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1. INTRODUCCION.

El origett de las enfermedades 1nfecciozas es tan antiguo como
el geéenera buumarc vy el usoc  de loz  extractos vegetales para la
terapia de infecciones 32 ha transmitido de generacion T3]
ganaratiorn desda taempos inmenoriatles basta ruestros diacs. El
traﬁamienta de infecciomes con alaunos agentes gquimicos naturales,
como la quinima, la emetaimna v la samouinarina, bha sobrevivide® =Y
pesar de qus 2 la actualidad 1 emrlec de los  antibioticos v
alauncs de sus derivados sintéticos ha disminuide el interés por
realizar hnusvas investigaciornes de agentes antiinfecciosos &
partir de otras fuentes naturales diferentes a las fermentacidnez
microbianas. La arlicacidn de téechicas microbialdaicas
cambenpoarareas an loe estudics fitoquimicos ha demostrado el
potermzial de laz plantas surpericores como una fuents de Rovedosos
gazntes antimicrobiancs v fungicidasiﬁ. Etn numerosas oCaSiones,
estas inmvestigaciones han confirmadoe =1 enmplec tradicional de
preFraraciones & partir de plantas medicinales corn propiledades
antisepticas para el tratamierntca de enfermedades infecciozas®? 7.
Ee intersczarite destacar que muchkhas de estas zustanciaz de origen
vegetaxl poseen wha moderada actividad antimicrobilana [=13]
comparacidr cotr la gotencia demcstrada For los antibidticos
derivados de microorganismos. S5in  embarasoc, investigaciones
recientes harn comprobado el pasible papel que estaz =zustancias

bicldgicamnente activas desempefan et la ecoloaia de laz

plantas que los producett V. por la tarta, represertan



2
modelos rara =l estudio de actividades adicionales. Alauras de -
estas’ cor proplaedades terapeuticas.como la actividad c1totéx;ca*,

1

3 1
o de interes hioleailce como la alelopatia .

De la ararm rigueza floristica mexicarna =1 génera 'Hyptfs

14

(Lamlaceas) sta4d conformadoe por wn grupce de plantas de ;érqn

-~

11

importancila wmica y medicinal ern la vida diaria de ruesstro
pusklc, Alaurnas de estas especiss  deben su 1mportancia scordmics
a su emples tradicional como condimente e la culinaria mnacional.,

por =jenpla la albahaca (Hyptis mutabilis), la salvia bplanca (A

atbida) v la chia (M. suaveolens). Asi coma por  las propiedades

. 12,13 . .14 . ) 14

antisépticas , antiparasitarias  , vy torico ztimulantes de

las que Qozar *UnN=rosas especies. Esta diversidad de gzo=
AY

popdlares de  las plamtas del género Huptis constituys Lt

imdicador de su posible potetwcialidad farmacoldéaica.
El aislamienta de diversos compuestos asocCiadoz con  UNR

actividad bioldlaica de interds terapdutico ha marcadoe la rpauta

Fpata  Slaunas de las eSCcasss investigaciores fitoguinmicas
reslizadas de especies del adnerc Hyptis. El aralisis de los

a-eites szsencialez de estas especises bha demostrado gque zus
propledades antisepticas con debidas &l elevado contenidoe de
monoterpencas como 2] borneal, el eucalirptol v el timol, entre los .

. . 13,15
privcipales coanztituyerntes de estaz esencias -

L& acunulacidn:
de cantidades sigrificativas de estas sustancias  activas en los

zceites esenciales explica perfectamente la actividad carmihati@a

id

v analagégica =efomacal de log extractos de especies medicinales o
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poténcxal~ de " alguras - especies- -del

inivestigada. El estudic fiteguimco

cabeza, permitiéd 21 mislamisnto de dos agerntes-

= d=

citotﬁx;#dsij; ié p-peltantina v la 4-desmetildesoxipadoefilotoxin
(Fia. if;w?ﬁe loe diterperncs aizlados de la ratz de H. fructiceosa,
la 14—hé£ok1taxodiuna (Fia. 1) o =sclamente presentd L&
a&tiQidad bactericstatica en contra de bacterias Gram positivas.
tambier resultsd efectivo sobre 21 carcinoma de Erlich en ratast®.
El extracto stamclica de las partez adreas de H. tomentosa mostre
actividad sobwre el sistema de leucemia linfocitica PS v sobre el
cultiva de celulas KB. El eztudic fitoguimico bicdirigido de aste
extracta mediante 21 monitorseo de la actividad citotdxica permitis
=1 aislamisnto del lighnseo desoxipodofilotoxins (Fig. 1) como =1
rezponsable de la actividad observada®®. Investirgacianes recilentes
Miarn demostrado gue la acunmulacion de cantidades significativas  de

constituyentes triterpenicos derivados del acido urselicoe (Fig. 1)

o
il
™
[
it
n
.
m

es la responsable de la actividad detectada en las =valwo
la potencialidad citotoxrica de las especies medicinales de  este
20

gereroe de labiadas™ .

Far consiguiente. las investigaciorness fitoquimicas

[«%

relacicnadas cotn el metabolizme secundaric de las especies
medicinales del aghnero Hyptis representan un extenso panorama Fara

Iz investigacidn de productos naturales como fuentes potenciales

de sustancias bioclegicamernte activas.
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Figura 1. Constituyentes citotésicos del género Hyptis.



“La 5Fe§;ﬁ£é 1hyés£1ggC16h'dééérjgeiéigéﬁéliéié fitoduimicﬁ de
la hierba dél burra.  (Huptis peéiiﬁéid) especie utilizada comno
;nalgé51co estomacal** vy para . el ltratamxenta de enfermaedades
infeccicosas de la piel vy la rlhofarlngitism, cort el propdsita [= )
aiglar los principios activos responcables de las  propiedsades

antisépticas atribuidas a eszsta planta por la medicina tradiciamal

de rnuestro palis.

2. OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

El estudia guimice de las especies del génera Hyptis
utilizadas en la medicina tradicioral ha sido sumamente  limitado

v, por lo tanta, la infarmacidrn disponible ralacionada con el

cortenilda metabdlico de estas plantas 1% la potencial idad
farmacoldaica de laz mismazs &5 escaza. £ conSecuencla, la

irnvestigacidn fitogquinmica de este aénerc constituye un punto  de
partida para el desarrcllo de provectos que contribuyan al
canccimniento de la composicidn gquimica de la flora mexicana de
utilidad medicinal vy representan altermativas importantes para el
descubrimienta v la cabterncidn de metabolitos secundaricos con  una
posible actividad hioldgica de interés terapéutico.

Dentrao de este contexto, el propésito fundamental de la

rrasante 1nvestigaciéorn es  rezalizar el andlizis fitoquimica



bipdiﬁ;g;dd;de:iéfpléﬁ
Foit (Lamiaceae) . mediante

.actividad artimicrobiama,

22 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Z2.2.1 Efectuar la=s operacicones fitoquimica. relacionadas con la

extraccion, separacidén y purificacidn de los constituyentes

activas antimicrobianas.

2.2.2 Establecer la estructura molecular de los principios
activas mediante Ia aplicacidn de téchicas de arnalicsis

instrumental contemporaneas.

2.2.3 Realizar la evaluacién cualitativa y cuantitativa de las
sustancias naturales activas y algunos derivados csintétices comc

agentez antimicrobiancs potenciales.



3. ANTECEDENTES.

Los antecedentes bibllagréfxcos jgue, Sér§n‘ Presentados . &

comtinuacion se relacionan con la distribuciénsen’ la naturaleza de

las S,6-dihidro-o-plronas.

Estas comnsideracichnes preséntaféni_é} ‘lector  un pancrama
general de la diversidad estructural vy aCtividades bicldgicas de
este tipo de metabolitos. Al mismc tiempo, esta Anformacidn
canstituye los antecedentes fitoquimicos que permitiran discutir
la elucidacidémn estructural v la determinacidn de la configuracion
absaluta de 1aé das S,6-dihidro-a-piranas con actividad

antimicrabisna aisladas de Hyptis pectinata.

31 DISTRIBUCION DE LAS 5.6-DIHIDRO-o—PIRONAS NATURALES.

Las §,6-dihidro-o-pilronas sustituidas en el carbono & cse
encuentrars distribuidas en el reino vegetal principalmente an las
familias Lamiaceae, Piperaceas, Lauraceae vy Annohaceae. S han
ailslada ern taodos los Srgancs vegetales 1ncluyendo hojas, tallaos,

flores vy frutas. Estos metabaclitas también se distribuyen

ameliamente en diferentes génercs de hongos,

311 6-ALQUIL-5.6-DIHIDRO-—PIRONAS.

El caompuesto mas simple con este hnuclea estructural es el
Acidao parassérbico (1). Este compuesta volatil fue abtenido por
Hofmarss err 183599 mediante destilacidn por arvrastre de wvapor del
extracte acidificadoe de los frutos de Sordbus aqucuparia

{Rosaceae)?t, La accidn del alcali sobre el acido parasdrbico
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’ihsaturado, cuya

produlce la sal amorfa de un h1drox1éc1d

férmula molecular =& establec1é' como CéHIGDS . T AUNqueE ]
“aAcido  parasérbico fue una dé las rprimeras S-lactornas,
o, fF-insaturadas aisladas, tomé mas = de Qh si1glc para que
Kubwr  y Jerchelz3 ectablecireran U estructura coma 1a
&é-metil-5,6-dihidro-2ZH-piran-Z-ona. Dos décadas después, las

investigacicnes de dos grupos 1ndependientes establecieron la
configuracién absoluta (S) para 21 nuclec 6 del Acidoe parasérbico
mediante degradacidn de este metabolite al

(+)-(S) ~hexar-1,5-dicl?®* v al acide (+)-(35)-hidroxibutirice®.

onN
o]
(o]

% Gico

(1) (2) (3)

Numat osas sitntesis racémicas del Acideo parasédrbicoe han  sideo
descritas en la literatura, =in embargo, la primera  sintesis  del
erantidmera tnatural (+)-(S), se describisd recientemente por
Lichtenthaler vy colaboradores®®, aquien confirms 1a asigracidn
astercquimica previa. Investigaciones posteriores demostraron que
el acido parasérbico no esta presente en la planta como tal, sino
en forma de slucdside ()77,

Los homélogos del Acido parasdérbico de caderna alquilica corta
son volatiles y amgliamente utilizados como componentes

. . . . . 28
aromaticos importantes vy sabaorizantes en alimentos y bebidas™ .
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La &~prop1l-5,6-dihidro-a-~pirona (3) fue detectada por CG-EM
came .un constituyente aromidtice neutre del tabaco Nicotiana
tabacun (Solamaceaes) .

La masoilactona (4) fue el primer compuesto encontrado en el
aceite esencial obtenido de 1la cascara de Cryptocarya massoia
(Lauraceae), una planta medicinal de Nueva Guinea®®. La
estructura propuesta por Meijr fue confirmada postericormente por

1

Abe vy Satce? & traves del aislamiente e i1dentificacién de loe

acidos obtenidos mediante degradacién oxidativa.

{4) (3)

La configuracidn abscluta R de la masoilactona se asignd al
producto natural y que corresponde al enantidmero levéglroa{ La
astereoquimica absoluta se confirmé mediante la sintesis del
(+)-(65) enantidémero a partir del (+)-(R)-gliceraldehido. Firkle
y Adams, también sintetizaron ambos enantidmercs (-)-R y (+)-5 de
laz mascilactora mediante diferentes rutas®. Su estrategia
consistis en la separacidén de los derivados diasterecisoméricos de
los precursores racémicos de la lactona por HFLC y asi se anuld 1s
parcial racemizacién encontrads por Mori®*.

La masoilactona ha sido alslada de flares de marde del

fermertado de la v1d96, y de dos especias dea hormigas
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australianas, en las cuales constituye unc de  log ' mecanismos  de

defensa de estos 1nsectos . 'UH1'igompdéégéj:ﬁgimilér 1;
6-hepti1l-5; 6-dihidgrao-a-pi1rona (3 es un’conétituyente minoritério
volatil de €. massoia®.

Se conocen diversos compuestos oxi1genados en la  cadena
lateral o en &1 anillc de la lactoha. Bokilmant v Suwita™®
propusieron la estructura (&) para una &-lactona aislada de
Tarchonatus trilobus (Compositae). Sin  embargo, en aqu=lla
oportunidad e s&  establecis la esterecquimica del praducto
natural. La configuracion se chtuvo reciertemente por sinteszis .

La configuracieon R para el centro quiral -6 se propuso para
la boronelida (7), aislada por Francay Polonsky®® de Tetradenta
fruticosa (Lamiaceas), medilante rotacidn oprica y difraccidn de
rayos N**.

La evidencia quimica para la configuraciern &R de  la
bororelida al1slada de T. barberae wme cbtuvae medlante la
degradacisn axidativa del derivado desacetilado para generar el
acido D-maliceo que se 1dentificed por CG-EM*2.

O 0 OAc gAc
OH A

OH

(&) (7)

De la planta medicinal africana Idboza riparia t(Tetradenia
ripartia) s& aislaron dos derivados de la bBarondlida, . la

decacetilborondlida (3) vy la 1l,2-didesacetilborondlida (9).
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La’estrgctura dérlos compuestos (Bi y. () se propusiercn coh
base en'.‘él : aﬁaiisis de- éus datos espectroscepicos*’.
Paradéjicamenfa, el derivado (8) se describid como wurn  compuecsta
opticamente inactivo v el resultado del analisis de CG-EM revelo
gque se trataba de una mezcla de tres diasterecisomercs®?. N1rguna
evidencia en relacidén con la estarecquimica pxra el compuesto  (F)
se ha presentado en la literatura. Dos lactonas (10,11) poco

comuriaes fueron aisladas de Eupatorium pilosum Walt, especie de

45
compussta norteamericatis .

(2) R
(9 R

Aco {9 RE H

Numerocsos metabolitos aislados de hongos poseen  uho ©  maAS

sustituyerntes en las diferentes posiciones del anillo de la

-4.

[}

lactona. Tres de estos compuestos estan metoxilados en el
lLa estructura de la pestalotina (1z), ur sinergista de
giberelinas, la cual se aisld del filtrado de un cultivae del honaco
fitopatdgena Pestalotia cryptomeriaecola, s= establecid mediante
las téchnicas de amalisis instrumental convernciconales®®. Far [k & god
lado, Ellestad, McGahtren vy kunstmatn alslaron tamlén la
pestalotina de una especie no identificada de Penictillium vy L&

47

denominaron como LL-P83U0a” . La configuracidn S asianada al s-6

con base en el analisis de los datos de dicroisma circular se
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confirmé con  los datos obtenidos por aplxéacxbn’,del nétode de
Horeau para &l proaducto de la hidrélisis  bpadsica’, del compussta

metilado (13) obteradc a partir de LL-PSBUa‘?.;v El mismo métoas

fue empleadce pPara asignar la configuracldn  afsciuta 1°S  al

compuaesto LL-FSS0a.

(12) (13
La primera sintesis del compuesto natural (-)-pestalotina fus
realizada por Seebach y Meyer quienes confirmaroan la asignacion
esteroquimica de Ellestad vy colabaradores*®. Esta sintesis
asimetrica proporciond la (-) -pestalotaina v (-) -epipestalotira la
cyal fue separada por procesos de cristalizacion. Ademnis, 1a
sintecsis de la {-)-pestalotina fue reportada por Ichimoto vy

40
colaboradores a partir de la D-glucosa Yy por Masaki v

colabaradores & partir del (+)-(R,R)-tartratc de dietila™C. Los
cuastra posibles esterecisomeros de la pestalotina fuzron
recientemente sintetizados™'.

Ellestad y colakboradores obtuvieron posteriarmente daz
metabolitos, =1 LL-P33073 (14) v su anidlogo  insaturadoe LL-PS30)

{13) de la misma especie de Penicillium na identificada. La

configuracidrn (1'S) vy (2'R) del diol vecinal en el compuestc 14 se
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establecid mediante 21 método de exc:téé;bh de )é quxréiidad ern el

40
dicroismo circular .

