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Abreviaturas.

a, Abreviaturas generales.

ADP
ATP
CoASH
Cont
Fig
H

He
NADP
NADP HeH
PP
PPi
p.f.

Difosfato ‘de adenvsina.

Trifosfato de adenosina.

Coenzima A.

Continvacida.

Figura.

Molar

Metilo

Fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina (forma oxidada).
Fosfato de dinucleftido de nicotinamida y adenina (forma reducida)
Pirofosfato.

Pirofosfato inorganico.

Punto de fusidn.

b. Abreviaturas relacionadas con técnicas espectroscopicas y espectrométricas.

M

IR

Espectrometria de masas.
m/z Relacidn masa/carga
wt {on molecular
fspectroscopia en 1a zona de infrarrojo. La intensidad de las ban
das en 1a descripcidn del espectro de IR se designan con las le--
tras: i: alta
m: media
b: baja
Resonancia magnética nuclear.
& : desplazamiento quimico
ppm : partes por milldn.
J : constante de acoplamiento.

Hz  : Hertz

La multiplicidad de las sefiales se indica con:
s : singuiete

d : doblete

t : triplete

q ¢+ cuarteto

dd : doble de dobletes

dt : doble de tripletes
muitiplete

]



RMN 13C
RMP
w

max

Resonancia magnética nuclear de carbono-13.

Resonancia magnética nuclear de protones

Espectroscopia en l1a regidn uitravioleta.

Absortividad molar (antes denominado coeficiente de extincidn
malar).

Longitud de onda de maxima absorcién.



RESUMEN
Ademds de compuestos ubicuos en la familia de las labiadas °

{Labiatae ), tales como los dcidos ursélico y oleandlice, de Salvia brevifle-
ra se han aislado dos compuestos nuevos, el 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nido
relalactona y su derivado acetilado en 18. Estos compuestos son diterpenos -
pertenecientes al qrupo del transclerodano que presentan un puente etéreo en
el anillo A, aue constituye un heterobiciclo. La estructura de estas compues
tos se ha determinado mediante técnicas espectroscipicas y con ayuda de algy
nas reacciones quimicas. La estereoouimica relativa de la 18-hidroxi-2,19-
epoxibiciclo nidorelalactona pudo determinarse utilizando la técnica de di -
fraccidn de ravos X, después de haber logrado obtener cristales adecuados,
faltando solamente la determinacién de la estereoquimica absoluta de este -

compuesto,



INTRODUCCION.

Los estudios sistematicos que se vienen realizando sobre plantas,
organismos marinos e insectos, han llevado a descubrir una gran cantidad de
estructuras terpenoides (5,17,39,48).

El gran interés en estos compuestos se ha multiplicado recientemen
te debido a la actividad biolGgica que presentan muchos de ellos (3,26,36).

La resolucion de las estructuras terpencides ha sido un campo a--
bierto para 1a aplicacion de las técnicas de RMN 13C, RMP de alta resolucidn
y la cristalografia de rayos X (1,13}, entre muchos métodos de analisis, y
han favorecido el desarrolio de métodos eficientes de separacidon y purifica-
cidn de compuestos (55).

Los problemas presentados por la actividad quimica de algunos me-
dios de separacion (43}, que producen modificaciones en las estructuras ter
penoides, favoreciendo reacciones de transposicidn, apertura de ciclos,
reacciones dcido-base, etc; han llevado la investigacidn hacia la obtencion
de algunos medios inocuos que carezcan de esa actividad y al desarrollo de
técnicas que permitan su inactivacion (17,48).

La quimica de los terpenoides constituye a @1timas fechas un mi -
crocosmos dotado de estructuras fascinantes, que han motivado arduos y ex-
tensos trabajos, tendientes a aclarar diversos aspectos tales como su biogé
nesis, los mecanismos que la regulan. y 1as rutas metabdlicas que los gene-
ran, novedosas técnicas de sintesis orgdnica; para una fraccidn mayoritaria
1a determinacion de su actividad bioldgica y la forma como se produce dicha
actividad, sin embargo, uno de los problemas interesantes que genera  as :
la resolucidon de su estructura y estereoquimica.

La caracterizacion quimica de un compuesto requiere el conocimien-
to de su formula molecular, estructura y finaimente su configuracidon. Estos
tres aspectos permiten racionalizar su comportamiento quimico y planear su
sintesis {19,25). ’

La difraccidn de rayos X es una técnica que desde 1932 guia 1a a-
signacitn de estructuras y configuraciones, en 1a actualidad los equipos -
computarizados permiten la resolucidn de estos problemas en pocas horas, par
tiendo de un cristal que no requiere de grandes dimensiones, aun cuando sub-
siste la tarea a veces ardua de obtener cristales adecuados a este propdsito
{14,15). Las técnicas de espectroscopia de infrarrojo, ultravioleta y reso-
nancia magnética nuclear, permiten definir configuraciones en especial cuan-
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do  se tiene bien definida la estructura y configuracidn de la familia de
compuestos en estudio (46).

£l presente trabajo pertenece a un proyecto auspiciado por el
INSTITUTG DE QUIMICA y el CONACYT, y estd enfocado a la resolucion de estruc
turas terpenpides encontradas en Salvia breviflora, permaneciende al margen
de la caracterizacidn de otros productos naturales y de su cuantificacidn.




GENERAL IDADES.

El término terpeno, al igual que las palabras terpina y terpinol,
provienen gel inglés “terpentine", equivalente al término "trementina”, que
se aplica a las resinas que se producen por el terebinto y otras coniferas
(12).

Los terpenos son productes formados por dos o mds unidades de iso-
preno, que se clasifican sequn &ste nimero de unidades en: monoterpenos
{dos unidades, C;q), sesquiterpenos {tres unidades, C,s)}, diterpenos (cuatro
unidades, C,q), sesterterpencs {cinco unidades, C,s5), etc. (51).

Se ha aceptado en farma general gque loS terpenoides, en toda su am
plia gama, que va desde monoterpenos hasta politerpenos y esteroides, consti
tuyen el producto final de rutas metabdlicas, cuyo tronco comin estd descri-
to en la figura 1.

CoA
,//”/‘::::> H
PO YN
CoA COASH CoA
ii 2NADP+H+H
ZNADP™ + CoASH
[
¢ ATPy _ AADPHPI
i iii
ATP W

dcido mevalbnico

ADP+P1 u
H .
. !
~ADPH]
? a2
®irofasfato de
43-% Isopentenilo

PoR0 v 02 opaP

Fig. 1.Biosintesis de terpenoides (27,35).
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Pirofosfato de dime-
til alilo.
——————> monoterpenoides
oPOP

se5quiterpen01des Pirofosfato de
P\ geranilo

PoP

carotenoides diterpenoides

N NS

Pirofqsfato de o op
farngqilo
NADP otte Jvid ~ ~ AN
Pirofosfato de geranil geranilo

(\%/ ———————+ esteroides

N triterpenoides
Escualeno

NADP*+PP1

Fig. 1.Biosintasis de terpenoides. Cont. (27, 35).



