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1. INTRODUCCI ON. 

El origen de las enfermedades infecciosas es tan antiguo como 

el género humano y el uso de vegetales para la 

terapia de infecciones se ha transmitido de generación 

generac1or1 desde t.1empos inmemor1ables hasta nuestros dias. El 

tratamiento de infecciones cot1 algunos agentes quimicos naturales~ 

como la qL,inina, la emet1na y la sanguinarina:- ha sobrevivido~ a 

pesar de que en la actualidad el empleo de los antibióticos y 

algunos de sus det-i vade•s sintéticos ha disminL1ido el interés por 

realizar nuevas investigaciones de ager1tes antiinfecciosos a 

part.i r de ot.ras fL1entes natLiral es di fe rentes a 1 as fermentaciones 

micrcrbianas2
• La aplicación de técnicas microl;:•iológicas 

contemporáneas en lc1s est-Lidios fi toqui micos ha demostrade• el 

potencial de las plantas superiores como una fuente de novedosos 

agentes antimicrobianos y fungicidas3
-

6
• 

estas investigaciones han confirmado el 

En numerosas ocasiones:-

emplee• de 

preparaciones a partir de plat-1tas medicinales con propiedades 

antisépticas para el tratamiento de enfermedades 1nfecc1osas4 '7- 9 . 

Es intet-esante destacar que muchas de estas sust.anc1as de 

poseen modet-ada actividad 

comparación la potencia demostrada por 

derivados de microorganismos. Sir1 embargo,. 

recientes han comprobado el posible papel 

activas desempe!"ían la 

en 

los antibióticos 

i nvest.i gac ic1r1es 

estas sustat1cias 

ecologla de las biológicamente 

plantas que los Y~ por 

en 

le• tanto., representan 



modelos para el estudio de actividades adicionales. Alglinas de 

estas con propiedades t.et·apéLJticas, corno la act.i vi dad ci tc.tó>dca10
, 

. :1.1 
interés b1ológ1co corno la alelopat.1a . 

De la ·;wan riqueza flo1·1 stica mexicana el 

(Lam1aceae> está conformado un grupo de plantas de g1·arr 

importancia económica y medicinal en la vida diaria de 

PLJeblc•. Al 91_~nas de estas especies deben su 1ropc1rtanci a ecc•nórni ca 

a s•.i empleo tradicic•nal come• condimento en la c•.llir1aria nacional, 

por ejemplo la albahaca <Hypt is mutabi lis), la sal v1a blanca \H. 

albida) y la chia (H. suaueolens). Asl cc•mc• Pc•r las propiedades 

ant.1sépticas12
'
13

, ant1pa1·asitarias1
', y toriico estirnulantes14 de 

las que gozan numerosas especies. Es t. a di ve1·sidad de 1.isos 

de las plantas del género Hyptis consti t.uye LU-1 

indicador de SLl pc•sible pot.encialidad farmacológica. 

El aislamiento de diversos compuestos asociados con una 

actividad biológica de interés terapéutico ha marcadc• la paLita 

para algunas de las escasas ir1vestigacic•nes fi tc•qLürnicas 

t-eal izadas de especies del 9énerc• Hypt ts. El anál is1s de los 

aceites esenciales de estas especies ha dernostradc1 ·:iue sus 

propiedades antisépticas son debidas al elevado contenido de 

monoterpenos como el borneo!~ el eucalipto! y el timol~ entre los 

pr1r1•=1pales. corrst.i t.1.~yent.es de est.as eser1c1as
19

'
15 

La acumulación 

de cantidades significativas de estas sustancias act.i vas er1 los 

aceites esenciales explica perfectamente la actividad car~inati~a 

Y analgésico estcornacal de los e>(trac:tos de especies medicinales de 



3 

La ·activ.iojad. citot6xica.potencial de algunas especies del 

9énerco Hypt i.s. tarnt:íi''én.:ha' sido ir1vesti9ada. El estt1dio fi toqul rn1co 

de leos e:"tract.o~~:~ª~.L1osos de las partes aéreas de la hie1-ba martina 

(H. ''ertLcklC:tti:á,'Uha especie 1_1tilizada corno a9ente cicatt·izante y 

citcotoxicc•s17
, la (>-peltant1na y la 4-desrnetildeso}dpodofi lc•tc•>:ina 

<Fi9. 1 l. De leos diterpenos aislados de la 1-a1z de H. fructi.cosa; 

la 14-metoxitaxodiona <Fi9. 1) no solamente presentó una 

actividad bacteriost•tica en contra de bacterias Grarn positivas, 

también resulto efectivo sobre el carcinoma de Erlich en ratas
19

• 

actividad sotwe el sistema de leucemia linfocltica PS y 

cultivo de células KB. El estudio fitoquirnico bic•diri9idc• de este 

extracto mediante el rnonitoreo de la actividad citotóxica permitió 

el aislamiento del li9nano desoxipodofilotoxina (Fig. ll corno e 1 

responsable de la actividad observadat9 . Investigaciones r·ec1entes 

han demostrado que la acu1nulación de cantidades sign1f icativas de 

constituyentes triterpéni~os derivados del ¿c1do ursólico (Fig. 1) 

es la responsable de la actividad detectada en las evaluaciones de 

la potencialidad citotoxica de las especies medicinales de este 

género de labiadas20
• 

consiguiente:"' las investi9aciones fi to·:itü micas 

t-elacionadas el rnet.abo 1 i srnc• secur1da r i o de las especies 

medi•=inales del ·;1énet-o Hypt is representan un e>::t.enso panorama pat-a 

la investi9aci6n de productc•s naturales come• fuentes potenciales 

de sustancias biológicamente activas. 
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HO 

O Me OR 

R= H, 4-demetildesoxipodof1lotox1na 
(1-peltant.ina R= Me, deso>d podof i 1 ot.ox i na 

o 

14-met.oxi t.axodi c•na ácidc• lirsól ico 

Figura 1. Cc•nstituyentes citotóxicos del género Hyptis. 
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La presente investi9aciÓn describe -.iü 
0

aná.lisis fito•:iuimico de 

la hierba _del bLn-rc• <H).•pt ts pee t (nata) especie 

anal9ésicc• estomacal'" y para el tratamierot.c• 

1_1ti 1 izada como 

de enfermedades 

infecciosas de la piel y la rinofar1ngitis~. con el propósito de 

aislar los principios activos responsables de las propiedades 

antisépticas atribuidas a esta planta por la medicina tradicional 

de nuestro pais. 

2. OBJETIVOS. 

2.1 OBJETIVO GENERAL. 

El estudio •:¡uirnico de las especies del génet·c· Hypt ts 

utilizadas en la medicina tradicional ha sido sumamente l uni tado 

y, por lo tanto, la información d1spon1ble relacionada con el 

contenido metabólico de estas plantas 

farmacológica de las mismas es escasa. 

y la potencialidad 

En consecuencia 7 la 

investigación fi toqui mica de este 9énero consti t.uye un punto de 

partida para el desarrollo de proyectos que contribuyan al 

conocimiento de la composición quimica de la flora mexicana de 

utilidad medicinal y representan alternativas importantes para el 

descubrimiento y la obtención de rnetabolitos secundarios con 1_1na 

posible actividad biológica de interés terapéutico. 

Dent.t-c• de este contextc•, el propósito fo_mdarnental de la 

pt·esente invest1gac1ón es el análisis f i toqo_ü mico 
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bic•ding1do de la. planta rnedicinal rne:v,1cana f{~)pt (~ p~ct i.ha~á (L .. ) 

Poit <Lamiaceae) 
- . ' -- <.'.'.·: .- '.'.~' ) o-~:·::¡.<''~.;,;~?'.-

mediante la ·det:entÍinaC:iÓn la 

actividad ~ntirnicrobiana. 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

2.2.1 Efectuar las operacic•nes f1toquimica relacionadas con la 

extracción, separación y Pliri ricación de los constituyentes 

activos antirnicrobiarros. 

Establecer la estrl•ctura molecular de los principios 

activos mediante la aplicación de técnicas de análisis 

it1strumental contemporaneas. 

2.2.3 Realizar la evaluación ClJalitativa y cuantitativa de las 

SlJstancias naturales activas y algunos derivadc•s sintéticos corno 

agentes antimicrobianos pc.tenciales. 
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3. ANTECEDENTES. 

Los antecedentes bibliográticc•s que set·án presentados a 

cc1nt.1nL,ac16n se relac1or1an con la d1st.ribuc16n en' la naturaleza de 

las 5,6-dih1dro-a-p1ronas. 

Estas consideraciones presentarán al lector un par1orarna 

9et1eral de 1 a diversidad estructural y actividades biológicas de 

est.e t.ipo de metabol 1 tos. Al mismo tiempo, esta inforrnac16n 

constituye los antecedentes fitoqu1micos que pennitirán disclJt1r 

la elucidación estructural y la detenninación de la cc•nfiguración 

absc• l uta de las dos 5,6-dihidro-a-pironas con actividad 

ant.imicrc·biana aisladas de Hypt is pect inata. 

3.1 DISTRIBUCION DE LAS 5,6-DIHIDRO-a-PJRONAS NATURALES. 

Las 5,6-dihidro-a-pironas sustituidas en el carbono 6 se 

enclJentran distribuidas en el reino vegetal principalmente en las 

familias Lam1aceae, Piperaceae, Lauraceae y Annonaceae. Se han 

aislado en todos los órganos vegetales incluyendo hoJas~ 

flores y frutos. Estos rnet.abol 1 tcis también se d1 st.r it•L,yen 

ampliamente en diferentes géneros de hongos. 

3.1.1 6-ALQUIL -5,6-DIHIDRO-a-PJRONAS. 

El compuesto mas simple con este núcleo estructural es el 

ácido parasórbico ClJ. Este comPlJesto voláti 1 

Hc•fmann en 1859 mediante destilación por arrastre de vapor del 

extracto acidificado de los frutos de Sor-b'US aucupar-ia 

< Rosaceae) 
21

• La acción del alcali sobre el acido parasórbico 
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produJo la sal amorfa de un hidroxiá.cido insaturado, cuya 

fórmula rnc•lecular se estableció corno C6 H10o3
22

• ALmque el 

ácido parasórbico fue una de las primeras 6-lactonas, 

et, (?-1nsatut-adas aisladas, tomó más de un siglo para que 

KLihn y .Ter·ci-1el 2 " establecieran su estructura como la 

6-metil-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. Dos décadas despLiés, las 

investigaciones de dos grupos independientes establecieron la 

configuración absoluta <8> para el núcleo 6 del ácido parasórbicc• 

mediante degradación de este metabolito 

(+)-(8)-hexan-1,5-diol 2
• y al ácido (+)-(38)-hidroxibut1rico25

. 

2 

3~01 4u 
5 

( 1) (2) (3) 

al 

Numerosas sintesis racémicas del ácido parasórbico han sido 

descritas en la lit.eratLffa, sin embargo, la primera síntesis del 

(+)-(8), se describió recientemente 

Lichter1thaler y cc•laboradores2
'', quien confirmó la asignación 

esteroquimica previa. Investigaciones posteriores demost-r aron que 

el ácido parasórbico no está presente en la planta como tal, 

en forma de glucósido (2) 27
. 

Los homólogos del ácido parasórbico de cader1a alqul l ica corta 

sc•n volátiles y ampliamente utilizados como componentes 

aromáticos importantes y saborizantes en alimentos y bebidas
28

• 
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La 6-propil-5,6-dihidro-Q-pirona (3) fue detectada por CG-Ef'I 

como UF• constituyente aromáticc• neutro del t.abacc• Ni.cotiana 

tabac'U171. <Solanaceae) 2
P. 

La mascoi lactona <4> ft1e el primer compuesto encontrado en el 

aceite esencial obtenido de la cáscara de Cryptocarya massoia 

<Lat•raceae), una planta medicinal de Nt1eva Gtüneaªº. La 

est.ructura PFOPt•esta poi- Mei jr ftJe confirmada pos ter ic•rmente por 

Abe y Satoª' a través del aislamiento e identificación de lc•s 

ácidos obtenidos mediante degradación oxidativa. 

o 

3~ 
1' 7• 

(4) (5) 

La configuración absoluta R de la masoilactona se asignó al 

producto nattffal y que corresponde al enantiómero levógiro92
• La 

estereoquimica absoluta se confirmó mediante la sintesis del 

(+J-<6Sl enantiómero a partir del (+J-<RJ-gliceraldehido. Pirkle 

y Adams, también sintetizarc•n ambos enar1tiómeros <-J-R y (+) -S de 

la masoi 1 actor1a mediante diferentes rutas99
• Su estrategia 

consistió en la separación de los derivados diastereoisomáricos de 

los PFeCtffsores racémicos de la lactona por HPLC y asi se anLdó la 

parcial racemización encontrada pe..- Mori ª'. 

La masoi lactona ha sido aislada de flores de nardc·
95 

del 

fermentadc• de la vid96
, y de dos especies de hormigas 



10 

aust1-al 1 anas, er1 las cuales consti t-llYe uno de. los mecani smcos de 

defensa de estos insectos
97

• Un compuest.o similar la 

6-heptil-5,6-d1h1dro-~-pirona 151 es un constituyente minoritario 

volátil de C. . 37 
ma.ssota 

Se conocen diversos compuestos oxigenados en la cadena 

lat.e1-al o E<n E<l anillo de la lact.ona. Bohlrnann y Suwi ta"º 

propusieron la estructura (6) para una 6-lact.ona aislada de 

Ta.rchonatus tri Lobus CCompositae). Sir1 embargo~ en aquella 

oport.Lmidad no se establecio la esterec•quimica del prcoduct.co 

natLn-al. La confi9Llt'"acion se obtuvo recientemente por sintesis"<>. 

La confi9urac10n R para el centro quiral C-6 se propuso para 

la boronolida (7), aislada por Francay Polonsf:y'º de I'etradenia 

fruticosa (Lamiaceae), mediante rotac16n 6pt1ca y difraccion de 

t-ayos x' 1
• 

La evidencia qu1mica para la conf1gLH'"acion 6R de la 

bo1-onolida aislada de T. barbera.e se obt.1_.,vo mediante la 

degradacion oxidativa del derivado desacetilado para generar el 

ácido D-mál ico qL•e se identi fic6 por CG-EM
42

• 

OAc OAc 

~ 
o 

(6) (7) 

De la planta medicinal africana !boza riparia. !Tetradenia. 

ripa.ria) se aislaron dos derivados de la t:ooron6lida, la 

desacetilboronólida <8> y·la 1,2-didesacetilboronólida (9). 
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La est.rl1ct.ura de los comPllest.os (8) y (9) se propusieron cc•n 

base en el ar1álisis de sus datos 

Pa1-adójicament.e, el de1-ivado <8) se describió corno un cornpl1esto 

0pticarne11t.e inactivo y el result.ado del análisis de CG-EM reveló 

que se trataba de una mezcla de tres diastereoisórne1-os••. N1nguna 

evidencia en 1-elación coro la estereoquirnica para el cornpuestc• (9J 

se ha presentado en la lit.e.-at.ura. !Jos lactonas ( 1(1,11) POCO 

comL~nes fueron aisladas de Eupatori'Um. pi los1...1.m Wal t, especie de 

compuesta r-1ort.eamer icana '
5 

.. 

RO HO 

~ 
(8l R= H 
<9> R= Acü 

o 

o 

(10) R= H 
(11) R= H 

Nurnerosc•s rnetabolitos aislados de hongos poseen uno o más 

sl1sti t.uyentes en las diferentes posiciones del anillo de la 

lactona. Tres de estos compuestos están rnetoxilados en el C-4. 

la pestalotina (12). un sinergista de 

giberelinas, la Cllal se aisló del filtrado de un cultivo del hongo 

fitopatógeno Pestalotia cryptomeriaecola, se estableció med1ante 

las técnicas de análisis inst1-urnental converocionales
46

• Por 

Ellestad, McGah1-en y l<unstrnann aislaron también la 

pestalotina de una especie no identificada de Penicilliwn y la 

denornina.-c•n corno LL-P88üct' 7
• La configuración 5 asigroada al C-6 

ccot1 base en el análisis de los datos de dicroi srno ci rcl1lar se 
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confirmó cor1 los datos obtenidos por aplicación del método de 

Horeau para el producto de la hidt"ólisis básica del compuesto 

meti lado ( 13) obtenido a pat·ti r de LL-P880e1"?. El mismo rnét.cu.:10 

fue empleado pa1·a asignar la configuración absoluta 1 'S al 

compuesto LL-P880e<. 

(12) ( 13) 

La primera s1ntesis del compuesto natural (-)-pestalotina fL1e 

realizada por Seebach y Meyer quienes confirmaron la as1gnac16r1 

esteroqu1mica de Ellestad y colaboradores"º. Esta s1ntesis 

asimétt·ica pt·oporcionó la <-> -pestalotina y (-) -epipestalotina la 

cual fue separada por procesos de cristalización. Además, la 

sintesis de la (-)-pestalotina -fue reportada por Ichimot.o y 

colaborador-es a de la ú-glucosa""' y por Plasaki y 

colaboradores a partir del (+l-<R,Rl-tartrato de d1etilo~º. Los 

cuatro posibles estereoisomeros de la pestalotina fueron 

recientemente sintetizados~•. 