MeC

(16)

Strunz v colaboradores aislaron 1la pestalotina LY

6-11"'-oxo-pentil]l -5,6-dihidro-a-pirona (16) de urs hornga

idertificado v correlacionaraon a este producta natural con

al

c

el

derivado gerneradce por la oxidacidén de Jones de la lactona

(14)7%,

La alquilacidsn en =1 nucleo C-6 y la oxigenacidh del carbono

S de la 9,6-dihidro-a-pirona constituye un rasgo particular

numerosos S-lactonas aisladas tanto en plantas superiores coma

de

&

los hongos. La alta incidencia de tumores gastricos, poasiblenente

relacionados con la dieta japonesa, conduio a la investigacidm

los constituyentes quimicos de los helechos comestibles

Osmunda japonica, y O. regalis variedad spectabilis Willg™2.

de

de

l.as
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resultados de los estudios fitoguimicos realizados demostraran que
el constituyente mavoritario de estos helechos 25 la osmundalina
(17 yv la osmundalactona (18). La configuracidn absocluta de los
centros guirales para 1los nucleos C€C-5 y C-6 fue inferida a

partir del anAlisis del dicroismo circular y confirmado gpor la

. 5
sirtesis de (18) a partir de la L-ramnosa"*,

o =
o
l o1 o “.-\‘O H
5
re 0 =
OR
(17) R= ;3-D-glucesil (19) ' (20)
(18) R= H

Araoudelis y Jieserl aislaron un antibidticeo del horngo
Aspergillius nidulans, @l cual fue denominado comc U-13,33%
(19>, Este compuesta corocidoe como la aspetrlina  (19), tambdén
ha sido aislado de A. caespitosussa, A. carneus"’ vy de la especie
de Aspergillus NRRLS769°°. La estructura vy estereoquimica
relativa se establecid mediante experimentos de desacoplamiento ern
12 RMN-H. Evans, Ellestad y Kunstmarnn, relacionarcn a la
asperlita con la fomolactona (ZU), aislada de una especige de
Nigrospora ro identificada, mediante la oxidacidén del doble enlace
con Acido m-cloroperbenzoico para la formacidn de la asperlinasg
El antibidtico fomelactoha también ha =idce aislado de Phoma

minisporaso y de la especie del género Nigrospora = 1276%. La



configuracion abscluta (S) béké\i

cbtuvo mediante el efecto Cotton obse ste metébqiiﬁqé?.
tos horgos Aspergillus ;e[éédﬁés‘ ochraceuéézf,[_yA['

mel Leus®® 51ntetizan. una 5,6;diﬁidfd—&-ﬁifaﬁa;'pdco comuh; ilé o
aspirona (Z21), compuesto relacionagu. con la asperlina"yjllé
famolactona, cuya estructura vy estereoquimica absoluta se tdﬁf;rhéf, 
medianrte degradacidn oxidativa para la generacidn d&   dos 
fragmentos <uirales, el (-)-1-desoxieritriol V' el_  é§id§"

(—)—2,3—epoxibutir1co°‘.

OH

(21) (22)

La alquilacién del nucleo C-6, la hidroxilacién en C-4 vy la
acilaciér en C-4 del énillo lactédnico constituyern u  rasgo Comdn
para las &-lactonas que presentan actividad Fungicida. El primer
compuesto de este tipo 1dentaficado, fue el Acido alternarica
(22), aisladc del horgo Alternari solant®. La estructura de la
cadena lateral se establecid mediante degradaciones que incluyen
hidrélisis alcalina, ozondlisis v oxidaciones con peryodatosmch
Qtro campuesto similar aigslado del hHonga Lachnel lula
fuscosangur.‘neada ez el acido lachnelluloico (23).

lLas Podaoblastinas A, B v C (24-26) soh compuestos

fungicidas relacichnados con los compuestos aislados de hongos vy
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constituyen metabolitos secundarios encontrados en la especie
vegetal Podophyllum peltatwn L. {Berber1daceas) . La
esterecquimica del carbono C~6 se confirmd mediante la degradacidrs

oxidativa para la obtencién del derivado metilado z7)7°.

Q 0

HO

(24) R= O o
_(24) R= CH, (CH,)

/\/K/C 0OMe e :_ zﬁc CH=(CH,) -
‘ | 7 = CHy (CH) o=

3.:12 6~ALLQUENIL-5.6-DIHIDRO-o-PIRONAS,

Existen otro tipo de compuestos, las 6-alquenil-5,6-dihidro-
a-piraonas gue también representan canstituyentes wvolatiles
semsjantes a sus analagos saturados. La primera decadiendlida
encontrada en la naturaleza fue la tuberclactona (28) aislada de
las flores del nardo Polianthes tuberosa L. (Amarillidaceae) .
La estructura se establecid por estudios de RMN-'H y EM. La
configuracidér absaluta R del carbona C-6 se determind mediante 1
hidrogenacidr del producto natural para obtenear la
(+) ~S~decarolida (Z9), previamente preparads mediante reduccidn
miérobiolédglca a partir del correspondiente cetoacida’?,

Otro aceite volatil la argentilactona (30) se extrajo de los

; : . . - z
rizonas de Aristolochia argentina Gris (Aristolochiaceae) .. La
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hldrogenééxcn de este producto natural segulda de una
sapani ficacion del anillo de lactona  proporcions el Acido
(o] 0]
I (o} | (o]
Py —_
(28) ' (29)
S-hidroxidodecanolca. LLa configuracidn cis del doble enlace

exaciclico vy la orientacidon pseudo—equatorial de la cadena lateral
se determino mediante el signo positivo de la curva de dicroismo
circular que parmitié la asignacidénn de la configuracién R al
unico centro guiral de 1a argentilactona -. L& configuracién
abseoluta del campuesto natural se confirmd a través de su sintesis

a partir del aldehida quiral (31), wutilizando una treaccidn de

Wittig para la introduccién de la cadena lateral’®

0 0
H 7(31)

(30)

La familia de las labiadas (Lamiaceae) es la fuente hatural
de diez 5,6-dihidro-a—-pirona con diversos grados de oxilgenacidn =t
la cademna lateral alquenilica.

La umuravumbslida (32) y la desacetilumuravumbdlida (33) de

Tetradenta riparia, cuyas estructuras se determinaron mediante
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técnicas espactroscopicas, representan las estructuras mas
simples‘a. La configuracidn trans del doble enlace exociclico se
propusa cor base en la 1nhtensa absorcidn observada en el IR con uhn
mAX1mo en 965 cm‘l. De manera sarprendente, estos compuestos no
presaentaron rotacidén Sptica, postulandose la existerncia de estos
praoductos raturales como racematos en T, riparta?‘.

La primera 3, 6&6-dihidro-a-pirona sustituida en el ntclec C-6

aislada de la familia tLamiaceae fus la hiptdlida (34) de Hyptis

pectinata {(L.) Po1t75.

weeQ
>
0

R

AcO AcO g-<

0 =

(32) R= AcO
(33) R= H (34)

La esterecquimica relativa para los centros gquirales de 1x
hiptslida se determiné mediante anidlisis ée Rayos X, el cual
también demastrsd la confirguracisn cis del doble enlace
exociclice’®, La configuracisn abscluta (6R) se confirmé mediante
el efecto Cotton pusitive mostrado para la hiptoélida °.

De especies del génera Hyptis se hatr a1slado S&l1s
alquil-5,6-dihidro-a~pirona, las cualas presentan la misma

estructura general. Sin embargo, éstas difieren M la

estergoquimica de los centros quirales aciclacos. Dos compuestos
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la anamarina a5 ”’? y la olguirna (36) 78 fueron obtenidos de uyna

ecpecle sudamericana ho 1dentificada de este géhero.

Un tercer compuesto la S-deszacetax1-5'-egiolgulina (37) se
aislsé del extracto acetédnico de las partes adéreas de la especie
mexicana Hyptis oblonglfolia Bentham?p, su estructura se

zstablecid pdr difraccisdn de Rayvoes X.

(338) R1= R2= aH
{37) (39) R1= R2= AcO-~
(40) R1= OH R2= MelO-~

Otras tres a-pilronas adicionales la 6R-ISR,65-(diacetiloxi)-
158, 2R-(dihidroxi)-3E~-heptenill-5,6-dihidro-ZH-piran—-2-ona (38), v

su derivado acetilades (39) y la 6R [SR,65-(diacetiloxi)-1R-
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(hidroxi)—ER—(metoxx)-ﬂE-heptenilJ~5,6—d1h1dro—2H—p1ran—2—ona (30)
se caracterizaron durante el estudio fitogquimico de esté esFraclie
mexicana utilizada como 1nsecticada. L.a estructura Yy
estereogquimica de estos metabolitos se obtuvo mediante dicroismo
circular vy por correlaciones quinicas a patrtir de 1a
4-desacetoxi-IO-epiolganaeo.

La curva positiva observada en el dicraisma circular
establecid la configuracién (R) para el centro quiral C-& de ios
productas naturales (37) y (39). De esta manera,la estereoquihica7
abscluta para estos compuestos v los  derivados  (38) v (40) ‘se
determine 1nequivacamente®®

l.a estructura de la 4-desacetoxi-ll-epliolguina (37) 2z similar
a la de la olauina (36) y solamente difiere en la ausencia del
grupa acetoxila en C-5 del naclec de o-pirona ¥ la configuracidon
inversa del centro C-5° en la cadena lateral. La relacién ‘“pref"
para C-5' y C-6' en la 4-desacetoxi-l0-epliolauina se establecid
mediante difraccidén de Rayos K. For lo tanto, la configuracion

(S'R)Y v (6'S) se asighnaron a estas centros quiralesno.

LH @D

e Ot a2
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La sinrotsdlida (41) fue aislada de Syncolostemon
rotundi folius y representa (#TT- a~pirona estructuralmente
relacionda con los compuestos antes mencionados. Experimentas de
desacoplamientos de RMN-'H 130 permitiercn establecer la
astructura para este compuesto, en tanto que la esterecquinica de
sus caentros gquirales y la hnaturaleza cis del dobhle enlace se bLHacsé
en estudios de cristalografia de Rayos %%

Un compuesto poco coman la (5'Z2, 8'Z, 11'Z2~6-heptadeca-
5',8',11'-trienilo-)-5,6"'dihidro-zH~-piran-z-aona (42) sa extralo
comoc wn  aceite incoloro de la alga Foja Phacelocarpus
labillardieri {(Sphaercotocaeceae) y su estructura se determind par
RMN—130 v —lH. La posicidn del sistema triénico homoalilico en la
cadena lateral se fundaments en el aislamiento del hexanal

obtenido de la ozonslisis del compuesto (42)%%.  La estereoquimica

del C-6 quedd sin resclverse.

(43) R = H R,= OH R_= PO_fiNa
(44) Ry= R="H RE= oaHNs‘
(45) R= R5= 0H R_= PO HNa
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Tres nuevos agentes antitumorales  que contienen . fosfato,
CI-920 (43), FDL13270 (44) y PDP113271 (45) fueraon aislados de
83

subespecies de Streptomices pulveraceus . La estructura quimica

de estos compuestos fue propuesta por analisis de RMN-"H Yy pPoOr
. - ad '
degradacidn quimica .

Otro antibidtico antitumoaral la kazusamicina B {(46), fue

ocbtenido de la especie de Streptomices No, 81—43485.

CH20H

(46)

Seis compuestos todos derivados del geranilnerol, fuetron
aisladas par Bohlmann vy colaboradores, de Ichthyothere ulet
Thumb (compositae) . La estructura del compuesto (47) 2 la
ictiouledlida (48) se establecieron por anilisis de la RMN-*HC.

E)l desacoplamiento quimico de los protones del espectro de RMN-*H

del compuecsto (43) v (91) revelaron la presencia de un grupoc

hidroperéxido en la cadena lateral. La adicisen de
trifenilfosfina a la solucidnm de (49) vy (51) genard los
correspondientes dicles (S v (52), los cuales también =se
detectaron como productos naturales en  la plantaes. La

configuracién del centro quiral C-6 no fue asignada para estos

compuestas, cuyas estructuras estarn estrechamente relacionadas con
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la acantoaustralida (53) aislada de  Acdn£huspetmum ~aus£rdie

(Compositae)°7.r4

(47) R= H
(48) R= Ach

(49): R=
S (50) R="

(31) R= 00H
(52) R= OH

53y

313 b6-ARIL-5.6-DIHIRO-o~PIRONAS.

Otro tipa de compuestos con rnacleo de o-pironha son las
6~aril-5,6-dihidro-a-pironas como la psilotina (54), originalmente

aislada de Psilotum nudun®™ y da Tmesipteris Lannensisap, ambas
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especies de la familia Psilotaceae. De 1la hidrdédlizis de 1la
psilotina se cbtuva la aglicona, psilotimna (53), v D-gluc05a9°.
La oxidacion con tridxido de cramoe de la psilotirnina generd el
Acidoe p-hidroxibenzéice el cual indicaba la presencia de un anille
bencénico i,4-disustituido. A pesar de que (35) tiene un solo
centro asimétrica, la psilotinina se aislse dpticamente inactiva v,
por  lo  tanta, la racemizacidr deberia ocurrir durante la
hiidrolisis enzimatica del praducto natural {S4). La
hidroxipsilotina (S56) un constituyvente minoritarico de Psilotum
nudum también sufre una racemizacidn similar™. La configuracidn
(65) se establecid para la pesilotina mediante estudios de
dicroismo circular v por la sintesis total de la psilotina v  su

o1
epimearo .

R2

OR;

(34) R1= 3-D-3lucesil R2= H

(S5) R, = R,= H 571
(36) R1= H R2= OH
La gonictalamina (57), wna 5,6-dihidro-a~piroha Cory Uk

estirile sustituvendo la posicién C-6, se ha identificado en

cuatro especies de plantas de dos diferentes familias. La primera
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ocasidn fue aislada por Hlubucek y Robertson™” de la corteza de
Cyrptocarya caloneura (Lauraceae).y el emplec de métodos fisicos
y de RMN-'H permitisé establecer la presencia de un anille de
S-lactona-a,f3-insaturada vy un &hi1llo de bencero sustituido, el
cual fue confirmado por oxidacidén para geherar 1 Acido bernzdico.
La configuracidn trans del doble enlace excociclico fue asignado

por la absorbancia en IR a 973 cm~1.

~

(Sd).R1= R2= R3= H
‘(59) R1= Raé'H_R2= AcO
:{SQ),Rié R1= QCO R3= H (62)
Ssl{‘Ri; R2= H R3= aH
»‘Laé especiegs del génera Gonitothalamus (Ahnonaceaé) sar
fgégééé.f1cas de 6-aril-S5,6-dihidro-a-pironas. La goniotalamina

(57).5& aisld de las especies G. andersonii, G. macrophyllius y G.
malayanusgg. G. sesguipedalus y 6. grifithit Proporrclonaron
cuatro coapuestos aridlogos a la gonicotalamina, los cuales difieren
en el grado de #tidroxilacidn y/c acetilacidn da loz centros

quirales C-1' vy C-2', el gornadicl (58), el moncacetilgornodiol

(59), &l diacetilaonodiol (60) y el gonotriol (61). La estructura
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de estos compuestos se establecid mediante analisis de su  datos
espectroscépicos de RMN-'H v espectrométricos® . Se demostré  que
la estereoquimica de log centros C-1' vy C-2' era i1déntica en los
productos naturales (SZ-61) mediarte 1nterconversiohes quimicas.
La configuracioen (1'S) 9 (2'%) para los cuatro compuestos se
Propuso a partir de la hipétesis biosintética que involucraria 1a
epoxidacidn de la gonictalamina vy la subsecuente apErtura
enzimatica del epdxido trans para dar el correspondiente diol
(58)77. El epdado intermediario (62) se aisld recientemente de

G. macrophyllus”d.

(63) . (64) R.= R = H

Rl B
(65) R + R = -0-CH

_U_

z

l.a estereocquimica relativa de este epdxido (6Z2) se dedujo a
partir del valaor de la constante de acoplamiento entre H-1', H-2Z°
y H-1', H-&'"%,

Del génerc Cryptocarya (Lauraceae) tambiérn se alsld una husva
é~aril-9,6-dihidro-a-pirana corn un doble enlace hexociclico en  la
posicién 3'. La criptocarialactorna (63) se aisld por primera vez

de €. bourdillont Gamb®’ vy pogsteriormente de C. moschata ®. La



,

estructura (63) se

Propuso

por el analisis de

o7
espectroscopilcos vy espectrometricos™ .

p=1¥ 3=
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datos

Urn g9ran numera de 6-atil-5, &6-dihidro-a-pironas metoxiladas er
C-4 se han aislade del arbustc tropical Piper methvsticun
Forst, (Fiperaceae), ampliamente conocida en las i=slas del
Faci fico Sur como Kava y Kawa. Esta especie es un 1mportante
remedic en la medicina tradicional v constituye la base para la
prreparacidn de una bebida ampliamente utilizada en los ritos
ceremoniales y soclales de los pollnes1osp°.
(o]
(o]
6
MeO
R
3 Ry
Ra
(66) Rl R2= R3= H
(67) R1 R2= —U—CHZ—D- R3=
(63) R1 R2= H R3= OH
(69) R1 OMe R2= R3= H
(70) R1 OH R2= OMe R3= H
(71) R1 R2= OMe R3= H
La quimica de las piperélidas o lactoras kawa (64-71) se ha

descrito ampliamerte

abscoluta del centro quiral C-6 para las

an

09,100

literatura . La

la

pilperdlidas

esteregquimica

se

canfirms
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. . - . 101
mediante dicroismo circular .
Firalmente, los compuestos (66), (67i;_(é9)‘y1(715*£amb;én se
aislaror de 1a especle brasileﬁa ', Aniba gigantigolia

102
(Lauraceae) e

32 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS 5.6-DIHIDRO-«~PIRONAS NATURALES.