Enzimas que intervienen catalizando las reacciones anteriores:
i. hidroximetil-glutaril-CoA sintetasa. (£.C. 4.3.1.5)
i. Hidroximetil-glutaril-CoA-reductasa.{E.C. 1.1.1.b}
i1i, Mevalonato quinasa {£.C. 2.7.1.36).
iv. Fosfo-mevalonato quinasa.
v. Pirofosfato-mevalonato descarboxilasa.
vi. lsopentenil-pirofosfato~isomerasa (E.C. 2.5.1.1)
vii, Dimetil-alil-transferasa (E.C. 2.5.1.1}

Los estudios referentes a 1a biogénesis de los terpenoides revelan
dos tipos principales de mecanismos de cicltzacion. El primero de elios es
caracteristico de los mono y sesquiterpenos, donde el pirofosfato actua co-
mo grupo saliente, 1o que ocasiona la formacin de un carbocatidn procedente
del pirofosfato de isopéntenilo 43~ o prenilo, susceptible a rearreglos y
a la posterior alquilacion del doble enlace del prenilo (18). Figura 2.

? b /k/
/l\/\o-r}-o-gmu — /k/ _ 7

o® o
k/ﬁ’k/\,,, oror

0 a
0~ f -o0-b-0°

OH
ey //J‘\v//*\\,/l\\,/ﬂ\ﬁw
Pirofasfato de aeranilo

Fig. 2. Mecanismo de adicidn en la biosintesis de mono y sesqui-

terpenos, .
El segundo mecanismo es caracteristico de los terpenos mayores

{politerpenos y esterpides). La ciclizacion se inicia por la adicion de un
protdn a un doble enlace o a un epdxido {36}. Fig.3.



2,3 epoxi-escualeno \

Lanosterol

i. ascualeno-epdxido-lanosterol-ciclasa.

Fig 3. Ciclizacion en terpenos mayores.

Como se advierte en los dos casos, la ciclizacidn primaria es se-
guida, con frecuencia, por una serie de cierres de anillos secundarios; ade
mis de reacciones de transpasicidn; causa fundamental de la gran multiplici
dad de estructuras ampliamente distribuidas en la naturaleza.

Los diterpenos presentan ambos mecanismos en sus rutas metabdlicas
muy diversas {6). Fig. 4.

L
B 4
oK e 1]
= P
H /
L

abdano Clerodano

Geraniol

Fig, 4. Mecanismo de ciclizacidn y transposicion en diterpenos.
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La familia Labiatae (labiadas) comorende plantas herbdceas, arbus-
tivas o arboreas. Todas tienen tallos prismiticos, de seccion cuadrangular
y hofas sencillas opuestocruzadas. Una caracteristica importante de Tos miem
bros de esta familia es la presencia de glandulas epidérmicas, que contienen

aceites esenciales y oroducen su aroma especial.

El nombre de la familia deriva de la forma caracteristica en la
que se encuentran dispuestas las piezas de la corola. Esta contiene cinco

pétalos soldados, dispuestos en dos labios; la pieza superior estd consti-
tuida vor dos de estos pétalas, mientras aue la inferior contiene los tres |
restantes. Las flores son hermafroditas, se encuentran dispuestas sobre las
axilas de las hoijas superiores.

Cuenta con cuatro estambres, dos mds largos que los otros, aunque
en ocasiones sélo aparecen dos, sostenidos firmemente por 1a corola. E1 ova-
rio es bicarpelar, tetralocular vy con un Gvulo en cada divisidn (41,54).

EY estudic fitoouimico de la familia Labiatae ha elucidado las
estructuras de varios diterpenos biciclices y triciclicos (16,34,38). Un
grupo importante de diterpenos lo constituyen los clerodanos, cuyo esque-
leto carbonads se presenta en la figura 5,

Fig. 5. Esqueleto carbonado de los clerodanos.

Recientemente se han aislado una oran cantidad de compuestos di-
terpenoides con un esaueleto de trans clerodano (30,32,33,46).

E1 interés especifico en el conocimiento de este grupo de compues
tos se ha estimulado oor su actividad biolégica como compuestos anoréxicos,
antitumorales, antibacterianos, etc. {18,37).

EY primer miembro de la serie es el clerodano, un principio amargo
aislado a partir de Clerodendron infortunatum en 1960 (6,26}, y al que se
le asiand la confiouracion absoluta indicada en la figura 6, a partir del
estudio oor difraccidn de ravos X de 1a bromo-lactona correspondiente (2,
38,50).




Fig. 6. Confiquracidn absoluta del clerodano (1) y de 1a corres-
pondiente bromo-lactona (2). (2,38,50).

En el afio de 1979 se revisé y modificé 1a configuracion de este
comouesto. La informaci6n proveniente del efecto Cotton mostrado por el car
bonilo en el Cg obtenido a partir de 1a deacetilacion y la oxidacidn del

alcohol correspondiente, no satisfacia la estereoquimica propuesta (40,42).

Ese mismo afio se publicé la revisién y las correcciones necesarias,
To que afectd 1a estereoauimica asignada a compuestos publicados con anterio-
ridad y aue basaron sus conclusiones en funcidn de la comparacién de los pares
Bijvoet mds importantes entre los cristales analizados de cada producto y los
resultados oublicados del clerodano (33).

Estas modificaciones obligaron a efectuar cambios en 1a nomenclaty
ra (39). Se propuso nombrar neo-clerodano a los compuestos que presentaban la
esterecquimica correcta y que correspondian con anterioridad a los ent-clero-
danos v como ent-neo-clerodanos (fig. 7.) a sus enentidmeros que coincidfan
con 1a confiquracién inadecuada del clerodano.
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Fig.7. Estereoquimica absoluta del Nep-clerodanc (1) y del Ent-nec-

clerodano (2).

Con esta nueva denominacion existe aln el riesgo a 1a confusién,
ya que los neo-clerodanos estdn relacionados biegenéticamente con los ent-
labdanos, en los que el sustituyente en el C,o estd en posicion a, mien -
tras que los ent-neo-clerodanos se relacionan biogenéticamente con los lab-
danes normales en los que el sustituyente en el Cpp es un sustituyente 8
{34,37).

La bicgénesis de algunos derivados del clerodano ha sido propues-
ta por algunos autores {2,16), aungue existen algunos puntos no demostrados,
se han predicho algunos intermediarios posibles y especulado acerca de 1a

existencia de algunos otros (Fig. 8).

—
OH

Fig. 8.Riosintesis de los derivados del clerodano.



18

Fig. 8.Bjosfntesis de los derivados del c¢lerodano. (Cont.)