Ellestad y colaboradores obtuvieron posteriormente dos 

metabol i tos, el LL-P880(3 ( 14) y su análogo insatLffado LL-P880y 

(15) de la misma especie de Peni.ci.lli.wn. no identificada. La 

conf1gLffación < 1 'S> y (2' R> del diol vecinal en el compuesto 14 se 
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estat•leció mediante el método de e:><citación de la qLuralidad en el 

d1cro1smo c1r·ctjlar 49 . 

o 

Meo 

OH 

(14) (15) ;9 . 
Meo~ 

o 

(16) 

Strunz y colabot-adores aislaron la pestalotina y al 

6-11'-oxo-pentill-5,6-dihidro-Q-pirona (16) de un no 

identificado y correlacionaron a este p1-oducto natural con el 

derivado generado por la c•xidac1ón de ,Tones de la lactona 

La alqLü lación en el núcleo C-6 y la oxigenación del carbono 

5 de la 5,6-dihidro-Q-plrona constituye un rasgo particular de 

numet-c•sos 6-lactonas aisladas tanto en plantas superiores corno en 

los hongos. La al ta incidencia de tumores gástricos, pc•siblernente 

1-elacionados con la dieta Japonesa, condLJJO a la investigación de 

los constituyentes quirnicos de los helechos comestibles de 

Osm'Unda japonica, y O. resal is variedad spec tabi lis W1 l ld"ª. Los 
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resul t.ados de l c•s est.l•dios f i t.oqui micos 1·eal izados demostraron que 

el cc•nst.it.uyent.e mayoritario de estos helechos es la osmur1dalina 

<17> y la osmundalact.ona (181. La configu1·ación absoll1ta de los 

cent.ros quirales para los núcleos C-5 y C-6 fue inferida a 

part. ir· del análisis del dicroísmo circular y confirmado por la 

sint.esis de ( 181 a partir de la L-ramnosa"'. 

o iS ~ ,, .. ,,OH <:t H 

o 

O A e 

o 
OR 

( 171 R= {1-D-glucosil (19) (201 
( 181 R= H 

Argoudelis y Zieserl aislaron un antibiótico del hongc• 

Aspersillus nidulans, el cual fue denominado corno U-13,933 

( 191 55
• Este compuesto cor1oc1do corno la asperlina ( 191 > t.ambiér1 

ha sido aislado de A. caespitosus56
, A. carneus57 y de la especie 

de Aspert!fi l l us NRRL5769
59

• La estructura y estereoquim1ca 

relativa se estableció mediante experimentos de desacoplamiento en 

la RMN- 1 H. Evans, El lest.ad y Kunstmann, relacl.onaron a la 

dSPet-lina con la fornolactor1a (2ll),. aislada de una especie de 

Ni¡!frospora no identificada, mediante la oxidación del doble enlace 

con ácido rn-cloropet-benzoico para la fc1rrnaci6n de la asper l it1a5
i>. 

El ant.ibiót.ico fornolactona también ha sido aislado de Phoma 

minispora
60 y de la especie del género Ni¡!frospora Z 127661

• La 



configuración absoluta (20) se 
,,'· ·,: .... '";:«·,, ·.':: 

obtuvo mediante el efecto Cotton observádo.pa~·a este metabolito'"". 
,; •' . cS2 
ochrace1..ls y A. 

mel lew•"'ª sintetizan l1na 5,6-dihidro-e<-pirona poco común, la 

aspirona (21), compuesto relacionado con la asperlina y la 

fomolactona, CllYa estrlictura y estereoqLlimica absoluta se confirrn6 

mediante degradación oxidat.iva para la generación de dos 

ft-agmentos quit-ales, el <-l-1-desoxieritriol y el ácido 

<-> -2, 3-epoxibuti rico"" . 

.. ~ 
1 
OH 

(21) 

o o 

(22) 

La alquilaci6n del núcleo C-6, la hidroxilaci6n en C-4 y la 

acilaciór1 en C-3 del anillo lact6nico constituyen un rasgo común 

para las 6-lactonas que presentan actividad fLmgicida. El primer 

compuesto de este tipo identificadc•, fue el ácido alternárico 

(22), aislado del hc•ngo Al ternari solani
65

• La estructura de la 

cadena lateral se estableció mediante degradaciones que incluyen 

hidrólisis alcalina, ozonólisis y oxidaciones con peryodato66
'
67

• 

Otro compuesto similar aislado del hongo Lachnel lula 

f1.1Scosanguinea68 es el ácido lachnelluloico (23). 

Las Podoblastinas A, B y e (24-26) 501"'1 compuestos 

fungicidas relacionados con los compuestos aislados de hongos y 
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constituyen metabol i tos secundarios encc•ntrados en la especie 

vegetal Podophy i i wn pe i tat wn L. <Berberidaceae) 69
• La 

estereoquimica del carbono C-6 se confirmó mediante la degradación 

oxidativa para la obtención del derivado metilado (27> 70
• 

(23) 

OH 

~COOMe 

(27> 

3.1.2 6-ALQUENIL -5.6-DIHIDR0-0t-PJRONAS. 

Existen otro tipo de compuestos, las 

0<-pironas que también representan 

AVO 
HO~ 

(24) R= CH3 <CH2>10-
(25) R= H2 C=CH-<CH

2
>

9
-

(26) R= CH3 (CH2) 12-

6-alquenil-5,6-dihidro-

constituyentes volátiles 

semejantes a sus análcogos saturados. La primera decadieroólida 

encontrada en la naturaleza fue la tuberolactona <28> aislada de 

las flores del nardo Poli.anthes tuberosa L. <Amar i 11idaceae> 34
• 

La estructura se estableció por estudios de RMN-'H y EM. La 

configuración absoluta R del cart•ono C-6 se determinó mediante la 

hidrogenaciór1 del producto natural para la 

(+l-5-decanolida <29), previamente preparada mediante reducción 

rn1é:rc•biológ1ca a partir del correspondiente cetoácidon. 

Ot.ro aceite volátil la at-gentilactona <30> se extrajo de los 

rizoroas de Ari.stolochi.a areent i.na Gris La 
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hidrogenación de este producto natural seguida de una 

saponificación del anillo de lact.ona Proporcionó el ácido 

(28) (29) 

5-hidroxidodecanoico. La configuración cis del doble enlace 

exc•ciclico y la orientación pseudo-equatorial de la cadena lateral 

se determino mediante el signo positivo de la curva de dicroísmo 

circulat- que permitió la asignación de la configuración R al 

único cent.ro quiral de la argentilact.ona72
• La conf iguraci6n 

absoluta del compuesto natural se cor1firmó a través de su sintesis 

a partir del aldehido quiral (31), utilizando una reacción de 

Wi ttig para la introducción de la cadena lateral 79
• 

o 

~ ~" <31> 

o 
(30) 

La familia de las labiadas <Lamiaceael es la fuente nat• .. iral 

de diez 5,6-dihidro-0<-pirona con diversos grados de oxigenación en 

la cader1a lateral alqueni lica. 

La umuravumbólida (32) y la desacetilumuravwnb6lida (33) de 

Tetradenia riparia, cuyas estructuras se determinaron mediante 
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técnicas espectroscópicas, r·epresentan las estrl•Cturas m~s 

La configuración trans del doble enlace exociclico se 

propl1so con base en la intensa absorción observada en el IR cc•n ur1 

-1 
máximo en 965 cm • De manera sorprendente, estos compuestos no 

presentaron rotación óptica, postulándose la existencia de estos 

productos nat.lwales como racematos en T. . ' 74 rtparta 

La primera 5,6-dihidro-0<-pirona sustituida en el núcleo C-6 

aislada de la familia Lamiaceae fue la hipt.6lida 

pectinata (L.) Poit75
• 

(34> de Hyptis 

(32> R= AcO 
(33> R= H 

OAc 

(34) 

La estereoquimica relativa para los cer1tros qlürales de la 

hiptólida se determinó mediante análisis de Rayos X, el cl1al 

también demost.ró la configuración cis del doble enlace 

exocicl1co76
• La configuración absoluta <6Rl se conf'irmó mediante 

el efecto Cotton PC•sitivo mostrado para la hiptólida76
• 

De especies del género Hyptis se han aislado seis 

alquil-5,6-dihidro-0<-pirona, las cl1ales present.an la misma 

estructura general. embargo, éstas difieren en la 

estereoquimica de los centros qu1rales ac!clicos. Dos compuestos 



19 

la ar1amarina <35) 77 y la olguina !36) 79 fueron obtenidos de Lma 

especie sudamericana no identificada de este género. 

(,?Ac (,?Ac H 

7~ 
AcO OAc ºy 

o 
(35) (36) 

Un tercer compuesto la 5-desacetox1-5'-eplolgu1na (37> se 

aisló del extracto acetónico de las partes aéreas de la especie 

mexicana Hyptis obloneifolia Bentham ?s>, su estructura se 

estableció pór difracción de Rayos X. 

(38) R = 1 R2= OH 

<37) (39) Rl= R2= Acü-

(40) R = 1 OH R2= Meü-

Otras tres a-pironas adicionales la 6R-C5R,6S-(diacetiloxi>-

1S, 2R-<dihidroxil-3E-heptenilJ-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (38), y 

su derivado acetilado (39) y la 6R C5R,6S-(diacetiloxil-1R-
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(hidroxil-2R-<rnetoxil-3E-heptenill-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (40> 

se caracterizaron durante el estudio titoquirn1co de esta especie 

mexicana utilizada corno insecticida. La estructura y 

estereoqulrnica de estos metabolitos se obtuvo mediante dicroismo 

y por correlaciones qui micas a partir de la 

4-desacetoxi-10-epiolguina90
• 

La curva positiva observada en el dicroísmo circular 

estableció la configuración <R> para el centro quiral C-6 de los 

productc•s r1atut-ales (:37) y (39). De esta manera,la estereoquirnica 

absc• 1 uta par a est.c•s cornplJest.os y los der 1 vados (38) y (401 se 

det.et-minó inequi vocament.e00
. 

La estruct.Lwa de la 4-desacetc•xi-10-epiolgLuna C37l es sirnilat-

a la de ),a olguina (;36) y solamente difiere en la ausencia del 

grupco acetoxi lo en C-5 del núcleo de a-pirona y la cc•nfiguracion 

inversa del centro C-5' en la cadena lateral. La relación 11 pref 11 

para C-5' y C-6' en la 4-desacetoxi-10-epiolguina se estableció 

mediante difracción de Rayos X. Por lo tanto, la configuración 

C5'Rl y C6'Sl se asignaron a estos centros quirales00
• 

OAc OH 

(41) 

o 

C5H11 (4.2) 
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La sinrotólida (41J fue aislada de Syncolost<>mon 

ro t 1 .. mdifo l i1..1s; y representa una estrl1cturalmente 

relacionda con los compuestos antes mencionados. Expet·irnentos de 

desacoplamientos de RMN-'H y 13c permitierc•n establecer la 

estrl•ctl..-a para este compuesto, en tanto que la estereoquimica de 

sus centros qu1rales y la naturaleza cis del doble enlace se basó 

en estudios de cristalografla de Rayos X91
• 

Un comPl1esto poco común 1 a <S'Z, 8'Z, 11'Z-6-heptadeca-

5',8',11'-trienilo-)-5,6'dihidro-2H-piran-2-ona (42) se extraJo 

como un aceite incoloro de la alga roja Phacelocarp"US 

labillardieri <Sphaerococaeceae) y su estructura se determinó por 

La·posición del sistema triénico homoalilico en la 

cadena lateral se fundamentó en el aislamiento del hexanal 

obtenido de la ozonólisis del compuesto <42) 92
• 

del C-6 quedo sin resolverse. 

o 

(43) 
(44) 
(45) 

R3 OH 

OH 

La estereoquimica 



Tres nuevos agentes antit-L1morales que contienen tosfato, 

CI-920 (43), PD113270 (44) y PD113271 (45) fueron aislados de 

subespecies de Streptom.ices pulueraceus89
• La estructura qui mica 

de estos compuestos fue propuesta po1· análisis de RMN- 1 H y por 

degradacióro qui mica84
. 

Otro antibiótico antitumoral la kazusamicina B <46), 

obtenido de la especie de Streptom.ices No. 81-48485
• 

OH 

OH 

o 

Seis cc•mpuestos todos derivados del geranilnerol, fuercir1 

aislados por Bohlmann y colaboradores, de Ichthyothere ulei 

Thumb (compositae). La estructura del compuesto <47> y la 

ictiouleól ida (48) se establecieron por análisis de la RMN- 1 H86
• 

El desacoplamiento quimico de los protones del espectro de RMN- 1 H 

del compuesto (49) y (51) revelaron la presencia de lm grupo 

hidroper6xido en la cadena lateral. 

trifenilfosfina a la solución de (49) y 

correspondientes dioles (50) y (52), los 

detectaron corno productos naturales en la 

La adición de 

(51) generó 

cuales también 

planta86
• 

los 

se 

La 

configl1ración del centro quiral C-6 no fue asignada para estos 

compuestos, cuyas estructuras están estrechamente relacioroadas con 



la acantoaustrál1da (53) aislada de Acanth:u.spermlJ.111. 

<Composi tael 97
• 

o 

(49) R= OOH 
(50l R=OH 

OH 

R 

<47> R= H 
(48) R= AcO 

o 

(51) R= OOH 
H C52l R= OH 

o 

(53) 

OH 

3.1.3 6-ARIL-5,6-DIHIR0-0t-PIRONAS. 

23 

austral e 

OH 

Otro tipo de compuestos cc•n núcleo de 0t-pirona sor1 las 

6-aril-5,6-dihidro-0t-pironas corno la psilotina (54), originalmente 

aislada de PsilotlJ.111. nudlJ.111.99 y de Tm.esipteris tannensis99
, ambas 



24 

especies de la familia Psilotaceae. De la hidrólisis de la 

psi lotina se obtuvo la agl icona, psi lotinina (::.'o5), y D-glLJcosa"'°. 

La oxidacion con trióxido de crc•mo de la psi lotinina generó el 

ácido p-hidroxibenzóico el cual indicaba la presencia de un anillo 

bencénico 1, 4-disListi tui do. A pesar de que (55) t.iene un solo 

centro asirnétt-icco, la psilotinina se aisló ópticamente inactiva y, 

por lo tanteo, la racemización deberla ocurrir durante la 

hidrólisis enzimática del producto natural (54). La 

hidroxipsilotina <56) un constituyente minoritario de Psilotwn. 

nudwn tamtoién sufre una racemización si mi lars>i. La configuración 

(68) se estableció para la psilotina mediante estudios de 

dicroismo circular y por la s1ntesis total de la psilotina y su 

~ 
o 

(54) R = ~-D-glucosil R = H 1 2 
(55) R = R = H 1 2 

(57) 

(56) R = 1 H R-= 
L 

OH 

La goniotalamina (57), una 5,6-dihidro-a-pirona con un 

estirilc• sustituyendo la posición C-6, se ha identificado en 

cuatro especies de plantas de dos diferentes familias. La primera 
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ocasión fue aislada por· Hlubucek y Robe..-tson''" de la corteza de 

Cyrptocarya caLoneura <Lau..-aceae>, y el empleo de métodos fiSlCOS 

y de RMN- 1 H permitió establece..- la presencia de un anillo de 

6-lactona-e<,¡J-insaturada y un anillo de benceno sustituido, el 

cual fue confir·mado por oxidación para generar el ácido benzóico. 

La conf1gL...-aci6n trans del doble er1lace exocicl ico fue asignado 

por la absorbancia en IR a 973 crn- 1• 

(58) 

(59) 

(60) 

(61) 

R = 1 
R -1-

R = 1 
R = 1 

R2= 
R3= 
R =· 

1 
R2= 

Rs 
o 

R3 = H 

H R2 = Acü 

AcO R3 = H 

H R3 = OH 

Las especies del género GoniothaLamus 

fuentes ricas de 6-aril-5,6-dihidro-e<-pi..-onas. 

(62) 

<Annonaceael sorr 

La goniotalarnina 

(57) se aisló de las especies G. andersonii, G. macrophyLLus y G. 

maLayanus""'. G. sesquipedaLus y G. erifi thi i propo1··cionaron 

cuatro compuestos análogos a la goniotalarnina, los cuales dif'ie..-en 

en el gr·ado de hidroxi lación y/o acet.i laci6n de los cent..-c•s 

quirales C-1' y C-2', el gonc•diol <58l, el rnor1oaceti lgonodiol 

(59), el diacetilgonodiol (60) y el gonotriol (61>. 
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de estos compuestos se estableció mediante análisis de su datos 

espectroscópicos de RMN-'H y espectrométricos"'4 • Se dernostr6 

la estereoqllirnica de los centros C-1' y C-2' era idéntica en los 

productos natllrales (58-61> mediante intercc•nvet-siones quirnicas. 

La conf1gllrac16n <l'Sl y (2'8) para lc•s cuat.ro compllestos se 

prOPL•so a part.ir de la hipótesis biosintética que involucrarla la 

epox1dac16n de la goniotalam1na y la subsecllente apertura 

enz1mat1ca del ep6x1do trans para dar el. correspondiente d1ol 

(58) 95
• El ep6x1do intermediario (62l se aisló recientemente 

G. macrophyL Lus""". 

o 

Meo 

R1 

o R2 

(63) (64) R = 1 R = 2. H 

(65) R1+ R = 2 -O-CH2-o-

La este1-eoqu1rnica 1-elativa de este ep6xido (62> se dedujo a 

partir del valor de la constante de acoplamiento entre H-1', 

y H-1 ' , H-6 '""". 

de 

H-2' 

Del géner-c• Cryptocarya <Lauraceae> también se aislo Lma nueva 

6-aril-5,6-dihidro-a-pirona con un doble enlace hexociclico en la 

posici6r1 3 1
• La criptocarialactona <63l se aisló por primera vez 

de C. bourdtLLont Garnb97 
y posteriormente de C. m.oschata

99
• La 
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estructura (63) se prc•puso por el análisis de sus datos 

espectroscópicos y espectrometricos97
• 

Un gran númerc• de 6-aril-5,6-dihidro-c;-pironas meto:>(iladas en 

C-4 se han aislado del arbusto tropical Pi.per methysti.c'Unt 

Forst. (Piperaceael, ampliamente conocida en las islas del 

Pacifico Sur como Kava y Kawa. Esta especie es un importante 

remedio en la medicina tradicional y constituye la base para la 

preparación de una bebida ampliamente utilizada en los ritos 

ceremoniales y sociales de los polinesios99
• 

o 

Meo 

R1 

(66) R = 1 R = 2 R = 3 
H 

(67) R = 1 R = 2 -O-CH2 -o- R3 =H 
(68) R = 1 R = 2 H R = 

3 OH 
(69) R = 1 O Me R = 

2 R = 3 H 
(70) R = 1 OH R = 2 O Me R = 3 

H 
(71) R = 1 R-= 

:L 
O Me R3= H 

La qLlimica de las piperólidas o lactonas kawa (64-71l se ha 

descrito ampliamente en la literatura99'~º0 • La estereoqui mica 

absoluta del centro quiral C-6 para las piperólidas se confirmó 
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mediante dicroismo circular
101

• 

Finalmente, los compuestos (66), (67), (69) Y <71> también se 

aislaron de la 

<Lauraceae) 1º 2
• 

especie brasile!'ía Aniba 

3.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS 5,6-DIHIDRO-e<-PJRONAS NATURALES. 