FPocas investigaciones se han realizado conducentes & la
evaluaciorn de la  actividad tbiolégica potencial de las
5,6-dihidro-a-piraras.

Algunas 5, 6-dihidro-a-pironas sustituida en el nuclec C-6 han

presaentado actividad alelopatica. El acido parasérbico.'ktlf; fla“”
psilotina (S54) vy 1la criptocarialactona {63), inﬁiﬁeﬁ-.ula
Jerminacidén de las semillas 1% el crecimiento .de las
plantas'®?*%4,

Las 5,6-dihidro-a—pirronas aisladas de hongos exhiben ura gran
variedad de actividades bioldgicas, destacando la actividad
antimicrobiana v fungicidas. Los compuestas (19) v (z) a1slados
de espmcles de dspergillius y Nigrospora presentan actividad
antimicrobiana® "

La asperlina (19) presentd una actividad inhibitoria
significativa principalmente contra Candida albicans (MIC 75
pa/ml). La concentracidn minima inhibitoria obtenida para estas

=

a-pironas en contra de Salmonella paratyphi fue de S0 upg/ml vy

para Trichomonas vaginalis de 80-90 ya/ml .
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La pestalotirna (12) estimula el crecimienta vegetal, efecto
parecido al Acide t;nil:;er:—‘a'.lico“s en plantas, mientras que la toxina

"1 (72), aislada del hongo Alternari citri, vy el Acido altermarico

(22), aislade de 4. solani, son sustancias fitopatégenasdsAos.
El campuesto (72) es reaesponsable de las manchas cafss
desarrolladas en las hojas de los citricos, y el acido

alternarico (22) es el responzable del colapso del tejido vegetal
y &l marchitamiento de plantas econdmicamente importantes de las
familias Solanaceae, Cruciferae y Compositae.

El Acido alternarico (22) v las o-pironas aciladas en el
. carbona 3 son toxinas fungicidas especlficas‘oa. El compuesto
(22) inhibe la germinacién de las esporas de dbsidiae glauca,
Myrotheciun wverrucia Yy Stachybotrys atrd, a muy bajas
concentracionesds.

De las a-pironas naturales aisladas a partir de plantas
superiares, la gonioctalamina (57) presentd actividad fungicida.

La actividad embriotédxica vy teratogérnica demostrada para la

aonlotalamina (57) v su derivade oxirarno (62) Justifica el uso

popular que las especies del génetra Gonlothalamus tilerers en
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- . De
Malasia como agentes abortivos .

El gonotricl (61) presentd toxicidad para las larvas d=l
crustacec Artemia salina (LCSU 269 ppm), también produce un 384 de
irhibici®on de las agallas 1nducidags por Agrobacterium tumefaciens
en la papa Yy uWna moderada actividad scbre células tumorales
humanas, especialmente significativa para el carcitioma mamario
(EDg,, S.¥ pa/ml)y i 197

Las a-pironas (37-40) aisladas del género Hyptis tamblén
presentaron una maderada actividad téxica para Artemia salina

[+

(LC §5-280 ppm) y una actividad citetéxica poco significativa® .

S0
La osmundalactona (18) inhibe la alimentacidén de las larvas
de las mariposas Lfurema hecabe mandarina ¥, kot lo tanto, &5 el
metabolito responsable de 1la actividad PYantialimentaria" del
helecho Osmunda japdnica. De manera interesante, dos especies de
hormigas del génerce Componotus emplean la mascilactona {4) comno

24,37

una sustancia de defensa For ualtime, las lactohras kawa

(64-71) =on alguncs delos principios activos de las raices,
rizomas vy tallos de Piper methysttcunfog. Entre las actividades
bioclovglicas descritas gara estas S,6-dihidrorirohas del gérnera
Pilper se incluyer inhteresantes actividades farmaceldgicas, oomo

relajantes del nusculo lisa, anestésicos locales,

L. . L. . L . 108
antiinflamatorios, antipiréticos. antimicdéticos y antiedémicos -



33  GENERALIDADES SOBRE HYPTIS PECTINATA.

Hyptis pectinata (L.) Poit. pertenece a la familia Lamiaceae
Y se conoce comarmente con  los rnombres de salvia, ierba del
burro v xoltexnuk en el sureste mexicano. Esta especie se
encuentra ampliamente difundida como urna maleza en las regiones
pantropicales, donde es empleada en la mediciha tradicional de
numerosos pueblos comos un remedio Paré maltiples propésitas,
principalmente como analgésico estomacali‘, antipirético",

14

i vy antiparasitaric . Infusiones de toda 1la planta

carminativo
se utilizan para el tratamiento de enfermedades infecciosas de la
piel y coma cicatrizanteia. LLas hojas frescas se utilizan er
inhalaciones ah casos de congestidn pulmonar*“‘a %
rxnofaringitls‘a. £n nuestro pals la hierba del burro destaca PO
sus propledades antisépticas vy analgésico estomacales en  la
medicina tradicional de los estados de Veracruz, Tabasco y Uaxaca.

H. pectinata es un subarbustc de hasta 3 m de alto,
ramificado con tallos lefiosos, pubescentes, hojas opuestas, ovadas
y dentadas, de 2-4 cm de largo v 1-Z cm de ancho; pecicoladas de
4-3 cm de largo; corn  abundantes flores requeias formatrda
glomérulos apretados v en espiga:; la corela bilabiada es de color
azul; sus semillas son aplanadas, subovales de 4-5 mnm \
comestibles®™40,

En relacién con el contenido metabdlico de esta planta

medicinal, sélo dos estudios quimicos previos se han  realizado.

El primerco describe el aislamiento y la elucidacidén estructural de
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una 5,6-dihidro-a-pirona, la hiptélida (34}, a partir del extracteo
cloroférmico'obtenido de las partes aéreas7&76. Una segunda
investigacidén enfocada al analisis mediante cromatografia de
gases-espectraometria de masas del aceite esencial de H. pectinata
permitis ia caracterizacidén de 3I¥ compuestos monoterpdnicos,
encontrandose que esta esencia esta constituirda principalmerite por
timol (26X) vy p-cimenc (33.7% . La evaluacién de la actividad
antimicroblana de este aceite corrobord su emplec como un  agdente
antiséptico en la medicima tradicional y sugiridé que las

cantidades signhificativas de timol probablemerite  justifican las

proriedades bwactericidas observadas para M. pectinatam.



4. PARTE EXPERIMENTAL.
41 TECNICAS ANALITICAS.

411 PROCEDIMIENTOS GENERALES.
Los  puntas de fusien  se determihat@ﬁf én'EVth :ap%raga;}

Figher-Joklmse v no estéﬂr éarregldos. Los 'espectrog 1de ¥iRitééi7

registraraon  er W espectrofotémetro Perklh—Elmer” 5?95.7ﬁ;;L;;]u

espaectros UV se cbtuvieron en un aspectrofotomatra Beckmar DU-7..
1

[7%)

L -
pectras RMN d= "H v L se gerneraron enn un aparato - Varaian

=
0
[t
1
u

VXR-J00S, wtilizando como disolvemrte CDE;l3 y como referencia
irmterna THS. Los espectros de masas fueron registrados en un
aparats  Hewlstt Packard S9%35-E. Las rotaciones opticas se
midigeron en un polarimétro Ferkin-Elmer 241. tLtas cromatoarafias

ers columna == realizaron caon gel de silice 60 Merck (malla

J0-230). Se wtilizaron cromatofolics de aluminio v cromatoplacas

cubiertac con'gél de silice E‘L'I—F_‘:__,,‘4 (Merck) para los amalisis vy

las purificaciornes a nivel preparative en  cromatografia en  capa

fima. -

412 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS
, (CG-EM.
CONDICIONES INSTRUMENTALES:

Los espectroz de masas se reqlstrarcat con  un espectrémetira
Hewlett Packard S93833-A4 equipadce ool Uha colunna capllar ge silica -

furidida €10 m > 0.11 am d.i.) recubierta con.sil1c0n av-101, =l
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programa de temperatura fue isctéermico 50°C durante 1 minuto v
pocteriormente se incrementd a una velocidad de 4.5%/min . hasta
alcanzar 260°C con un flujo de 1.5 ml/min para el gas He. L&
temperatura del invector vy la interfase tue de 220 C. Cada

agpectro se midié por urn segunda cohr U voltaje de  1onizacion  de

70 eV vy con una temperatura de la fuente rdhica de 260°C. Los
espectros  obtenidos por 1ohizacidsh quimica se reglistraron

utilizando 1schutarno, CoMm un voltale de 1cnlzacidn de 90 ev. . La:-

tamperatura de la fuente idnica fue de 156°C.

42 MATERIAL VEGETAL.

Las partes aéreas de ura poblacidén de H. pectinata (L.) Poit
(Lamiaceae) se colectaron en hoviembre de 1987, en el Km. 2 de 1a
carretera Jalapa-Puerto de Veracruz, estadoe de Veracruz, México.
Ur ejemplar de referencia se depositd en el Herbario Nacional,

Instituto de BRiologia, UNAM (M-21853).

43 EXTRACCION Y PURIFICACION DE tOS  CONSTITUYENTES
ANTIMICROBIANOS.

431 METODOLOGIA DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO.
Las partes aereas secas (3.7 Ka) =se extrajeron con L.‘Mlll‘3 (13

1) & temperatura ambiente durante O dias. FPostericormentea, el

discalvente de extraccidén se decantsd y filtrd para ser concentrado



por destilacien reducida.  La. corncentracidn  final’ Proporciond

200 g del extracto worganicoe total.

Se realizd la evaluacien cualitataiva | de la ac@iv1dadr
antimicrobiana del extracto original mediante el mstodo de:
difusién de agar (ver parte experimentxl 4.4). La resolucidn del
extracto se efectuoc rpor cramatografia en gel de silice (2.5 Kg)
utilizando como sistema de eluciédn la mezcla de CHCIG—MeZCU de
polaridad creciente. E1 volumen de los eluatos fus de 800 ml vy
cada uno <ce concentrd al wvacia hasta un volumern total de
aproximadamente 3G ml. La semejanza v la homogeneidad de  los
constituyventes observados mediatite ur andlisis en cromatografia en
capa fina, permitid la reunidn de cada unao de los eluatos,
obteniéndose sel1s fracciones concentradas, que se evaluwaron de
manera independiente mediante el analisis cualitativo antes

mencicnade para determinar su potencialidad antimicroblarna.

432 PURIFICACION DE LA PECTINOLIDA.

La fraccidm cloroférmica (fraccioen II, 23.7% g) responsable
de una significativa actividad bioldgica, se recromatografid sabre
una columna de g9el de silice (250 g) utilizando n--hexano—CHCl3
(1:3). E1 total de los eluatos obtenidos de 130 ml cada uwno se
reunieron en dos fracciones secundarias.

La purificacidn de la fraccidn secundatria de mayor polaridad

{gubfraccién 11D se realizd mediante una decoloracidn de lta

muestra disuelta en cloroformo con carbdn  actilvado. Después de
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}eposar la suspensidn por una hora, se filtro en vaclo a traves de
celita v se efectuaron sucesivos lavados cohn CHCIB. El filtrada
se concentrd a presisdn reducida obteniéndose un aceite amarillo
(16 g). Este residuo se sometisé a una cromatografia en columna
(600 g de gel de silice), eluida cohn n—hexano-CHCls (1:3) .

La actividad antimicrobiaria se detectd ernn las eluatos de
RF=U'52 (CHC]a—hexano-MEZCO; 7:2:21), los cuales propercilanaron
5.6 g de un aceite 1ncolorog.

Cromatograffas analiticas en capa finha de esta fraccidn

permitieron vasualizar, con avuda de su absorcidn en =1 UV, a un

solo compuesto el cual desarrolld un calor azul con CeSU4IH2304.

433 PURIFICACION DE LA HIPTOLIDA.

lLa fraccion III (12.6 g) se purificd mediante una columna de
gel de silice (300 g). La actividad bicldgica correspondid al
eluato de RF=U'23 (CHCIS-hexano—MeECO; 7:2:1), obtenido caon
n—hexano—CHC]a, del cual precipitd la hiptdlida (42 mgl camc  un
residuo sélido en forma de pequeffas agujas 1thncolaras. La elucidn
con CHCI3 rroporcionsd 5 g del acidoe betulinico.

El resta de las fracciones imactivas cbtenidas de la columna
original, asi como todas las subfracciones generadas durante el
Proceso de purlficaciénh de los constituyentes activeos, se trataraon
de manera 1ndependiente al presente trabajoe con €l fin de ailslar vy

s . . . 444
purificar los metabolitos mavoritarios™ .
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44 MONITOREO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

La avaluac:dn preliminar de la potencialidad antimicrobiana
del extracto aoriginal, asi{i como de cada una de las fracciones vy
compuestos puros obtenidos durante los rrocedimientos de
separacléh; se realizéd uti1lizanda las téchica=s microbilaldgicas
cualitativas de difusidn en agar “2.

Se determind el valor de la concentracidn minima ivhibitoria
(MIC) para los compuestas que mostraron una actividad
significativa en la evaluacidh primaria, utilizande las téchicas
de analisis cuantitative antimicrobianc de dilucidén en calde

sy ., 443
nutritivo .

441 MICROORGANISMOS DE PRUEBA.

Las siguientes cepas se utilizaron como organismos de prueba

en las evaluaciones primarias vy secundarias.

Microarganismos ATCC No. Clasificacidn
Bacillus subtilis 6633 Gram pocitivo
Staphylococcus aureus 6538 Gram posi1tivo
Escherichia coll 8739 Gram negativo
Pseudomonas daeruginesa 9027 Gram negativo

Candida albicans 10231 Levadura



442 PREPARACION DE LOS INOCULOS.

l.as bacterias se prepararon mediante incubacidn ‘en- caldo -

nutritivo (Merck) durante 24 horas a 37°C. Candida .dibiédﬁ§:féé'
cultivéd en caldo-glucosa 2% Saboraud (Merck) vy se inc&bé ’porn 48jf”
horas a 28°C. .

lLa concentracidén final de organismocs en cada uno de los
cultivos preparados se ajustd mediriante una dilucidn en solucidn
salina isotdnica (NaCl 0.9%) hasta obtener la turbilidezr equivalente

al estandar Na. 1 de McFarland (0.1 ml de BaCl_ 1% y 9.9 ml de
&

%

—m oy 41 . . N
H,,::iu4 1M, correspondiente a un numerc aproeximado de 10
2

células ml_l.

443 ANALISIS CUALITATIVO ANTIMICROBIANO.

4431 PREPARACION DE LA MUESTRA DE PRUEBA.
Las muestras a evaluar se suspendieron en una solucgén;acudga‘.f
de Tween 80 a1 1. : Sy .
Los extractog y las fracciones se evaluaron a :uﬁa,
concentracidén de 100 v 20 mg ml_l, respectivamente. En tanto:. que
los compuestos puros a una concenitracidn de 1 mo ml_l.

Les controles positivos se prepararon utilizande 1 mg ml—l

de sulfato de estreptomicima y 30 mg ml_1 de nistatina en

sclucidn acucsa.
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4432 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO.

Un mililitro de la suspensidén bacteriana se sembrd de manera
uniforme en cada caja Petri (100 x 15 mm) de prueba, <conteniendo
15 ml de agar-antibidtico Nea. i (Merck) para las bacterias o
agar -sabouraud (Glucosa 4% Merck) para C. albicans. Cor  un
horadador cilindrico se removid €l agar de las placas para
producir tres perforaciones de un diasmetro aproximade de 11 mm.
Posteriormentea, se adicionaron 100 gl del control positive en una
de las perforaciones; 100 v S0 pl de la solucidn muestra se
adicionaron de manera independiente en las cavidades restantes.
L.as placas asi pPreparadas se mantuviercocn por urn periodo de 1 a 2
horas a temperatura ambiente para facilitar la difusidéh de las
muastras. Transcurrido ese tiempo, las placas se incubaraon por 24
horas a 37°C para las bacterias y durante 48 horas a 28°C para la
levadura. Para cada muestra de prueba, el ensavo =e realizdé por
duplicado.

