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INTRODUCCION

En unk esfuerzo dirigido a descubrir nuevas estructuras
quimicag Potencialmente utiles en las 4dreas de farmacologia,
agricultura, o quimiotaxonomia, los investigadores realizan un
continuo vy extenso estudio fitoquimico de diversas especies de
plantas. El miximo impacto de esta actividad es apreciada mejor,
cuando uno considera el estado actual del conocimiento de los
productos naturales, sobre todo en el area de los
sesquiterpancides, donde se ha aislado wna rica variedad de
estructuras quimicas}‘® reportadas en diversas publicaciones
periddicas, a lo largo de varios aRos. Estas investigaciones han

enriquecido el conocimiento de los metabolitos secundarios.

Muchas son lax especies de la familia Compositae que se han
analizado en =sus constituyentes quimicos, encontrando como
componente comGn a las lactonas sesquiterpénicas. Estas
substancias son considaradas por los investigadores como los
metabolitos secundarios caracteristicos de esta familial’“aunque,

K3
esporadicamente, se han encontrado en otras?

Las lactonas sesquiterpénicas constituyen un amplio grupo de
substancias terpenocides con diferentes arreglos estructurales vy
se derivan biogenéticamente del pirofosfate de farnesilo o

nerolidilo?



La Qariedad de esqueletos ciclocarbonados que puaeden ser
generados a partir del grupo residual pirofosfato y de los tres
dobles enlaces del pirofosfato de farnesilo, es sorprendente y
le confiere a la categoria de los sesquiterpenocides la varijiacidn
e:tructurallque probablemente sea la mas diversa que cualquier

otra clase de terpenos., Este hecho ez estimulante para iniciar

investigaciones buscando nuevas variantes estructurales.

Entre las lactonas sesquiterpénicas aisladas de las especies
de la familia Compositae, estan las guavandlidas v de las cuales

g

s6lo algunas poseen la caracteristica especial de un arreglo

estructural tipo fulveno.

La Stevia serrata Cav. as una planta que crece
abundantemente en el suelo de Méxicos forma parte .de la tribu
Eupagtorieae, una de las trece tribus en que ha sido dividida la
familia Compositae. Esta especie ha sido objeto de diversos

analisist®™?

para determinar sus constituyentes quimicos, en uno
de dichos estudios se obtuvieron dos nuevas lactoras
sesquiterpénicas tipo guayandlidas y como derivado de una de

ellas, m= produjo una fulvenolactona sesquiterpénica.

El presente trabajo hace un analisis quimico del extracto

polar de la Stevia serrata Cav. recolectada al noreste de la

ciudad de Cuernavaca, estado de Morelos. En €1 estudia y se

datermina la estructura de una nueva fulvenolactona, ademas de



otras”g@a&éﬁoliﬁaé‘ya Feportadas. contribuyendo de esta manera a
‘eStabiecet el “cuadro domplebo de estructuras que de esta especie

se pueden aislar.



GENERALIDADES

1.1.-E1 género Stevia

El género Steula pertenece a la tribu Eupatorieae, una de

las trece tribus en que ha sido dividida la familia Compositae
para su mejor estudio. Cuenta con alrededor de 200  especies de

*® que crecen en el norte, centro y sur del continente

plantas
amaricano, restringléndosa a dreas de clima tropical y

subtl'opl(:al.a

La regidn Mesoamericana de MontaRa presenta en general una
distribucion geografica discontinua ya que corresponde a los
macizos montaRosos de nuestro pais. Hay muchas zonas vegetales
diseminadas en todos lox estados y territorios de 1a Republica
con una flora rica en general. El género Steuta vy algunos otros

géneros presentan aqui un importante centro de diversificacién?®

Al género Stevia se le reconoce, entre otras caracteristicas
morfolégicas, por su invélucro de 5-6 brécteas y cabezuelas de S
flores?* raramente 4 6 6. Sus especies son principalmente
arbustivas y herbidceas y la participacidén cuantitativa de algunas
de ellax en la vegetacidn natural es muy significativa en
diversas zonas de México. En realidad, se trata de un género

morfolégicamente bien delimitado®® y es fdacil de reconocer en la

tribu Eupatorieae.



Da las diversas especias del género Stevia, la S.<serrata
Cav. es la mas comun y crece abundantemente en el suelo de
México. En el valle de México vy sus alrededores crece entre los

2300 y 2800 metros de altitud.

1.2.-Productos naturales aislados del género Stevia.

Mediante los estudios fitoquimicos de las especies del
'género Stevia, sa han alslado diferentes metabolitos mecundarios,
algunos interesantes, los mias comunes sorn sesquiterpenocs,
principalmente dal tipo longipineno (la mayoria aislados de
raicas) y entre las lactonas sesquiterpénicas, las guayandlidas
son abundantes con 6,12-lactonas siando trans y las 8, 12-lactonas
por lo general cis. Sin embargo, otro tipo de lactonas

sesquiterpénicas también han sido reportadas.

Otras clases de constituyentes quimicos hallados en las
especies del género Steuvia son flavonas y diferentes tipos de

ditaerpenos.

El género Stevia nmo s muy homogéneo en sSu composicién
qQuimica por lo que se requieren mds investigaciones taxondmicas
que posiblemente conduzcan a una separacién dentro del mismo

génerof’



1.3-Lactonas sesquiterpénicas.

Las lactonas sesquiterpénicas son metabolitos secundarios
cominmente encontrados en plantas pertenecientes a la familia
Camposuaea"y parece ser la caracteristica mas comiun en la
mayoria de los géneros de esta familias; sin embargo, se les bha

ancontradc con menor frecuencia en otras®™*

La familia Compositae se compone de aproximadamente 20000
especies}! su estudio requiere el uso de una lente de aumento vya
que las diferencias morfoldgicas son muy pequeRas entre
diferentes especias y con frecuencia crean confusitn. Es aqui,
donde los metabolitos secundarios estadn cobrando una creciente
importancia dabido a que algunos de estos son caracteristicos de
tribus, géneros e incluse especies; proporcionando a los

botanicos criterios adicionalas para una mejor clasificacién.

Los metabolitos secundarios tienden a parecerse el wuno al
otro cuando las plantas estdn estrechamente relacionadas. La
Quimiotaxonomia ex una diciplina que lleva a cabo la organizacioén
Jerdrquica de las plantas del reino vegetal basada en la

distribucion de los metabolitos secundarios.