Pocas investigaciones se han realizado conducentes a la 

evaluación de la actividad biológica potencial de las 

5,6-dihidro-e<-pironas. 

Algunas 5,6-dihidro-a-pironas Sllstituida en el núcleo C-6 han 

presentado actividad alelopática. El ácido parasórbico (1l> la 

psi lotiroa <54> y la criptocarialactona (63), inhiben la 

germiroación de 

pl antas1oa,10 ... 

las semillas y el crecimiento de las 

Las 5,6-dihidro-e<-pironas aisladas de hongos exhiben una gran 

variedad de act1v1dades biológicas, destacando la 

ant1microb1ana y fungicidas. Los cornpuestc•s < 1 9 l y < .20) 

act1v1dad 

aislados 

de especies de Asperei. l lus y Nierospora presentaro act.i vi dad 

arotimicrobiana56
'
60

• 

La asperlina (19) presentó una actividad inhibi tc•r ia 

significativa principalmente contra Gandida albicans !MIC 75 

µg/ml). La concentración minima inhibitoria obtenida para estas 

oc-pironas ero contra de Salmonel la paratyphi. fue de 50 µg/rnl y 

para Trichomonas vaeinalis de 80-90 µg/ml 
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La pestalotiroa < 12> estimula el crecimiento vegetal. efecto 

parecido al ácido giberél ico'6 en plantas. mientras que la toxina 

1 <72>. aislada del hongo Al ternari e i tri. y el ácido al terroárico 

<22), aislado de A. soLant. son sustancias f'itopatógenas 65
''

0
". 

OH 

·Hd. 
- ~-· :__·· o 

(72) 

El compuesto <72> es responsable de las manchas 

desarrolladas en las hoJas de lc•s citricos, y el 

alternárico <22> es el responsable del colapso del tejido vegetal 

y el marchitamiento de plantas económicamente importantes de las 

f'amilias Solanaceae, C.ruciferae y C.ompositae. 

El ácido alternárico <22> y las e<-pironas aciladas en el 

cat-bono 3 son toxinas fungicidas especl ficas' 0 ª. El compuesto 

(22) inhibe la germinación de las esporas de Absidia 6Lauca, 

Hyrotheciwn. verrucia 

concent.racic-r1es
65

. 

y Stachybotrys atra, a muy bajas 

De las a-pironas naturales aisladas a partir de plantas 

supet-iores, la goniotalamina (57) presentó actividad fLmgicida. 

La actividad embriotóxica y teratogénica demostrada para la 

goniotalamina (57> y su derivado oxirano <62> justifica el uso 

popular qL1e las especies del género Goniothalam.us tienen en 
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Malasia como agentes abortivos"''. 

El gonotriol (611 presentó toxicidad para las larvas del 

crustáceo Artemia salina CLC.50 269 pprn), también produce un 38/; de 

ir1hibición de las agallas inducidas por Aerobacteriwn. tumefaciens 

en la papa y una moderada actividad sobre células tumorales 

humanas, especialmente significativa para el carcinoma mamario 

(ED r 9 / l)106, 10? 
5(1 '-'· - µg m • 

Las c.-pironas <37-40) aisladas del género Hyptis también 

presenta1·on una rnc•derada actividad tóxica para Artemia sal1:na 

CLC50 85-280 pprn) y Lma actividad ci tc•tóxica poco sigrii ficati vaªº. 

La osmundalactona (18) inhibe la aliment-ación de las larvas 

de las mariposas Eu.rema hecabe mandarina y, por lo tanto, es el 

metabolito responsable de la actividad "antialirnentaria" del 

helecho Osmv.nda japónica. De manera interesante, dos especies de 

hormigas del género Componotv.s emplean la masoi lactona <4> come• 

L~na sustancia de defensaª1 ·ª7
• Por úl t.imo, las lactor1as kawa 

(64-71) son algunos delos principios activos de las ralees, 

rizomas y tallos de Piper methysticwn.'0 ª. Entre las actividades 

biologicas descritas para estas 5,6-dihidropironas del 

Piper se incluyer1 interesantes actividades farmacológicas, corno 

relajantes del músculo liso, anestésicos locales, 

antiinflamatorios, antipiréticos, antimicóticos y antiedém1cos109
• 
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3.3 GENERALIDADES SOBRE HYPTIS PECTINATA. 

Hyptis pectinata (L.l Poit. pertenece a la familia Lamiaceae 

y se conoce comúnmente con los nombres de salvia, hierba del 

burro y xoltexnuk en el stireste mexicano. Esta especie se 

encuentra ampl iament.e di fundida corno una maleza en las regicoroes 

pantropicales, donde es empleada en la medicina tradicional de 

numerosos pueblos como un remedio 

principalmente corno analgésico 

carminativo"' y antiparasitario1
". 

para múltiples propósitos, 

estomacal u, anti pi rético"', 

Infusiones de toda la planta 

se utilizan para el tratamiento de enfermedades infecciosas de la 

piel y como cicatrizante19
• Las 1'10Jas frescas se utilizan en 

inhalaciones en casos de congestión y 

rinofaringitis"'. En nuestrc• pais la hierba del burro destaca por 

sus pt-opiedades antisépticas y analgésico estomacales en la 

medicina tradicional de los estados de Veracruz, Tabasco y Oaxaca. 

H. pectinata es un subarbusto de hasta 3 m de alto, 

ramificado con tallos lef'íosos, pubescentes, hojas opuestas, ovadas 

y dentadas, de 2-4 crn de largo y 1-2 cm de ancho; pecioladas de 

4-5 crn de largo; con abundantes flores pequef'ías formando 

glomén.1los apretados y en espiga; la corola bi labiada es de color 

azul; sus semillas son aplanadas, subovales de 4-5 rnm y 

comestibles1 º"'·11º. 

En relación con el contenido metabólico de esta planta 

medicinal, sólo dos estudios qtlirnicos previos se han realizado. 

El primero describe el aislamiento y la elucidación estructural de 
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una 5,6-dihidro-a-pirona, la hiptólida (341, a partir del extracto 

clorofórmico obter1ido de las partes aéreas
75

'
76

• Una segunda 

investigación enfocada al análisis mediante crornatografia de 

gases-espectt·ometri a de masas del aceite esencial de H. pee t inata 

perrni tio la caracterización de 32 comPLlestos rnonoterpénicos, 

encontrándose que esta esencia esta constituida principalmer1te pot· 

t11ncol <26:•;) y p-cimeno <33.7/:>
13

• La evaluación de la actividad 

antimicrobiana de este aceite corrot•ot·o sLi empleo corno un agente 

anti sépt. i co en la medicina tradicional y sugirió que 

cantidades significativas de timol probablemente Justifican 

propiedades bactericidas observadas para H. pectinata13
. 

las 

las 
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4. PARTE EXPERIMENTAL. 

4.1 TECNICAS ANALITICAS. 

4.1.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES. 

Lcis punti::is de fus1on se determ1rlaron en aparato 

F1s•-.er-.Johr1s y no est.án corre•:11dos. Los espectros de IR se 

registraron en tni espectrofotómetro Perk1n-Elmer 599B. Los 

espectros LIV se ot•t.uv 1 er·c·n en •.in espectrofot.órnet.rc• Becl:rnan Dll-7. 

Lc1s espect.ros RMN de .iH y 
13c se gerrerat-or-1 en Varian 

VXR-3006, utilizando corno disolvent.e CDC1
3 

y corno referencia 

inter·na TMS. Los espectr·os de masas ftieron regist.rados en un 

aparato Hewlett Packard 5985-B. Las rotaciones ópticas se 

midieron en w-, pc.Jarimétro Peddro-Elmer 241. Las cromatografias 

en colwnna se real izar·on con gel de sl l ice 60 Merck (mal la 

70-230). Se utilizaron cromatofolios de aluminio y cromatoplacas 

cub1e1·tas cc•n gel de sl l 1ce 60-F 
254 

<Merckl pa1·a los anal is1s y 

lets p1.Jr1f1cac1c1r1es a nivel pt-eparat.ivo en ct-ornat.ogt-af.ta en capa 

fina. 

4.1.2 ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS 
CCG-EM). 

CONDICIONES INSTRUMENTALES: 

Los espect.rc•s de masas se reg1 st-rarc1r1 con 1..in espect.rornetro 

Hewlet.t. Packard 5"'188-A equ1padc• con tma columna cap1 lar de sl l ica 

fundida <10 m x 0.11 mm d.i.l recubierta con silicon OV-101, el 



programa de temperatlira fue isotérmico a 50°C durante 1 minuto y 

posteriormente se incrementó a 1..ma velocidad de 4.5°/min hasta 

alcanzar 2ooºc: con un f lldo de 1.5 rnl/min para. el gas. He. La 

ternpet- at.ur a del inyector y la interfase fue de 220°c. Cada 

espectro se midió pot· un seglmdo con lJn voltaje de ion1zaciót1 de 

7(1 e V y con una temperatlwa de la fuente iónica de 260°C. Los 

espectros obtenidos por ionización qulmica se t·egi st.raron 

l•ti l izando i sc•butano, con un vol taje de ionización de 90 eV. La 

temperatura de la fuente iór1ica fue de 150°C. 

4.2 MATERIAL VEGETAL 

Las partes aéreas de una población de H. pectinata (L.) Poit 

<Lamiaceae) se colectaron en noviembre de 1987, en el Km. 9 de la 

carretera Jalapa-Puet-to de Veracruz, estadc• de Veracruz, México. 

Un ejemplar de 1·efet·encia se depositó en el Herbario Nacional, 

Instituto de Biolog1a, LINAM <M-21853). 

4.3 EXTRACCION Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES 
ANTI MICROBIANOS. 

4.3.1 METODOLOGIA DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO. 

Las partes aéreas secas <3.7 Kg) se extrajeron con CHC1 3 <13 

1 l a temperatura ambiente dut-ante 5 di as. Posteriormente, el 

disc•lvente de extracción se decantó y filtró para ser cor1cer1trado 



por desti laci6F1 redt1c1da. La concentración final 

200 g del extracte• orgánico total. 

::.6 

Proporcionó 

Se t-ealizó la evalt1ac1ón cualitativa de la actividad 

antimict-obiana del ext.racto ot-iginal mediante el mótodo de 

difusión de agat- <vet- pat-te experimental 4.4). La resc•lución del 

extracto se efectúo por crc•rnatogt-afi a en gel de Sil ice <2.5 Kgl 

ut.ilizando corno sistema de eluciór1 la mezcla de CHC1 3 -Me2 co de 

polaridad creciente. El volumen de los eluatos fue de 800 ml y 

cada uno se concentró al vacio hasta un volumen total de 

apro>:imadarnente 30 rol. La seme.Janza y la homogeneidad de lCtS 

constituyentes observados mediante ur1 análisis en cromatografia en 

capa fina, permitió la reuniót~ de cada uno de los eluat.os,. 

obteniéndose seis 'fracciones concentr-adas, que se evaluaron de 

manet-a independiente mediante el análisis cualitativo antes 

mencionado para determinar su potencialidad ant1rn1crob1ana. 

4.3.2 PURIFICACION DE LA PECTINOLIDA. 

La fracción clorofórmica (fracción II, 23.79 g) t-esponsat:-le 

de una significativa actividad biológica, se recromat.ografió sobt-e 

una columna de gel de silice <250 g) utilizando n-hexano-CHC1
3 

( 1: 3). El total de los eluatos obtenidos de 150 ml cada une• se 

reunieron en dos fracciones secundarjas. 

La purificación de la fracción secur1dat-ia de mayor polaridad 

<subfracción Ill se realizó mediante una decoloración de la 

muestra dist~elta en cloroformo con carbón activado. Después de 
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reposar la suspensión por una hora, se filtró en vaclo a través de 

celita y se efectuaron sucesivos lavados con CHC1 3 • El filtrado 

se concentró a presión reducida obteniéndose un aceite amarillo 

(16 g). Este residt10 se sometió a una cromatografía en columna 

(600 g de gel de silicel, eluida con n-hexano-CHC1
3 

(1:3J. 

La actividad antimicrobiar1a se detectó en los eluatos de 

7:2:1), los cuales proporcionaron 

5.6 g de un aceite incoloro. 

Cromatograflas anallticas en capa fina de esta fracción 

permitieron visualizar, con aYtlda de su absorción en el UV, a un 

solo compuesto el ctial desarrolló un color azul con CeS04 1H2so4 • 

4.3.3 PURIFICACION DE LA HIPTOLIDA. 

La fracción III < 12. 6 gJ se PlW i ficó mediante una columna de 

gel de sil ice (300 gl. La actividad biológica correspondió al 

eluato de Rf=0.23 7:2:1), obtenido COt) 

n-hexano-CHCI_, del cual precipitó la hiptólida 
_i 

(42 rngl corno un 

residuo sólido en forma de peqt1ei'las aguJas incoloras. La e lución 

con CHC1
3 

proporcionó 5 g del ácido betullnico. 

El resto de las fracciones inactivas c•btenidas de la columna 

original, as! como todas las Stlbfracciones generadas durant.e el 

proceso de purificación de los constituyentes activos, se trataron 

de manera independiente al presente trabajo con el fin de aislar y 

purificar los metabolitos mayoritarios~". 
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4-.4- MONITOREO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 

La evaluación preliminar de la potencialidad antirnicrobiana 

del extracto ot·iginal, asi como de cada una de las ft·acciot1es y 

compuestos PllrOS obtenidos durante los procedimientos de 

separación, se realizó utilizando las técnicas microbiológicas 

cualitativas de difusión en agar ii2 

Se detenninó el valot· de la concentración rninirna inhibitoria 

<MIC> para los cornpl1estos que mostraron actividad 

significativa en la evaluación primaria, utilizando las técnicas 

de análisis cuantitativo antimicrobiano de dilución en caldo 

nutr i ti vo113
• 

4-.4-.1 MICROORGANISMOS DE PRUEBA. 

Las siguientes cepas se ut.i l izaron corno organi srnos de prueba 

en las evaluaciones primarias y secundarias. 

Microorganismos 

Bacillus subtilis 

StaphyLococcus aureus 

Escherichia coli 

Pseudomonas aeru8inosa 

Candida albicans 

AlCC No. 

6633 

6538 

8739 

9027 

10231 

Clasificación 

Grarn positivo 

Gram positivo 

Gram negativo 

Gram negativo 

Levadura 
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4.4.2 PREPARACION DE LOS INOCULOS. 

Las bacte1·ias se prepa1·aron mediante incubación en caldo 

nutritivo <Me1-ck) durante 24 horas a 37°C. Candida atbicans se 

cultivó en caldo-glucosa 2% Sabo.-aud <Merck) y se incubó por 48 

horas a 28°C. 

La concentración final de organismos en cada uno de los 

cultivos preparados se a.Justó mediante una dilución en soll•ción 

salina isotónica <NaCl ú.9%) hasta obtener la turbidez equivalente 

al estándar No. 1 de McFarland <0.1 ml de BaC1 2 D: y 9.9 rol de 

H
2

so
4 

1;ou", correspondiente 

-1 

a un numero aproximado de 

céll1las rnl • 

4.4.3 ANALISIS CUALITATIVO ANTIMICROBIANO. 

4.4.3.1 PREPARACION DE LA MUESTRA DE PRUEBA. 

Las muestras a evalL1a.- se SllSPendieron en una solución acuosa 

de Tween 80 al 1%. 

Los e>:tractos y las fracciones se evaluaron a una 

concentración de 100 y 20 mg ml- 1 , respectivamente. En tanto que 

los compuestos Pln-os a tina concentración de 1 mg ml -l 

Lc•s controles positivos se prepararon utilizando mg rnl-l 

de sulfato de estreptomicina y ;:-10 mg 

solución acuosa. 

-1 
rnl de nistatina en 
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4.4.3.2 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO. 

Un mililitro de la suspensión bacteriana se sembró de manera 

uniforme en cada caJa Petri !100 x 15 mm) de prueba, conteniendo 

15 ml de agar-antibiótico No. 1 <Merck) para las bacterias o 

agat--sabouraud <Gll1cosa 4;,; Merck> pat-a C. aibi:cans. Con un 

horadador cillndrico se removió el agar de las placas para 

producir tres perforaciones de un diámetro apro>:irnado de 11 mm. 

Postet-iormente, se adicionaron 100 µl del control positivo en una 

de las perfoFacioF1es; 100 y 50 µl de la solución muestre. se 

adicionaron de manera independiente en las cavidades Festantes. 

Las placas asi preparadas se mantLNieron por un pet-iodo de a 2 

horas a temperatura ambiente para facilitar la difusión de las 

muestFas. Transcurt-1do ese tiempo,. las placas se 1F1cut•aron pc-r 24 

horas a 37°C para las bacterias y durante 48 horas a 28°C para la 

levadura. 

duplicado. 

Para cada muestra de prueba, el ensayo se realizó por 

La actividad antimicrobiana se registró rnidier1do la longitud 

(mm> de la zona de inhibición que circundó a cada una de las 

perforaciones. 

4.4.4 ANALISIS CUANTITATIVO ANTIMICROBIANO. 

Para cada una de las determinaciones de la concentración 

m11-.ima inhibitoria <MIC> se preparó una serie de 10 tubos de 

ensayo conteniendo cal do nL1tr i ti vo estéril • El primer tubo en 

esta serie cor1tenla 4.5 ml de caldo nutritivo y los restantes 
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2.5 ml cada uno. El compuesto de prueba se disolvió a una 

concentración de -1 mg ml en una mezcla de MeOH-H
2

o (1: 1> y 0.5 

ml de esta solución se transfirierc•n al pruner tubo con agitación 

vigorosa. 2.5 rnl de esta suspensiór1 se transfirierc•n del primer 

tubc• al segundo mezclando cLndadosamente. Esta misma operación se 

real izó con el tubc• sigLnente y asl sucesivamente, resultando en 

ur1a serie de di luciones que correspondieron a las concentrac1eines 

de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39 y 0.19 µg rnl-l 

Cada tubo se inoculó con 10 µl de las suspensión del 

microorganismo de prueba <106 células ml- 11. Posteriormente, se 

incubaron a la tempet·atura y durante el periodo apropiados. Cada 

evaluación se t·eal izó por duplicado. 