La actividad antimicrobiana se registrd midiendo la  longitud
(mm) de la zona de inhibicidn que circundd a cada wna de las

perforaciones.

444 ANALISIS CUANTITATIVO ANTIMICROBIANO,

Para cada una de las determinaciones de la concentracidn
mitiima inhiibitoria (MIC) se prepard uwuna serlie de 10 tubos de
ensayo conteniendoe caldo nutritivoe estéril. El primer tunc en

esta serie contenia 4.3 ml de caldo nutritive vy los restantes
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2.5 ml cada unc. El compuesto de prueba =se disalvid a una
concentracidn de 1 mg mlq1 ernr una mezcla de MeDH-HEU (1:=:1) y 0.5
ml de esta solucidn se transfirieron al primer tubo con agitacidn
vigorosa. 2.9 w]l de esta suspensidn se transfirieron del primer
tuba &l segundo mezclando cuildadosamerte. Esta misma operacidn se
realizé con el tubo zigulrente y as{ sucesivamente, resultando en
uria serie dé dilucrones que correspondierch a las cohncentracionas
de t0G, S0, 25, 12.5, 6.25, F.1Z, 1.96, 0.7&§, (.39 vy 0.19 u3 m1~l.
Cada tubo se idnoculs con 1060 upl de las suspensidch  del
microorganismo de prueba (1L'l6 células ml—l). Fosteriormente, se
ihcubaron a la temperatura y durante el periodo apropiados. Cada
evaluacidh se realizd por duplicado.

1) se utilizd coma un

El sulfato de estreptomicina (100 ug ml~
cantral positivo.

La concentracidn minima que inhibid comp letamente 1a

proliferacidn del organisme de prueba se registrd como la

concentracion minima inhibitoria, MIC (L] mg—l).
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45 PREPARACION DE DERIVADOS.
451 REACCIONES DE OXIDACION DE LA PECTINOLIDA.
4511 REACCION CON ACIDO M-CLOROPERBENZOICO.

45111 REACCION No. 1.

S0 mg de la muestra en CHCIG (5 wl) se tratd con 39.% mg del
Acido m~cloroperbenzoico en solucidén cloroférmica (5 ml). La
mezcla de reaccidhn se agitd a temperatura ambiente por 2 dias.
Transcurrido ese tiempo, el analisis cromatografico en capa filna
del crudo de reaccién indicd que la materia prima continuaba
inalterada. For lo tanto, la reaccién se sometio a reflujoc (35°C)
du;ante 72 horas. Al cabo de este tiempo, la materia prima se
habia agoctado.

La solucidn se lave con NaHCCI3 &l 10X (10 ml x 3) vy
posteriormente con HZD (1¢ ml). La fase organica se secd con

Na. S0, anhidro vy se concentrd a presitdn reducida. Urna alicuota
P

4

del crudo de reaccidn e analizd mediante CG-EM proparcionando un

cromateograma constituido por cuatrca picos: Rt = 13.26, 14.9Q,

15.33 v 17.01 min.



‘45112 REACCION No. 2

80 mg de la muestra se disolvieron ‘en CHCIS (3  mwml) Yy se
adicicnaron 65 ma de m-cloroperbenzoice en  solucidnm claroférmica
(3 ml). La mezcla de reaccidn se mantuvo con mgitacidn continua v
reflujo (35°C) por 3 dias, el desarrollo de la reaccidn se
verificed mediante cromatografia en capa fina.

Postaeriormente, la mezcla de reaccién se diluyd con H20
{10 ml) y se extrajoc con CHCla (10 ml1). La fase organica se tratd
como se indica en €l procadimiento descrito anter iornernte
{procedimiente 4.5.1.1.1).

El crudao de la reaccion (72.3 mg) =e purificed mediante
cromataarafia en columna de gel de s{lice (1.8 g) utilizandoe comnco

aeluyente CHCI

L]

bt

y mezclas de CHClq~Me2CU (95:5 vy 9Bo:i0). Se

R

colaectaron 70 fracciones de 10 ml cada wna. La elucidén con CHCL

a}

f.

{fraccion 9~18) recuperd 23.6 mg de la materia prima (Rf = Q.303
CHCIS-MQZCG; 4:1). Las fracciones 35-41 eluidas con CHCIB—Me2CD
(9.5:0.5) proporcionaran 14.6 mg del derivado Ia, eri forma de un
aceite incoloro (Rf = 0.36, CH613~Me2CO;A 4:1). Las fracciohnes
caonsecutivas 4Z2-66, obtenidas en la elucidn con CHCIS*MEZCD (3211,
permitieron la purificacion de un segundo aceite incoloro (Rf =
u,47, CHCIJ—MEZCG; 4:1) correspondientes al derivado It

{(22.5 mg). i{as fracciones restantes 67-70 (4.3 mg) se arnalizaron

mediante la secuencia instrunental CE-EM groporcionands  tres

Picos: Rt = 14.90, 15.33 vy 17.01 mit.
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45113 REACCION No. 3.

Se utilizaron 367.3 mg de la pectindlida vy 600 wma d=l
reactivo oxidante en una sclucidén de CHCIE (28 ml) bajc las mismas
condicliones experimertales descritas en el procedimiento 4.5.1.1.2.

El crudc cbterndo 477.8 m3 se purificd mediante cromatografia
en columna de gel de silice (14 g) utilizando CHCla-MeECD (93:5) vy
se colectaron 74 fracciones de 10 ml cada una.

Los eluatos 2-8 (fraccidn 1) recuperaron 170.5 mg de un crudo
aceitoso con el mismo Rf de la materia prima. La fraccién II,
constituida por la combinacidn de los eluatos 30-47, proporciond
30.7 ma de la mezcla de derivados Ia vy Ib (CG-EM: Rt 13.26 vy

S.33 min, respectivamente). Por dltimo 1a reunidn de las

[

subfracciones 48-74 (fraccién I1I11), correspondld en su Rf al
derivada Ib (Rt 15.33 min) v a dos subproductos de mayor polaridad

(Rt 14,90 y 17.01 min) en un pesc total de 31 mg.

45114 REACCION No. 4.

La fraccidn I (procedimiento 4.5.1.1.3) vy 135 mg del agente

oxidante se disclvieron en 25 ml de CHC1 dejAndose reacciochar

5
con agitacion continua a reflujo (35°C). El curso de la reaccidn
se siguid por cromatografia en capa fina v al cabo de 6 horas la
materia prima se habkia agotado. Fosteriormente, se procedid a
extraaer el producto de reaccidn siguiendo la metodologia descrita

en la seccidrn 4.5.1.1.1, obteniéndose un crudo total de 168 mg. La

purificacidn de este residuo se efectud mediante cromatografia en
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P

columna de gel de silice (5 g), eluida con CHCIB—MEZCD ( 9:1). Un
total de 30 fracciores de 10 ml cada una se colectaron.

Las fracciones 7-13 permitieron la obtencion de 141.% m3 del
derivado Ib. La reunidn de las fracciohes 14-24 (fraccison 1IV)
proporcicd 17.5 mg de un crudo aceitosa. El aralisis 'mediante
CG~EM permitid la separacion de tres picos, Rt 14.90, 15.33 vy

17.01 min.

4512 REACCION CON TETROXIDO DE OSMIO.

A 43.t ma de la pectindlida se adicionaron 2 ml de una
solucisén de 0504 en terbutanal (2.5%) v 0.5 ml de piridina. La
mezcla se dejd en agditacidn continua durante 4 dias. Al cabo de
aeste tiempo, se evaporaron los materiales volatiles en un
rotaevaporadotr conectado al alto vacio a una temperatura de 25°C.
El crudo de reaccidn se purificd utilizando cromatoplacas de gel
de silice (20 x 20 cm) v como disolvente para la elucidn, la
mezcla CHCIS:MeECG (9:1). La banda de Rf = 0.33 (CHCIB-MeZCU; 1)

proparciond 25 ma de un sSlido amcerfo (Id) de coclor marrdn  oscuro

452 REACCION DE ACETILACION.

4521 REACCION No. 1.

87.2 mg9 del derivade Ib se disolvieron en 4 ml dé*ﬁikidiﬁé“Q



45
1 ml de ACZG. La mezcla de reaccidn se dejd con agrtacidn
contirnua y a temperatura ambiente durante Z4 horas. Transcurrido
este tiempo, se adicioharon 10 ml de a3ua destilada y se
realizaron dos extracciones sucesivas utilizande en cada una
voluamenes de 20 ml de AclEt. Las fases orgAnlicas se teunlercor Yy
fueran tratadas corn 20 il de HCL 1 N, seguido de un tratamiento
alcalino con una solucion saturada de NaHCUa.
Por ultimo, la fase organica se lavd dos veces conl voldamensse

de 10 ml de asua en cada ocasidh, se secd  con Na280 Yy =se

4
concentrd a presidn  reducida, obteniéndose 96.7 mg de wn  aceite
incaolore. E!l productce se purificéd por cromatografia en columna
de gel de silice (3 g) eluida con n-hexano-AcUEt (4:1). El eluato
de Rf = 0.42 (hexano-AcDEt—MeECO; 7:2:1) proporciond 48.8 ma  del

derivado acetilado Ic (CG-EM: Rt = 13.87 min) .

4522 REACCION No. 2,

El total ge la fraccién IIi (procedimiente 4.5.1.1.3) se
tratd con 1 ml ACEU v 1 ml de piridina de manera anidloga al
procedimientc seguido para la reaccidén de: acetilacidn Y
puraificacién del derivade Ib. Mediante esta secuencia, se obtuvo
urr total de 42.5 mg del crudo de resccidr. Lha alicuota de este
residuc aceitesa se analizd mediante CG-EM, obteniéndose un
cromatograms compuesto por un solo pico, R, 13.68 miny EMIG m/z= (%

t
abundancia relatival): 429 (43), 36% (14d).



4523 REACCION No. 3.

1Q mg de la fraccion Iv (procedimiento 4.5.1.1.4) se
disclvieron en 0.5 ml de ACEU y 0.5 ml de piridina dejarndose
reacciconar durante una hota. Posteriormente, se procedid a
extraer el productoc de reaccion segun la metodologia descrita en
la seccidn 4.5.2.1, obteniéndose 8.3 m3 del crudo de reaccior.
Este productc se analizs mediante CG-EM utilizando come estiandar
interno €l derivada acetilado Ic. El cromatcograma obtenido

prasantd un solo producto (Rt 13.72 min).

453 HIDROLISIS DE LA PECTINOLIDA.

La sapaonificacidn de la pectinslida (S0 mg) se realizd con
una s&%%&lén metansdlica de KOH a.1 M (10 ml). La mezcla se
dejo en agitacién durante 23 horas a temperatura amblente.
Posteriormente, la mezcla de reaccidn se aciduld con 25 ml de HC1
IN v se extrajoc con AcOEt (10 ml » 3 veces), la fase organica se
lavé con agua destilada (S ml x 2 veces), se secd con N32804 y se
concentrd a presidn reducida obtenienda 35 mg de un zcelte
incalaro. La purificacidn del crude de reaccion mediante
cromatografia e capa finma proparciond una banda mayoritaria RF =
0.45 (CHCIE—MeZCU; 4:1), obteniéndose 13.& mg de un aceite

incoloro (Ie).

454 DEGRADACION OXIDATIVA DE LA PECTINOLIDA.

Un exceszc de ozono cse burbujed durahte 2 horas a una solucidn
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de 200 mg de la pectindlida disueltos en 30 ml de CHCIB a
temperatura de 10°C. La mezcla de reaccidn se tratd con HZUZ Yy en

agitacidén continua durante 2 horas. Paosteriormente, se extralo

con CHEl., (15 ml) v con n~-BubOH (15 ml). ta fase cloroférmica ce

[N

secd con N32804 y se concentrd a presidén reducida, obtenliéndose
120 mg de wun aceite amarillo, el cual se purificd medirante
cromatografia en capa fina proporcichando S0 mg de un acelte
incolora (Rf = 0.75, CHCIG-MeZCU; F:1). Este productoe se
caracterizé como el acido (+)-Z-acetiloxihexancico: '
[ot]D + 2.3 (c 0.1, CHCIS); RMN-'H (300 MHz, CDCIG): 4.95 (le tr,
'2.09 (3H, s), 1.70 (2H, m), 1.48 (2H, m), 1.29 (2H, wm), 0.%0
(3H, t); EM-I& (90 eV, isobutanc) m/z (aburdancia rel.): 175K'
{M+11 (45), 157 [M+1-18]1 (19), 113 [M+1-60] <1004).

Fosteriormente, una solucidhn del producto de ozondlisis (70
mg} enn 6 ml de CHClg—MeUH se tratd con 0.5 ml age 1M KOH. La mezcla

se mantuvo con agitacidmn continua durante dos dias. La extraccidn

del productc de hidrélisis se realizd de manera converncional y o su

purificacion se verifice mediante cromatografia en capa fina. De
esta manhera, se obtuvo un aceite 1nhcoloro (32 ma) de Rf = .35
(CHCIG-MeCU: 4:1), el cual correspondlé al Acido

{+)-2-hidroxihexancico:

{al. + 20.92 (c 2.3, CHC1.): EM-IQ (20 eV, 1scbutanc) m/z

D 3
(abundancia rel.): 133 [M+1] (100), 114 [M+1-18]) (3I8).

.



5. RESULTADOS Y DISCUSION.

51 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO Y EVALUACION CUALITATIVA DE LA

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

El aspecto mas importante de la secuencia metodoldgica
desarrollada en la presente investigacion consistio en el empleoc
de un analisis cualitative preliminar que permitié detectar la
actividad antimicrobiana potencial de los extractos preparados a
partir de las partes adéreas de Hyptis pectinata y, &l mismo
tiempo, realizar el monitorec de esta actividad biolédgica & io
largo de todo el estudic fitoquimico. De esta manera, el plan de
trabzjo se dividid en dos etapas generales.

La primera consistio en la determinacidn cualitativa preliminar de
la actividad antimicrobiana del extracto total y de cada una dJde
las elﬁciones resultantes del fraccicnamiento del mismo, mediante

<,132
>

la técnica de difusidn en agar y una segunda parte cuyo

chijetivo fue la evaluacidn cuantitativa antimicrobiana, mediante

£3
de los

las técnicas microbioldgicazs de dilucién en agar1
compuastaos activos aislados y algunos derivados sintéticos
preparados. Esta evaluacidn secundaria se realizé con el objetivo
de establecer relaciones de estructura quimica-actividad
bioldgica.

A partir del material vegetal seco previamente desgrasado cse
procedid a preparar un extracte claroférmico utilizando &
metodologia cornvencional de extraccidn. Fosteriormente, se evalud

la actividad antimicraoblarna del axtracto clovroférmico,

ohservandose un efectoc significativo sobre, las bacterias Gran



Cuadro 1. :

Fraccionamiento biodirigido del extracto:cloroférmico de Hyptis pectinata.

Peso del residuo Evaluacidn
R ) antimicrobiana
€O o preliminar

Eluatos
combinados

1-.14° 13.0 g INACTIVA

18- .57 ° vi? 23.7° 9 . "ACTIVA

58- 67 CoEIITL oo o9l 26 g ACTIVA
59-101 L R 4l o as.s g INACTIVA

102~127 . v 5.4 g INACTIVA

128-147 VI Al T o qgg INACTIVA

148-162 Lavado » 01 - - -

(524
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positivas utilizadas coma orgarismas  de  prueka. Este extracto
‘activo se sometid a una separacidn mediante  cromatografia e
calumna de agel de silice vy ern este proceso de separacidén
todos los eluatos resultantes se analizaron mediarte cromatografia
en cara fFina. Las fracciones se reunieron tomando en cuents  la
homogeneidad v la semejanza de los constituventes presentaes en
cada una. Las fracciornes asi obtenidas fuercn sometidas de manera
independiente a la evaluaciorn de su  actividad antimicroblaha
mediante el ensayo  va merncionado. El gquadro 1 resume el
fraccicnamiento biodirigido del extracto total de H. pectinata.
Esta metodolosia rermitid cbservar que l1la actividad biloldgica se
concenitrd en las fracciormes correspondlentes a la elucidérn  con
clorofarmo (fraccidém IT y III). Los resultados de la evaluacion
antimicrobiana preliminar evidenciaran una signilficativa actividad
bioldgica para la fraccidn I1II en contra de bacterias Gram
pasitivas v, en el caso de Staphylococcus aureus, el hala de
inhibicidn generado por esta fraccidn fue comparable con el
observado para el estandar de estreptomicina. Bactillus subtilis
fue &l unico de los microorganismos de prueba que demcstrd  una
moderada respuesta inhibitoria a la fraccidn III.