El1 geraniol se transforma en un intermediario del tipo de los lab-
danos (47). Ver figura 4. £s importante recordar que un neo-clerodano impli
ca un ent-labdano. Este intermediario sufre la transposicion de Wagner-
Meerwein, produciendo un compuesto del tipo de los neo-clerodanos, a partir
de este compuesto pueden suceder reacciones de oxidacion de alcoholes hasta
grupos carboxilo, pasando por carbonilos de cetona o aldehido, pudiendo es-
tos Gltimos 1legar a sufrir descarboxilacion por oxidaciones posteriores. La
oxidacion de los carbonos 6 y 18, sequidos de la formacidn de y-lactonas-
a,B-insaturadas, y 1a formacion del anillo de furano, son reacciones comunes
en los miembros de este grupo (42).

E) conocimiento de los aspectos biosintéticos han permitido el de-
sarrollo de técnicas novedosas de sintesis (28,44), la aplicacidn de técni -
cas de ingenieria genética y de biotecnologia que permitan obtener estos pro
ductos a nartir de cultivo de tejidos vegetales y;la preparacion de deriva-
dos apropiados para aplicar las técnicas de Horeau (21,52) o aprovecharlos
en las técnicas de andlisis del efecto Cotton (29,50) y la regla de los oc-
tantes (29), para la asignacion de configuraciones absolutas,
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Material y Métodos.

La Salvia breviflora fué recolectada en la poblacidn de Buenavista
de Cuellar, ubicada en la zona limitrofe de los estados de Morelos y Guerrero
en septiembre de 1984. Fué catalooada por el Herbario Nacional y clasificada
omo Salvia breviflora Moc & Sesse. Méx. 4307072.

La planta se dejo secar a temperatura ambiente durante dos semanas.
Transcurrido este tiempo se separaron las hojas de los tallos y se eliminaron
estos Gltimos.

A. Obtencién de los compuestos de interés,

Las hojas se molieron y con un kilogramo de este material se empa-
¢6 una columna de vidrio de 10 on de didmetro por un metro de largo, que con-
tenia una capa de 2 oo de celita en la base.

Se hace pasar hexano caliente para comenzar la extraccidn, que se
continda hasta que el disolvente 'sale limpio'. Este control se efectia por
cromatografia en capa fina revelando con sulfato cérico.

Una sequnda extraccién con acetato de etilo caliente enriguecié el
extracto con los compuestos de interés, uno de ellos (el que se encuentra en
mayor cantidad aparente) se identificé con la clave SOG (Salvia-Ortega-Gue -
rrero) que tiene un Rf de 0.38, empleando para la elucién de 1a placa un sis-
tema 1:9 de hexano en acetato de etilo.

Se termind Ta extraccidn con etanol caliente hasta que practicamen
te ya no se extrajo ningin compuesto de interés.

Se decoloraron los extractos con 0.25 q de carbdn activado y se -
concentraron en un rotavapor, E1 extracto metanélico obtenido pes6 18 g y el
de acetato de etilo 9.2 q, el iminandose el extracto hexdnico.

Se prepard una columna de 1.5 m por 12 om de didmetro empacada con
700 q de gel de silice como soporte y 4 g de celita en la base, empleando hexa
no como eluyente,

Se inicid la elucién de 1a columna con hexano-acetato de etilo 9:1
colectando fracciones de 250 ml, que se concentraron en el evaporador rotatorio.
Los primeros productos que se obtuvieron se distinguieron en cromatografia de
capa fina porque durante el revelado con sulfato cérico producen una mancha de
color rojo intenso, con Rf 0.85, eluyendo esta con un sistema hexano-acetato de
etilo 1:9 y que por comparacidn con estdndares se identificaron como dcido ursd
lico y dcido oleandlico. Se cambid la polaridad del eluyente por un sistema hexa
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no-acetato de etilo 1:1, con lo que rdpidamente aparecid el ccmpuesto marcado
omo NG, acompaiado de una fraccidn pequefia de triterpenos {dcido urséiico y
oleandlico), y una serie de compuestos en menores cantidades aparentes. Estas
fracciones se concentraron en rotavapor, obteniendose un sélido amorfo que pesd
1.7 a.

Estos compuestos se recromatografiaron por separado, empleando para
fa mezcla de 1.7 g una columna de 3 cm de didmetro y un metro de largo empacada
on 40 g de gel de silice en hexano.

Se inicid 1a elucidn con una mezcla de hexano-acetato de etilo 9:1
e incrementando 1a polaridad hasta que se empled acetato de etilo puro (con in-
crementos del 10% V/V). Las fraciones {de 25 mi) se controlaron por cromatogra-
fia en capa fina que se revelaron con sulfato cérico.

E1 compuesto marcado como SOG se obtuvo como un s6lido amorfo, sin
tendencias a cristalizar, de color verde claro y que pesd 0.85 g. En placa bidi-
mens fonal reveld un halo en 13 parte inferior de )a mancha principal, 10 que o-
bligd al ampleo de la cromatograffa de capa fina preparativa, Se emplearon como
eluyentes hexano-acetato de etilo en una proporcidn 6:4. La placa se revel6 con
sulfato cérico, se cortd y se extrajo el compuesto de interés con acetato de e-
tilo de la ge) de sflice.

Se obtuvieron 542 mg del compuesto marcado como SOG por kilogramo
@ hojas secas. Se mostré al evaporar a sequedad en un evaporador rotatorio co-
m un sélido amorfo de color verde claro, sin tendencias a cristalizar y p.f,
126°C. Se enviaron cantidades adecuadas del producto a espectroscopia de IR,

RHP y espectrometria de masas {EM).

Las fracciones que contenfan los compuestos de propercifn menor se
reunieron y evaporaron en el rotavapor, }a mezcia presentd las caracteristicas
de un sélido amorfo con peso de 1.3 g.

8. Obtencién de los compuestos de proporcién menor.

E1 extracto con los compuestos de proporcidn menor se separd por
placa oreparativa, eluyendo con una mezcla de hexano-acetato de etilo 1:1. La
placa se introdujo dos veces en el sistema de disolventes para lograr una sepa
racign mds eficiente,

La placa se reveld con sulfato cérico con una franja en 13 parte
media para guiar el corte. lLos diferentes compuestos se extrajeron de la gel
de sflice con acetato de etilo, se marcaron con la clave 506 x, siendo x un ni-
mero progresivo de 1 a 9 en orden de mayor a menor polaridad. De estos compues-
tos s6)0 uno presenté pureza y cantidad adecuada para los andlisis espectros
oSpicos necesarios y fué el compuesto marcade como SOG 3, con un Rf de 0.66
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corriendo la placa en un sistema hexano-acetato de etilo 1:9 revelando con
sulfato cérico. E1 rendimiento con el que se obtuvo este compuesto fué de
35.5 mg por kilogramo de materia prima.
Tabla 1. Rf de los productos naturales obtenidos (eluyente:hexano-
acetato de etilo 1:9)