El SLilfato de estt·eptornicina (100 µg ml- 1 > se utilizó como un 

control positivo. 

La concentración mlnima que inhibió completamente la 

proliferación del organismo de prueba se registró corno la 

concentración rnlnima inhibitoria, MIC (µl rng -l J. 
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4-.5 PREPARACION DE DERIVADOS. 

4-.5.1 REACCIONES DE OXIDACION DE LA PECTINOLIDA. 

4-.5.1.1 REACCION CON ACIDO M-CLOROPERBENZOICO. 

4-.5.1.1.1 REACCION No. 1. 

50 mg de la mL1estra en CHC1 3 <5 mll se trató con 39.5 mg del 

ácido m-cloroperbenzoico en solución clorofórmica (5 ml l. La 

mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente por 2 dias. 

TranscL1rrido ese tiempo, el análisis cromatográf1co en capa fina 

del crudo de reacción indicó que la materia pr-irna continuaba 

inalterada. Po,- lo tanto, la reacción se sometió a reflujo C35°CJ 

durante 72 1·1oras. Al cabo de este tiempo, la rnater1a prima se 

habla agotado. 

La solución se lavó con NaHC03 al 10/: (10 rnl x 3) Y 

postet"iormente con H
2

o (10 mll. La fase orgánica se secó con 

Na
2
so

4 
anhidro y se concentr-ó a pt-esión t"educ1da. Una alicLJota 

del ct"udo de reacción se analizó mediante CG-EM proporcionando un 

crornatograma constituido por cuatro picos: 13.26, 14.90, 

15.33 y 17.01 min. 



4.5.1.1.2 REACCION No. 2. 

80 mg de la muestt-a se disolvieron en CHC1 3 <5 ml> y se 

adicionaron 65 mg de m-cloroperbenzoico ero solución clorofórmica 

(5 ml). La mezcla de reacción se mar.tuvo con agitación continua y 

reflujo <35°C) por 3 dlas, el desarrollo de la reacción se 

verificó mediante cromatografia en capa fina. 

Posteriormente, la mezcla de reacción se diluyó con H2 0 

(10 ml> y se extraJo con CHC1
3 

110 ml>. La fase orgánica se trató 

como se indica en el procedim1er1to descrito antet- i ormente 

(procedimiento 4.5.1.1.1>. 

El crudo de la reacción <72.3 mg) se puriricó mediante: 

cromat.osirafla en columna de gel de sílice (1.8 g) utilizando corno 

eluyente CHC1
3 

y mezclas de CHC1 3 -Me2 co (95:5 y 90:10>. Se 

cc•lect.arc•n 70 fracciones de 10 rol cada una. La elución con CHCl;:< 

(fracción 9-18> recuperó 28.6 rog de la materia prima CRf = 0.80; 

CHC1 3 -Me
2

CO; 4:1>. Las fracciones 35-41 eluidas con CHC1 3 -Me2co 

<9.5:0.5) proporcionaron 14.6 mg del derivado la, en forma de un 

aceite incoloro CRr Las fracc1or1es 

consecut.ivas 42-66, obtenidas en la eluc1ón con CHC1
3

-Me
2
co (9:11, 

perm1 tieron la pur i t icac16n de un segundo ace1 te irocoloro <Rf 

0.47, CHCl - -Me-,CO; 
..:1 ~ 

4: 1) correspondientes al derivado lt• 

<22.5 mg). Las ft-acc1ones ,-est.antes 67-70 <4. 3 mgl se anal 1zc.ron 

mediante la secuencia instrumental C.u-EM pt-oporc1onando tres 

picos: Rt = 14.90, 15.33 y 17.01 min. 



4.3 

4.5.1.1.3 REACCION No. 3. 

Se utilizaron 367.3 mg de la pectin6lida y 600 mg del 

reactivo oxidante en una solución de CHC1 3 <25 ml) baJo las mismas 

cor1diciones experimentales descri t.as en el procedimiento 4. 5. 1. 1. 2. 

El crudo obtenidc• 477. 8 mg se pur i fic6 mediante crornatografi a 

en colLimna de gel de sllice (14 gl utilizando CHC1 3 -Me
2
co (95:5l y 

se colectat-on 74 fracciones de 10 rnl cada una. 

Los eluatos 2-8 <fracción ll recuperaron 170.5 mg de un crudo 

aceitoso con el mismo Rf de la materia Prima. La fracción 11, 

constituida por la combinaciór1 de lc•s eluatos 30-47, proporcionó 

30.7 rng de la mezcla de derivados la y lb <CG-EM: Rt 13.26 y 

15.33 min,. respectivamente>. Por último la reunión de las 

SLlbfracciones 48-74 (tracción llll, correspondió er1 su Rf al 

derivado lb <Rt 15.33 minl y a dos subproductos de mayor polaridad 

<Rt 14.90 y 17.01 min) en un peso total de 81 mg. 

4.5.1.1.4 REACCION No. 4. 

La fracción l (pt-ocedimiento 4. 5. 1. 1. 3l y 135 mg del agente 

oxidante se disolvieron en 25 ml de CHC1 3 , deJándose reaccionar 

con agitación continua a reflujo (35°Cl. El curso de la reacción 

se siguió por cromatografia en capa fina y al cabo de 6 horas la 

materia prima se habla agotado. Pos ter i onnente, se procedió a 

extraer el Producto de reacción siguiendo la metodologia descrita 

en la secciór1 4.5.1.1.1, obteniéndose un crudo total de 168 rng. La 

PLlrificación de este residuo se efectuó mediante cromatografia en 
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columna de gel de sllice (5 g), eluida con CHC1
3

-Me
2
co ( 9:1>. Un 

total de 30 fracciones de 10 ml cada una se colectaron. 

Las fracciones 7-13 permitieron la obtención de 141.9 mg del 

derivado Ib. La reunión de las fracciones 14-24 (fracciór1 IV> 

propo1-cionó 17.5 rng de un crudo aceitoso. El an•lisis mediante 

CG-EM permitió la separación de tres picos, Rt 14.90, 

17.01 mir1. 

4.5.1.2 REACCION CON TETROXIDO DE OSMIO. 

15.33 y 

A 43. 1 mg de la pecti11ól 1da se adicionaron 2 ml de ur1a 

solución de Oso
4 

en terbutanol <2.5;.;¡ y 0.5 ml de piridina. La 

mezcla se deJó en agitación continua durante 4 dias. Al cabo de 

este tiempo, se evaporaron los materiales volátiles en Lln 

rc•taevaporador conectado al alto vacio a una temperatura de 25°C. 

El crudo de reacción se purificó LJti 1 izando cromatoplacas de gel 

de s1 lice (20 x 20 cm) y como disolvente para la elución, la 

mezcla CHC1 3 :Me2 co <9:1>. La banda de Rf = 0.33 <CHC1 3 -Me2 CO; 9:1> 

propc.rcionó 25 mg de Lm sólido amorfo (Id) de colo1- marrón oscuro 

p.f.= 56-58°C. 

4.5.2 REACCION DE ACETILACION. 

4.5.2.1 REACCION No. 1. 

87.2 mg del derivado Ib se disolvieror1 en 4 ml de· piridina y 
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La mezcla de reacción se dejó con agitación 

continua y a temperatura ambierote durante 24 horas. TraF1scurrido 

este tiempo, se adicionaron 10 rnl de agl~a des ti lada y se 

realizaron dos ext.t-acc1ones sucesivas ut1l1:z:ando en ca.da ur1a 

volúmenes de 20 ml de AcüEt. Las fases orgánicas se rel1n1eron y 

fuerot1 tratadas con 20 rnl de HCL 1 N, seguido de un tratamiento 

alcalinc• con una solución saturada de NaHC0
3

• 

Por último, la fase orgánica se lavó dos veces con volúmenes 

de 10 ml de agua en cada ocasión, se secó con Na
2
so

4 
y se 

concentró a presión reducida, obteniéndose 96.7 mg de un aceite 

incoloro. El producto se Plffificó por crc•matografía en columna 

de gel de sílice <3 g) eluida con n-hexano-AcOEt (4:1). El eluato 

de Rf = 0.42 (hexano-Ac0Et-Me2 CO; 7:2: 1) proporc1or1ó 48.8 mg del 

derivado acetilado Ic <CG-EM: Rt = 13.87 minl. 

4.5.2.2 REACCION No. 2. 

El total de la fracción III (procedimiento 4.5.1.1.3) se 

trató con 1 ml Ac-0 y 1 
L 

ml de pir1dina de manera análoga al 

procedimiento seguido para la reacción de acetilac1ón y 

purificación del derivado Ib. Mediante esta secuencia, se obtuvo 

un tc•tal de 42.5 rng del crudo de reacción. Una alícuota de este 

residuo aceitoso se analizó mediante CG-EM, obteniéndose un 

cromatograma éompuesto por un solo pico, Rt 13. 68 min; EMIQ m/z o; 

abundancia relativa): 429 (43), 369 <1001. 



4-.5.2.3 REACCI ON No. 3. 

10 mg de la fracc1on IV (procedimiento 4.5.1.1.4) se 

disolvier-on en 0.5 ml de Ac
2
o y 0.5 ml de piridina deJándose 

reaccionar durante una hora. Posteriormente. se procedió a 

extraer el producto de reacción según la metodologia descrita en 

la sección 4. 5. 2. 1, obteniéndose 8. 3 rng del crudo de r-eaccion. 

Este producto se anal izo mediante Cf;-EM uti ! izando corno estándar 

interno el derivado acetilado le. El crornat.ograrna obtenido 

presentó un solo producto CRt 13.72 minl. 

4-.5.3 HIDROLISIS DE LA PECTINOLIDA. 

La saponificación de la pectinolida (50 rngJ se real izó con 

una sog-ciOn metano! ica de KOH 0.1 M <10 mu. La mezcla se 

dejó en agitación durante 3 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente, la mezcla de reacción se aciduló con 25 rnl de HCl 

1N Y se extrajo con AcOEt (10 rnl x 3 veces), la fase orgánica se 

lavó cor1 agLm destilada C5 rnl >: 2 veces). se secó con Na
2
so

4 
y se 

concentró a presión reducida obteniendo 35 rng de ur1 aceite 

incoloro. La PLlri ficación del crudo de Feacción mediante 

crornatografia er1 capa fina proporcionó una banda mayoritaria Rf 

0.45 4: 1). obteniéndose 15.8 rng de un aceite 

incoloro (le>. 

4-.5.4- DEGRADACION OXIDATIVA DE LA PECTINOLIDA. 

Un exceso de ozono se bL~rbuJeó durante 2 horas a una solución 
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de 200 mg de la pectinólida disueltos en 30 ml de CHC1
3 

a 

temperatura de 10°C. La mezcla de reacción se trató con H
2
o2 y en 

agitación continua durante 2 horas. Posteriormente, se extraJo 

con CHCl_ <15 mll y con n-BuOH 115 mll. 
J. 

La fase clorofórmica se 

secó con Na2 so4 y se concentró a 

120 mg de un aceite amarillo, 

presión reducida, obteniéndose 

el cual se purificó mediante 

cromatografla en capa fina proporcionando 80 mg de un aceite 

incoloro o. 75, 9: 1). Este producto se 

caracterizó como el ácido (+l-2-acetiloxihexanoico: 

Ccd O + 2. 3 Cc O. 1, CHCl 
3

>; RMN- 1 H C300 MHz, CDC1
3

l: 4. 95 C 1H, tl, 

2. 09 (3H, s), 1. 70 C2H, m), 1. 48 C2H, m), 1. 29 C2H, m), O. 90 

C3H, tl; EM-IQ (90 eV, isobutanol miz Cabur1dancia rel.): 175 

CM+1l C45l, 157 CM+1-181 C19l, 115 CM+1-601 C100l. 

Posteriormer1te, una solución del producto de ozonólisis C70 

mgl en 6 ml de CHC1
3

-MeOH se trató con 0.5 ml de 1M KOH. La mezcla 

se mantuvo con agitación continua durante dos dlas. La extracción 

del producto de hidrólisis se realizó de manera convencional y su 

pur i f icac1ón se verificó mediant.e cromatografi a en capa f ir1a. l.>e 

esta manera, se obtuvo un aceite incoloro <32 mg) de Rf 0.35 

CCHC1 3 -MeCO; 4: 1), el 

(+l-2-hidroxihexanoico: 

Cc 2.3, Ccd 0 + 20.92 

(abundancia rel.l: 133 CM+11 

cual correspondió al 

EM-IQ <90 eV, isobutanol rn/z 

<100), 114 CM+l-181 C38). 



5. RESULTADOS Y DISCUSION. 

5.1 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO Y EVALUACION CUALITATIVA DE LA 

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 

El aspecto más importante de la secuencia metodológica 

desarrollada en la presente investigación consistió en el empleo 

de un análisis cualitativo preliminar que permitió detectar la 

actividad antimicrobiana potencial de los extractos preparados a 

partir de las partes aéreas de Hyptis pectinata y, al mismo 

tiempo, realizat· el rnonitoreo de esta actividad biológica a le• 

largc• de todo el estudio fitoquim1co. úe esta manera, el plan de 

trabaJo se dividió en dos etapas generales. 

La primera consist10 en la determinación cualitativa preliminar de 

la acti v1dad antimicrobiana del extracto total y de cada ur1a de 

las eluciones resultantes del ft·accionamiento del mismo, mediante 

la técnica de di fusión en agar 6
'u

2
, y una segunda parte cuyo 

objetivo fue la evaluación cuantitativa antímicrobiana, 

las técnicas microbiológicas de dilución en agarua 

compuestos activos aislados y algunos derivados 

mediante 

de los 

sintéticos 

preparados. Esta evaluación secundaria se realizó con el objetivo 

de establecer relaciones de estructura qui mica-actividad 

biológica. 

A partit· del material vegetal seco previamente desgrasado se 

procedió a pt·eparar ur1 extracto clorofórmico uti l 1zar1do ia 

metodologia convencional de extracción. Poster1onnente, se evaluó 

la actividad antirnicrob1ar1a del extracto clorof6rm1co, 

observ.:.ndose 'un efecto si9n1ficat1vo sobre. las bacterias Grarn 



Cuadro l. 

Fraccionamiento biodirigido del _extracto clorcif6rmico de Hyptis pectina ta. 

Eluatos 
combinados 

1- 14 

15- 57 

58- 67 

59-101 

102-127 

128-147 

148-162 

Número de 
fracción.-;· 

II 

III 

IV 

V 

VI 

Lavado 

Peso del residuo 

1:0 13.0 g 

l•O 23.7 g 

9:1 22.6 g 

4:1 48.5 g 

1:1 5.4 g 

---

lil 7.8 g 

0:1 

Evaluación 
antimicrobiana 
preliminar 

INACTIVA 

-ACTIVA 

ACTIVA 

INACTIVA 

INACTIVA 

INACTIVA 
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positivas utilizadas como organismos de prueba. 

activo se sc•metió a una sepat·ación mediante cromatogt·afia en 

collimna de gel de sil ice y en este proceso de sepat·ación 

todos los eluatos resultantes se analizarc•n mediante ct·ornatografia 

en capa fina. Las fracc1or1es se reunieron tornandc• er1 cuenta la 

homogeneidad y la semejanza de los constituyentes presentes er1 

cada una. Las fracciones asi obtenidas fueron sometidas de manera 

independiente a la evaluación de su actividad antimicrobiana 

mediante el ensayo ya mer1cionado .. El cuadro 1 resume el 

pee t Z:nata. fraccionamiento biodiri9ido del extracto t.otal de H. 

Esta metodolo9i a permitió obset-var que la actividad bioló9ica se 

concentró en las fracciones correspondier1tes a la elución con 

cloroformo (fracción II y IIII. Los resultados de la evallfüción 

antimicrobiana preliminar evidenciaron una significativa actividad 

biológica para la fracción II en contra de bacterias Grarn 

pc•sitivas y, en el caso de StaphyLococc1..1.s 0:1..1.re1..1.s, el halo de 

inhibición generado por esta fracción fue comparable con el 

observado para el estandar de estreptomicina. BaciLLus s1..1.btiLZ:s 

fue el unicc• de los rnict·oot·ganismos de prueba que demostró una 

moderada respuesta inhibitoria a la fracción III. 

Las dos fraccic•nes activas se sometieron a procedimientos de 

purificación adicionales mediante crornat.c19raf1a en columna~ las 

cliales pet-mitieron el aislamiento de dos constitliyentes activos. 

El de mer1or polaridad aislado de la fracción II correspc•ndió a w-, 

nuevo metabolito secundario y se denominó con el nombre de la 

pectinólica. En tanto que el segunde< compuesto active• de mayor 



Cuadro 2. 
. . 

Evaluaci6n prelimii:a:r:; cualitativa de. la Actividad .ÁnÚmicrobiana. 

Muestraª 

Extracto CHClj 

Fracción II 

Fracción III 

Pectinólida 

Hiptólida 

Estreptomicina 

.· ---··-· 
a . .~ 
Todas las muestras __ fueron · 

".·~-- -~·~~;~-~<~~} 
; ' .. _,-;~ .:- .-·",-,'.·e·. ~-'.,_';i): ~ ><'.: :~~)( .. ·~··:.5 ,-·.;" 

:_~\}''· .. ??~· :~:}.i:~- ~3 ,,{ ·':_:{.:{ ~:::,t ·.-:) -
;;oi~~~fi6:/d~'!l1k'E:z'J~~;f~e'linllibición, mm 

-:·:y ,··:_.~-' - . 
- . - ·,,>: ;_~):-~·,.; ~:?;'.-~~ ·-;-:.;.. .. , -

-- ~·.BO:subtiiisD.-~-'';~,b; '·-~-c .. -. 
·--.--CATCC6633l\' ·~· .. • 

9 

4 

10 

4 

13 

Staph. aureus 
(ATCC 6538) 

6 

8 

INACTIVA 

.. 9 

INACTIVA 

~~rtigiil6~~yC; albicans. 