Las dos fracciones activas ce sometieron a procedimientos de
purificacién adicionales mediarnte cromateoarafia en  colunmna, las
cuales permitieron el aislamiento de dos constituyentes activas.
El de meror polaridad ailslade de la fraccidn II correspondid a un
rueve metabolito secundaric v se dencomind conr el nombre de  1la

pectindlica. En tanta que el segurde compueste activa de  mayor



Cuadrxo 2.

Evaluaci6n p#glimiﬁarféuﬁiiﬁaﬁivé'dé la Actividad Antimicrobiana.

a-
Muestra’ .

Staph.iauréﬁér
(ATCC 6538)

Extracto CHCly

Fraccidén II

Fraccidn III

Pectindlida

Hiptdlida

Estreptomicina

. INACTIVA ..
=

~ INACTIVA

albicans.

1S
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polaridad. aislado de la fraccidh II1, se caracterizd como la
hiptédlida (34), una S,6~dihidro-a-pirona; previamente descrita - en
esta especie’".

lLos resultados de la evaluacidn cdalitativa antimicrobiana
preliminar del extracte total, las fracciones vy los compuestaos
puros se incluyen en el cuadro 2. La actividad biclédgica se
determind midiendae el diametrco de la zZoha de inhibicidn en
milimetros. La pectindlida presentd una mavor actividad bicléaica
que la desarrollada por la hiptélida, resultando especilalmente
significativo el halo de inhibicidn generado por la pectindlida en
contra de S, gureus, 4que a la concentracidnm de 100 ppm Tus
superior al desarrollado por la estreptomlclhne en esta técnica  de
difusidn en agar. .

El resto de las fracciones 1nactivas obtenidas de la columna
ariginal, as{ como las subfracciones generadas durante el proceso
de aislamienta de los constituyentes actives, fusron tratados de
manetra independiente al presente t.r'at-ajo“1 con el objetivo de
aislar los metabolitos mayoritarios adicionales presentes en el
extracto gloroférmicoe de H. pectinata. La figura 2 presenta el
fraccionamiento biodirigido mediante la determinacidn de la
actividad antimicrobiana del = extracto total. Las fracciones
activas se enmarcars con una linea qQruesa.

El cuadro 3 enlista los metabolitos ai1slados, asi coma SsSu
rendimiento expresado en relacidrn al pesa seca del material
vegetal empleado. Estos resultadoes permitieron conclu1rv que a1

alte rendimiento del agente antimicrobiance = mavoritaric, la



FRACCIONAMIENTD
BIODIRIGIDO

]

PARTICION
CROHATOGRAZICA
CHCly~Ha 3C0

Figura 2. Fracciochamiento bicdirigido del extracto cloroférmice de Hyptis pectinata. o

1040 FRACCION I 416
{6-14)
HO
1000 | pRACCION 11 PN Stogacety
(15-57) n-"EXAﬁO-Ci[Cl;
PURIFICACION POR CC
10:0 FRACCION Il (S$10,-GEL)
(58~67) n""BXAﬁO-CHClJ
/
0l
COOH
HO
812 FRACCION IV PBECIPITACIOR
(69-101) ESPONTANEA —
COOH
HO
FRACCION V PURIFICACION POR CC
515 6:4
(126-147) (S103-GEL) LY S
CHC1 3-Me 2CO
Glu-Q
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Cuadre 3.

Rendimiento de los metéboiitdéfais;édég de H.

ééCtinata.

COMPUESTO AISLADO _ " RENDINIENTO

R _ ~gramos % (peso seco}
ACIDO URSOLICO 27.27 0.7370
PECTINOLIDA e EERS 5.6 0.1513
ACIDO BETULINICO ' | ’ '5:.70:'7' s 0.1351
GLUCOSIDO DEL B-SITOSTEROL ' .28 0.0346

8-SITOSTEROL 0.0129.:

HIPTOLIDA ’ }0.001l»,

s
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Pectinélida, justifica las propiedades antisépticas demostradac
por las - infusiones preparadas con la hierba del burra (M.
pectinata) vy. en especial, su tradicional empleoc come agente
antimicrabliano cutaneo efectivo en contra de =. aureus,

114
microorganismoe causante de 1infecciones y abcescos en la piel -

52 CARACTERIZACION DE LA HIPTOLIDA.

El comporernte antimicrobiiano de mayor polaridad aislado de H.
pectinata corresponde a la férmula malecular 618H2408 (analisics
elemental). Su espectro de IR presentd absorciohes asocCiadas Ccaor
la presencia de grupos ésteres (v max 1736 cm‘l) vy dobles enlaces
(v max 3IN28, E14 cm_l). La absorcidn intensa en UV a A max de 203
nm (g = 14,300) indicéd la presencia de wuna &-lactona-o,3-
insaturada.

El espectro de RMN-'H presentd resonancias que facilmente
confirmaron la presencia de funciones acetatc v del ndcleo de una
S-lactona-o, A-insaturada, mispmpas que se asignaron de la siguiente
manerat

1. Tres s1ngulétes que 1ntegraron para tres protones con el
desplazamiento caracteristico para logs metilos de Tfuncioheas
acetoxile centrados en & 2.03, Z.05 y 2.08.

2. Los protones olefirnicos de la S-lactona-o,f3-insaturada se
observaron centrados en & 6.04 (1H, ddd, J=%.9, 2.5, 1.2 Hz) vy &
&6.90 (iH, ddd, J=9.9, S.4, 3 Hz).

3. Por dltima, se identificd un grupac ‘metilo  secundarioc

centrado en & 1.20 (3H, d, J=6.5 Hz).
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El espectro de RMN-lac confirmd las observacicnes aﬁterlores
vy proporciond ainformacaidn adicional que se 1nterpretd de la
siguiente maneras

1. En el espectro de 13C-APT (Fig. 3) se observaron las
resonancias para los nucleos carbonfilicos de tres grupos acetoxilo
(6 170.00, 170.18 vy 169.62) y la sefial para el carbonile del
nucleo de la S,6-dihidro-a-pirona (6 163.31).

2. Las‘ séﬁales para los Atomos de carbonos olefiricos
conjugados se observaron en & 121.41 y 144,353, El espectra en
esta regidn olefinica presentd dos sefiales adicionales quie
evidenciaron la presencia de un doble enlace disustituido, cada
unce de elleos en forma de metinos centrados en & 130.68 v 131.21.
3. £1 carborno geminal a la funcidén etérea de ia lactona se
asignd al metino centrado en & 7X.77 vy, par lo tanto, el nucleo ae
S,6-dihmaro-a-pirona deberta estar sustituido raor una cadena en la
posicidn C-&. Los carbonios geminales & las  furnciohes acetoxilo
carrespondian a los tres metinos centrados en & 70.%1, 70.43 vy
66.47,

4. E1 metilenco alilico del rucleo de 5,6-dihidro-a-pirona se
asign®d a la sefal centrada en 6 2%.49.

5. Las sefflales restantes del espectroc se asigharon de la
siguierte manera: el cuartero para el grupo métilo secundaric
en & 14.70, un metilenc en & 29.42 y las tres resonancias para los
metiles de funcionalidades acetoxilo en & 21.08, 21.035, 21.0Z2.

La figura 3 muestra las estructuras parciales que satisfacen

los requerimientos para la férmula molecular 018H2408 Y, al mismo
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Figura 3. Espectro de RMN-*2C (APT) de la hiptslida.
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tiempo, satisfacen las observaciones espectroscépicas discutidas
anteriormente.

La correlacién bidimensioral observada en la RMN-*H (ZD-CGOSY)
para cada una de los nucleos de hidrdgerca de esta S-lactona
antimicrobiana v los experimentos de doble resonancia realizados
permitierconn establecser la conectividad de cada unc de los
fragmentas estructurales identifilicados de la siguiente manera:s

1. La multiplicidad cobservada rara la sefal centrada e &
6.90 (H-4) correspondi¢ con el acoplamiente clefinmico cis con el
protdn en & 6.04 (H-3, J3_4=9.9 Hz) « lLos does acoplamientos
adiciohales que Se observaron patra esta sefial se  correlacicharon:
con el multiplete centradce en & Z.43, cCcuyas Area de integracion
correspondia a dos hidrédgenos. E=zta interaccion facilmente
observada en el espectro 2D-COSY permitid asignar inegquivaocamsnte
al grupc metilenc alilico del nuclec de 5,6-dihidro-oa-pirona. El
3_4{3:5.0 Y

J =3 Hz. Este sistema de multiplicidades ABRFY para los nucleos

protén H-4 interacciona con acoplamientos vecimnales de T

H-3. H-4, H-3 permitie establecer una correlacion estructural con
la 4-desacetaxi-10-epiolguina (37) y sus congéneres (38-40)
aisladas de H. obtongifoliaﬂo. La fiaura 4 muestra el sistema de
multiplicidades observado para los protones clefinicos conjugados
del nucleo de 5,6-dihidro-oa- pilrona.

2. l.La 1nteraccidn restante observada para los protohies
metilénicos en C-% correspandia, por lo tanto, al acoplamiento cohn
€l protéon geminal a la funcidn etérea de la lactona (H-6), cuyo

desplazamienta quimico se observd en & 5.2%. El wvalor observado
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Figura 4. Regidn vintilica del espectra de RMN-'H de la hiptslida.
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de 9.9 Hz sugirid una interaccidn trans-diaxial para los protones
H~573 v H-6. De esta manhera, se establecis la configuracion

relativa quasi-ecuatorial para la cadena lateral (Fig. S).

Jg-5a+9.9 Hz

Jg-11= 8.4 Hz

Js-se =4.8Hz

I

Jlllllllllllll[llll][l!
5.4 5.2

Fiaura 3. Multiplicidad observada para el nucleo H-6 de 1la

hiptolida.

3. E1 desacoplamiento diferencial del protdn H-& establecis
la interaccion vecinal con el protén centradoe en 6 5.77 (1H, dd),
el cual colapsd a una sefial doble que se asignd al nuclec H-1!

gy = 8.4 Hz) vy, por lo tanto, fue posible wedir el



.81
acorlamiento adicional olefinico cis ‘entre H-1' v H-2' (JI'—Z' =
10.3 Hz). Al misme tiempo, la irradiacisdn de la csefial centrada en

S 5.8 simplifice la resonancia asighada para H-6, verificando . las

constantes de acoplamienta axial-axial (J = 9.9 Hz) Yy
axial —ecuatorial (J = 4.8 Hz) con el wetileno. alilico H-G
(Fig. 6).

Figura‘-”sr— Conformaciséon de peeudosilla del nu;iéo :'dé
S,G;Bihidro<a-Pirona. 7 :

4. El cuadro de conectividéd observado en el espectro de RMN
bidimensional homoruclear (Fig. 7) entre el protdn H-1' vy el
multiplete centrado en & S.53 permitid asighmar €l desplazamiento
quimico para la sefal del protén H-2'. Sin embargce, el aArea de
integracicon para esta sefal maltiple corresporndia a dos protohes,
evidenciando la sobreposicidon de esta seffal olefinica core unc  de

los metirnos geminales a una funcidn acetoxilo v, Por 1o tanto,

14

esta resonancia adicional s=Se azignd al protdrnn H-3°. Est
multiplete presentaba acoplamientos adicionales con los bidrdgenos

centrados en & 1.83 vy Z.0Z que correspondlan al grupo metileno no

alilico previamente identificado mediante su absorcidn en el ldC.
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La irradiaciéon del multiplete asianada al protdén H--.’;i:l tprﬁdujo 1a
simplificaci1on de 1os protones en & 1.83 vy 2.02.  De esta  marnera,
=e comprobd la asignacisn previamente descrata (Firg. 7).

5. El de=zacoplamienta diferencial del metilenc 4' produjlc la
simplificacién del multiplete centrado en 6 4.9z, permtiendoe la
asignhacidén de une de los protones geminales a los grupos acetoxilo
coma H-5'. La figura & muestra los espectros de RMN-*H generados
par el desacaplamienta diferencial de los dos protones FIC
equivalentes del grupo metileno H-4'.

&. La correlacion bidimensional también mostrs el
acaplamiento del metinoe restante centrado en S ppin con el gruroc
metilo terminal (& 1.zm. Estas experimentos permitieron
estakhlecer la estructura del producto natural antimicrobianc de
mayct polaridad aisladc de H. pectinata como la
S,6-dihidro-6-13,5,6-triacetiloxi~1Z-heptenill ~ZH-pP1ran~-Z-ona.

Ern el cuadro 4 s= 1ncluyen las principales constantes fisicas
Yy espectroscdpilcas de esta S~-lactora que carrobararn su 1dent1dadg
como la hiptéllda76, constituyente previamente aisladoe en =l
primetr estudic fitoquimico realizada de N, pectinata. Ern aquella
ocasidn, la esterecquimica telativa de este producta natural Se
establecid mediante difraccidn de Ravaos-K y  su  configuracidn
absoluta se determingd con base enn datos qQuirdpticos como  la
6R-(12-35,5R, 65) -5, 6-dihidro-6-13,5,6-triacetiloxi-1-heptenil) —-2H-

Piran-Z-ona.
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Cuadro 4. - S

Con‘s’tan_tlesff‘i's’-.ic;as.'y espectroscbpicas de la hiptélida;._-:f

OAc¢

AcQ AcO

p.f. " =87-88°C

gy AMEOH 503 nm (e=214300)

IR vﬁgi‘fcm_l):"292b,“l730, 1620, 1365, 1215, 1020, 818.

Rt

H (300 MHz, CDCl3, TMS) (Espectro 1l): & 6.90 (1H, ddd,
J=9.9, 5.4, 3 Hz, H-4), 6.04 (1H, dd4ad, J=9.9,
2.5, 1.2 Hz, H-3), 5.78 (1H, dd, J=10.3, 8.4 Hz,
H~-1'"), 5.53 (1H, m, H-2'), 5.53 (1H, m, H-3'),
5.29 (1H, ddd, J=%.9, 4.8, 8.4 Hz, H-6), 5.0
(1H, dc, J=6.5, 2.4 Hz, H-6'), 4.92 (1H, dddqd,
H-5'), 2.43 (2H, m, H-5),.2.02 (lH, m, H-4b),
1.83 (1H, m, H-4a), 1.20 (3H, 4, H-7').

ren'3c (75.4 mHz, cDCly, TMS) (Espectro 2): 6 163.31 (C-2),

121.41 (€=3), 144.53 (C-4), 29.49 (C-5), 73.77
(C-6), 131.21 (Cc-1'), 130.68 (C-2'), 66.49
(C-=3'), 34.77 (C~-4'), 70.91 (C-5'), 70.43 (C=6"'),
14.70 (c-7').
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53 ELUCIDACION ESTRUCTURAL Y ESTEREOQUIMICA DE LA PECTINOLIDA.
El cornztituyente mayoritario antimicrobrano aislado de Hyptis
pectinata se denomind corn €l nombre de pectindlida y se aisld como
ury aceite Spticamente activo. Su férmula molecular se establecid
por atialisis elemental como CIGHQEOS' Al igual gque la hiptselida,
este constituyente tloactivo presentd las caracteristicas
espectrascédpicas  asociadas con la  presencia del naclec de:
S,6-dikidra-a-pirona. E1 UV preserntd un maximo a 208 twn (v max =
14,200) correspondiente a la transicidn i — n* de la lactoha

o, f3-1nsaturada. £l espectroc de masas obtenidq"bqr Simpacto

electrdnico corrocbord la presencia de dos gruposfacéﬁdiifa
malécula mediante las pérdidas suscesivas de acido a¢é£1¢§  (m}ér
260) v una malécula de cetena (n/e 208) a partir del idn molecular
(m/e 31G).