Compuesto Rf
S06 0.39
S06 3 0.66

C. Cristalizacién del compuesto marcado como SOG.
Se prepararon cuatro frascos de vidrio de 8 mn de didmetro y 35.0

mm de altura con tapdn de rosca. En cada frasco se colocaron aproximadamente
25 mg del compuesto marcado como SOG y se numeraron progresivamente de 1 a 4,
Al primero se afadieron 2 ml de acetato de etilo, al segundo un volumen i-
gual de acetona, al tercero un ml de hexano y uno de acetato de etilo y dos
ml de metanol a cuarto. Los frascos asi preparados se calentaron 1igeramente
y se cubrieron con una tapa que no se ajustd deliberadamente, para permitir
la evaporacién lenta del disolvente; asf se conservaron inméviles durante
tres dfas. En el frasco donde se empled acetato de etilo, se encontraron cris
tales incoloros, agujas de p.f. 126-127°C. Los cristales obtenidos se compara
ron con el sdlido amorfo que los generd, tanto en placa fina como por sus es-
pectros de IR,

Los cristales restantes se humedecieron en dos ocasiones con aceta-
to de etilo, favoreciendo la evaporacidn paulatina del disolvente, To que
permiti6 obtener cristales adecuados para su andlisis por difraccién de rayos X.

D. Hidrogenacibn del compuesto marcado como SOG.

En un matraz para hidrogenacién se colocaron 10 mg de una mezcla
catalitica comercial de paladio sobre carbdn al 10% {Sargent-Welch-Scient.
0. SC-13902-25G) y 25 ml de etanol. Se permitiS 1a saturacidn del cataliza-
dor con hidrégeno a temperatura ambiente (22).

Posteriormente se introdujeron 88 mg del compuesto a hidrogenar di-
sueltos en 10 ml de etanol. Se dejé en agitacién durante 6 horas bajo atmésfe-
ra de hidrégeno, tiempo al cual se suspendié la reaccin.

Se eliming por filtracién la mezcla catalitica y se evaporé el

disolvente, Se recuperaron 84,5 mg del compuesto hidrogenado, que constituye
el 96% del rendimiento tedrico por cromatografia preparativa. Se obtuvieron
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analisis espectroscopicos de IR, RMP y EM,

Este producto se mostrd como un sdlido deolor "sui géneris", a-
gradable, p.f. 65°C y sin tendencias a cristalizar a pesar de haberse some-
tido a un proceso semejante 3l que produjo los cristales del compuesto marca
do como S0G.

E. Obtencidn del p-bromo benzoato derivado del compuesto marcado

como SOG.

En un matraz apropiado se colocaron 67.4 mg del compuesto marcado
como SOG y se disolvieron en 1 ml de piridina anhidra.

Se afiadieron 1.5 ml de una solucién preparada con anterioridad

conteniendo 202 mg de clorure de p-bromo benzoilo (Aldrich Chemical Co.) en
4 ml de piridina anhidra.Se coloco una valvula de sequridad y se dejo en agi
tacion durante 24 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se
obtuvo en capa fina el desarrollo cromatogréf{co de las sustancias en reac--
cién, donde se comprobd la desaparicion del compuesto marcado como SOG.
Se afiadieron 5 m] de agua fria y se filtrd para separar el precipitado. Este
precipitado se transfirié a un matraz adecuado, se afiadieron 5 ml de una so-
lucidn acuosa al 10% P/V de NaOH y el producto se extrajo con cloruro de me-
tileno. Este producto se recristalizd de metanol, obteniéndose cristales in-
cotoros, p.f. 167°C y con un rendimiento del 65.2%.

F. Bromacion del compuesto marcado como SOG.

Se colocaron 80 mg del compuesto marcado como SOG en un matraz a-
propiado. Se agregaron 1.5 ml de cloroformo y se introdujeron en un bafio de
hielo. Una solucidn con 1a cantidad estequiométrica de bromo (0.24 m mol)
en 1 ml de cloroformo se adiciond gota a gota. Al terminar esta operacidn se
dejo en agitacidn 15 minutos mas. E1 contenido del matraz se vacio sobre hie-
lo, y se extrajo el producto con cloruro de metileno. Se obtuvieron 110 mg
del producto, que se presentd como un liquido muy viscoso. A este compuesto
se le marcd con 1a clave BROSOG.

G. Tratamiento del compuesto marcado como SOG con dcido trifluoro
acético (TFA).
A 10 mg del compuesto marcado como S0G, que se colocaron en un ma-
traz adecuado, se les adiciond TFA en un ligero exceso. Se obtuvieron espec-
tros de RMP a los 5,10,20 y 60 minutos, 72 horas y 25 dias.



23

H. Uxidaci6n del compuesto marcado como SOG.

110 mg de) compuesto marcado como SOG se disolvieron en 10 ml de
cloruro de metileno en un matraz apropiado. Se afadid Ya cantidad estequiomé
trica de cromato de piridinio (reactivo de Corey) manteniendo el sistema a
temperatura ambiente {8-11).

Se obtuvieron 8 productos que se determinaron por cromatografia
1iquido-1iquido de alta presion (HPLC) empleando una columna MCH-10 eluyendo
con una mezcla de acetonitrilo-agua en relacion 1:1.

El dnico producto aislado en condiciones adecuadas de pureza y can
tidad se marcé con la clave SOG-AL y se obtuvo con un rendimiento del 37%
con un p.f. de 143°C.

1. Preparacién del revelador para placas de cromatografia (Sulfato
cérico}.
A un matraz en un bano de hielo se adicionan 12 g de Ce(504)2-4H20
(Merck Art. 2274) y lentamente se agregan 22.2 m1 de dcido sulfirico concen-
trado (equivalentes a 40 g). Se agita hasta disolver el sulfato cérico y se
conserva en un envase de vidrio color ambar,

J. Aspectos generales.

Los espectros de IR, UY y visible, fueron obtenidos por el Q. René
Villena Iribe y por el Q. Misael Valentino Torres Herndndez, empleando un es
pectrofotdmetro Perkin Elmer 283 y otro aparato Perkin Elmer 681 para el in-
frarrojo, se utilizaron ademds celdas de NaCl obteniéndose la disolucidn pre
via de las muestras en cloroformo. Cuando los productos ameritaron el empleo
de otra técnica se indicd oportunamente, Los espectros de UV y visible se ob
tuvieron con un espectrofotometro Perkin-Eimer 202,

Los espectros de RMN fueron obtenidos por el Q. Ricardo Jorge Cér-
denas P., empleando un aparato Varian Ft-80A de 80 MHz, se empled tetrameti)
silano como referencia interna y deuterocloroformo como disolvente. Las ex-
cepciones estdn indicadas.