()] ... 
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pola1-idad, aislado de la fracción Ill, se caracterizo como la 

hiptólida <34), una 5,6-dihidro-a-pirona, previamente descrita en 

esta especie75 

Los resultados de la evalL1aciór1 cualitat.iva ant.imicrc•biana 

preliminar del extracto total, las fracciones y los compuestos 

puros se incluyen en el cuadro 2. La actividad biológica se 

detenninó midiendo el diámetro de la zona de inhibición en 

mi 11 met1-os. La pectinólida presentó una mayor actividad biológica 

que la desarrollada por la hiptólida, resultando especialmente 

sigriificativo el halo de inhibición generado poi- la pectinólida en 

contra de S. aureus, qL1e a la concentración de 100 pprn fue 

superior al desa1-rolladc• por la estreptomicina en esta técnica de 

difusión en agar. 

El resto de las fracciones inactivas obtenidas de la columna 

original, asi como las subfracciones generadas dlirante el proceso 

de aislamiento de los constituyentes activos, fueron tratados de 

manera independiente al presente trabajo111 con el objetivo de 

aislar los metabolitos mayoritarios adicionales presentes en el 

extracto clc·1-of6rrnico de H. pee t inata. 

fraccionamiento biodi1-igido mediante 

La figura 2 presenta el 

la determinación de la 

actividad antimicrobiana del extracto total. 

activas se enmarcan con una linea gruesa. 

El Cl•adro 3 enl ista los rnetabol i tos aislados, asi corno su 

rendimiento e:>:presado en 1-elación al peso seco del material 

vegetal empleado. Estos resultados permitieron concluir que el 

alto rendimiento del agente ant1m1crob1anc• mayoritario.,. la 



FRACCIONAMIENTO 

BIODIRIGIOO 

PAllTICIOH 
CROMA TOGRAF ICA 

CllClrHaiCO 

1010 

YRAC:C IOll 

(6-11) 

!'AACC ! Oll ¡ 1 

(15-57) 

FAACCIOH II l 

(59-67) 

FAACCIOH IV 

( 69-101) 

FRACCION V 

(128-117) 

'1 6 

PUR!f'!CACIOll POR ce 11] ~ 
n-llE>WlO-CllCl3 

(5102-GEL) ,,__....-.'""-4. O OAc 

PURIFICACIOll ºOR ce 
(S10rGEL) 

n-llE>WlO-CHCl3 

PU.ECIPITACION 

ESPOOTANEA 

11 J 

Oo I 

OAc 

~COOH 
HO~· 

~COOH 
HO~-

PUR!FICACION POR ce 6:' 
(5102-GEL) 1--=-~---~ 
Ct1Cl3-He2CO 

Figura 2. Fraccionamiento biodirigido del extracto clorof6rrn1co de Hvptis pectinata. l}J 
w 



Cuadro 3. 

Rendimiento de los metabolitos aislados de 

COMPUESTO AISLADO 

ACIDO URSOLICO 

PECTINOLIDA 

ACIDO BETULINICO 

GLUCOSIDO DEL fl-SITOSTEROL 

fl-SITOSTEROL 

HIPTOLIDA 

RENDIMIENTO 

gramos % (peso seco) 

27. 27 0.7370 

5.6 o .1513 

5.0 0.1351 

1.28 o. 034 6 

o.479 0.0129 

0.042 o. 0011 

lll ... 
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pectin6lida, justifica las propiedades antisépticas demostradas 

por las infusiones preparadas con la hierba del burro (H. 

pectinata) y, en especial, su tt-adicional empleo como agente 

antimicrobiano cutáneo efectivo en cc1ntra de s. aureus,. 

microorganismo causante de infecciones y abcesos en la piel 11
'. 

5.2 CARACTERIZACION DE LA HIPTOLIDA. 

El compc•nente antimicrobiano de mayot- polaridad aislado de H. 

(anál1s1s 

elemental). Su espectro de IR presentó absorciones asociadas con 

la presencia de grupos ésteres (v rnax 1736 cm- 1 > y dobles enlaces 

<v max 3028, 814 cm- 1 >. La absorción intensa en UV a A max de 203 

nm <e = 14,;300> it1dicó la presencia de una 6-lactona-cx,¡>-

insaturada. 

El espectro de RMN- 1 H presentó resonancias que fácilmente 

confirmaron la presencia de fL~nciones acetato y del núcleo de una 

6-lactona-cx,¡>-insaturada, mismas que se asignaron de la siguiente 

manera: 

1. Tres singuletes que integraron para tres protones con el 

desplazamiento caracteristico para los metilos de 

acetoxilo centrados en 6 2.03, 2.05 y 2.08. 

funciones 

2. Los protones olefinicos de la 6-lactona-cx,¡>-insaturada se 

observaron centrados en 6 6.04 <lH, ddd, J=9.9, 2.5, 1.2 Hzl 

6.90 <1H, ddd, J=9.9, 5.4, 3 Hz>. 

y 6 

3. Por último, se identificó un grupo metilo secundario 

centrado en 6 1.20 (3H, d, J=6 .• 5 Hz>. 
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El espectro de RMN- 13c confirmó las observac1c•nes anteriores 

y proporcionó información ad1c1onal 

siguiente manera: 

1. En el espectro de 13C-APT 

que se 

3) 

interpretó de la 

se observaron las 

resonancias pa1-a los núcleos carboni 1 icos de tres grupos acetoxi lo 

(6 170.50, 170.18 y 169.62) y la se!'íal para el carbonilo del 

núcleo de la 5,6-dihidro-a-pirona (6 163.31). 

2. Las sef'íales para los átomos de carbonos olefinicos 

conjugados se observaron en 6 121.41 y 144.53. El espectro en 

esta región c•lefinica preser1tó dos se!'íales adicionales que 

evidenciaron la presencia de un doble enlace disust1tu1do, cada 

uno de ellos en forma de met1nos centrados en 6 130.68 y 131.21. 

3. El carbono gemina! a la función etérea de la lactona se 

asignó al met1no cent.rado en 6 7:3. 77 y, pot- lo tanto, el núcleo de 

5,6-dih1dro-c.-p11-c•na deberla est.ar sustituido por una cadena en la 

posición C-6. Los carbonos geminales a las funciones acetoxilo 

correspondían a los tres met1nos centrados en 6 70.91, 70.43 y 

66.49. 

4. El metileno alilico del núcleo de 5,6-dihidro-ot-pirona se 

asignó a la se!'íal centrada en 6 29.49. 

5. Las sef'íales restantes del espectro se asignaron de la 

siguiente manera: el cuartero para el grupo metilo secundario 

en 6 14.70, un met1leno en 6 29.42 y las tres resonancias para los 

met.i los de fLmcic•nal idades acet.oxi lo en ó 21. 08, 21. 05, 21. 02. 

La figura 3 muestra las estructuras parciales que satisfacen 

los requerimier1tos para la fórrnL1la molecular c
18

H24o8 y, al rn1srnc• 
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Figura 3. Espectro de RMN-•ªc <APT> de la hiptólida. 
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tiempo, satisfacen las observaciones espectroscópicas discutidas 

anteriormente. 

La correlación bidimensional observada en la RMN- 1 H (20-COSY> 

para cada uno de los núcleos de hidrógeno de esta 6-lactona 

antimicrobiana y los experimentos de doble resonancia realizados 

permitieron establecer la conectividad de cada Lino de los 

fragmentos est-rL1cturales identificados de 1 a siguiente manera: 

1. La mLlltiplicidad observada para la sefíal centrada en 6 

6.90 <H-4) correspondió con el acoplamiento cdefinico cis con el 

protón en 6 6.04 <H-3, Los dc•s acoplamientos 

adicionales que se observaron para esta sefíal se correlac1onaron 

con el multiplete centrado en 6 2.43, cL1ya área de ir1tegración 

correspondia a dos hidrógenos. Esta ir1teracción fácilmente 

observada en el espectro 2D-COSY permitió asignar inequivocamente 

al grupo metileno alilico del núcleo de 5,6-dihidro-a-pirona. El 

protón H-4 interacciona con acoplamientos vecinales de J
3

_
4

(3=5.0 y 

,1
3

_40=;'.:-< Hz. Este sistema de multiplicidades ABXY para los núcleos 

H-3, H-4, H-5 permitió establecer una correlación estructural con 

la 4-desacetoxi-10-epiolguina (37> y sus congéneFes \38-40) 

aislados de H. obtoneifotia
00

• La figura 4 muestra el sistema de 

multiplicidades observado para los protones olefin1cos conJugados 

del núcleo de 5,6-dihidro-a- p1rona. 

2. La interacción restante observada para los protor1es 

metilénicos en C-5 correspondia, por lo tanto, al acoplamiento con 

el protón gemina! a la función etérea de la lactona <H-6), cuyo 

desplazamiento quimico se observó en 6 5.29. El valor observadc• 
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de 9.9 Hz sugirió una interacción trans-diaxial para los protones 

H-5(1 y H-6. De esta manera, se estableció la configuracion 

relativa quasi-ecuatorial para la cadena lateral <Fig. 51. 

Figura 5. 

H-6 

' 1 

Je-sa • 9. 9 Hz 

Ja-1• • 8.4 Hz 

1 Ja-se· 4.8 Hz 
1 
1 
1 
1 
1 

: 
1 
1 
1 

ir 

~~1-r-rr-r-r.,..-,,.-T"T~l~•~¡-r-1 T"T~~,:;-

5.2 

Multiplicidad observada para el nCJcleo H-6 de la 

hiptolida. 

3. El desacoplamiento diferencial del prc•tón H-6 estableció 

la interacción vecinal con el protón centrado en 6 5.79 (lH, ddl, 

el cual colapsó a una se!'íal doble que se asignó al nCJcleo H-1' 

8.4 Hzl y, por lo tant.o, fue posible medir ·el 
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acoplamiento adicional olef1nico cis entre H-1' y H-2' (J 1. -2' 

10.3 Hzl. Al mismo tiempo, la irradiación de la set"íal centrada en 

6 5.8 simplifico la resonancia asignada para H-6, verificando las 

constantes de acoplamiento axial-axial (J 9.9 Hzl y 

axial-ecuatorial 4.8 Hzl con el rnetileno al1lico H-5 

<Fig. 6l. 

Figura 6. 

A-/~h 
~ 

Hs 

Conformación de pseudosilla 

~.6-dihidro~~-pirona. 

del n~cleo de 

4. El CLladro de conectividad observado en el espectro de RMN 

bidimensional homonuclear (Fig. 7l entre el protón H-1' y el 

multiplete centrado en 6 5.53 permitió asignar el desplazamiento 

qu1mico para la set"íal del protón H-2'. Sir1 embargo,. el área de 

integración para esta set'ial múltiple correspondia a dos protones, 

evidenciando la sobreposición de esta set"íal olefinica con uno de 

los metinos gem1nales a una función acetO)'(i lo y,, por lo tanto,. 

esta resonancia ad1c1onal se asignó al protón H-3' • Este 

mLl 1tip1 ete presentaba acop 1 amientos ad i c 1ona1 es con los f-11 d1-ogenos 

centrados en 6 1. 83 y 2. 02 qL1e correspond1 an al grupo met1 leno 

alilico previamente identificado mediante su absorción en el 

no 

13 c. 



63 

La irradiación del multiplete asignado al protón H-3' prodUJO la 

simplificación de los protones en 6 1.88 y 2.02. De esta manera, 

se comprobó la asigr1ación previamente descrita (Fig. 7). 

5. El desacoplamiento diferencial del metileno 4' produJo la 

simpl i ficaciór1 del mult.iplete centrado en 6 4. 92, pennit1endo la 

asignación de uno de los protc•nes gemina les a los grupos acetoxi lo 

come• H-5'. La figLira 8 muestra lc•s espectros de RMN- 1 H generados 

por el desacoplamiento diferencial de los dos protones no 

equivalentes del grupo metileno H-4'. 

6. La coi-relación bidimensional también mostró el 

acoplamiento del metino restante centrado en 5 ppm con el grupo 

metilo terminal (6 1.20). Est.os experimentos permitieron 

establecer la estructura del producto natural antimicrobiar10 de 

mayor polaridad aislado de H. pectinata como la 

5,6-dihidro-6-C3,5,6-triacetiloxi-1Z-heptenill-2H-piran-2-ona. 

En el ctiadrcr 4 se incluyen las pr1nc1pales constantes fis1cas 

y espectroscópicas de est.a 6-lactona que corroboran su identidad 

como la hipt.ól1da76
, constituyente previamente aisladc• en el 

primet- estudio fitoqLümico realizado de H. pect ir.ata. En aquella 

ocasión, la estereoqu1mica relativa de este prodLicto natural se 

estableció mediante difracción de Rayos-X y su configuración 

absoluta se determinó con base en datos quirópticos cc•mo la 

6R-(1Z-3S,5R,6Sl-5,6-dihidro-6-13,5,6-triacetiloxi-1-heptenill-2H-

piran-2-ona. 
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Figura 8. Espectro de RMN- 1 H de la hiptól ida generado por el desacoplamiento di fer-encial 

del grupo met.ileno en H-4'. Ir-radiación A: en 6 1.8; B: en 6 2.0. 



Cuadro 4. 

Constantes físicas y espectrosc6picas de la hipt6lida. 

p.f. 

[a]o 

uv ;¡.MeOH 
max 

O A e 

87-88°C 

+ 11.2 (c=0.6, CHC1 3 ) 

203 nm (e:~l4JOO) 

IR vKBr (cm-1). 
max • 

2920, 1730, 1620, 1365, 1215, 1020, 818. 
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RMN 1 H (300 MHz, CDCl3¡ TMS) (Espectro 1): o 6. 90 (lH, ddd, 
J=9.9, 5;4, 3 Hz, H-4), 6.04 (lH, ddd, J=9.9, 
2.5, 1.2 Hz, H-3), 5.78 (lH, dd, J=l0.3, 8.4 Hz, 
H-1'), 5.53 (lH, m, H-2'), 5.53 (lH, m, H-3'), 
5.29 (lH, ddd, J=9.9, 4.8, 8.4 Hz, H-6), 5.0 
(lH, de, J=6.5, 2.4 Hz, H-6'), 4.92 (lH, ddd, 
H-5'), 2.43 (2H, m, H-5), 2.02 (lH, m, H-4b), 
1.83 (lH, m, H-4a), 1.20 (3H, d, H-7'). 

RMN13c (75.4 MHz, CDC1 3 , TMS) (Espectro 2): o 163.31 (C-2)' 
121.41 (C-3), 144.53 (C-4), 29.49 (C-5), 73.77 
(C-6), 131.21 (C-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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5.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL Y ESTEREOQUIMICA DE LA PECTINOLIDA. 

El con::.tituyente mayoritario antirnicrobiano aislado de Hyptt.s 

pectinata se denominó ccw1 el nombre de pectinólida y se aisló corno 

un aceite ópticamente activo. Su fónnula molecula1· se estableció 

por análisis elemental como c16H22o5 • Al igL1al que la hiptól ida, 

este constituyente bioactivo presentó las caracterlsticas 

espectroscópicas asociadas con la presencia del núcleo de 

5~6-dihidro-a-pirona. El UV presentó un máximo a 208 nrn (V max 

14,200) correspondiente a la transición n -- rr•' de la lactona 

a, (3- insatLn-ada. El espectt·o de masas obtenido por impacto 

elect1·ónico corrobot•ó la presencia de dos grLIPOS acetóxilo en CTa 

molécL1la mediante las pérdidas SL1scesivas de ac1dc• acético (rn/e 

260> y una rnolécL1la de cetena lm/e 208) a partir del- ión molecular 

(m/e 310>. 

El análisis de RMN de la pectinólida permitió establecer las 

siguientes conclusiones relacionadas con la F1aturaleza estructural 

del compLiesto y con la estructura ·=iuirnica-actividad bioló9ica 

observada para este compuesto antimicrobiano. 

sobresaliente del espectro de RMN- 1H (cuadro 5) 

presencia de las se!'íales para un sistema 

El ras90 más 

consiste eri la 

ABX de 

5,6-dihidro-a-p1rona sust1tu1da por un grupo acetoxilo en la 

posición C-5, co~respondiente a los protones v1nil1cos H-3 (6 

6.24), H-4 (6 6.961 y al protón alllico H-5 (6 ó'•.191 ·;,¡. 

Este sistema pennit.ió establecer una correlación est.ructural con 

las 6-lactonas aisladas previamente en otras especies de labiadas 

y, en especial, con las del género Hypt ts7 .s-eo. Las 
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Cuadro 5. 

Desplazamientos químicos 

de hidrógeno de 

Núcleo 

H-3 

H-4 

5.35 ,(lH, .ddd) lo. i;- ·. 7 :3, · 6. 6 

H-4' l. 70 ·(2H, ml·· 

H-5' 1 .• 54 C2fi, m) 

H-6' 1.29 12.4; rit) 

H-7' o .90; -( 3H, t) 6.9 

AcO- 2.05 (JH, s) 

AcO- 2 .09 (3H, s) 

*Espectro 3. 

O A e 

3 
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multiplicidades de cada una de las resonancias para los protc•nes 

1 núcleo de 5,6-dihidro-c.- pi1-ona de la pect1n6l1da tueron 

análogas a las obse1-vadas para la olgu1na (361 79 (Fig. 10>. 

otro lado, la act.1v1dad D1ol691ca demostrada por la pect1n6l1da se 

correlac1c:1nó con la presencia de li:t. unidad de !':f,b-d1t'1idro-a-p1reina 

presente t.amb1én en la asperl1na <191, ant1b16t1co aislado de 

especies de hongos del género Asperéfl.llus
55

• La 1'19Lwa 11 mlJest.ra 

el espectro de la asper l 1na en el cual se observa nuevarnerrte el 

mismo sistema de multiplicidades ABX para los protones v1nilicos y 

el metino H-5 de la cS-lactona-c.,¡>-insaturada. Por 

pectin6lida pertenecia estructuralmente 

lo tanto, 

a 

6-alqlienil-5,6-dihidro-c.-pironas de doce átomos de carbono, 

la 

las 

cuya 

distriblJCi6n se limita casi exclusivamente a la familia de las 

labiadas. 

