de 211-212°C.

RMN-'H (200 MHz) CDCl;, & : 0.71(3H,s)H-20; 0.75(3H.,d,J=5Hz)H-17;
0.96(3H,d,J=8Hz)H-16; 1.08(3H,s)H-19; 1.23(3H,s)H-18; 2.1(4H, seiial ancha)CH,-OAc
+ H-14; 2.35(1H,dd,J=15.6Hz)H-14"; 2.85(sefial ancha 1H, que desaparece con 3.0,
3.2(seiial ancha 1H, que desaparece con D,0); 3.68(1H.d,J=3.5Hz)H-3; 5.14(1H,dt)H-2,
RMN-"C (75.4 MHz, APT) §: 174.85(CO-15); 169.6(CO-0Ac); 76.4(C-4); 75.84(CH-3),
73.36(CH-2); 41.12(CH,-14); 40.4(C-5); 38.31(CH-10), 38.05(C-9); 35.51(CH-8):
35.22(CH,-11);31.52(CH,-12); 30.36(QH-13);29.03(@_}12-6);26.21(QH2-1);21.75(_C_H3-7);
21.11(CH,-18); 21.06(CH,-OAc); 19.50(CH,-19), 18.13(CH;-16); 16.71(CH,-20);
15.57(CH,-17).
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V. CONCLUSIONES.

Los productos aislados mas importantes fueron una flavona y dos diterpenos con
base de clerodano.

La flavona presenté una formula molecular C,;H,,0, de nombre 3,7
dihidroxiflavanona (1) , reportada como Pinocembrin.*'

El primer compuesto diterpénico de nombre Acido 2-angeloildihidrotucumanoico
(2), mostré un éster angélico en el C-2 y una féormula molecular de C, H,,O, ,
mencionando como caracteristica importante que este compuesto parece ser el antecedente
biogenético del compuesto (3).

Para la caracterizacién co npleta del Acido dihidrotucumanoico (3), se realizo la
acetilaciéon del compuesto (3) para corroborar la posicién del éster y por lo tanto la del
grupo OH del C-2, ademas se incluy6 una prueba polarimétrica, dando un desplazamiento
angular dextrégiro, de donde deducimos que no tenemos el mismo estereoisomero ya
reportado del Acido dihidrotucumanoico,? el cual presenté un desplazamiento angular
levégiro. Esta asignacién se refuerza por la prueba de Rayos-X, donde ademas podemos
asignar la configuracion § al C-13 de la cadena, dato no reportado en la citada referencia
34, y constituye nuestra aportacion a la identificacion del compuesto, curiosamente para
las consideraciones biogenéticas estamos en el caso de un metabolito secundario presente
en plantas de taxonomia diferente, el reportado en una especie Baccharis y el nuestro
en Gymnosperma.

Los estudios por RMN-'H; RMN-"C; EM y Rayos-X , permitieron asignar total

e inequivocamente la estereoquimica de estos compuestos.



ANEXO A: Espectros de Infrarrojo.
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ANEXO B: Espectros de RMN-'H y RMN-"C.
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ANEXO C: Espectros de Masas.
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Figura 8. E. de Masas de 5,7-dihidroxiflavanona (1).
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41



FRH 9128 SPECTRUM
LARGSET 4: 43.1,109.0 1
LAST 4: 248.1, .3 2

) RETENTION TIME
92.7 EE.1, 89.7 &
.4 376.1, =1 37
PAGE 1

3

3 5.
25.1 9ily SOG4
£2.9 {1,

Y

. .2
= 1.80

aﬁj Lll‘ ltJJ

% 2 1 1 Chagsa LL Th
LA S - B By~ Aer 128 e T 16D
1983
1)

FRN 9128 SPECTRUM

=

RETEHTION TIHME

2 5.
LARGET 4: 43.1,188.9 123 ol P2l €5.1, 89.7 59.1, 68.1
LAET 4: Z48.1, .3 368 .9, .4 378.1, .1 g LR .2
PAGE 2 ¥ = 1.89

2]
a. i
' GEASERASAR RN AR AR NN AR LARANNARASRARANARES LALL) RRESRS R NEESARASAR SN AR IR A NARERAARANRARES LRSS e SASESARANNARASARAASREARE LAARSRARES RAARERAAL TOIT T0FY
LA V1 D SRR S SRRt S ' LEd ' b
1696
=)
&
-1

MARASMALSS AARRENLAA] MAAAERARES b

S . E——————— e
5an 25 c40 ) ;

1
[}
[hx]
b
[
I:l_.
(L
™ 3
OF
[}
&_
[aY)

Figura 16. E. de Masas del Acido dihidrotucumanoico (3).




43
VIL BIBLIOGRAFIA.

1.- Organizacién Mundial de la Salud, Informe de la Conferencia Internacional sobre

atencién primaria de salud. Alma Ata, URSS ,Sep.1978.