Los espectros de masa fueron obtenidos por el Q. Humberto Bojor -
quez Leyva y el [Q. Luis Velasco lbarra; empleando un espectrometro Hewlett-
Packard 5985-B por impacto electrdnico con introduccidon directa de la mues-
tra.

La cromatografia de gases fué realizda por la Q. Lucia del Carmen
"arquez Alonso en un aparato Perkin-Elmer g-1 con una columna de vidrio de
182.8 cn y 0.317 cm de didmetro interior, empacada con OV-101 al 3% en
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Chromosorb W. En cada caso se indican las condiciones de operacidn.

La difraccidn de rayos X fue realizada por el Dr. Manuel Soriano
y el Q. Rubén Alfredo Toscano empleando un refractometro automatico Nicolett
R3m. Todos los datos y calculos fueron almacenados y efectuados respectiva -
mente en un computador Nova 4S, y las graficas se ejecutaron en un grafica -
dor Tektronix con el sistema Sheixtl {46).

Las cromatografias preparativas se efectuaron en placas PSC-
Fertigplatten Kieselgel F-254 de 20 por 20 cm y 2 mm de espesor.

Las cromatografias en columna se efectuaron utilizando Silica Gel
60 Merck, con granulos de 0.2 a 0.5 mm de didmetro aproximado (25-70 mesh
ASTM) .

La pureza de los productos y el sequimiento de las reacciones se
realizd empleando placas de 10 por 5 ¢m de gel de silice 60 Merck F-254.
Los puntos de fusién se determinaron empleando un aparato Fischer-Johns y
no estin corregidos.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION.

Al compuesto marcado como SOG se le decidid nombrar inicialmente
como brevifiorina por haberse aislado a partir de Salvia breviflora. Sin em-
bargo este nombre no se apega a las recomendaciones de 1a IUPAC para la no-
menclatura de praductos naturales publicada en 1978 {23}, ya que el sufijo

-ina se asocia con la presencia de dtomos de nitrdgeno en la molécula; aunque
tiene la ventaja de ser breve,

Se propuso entonces denominar breviflordiendlido a esta estructura,
ya que ademds de mantener la informacidn de la especie de donde se obtuvo
por primera vez, se indica que 1a moléculs es un dieno aislado, presenta un
grupo alcondlice y es una Tactona. Finalmente se recurrié a nombrar este pro
ducto como un derivado de 1a nidorelalactona, obtenida a partir de Nidorella
residifolia {Compositae) por Bohlmann (4,20) teniéndose e} nombre 18-hidroxi-
2,19-epoxibiciclo-nidorelalactons.

Empleando los métodos espectroscOpicos mds frecuentes y efectuan-
do las reacciones comunes descritas con anterioridad, se ha concluido que
la estructura de 13 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona es 1a mos-
trada en la figura 9.

!
b He

Fig. 9. Estructura de la 1B-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalac-
tona.

EY espectro en la regidn ultravioleta de este producto presentd un
miximo de absorcidn a 208 nm con una absortividad molar de 1990 cm'IM'l,
cuando el disolvente empleado fue metanol, y de 201 nm cuando el disolvente
empleado fue hexano, y que es caracteristico del cromdforo carbonilo lacts-
nica a,8-insaturado en anillos de cinco miembros.

E1 espectro en la regidn de infrarrojo {espectro #°1) es coherente

con 13 estructura, aparece una banda a 3609 e caracteristica de la ten -



26

sién del enlace 0-H, junto con una banda de 1349 cn’l, que confirma el alcohol
primario. La posicién de la banda de carbonilo a 1753 un'l. intensa, corrobora
el grupo lacténico x,.-insaturado en anillo de cinco miembros. La banda en
1133 on™" es propia de Ta tensidn simétrica del sistema C-0-C de éter, y en
1070 e para la tensidn asimétrica de la misma funcin. Los detalles de la re
solucidn del espectro de IR aparecen en la tabla 2.

£ espectro de '3C (epectro N°2) de la 18-hidroxi-2,19-epoxibici-
clo nidorelalactona es consistente con la estructura. En la tabla N°3 se asig=
nan los desplazamientos, constantes de acoplamiento y multiplicidad de las se-
hales del espectro con cada carbono de la malécula.

En el espectro de AMP (espectro N°3) se tiene la siguiente informa-
cidn:

Una sefial a §'4.45, J= 11.5 Hz, que integra para un protén, y co -
mresponde al protdn localizado en CZA

Un dt en 3= 6.25 con J= 5.5, 1.6 Hz que corresponde al protdn del
C3. £l protén del C14 produce una sefial a 6= 7.06 con J= 4 Hz (m).

La seflal a 8= 4.74 con J= 3 Hz (m) que integra para dos proto-
nes, corresponde al par que sustituye en st. El doblete {d) con 4= 0.86 y
J= 6 Hz y que integra para tres protones corresponde a3 1os sustituyentes en
cl?' A 6= 4.24 ppm, con J= 1.6 Hz (d), aparece una sefial que integra para dos
protones que corresponden a los ubicados en el C)8' Un doblete (d} a &= 4.10,
con J= B.2 Hz corresponde al protdn ecuatorial que sustituye en C19 mientras
que en &= 2.83 con J= 8.2 Hz, 1,1 Hz {dd) aparece 1a sefial del protén axial,
Un singulete (s) a 4= 0.99 ppm, que integra para tres protones corresponde a

Tos sustituyentes del c20'

En &= 1.85 aparece 13 sedal (t) del protén intercambiable con 0,0
del alcohol primario.

En la espectrometrfa de masas (espectro N°4), y en la tabla N°4
se presentan los datos de fragmentacion de 1a molécula, Aunque con la informa-
cién disponible no hay manera de asegurar gque las estructuras son ciertas, esto
permite explicar los fragmentos obtenidos de una manera mds simple y secuencial.

La l8-hidfoxi—2,19-epnxibiciclo nidorelalactona presenta una frag -
mentacidn atipica de alcoholes. No aparece el pico M-2 ni el pico M+-18. aun~
que si lo hace el pico M+-17, ya que posiblemente se estabiliza la carga por la
wrdida del grupo OH por conjugacidn con el dable enlace C3=C .

La fragmentacidn de la molécula produce e} pico M -30, que se produ-
ce por la pérdida del éter que canstituye el heterobiciclo en el anillo A



27

de 13 molécula.
Como es de esperar, 1a molécula pierde la funcidn butendlido por

1a ruptura del enlace C9'C11' Finalmente el anillo B se fragmenta y el ani-~

o A se aromatiza 10 que permite explicar la presencia del pico m/z 9% con

abundancia relativa de 59.4, seial muy poco frecuente en espectrometria de

masas de diterpenos. El ion molecular de este diterpeno aparece en m/z 332
El andlisis elemental de la breviflorina es el siguiente.