La RMN 13c confirmó la presenc1a del núcleo 5,6-dihidro-c.-

pi1·ona sl•st.ituida ccw1 una cadena olefln1ca compuesta de siete 

átomos de carbono. Las as1gnac1ones realizadas para la cadena 

late1-al ind1ca1-on la presencie. de lma olef1na d1sust1tu1da (6 

133.17, 126.18), un carbono secundario gern1nal a uno de los grl•Pos 

acet.o>~ilo (ó 64.24! y lU-ta cadena al1fát1ca lineal de cuat.ro átc•mos 

de carbc·nei. La figura 12 muestra las as1gnac1ones de los nocleos 

de 13c de estos fragmentos estructurales que sat.1sf acen los 

requisitos pa1-a la fórmula molecular c
16

H
22

o
6

• 

La correlación bidimens1or1al para las resonanc1as observadas 

en el espectro 2D-COSY permitió establecer la conectividad para 

cada uno de los fragrne11tos propuestos anteriormente. Asi, por 
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Figura 10. Espectro de RMN-tH de la olguina. 
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eJemplo, la sef'íal compleJa concerrtrada en 6 5.25 <tH, m>, que fue 

asignada al protón geminal del grupo acetoxilo vinilico de la 

cadena lateral <H-3'), presentó interacciones vecinales con el 

metileno centrado en 6 i.·70 <H-4') y con las sef'íales vinilicas del 

doble enlace de la cadena lateral. De esta manera, se estableció 

la secL1encia de unión de la cadena lateral cc•n el carbono gemina! 

de la funcion etét·ea de la lactona (6 5.6) 

vinllico centrado en 6 5.73 !Fig. 13>. 

a través del protón 

La estereoqulmica cis del doble enlace de la cadena lateral 

se corroboro mediante el valor de la constante de acoplamiento de 

10.5 Hz observada para los protones vinilicos H-1' (6 5.73) y H-2' 

(6 5.62). La configl.ración psel1doecuator iai para la cader-•a 

latet·al y la orientación axial para el grupo acetoxi lo en C-5 se 

conf1r-mo con el valor de la constant8 de acop 1 ami ente• 

axial-ecL1atot·ial <J=2.9 Hz> observadc• para los protones H-5 Y H-6 

(6 5.60). La figura 14 ilustra la expansión del espectro de 

RMN- 1 H para la region vinilica <5.1-5.8 ppmJ de la pectinólida, en 

la Cllal se presentan las asignaciorres para las multiplicidades de 

los protones H-5 y H-6 del núcleo de 5,6-dihidro-a-pirona y los 

protones H-1' - H-3' de la cadena lateral. 

Las asignaciones propuestas para la RMN- 13c (Cuadro 6) se 

establecieron pot· comparación con los datos descritos para la 

umuravumból ida (32) 43
• La correspondencia encontrada entre los 

datos espectroscópicos (6 13c> pat·a la pectinólida con el modelo 

utilizado constituyó la evidencia err Favor de las asignaciorres 

realizadas para los centros asimétricos C-5, C-6 y C-3'. Sin 
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Figura 13. Espectro de RMN-1 H <2D-COSY> de la pect1nólida. 
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embargo, con el obJeto de veriFicar de manera inequivoca la 

asignación para los carbonos C-5 y C-3', los cuales presentan una 

peque!'ía diFerencia en sLl desplazamiento quimico (Ll6 5. 18J, se 

procedió a observar la multiplicidad que presentó cada uno de los 

carbonos geminales c. las Funciones o>:igenadas en el espectro de 

13 
C totalmente acoplado con leos núcleos de hidt·ógeno. La Figura 

15 presenta la expansión del espectro de RMN- 13c para los metinos 

quirales de la pectinól ida en donde se muestran lc•s acoplamientc•s 

totales espin-espln ceon los hidrógenos gerninales y los 

" acc•plamientos a tres ligaduras< JC-Hl. El doblete centre.do en 6 

64.24 <1,TC-H 151.6 HzJ presentó dos aceoplamienteos adicionales 
~ 

" < 3 c -H = 4.2 Hz> y, por leo tanto, esta multiplicidad 

!5 " 

conFirmaba la asignación para la se!'íal del núcleo C-5 de la 

0<-pirona. En cont.raste, la resonancia centrada en 6 6'~.4!:• 

presentó una compleJa multiplicidad, ceomo era de esperat·se peor Sll 

asignación al centre- quiral alllico C-3' de la cadena lateral. 

Por otra parte, el acoplamienteo trans
115 entre el núcleeo C-6 y el 

proton H-2' <ª,Te -H = 10.8 Hz> corroboró la natLwaleza cis del 
d 2' 

doble enlace de la cadena lateral de la pectinólida. 

El conJunto de leos datos espectreoscópicos hasta este punto 

discLitidos permiten concluir qLie la estructura de la pectinólida 

correspondiente a la 6-13-<acetileoxil-lZ-heptenill-5-<acetiloxiJ-

5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. 

La orientación pseudoecuatorial de la cadena lateral 

las posibilidades confeonnacionaíes de la pectinól ida y, asl, 
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Cuadro 6. 

Desplazamientos químicos para los núcleos de 
13é de la pecti-

nólida (I) y la umuravumbólida (32) 43
• 

e I 

2 163.37 162.12 

3 121.73 124.99 

4 144.15 140.01 

5 30.09 64.24 

6 74.07 75.04 

l' 131.72 133.17 

2' 130.12 126.18 

3' 69.45 69.42 

4' 34.32 34.01 

5 1 27.60 27.20 

,-6' 22.47 22.40 

7' 13.88 13.88 

R 

I OAc 

R 32 H 
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permitió establecer cualquiera de las dos con 'f or· mac iones 

er1ar1tioméricas <A o B> ilustradas para el anillo de la 6-lactona 

en la figura 16. El empleo de la regla de Snatzke
116

'
117 

o~ 
H 

(A) (8) 

FigL1ra 16. Conformaciones enantiornéricas alternativas para el 

nucleo de 5,6-dündro-0<-pirona de !a pectinólida. 

estableció la estereoqLümica absoluta <S> al centro quiral C-6, 

mediante la correlación er1tre el efecto Cotton positivo para la 

CLirva obt.enida <Fig. 17> en el dicroismo circular (4 c
256 

+ 2.4) Y 

nm Ae 
204 + 17.7 

230 -1.2 
-1.0 

239 o 
256 + 2.4 

200 220 240 260 280 300 

FigLffa 17. Curva de dicroísmo circular de la pectinólida. 
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de t.ransic10r1 ,., ·--- 11"" del c:arbon1Jo de Ja 6-Jc.ct-ona. 

confor-mac1<.~n cor-responder ta al enant16rnero fl <F1g. J6J. AJ mismo 

tiempo, la as19nac1on de la conf1gt1ración abso.lt1ta Para el centro 

quiral C-5 automáticamente deber1a ser designada con el descriptor 

(S). La estereoqt1irn1ca absoluta (Si propuesta para el centro 

quiral C-6 de la pectinólida se fundamenta de manera adicional en 

relaciones biosintéticas, ya que todas las 5,6-dihidro-~-pironas 

natt1rales aisladas de las labiadas presentan la misrnet 

cc•nfigtwación abso1Lita' 2 ·ºº, deducida a partir de la regla de 

Snat.zke para este cent.ro qtdral <Cuadro 7). Evidencias 

adicionales de tipo qui mi co-degr ad a ti vas ' 2
·"" y 

cristalográficas"1
'
81 apoyan estas observaciones. 

Fir1almente, sólo resta por discutir los argumentos qu1rn1cos 

utilizados para establecer la estereoqulm1ca absoluta para el 

centro qt11ral alll1co C-3' de la cadena lateral. La figura 18 

i ltistra las dos alternativas que definirían la configuración 

absollit.a de la pect1n6l ida. Con el obJeto de di ferenc1ar ent-re 

3'(8) 3'(RJ 

O A e O A e 

Figura 18. Alternativas de la est.ereoqulmica para el centro quiral 

C-3' de la pect1n6lida. 



Cuadro 7. 

ESTA 
SALiR 

TISIS 
Dt LA 

NO DEBE 79 

li!iiLlilTi:Gf, 

Estereoquímica Absoluta para el Centro C-6 de las ~6-dihidro-

a-pironas aisladas de la familia Lamiaceae y su correlación 

con elefecto COTTON observado en el Dicroismo Circular. 

Compuesto CD Yl.+1T* Ester~odJi~fdi;fü~~ é;,·Ref" 
be: nm _:~:~:}' ,- ~.-'.oº• ,"~;;>···' " 

-·-/ ... ·, ' . -- ~ ·- ';~_·,,·. 

Anamarina ( 35) 260 

- :-:ó),_';,_Lc•_;!, ~ • 

ciii· _¿/ --- ·-··· -_}1· 

Boronólida (7) +2.48 256 (R) 42 

Desacetilepiolguina (37) +2. 8 257 (R) 80 

Hyptólida (34) +2.3 257 (R) 76 

Olguina (36) 270 (R) 78 

sinrotólida ( 41) +2.45_ . 266 81 

ªvalor no descrito en la literatura. 
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las posibilidades estereoquimicas 5(8), 6<S>, 3' <S> y 5(8), 6(8), 

3' <R> se procedió a 1-eal iza1- la de•;wadaci6n de la pectin61 ida 

mediante Lma 1-eaccion de o:"idación con ozono, de tal suerte que el 

producto' m·ayc•ritario de la reacción correspor1dió al ácido 

2-acetoxihexanc•ico derivado de la cadena lateral <Fig. 19). La 

hidr61 isis de este residL•o proporcionó el ácido 2-hidrc•>:ihe>:anoicc• 

ópticamente activo y el valor positivo de su rotación ( lodD 

+2(1.9) se cc·i-relacionó con la configuración <S> ecbservada para 

todos los acidos c.-tndro>aca1-t•ox1 l icos de la serie Lue,•«•. Pot-

lci t.ar1t.07 la E!struct.ura de la pect.1nól1da,. una nueva ~-p1rona con 

propiedades ant.imict-ot•ianas aislada de H. pectinata,. corresponde 

de acuerdo a las recomendaciones de la IUPAc•
20 como la 

6S-13S-<acet.iloxil-1Z-heptenill-5S-(acetiloxi)-5,6-dihidro-2H-

piran-2-ona. El cuadro 8 inclL,ye las constantes fisicas y las 

propiedades espectrc•sc6picas de la pectin61 ida. 

º' ~OH 
O A e 

"OH ~OH 
HO 

FigL.ra 19. Secuencia de 1-eacciones degradativas de la pect.in61 ida. 

5.4 SEMISINTESIS DE ANALOGOS DE LA ASPERLINA. 

La sirnilitL•d estructural de la pectin61ida con los 

metabolitos antirnicrobianos de 73), y en 

especial con la asperlina 119), permitió proponer un diseno 

sintético experimental con el objeto de int.rodL.ci r 

fL1ncionalizaciones adicionales a partir de la doble ligadura de la 



cuadro. 8. 91 
:_,_ - - ·. -· ·, _,' .. - . ~. 

Constantes ~ffaic~s y espeetrosc~pica~ de l~: pectin6lida. 

O A e 

(aj 25 
D 

+ 202 (c=0.15, MeOH) 

uv 

IR 

¡.MeOH: 
max 208 nm· 

"nujol (cm-1 ): .. 3440? 2925, 2850, 1730, 1620, 1450, 1420, 
max 1360, 1225, 1060, 1020, 940, 818 

-: _::: -. '/"' ·-.:~.~~\ 

RMN 1 H (300 MHz, CDC~3; .. TMS) (Espectro 3): Ver Cuadro 5. 

RMN
13

c (75.4 MHz, CDC1 3 , TMS) (Espectro 4): Ver Cuadro 6. 

EM 70 ev m/e (% abund. rel.): 310 [M]t (<O .1), 250 [ M-OH Ac]! 
(0.1), 226 [M-2 (CH2CO)]t (0.1), 208 [250-CH2CO]t 
(5.0), 155 (3.0), 151 (10.0), 126 (10.0), 125 (9.0), 
113 [155-CH

2
COlt (5.6), 84 C126_:CH2CoJt (16.2), 55 

(12.2), 43 (100.0·0), 41 (8.8). 
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cadena lateral de la pectinolida y consegLnr· la misma secuencia de 

oxidación presente en la aspet·lina (19). Al mismo tiempo, se 

realizaria la evaluación cuantit.ativa del potencial ar1timicrobiano 

de cada uno de los derivados obtenidos"'6
• 

La propuesta experimental consistía en la epoxidación del 

doble enlace de la pectinól1da para generar el oxirano 

correspondiente (Fig. 20), el cual present-aria la secuencia de 

oxidación observada para la asperlina"'6 (19) y la olguina79 (36) 

en el núcleo de o-pit-ona y en los nuevos centros quirales C-1' y 

C-2' asi generados en la cadena lateral. Este epóxido podria 

someterse a una apertura catalizada en medio ácidoºº para formar 

cualquiera de los dioles treo correspondientes <Fig. 20). El 

OH 

H 

~--~OAc 
~":U -

EPOXIDACION 

O A e 

Figura 20. Propuesta experimental para la funcional1zac1ón del 

doble enlace de la cadena lateral de la pectinólida. 

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

oxidación y conformación absoluta para los núcleos quirales de la 

cadena lateral observada en la boronól ida ...... 2 (7) y sus 



der· ivados desacet.i lados
62 

<S, 9>. 

El t.r·at.amiento de la pect-inól ida con ácido m-cloro-

perbenzoico (ácido m-CLPB> a ternperat•.1ra ambiente durante dos di as 

no provocó ningún cambio aparente en el Rf de la materia prima. 

Por lo t.anto, se procedió a prolongar el tiempo de reacción baJo 

condiciones de ref luJo. La figura 21 ilustra los cromatogramas 

generados dc•nde se resumen los resul t.ados de los procedimientos 

experimentales utilizados <ver par-te e>{per-imental 4.5.1). 

Ac, MCPB <60%> 
CHCL3 , 50-55° 

1: 24 hrs 

2: 48 hrs 

3: 72 hrs 

o • • • • 

De 

Figura 21. Crornatograf1 a en capa fina de la mezcla de o>üdación de 

la pectinólida. 

manera sorprendente, la diferencia en el Rf de los productos de 

reacción en relación con la pectinólida indicó a priori la 

ausencia en el crudo de la reacción del epóxido esperado. La 

mezcla de reacción se sometió a un análisis por crc•matograf1a de 

gases-espectr-ometria !CG-EM> con el objeto de verificar la 
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complejidad en el nomero de productos 9enerados en la reacción. 

El cromatograma obtenido se mLiest.ra en la Figura 22 y éste resL1lt6 

consti tLli do por cuatro PlCOS con tiempo de retención 

correspondientes a 13.26. 14.90, 15.33 y 17.01 m1n. 

La sepat-ación de la mezcla de reacc16n a nivel prepaf"at-1 vo~ 

utilizando cromatografla en columna permitió la purificación de 

tres bandas mayot·itarias. La de menor polaridad, que se denominó 

como Ia, correspondió al Rf = ú.56 <CHC1 3 :Me2co; 4:1). La segunda 

fracción correspondió al derivado mayoritario Ib, con un Rf = 0.47 

polaridad con R f 

1.¡:n 

1.<1cs 

L'H:S• 

l.Pr'• 

c. Qtl 

c. QC<I 

~. (lf .. 

1, DCI 

Por último una tercera elución de mayor 

0.40 4: 1). 

• • . 

Figura 22. Análisis en cromat.ografl a de gases de la mezcla de 

oxidación de la pect1nólida. 

El Producto mayoritario lb <Rt = 15.3 min), correspondió a la 

fórmula molecular c
16

H24o8 , calculada mediante análisis elernent-al. 

Su espectro de IR presentó absorciones asociadas con la presencia 
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de grupos hidroxilo (v max = 3460 crn- 1 > y gn1pos carbonilo (1i' max 

-1 
= 1730 cm >. El análisis detallado de sus espect.ros de RMN 

permitió establecer las siguientes conclusiones: 

l. La comparación de la RMN-1 H de la pectinólida con el 

espectro generado por el derivado lb, en primera instancia, indicó 

la ausencia de los protones viril l icos de la cadena lateral. 

2. Tanto ero el espectro de RMN- 1 H <Cuadro 9), corno en el de 

<Cuadro 10), se asignaron con facilidad las set'íales 

correspondientes al núcleo estructural de la 5,6-dihidro-a-pirona 

y al 1·esiduo de 1-acetilo>:i-n-pentilo de la cadena lateral. La 

correlación bidimensional hornonuclear protónica permitió 

identificar el sistema ABX formado por los protones H-3 Có 6.22, 

d, J = 9.7 Hz), H-4 Có 7.12, dd, J = 9.7, 6.1 Hz) y H-5 C6 5.4 dd, 

J = 6.1, 2.4 Hz>. 

3. La multiplicidad adicional observada para el protón 

alilico H-5 se correlacionó con el protón centrado en 6 4.58 CH-6, 

dd, ,T 9.5~ 2.4 Hz> med i ant.e el cuadro de conectividades 

ilustrado en la figura 23. Pcw le• tant.o, el acoplamiento de 9. 5 

Hz observado pat·a el núcleo H-6 cot-respondia a la interacción 

espin-espin con el protón H-1' de la cadena lateral, CUYO 

desplazamiento quirnico se asignó en ó 3.92 a través de la 

correlación bidimensional 2D-COSY CFig. 23). 

4. La interacciór1 observada para el protón H-3' centrado en 

6 5.09 Cddd, J = J = 6.4 Hzl con la set'íal 
a"-4' a'-2" 

múltiple en c5 

3.99 permitió asignar a esta última como el protón H-2' (F19., 23J. 

5. El desplazarn1et1to qLlirnico observado para los protones 
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Cuadro 9. 