Los metabolitos mas Gtiles para clasificar las plantas de la
familia Compositae son los sesquiterpencs, y en particular las
lactonas sesquiterpenicasz‘ especialmente aquellas

biogenéticamente mis complicadas.



Las lactonas sesquiterpénicas son constituyentes
relativamente estables e incoloros. Desda dqua se establecieron
las primeras estructuras de estos productos naturales, se han

aislado alrededor de 1000 diferentes substancias de este tipo?’Se

clasifican? basandose en su esqueleto carbociclico, en
germacrandlidas, guayvandlidas, Pseudoguayandlidas,
eudesmandlidas, eremofilanélidas vy xantanoélidas. El grupo

lacténico generalmente es «,f3 insaturado con fusion cisz o trans

en las posiciones Cd-c7 o 07-Cn del esqueleto ciclocarbonado.

Con base en la teoria biogenética, ahora se acepta
generalmente que los sesquiterpenos con un grupo lacténico son
derivados del pirofosfato de farnesilo o nerolidilo® que tras una
ciclizacién inicial sufren una subsecuente serie de oxidaciones
produciendo diferentes sistemas carbociclicos basicos,*™**  con
modificaciones astructurales que incorporan anillos oxirédnicoes,

grupos hidroxilo, generalmente esterificados con 4acidos tales

como &cido isobutirico, angélico, epoxiangélico y tiglico®®

La Figura 1, muestra los tipog de esqueleto y las relaciones
biogenéticas de las lactonas sesquitarpénicas a partir de las
germacranélidas, erimer metabolito lactdnico derivado del

pirofosfato de farnesilo.



1.Germacranélidas. 2.Elemanélidas.

4.Cadinanélidas.

7.Seco-eudesmandlidas.

10.Helenandlidas.
13.Bakkenélidas.

5.Guayanélidas.

11.Xantanslidas.

14 .Seco-ambrosanélidas.

3.Eudesmanélidas.

6 .Seco-germacrandlidas.

8.Eremofilandlidas. 9 .Ambrosanélidas.

12.Crimoranélidas.

15.Seco-helenanélidas.



1.4-Actividad bicldgica de las lactonas sesquiterpénicas. m

Las lactonas sesquiterpénicas han despertado un gran interés
POr - las propiedades que praesentan; no solo contribuven desde el
bdnto de vista quimiotaxémico, si no también en el aspecto

farmacoldgico?

Pruebas farmacoldgicas aplicadas a las lactonas
sesquiterpénicas aisladas de diferentes géneros de plantas, en el
que se determinan los componentes activos, indican que algunas
tienan actividad antileucémica v citotéxicas propiedades
bactericida, fungicida o antihelmintica. Otras son repelentas de
insectos; regulan el crecimiento de vegetales; anvenenan al
ganado; y algunas mas, producen dermatitis por contacto en el

hombre.

Todas estas propiedades estan relacionadas con la presencia
de grupos funcionales en la molécula; con frecuencia el grupo
funcional es un metileno exociclico conjugado con la gamma
lactona, mas aun, la presencia de un grupo funcional tal como
epéxido, hidroxilo, clorhidrina, cetona insaturada o de 0O-acilos
adyacentes a la c--cH2 de la gamma lactona pueden aumentar 1la
reactividad de la lactona conjugada frente a 1los nucleéfilos

biolégicos?

Las propiedades de estos productos naturales tienen un

significante potencial de beneficio al hombre ya sea porque se
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agentes biodegradables en insecticidas.

1.5.~-La especie serratg Cav.

La Stovia serrata Cav. es una Planta que crece
abundantemente en el suelo de México; se caracteriza por producir
en las partes aéreas lactonas sesquiterpénicas, principalmente de
tipo guavano, que es un metabolito de segundo paso biogenético.
Su estudio quimice comienza en 1973 y hasta la fecha hay nueve
reportes sobre ella. Algunocs de estos analisis quimicos se han

: 18, £ 3
realizado en r aices'™ Yy otros en partes

10-12.4440°18 44 la 5. serrata. En aquéllos se aislaron

adreas
derivados del longipineno, mientras que en éstos se hallaron

lactonas sesquiterpénicas, flavonas, chamazuleno y un cromeno.

Entre los sesquiterpenos con un grupo lacténico hallados en
esta especie, se encuentra una germacrandlida, denominada
Carmelinal? Esta substancia, que es un sélido =~ p.f. 176°-177°
(sin corraegir)- posee un esqueleto formado en el primer paso
biogenético (Fig.1) con una fusién trans de la gamma lactona vy

dos ésteres en las posiciones 3 y 8. Por otro lado, esta lactona

es un epimero en C-8 del acetato sintético de dihidrochihuahuina®®

10



Tras epoxiguayandlidas nombradas Cristininas I, XI, y -III,

1944 Je esta planta; se diferencian por

también sa han obtenido
la distinta naturaleza de los ésteres situados en C~2 y C-8
(Fig.2). Todas eallas contienen una trans »-lactona en el
egqueleto guayano vy ho poseen grupo metileno en la posicion C-13,
pPor lo que son 11,13-dihidroguayandlidas. De estas tres

substancias, solo la primera, Cristinina I, fue aislada en estado

sélido.

Otras lactonas halladas en la $. serrata lo constituyen los
isémaros (prochamazulencs) Estevizerrélidas A y B '*? Estas
substancias aisladas como aceites incoloros, son también
11,13-dihidroguayanélidas vy sus espectros de RMN-H' muestran una
diferencia, da una respecto de la otra, en la seXal protdnica en
C-2, C-15 y C~6 indicando que ambas substacias son epimeros en

C-4.

En el asignamiento estructural de compuestos hidroxilados,
se llega hacer uso de reacciones “in situ" con isoclanato de
tricloroacetilo en el tubo de muestras de R.M.N. Este método
(método T.A.1.)" se aplicé a la Esteviserrdlida B, produciendo
la eliminacién dal grupo hidroxilo 1' formandose una
fulvenolactona. Los datos de RMN-H* de esta estructura indican
una desproteccién de H-2 y H-3 que aparecen a campo bajo y que,
junto con el desplazamiento quimico, también a campo baijo, de

H-14 y H-15, indican la formacién de un sistema de dobles enlaces

1t



conjugados. La constante de acoplamiento qu= 6.0 , coloca este

sisteama en un anillo de cinco miembros.
La Figura 2, muestra la estructura de estos compuestos.
1.6.-Chamazuleno

Algunos 9rupox de estructuras de tipo guayandlidas v
seaudoguayandlidas, se les conoce porque de ellas pueden ser

formados azulenos, en alto y bajo rendimiento, respectivamente.