Calcylado para CZOHZSOA Encontrado
c: 72.27 72.26
8.43 8.44
19.28 19.30

Producto de hidrogenacion de la 18-nidroxi-2,19-epoxibiciclo nido-

relalactona.
La reaccion efectuada se muestra en la figura 10.

Fig. 10. Hidrogenacion catalitica de la 18-hidroxi-Z,19 epoxibi~
ciclo nidorelalactona.

El espectro de IR (espectro N°5) muestra 13s mismas bandas de ab-
sorcign que la 18-hidroxi-2.19-epoxibiciclo nidorelalactona sdlo que desa-
parecen las caracteristicas de dobles enlaces C=C en 3000 y en 1600 cm'l. A
parece un ligero desplazamiento de 10 cm'l del grupo carbonile, y una segun
4a banda debida a la resonancia de Fermi a 1725 cm'l. cuya intensidad se ve
disminuida cuando se corre el espectro empleando ciclohexano como disolven-
te.

£] espectro de RMP (espectro N6} se complica bastante, el mylti-
olete {m} cue para la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona aparece
3 = 7.06 ¥ el dt que se encuentra en iz 6,25 desaparecen para pro-
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ducir sefiales nuevas en el campo alto. E1 heterobiciclo permanece intacto
ya que el sistema AB que producen los protones que sustituyen en 519 pro-
ducen las sedales esperadas en 5= 4.28 y en 4= 3.70. Por atra parte aparece
un grupo de senales propias de la a-etil-y~butirolactona.

En &= 0.94 (s} aparece la sedal de los tres protones gue sustitu-
yen en c20' En 6= 0.82 (d} con J= 5 Hz que integra para tres protones, apare-
cen los del metilo en C”.

£} espectro de masas del producto de hidrogenacién {espectro N°7)
miestra el fon molecular (H+) 3 m/z 336 que concuerda para Ja adicidn de cuatro
praotanes a 1a molécula original, La descripcién de los fragmentas aparecen en
13 tabla 4'. En este se tiene el pico M*-Z, caracteristico de alcoholes prima-
rios, siguiendo hacia la pérdida del éter que forma el biciclo de la molécula y
1a pérdida de la cadena que contiene 13 funcidn butendlido por la fractura del
enlace c9‘°11‘

E1 pico en m/z 91 aparece nuevamente con poca intensidad. En m/z 84
aparece un fragmento cuyo peso molecular corresponde al anillo A sin sustituyen

tes.

Tratamiento de 1a 18-hidroxi~2,19-epoxibiciclo nidorelalactona con
dcido trifluore acético (TFA).
A Yos cinco minutos de iniciada la reaccidn s6lo existe un despla~
zamiento de las sedales ubicadas entre 8= 4 y &= 7.5, debido a la protonacién

de Ta molécula.
A los 60 minutos de iniciada la reaccifn aparece un equilibrio en-

tre los productes indicados en la figura 11.

‘ Fig, 11. Tratamiento de 1a 18-hidroxi-2,19-epoxibicicla nidorela-
Yactona con TFA durante 60 minutos.
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Tabla N°2. Espectro de IR de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona.

Nimero de onda (cm'l).

3609
3036-3007

2960

2867

1753
1645
1460
1387
1349
1210

1133
1070

1052
439

829
750

Funcidn relacionada.

Tensidn 0-H {m)

Tensidn C-H de olefina (b}

Tensidn asimétrica del metilo (i)
Vibracidn de tensidn simétrica del metile
no {m)

Tensign del carbonila de lactona de cinco
miembros o,s-insaturada (i)

Vibracion de alargamiento €=C {b}
Vibracidn de flexién CH, {m)

Vibracin de flexidn simétrica CH3 (b}
Vibracién del 0-H (confirma alcohol prima
rio).

ARlargamiento CC{=0}-0 {caracteristico de
ésteres conjugados (m)

Tensidn simétrica €-0-C (m}

vibracién de la tension asimétrica €-0-¢
(m}

Vibracidn de tensidn C-0 de alcoholes pri
marios {m}

Flexidn C-H fuera del plano (b}

Vibracién de tensidn R,C<CHR {m)

Flexidn C-H fuera de! planc (i)
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Jabla N°3. Espectro de !3C de la 18-hidroxi-2,19-epoxibicicle nidorelalactona.

Atomo de Desplazamiento
carbono Altura (&) {H2} Multiplicidad

Cl 42.15 37.07 741.41 t
Cz 79.88 67.03 1340.84 d
C3 76,01 124.36 2499.27 d
l‘.4 51.83 134.81 2696.26 S
C5 67.39 39.23 748.62 s
C6 52.16 19.20 384.19 t
C7 50.61 29.28 585.76 t
CB 67.59 36.76 735,34 d
C9 74.23 39.11 782.29 3
CIO $8.15 38.62 772.47 d
cll 51,44 27.00 540.02 t
C12 48.00 27.30 546.19 t
613 51.18 151.89 3037.99 5
C14 99.99 143.78 2875.78 d
C15 74.77 70.21 1404.71 t
C16 18.78 174.34 3486.97 H
Cy 48,9} 15.67 313.48 q
c18 51.36 67.76 1355.34 t
Clg 66.65 60.58 1211.33 t

41.96 16.36 327.39 q
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Tabla N°4. Espectrometria de masas de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo

nidorelalactona.

mfz

3

333

315

301

302

173

91

i

97

Abundancia
relativa
3.2

0.7

u.4

0.1

0.2

12.1

6.9

Formula
minind
Caot2804
Ca0t2a%
Cator®s
Cygtas03
Cyg%2603
Cisfyz
G
Coy02

C5H502

T

11

/M e

PR

4]
A
ed e s il

Estructura

Jt

&

J
-

¥ 3
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Tabla N°4'. Espectrometria de masas de 1a 18-hidroxi-3,4,13,14 tetrahidro-

w112

w146

w150

u'-245
wF.2s2

w223

2,19-epoxibiciclo nidoreialactona.

m/z Abundancia Formula Estructura

relativa minima propuesta
336 13.0 Cootsaly I —
337 0.7 Coottials | Sﬂgﬂg
— -t

338 1.3 Cogh3o%s L §£ﬂ |
[ I+
222 0.4 Coafanl (§;;jj’
_— i
"t
220 0.4 €atao% f;;;jj’

- o =
+

190 0.1 Cyatygd [j E;:I:f?’ J
+

186 0.7 513"140[ ?:j’ ]
+

91 0.1 CHy [ ©=& ]
+

84 100.0 CeHyp [ O :]
+

1 0.3 €0, [ 3 ]
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Transcurridos 25 dias aparece una mezcla con los productos mostra-
dos en la figura 12.

*Fig. 12. Tratamiento de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorela-
lactona con TFA durante 25 dfas.