El analisis de RMN de la pectindlida permitid establecer las
ciguientes conclusiones relacianadas con la naturaleza estructural
del compuesto v con la estructura SJuimica-actividad bioldaics
cbeservada para este compuesto antimicrobizno. El ras3c mas
sobresaliente del espectro de RMN—lH (cuadra 5) comsiste en ;a
presencia de las cefiales Fara un sistema ABX de: uria
5.&-dihidro-a-pirona sustituida por Wi grupo acetoxiloc en  la
posicidérn C-5, co#respondlente a los protones wvinfilicos H-3 (&
6.24), H-4 (5 6.96) vy al protdn alilica H-5 (& G.19) tF1g. 9.
Este sistema permitid estabrlecer una carrelacidn estructural con
las &-lactonas aisladas previamente en otras especies de labiradas

Y, en especial, cor las del gérero Hyptis7&m°. Las



Cuadro 5.

Desplazamientos quimicos y m@ltip;icid'désnpa a los

de hidrdgeno de la pectinéliaa

Niclec

H-3
H=-4
Hﬁs"“”f

H-6

AcO-

AcO-

*Espectfo 3.
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Figura 9. Espectro de RMN-'H (90 MHz)
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de la pectindlida.
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'<mu1tip1icidades de cada una de las resonancias para los protones
1 nucleo de 5,6-dihidro-a- pitrona de la pectindlida fusron
amalogas a lags observadas fatra la olauins (36)50 {(Fia. 149y, Foy
otro lado, la actividad proldéaica demostrada por la pectindlida se
correlaciond con la presencia de la umidad de S, 6-dihidro-o—-pirona
prasente también en la asperlinae (19, antitndtico ai1slada gde
especies de hongos del ganero AspergtLLusss. La figura 11 muestra
el espectro de la asperlina en el cual se observa ruevanmerte el
mismo sistema de multiplicidades ABX para los protores vinilicos y
el metinog H-5 de la &-lactorna-o,fA-insaturada. Por lo tanto, 1la
pectindlida pertenecia estructuralmente a o las
6-alquenil-5,6-dihidro-a~pironas de doce atomos de carborno,  cuya
dietribucidén se limita casi exclusivamente a la familia de 1las
labiadas. v
La RMNlac confirméd la presencia del naclec 5,6-difudro-o-
pirana sustituida com una cadetia olaefinica caompuesta de siete
atomos de carbono. Las asignaclones realizadas para la  cadena
lateral indicaron la presencila de una oclefina disustaituida (&
133%.17, 126.18), un carbono secundaria geminal & wunc de los grupos
acetoxilo (S 64.24) v una cadens slifatica lirmeal de cuatvro Atomos
de carborio. La figura 12 muestra las asigmacirones de los nucleos
de 13C: de estag fFragmentos astructurales que satisfacen los
requisitos para la formula molecular C16H2206'

lLa correlacién bidimensional para las resonancias observadas

ers el espectro ZD-COSY permitid establecer la conectividad pars

cada unc de los fragmentos propuestos anteriormente. Asi, par
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Figura 10. Espectro de FMN-'H de 1a alguina.
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Figura 11. Espectro de RMN-*H de la asperlina.
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ejemple, la sefial complela concemtrada en & 5.25 (1H, m), que fue
asignada al protén gemiral del grupo acetoxilo vinilico de l1a
cadena lateral (H-3'), presentd interacciones veclhales con el
metileno centrado en & 1.70 (H-4') v con las sefiales vinilicas del
doble enlace de la caderna lateral. De esta manera, se establecid
la secuencia de unidn de la cadena lateral cor el carbonce geminal
de la funcion etérea de la lactoma (8 §5.6) & través del protén
vimt lico centrado en & 5.73 (Fig. 13).

La estereocquimica cis del dobile enlace de la cadena lateral
se coarrobord mediante el valor de la constante de acoplamientc de
10.5 Hz cbservada para los protomes vinilicos H-1' (& 3.73) y H-Z'
(6 5.62). La configuracisén pseudoecuatorlial para la cadena
lateral y la arientaciéen axial para el grupo acetoxile en -5 se
confirme con el valor de lx canstante de acorlamienta
axial-ecuatorial (J=2.9 Hz) observadoa para los protones H-S y H-6
(& S.60). La figura 14 ilustra la expansidn del espectro de
RMN-'H para la region vimilica (S5.1-S5.& ppm) de la pectindlids, enr
la cual se presentan las asignaciches para las multiplicidades de
los protones H~-S5 vy H-6 del nucleo de S,6-dikidro-e-pirona vy los
protores H-1' - H-3' de la cadena lateral.

Las asignaciores propuestas para la RMN—lac (Cuadro 6) s
establecieron par comparacicn con los datos descritos para la

43 .
) 7. La correspondencia encontrada entre lo=

a .
I“C) para la pectindlida con el modela

umnuravumbsl ida (32
datos espectroscédpicos (S
utilizado concstituyd la evidenclia en favaor de las asignaciones

realizadas para los centras asimétricos C-5, C-6 y C-3‘. Sin
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Figura 13. Espectro de RMN-1H (2D-COSY) de la pectindlida.
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Figura 15. Multiplicidades observadas para los carbornos quirales

de la pectinsdlida en el espectro de RMN—ldC totalmente

acoplado con el nucleo de hidrdgeno (JC_H).
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embargo, con el objeta de verificar de manera 1hequivoca &
asignacidn para los carbonos C~-5 v C-3', los cuales presentan  una
pequefia diferencia en =u  desplazamiento quimico (AS 5,18), se
procedi®d a observar la multiplicidad que presentd cada uno de loc
carbonos aeminales a las funciornes oxigenadas en &l espectro de

130 totalmente acoplado con los nucleos de hidrdgeno. La fiqura

15 presenta la expansidn del espectro de RMN—IJC para los metings
quirales de la pectinédlida en donde s muestran los acoplamientos
totales espin-espin con los hidrdédgenos geminales (1JC_H) Y los

acoeplamientos & tres ligaduras (BJC_H). El doblete centrado en &

64.24 (‘JC—H = 151.6 Hz) presentd dos acoplamientos adicionales

1

a k|

( JC —-H = "I = 4.2 Hz) vy, Ppor lo tanto, aesta multiplicidad
-]

C_~H

5 ES

confirmaba la asigrhnacidn para la sefal del nuclea C-5 de la
ca-pPirona. En contraste, la resonancia centrada en & 67,45
presentd una compleja multiplicidad, como era de esperarse por  Su
asigrnacion al cerntro gquiral alilico C-3' de la cadena lateral.

. 1% .

Por otra parte, el acorlamiento trans ¥ entre el nucleo C-6 Y el
protén H-2! 3x = 10.8 Hz) corroboréd la naturaleza c<cis del

C -H
s 2

doble enlace de la cadeha lateral de la pectinslida.

El conjunto de los datos espectroscépfcos hasta este punta
discutidos permiten concluir que la estructura de la pectinsdlida
correspondiente a la 6-[3-(acetiloxi)-1Z2-heptenill)-5S-(acetilaxi)-
S, 6-dihidro-2H-piran-2-ona.

La crientacidn pseudoecuatorial de la cadema lateral limita

las posibilidades confarmacichales de la pectindliida vy, asi,
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Cuadro 6. '

Desplazamientos quimicos para los ndcleosfdei e la pecti-

nélida (I) y la umuravumbélida (32)*%. .

2 ’1,1, ' 163.37 , *lsztizl
3 ,,f,:_ﬁ 121073 124.99
"fék__5'; , 144.15 140.01
%,:5 f;,uff v 30.09 '  64.24
'73’*7" S 74.07 7 75.04
A : 131.72 133.17
T e 130.12 ' 126.18
3 ' 69.45 69.42
AR 34.32 34.01
5""A*; : 27.60 27.20
6 22,47 . 22.40

7 ; 13.88 : _ 13.88
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permitid establecer cualquiers de las dos conformaciones

enartioméricas (A o B) ilustradas para €l anilloc de la &-lactona

en la . figura - 16. El emplec de la regla de Snatzke* S
AcOQ OAc
0 (0]
o] H fo)
R R
H H

(A) ' (B)
Figura 16. Conformaciones enantloméricas alternativas para el

nuclec de 5,6-dihidro-a-plrona de la pectindlida.

actablecis la estereocquimica absoluta (5) al centro quaral C-6.
mediante la correlacidn entre el efecto Cotton positivo para la

curva ohtenida (Fig, 17) en el dicroismo circular (A 5256 + Z2.4) y

nm AE c

204 +177 ]
230 -1.2 -
-0 230 ]
° i
K 256 +24 i
AL l 111 I ) I l | N T ] ! i1 o | b N | -1
200 220 240 260 280 200

Figura 17. Curva de dicroismo circular de la pectindlida.
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de transicion n —* g% del carboralo de la o-lactona, Cuya
canformacion corresponderia al enantidmero B (Fig. 16). Al - mismnc
tiempo, la asighnacicon de la configuracidén absaluta rara el centro
quiral C-5 automiticamente deberia ser desighada coh el descriptor
(S). La estereoquimica abscluta (S} propuesta para el centro
quiral C-6 de la pectindlida se fundamenta de manera adicional en

relacicnes biaosintéeticas, va que todas las 5,6-dihidro-a-piraonas

natuwrales aisladas de las labiadas presentan la misine
. . 42,80 .
configuracidn absoluta deducida & partir de la regla de
Shatzke para este ceptro quiral (Cuadrao 7). Evidencias
. . . . . 42,44
adiciaonales de tipo quimico-degradativas v
41,84

cristalograficas apoyvan estas observaciones.

Finalmente, sélo resta por discutir los argumentos quimicos
utilizados para establecer la estereoquimica abscluta para el
centro quiral alflico C~3' de la cadena lateral. La figura 1%
ilustra las dos &alternativas que definirian la conflguracion

absoluyta de lx pectindlida. Con el okjeto de diferenciar entre

3°(8) 3'(R)

Figura 18. Alternativas de la estereoquimica para &l centro quiral |

C-3' de la pectindlida.
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Cuadro 7.
Estereoquimica Absoluta para el Centro C-6 de las 5 6-dihidro-
g-pironas aisladas de la famjlia Lamiaceae y su correlacion

con elefecto COTTON observado en el Dicroismo Circular.

Compuesto

Anamgrina (35)
Borondlida (7)
Desacetilepiolguina (37)
Hyptdlida (34)
Olguina (36)

sinrotdlida (41)

aValor no descrito en la litefatufa.:jfv
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las posibilidades estereoquimicas S(5), &6(5), 3'(S) vy 5(5;, &(5),

' (R) se procedid a realizar la degradacidn de la  pectindlida
mediante una reaccidén de axidacidn con ozono, de tal suerte que =1
producto’ mayaritaric de la reaccidn correspondid al Acidc
Z-acetoxihexanoico derivado de la cadena lateral (Fig. 19). La

hidrélicis de este residuc proporcicnd el acido Z-hidroxihexanolco
spticamente activo y el valor positiva de su rotacidn ((a]D =
+20.9) se carrelaciond con la configuracidn (5) observada para
todos los Acidos a-kadroxicarboxi l1cos de la serie L1972, Far
lo tanto, la estructura de la pectindlida, una reva od-pirarna Ccors
prapiedades antimicrobianas alslada de H. pectinata, corresporde

_ 120
[ coma 1a

de acuerdo a las recomendaciones de la IUPA
65~ (3G~ (acetiloxi) ~1Z2-heptenil]l-SS-{acetiloxi)-5,6-dihidro-2H~-
piran-2-ona. El cuadre & incluye las constantes fisicas y las

propiedades espectroscépicas de la pectindlida.

Figura 19. Secuehcia de reacciones degradativas de la pectindlida. ' 7

5.4 SEMISINTESIS DE ANALOGOS DE LA ASPERLINA.

La similitud estructural de la pectindlida cor los

metabolitos antimicrobianos de Aspergil Lus®®

(72, 73) . v e
especial con la asperlina (13), permitid proponer un disefica
sintético experimental cors el cbhijeto de introducir

funcionalizaciones adicionales a rartir de la doble ligadura de la
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‘\MeOH

v max -’
IR v;;;°l , 2850, 1730, 1620, 1450, 1420,

1020, 940, 818 . -

”TMS)‘(Espectrd 3):}1Ver’Cuaer 5.

rMNT3c (75.4 MHZ}.CDCls;'TMS) (Espectro 4): Ver Cuadro 6.

EM 70 eV m/e (% abund. rel.): 310 [MJ?¥ (<0.1), 250 [M-OH acl?
(0.1), 226 [M-2 (CHpCO)]* (0.1), 208 [250-CHaCOl*
(5.0), 155 (3.0), 151 (10.0), 126 (10.0), 125 (9.0),
113 '[155-CH,CO1* (5.6), 84 [126-CH,COl%t (l16.2), 55

2
(12.2), 43 %100.00), 41 (8.8).
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cadena lateral de {a pectindlida v consegulr la misma secuencla de
oxidacidn presente en la asperlina (19). Al mismo tiempao, se
realizaria la evaluacién cuantitativé del potencisl antimicroblano
de cada uno de los derivados obtenidos™®

La prorpuesta experimental consistia en la epoxidacidnm del
doble enlace de la pectindlida para generar el ox1branc

corresrondiente (Fig. 20), el cual presentaria la secuencia de

oxidacidn observada para la asper11n356 {(19) v la olguina78 (36)
en el nucleo de a-pirona y en los nuevos centros quirales C-1' vy
C-2' asi generados en la cadena lateral. Este epédxido podria

. . a0
someterse a una apertura catalizada en medio acido para formar

cualquiera de los diocles treo correspondientes (Fig. 20). El

EPOXIDACION

Figura 20. Fropuesta experimental para la funciornalizacidén del

doble enlace de la cadena lateral de la pectindlida.

diasterecisdémere 1'-5, 2'R, 3'S tendria la misma secuencia de

oxidacion vy conformacién absoluta para los nuclecs guirales de la

41,42 (7

caderia lateral observada en la boronédlida 7 1 sus
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derivadaos desacet.xladc\s‘2 (8,9 .

El tratamienta de la pectindlida can Acido m~claro-
perberzoico (Acido m-CLPR)a temperatura ambiente durante dos dias
no provocd ningdn cambic aparente en el Rf de la materia prima.
Por lo tanto, se procedid a pralongar el tiempo de reaccidn bajo
condiciones de refluje. La figura 21 ilustra los cromatcgramas
generados donde se resumen los resultados de los procedimientos

experimentales utilizades (ver parte experimental 4.5.1). De

CHCIB-HBZCO
b

i .

oac  Ac, MCPB (60%)

. e @

CHCL,., 50-55

:l:.‘.'-zh hrs

2: .48 hrs

31=72 hes (o0 F

L o ®

e O
a -

1 2 3
Figura 21. Cromatografia en capa fina de la mezcla de oxidacién de

la pectinslida.

manera sorprendente, la diferencia en &] Rf de leos praductos de
reaccidn en relacidén con la pectindlida i1ndicd a priori la
ausencia en el crudo de la reaccidn del epoxXido aesperado. &
mezcla de reaccidén se sometid a un anialisis por cromatografia de

gases-espectirometria (CG-EM) con el objetc de verificar la
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complejidad en el numero de productas generados en la (eaccidn.
El cromatograma obtenido se& muestra en la Figura 22 y éste resultd
constituida POt cuatra PlCos cary tienpa de retencion
correspondientes a 13.26, 14.20, 153,33 y 17.01 min.

l.a separacisdn de la mezcla de reaccidn a hnivel preparatlivo,
utilizande craomatografia en columna permitid la purificacidn de
tres bandas mayoritarias. La de smencor polaridad, que e  dencmnitde

come Ia, correspondid al RF = .56 (CHCLQ:MeqCU; 4:1). La segunda
2

fraccidn correspondid al derivado mayoritario Ib, con un Rf = .47
(DHCl,:Me2CD; 4:1). Por daltimo una tercera elucidrn de mayor
polaridad con Rf = (.40 (CHCIS:Mech; 4:1).

1. 885

1. 4C5+

1,95 R B

1. PEYS .

9 ;

¢, oK 4 -

€.aC4 .

4, DE ' ’

2. 0844 J - S S - A . h

e - 10 - 2% 12 40

Figura 22. Analisis en cromatcegrafia de gases de la mezcla de

oxidacidn de la pectindlida.

El producto mayoritaric Ib (Rt = 18.3 min), correspondids a la
formula molecular C16H2408’ calculada mediante analisis elemental.

Su espectro de IR present® absorciones ssociadas con la presencaa



de grupos hidroxile (v max = 3450 ém_l)'Q.gruPoé békboﬁif&f(ﬁi max
= 1730 cm_l). El analisis detallado de sué espectqu de RMN
permitid establecer las sigaulentes conclusionas:

1. La comparacidn de la RMN-'H de la pectindlida con el
espectro generado por €l derivado Ib, en primera instancia, indicod
la ausencia de los protones vinilicos de la cadena laterszl.