Los derivados del azuleno son substancias que PpPresentan un
color azul intenso o purpura debido a la alta insaturacioén. Se
Pueden producir durante el proceso de separacion de metabolitos
da su extracto-vegetal en columnas o placas ereparativas para
cromatografiax en capa fina de silica gal o pueden producirse por
tratamiento directo de las mimmas pseudo- y guayanélidas®' Las
Primarax, por reduccién con LiAlH‘ 14 deshidrogenadas Por
tratamiento con Se o Pd, frecuentemente produceA chamaxuleno o
dihidroazulenos, pero también pueden dar guayazuleno=s o
furancazulenos; los segundos, reducidos por hidrogenacion
catalitica y luego tratados con Se o #Pd, producen, por lo

general, chamaxulenos o dihidroazulenos.

En algunos géneros de la familia Compositae han sido
aisladas estructuras precursoras de algun azuleno, por lo que se

les denomina an general proazulenos. Asi, en el género Tanacetum



Fig.2. . Lactonas “sesquiterpénicas -aisladas de *la ‘Stevia

gerrata- Cav.

A/ at

a: R'0H, AtzMe
61 RiaMs, RT=OH

1)4,7-bis(acetiloxi)-3a,4,5,7,7a,8a,8b, 8c~octahidro-3,6, Ba-trime_
til-oxirana[2, 3]azuleno(4,5~b]-furan-2(3H)-ona.(Cristinina I}.
2)4,9-bis(acetiloxi)-3a,4,5,8,9,1la-hexahidro-3,6,10-trimetil-ci_
clodeca[b]furan-2(3H)-ona.{Carmelina}.
3)Acido~2,3,3a,4,5,7,7a,9a,8b,8c~-decahidro-3,6, 8a-trimetil-7-{2-
metil-l-oxo-butoxi)-2-oxooxirano(2,3)azuleno(4,5-b}furan-4-il-2-

Butenoico, 2-metil éster. (Cristinina II}.
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- €3l éster.: (Cristinina IIT). @ =

4)Ac1do—4 (acetiloxi)-2,3,3a,4,5, 7,78, Ba Bb 8c—decah1dro-—3 6 aa— i

trimetil-2-oxirano[2, 3]azuleno[4 5 b]fura

5) [3R—-(3«1,3«[3,4a,9m,9ap,9aa) i-
dro=9-hidroxi-3 ,6, 9—trimeti1—qzﬁ1
" (Esteviserrélida A). &
6)[3R-(3a,3ap,4a,9g,9as,9b§’)] a
dro-9~hidroxi-3,6, 9—trimeﬁil-a%ﬁle’n .

(Esteviserrélida B).



Annuun? se aislaron los proazulenos Tannunélidas A v B, que son
responsables de la formacién de chamazulenégencs; o bien los

proazulenos® 234

de Antemisia arborescens y _A. _absinthin H
artabsina, matricina y 4-epimatricina, que dan origen a

chamazuleno.

Entre los compuestos aislados de la Stevia serrata Cav., sea
han obtenido los isémeros Esteviserrélidas que son dos
guayanédlidas que producen chamazuleno, compuesto que posee

propiedades antiinflamatoriasf5 antimitioticas'o v antiasmaticas®’

La Stevia serrata Cav. es una Planta que es considerada una
fuente de chamazuleno'® ya que la planta es abundante en México Y
de ella se puede obtener chamazuleno en un 0.168% que se forma por
la destilacidén de sus flores, principalmente, y de sus hojas. E1
chamazuleno ya ha sido obtenido praviamente en alto rendimiento

de Achillea _sibirtca® y Artemisia arborescens?

1.7.-Fulvenolactonas.

Las fulvenolactonas son sesquiterpenos lactédnicos tipo
guayano. Se distinguen por tener una disposicién de tres doblexz
enlaces conjugados de tal manera que dos de éstos estan dentro de
un anillo de cinco miembros vy el tercer doble enlace es

exociclico a este ciclo, pero endociclico al anillo de diez

1S



miembros. La distribucién de los dobles enlaces con respecto al
ciclopantano, es analoga a la estructura del fulveno, de ahi el
nombre de "fulveno", isémero estructural e isoelectrdnico, no

alternante y muy inestable del benceno

tos compuestos fulvénicos se caracterizan por tener un
dipolo permanente con al anillo negativo y el 4tomo de carbono

exociclico positivo, esto esta de acuerdo con las bandas de

.z 1

absorcién en la regién de 1600 cm_

{1592-1642) en el espectro
infrarrojo, debiéndose las variaciones a los sustituyentes,
principalmente en el dtomo de carbono exciclico. Esta absorcidn
va acompafiada por otra banda en la regién de 1360 em™t

(1340~1370) debide a las bandas vibracionales caracteristicas de

un anillo de cinco miembros, especialmente en fulvenos.

En varios génaros de la familia Compositae se han aislado®™®
fulvenolactonas; su cierre lactdnico puede ser en C-6 6 C-8. La
mayoria de estas estructuras se caracterizan pPor ser
11,13-dihidroguavandlidas; la excepcion la constituyen los
isdmeros Pentziafulvenédlidas, quienes tienen uun grupo metileno

exociclico conjugado con la gamma-lactona en aquella posicidn.

Otro rasgo que se puede obgervar en casi todas las
fulvenolactonas es 1a estereoquimica cis del grupo éster ciclico,
que es la mads comin entre las guayandlidas, vya sean 12-6 o

12-8-6lidas.

16



Una caracteristica particular que llama la atencién de la
Geigeriafulvendlida es la estereoquimica de sus dobles enlaces 3

A*®*%, diferiendo del comiun de las fulvendlidas : AZ"4*°

fos tres dobles enlaces le confieren el color a estas
substacias, que van del amarillo al anaranjado-rojo,

distinguiéndose entre las guayanélidas, que son incoloras.