2.- HR.Benerman, J. of Ethnopharmacology, 2, 189-192 (1986).Organizaciéon

Mundial de la Salud, Medicina Tradicional 1 ,71-73 (1976).

3.- X Lozoya, Bibliografia basica sobre herbolaria medicinal en México. Sria. de
Desarrollo Urbano y Ecologia , 1984.

4.- D Lamy y C. Zolla. La etnobotanica en relacién con los problemas de Salud en

México. Medicina Tradicional IT , 19 (1978).

5.- N.S.Farsworth y A .S Bingel. New Natural Products and Plants Drugs with
Pharmacologycal, biologycal or therapeuthical activity. Spinger Verlang, Berlin,
Heindenberg, New York , 1-23 (1977).

6.- R. Mc.Vaugh, Flora Novo-Galiciana, Ed. William R.Anderson, Vol.12,
Compositae , 1-3 (1984).

7.- J. Rzedowski, Identificacién de los generos de la familia Compositae en México,
Acta Cientifica Potosina VII, 1y 2, 6-8, (1978).

8.- S. Salas de Leén, La familia Compositae en la Zona Arida del Estado de San Luis
Potosi , U A.S.LP. México , 1, 92-93 (1987).

9.- E. Rodriguez , Rev. Latinoamer. Quim., 8 /2, 56-61 (1976).

10.-S.M.Kupchan , Fed.Proc., 33, 288 (1974).

11.-G.R Pettit and GM.Cregg , Experientia, 29, 781 (1973).

12.-J.C Mitchell and G.Dupuis, Brit. J. Dermat., 84, 139 (1971),

13.-W.C Burnett , S.B.Jones , Biochemical Systematics and Ecology , 12 , 25 (1974).

14 -S.B.Mathur , P.Garcia Tello , Rev. Latinoamer. Quim. , 6 , 201 (1975).



44

15.-JRomo , A Romo de Vivar, Rev. Latinoamer. Quim ., 1/2, 73 (1970).

16.-T.A .Geissman y T.S.Griffin ,Rev. Latinoamer. Quim. , 2 / 2 , 81 (1971).

17.-A.Romo de Vivar , FMontiel y E.Diaz, Rev. Latinoamer. Quim. , 5/1,33
(1973).

18.-V. Martino , S. Caula , S. Villar , Rev. Latinoamer. Quim. , 19 / 3-4, 111 (1988).

19.-G.E.Ferraro , A.M.Broussalis, C M.Van Baren, L.V Muschiatti, Rev. Latinoamer.
Quim., 19/3-4, 141-147 (1988).

20.-E. Rodriguez , Rev. Latinoamer. Quim., 8 / 2, 59 (1977).

21.-X. A.Dominguez , Métodos de Investigacién Fitoquimica , 45-47 (1985).

22 -K R Markham , Techniques of Flavonoid Identification , Cap.6 , Academic Press,
(1982).

23.-X. A Dominguez , Métodos cle Investigacion Fitoquimica, 81-83 (1985).

24.-J Fessenden y J Fessenden , Quimica Organica, Edit.Iberoamerica, 905-906 (1984).

25.-T.A.Geissman , D. H.G Krout , Organic Chemistry of Secundary Plant Metabolism ,
291 (1969).

26.-X. A.Dominguez , Métodos de Investigacién Fitoquimica , 52-53 (1985).

27.-A.J.Valencia , Tesis de Pyramilacetona , Un nuevo diterpeno aislado del croton
Pyramidalis, Universidad Veracruzana , Fac.Ciencias Quimicas , (1978).

28.-T.J.Mabry and J.B Harborne , The Systematic Identification of Flavonoids ,
Cambridge , Gran Bretafia , (1982).

29.- Sang. G.Y14, N.Fang and T.J.Mabry, Phytochem. , 27 , 171 (1988).

30.-X.A.Dominguez y B.Torre, Phytochem. , 13 , 1624 (1974).

31.-M.Miyakado , T.Kato , N.Ohno and T.J Mabry , Phytochem. , 15 , 846
(1976).

32.-R.L.Santillan , Tesis doctoral de Quimica y Espectroscopia de constituyentes
de Pereziae , CINVESTAV , Dept.Quimica.




45

33 .-C.Zedero , F.Bohimann and M.Niemeyer , Phytochem. , 31, 1723-1726 (1992).

34.-F Faini , P.Rivera , Phytochem. , 26 , 3281-3283 (1987).

35.-C.Zedero , F.Bohlmann , Pyhtochem. , 29 , 567-571 (1990).

36.-C.Zedero , F.Bohimann , C.Solomon , Phytochem. , 28 , 531-542 (1989).

37.-D.C.Rossomando, O.S.Giordano and P. Joseph-Nathan , Phytochem. , 24 , 787-790
(1985).