-

2. Tanto en el espectro de RMN-'H (Cuadrao %), como en el de
130 (Cuadra 10), se asignarocrt con faciladad las sefiales
correspondientes al nucleo estructural de la &,6-dihidro-a-pirona
y al residuo de l-acetiloxi-n-pentilo de la cadena lateral. L&
correlacidén bidimenzional homonuclear protédnica pPermitid
identificar el sistema ABX formado por los protones H-3 (& 6.22,
d, J = 9.7 Hz), H-4 (& 7.12, ad, I = 9.7, 6.1 Hz) y H-5 (6"5.4 dd,
J = 6.1, 2.4 Hz).

3. La multiplicidad adicional observada para el procda
alilico H-S se correlaciond con el protén centrado en & 4.5 (H-6,
dd; J = 7.5, Z.4 Hz) mediante el cuadrcao de conectividades
ilustrado en la figura 23. Por lo tanto, el acoplamiente de 2.5
Hz observadc para el nuclec H-6 correspondia & la interaccidn
espin-espin con el protén H-1' de la cadena lateral, cuvo
decsplazamiente qQuimico se asigrd en & J.¥2 a travées de la
caorrelacidn bidimensiconal 2D-COSY (Fig. 23).

4. La interaccidérn observada para €l protén H-3I' centradce en
$5.09 (ddd, I = J_ = 6.4 Hz) con la sefal multiple en &
3.99 permitico asignar a esta ultima como el protén H-Z° (Fig. z3).

S. El desplazamiente quimico observado para los protones



Cuadro 9.

86

Desplazamientos quimicos y-multiplicidades para los niicleos de

hidrégeno del compuesto Ib..

Niicleo 8 /ppm* _\yﬁultiplicidades J(Hz)
H-3 6.22 (1H, d) 9.7

H-4 7.12 (1H, 4&d) 9.7, 6.1

H-5 5.41 (1H, dd) 6.1, 2.4

H-6 4.58 (1H, dd) 9.5, 2.4

H-1' 3.92 (1H, dd) 9.5, 7.1

H-2' 3.99 (1H, 4d) 64,643

H-3" 5.09 (1H, ddd) 6:4

H-4" 1.68 (2H, m)

H-5" 1.52 (2H, m)

H-6 1.29 (2H, m)

H-7 0.90 (3H, t) 6.9

AcO- 2.10 (3H, s)

Aco- 2.12 (3H, s) - ‘
L'-OH 3.38 (1m, A AL R
2'-0H 3.26'(1H;'d) 6.40

*Espectros 5.
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H-1' v H-2' 1ndicd su naturaleza carbindlica, ratificada por los
desplazamientos quimicos para los hucleos de 136 geminales de
estas funciocnes hidroxiladas. El cuadro 1w 1ncluye los
valores para cada una de las resonancias del derivado Ik,
utilizando como modele de asignacion la desacetilboronslida*?  (3)

“ 9.

y la 1',2'-desacetilborondlida

6. La compleja multiplicidad observada para los hidrégenos
H-1' y H-2' surgié de los acoplamientos adicionales con los
protones de los sustituyentes hidroxilo. El intercambico con D
produjo la desarparicidn de los multipletes centrados en & 3.38

(1'-0H) vy 3.26 (2'-0H), asi como la simplificacidn a seffales

dobletes de los nuclecs H-L1' y H-2*' (Fig. 24).

H-5 H-3° H-6 H-2?
T T .- T

A ”“ 1& H-1?
ey T

- T LA e 2 B e 2 ) T T rT

5.4 5.2 5.0 4.8 4.8 4.4 4.2 4.0

Figura 24. Multiplicidades observadas para los metinos quirales

del diol Ib. A: CHCl-; B: CHC].3 + DO

z

3
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Cuadro 10.

Desplazamientos quimicos para los nidcleos de 13

C del derivado
Ib, la desacetilborondlida (8)%° y la 1,2~desacetilboronélida

(9)44 .

c , o
2. 162.39
3 124.89
4 o 140.83
S 61.36
60 76.90

. 1 S 68.20
2 69.93
3t 1561

v 30.54
st am
e 22.48

B AR 13.92

*Figura 34.

**Espectro 6.
Ry Rz
Ib OAc Ac
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El conjunta dJde las evidencias anteriormente discutidas
indicaron que la estructura del derivade Ib deberia representarse
como la (6-[(3~(acetiloxi)-1,2~(dihidroxi)-heptilcel-S~{acetiloxi)-
5, 6-dihidro~2H-piran-zZ-cona. Este praoducto corresponderia al dicl
treo generado a partir de la apertura catalizada en medio Acido
dal epdxicdo intermediaric predicho por el ataque del agente
epoxidante (&cido m-cloroperbenzoico) al dohle enlace na conjugadc

de la pectindlida (Fig. 20).

Hye

VFigura 25. Fosibilidades conformacionales de la pectirdlida. C
La figura 25 presenta las posibilidades confornacichales para
la pectirdlida y permite predecir que la epoxidacidn de la cadeha
alquerilica se realizaria por la cara re-si del doble enlace C-1'
- C-2'. Este analisis conformacichal evidencid que 1los residucs
de acetoxila vy n-butile que sustituyen el centro C-3' ejercern un

fuerte impedimerto estérico sobre la cara si—re del dokle enlace



(431
{(Fig. 25; A vy C). Al msmo tiempo, el enlace etéreo de la lactona
provoca un efecto de proteccidn adiciotial sobre esta cara en  las
conformaciones de mayor estabilidad (Fig. z5: A-C). De tal suerte
que la conformacién en la cual el residuo de n-but:le se localiza
de manera distal al ndacleo de la 5,6-dihidro-a—pirona (Fig. 25:
A), probabilisticamente, ejerce el mencr impedimento estérico
sobre la cara 1' (re)-2' (si) del dgble enlace, favoreciendo la
generacidn del epdxido intermediarioc 1'{(Sy-2'(5). La catalisis de
éste sucedid en el medio Acido de la reaccidn mediante el ataque
nucleofilico del agua al centro C-2', el menos impedido, rara la

formacién del diol treo 1'(5)-2'(R) (Fig. 26).

Figura 26. Mecanismo de reaccidn para la generacidn del dicl Ib.

La acetilacicén del diol Ib generd el derivado
tetra&etilado Ic. La asignacién de la RMN-'H se realizé utilizando
el espectro 2D-COSY. E£n la figura 27 se ilustran los cuadros de
conectividad para las 1nteracciones vecinales entre los protones
-H

Ho (& 5.26)- H. (&5 4,53), H (& $.43) v H_, (6 S.01)-H_, &
= [ 3 2

5

Hedb) . Se registraron cambios importantes para el derivado Ib  en

tas multiplicidades observadas para los protones de los centros



2,59

J6_1l= 9.6“

4 Ha
7.5 e e T

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
Fi (ppm)

26

Figura 27. Espectro de RMN-'H (2ZD-COSY) del tetracetate Ic.
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quirales en la cadena lateral, los cuales evidentemente se
asociaron con la desaparicidn del puente de hidrégero entre locs
grupos hidraxilo C-1' y C-2' presente en el compuesto 1b. El
valor de la constante de acoplamiento de 9.6 Hz observado para la
interaccidén entre HB-HI, confirmaba un arreglo antiperiplanar para
los respectivos grupos ésteres sustituyentes. La constante de

acoplamienta de 2 Hz confirms la disposicicen sinclinal para los

arupas ésteres interncos en C-1' y C-2'. Esta orientacidn cse
, 122 .
fundamentd al aplicar la ecuacidn de Karplus qUE rermitid
- 1 .,2
calcular valores de J = Z-5 Hz para el acoplamiente H -H con

Angulos entre ¢ = 52-75°. La relacidh antiperiplanar entre los

hidrégenos en C~2' yv C-3' se dedujo del valor de la constante de

o

acoplamiento de 7.48% Hz, que indicaba un angule ¢ = 33 (Jcalc
7.41 Hz) formade por los protones H-2' y H-3°, El cuadro 11
incluye los valores de los desplazamientos quimicos vy las

multiplicidades para las resonancias de hidréseno del acetato 1Ic
¥y, @l mismo tiempo, compara las valores descritos para la
borornslida (72 %% cuya ecterecquimica correcponde @l isdmera
6R-11IR, 2R, 35— (triacetiloxi) -heptill-5,6-drhidro-ZH-pilran-Z-oha.

La similitud en los valores para las constantes de acorlamiento
entre los protornes de los metihos quirales de la cadena lateral de
ambas dihidro-o-pircochnas constituye una evidencla Para la
estereoquimica abscluta propuesta para lIc. Resulta evidente que
la diferencia ernn las valores de las concstantes de acoplamiento
para HG—HI, observadas en la borondlida y el acetato Ic surge del

cambio conformacional provocado por la presencia del grupc
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Cuadro 11.

Desplazamientos quimicos;y‘multipiicidades para los nicleos de

hidrégeno del acetatd'iéfytiéjbordnélida (7%,

Nicleo

’6/ppmr(J=Hz) ‘
“Tek : S g

H-3 L. 6.24d v .04 aad
: (9.7) (9.7, 2.1, 1.0}
H-4 o 6.95ad ' 6.88 ada

(9.7,76:0) (9.7, 6.3, 2.4)

CHeS T . 5.27.dd.

H-6 S R l,4;54 aa
‘ . (9.6, 2.6)
ge1v : 5.44 44
' (9.6, 2.1)
THe2' © 5.46 ad

(7.5, 2.1) - e

B=3' 5.01 ddd 5.01 ddg
(8.2, 7.5, 4.5) 6.29)

*Espectro 7. - ' 0Ac OAc R
*EBEspectro 8.
, Ic OQAc
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acetoxile C-3 en el derivado lc. La flgura Z& compara 10s andulos
dihedros para Hl‘-HZ‘ v HZ‘_HG' en la conformacidn preferida de
la barondlida, mis=ma que fue establecida por difraccidén de Rayos
x“, con los estatdecidos para el derivado Ic mediante el amalisis
de: los datos espectroscépicos de RMN-"H antericrmente discutidos Y

lag predichos por la ecuacion de Karplus.

Cays 589 . Hy»

OAc
~0ac -
OAc L
A B
Ha oy
Car ¢
AcO
158° [
AcO 151
Coe
A
cO AcO cy
Has . Ha
Figura 2&. Froyecciones de Newman para los enlaces C,'- C ' y G '-
s

Ca'del tetracetato 1c (A) v de la borondlida (B).

La identificacidén inequivoca del diasterecisémerc 1'S, Z'R,

3'S se realizé al comparar las constantes de acoplamienta
observadas para los nuclecs H-6, H-1' y H-2' con las valores
calculados par mecanica molecular pPara el ZR, 3R, 4R,
SR-peracetilhexalditol (J_ = 2.4y I = 2.2 Hz)¥*%,

3-4 4-5



h - H
| Jseg = 24 Hz Ugppe 3.7) :
[ oAt J, 5 = 9.2 Hz (U, . 7.1) |

OAc OAc '
(2R, 3R, 4R 5R)

UL e
; H
Poo e LAJUL...,..
0

Il JAJ_A 5.55 5.45 5,35 5.25 ppm
T I T T T T T T "7 ] T ——

7

)

T T ]
B 5 4
Figura 29. Espectro de RMN-'H del teracetato Ic

generado por el

96

desacoplamiento diferencial del protén H-6.
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Para tal motive, se procedid i a: realiéak desacoplamientos
di ferenciales . que permitieraon cgitulértl las constantes de
acoplamientc para la interaccidn Hé—Hl, (aqu' = F.6 H=z) v
H2,—H1, (3Jz_r = 2.1 Hz) (Fia. 29).. De esta manera, la

configuracidn absaluta para los derivadoes ib vy lc, carresponde =

los descriptores 6(R), 1'(S), Z'(R) y 3'8). ta asighacidn
. . o
inequivoca de las resonanclas para cada uno de los nucleos de 1 C
del tetracetato l1c =se reali1zd mediante el anilisis de 1a

correlacidn heteronucleasr bidimensional (Fig., 3Q). E1. cuadrae 12
compara las asignaciones de ecte espectro con los valeores de loas
desplazamientos quimicos para la barondlida (7) %%,

El segundo compuesto aobtenido de marera mavoritaria en la
oxidaciérn con Acido m-ClPR de la pectandlida, correspondid al derivado
Ia (Rt = 13.26 mird . Su formula molecular se calculd mediante
espectrometria de masas por ionizacison quimica como 616H2409. Las
caracteristicas espectroscépicas generales de este derivade Ia
fueron semejantes a las cbservadas gpara el dial (1lb) antericarmente
descrito. De manera sorprerdente, <0 la RMN-H =olo  se chservd
una seffal para un  grupc  acetato vy, en luygar Jde dos  seffales
Fresentes tanto en la materia prima cone & &l otro  producto
mayoritaric de reaccidn (Ib), =se abservés una sefal simple cemtrada
en & 4.1 que 1ntagrd para tres protones. La Figura 31 compara los
espectras de RMN-*H generados por los derivados Ia vy Ib,
observandose la consistencia en =1 desplazamiento quimico y  las

multiplicidades para las cefales geminales & las funcioches

caxigenadas de estos compuestos. De nueva, la resonancia
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Figura 30. Ecpectro de RMN HETCOR (*H-*’C) del tetracetato Ic.
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proténica bidimensiconal permitid establecer inegquivocamente las
asignhaciones para los protones geminales H-1' y H~3' a través de
las correlaciones observadas con €l protdén H-6 del nuacleo de 1a
dihidro-a~pironha v con el protém H-3' de 1la cadena lateral,

respectivamente (Fig. 32).

Mg
1 R=Ac- ;
2 R = Me0CO- S
Js.g = 2,18
Hs Has Jer = 9,26 Jf M2 Mo

Js.g = 2.38

Joop™ 9,49

Figura 31. Multiplicidades observadas ern la RMN —lH para los

metinos quirales de los derivados Ia (A) v Ib (B).
La comparacion de la RMN-19C (Cuadros 10 y 12) de estos

derivados mayoritarios permitié concluir de manera inequivoca que



Cuadro 12. : - ->_;‘ _ ';J ' s g 7 100

Desplazamientos quimiqoéfpg?a-1¢éknﬁqleos 69 13C‘del_tetrace-

tato Ic vy la boronélida (7)13.

C Ic* 7**

2 160.64 162.33

3 125.36 : 121.41
4 139.32 144001
5 S tEglEaTe T T e g

6 e ; 75.53 075,13

B 0.2 70.60
Sz e 71,73 ,';357ti';; 71,62

30.25 30.27.

5 27.04
22,37

7 13,86

*Espectro 8.

**Espectro 10.
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Figura 32. Espectro de RMN-1H (2D-COSY) del derivado Ia.
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el grupc acetoxilo en C-3' sufria una oxidacidén para convertirse
en un g9rupc carbonato, va Que en €l derivade Ia se observe un
arupc carbomile en & 155.9 vy un metoxilo en & 54.57, seffales que
sustituyer a las observadas para unc de los grupos acetoxilo en el
derivado Ib (Fig. 33).