Las estructuras de las fulvenolactonas aisladas se ilustran

en la Figura 3.

17



Fig.3. Fulvenolactonas. de 1§s‘§éheros_de:la familié COmpdsitae. "

i: ‘RicMe, - R
23 R'sH, RIxMe

S Sl

I) 1y 2 Tannundlidas A y B, respetivamente (ambas de Tanacetum

annunm) .
IXI) Estevisamblida (Stevia samaipatensis}).

III) 1 : Pentziafulvenélida y 2 : G6-epi-Pentziafulvenélida (ambas

de Pentzia eenii).

IV) Geigeriafulvenélida (Geigeria ornativa}.




II. - PARTE TEORICA

Lactonas sasquiterpénicas aisladas de Stevia serrata Cav.

Le Stevia serrata Cav., especie cominmente encontrada en .el
iur vy norte de América, pertenece a la tribu Eueator(eao de ia

familia Compositae.

La S. serrata estudiada fue recolactada en el kildmetro 64
de la carretera México-Cuernavaca en agosto de 1989. De su
extracto-diclorometano se aislaron cuatro substancias s una nuava
lactona sesquiterpénica, cuva caracteristica es su arreglo
fulvano; un isdmero de la Estaviserrélida, substancia aislada en
otro estudio de esta misma espacie’’; Cristinina, reportada’® en
1977 3 y una molécula compleja cuya estructura falta Por

establecerse completamente, por lo dque su aniélisis sigue en pie.
2.1.-Elucidacidn estructural de la Estaevifulvendlida

En las Primaras fracciones del cromatograma del

extracto-diclorometano de la Stevia serrata Cav., se aisléd una

substancia como cristmles amarillos, p.f. 158°-159°C. A asta

substancia se le denominé Estevifulvenélida.

El espectro infrarrojo de esta substancia (espectro n2 1,

19



indica una banda intensa a 1760 cm?, correspondiente a una

s n 4B
lactona de cinco miembros.

Otra banda de casi igual intesidad a
1735 cm™, corresponde a un acetato. El = espectro, claramente
indica insaturacién (bandas a 1635 y 1495 cm™®) en la -estructura

de la molécula.

El espectro de masas (espectro n2 2) presenta un ion M* ‘m/zr
288 qua esta de acuardo con la fdrmula molecular C" Hzo O‘.
Ademas, muestra dos picos a m/z 43, PpPico base, v 245
correspondientes a los fragmentos tMeCo1"* v [M—43]2

respectivamante. E1 espectro también exhibe una sefal de un ion a

m/z 228, interpretado para [M-HOAc].

En el espactro de RMN-H' a 80 MHz en CDCIB tespectro n? 3.,
se observan sefalaes para tres metilos, un doblete centrado a 1.31
pPm (J= 7 Hz) atribuido a metilo secundarios un sinéulete a 2.11
pPm y otro a 2.19 ppm, corraesponden a dos grupos metilos

clefinicos.

El singulete que aparece a 2.0 ppm corresponde a los
protones de un grupo acetato. La seRal a campo bajo, en 5.55 ppm,
es asignada a un protén Qase de una lactona. Esta ultima sefal vy
la de los metilos, son sefales de tipo encontrado en derivado

fulvénico de la Esteviserrélidal?

Los datos precedentes del compuesto, asi como la formacion

de 4cido chamazulen-carboxilico (espectro ne 10) en su
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hidrélisis, . sugieren que la estructura quimica del  nuevo
. compuesto, Presenta un esqueleto tipo guayano y que contiene los

_'grupos funcionales indicados.

A campo bajo, también aparecen las siguientes seRales que
integran, cada una da ellas, Para un protén : un multiplete
centrado a 5.12 ppm asignado al protén base de un acetato en C~8
de la estructura de la molécula; un duplete a 6.22 ppm ¥ otro a
6.49 ppm corresponden al protén vinilico en C€C-3 y en C-2,
respectivamente. Estas dos ultimas dos sefales, sugieren un
sistema de dobles enlaces conjugados®® y 1la constante de

-3

acoplamiento que presentan, J=5.3 Hz, situaa este sistema en un

anillo de cinco miembros

Esta disposicién olefinica dentro de un anillo de ‘cinco
miembros es canfirmada en el espectro infrarrojo por las bandas

va indicadas, acompaMadas por una banda mediana a 1370 cm s

estas bandas vibracionalas corresponden a un arreglo ful veno®?

El espectro de RMN-H' a 300 MHz en benceno deuterado para
esta misma substancia (espectro n? 4), muastra los siguientes
cambios : centrado a 1.96 ppm, aparece un doblete asighado a un
protén en la posiciodn C~9; la seXal {(quinteto) que integra para
un protén a 2.26 ppm, corresponde al protén en la posicién C-11s
Otra sefal a 2.79 ppm {dd) es asignada a un sagundo protén en la
pogicion C-9. Finalmente, la sefal que fue asignada a H-8 en .el

espectro anterior, aqui aparece como un doble de doble de dobles
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desplazada a 5.0 ppm.

La asignacién de las seRfales de cada protén se confirmd - por

espectroscopia de correlacién homonuclear H'/H', COSY.

Al irradiar una de los protones en C-9 (irradiacion a 1.9
PPmM), la serial de H-8 se simplifica pasando de un ddd a un doble
dobleteado. esto comprueba que la seffal asignada a H-8 es

correcta.

El desplazamiento quimico de H-8 en cloroformo deuterado
para la Estevifulvendlida es similar a 1a de aquellas
10,544,147

guayandlidas que presentan un acetato 3 en C-8 v

difarente de las aestructuras’'® que en vez de prasentar un
acetate en esa posicidn, muestran un cierre lacténico con‘

esteraoquimica cis.

Por otra parte, el cierre lacténico en Cc-6 en la
Estevifulvenélida en presencia del arreglo fulveno, produce un
desplazamiento quimico de H-6 a 5.55 ppm. Fulvenolactonas™® con
cierre lacténico en C-6 (siendo la lactona de estereoquimica
cis), muestran una sefal dobleteada con desplazamiento quimico

similar para H-6.

Estos factores reducen las dos posibles estructuras para 1la
Estevifulvendlida a una : la guayandlida con cierre lacténico en

c-6.