Estos productos se pueden fundamentar en las seiiales que aparecen
entre 4= 5.5 y &= 6 (espectros N°7', 8,9).
La lactona es resistente a este tratamiento ya que las sefales de
(m) a 8= 7.5 y el (m) en 5= 4,85 asf lo indican.

Oxidacién de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclio nidorelalactona.

A pesar de haberse empleado un oxidante en extremo syave (cromato
de piridinio), el derivado de la nidorelalactona se mostrS§ muy labil a este
proceso.

Dentro del Primer minuto de reaccifn aparecian por lo menos ocho
productos. £1 dnico producto aislado y caracterizado adecuadamente es el al-

dehido proveniente de 13 oxidacidon del aicohol primario.

La sefial en é= 9.70 (s) que integra para un protdn corresponde al
protdn aldehfdico que sustituye en CIB' En 4= 7.01 (m) se tiene la sefial para
el protén que sustituye en C14. En 6= 6.30 {dd) con J=5.1, 1.1 Hz aparece la
sefial que integra para un protén que corresponde al sustituyente en 63.

£l protdn que sustituye en C2 con J=9.1, 1.2 con multiplicidad dt
aparece en 3= 4,13, Un par de protones producen un muitiplete en &= 4,73
¥ corresponde a los sustituyentes en clS'

En &= 3.70 y &= 2,98, aparecen las sepales de los protones que
sustituyen en c19‘ las sefiales integran respectivamente para un protén, con

J= 8.2 Hz para la primera sefial, y J=8.,2, 1.1 Hz para el dd de la sequnda
sefal.



k2]

En 8= 0,99 aparece un singulete que integra para tres protones y
corresponde al metilo en CZO‘ En 5= 0.85 ppm aparece un doblete con J= 5 Hz,
que integra para tres protones asignados al metilo en C17. El espectro corres
wondiente 3 esta descriocidn es el espectro 410,

La pérdida del sistema AB a 3+ 2.98 y a &= 4.13 acoplados con
J= 8,2 Hz ep el espectro N°II de un oroducto no turificade, junto con la apa-
ricién de un sequndo protdn aldehidico en &= 9.2 (t) con constantes de acopla
wiento del orden de 1 Hz, parece indicar la apertura de} biciclo y la oxida-
cién del alconol resultante,

Un tercer producto sometido a IR mostré senales caracterfisticas de
hemicetales ciclicos a 1054, 1030 y 1010 cm'l, ademds de una banda intensa
en 817 an”!

EY espectro N*12 muestra un producto que podria carresponder con un
Jcido carboxilico originado por 1a oxidaci6n posterior de los hemicetales men-

+

cionados.
La labilidad de 1a 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona ante

el oxidante nos 1leva a proponer dos rutas alternativas o simultdneas de oxi-
dacidn, que se expresan en las figuras 13 y 14; que permiten racionalizar la
gran cantidad de productps obtenidos en esta reaccibn segin los cromatogramas
de HPLC.
En Ya figura N°13 existe 1a oxidacibn hacia el aldehido en el Cla‘

sequido de la apertura del biciclo y ta formacién de los hemicetales mencio-
nadas. £n el esquema presentado en la figura N°14 se propore la oxidacidn del
Cz y la posterior apertura del biciclo,

Difraccidn de rayos X de la 18-hidroxi-2,19-eposibiciclo nidorela-

lactona.

La 18-hidroxi-2,19-epoxipiciclo nidorelalactony cristalizé de aceta-
to de etilo en red ortorrdmbica con grupa espacial P, - . con 1= 4;
2= 8.868 (5) A, b= 15.652 {B) A y c= 16.454 {8) A; con una densidad calculada
de 1.246 9 o0,

Las dimensiones del cristal empleado son las siguientes: 0.32 x
Q.44 x 0.4 mm, La longitud de onda ytilizada es la correspondiente & la 11-
nea MoKa. £V cristal no mostrd descomposicifn durante el andlisis,

tas reflexiones utilizadas fueron 1142/1366, teniéndose 224 re -
flexiones no cbservadas. La estructura se resolvid empleando el sistema
Shelxt] (49). )
E1 resto de los datos cristalogrdficos se encuentran en las tablas

52 9 gue se presentan a continuacion.
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18-acetoxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona.
El producto marcado como SOG 3 presenta un espectro de RMP muy se-
mejante al de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona (espectro 13).
Un multiplete centrado en é= 4.45 con J=11.5 Hz; asignado al pro-
tén que sustituye en CZ' un dt en é= 6.25 con J= 5.5, 1.6 Hz asignado al
protdn que sustituye en CJ. En &= 7.06 con J= 4 Hz y multiplicidad {m), se
encuentra el protén gue sustituye en Cld; e} multiplete en &= 4,74, con J=
3 Hz corresponde a los protones que sustituyen en CIS' En §= 4.65 aparece un
doblete que corresponde a los dos protones que sustituyen en C18 con J= 1.6
Kz y que en la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona se encuentran en
&= 4,24, E) sistema AB que producen los protones que sustituyen en 619 es
muy claro: un doblete en 4= 4.10, con J= 8.2 Hz y un doble de dobles en $=2.83
con J= 8.2, 1.1 Hz {protones axial y ecuatorial respectivamente), En 4= 0.99
aparece 1a sefial que integra para tres protones {s) que corresponde al meti-
To en CZO’ y un doble en &= 0.86 con J= 6 Hz que corresponde al metilo en 017.
En §= 2.09 aparece un singulete que integra para tres protones a-
signables al metilo de un acetato, lo que vinculado al desplazamiento de los
protones en C18 sugiere Ja 1B-acetoxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona.

E) espectro de IR refuerza esta idea (espectro N°14}, aparece una
banda intensa en 1238 cm". caracteristica de lps ésteres de acetato, en tan~
to que desaparecen las bandas a 3609 a? {tensidn 0-H) y a 1349 el (carac-
teristica de 1a vibracidn del 0-H de alcohol primario). Hay un ligero despla-
zamiento del carbonilo a 1749 crn~l y su intensidad se incrementa notablemen-
te,

, En EM el don ut aparece a M2 374, peso molecular adecuado para la
estructura propuesta. Su p.f. es de 112°C,



Fig. 13. Oxidacidn de la 18-hidroxi-2,19-epoxibicicle nidoralalactona.

*Productos de los que se tiene evidencia espectroscépica.

9e



Fig. 14. Oxidacion de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidoralalactona.