El analisis de la RMN-*H (Cuadros 9 vy 13) permitié establecer
la conformacian preferida que adortan ambos derivados en solucidn.
Ern primer lugar es importante destacar la ausencila de acoplamiento
entre los protones H-1' y H-2', situacidén que comprueba el
establecimiento de un puemnte de midrogenc entre los dos  arugpos
hidroxile vecinales v, por lo tanto, la formaciorn de un AnQulo de
aproximadamente ¥0° entre estes dos protones (Fig. 34). El valor!
de la constante de acoplamientoc de ? Hz entre =l protém H-1' v 1
praotéern H-6 denostraba la formacidrn de un angulo dihedro cercano a
130° vy, asi, permitid disponer de manera antiperiplanar a los
sustituyentes electroatractores en C-6 v C-1'. Esta conformacidn
permitid vicsualizar el procesc que sufre el acetoxilo en C-3' para
su transformacién en la furcionalidad carbonato, mediante el
establecimienito de un cetal ciclico intermediaric Ssobre el cual
sucederia una transposicién de tipo Baeyer-Villiger. El mecanismno
para esta tranmnsfarmacién en las condiciornes acidas de reaccidrn con
4dcido m-ClPE se ilustra en la figura 35. Un apoyoe bibliografico
para esta secuerncls mecanistica se ocbtuve de la doble reaccién  de
Baeyer-Villigaer observada en cetales ciclicos para la Jgenseracidn

424
de crtocarbonatos ™.
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54.57
A
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Figura 3X. Egpectro de RMN—"gc de los dicles derivados Ia (A) Y4

Ib (B).
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Cuadro 13.

| e aas
4 . 7.08 aa
PR (9.6, 6.1)
s . . s.aiaa
_ (6.1, 2.2)
6 4. 4,55 ad
s ‘ S 9.3, 2.2)
1 ) 3.88 dd
_ B (9.3, 0.7) : i
2! o 4.06°4d S 89.73
: - (5.6, 0.7) T
30 = 5.17 dad e f9_7'6",-'é°,l
' (6.4, 5.3) Bt
4 . 1.68
5 1.52
6 U129
7 0.90
MeOCO0- 4.11

~ ¢ 83 3 3
n
N
i
o

MeCOO- 2.14 (s) . 171.80

*Espectro 11,
**Figura 34.
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' del diol

Figura 34. Proyeccién de Newman para el enlace C,'- C

2
Ib.

~ d —-H;O
3 ——
) RCO,H
o G

\
0

@)
H

Figura 3T. Secuencia mecanistica para la transposicion de:

Raeyer-Villiger.
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El anali=is de la mezcla de oxidacidn de la pectindiida
mediante CG-EM permxtié:la sepatacidh de dos productos adicichales
(Rt = 14.90 y 17.01 min). Los espectros de masas obtenidos
demostraron que estos corresponden a i1sémeros estructurales del
compuestao Ib ya que sélo diferian en las abundancias relativas de
log picos observadeos en el espectro de maSas por impacto
electrénico (Fig. 36). La férmula molecular para estos derivados
se verificd mediante el registro de sus espectros de masas paor
ionizacién quimica.

La acetilacion de la mezcla (parte experimental 4.5.2.2 vy
4.5.2.3) constituida por los tres i1sdmercs (Rt = 14.7, 15.3 .y 1?.0
mir) produlo el misma producto de reaccidh que el obtenido 'dé
manera independiente para el diol mayoritaria Ib. Estos
resul tados se apovaran mediante el analisis de CG~EM de ia mezcla
de oxidacisn y de su producto de acetilacidérnn (Fira. J37). Una
alicuota del residuc de acetilacidn se analizd mediarnte sasta
téchnica obteniéndose un cromatograma compuesto por un sélo  pico,
cuya tiempo de retencidn fue idéntico al desarrollado pFpor el
derivado acetilado Ic (RF = 13.68 min). Este resultada
experimental evidencid la generacidn de proaductes de trans-—
esterificacidn a través del establecimiento de cetales ciclicos
intermediarios de S v 6 miembros en €l dicl Ib (Fig. 35), mismos
que carncstituyeron el sustrato sobre el cual procedid el rvearregio
de: Baeyer-Villiger para la geﬁerac:én del carboriato la.

El tratamientc de la pectindlida con tetrdxido de osmnio en

piridina generd un sélido amorfo de color café (p.f. 60-62°C), el
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cual presentd una gran estabilidad  al tratahienbo basico. El
analisis de RMN demostrd que este producto  (1d) correspondia  al
éster ciclico de ozmic intermediario en la reaccidrn de oxidacidn y
cuya estabilidad era ccasiochada eor la coecrdinacicn coen  dos
moléculas de piridina (Cuadro 14). De manera sorprendente, el
ataque del aaente electrofilica suced:® sobre &1 doble enlace
conJuaado al carbonilo de la S-lactona y, por lo tanto, demostraba
una gran flexibilidad ern la cadera lateral de la pectirdlida.
Esta adicion se reallzo por la cara o del nucleo de S, 6-dihidro-o-
eirona, debido al efecto estérico pravodado por la orientacion
fA-axial del grurpc acetoxilc en (-5 sobre la cara si-re  del dople
enlace CG_C4 . La evidencia en favaer de la orientacién

propuesta para la generacidn del &ster de osmic Id se obtuve al
Szan 344 (17.070 mimd

126 OAc

.0Ac

20

OAc

RTY N AR

_‘xliLﬂl‘;m | b e

L

AQ A2, Ad 1K 1 20

i £ i
Figura 37. Analisis en cromatografia de gases-espectrometria de

masas del praductae de acetilacidn de la mezcla de

oxidacion de la pectinslida.
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Cuadro'l4.:',” 109

3 8
C {constantes de acoplamien-

de dSmio id.

FREI

169.52

87.01

72-4a - . 88.18

U513, 2h68)
5 oi5230-dd © 74.22
: e 206, 1.7
6 Costpest g Tl dd 73.86
S e, 1Ty '
1 - 's.é5.4d- 132.25
(10.7, 7.9) -
2 ‘ 5.56-dd 126,91
D © (1047, 9.3) E
30 5.61 ' 70.07
(9.3, 7.0, 6.5)

4r 1.66 m 34.36

5¢ o 1.58 m 27.11

&' .o ol.24m 22.46

7' - - S 0.91. t 13.97
2n-6" o 8.95 d (4H) 149.86, 149,72
3nogw w 0 7.55 m (4H) 125.64, 125.61
an e 7.92 m (2H) 141.08, 140.99

*Espectro 12,
**Espectro 13.
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observar el  fuerte efecto paramagn2tice en el desplazamiento
quimice del nucleo H-6 (& &.1), el cual se provoce a traves de la
polarizacion p-gauche 1nducida sobre C-6 por el enlace eterec que
sustituve al centro C-4 (Fig. 38). La secuencia de interacciones
espin-espinn (2D-COSY) para los ndcleos HB—HS retrmitid asighar cada
una de las resonancias para los pretomries de la S-lactonas como  se

ilustra en la figura 39.

Figura 38. Efecto y~gauche observado sobre el C-6 del éstar

ciclico de osmio Id.

Par ultimo, las condiciones utilizadas rara la hidrdlisis de
la pectindlida generaron un solo productao mayaritario, el cual fue
Vdesignado comce &1 derivade le. El1 arndalisis de la RMN (Cuadra  15)
demostrs la ausencia de las seflales correspondientes al doble

enlace conjuaadce al arupoe carbomilo de la &-lactohna v la presencia

n

de las sefales caorrespondientes a un  grupc metoxilo. Esta

observaciones suglirieron Un mecanlsno de adicidn nucleofflica de

124

tipe 1,4 del metanol., utilizanda come disclvente de &

reaccion, al sistema de dihidro-a-pirona.
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Cuadro 15.'

. P 13
Desplazamientos quimicos de lH y ¢’ {constantes de acopla-

miento 'g-H.J = Hz) Qel producto de hidrélisis Ie.

Nicleo _k‘\' ;‘f‘,f6lr'v : “”}{ﬁ S 830k
171.25
3 He 33.82
C o 2703,76.1) S
2067 (Ep)aa”
L 7.3, 3.8) ;
L4 o e 412 dad - - 84.27
o S (6.1, 5.4, 3.6 b
5. , 4.45 & ‘ L 76.77
B L (5. S
6 : : 4,98 ad ' S eli71.05
o (8.7, 5.4) e el
1+ . 5,72 aa ' : 131.71
,» (1001, 8.7) o
2'0 -7 s.a-5.5m | 129.98
3' . s5.4-5.5m : ' 65.88
ar . 1.68 m ’ . 34.75
5° ' 1.57 m 1 27.16
6" 1.30 m 22.51
7 0.90 t 13.95 o
-oMe 3.30 s BV CEE
MeCOO- 2.04 s

171.40, 21.34

*Espectro 14.
**Espectro 15.
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La RMN-'H del producto de Fidr&lisis presentd un sistema ABK

formado por los protores del metilerco C~-3, centrados en & 2.6

| &)

(H-3B) ¥ & 2.67 (H-3a), ¥ en &l metine securdario C-4 (& 3,.12)e

Los valores observados de Jaﬁ—4 = 6.1 Hz v Jaa—4 = 3.6
Hz verificaron la cerientacion axial para el sustituyvente metoxilo
en C-4, v paor lo tanto, la adicidén hucleofilica de &éste procedid
por la cara o del nuclec de dihidro-a-pirona. Este analisis
demostrd, de manera adicional, la flexibilidad de la cadeha
lateral, cbservacieon que se corrobord a  través del procesoa de
hidrolisis concomitante qQue sélo sucedid en €1 grupc acetoxile en
CS. De esta marera, la estructura del producto de hidrélisis de

la pectinsdlida se establece como la 65-[35- (acetiloxi)~-12-

heptenilol -4R- (metoxi) -55- (hidrox1) -tetrahidro-ZH-piran-zZ-ona.

55 EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA
PECTINOLIDA Y ALGUNAS 5.6-DIHIDRO-o-PIRONAS RELACIONADAS.
La evaluacidn preliminar de la actividag antimicroilana
(Capitula S.1) de las plraonas alsladas de Hyptis pectinata
demostrd wuna actividad significativa en contra de bacterias
Gram-positivas. Esta observacidén permitid proponer la realizacidn
de una evaluacidn antimicraobiana secundatr1a mediante la
determinacior de la concentracidrn minima inhibitoria (MIC) para la
pectindlida (I) vy la hiptdlida (II), canstituyentes responsable=
de la actividad antimicrobiana de H. pectinata y, al mismo tiempo
realizar la evaluwacidn antimicrobiana de cinco a-pironas naturalaes

(III-VII), toadas ellas aicladas de especies de latbladas, v de los
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cuatro derivadoz semizsintéticos de la pectindlida (la-le). La
figura 40 incluye las estructuras de eshtos compuestos. L&
evaluacidén cualitativa de la actividad antimicrobiana se realizéd
mediante el métada de difusidénm en agar vy los resultados cse
presentan en €1 cuadro 16. Este ensayo preliminar demostvrd que
los productos rnaturales I-IV v loes derivados Ia v Ib  inhibian el
crecimiento de las bacterias Gram-positivas (Bacillus subtilis Vv
Staphylococcus aureus) a concentracliones mencores de 100 ug ml—l-
Toda=z las pironas evaluadas fuerorn 1nactivas en conbra de Candida
albicans y bacterias Gram—-regativas (Escherichia coli y Pseudomona.
aeruginesal) a concentraclonss menores Jde 100 ug ml_l.

Los experimentas para la determinacicn  de la concentracion
minima inhibitoria (MIC) se realizaron dnicamente para los
compuestos activos en contra de las bacterias gue mostraron mavor
sensibilidad v estos resultados se presentan en el cuadrao 17.

La pectindlida (I) y =us derivados Ia-Ic desarrcllaron el
mayor efecto irnhibitorio con valores de MIC entre 25-50 -} ml_1
para B. subtilis y de 50-732 ua ml_1 rara 5. aureus, [=4]
contraposiciodn a la inactividad observada para leos derivados Id vy
Ie. La hiptelida (II) y la desacetilepiolguina (II1) presentaron
urna actividad margirnal en contra de £ subtilis (MIC = Lot g

- 1 . i
ml ) v fuerorn inactivas en contra de los microorganismos de

Frueba restantes. Las Pilronas Iv-vi, estructuralm=nte
relacionadas con el compueste 111, presentaron valores ode  MIG
superiorez a 100 ug ml—1 para la levadura vy las bacterias

utilizadas.



Cuadro 16,

Evaluacidn cua itrniva de;ié“aﬁtiVidad'antimicrdbiana de algunas 5,6-dihidro-=-pironas

(g ml-l)

ubtilis’ @ 8. aureus P. aeruginosa E. coli C. albicans

5007100 50 500 250 500 250 300 250

Compuesto::

Productos Naturales

9 3 5 2 - - 4 2
iII;‘ 3 - - — = - - - -
Ili,: 2 - - - - - - - -
v 3 - - - - - - -
v 2 = - - - - - - -
vI RS - - - - - - - - -
vIT L -z - L - - -
Derivados sintéticos:
Ia T 7 5 3 = - - ST T 4 2
b , S T T s - - . - 4 2
Ic 5 -3 ‘7 2 ’ - ’ 8 5. "3 - - -
a7 B W'.."’ @ T g T TETETTE A TR - - -t" N = - T -
Ie - - - - - - - - - -
Estandar:
Estreptomicina ' 13 ’ L7 ‘ o l 7. o o le0 “, e

911

Nistatina e o BRI = SEEI ”.': s




Cuadro 17."

Evaluacidn cuantitativa de'la ién méxima ‘inhibitoria

(vg m17t ) de'los épmpﬁersyt‘éos'-%a‘étiv'os’

Compuesto REETR N jﬁ.'VA mjaiﬁicans

Productos Naturales:

I
11 -
III =
v -

v -
vl -
viI -

Derivados sintéticos:

a so 75 : 300

Ib T e R 7500 . 300 7

1c 5o w0 o 200
Estandar: :
Estreptomicina ‘ 3.12iia :,"f~lf56 SR A” YO;SVI e ST ~;"" '-[
Nistatina . - ' - k - ‘ 10

FASY
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Las siguientes conclusiones derivan de la correlacidn  entre
la estructura quimica de los compuestos evaluades (I-VII) vy  la
actividad antimicrobiana desarrollada para estas S,B—dihldro—m—
pironas:

i. La presencia del doble enlace conjugado al gruro
carbonilc de la a~pirona constituye wun requisito indispensable
para la actividad antimicrobilana, come 1o demostré la  irhibicidn
desarrollada por la pectindlida (1) vy sus derivades Ia-Ic. Al
Parecer, la pérdida del poder alquilante que resultaria de la
cotijugacion del doble erlace A? con el carbonilo del nuclec  de
dihidra-a-pircona es la respansable de la inactividad observada en
las pironas Id y Ie.

2. La sustitucidn de la posicidn C-5 en el nucleo basico por
urs grupo acetoxilae cotr orient;cién €S incfemehta 1la Vactividad
inhibitoria. . 7 7 7 : k

3. La actividad selectiva en contra de bacterias Gram
positivas (25-100 ug ml_l) al parecer se asocia con la‘ Presencla
del residuoc de l-acetiloxi-n-pentilo de la cadena lateral en la
pectinsdlida, va que la asperlina (19) y'su cangerneres, COmncs la
6—(1,2—trans-propen110)—5,6—d1h1dr0—2H—piran—?—onass, o presentan
actividad inhibitoria a concentraciones menares a S00 ug ml_l.
Por otra parte, la comparacien de la estructura qguimica vy la
actividad anticandida sntre la pectindlida (M1C 250 pa mlnl) y la
agperlina (MIC 735 ug, ml—l) permite especular Aque una mavor
actividad inhibitoria serA desarrollada comc resultado de la

presencia de una funcidrn epoxidica en la rposicidn C1°'-C2° de la

cademna lateral.
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6. CONCLUSIONES

1. La evaluacidn cualitativa de la actividad antimicrobiana del
extracto cloroférmico de Hyptis pectinata (L.} Poit.
(Lamiaceae) demostré una actividad inhibitoria significativa
sobre bacterias Gram positivas, misma que se correlaciond,
mediante un procedimierto de aislamiento bilodirigido con s
nuevo  agente antimicroblano, la pectindlida. El alto
rendimiento de este metabalito secundarioc Justifica
ampliamente las propledades antisépticas demostradas por  las
infusiones preparadas corn la hierba del burro (M. pectinata)

en la medicina tradicional de nuestro pais.

2. La estructura vy la estereoquimica absoluta de 1la pectindlida

se establecieron como 1la 65-[(3S-acetoxi)-1Z2-heptenill-S55-
(acetiloxi)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona, con base en evidencias

espectrascépicas, quirsdpticas vy quimicas.

3. bLa similitud estructural de la pectindlida con los metabolitos
antimicrobianos de Aspergillus permitid realizar un disefio
experimental para la semisintesis de analogos de la asperlina,
a pPartir de la funcionalizacidn de 1los cdobles enlaces

pPresentes en la pectindlida.
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La evaluacién cuantitativa de la actividad antimicrobiana de
la pectindlida y algunas 35,6-dihidro-a-p1ronas sintéticas vy
naturales permitid concluir gque el efecto inhibitorio

l) para PRacillus

demostrado por la pectinslida (25-50 pg ml
subtilis y Staphylococcus aureus se asocla con el nucleo de
S5,6-dihidro-a-pirona sustituido en 1la posicion C-5 por un
grupo acetoxilo. Al parecer, la presencia del residuc de

l-acetiloxi-n-pentilo de la pectindlida confiere una actividad

selectiva en contra de bacterias Gram positivas.
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