22



El espectro de RMN-C'” a 75 MHz para la Estevifulvendlida
(espactro n® 5) muestra siete seXales en la zona comprendida para
carbonos con hibridacién sp® : las sefales a 11.00, 13.75, 21.06,
vy 24.18 ppm mon asignadas a los carbonos de los metilos 13, 15,
carbono del metilo en el grupo acatato y 14, respectivamente; la
sefial a 38.95 pPm es asignada a C-11, mientras <que la selal a
44.47 ppm se asigna a C-7; a 39.5 pPpm se localiza una sefal que
corresponde al carbono de un metileno, €-9, ¥y que en la prueba dea
protones unidos, APT, se prasenta como la tnica selal con dos

protonaes {(espectro n? 6).

En la regidén comprendida entre 5S0-80 ppm caen los
desplazamientos quimicos (observados en terpenoides*® ) de
carbonos con hibridacién sp” v que contienen un enlace con un
oxigenos en esta regién arparecen, para la substancia encontrada,
dos seXales, una a 71.65 ppm, correspondiente a C-8 y otra a

74.85 ppm asignada a C-6.

Seis sefales desplazadas a campo bajo, cuatro como
singuletes y dos dupletes, aparecen en la regién en la que se han
observado sefales de carbonos con hibridacién sp2 en terpenos"’;
las sefiales tienen el siguiente desplazamiento Quimico v
asignamiento : 121.1 ppm (C-5,q); 123.65 ppm (C-2,d); 132.39 ppm
(C-3,d)s 141.37 ppm (C-1,s5); 146.23 ppm (C-4,5) y 147.42 ppm

(C~10,s).
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los datos son corroborados en APT “("Attached Prbton_ Test")

de RMN-C'® a 75.42 MHz.

El espectro de RMN-C*®, por ultimo, muestra dos seRales a
campo bajo en la zona de los carbonilos, sin embargo, una de
estas resonancias, la de 170.08 ppm, es asignada al carbonilo del
grupo acetato. Tanto la sustitucién a al carbonilo como 1la
naturaleza del grupo R en R°'COOR tienen un efecto sobre el
desplazamiento quimico del carbono que forma el carbonileo. En los
dsteres ciclicos aste efecto se traduce en un desplazamiento
quimico a campo mas bajo que los ésteres de cadena abiertaf7 La
resonancia observada a 178.25 ppm es atribuida al carbonilo de la

y-lactona.

Por los datos precedentes, se deduce que esta substancia
posee un esqualeto guayvano, tiene una lactona que cierra en C-6 vy
contiene un arreglo fulveno. Acontinuacién se discutira la

estereoquimica de esta lactona sesquiterpénica.

24



2.2.-Estereoquimica de la Estevifulvendlida

La estructura quimica de las moléculas de wun produéto
natural requiere de una determinada distribucién espacial que se
manifiesta en sus propiedades espectroscépicas, entre otras. La
estereoquimica de la Estevifulvendlida se establecié con base a
los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento
observados en sus espectros de rmns as{ como por consideraciones

biogendticas.

La configuracidén rara el protén en c-7 de la
Estevifulvendlida se ha considerado como 7a~-H. De acuerdo con la
biogénesis de las lactonas sesquiterpénicas, la estereoquimica
del protén unido a C-7 de las guayandlidas es .a1fa?® Dicha
orientacién se ha considerado en toda lactona sesquiterpénica
aisladas de plantas superiore525 y ha estado de acuerdo con datos
y estereoquimica aestablecidos para estos compuastos. Esta
estereoquimica se ha propuesto para Cristinina I, II y IITI,

Carmaelina y Esteviserrdlidas A y B aisladas de Steuvig serratg.

Basandose en la orientacidn a del H-7 y observando el valor
de la constante de acoplamiento de H-6 con H-7 (J= 5.5 Hz en
CDCln) que sug iere una interaccidn A~y se asignd 1a
configuracién 6a-H. La constante de acoplamiento 1 el
desplazamiento quimico da H-6 son casl idénticos a los reportados

para los isémeros Tannundlidas, fulvenolactonas aisladas de
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-
Tanacetum d4nnunm.

Por otra parte, el valor que presenta la constante Joq ’
permite pensar en una fusién lacténica 6,7-f-cis al anillo mayor
del esqueleto guayano y que se ha establecido en las

Tannunélidas® A vy By en 6-epi-Pentziafulvendlidas®

El doblete metilico a 1.20 ppm (en Cdbe) produce un quinteto
a 2.26 ppm correspondiente a H-11. Al desacoplar el doblete
maetilico se originé colapsamiento del quinteto a un doblete con
una constante J7q‘= 7.5 Hz. Esto es indicativo de una
estereoquinmica 1la~H. Un quinteto con estas caracteristicas ha

10,480,490

sido observado en compuestos con configuraciénm a del H-11

¥ un sngulo dihedrico H, ~H_ de 307

Como las lactonas con un grupo 1llo~Me normalmente indican
una constante de acoplamiento J7_“ en el intervalo de 10-12 Hz,
se infiere que 1la orientacién de grupo metilo en C-11 de
Estevifulvendlida es ?; este hecho estd de acuerdo con la

relacidén cis de los protones unidos a C-7 y C-11 y es consistente

con el angulo dihédrico de alrededor de 30°

El desplazamiento quimico a campo bajo del protén H-8 (&=
5.0 pPm en Cobs) sugiere una configuracidn 2 del grupo acetato

en C-8. Estos datos son muy similares LY aquellas

10,30

11, 13~dihidroguayandlidas con .orientacién 2 del grupo acetato

y marcadamente diferentes de las 11,13—dih1droguayan61ida:'LS'
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con orientacién o del grupo éster.

Por otro lado, la constante de acoplamiento, J‘_D= 8.1 Hz,
1nd§ca una’ interaccion trans diaxial de H-9 con H-8, mientras que

'J;_yn 3.0 Hz, refiere la interaccién cis de H-8 con H-9'.

Basados en - la -evidencia precedente podemos proponer la

estructura sxguienbe.pnré'ln Estevifulvendlida.