Desplazamientos químicos y multiplicidades para los núcleos de 

hidrógeno del compuesto lb. 

Núcleo o/ppm* Multiplicidades J(Hz) 

H-3 6.22 (lH, d) 9.7 

H-4 7.12 (lH, dd) 9.7, 6.1 

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

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

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

H-2' 3.99 (lH, dd) 6.4, 6.3 

H-3' 5.09 (lH, 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 (lH, d) 7;09 

2'-0H 3.26 (lH, d) 6.40 

*Espectros 5. OAc OH OAc 

7• 

o 



o 

o-----~ 
1 ~1' 
1 H2' 

1 
1 
1 

@ ~ a 
1 

H5 

1 

~ 
1 

® 1 
1 

H3' 1 

5.4 e-Hs ------ ~ 
5.6·~mrnmtTI'"JTITTfTI"TTTTfTTTTTIIT(1TlrnmTTTrTmrrmrnmmrrnnTrTTTTTTTTmn-m-n-~~~~~~ 

5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 

F1 (ppm) OH 

O A e 

Figura 23. Espectro de RMN-iH <2D-COSY> del diol Ib. 

87 
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H-1' y H-2' indicó su naturaleza carbiroól ica, rat-i f icada por los 

desplazamieritos quimicos pare. los r1úcleos de 13c geminales de 

estas funcioroes hidro>:i ladas. El cuadro 1(1 incluye los 

valores para cada una de las resonancias del derivado lb, 

utilizando como modele• de asignación la desacetilboronólida"2 (8) 

y la 1',2'-desacetilboronólida"' C9). 

6. La compleJa multiplicidad observada para los hidrógenos 

H-1' y H-2' surgió de los acoplamientos adicionales con los 

protones de los sustituyentes hidroxilo. El intercambie• con D20 

produJo la desaparición de los multipletes centrados en 6 3.38 

(1'-0Hl y 3.26 (2'-0HI, asi corno la simplificación a sePíales 

dobletes de los núcleos H-1' y H-2' <Fig. 24}. 

8 

H·S H-3' H-6 H-2' 

A H-1' 

5.4 5.0 4.B 4.6 4.4 4.2 ... 
Figura 24. Multiplicidades observadas pat·a los met.inos quirales 

••• 



89 
cuadro 10. 

Desplazamientos químicos para los núcleos de 13 c del derivado 

Ib, la desacetilboronólida (6) 42 y la 1,2-desacetilboronólida 

( 9 ¡44 • 

e 

2 

3 

4 

5 

6 

l' 

2' 

3 1 

4 1. 

5 1 

6 1 

7' 

*Figura 34. 

**Espectro 6. 

Ib* 8** 

162.39 163.66 

124.69 120.96 

140.63 145.83. 

61.36 25;60 

76.90 77 .01 

66.20 70.0l. 

69.93 74 .36. 

75.61 

30.54 

27.31 

22.46 

13.92 

o 

9 

163.40 

121.10 

145.40 

25.46 

77.12 

70.22 

72.07 

75.56 

30.30 

27.20 

22.20 

13.74 

R1 R2 

Ib OAc Ac 

8 H H 

9 H Ac 
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El conJunt.o de las evidencias anteriormente discutidas 

indicarc•n que 1 a est1-uct.Ln-a del de1-i vado lb debe1-1 a representarse 

como la (6- C3- Caceti loxi l -1, 2- (dihidroxi l -hepti lo] -5- <acet.i loxi J -

5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. Este producto correspondería al d1ol 

treo generado a partir de la apertura catalizada en medio ácido 

del ep6xido intermediario predicho por el ataque del agente 

epoxidante (ácido m-cloroperbenzoico) al doble enlace no conjugadc• 

de la pectinólida CFig. 20). 

A 

H"j<; OAc 
6 J' fSI 

1 ======~ 
~o 

/ 'H2• 

H1· 

A B 

A 

,,. 
I H- -

--~)\. H _._.OAc 

H H 

Figura 25. Posibilidades conformacionales de la pectin6lida. C 

La figLn-a 25 presenta las posibilidades conforroacionales para 

la pec:tinólida y permite predecir que la epoxidación de la cadena 

alquenilica se realizarla por la cara re-si del doble enlace C-1' 

- C-2'. Este análisis conforroacional evidenció que los residuos 

de aceto>:ilo y n-butilo que sustituyen el centro C-3' eJercen un 

fuerte impedimento estérico sobre la cara si-re del doble enlace 
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(Fig. 25; A y C>. Al mismo tiempo, el enlace etéreo de la lactc•na 

provoca ur1 efecto de protección adicional sobre esta cara en las 

conformaciones de mayor estabilidad <Fig. 25: A-Cl. De tal suerte 

que la conformación en la cual el residuo de n-butilo se localiza 

de manera distal al núcleo de la 5,6-dihidro-a-pirona <Fig. 25: 

A>, probabi 11 sticamente, eJerce el menor impedimento estéricc• 

sobre la cara 1' (re>-2' <si:> del doble enlace, favoreciendo la 

generación del epóxido intermediario 1' <S> -2' <S>. La catálisis de 

éste sucedió en el medio ácido de la reacción mediante el ataque 

nucleofilico del agua al centro C-2', el menos impedido, para la 

formación del diol tr90 1' <S>-2'<R> <Fig. 26). 

H 
I@ H 

H- (,º';::i.Jh,¿.O 

Nº~ 
Ac 

Figura 26. Mecanismo de reacción para la generación del diol lb. 

La acetilación del diol lb generó el derivado 

tetracetilado lc. La asignación de la RMN-~H se realizó utilizando 

el espectro 2D-COSY. En la figura 27 se ilustran los cuadros de 

conectividad para las interacciones vecinales entre los pt-otones 

<6 5.01>-H2 , (6 

Se registraron cambios importantes para el derivado lb en 

\as multiplicidades observadas para los protones de los centros 



OAc 

.. .OAc 

O A e 

3 

Hs 
F2 
(ppm) 

4.5 JS-6 = 2,59 

5.0 

5.5 

6.0 

0 o 
6.5 H3 1 ¡¡ 1 1 1 1 1 il J ¡ ¡ .. 1 1 1 1 i 1 ¡¡ 1 ¡ ¡ 11 11 1 " " IJ 1 j 1 ' 1 1 1 1 1 11 i 'i 1 1 i 1 ji 1 1 1 1 11 1 1 

5.6 5.4 5.2 5.0 4.B 4.6 ppm 

7.0 o 
H4 

0 

7.51-....~~~~~~,_,..~,_,...,....,,-,...,....,--,..-r--.-.-.,....,._,_.,-.,....,.....,._.,....,....,....,...,....,r-r-i' 

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 

F1 (ppm¡' 

FigL1ra 27. Espectro de RMN- 1 H <2D-COSV> del tetracetato Ic. 
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quirales en la cadena lateral, los cuales eviderrtemente se 

asociaron con la desaparición del puente de hidrógeno entre los 

grupos hidroxilo C-1' y C-2' presente en el compuesto lb. El 

valor de la constante de acoplamiento de 9.6 Hz observado para la 

interacción entre H
6

-H
1

, conFirrnaba lm arreglo ant.iperiplanar para 

los respectivos grupos ésteres sustituyentes. La constante de 

acoplamiento de 2 Hz cc.ntirmó la disposición sinclinal para los 

grl1Pos ésteres internos en C-1' y C-2'. Est.a orientación se 

Fundamentó al aplicar la ecuación de 

calcl1lar valores de J = 2-5 Hz para el 

Karplus'22 gue perm1ti6 

H'-H
2 cc•n 

ángulos entre .p = 52-75°. La relación ant.iperiplarrar ent-t-e los 

hidrógenos en C-2' y C-3' se dedUJO del valor de la constante de 

acoplamiento de 7.48 Hz, que indicaba un ángulo r/> 33° (Jcalc 

7.41 Hzl Formado por los protones H-2' y H-3'. El cuadro 11 

incll1ye los valores de los desplazamientc•s guimicos y las 

multiplicidades para las resonancias de hidrógeno del acetato le 

y, al misrnc• tiempo, compara los valores descritos para la 

boronólida <7>'2 cuya estereoguimica corresponde al isómero 

6R-C1R,2R,3S-Ctriacetiloxil-heptill-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. 

La similitl1d en lc•s valores para las constantes de acoplarnient.o 

entre los protorres de los metinos <=tlurales de la cadena lateral de 

ambas dihidro-a-pironas constituye una ev1der1cia para la 

estereogllim1ca absoluta propuesta para le. Resu l t.c. ev i denc.e gue 

la di Ferencia en los valores de las constantes de acoplarn1ent.o 

para H6 -H
1

, observadas en la boronólida y el acetato le surge del 

cambio conFormacional provocado por la preserrcia del grupo 
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Cuadro 11. 

Desplazamientos químicos y multiplicidades para los núcleos de 

hidr6geno del acetato Ic y la boron6lida (7)42
• 

Núcleo 

H-3 

H-4 

H-5 

H-5 

H-6 

H-1' 

H-2' 

H-3' 

*Espectro 7. 

*Espectro 8 • 

tS /ppm ( J=Hz) 

Ic* 

6.24 d 

( 9. 7) 

6.95 dd 

(9.7/ 6:0)~· 

5.27 dd 

(6.0; 2.6) 

4.54 dd 

(9.6, 2.6) 

5.44 dd 

(9.6, 2.1) 

5.46 dd 

(7.5, 2.1) 

5.01 ddd 

(8.2, 7.5, 4.5) 

OAc OAc R 

o 

6.04 ddd 

(9.7, 2.1, 1.0) 

6.88 ddd 

(9.7, 6.3. 2.4) 

2.28 m 

2.49.m 

4.54 
. ·' \_: ~ 

(11 ,7 ; 5 .J , 

5.34 dd 

(5 .1, 4 .2) 

5 ;36 ªª·· 
-- -(6~3,:4;,¡~2) 

5.01 ddd 

( 6., 29) 

R 

Ic OAc 

7 H 
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acetoxilo C-5 en el derivado le. La figura 28 compara los ángulos 

dihedros para H 1 ,-H2 , y H2 ,-H3 , en la ce•nfonnación preferida de 

la boron6lida, misma que fue est.ablec1da por difracción de Rayos 

x'1, con los establecidos para el derivado Ic rnediar1te el análisis 

de los datos espectroscópicos de RMN- 1
H anteriormente discutidos y 

le•s predichos por la ecuación de karplus. 

74º 
Hp 

sa0 Hp 

H2' ::*º' O A e 
C5 

. .. O A e 

O A e O A e 

A B 

~ 
A e O 

158º 1s1º 
A e O 

A e O 

H3' HJ 

FigLffa 28. Proyecciones de Newman par· a los erdaces C
1 

' - C
2

' Y C
2

' -

c
3 

'del tetracetato le <A> y de la t•or-onól ida <B>. 

La identificación inequlvoca del diastereois6mero 1'S, 2'R~ 

3'S se realizó al comparar las constantes de acoplamiento 

observadas para los núcleos H-6, H-1' y H-2' con los valores 

calcL1lados peor mecánica molecular- para el 2Rll' 3R, 4R, 

5R-per·acetilhexaldit.ol (,T
9
_, = 2.4 y ,r,_,,; ·~ .. 2 Hz) eo112:a. 



OAc OAc 

AcO, 1 .1 3 l._ 5 /"'... 

............. 21~1&""0Ac 

OAc OAc 

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

o 

a 2.4 Hz (JCALC, 3.7) 
9,2 Hz (JCALc. 7.1) 

¡1111¡1111¡1111¡1111¡1111¡¡111¡1111¡1111¡111 

5.55 5.45 5.35 5.25 PP:I' 

7 6 5 4 
FigL1ra 29. Espectreo de RMN- 1 H del teracetato Ic generado por el 

desacoplamiento diferencial del protón H-6. 
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Para tal motivo, se procedió a realizar desacoplamientos 

diferenciales que penni tieron calcular las constantes de 

acoplamiento para la interacción H6-H1' <ªJ 9.6 Hzl y 
6-1' 

H2, -Hl' <ªJ 2.1 Hzl <F1g. 29). De esta manera,. la 
2'-t' 

configuración absoluta para los det·1vados lb y le, 

los descriptores 6<R>, 1' <S), 2' <RI y 3' <Sl. 

corresponde a 

La asignación 

ineqlü voca de las t·esonanci as para cada uno de los r1úcleos de 13c 

del tett·acet.ato le se realizó mediante el análisis de la 

correlación hetet·onuclea,.- bidimensional <Fig. 301. El cuadro 12 

compara las asigr1aciones de este espectro con los valores de los 

desplazamient.os qulrnicos para la boronólida <7>'2
• 

El segl1ndo compuesto obt.enido de manera rnayoritat·ia en la 

oxidación con ácido rn-ClPB de la pect.inól ida, correspondió al derivado 

Ia <Rt = 13.26 mini. Sll fórmula molecular ·se calculó mediaF1te 

espectt·ornetri a de masas por ionización qul mica como c16H
24

o
9

. Las 

caracterlsticas espectroscópicas generales de este derivado Ia 

fueron semejantes a las observadas para el diol <lbl anteriormente 

descrito. Ve manera sorprenderite,. en la RMN-1 H sólo se observó 

1.,na serial para un grl,PO acetato y,. en lugar oe dos sef'íales 

i:>resentes tanto en la rnat.eria prima corno en el 

mayoritario de reacción C It•>, se observó lma sef'íal simPl e centrada 

en 6 4. 1 ql1e integró para tres protones. La figura 31 compara los 

espectros de RMN-1 H generados por los derivados Ia y J.b,. 

observándose la consistencia en el desplazamiento qlümico y las 

multiplicidades para las seriales gerninales a 

oxigenadas de estos compt~estos. De 

las 

la 

funciccnes 

resonancia 
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QAc O A e . 

0Ac 

o 

~ -
20 

30 

40 

50 j 1 1 Jl,. 

60~·~-1-~-1-~~~--<= 

90 

7 6 5 4 3 2 1 o 
F1 {pp!l'l 

Figura 30. Espectro de RMN HETCOR <1H-~3C> del tett-acetato Ic. 
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protónica bidimensional permitió establecer inequivocarnente las 

asignaciones para los protones gerninales H-1' y H-3' a través de 

las correlaciones observadas cor1 el protón H-6 del núcleo de la 

dihidro-a-pirona y con el protón H-3' de la cadena lateral, 

respectivamente <F19. 32). 

OH 

l R ~ Ac- ~· 2 R Q MEOCO-
J5.5 = 2.19 

H3' J6-l,= 9.26 H2, H1' 

A j 
' . ,, . .. ... '" ... .. 

J5.5 = 2.38 

J5.1•= 9.49 J_ B 

... ... 

Figura 31. Multiplicidades observadas en la RMN para los 

metinos quirales de los derivados Ia <A> y Ib <B>. 

La comparación de la RMN- 13c <Cuadros 10 y 12) de estos 

derivados mayoritarios permitió concluir de manera inequivoca que 



Cuadro 12. 100 

Desplazamientos químicos para los núcleos de 
13c del tetrace­

tato Ic y la boronólida (7)~. 

e 

2 

3 

4 

5 

6 

'l' 

2' 

3' 

4' 

5' 

6' 

7' 

*Espectro 9. 

**Espectro 10. 

re* 

160.64 

125.36 

139.32 

59.54 

75.53 

66.80 

70.72 

71. 73 

30.25 

27 .03. 

22.29 

13;84 

OAc OAc R 

o 

7** 

162.33 

121.41 

144.01 

25.15 

75.13 

70.67 

70.60 

71.62 

30.27 

27.04 

22.37 

13 .86 

R 

Ic OAc 

7 H 
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OH 

••• OH 

O A e 

3.0 

3.5 

4.0 ºº 
4.5 ºº 
5.0 

5.5 

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 

Figura 32. Espectro de RMN- 1 H <2D-COSYJ del derivado la. 
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el grupo aceto>:ilo en C-3' sufria una oxidación para convertirse 

en un grupo carbonato, ya que. ero el derivado la se observó un 

grupo carboroilo en ó 15:5.9 y LU-1 rneto>ülo en ó 54.57, se!'íales qLle 

sustituyen a las observadas para uno de los grL1pos aceto>:ilo en el 

derivado lb IFig. 331. 

El análisis de la RMN-1H <Cuadros 9 y 13) permitió establecer 

la conformación preferida que adoptan ambos derivados en solución. 

En pt·imer lugat· es impot·tante destacar la aLisencia de acoplamiento 

entre los protones H-1' y H-2', situación que comprueba el 

establecimiento de Lm puente de t-oidrógeno erotre los dos grL~pos 

hidroxilo vecinales y" por lo tar1t.C• 7 la forrnac16n de un ángulo de 

aproximadamente 90° entre estos dos protones CF19. 34). El valor 

de la constante de acoplamiento de 9 Hz entre el protón H-1' y el 

protón H-6 dernc•strat•a la formación de un árogulo dihedro cercano a 

180° y, asl, permitió disponer de manera antiperiplanar a los 

sustituyentes electroatractores en C-6 y C-1'. Esta conformación 

permitió visualizar el proceso que sufre el acetoxilo en C-3' para 

su transformacióro en la funcionalidad carbonato, mediante el 

est.ablecimiento de un cetal ciclico interrnediaric• sobre el cual 

sLicederi a Lma transposición de tipo Baeyer-Vi 11 iger. El mecanismo 

pat·a esta transformación en las condiciones ácidas de reacción con 

ácido m-ClPB se ilustra en la figura 35. Un apcoyo bibl iogrático 

para esta secuencia mecanistica se c•bt.uvo de la doble reacción de 

Baeyer-Vi 11 iget· observada en cetales cicl icos para 

de cirtocarbc•natos
121

• 

la genet-ac16n 
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A 

jliiljl 

B 

·~rr-rr ... ·rrrrrrr~r-r 
40 20 ... 

· Figura 33. Espectro de RMN-~9C de los dioles derivados Ia <Al y 

lb (8). 
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Cuadro 13. 