Comparando la Estevifulvenédlida con el derivado fulvénico de
la Estaviserrdlida, la diferencia la marca la esterecoquimica del
grupo lacténico, siendo de fusidn trans para esta ultima. No hay
una evidencia contundente para afirmar que 1la Estevifulvenélida
xea un producto de descomposicidn como ocurre con el derivado

fulvénico de la Esteviserrolida’® o el derivado de Matricina v
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4-epimatricina®, Sin embargo, existen algunos datos que dan
'

cierta posibilidad a este hecho. Entre ellos esta el antecedente
de las fulvendlidas conocidas : de los cuatro géneros en que se
han aislado estos compuestos, en tres da ellos,®™? ge Ha
encontrado un probable precursor que por reduccién y eliminacién
de agua produciria la fulvenoclactona corraspondiente. En la S.
serrata, la Esteviserrélida podria ser un probable precursor de
la Estevifulvenodlida.

Por otra parte, las lactonas sesquiterpénicas son incoloras,
Pero la descomposicién de algunas de ellas producen substancias
coloridas tal como los azulenos. La Esteviserrélida es incolora,
pero si pierde su grupo hidroxilo, podria formar un doble enlace
que en conjuncion con dos que posee previamente constituiria el
sistema fulvénico de la Estevifulvendlida que refleja el color

amarillo.

Recientemente en el estudio da una lactona
sasquiterpénica,’® se encontré que ésta se puede degradar a una
fulvenclactona con estereoquimica trans del anillo lacténico v
que, posteriormente, pasa a tener una orientacién cis, siendo
ésta la mas estable. La Estevifulvendlida, por su parte, tiene la
r-lactona con estereocquimica cis y podria ser posible que, por
sar muy reactiva la substancia, no se haya podido aislar 1la
Estevifulvendlida con estaereoquimica trans de la y-lactona como
ocurre con el derivado de 1a Esteviserrdélida que fue posible
obtener su espectro por una reaccién “in situ” con isocianato de

tricloroacetilo en el tubo de muestras de RMN.
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2.3.-Identificacién de Estaviserrdlida

La substancia fue separada de extracto-diclorometano como
cristales: incoloros p.F.147°-148%. E1 espectro infrarrojo

Presenta una banda a 1773 emt

tipica de una p-lactona. Ademas,
la fuerte absorcién a 3696, 3577 y 1736 cm™ indica la presencia

de un grupo funcional hidroxilo y dater, respectivamente.

El aspectro de RMN-M' a 80 MHz en CDCI. para esta substancia
(espectro n? 7), muestra, a campo alto, sefales para tres
metilos, un doblete a 1.23 ppm (J= 7.0 Hz) corresponde a un
metilo secundario; la seXal a 1.61 ppm (singulete) corrasponde a
un metilo terciario y el singulete a 1.82 ppm es asignada a un
metilo olefinico. También se observa a 2.03 ppm una seRal

correspondiente a los protones de un grupo acetato.

La sefal tripleteada y centrada a 4.84 ppm (J= 10 Hz) es
asignada a un protdn base de una lactona. Una sefal dupleteada =&
5.29 ppm es asignada a un protdn base de un de acetato. La seRal
a 5.90 ppm corrasponde a un protén vinilico, lo mismo que la
sefal a 6.45 ppm y su constante de acoplamiento los ubica en un

anillo de cinco miembros.

Por los datos precedantes, se infiere que esta substancia aes

una lactona sesquiterpénica con esqueleto de guayano.
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El espectro de RMN-H' a 300 MHz en benceno deuterado de esta
substancia (espectro n? 8), confirma :las seRales anteriores v
resuelve otras : a 1.79 y 2.42 ﬁpm se observan sefales que son
asignadas a dos protones en C€C-9. Un. quinteto a 2.16 ppm es
asignada al protén H-11, mientras que la seRal dobleteada y ancha

a 2.27 ppm es asignada a H-5.

los valores de las constates J_ = 11 Hz y J = 11 Hz

- 5-0 -7
permiten asignar una estereoquimica trans diaxial entre 1los
protones H-5 y H-6 y H-6 y H~7 y basandose en la biogénesis de

las lactonas sesquiterpénicas>®

se puede asignar, por tanto, una
configuracién « para H-7 y H-5 vy en consecuencia, H-6 debe ser f3.
Adicionalmente, el valor de las constantes de acoplamiento

confirman una fusién trans de la p-lactona.

El desplazamiento quimico de H-13, 0.83 ppm en CODd 11.23

PPM en CDCIH) v su constante de acoplamiento, J“_n= 7.0 Hz, son

5 17 N
los mismos valores encontrados en los isdmeros de la

Esteviserrolida en los que se asigné una orientacidn 3 al metilo
en C~11. Asi mismo, el desplazamiento quimico del protén H-8, &=
4.81 ppm, y los protones dal metilo del grupo acetato, 1.43 ppm,
son casi idénticos a los hallados en las Esteviserrdlidas en las

que se establecid una estereoquimica /3 del grupo acetato.
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También la configuracién a C-4 puede ser propuesta por los
desplazamientos quimicos de los protones H-15, 1.45 ppm (1.82 PPA
en CDCIE), que parece estar influido por el oxigeno de la
lactona, y por H-6, 4.75 ppm (4.84 pPm en CDCln) que son mby

¢3z,38)

similares a las guayvandlidas hidroxi-epimeras en C-4 v al

isémero de la Esteviserrélida A7

La hidrélisis de la substancia produjo un compuesto azul
intenso, cuyas sefales espectroscépicas de RMN-H' (espectro n2

11) corresponden al chamazulencl?

Todos los datos anteriores sugieren <que Ia substancia
analizada espectroscoépicamente es una Esteviserrélida y los
desplazamientos quimicos de las sefales en C-2, C-1S5 y C-6,
sePalan al isomero A de la Esteviserrdlida como la estructura mas

probable.
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2.4.-Identificacion de Cristinina

La substancia identificada como una Cristinina, se aisle
come un aceite viscoso del extracto de cloruro de metileno. Su
RMN-H™* a 80 MHz en CDClu(espectro n® 9), indica seRales para
seis metilos : dos de un grupo 2-metil-butirilo (Me en C-3',0.91
ppm, triplete; 1.24 ppm Me en C-2',duplete), un metile olefinico
(1.61 ppm, Me-C-10, singulete), un metilo de un grupo acetato
(2.03 ppm, singulete), un metilo secundario (Me-C-1i1, 1.13 ppm)
vy un metile terciario (Me-C-4, 1.61 ppm, singuletel. Un protén
base de una lactona (4.13 ppm, H-6) se presenta como un triplete
(J= 9.8 Hz).Una sefal dobleteada a 3.63 ppm (J= 2 Hz) integrante
para un protén, un doblete a 5.28 ppm (J= 7.0 Hz) y un singulete
ancho a 5.80 ppm, corresponden a H-3, H-8 y H-2, respectivamente,

son seRales idénticas a las halladas an las Cristinimnas I y III.

La presencia de un grupo 2-metil-butirilo en el compuesto
aislado indica a la Cristinina III como la estructura a la que
corresponden saRmles precedentes. Esta molécula se reporté®*
previamente con una estereoquimica 3~-Me~C-11, 1-Ac0-C-8,
f-{2-metil-butirilo}-C-2, -Metil-C-4, H-5, H-7 «y H-6 3. Asi

como una fusidn lactdénica 6,7-trans.
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CONCLUSIONES

~De la Stevig serrgta Cav. se aislé una nueva guayvandlida a
la cual denominamos Estevifulvenoélida y cuya caracteristica

relavante es su arreglo fulveno.

-La estructura y estereoquimica de l1la nueva lactona se
establecié con base al andlisis espactroscépico de la substancia

vy a la biogénesis de guayanoélidas propuesta por Hendrickson.
~La nuava guayandlida presenta una p-lactona 7,6--cis,
constituyendo la primara fulveno 11,13-dihidrolactona con este

cierre lacténico y estereoquimica dentro del génaro Stevia.

~Es probable que la Esteviserrolida sea el precursor de la

Estevifulvenélida.
-De la Stevia serrata Cav. se aislaron las conocidas
Esteviserrdlida A y Cristinina JXII y se identificaron por

analisis espectroscépico.

-La hidrélisis de Esteviserrdlida produijo chamazuleno.
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3. -PARTE EXPERIMENTAL"'

3.1.-Aislamiento de Estevifulvenélida

La planta Stevia serrata Cav. fue recolectada en el
kildmaetro 64 de la carretara México-Cuernavaca en agosto de 1989.
Después de su recoleccidn, la Stevia se dejé secar a temperatura
ambiente. Las hojas y flores fueron removidas y molidas por
separado. 6709 de hojas molidas fueron dispuestas para ser
extraidas con 3 1litros de éter de petrédleo produciendo un
axtracto amarillo que, concentrado, origsiné un peso de 16g.
Posteriormente, del mismo material molido se extrajo 27g (verde

intenso) empleando un litro de diclorometano.

El axtracto-diclorometano se clarificé al eluirlo con
metanocl a través de una columna de vidrio empacada con carbén

activado-celita (50:50). El extracto recuperado fue de 159.

8g del extracto-diclorometano clarificado se separd en sus
componentes por medio de una cromatografia en columna empacada
con 2409 de silica-gel, eluyendo con una mezcla de éter de
petroleo-acetato de etilo (80:20). El desarrollo de 1a
cromatografia se rastred empleando cromatoplacas de silica-gel de

0.25 mm.
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De las fracciones cromatograficas 2 y 3 cristalizé un

.

compuesto amarillo (695 mg) que se purificé por recristalizacién
de una solucion de éter. El compuesto presenté un punto de fusidn

de 158°-159° c.

CHCL

~I.R.\ s , (espectro n® 1) & 1760 cm *
max.

(y-lactona), 1735

2 1

y 1200 cm™® (funcién éster), 1635 y 1370 cm ' (arreglo fulveno).

P E«M. (70 eV}, m/z (Int. rel.) (espectro n®2) = 288 (1.4%)

lﬂ']y 228 €13.8%)  (M-HOACI® 3 2.45 (1.1%), 43 (100%) [MecO1l

~RMN-H? 300 MHz, coba , & tespectro n2 4) 1 6.43 ppm {H-2) -
(1 H, d, J= 6.0 Hz)3 6.20 ppm (H-3),(1 H, d, J= 6.0 Hz); 5.10
ppm (H-6), (1 'H, d.a., J= 5.7 Hz)y 5.0 ppm (H-8), (1 H, ddd, J=
8.1, J= 3.0, J= 1.5 Hz); 2.79 ppPm (H-’9), {1 H, dd, J= 17.1, J=
6.9 Hz)z 2.26 ppm (H-11), (1 H, quint.); 2.16 ppm (H-7), {1 H,
s.a.)3 1.96 ppm (H-9'), (1 H, d, J= 17.1 Hz); 1.92 ppm (Ma en
C-10), (3 H, s); 1.68 ppm (Ma en C-4),(3 H,s); 1.56 ppm (Me del

acetato), (3 H, s)3 1.20 pPpm (Me en C-11),(3 H, d, J= 6.3 Hz).

La asignacién de las seXlales de cada protén se confirmé por

espactroscopia de correlacién homonuclear H'/H*, cOSY.
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RMN-C'®, 75.4 MHz, CDC1, ,& (espectro n? 5) : 141.37  pem
{C-1, s)3 123.65 ppm (C-2, d)i 132.39 ppm (C~3, d); 146.23 ppm
{C~4 s)3 121.10 ppm (C-5, s); 74.85 ppm (C-6, d)3 44.47 ppm {(C-7,
d)s 71.65 ppm (C-8,d); 39.50 ppm (C-9, t); 147.42 ppm (C~10, s)3
38.95 ppm (C-11, d)3 178.25 ppm (C-12, s); 11.00 ppm (C~13, q);
13.75 ppm (C-15, q); 24.18 ppm (C-14, q); 170.08 ppm- (s), 21.06

ppm (q) (OAc).

Datos corroborados en APT ("Attached Proton Test") de

RMN-C'® a 75.42 MHz (espectro nZ 6).
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Aislamiento de Estevikérrblida A y de Cristinina III.

3.2.-Estevisearrolida A

La fraccién n26 de la misma columna cromatografica de la
que se aisldé la fulvenolactona, produjo, como segunda fraccién
(la mas abundante) de tres resultantes de wuna separacion
por cromatografia en capa fina preparativa de alimina eluida con
una mezcla de diclorometano-acetona (SX) 44.8 mg de un sélido

cristalino (agujas transparentes). P.f. 147°-148°C.