. • . .· 1 13 . 
Desplazamientos quimicos ·de ... H y'· > C (constantes de acoplamien-

to 
1

H-H J = Hz) del cal~o~:rt~' Í.~~:.J: :J':. :.".: · ... 
;'../,~. '.(:.<;· "::-:;~~:~- _: ~:~<:"·, 

Núcleo 

2 

3 

4 

5 

6 

l' 

2' 

3 1 

4 1 

5' 

6' 
7 1 

MeOCOO-

MeCOO-

*Espectro 11. 

**Figura 34. 

7.08 

( 9 .6, 

5.41 

( 6 .1, 

4.55 

( 9. 3, 

3.88 

( 9 .3, 

4.06 

( 5 .6, 

5.17 

( 6. 4, 

1.68 

1.52 

1.29 

0.90 

4 .11 

2.14 

dd 

6 .1) 

dd 

2 .2) 

dd 

2.2) 

dd 

o. 7) 

dd 

o. 7) 

ddd 

5.3) 

m 

m 

m 

t 

(s) 

(s) 

OH 

124.96 

139.98 

6L45 

76.98 

68.60 

69.73 

76.60 

30~.45 

21,31 

22:46 

13.89 

155.90 

54.57 

171. 80 
20.64 
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Figura 34. Proyección de Newman para el enlace c 1 •- c2 • del dio! 

lb. 

f! H O 
~ED 1 11 
...-O-CR 

º' 
º~º 

A -AC03H 
A 

o 

Figura 35. Secuencia mecanist1ca para la transposición de 

Baeyer-Villiger. 
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El análisis de la mezcla de oxidación de la pectir1ólida 

mediat1te CG-EM permit.ió la separación de dos prodllctos adicionales 

CR = 14.90 y 17.01 
t. 

min>. Los espectros de masas obtenidos 

demostraron que estos correspconden a isómeros estructurales del 

compl1est.o lb ya que sólo di fer! an en las abundancias relativas de 

los picos observados en el espectro de masas por impacto 

electrónico CFig. 36). La fórmula molecular para estos derivados 

se verificó mediante el registro de sus espectros de masas peor 

ior1izaci6n quimica. 

La acetilación de la mezcla (parte experimerot.al 4.:=:i.2.2 y 

4.5.2.3) constituida por los tres isómeros <Rt = 14.9, 15.3 y 17.ú 

miro> produJo el m1srno prodllcto de reacción qlie el obtenido de 

manera independiente para el d1col rnayor 1tar1 o Ib. Estos 

resultados se apoyat·on rnediat1t:.e el análisis de Cú-EM de la mezcla 

de oxidación y de Sll producto de aceti lación 37). Una 

alicl1ot.a del residl10 de acetilación se analizó mediant.e esta 

técnica obter1iéndose un cromatograrna compuesto por un sólo pico, 

cuyo tiempo de retención fue idéntico al desarrollado por el 

derivado acetilado Ic 13.68 rnin>. Este resultado 

experimental evidenció la generación de productos de tran.s-

esteri ficación a través del est.ablecimiento de cetales cicl icos 

intermediarios de 5 y 6 miembros en el diol lb CFig. 35) l' mismos 

que corosti tl1yeron el sustrato sobre el cual procedió el rearreglo 

de Baeyer-Vi 11 iger para la generación del carboroato la. 

El tratamiento de la pect1nólida con tet.r6x1do de osmio en 

piridina generó un sólido amorfo de color café (p.f. 60-62°C>, el 
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OAc OH OAc 

·~·· , ........ · .. <.· ... · -· : : H . 
.. · ¡ o 1 
. · OH 

o 

o 
R¡ Rz 

H Ac 

Ac H 

Figura 36. Análisis en cromatografia de gases-espectrometria de 

masas de la mezcla de oxidación de la pectinólida. 
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cual presento una gran estabilidad al tratamient.o básico. El 

ar1álisis de RMN demostró que este producto (ld) correspond!a al 

éster c!clico de osmio intermediario er1 la reacci6r1 de oxidación y 

cuya estabilidad era ocasionada por la coordinac16n con dos 

moléculas de piridina <Cuadro 14). úe mesrrera sorprendente,. el 

ataqL,e del a9ente elect-t-of1 lico sucedió sob1-e el doble enlace 

conJu9ado al carbonilo de la 6-lactona y, por lo tanto, demostraba 

w1a gran flexibilidad en la cadena lateral de la pectin61 icJa. 

Esta adición se 1-eal1zo por la cat·a e• del nucleo de 5,6-dihioro-e<-

pirona, debido al efecto estérico provodado por 

¡1-axial del grupo acetoxi lo en e-::. sobre la ca1-a si-re del doble 

enlace c3 -c4 
La evidencia en favor de la orientación 

propuesta para la generación del éster de osmio Id se obtuvo al 
IOca" l,.• < 1 l .o~g ,.1 .. > ... .. .. 
" , . .. 
.. 
4.QCli 

2.QC; 

'·oc; 

Figura 37. Análisis er1 cromato·;::waf1a de gases-espectrometr1a de 

masas del p1-oducto de aceti lación de la mezcla de 

oxidación de la pectinólida. 



Cuadro 14. 109 

Desplazamientos químicos .dé F~ .·y 
13 

e (constantes de acoplamien­

to 1H~H J - ·~zl cÍ~{'~s~tr,~í~'i.i~o de osmio Id. 
; , .. Jo--· _-_,e~(:'.·-. - -'.,,;,,. ,~;;-':- :;~;~';;'.-' 

,,._._ .·.·· 

Núcleo 

2 

3 

4 

5 

6 

l' 

2' 

3' 

4 1 

5' 

6' 

7' 

2 11 -6 11 

3"-5" 

4" 

. -- .. '· ,· :. --_:: -,J/~~, Y·':::~ 

*Espectro 12. 

**Espectro 13. 

4 .72 cld 

(5;13, 2.6) 

5; 30 dd 

(2.6,• 1.7) 

6.11 dd 

(7.9, 1.7) 

5.65 dd 

(10.7, 7.9) 

5.56 dd 

(10.7, 9.3) 

5.61 

(9.3, 7.0, 6.5) 

1.66 m 

1.58 m 
1.24 m 

0.91 t 

8.95 d ( 4H) 

7.55 m (4H) 

7.92 m (2H) 

O 13 C** 

169.52 

87.01 

88.18 

74.22 

73.86 

132.25 

126.91 

70.07 

34.36 

27 .11 

22.46 

13.97 

149.86, 149.72 

125.64, 125.61 

141.08, 140.99 
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obser·var- el fL1erte efecto par·amagnético en el desplazamiento 

qulm1co del nucleo H-6 <6 6.1>, el cual se provocó a t.r-avés de la 

polarización r-eauch& inducida sobre C-6 por el enlace etéreo que 

sustituye al cent.ro C-4 <Fig. 38>. La secuencia de interacciones 

espir1-espin <2C>-COSY> para los núcleos H
3

-H
6 

permitió asignar cada 

una de las resonancias para los protones de la 6-lactona como se 

ilustra en la figura 39. 

Figura 38. Efecto y-eauch& observado sobre el C-6 del éster 

ciclico de osmio Id. 

Por último, las condiciones Lltilizadas para la hidrólisis de 

la pect.inólida generaron un solo producto mayoritario, el CLlal fue 

designado como el derivado le. El análisis de la RMN <Cuadro 15> 

demostró la ausencia de las se!'iales con-espond1ent.es al doble 

enlace conjugado al grupo cartion1lo de la 6-lactona y la presencia 

de las se!'iales cc•tTespond1ent.es a un gr-Lipo metox1 lo. Estas 

observaciones sugir1erot1 un mecar11srno de ad1c1ón t""1lJcleo"fi lica de 

ti peo del met.anol:o Llt-1 l i zandc• como di sol vente de la 

reacción, al sistema de dihidr-o-c.-pir-ona. 
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Figura 39. Espectro de RMN- 1H <2D-COSY> del éster cíclico de Osrn10 

lb. 
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Cuadro 15. 

Desplazamientos químicos de 1 H y 
13

c (constantes· de acopla­

miento 1 H-H J = Hz) del producto de hidrólisis Ie. 

Núcleo 

2 

3 

4 

5 

6 

l' 

2' 
3 1 

4 1 

5' 

6' 

7' 

-OMe 

MeCOO-

*Espectro 

**Espectro 

14. 

15. 

2i62cii~J ad 

(17.3, 6.1) 

2;67 (H(!>) dd 

(17.3, 3.6) 

4.12 ddd 

(6.1, 5.4, 3.6) 

4.45 t 

( 5 .4) 

4.98 dd 

( 8. 7, 5. 4) 

5. 72 dd 

(10.l, 8.7) 

5.4-5.5 m 

5.4-5.5 m 

1.68 m 

1.57 m 

1.30 m 

0.90 t 

3.30 s 

2.04 s 

171.25 

33.82 

84.27 

76.77 

71.05 

131. 71 

129.98 

65.88 

34.75 

27.16 

22.51 

13.95 

57.19-

171.40, 21.34 
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La RMN-'H del producto de fudrólisis presentó un sist.ema ABX 

formado por los protones del meti ler10 C-3, centrados en 6 2.62 

<H-:-<B> y 6 2.67 !H-:<c<l, y en el met.ino secur1dario C-4 !6 4. L.2). 

Los valores observados de ,1 3 (3_ 4 = 6.1 Hz y J 3 "'_
4 

= 3.6 

Hz verificaron la orient.ación axial para el sustituyente met.c.•xilo 

en C-4, y por lo tar1t.o, la adición nucleofi l ica de éste procedió 

por la cara e< del núcleo de dihidro-e1-pirona. Este análisis 

demostró, de manera adicional, la flexibilidad de la cadena 

lateral, C.•bservación que se corroboró a través del procese• de 

hidrólisis concomitante qL1e sólo sucedió en el grupo acetoxilo en 

C~. De esta mar1era, la estrL1ct.ura del prodL1cto de hidrólisis de .... 
la pectinólida se establece como la 6S-C3S-<acetiloxi>-1Z-

heptenilol-4R-<metoxil-5S-(hiaroxi>-tetrahidro-2H-piran-2-ona. 

5.5 EVALUACION CUANTITATIVA DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA 

PECTINOLIDA Y ALGUNAS 5,6-DIHIDRO-e1-PIRONAS RELACIONADAS. 

La evalLJación preliminar de la actividaa ant.imic.rob1ana 

<Capitulo 5. 1) de las p1 rc.•nas a1 sladas de Hypt i.s pee ti. n.at a 

demostró una actividad s1gn1 ficat1 va en contra de bact.e.t· 1as 

Gram-positivas. Esta observación permitió proponer la realización 

de una evalL1ación ant1microb1ana secundaria mediante la 

detenninación de la concentración minima inhibitot·1a <MICl para la 

pectinólida <I> y la hiptólida CII>, constituyentes responsables 

de la actividad antimicrobiana de H. pectin.ata y, al mismo tiempo 

real izar la evaluaciór1 antimict-obiana de cinco a.-pireinas riaturales 

<III-VII>, tc.0das ellas aisladas de especies de labiadas, y de los 
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o 

Figura 40. Estructuras :dé( la~' s',6-~ihidro-e<-pironas de pruet•a en la 
-»' -,,./ .• : '.__.•' ~~~;,:·.~ .:;:~~:~).,<:-

evai-Lla:~iór:. ~Uar;ti ta ti Va de la acti Vi dad ar1timicrobiana. 
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cuatro derivados sem1s1ntét1cos de la pectinól1da !la-le>. La 

figura 40 incluye las estructuras de estos compuestos. La 

evaluación cualitativa de la actividad antimicrobiana se realizó 

mediante el métodc· de di fusión en aga.- y los resultados se 

presentan en el cuadro 16. Este ensayo prel imina.- dernc•stró que 

los productos naturales 1-IV y los derivados la y lb inhibian el 

crecimiento de las bacterias Gram-positivas <BaciLLus subtilis y 

Staphylococcus aureus> a concentraciones menores de 100 µg ml- 1 • 

Todas las pironas evall~adas fuet-on inactivas en ccint.ra de Candi.da 

albicans y bacterias Grarn-negativas (Escherichia coli y Pseudomona 

aeruen:nosa) a concent.rac1ones menores 1je lúü µg ml -l. 

Los exper imentc•s para la determinación de la concentración 

min1ma inhibitoria <MICJ se realizaron únicamente para los 

compuestos activos en contra de las bacterias que mostraron mayor 

sensibilidad y estos resultados se presenta.-, en el cL1adro 17. 

La pectinólida <I> y sus derivados Ia-Ic desarrollaron el 

mayor efecto inhibitorio con valores de MIC entre 25-50 µg ml-l 

para B. sub ti Lis y de 50-75 µg 
-1 

rn l para s. aure'US, en 

contraposición a la inactividad observada para los det-1vados Id y 

Ie. La h1ptól ida <II> y la desaceti lepiolguina <III> presentaron 

una actividad marginal en contra de B. subt i lis !MIC 100 µg 

ml -l) y fuet-on inactivas en contra de los m1croot-9ar11srnos de 

prueba restantes. Las p1ronas IV-VI, estr1.Jctura!mente 

relacionadas con el compL1esto Ill, presentaron valores de MIC 

superiores a 

utilizadas. 

100 µg 
-1 

ml para la levadura y 



Cuadro 16. 

Evaluación cualitativa de la ~ctividad antimicrobiana de algunas 5,6-dihidro-ac-pironas 
' :á'..'.~' .' .· -1 . 

(µ g ml ) . 

Compuesto 

V 

VI 

VII 

~- ' 

'.':_::::;."' :;.,_:_:,: .. ;::/·' 

Derivados sintéticos: 

Ia 

Ib 

Ic 

Id 

Ie 

Estandar: 

Estreptomicina 

Nistatina 

.10 

4 

8 

5 2 

5 3 

5 

7 

7 

5 

13 

2 

5 

5 

3 

h~ 
100 50 

3 

3 

2 

7 

8 

~ aeruginosa 
500 250 

5 

7 

E. coli 
500 250 

3 

10 

c. albicans 

300 250 

2 

4 2 

4 2 

5 
... ... 
Ol 



Cuadro 17. 

Evaluación cuantitativa de la inhibitoria 

Compuesto B. 

Productos Naturales: 

I 250 

II 

III 

IV 

V 100 

VI 100 

VII 100 100 

Derivados sintéticos: 

Ia 50 75 300 300 200 

Ib 50 75 300 300 200 

Ic 50 100 200 300 -- 5COO 

Estandar: 

Estreptomicina 3.12 l. 56 0.5 10 

Nistatina 10 ... ... 
...¡ 
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Las siguientes conclusiones derivan de la correlación entre 

la estructura química de los compuestos evaluados <I-VIIl y la 

actividad antimicrobiana desarrollada para estas 5,6-dihidro-a-

pirc•nas: 

1. La presencia del doble erilace conjugado al grllPO 

carbonilo de la a-pirc•na constituye un requisito indispensable 

para la actividad antimicrobiana, cc•mc• lo demostró la ir1hibición 

desarrollada por la pectinólida (!) y sus derivados Ia-Ic. Al 

parecet-, la pérdida del poder alqllilante que resultarJ.a de la 

conJugación del doble enlace A9 con el carbonilo del núcleo de 

dihidro-a-pirona es la responsable de la inactividad observada en 

las pironas Id y Ie. 

2. La sustitución de la posición C-5 en el núcleo básico por 

un grupo aceto>:ilo con orientación (1 incrementa la actividad 

inhibitoria. 

3. La actividad selectiva en contra de bacterias Gram 

positivas <25-100 µg rnl- 1 > al parecer se asocia con la presencia 

del residuo de 1-acetiloxi-n-pentilo de la cadena lateral en la 

pectinólida, ya que la asperl1na (191 y su conger1eres, corno la 

6- ( 1,, 2- trans-propen1 lo) -5,. 6-d1h1dro-2H-pi t-an-2-ona55
,. no pt-esentan 

actividad inhibitot-1a a concentraciones menot-es a 500 µg 
-1 

rol • 

Por c•tra parte, la comparación de la estt-uctura qlllrn1ca y la 

actividad anticandida entre la pectinólida IMlC 250 µg rnl-ll y la 

asperlina <MIC 75 µg, ml -l > permite especular que una mayor 

actividad ir1hibitoria será desarrollada como resultado de la 

presencia de una fur1ción epoxidica en la posición C1'-C2' 

cadena lateral. 

de la 
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6. CONCLUSIONES 

1. La evaluación cualitativa de la actividad antimicrobiana del 

extracto clorofórmico de Hypt is pectinata <L.> Poi t. 

<Lamiaceael demostró una actividad inhibitoria significativa 

sobre bacterias Gram positivas, misma que se correlacionó, 

mediante un procedimiento de aislamiento biodirigido con un 

nuevo agente antimicrobiano, la pectinólida. El alto 

rendimiento de este metabolito secundario justifica 

ampliamente las propiedades antisépticas demostradas por las 

infusior1es preparadas con la hierba del burro 

en la medicina tradicional de nuestro pais. 

<H. p<9C t inata> 

2. La estructura y la estereoquimica absoluta de la pectinólida 

se establecieron como la 6S-1<3S-acetoxil-1Z-heptenill-5S-

(acetiloxil-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona, con base en evidencias 

espectroscópicas, quirópticas y quimicas. 

3. La similitud estructural de la pectinólida con los metabolitos 

antimicrobianos de Asper8iLLtis permitió realizar un dise~o 

experimental para la semisintesis de análogos de la asperlina, 

a partir de la funcionalización de los dobles 

presentes en la pectinólida. 

enlaces 
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4. La evaluación Cl1antitativa de la actividad antimicrobiana de 

la pectinólida y algunas 5,6-dihidro-a-pironas sintéticas y 

naturales permitió concluir que el efecto inhibitorio 

demostrado por la pectinólida (25-50 µg ml- 1 > para Bacill-u.s 

subtilis y Staphylococcus aureus se asocia con el núcleo de 

5,6-dihidro-a-pirona sustituido en la Posición C-5 por un 

grupo acetoxilo. Al parecer, la presencia del residuo de 

1-acetiloxi-n-pentilo de la pectinólida confiere una actividad 

selectiva en contra de bacterias Gram positivas. 
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