RMN-H', 300 MHz, C_D_ ,6 (espectro n® 8 ) 1 0.83 ppm (Me en
C-11),(3 H, d, J= 7.0 Hx); 1.43 ppm (Ma del &acetato),(3 H, =);
1.45 ppm (Me én C~4),(3 H, s)3 1.52 ppm (Me en C-10),(3 H, s)3
1.79 ppm (H~9'), (1 H, d.a, J= 14 Hz); 2.16 ppm (H-11),(1 H, q, J=
7.0 Hz)3 2.27 ppm (H-5),(1 H, d.a, J= 11 Hz); 2.42 ppm (H-9), (1
H, dd, J= 5.6, J= 14 Hz); 4.7S5S ppm (H-6},(1 H, t, J= 11 Hz); 4.81
pPm (H-8), (1 H, d» J= 5.1 Hz); 5.8 pPPm (H-3), (1 H, d, J= 5.4 Hz);

6.14 ppm (H-2),(1 H, d, J= 5.4 Hz).

La misma substancia fue encontrada y aislada en 1a
fracciones cromatograficas del extracto diclorometano proveniente

de las flores de la Stevig serratdg.
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3.3.-Crigtinina IIIL.

3069 de flor molida de 1la $Stevia serrata se extrajo,
primero, con dos litros de é&ter de petréleoc (3 veces)
obteniéndose 13.69 da extracto etéreo una vez evaporado el
disolvente, y segundo, con dos litros de diclorometano. (2 veces)

produciéndose 13.4g de extracto-diclorometano.

Una cromatografia en columna de $5.39 del concentrado de
cloruro de metileno rindié 12 fracciones. La columna constituida
por silica-gel como fase estacionaria (309}, se le dio elucidn
por la mezcla hexano-acetato de etilo (80:20). En la fraccien n2
4, se presentéd una substancia que por cromatografia em capa fina
de silica-gal eluida con dicloromatano-acetona (SX) ‘se purificéd y

didé 56 mg.

-RMN-H', 80 MHz, (:l)(:ln , & tespectro n29) : 0.91 ppm (Me en
€C-3"),(3 H, t, J= 7.5 Hz); 1.13 ppm (Me en C-11),(3 H); 1.24 ppm
(Me en C-2'),(3 H, d, J= 7.5 HZ)3 1.62 ppm (Me en C-4),(3 H,
%.a.); 1.61 ppm (Me en C-10),(3 H, S.a.): 2.03 ppm (Me del
acatato), (3 H,s); 3.17 ppm (H-5),(1 H, d.a, J= 10 Hz)3 3.63 ppPm
(H-3),(1 H, d, J= 2 Hz)t 4.13 ppm (H~6),(1 H, t, J= 9.8 Hz}; 5.28

ppm (H-8), (1 H, d, J= 7.0 Hz); 5.80 ppm (H-2), (1 H, s.a).

38



3.4.-Productos de hidrdélisis

3.4.1.-Guaiazuleno acido

{&cido chamazulen-carboxilico)

" La adicidén de CDCla a la muestra de Estevifulvendlida en el
tubo de muestras de RMN, produjo un compuesto azul identificado

como Acido chamazulen-carboxilico.

-RMN-H®, 300 MHz, CDCI‘ .6 tespectro nZ 10) : 1.63 ppm {Me
del Acido isopropidnico), (3 H, d, J= 7.5 Hz); 2.65. ppm (Ma en
C-1),(3 H, s); 2.83 ppm (Me en C-4),(3 H, s); 3.88 ppm (-CH~ del
acido propionil), (1 H, q, J= 7.5 Hz)} 7.02 ppm (H-5),(1 H, d, J=
11.3 Hz)y 7.27 pPpm (H-3),(1 H, d, J= 3.7 Hz); 7.46 ppm (H-6),(1
H, d, J= 11,3 Hz); 7.65 ppm (H-2),(1 H, d, J= 3.7 Hz); 8.22 ppm
(H-8), (1 H, s). '
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3.4.2.-Chamazuleno

A 25 mg. de Esteviserrdélida aislada se adicionaron 30 mg.
KHCO- disueltos en 10 ml de etancl agregando 1 ml de agua; se
agitd por espacio de 6 horas. El residuo se purificé en placa de

silica gel produciendo 9.9 mg. de Chamazuleno.

-RMN-H', 80 MHz, CPCl, , & (espectro n? 11) : 1.31 ppm (Me
del Etil), (3 H, t, J= 7.0 Hz); 2,63 ppm (Me en C-1),(3 H, s);
2.80 ppm (metileno del etilo),(2 H, q, J= 7.0 Hz); 6.9 ppm
(H-5), (1 H, d, J= 11 Hz)3 7.17 ppm (H-3),{1 H, d, J= 4 Hz)s 7.35
PPm (H-8),(1 H, dd, J= 11, J= 1.5 Hz)sy 7.68 ppm (H-2),(1 H, d, J=

4 Hz)s 8.12 ppm (H-8),(1 H, d, J= 1.5 Hz).

E.M. (70 eV), m/z (Int. rel.) (espectro n® 12) : 184 (75.4X)

M5 169 (100%) I[M-Mel® ; 155 (33.1%) (M-Etll

*Loa puntoa de fuaién as determinaron en @  aparate
Fisher-Jones ¥ no ostén corregidos. £n las cromatografias on
columna se utilizé silica-gel oo ur'z:so sMerck. rare la pureza de
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los productas se hizo uso de cromatoplacas para cromatografia on

capa fina preparativa con wor de capa de 4 mm de wilica-get
a0 rz:u 8 Merck; y cromatoplacan de Sxido de aluminio re254
closificacién T Merck. se emplearon como reveladore: aulfato
cérico al 1x an 4cldo sulfurico aN v luz ultraviclela. Los
espectros de resonancla magnética nuctear fueron registrados
usando un aespectrémeiro analftice varian FT-80A ¥ varian VXR-DOO
8 para wsolucioneas de ep, v de CDCln empleando tetrametitesitlanc
como refersncia  interna. KL  espectro de  mun-c’®  fue  regialrado  a
V5.4 MHzZ en cocl’. Low especiros de infrarrojo fueron corridos -n
cloroformo en especirofoté6metro Peerkin-Elmer modelo 228D-B y un
sepectrofotémetro  Nicolet FTIR modelo -] Ex. los espectiros de
masas determinaron on un supecirémetro Hovletll Packar modelo

oPAS-R, operando o 70 eV. a una temperalura de asoo c.
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