* productos de los que se tiene evidencia espectroscopica.
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Tabtla M°5. Coordenadas atéryras (x10) y factores térmicos

itomo

0
0

0

o
4

(n
(2)
(3)
(4)
(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(n
(2)
(s)

c{vo)

c(1)

c(12)

c(13)
c(14)

c(15)

c(16)

chrn)
c(18)
c(19)

c(20)

(A xto).{Difraccidn de rayos X).

x
2057 (4)
2811(5)
221(4)
6767(5)
3632(6)
3958 (7)
5085(6)
4237(6)
2270(5)
1192(7)
-550 (6}
6(6)
904(S)
2646(5)
1643(6)
3010(6)
3479(6)
5155(7)
4882(7)
1967(7)
~1714(6)
504k (7)
1135(6)
-687(6)

Y

-248(2)
-3173(2)
-2kbs5(2)
1927(2}
-96h(2)
-483(3)
320(3)
836(2)
508(2)
1130(2)
728(3)
-65(2)
-770(2)
-365(2)
-1535(2)
-1333(2)
-2092(2)
-2545(2)
-3140(3)
-2552(2)
-360(3)
1689(2)
376(3)
-1142(3)

& E] equivalente Isotrdépico U se defire
directriz de! tensor crtogonalizace U.

z
g107(2)
12917(2)
124R6(2)
6o50(2)
9203(2)
8421 (2)
€503(2)
9115(2)
9401 (2)
9961(3)
10380(3)
10854 (2)
10300(2)
9€30(2)
10801(2)
11507(2)
12021(2)
12214(2)
127¢9(3)
12871(2)
113€65(3)
2371(3)
°603(2)
0714(3)

coro un tercir de la

u
59(1)2
69(1)#
69(1)
72(1)8
50(1)¢
55(2)
52(1)»
W) s
ho (1)
Sk(2)x
55(2)+
48 (1)
42(1)e
bo(1)#
LB (1)+
58(2)¢
b5(1)s
sh(1)e
68 (2)#
52(1)¢
72(2)
58(2)*
53(1)¢
€1(2)#

36
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Tabla N°6. Longitudes de enlace (A}, (Difraccién de rayos X).

o{1)-c(2) 1.451(5) o(1)-c{19) 1.422(5)
6{2)-c(15) 1.k (6) 0(2)-c(16)} 1.356(5)
a{3)-c (1) 1.211(5) o(4)-c{1€)} 1,413(6)
c(1)-c{2) 1.508(5) c{1)-c(r0} 1.550(5)}
c(2)-¢(3}) 1.503(6) c(3}-c(k) 1.314(5)
c{u)-c(s) 1.519(5) c{4)-c(18) 1.508(5)
c(5)-c(€) 1.529(5) c{s)-c{19) 1.560(5)
c{5)-c(19) 1.541(5) c(s)-c(7) 1.522(6)
c(7)-c(€) 1.515(5) c(8)y-c(9) 1.558(5)
c(8)-c17) 1.521(6) c{9)-c(r0) 1.559(5)
c(9)-c{n) 1.541(5) c(9}-c(20)} 1.550(6)
c(11)-¢c(12) 1.526(6) c{12)-c{13} 1,494 (5)
c{13)-c(1h) 1.316(6) c{13)-c(16) 1.465(6)
c{th}-c(15) 1.464{6)

Tabla K°7. Angulos de enlace (Pea). (Difraccidn de rayos X).

c(2y-0(1)-c(19) 1e.7(3) c{15)-0(2)-c(16) 108.6(3)
c{2)-c(1)-c(r0) 102.3(3) o(1)-c(2)-c(1) 107.2(3)
o(1)-c(2)-c(3} 10E.6(3) c{ny-c(2}-cl(2) 109.4(3)
c(z)-c{31-c{i} 114, 1{L) c{3)-clu)-c(s) 112,9{3)
c(3)-c{a)-c{1€) 124.3(4) c(5)-c(u)y-c(18) 122.7(3)
c{u)-c{5)-c(6) 113.6(3) c{k)-c(5)-c(10) 106.8(3)
c(e)-c{5}-c(10} 111.4(3) c{4)-t(s)-c(19) 103.4(3)
c(6)-c(5)-c(19) 110.9(3) c{10)-c(5)-c(19) 110.5(3)

c{s)-c{6)-c(7) 112.9(3) c(6)-c(7)-cle) 111.9(3)



c(7)-c(8)-c(9)
c{g)-c(E)-c(17)
ci{e)-c(9)-c{r1)
c(8)-c{g)-c{20)
c{11)-c{9)-c(20)
c(1)-clro)-c(3}
c{a)-c(r1)-c{12)
c{12)-c(13)-c{14)
c{ih)-c{13)-c (16}
a(2)-~c{15)-c(1k)
o(2)-c{16)-c(13)
o{4)-c{18)-c (&)

112.2(3)
6(3)
.5(3)
8(3)
LH(3)

11%,8(3)

1k,
11
109,

105

116.6(3)
34
107.0(3)
1 (k)
1(4)
2(3)

104,
109.

113,

c(7)~c{8)-c(17}
t(e)-c(e)-c{ro0}
c{1o)-c{9)-c11)
¢{10)-c(9)-¢(20)
c(1)-c(r0})-c(s5)
t{s)-c(10)-c(9)
c(11)-c(12)-c(13)
c{12)-c(13}-c(16)
cl{13)-c{14)~-L(15)
0{2)-c{16)-0(3)
0(3)-c(16)-c (13}
o{1)-c(re)-c(s5}

40

Tabla %°7. Anaulos de enlace(leq) cont. (pifraccidon de rayos

100,
107.

109

X).

7(3)
2(3}

.2{3)

113.3(3)

107.

6(3)

117.0(3)

113,
121
111
120,
130

110

5(3)

64}
.2(4)

9(4)

L0(b)

.9(3)

Tabla N°B. Factores anisotrépicos térmicos {4 x10). (Rayos X).

dtomo Y y
o(1) 65(2)  60(2)
0(2} 84{2)  60(2)
0(3) s5{2)  E1(2)
o(4) 62{2)  75(2)
c(1) 51(3)  ka(z)
c{2) 62{3) 53(3)
c(2) 4s(2)  57(3)
cu) hg(2)  36(2}
c(s5} se(2)  31(2)
c(6) 61(3)  4o(2)
(7} 57¢(3)  51{2)

U
52(2)
62{2)
72{2}
78(2)
56(3)
52(3)
54(2)
47(2)
hi(2)
62(3)
57(3)

] u v
-to{1)  -9(2) 2{2)
20(2) g(2) 0(2}
o(2) 12{2)  -&(2)
16(2)  -9(2) ~-z22(2)
-10(2) 2(2) 2(2)
~9(2) 8(2) 9(2)
6(2) -e{2) 0{2}
0(2) -z2{2) a(2}
-3(2)  -1(2) 6(2)
3(2) 1(3) g(2)
-z{(2) 2(2)  14(2)
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Tabla K°E. Factores anisotrépicos térmicos {A x 18).
(Difraccidn de rayos X).

dtomo Y U U u U u
c{8) 45{2) 47(2) 51(2) 1(2) 3(2)  -1{2})
c(9) 38(2) 44(2)  45(2) -5(2) -4{2) -3(2)

(10} n1(2) 37(2) 43(2) -3{2) -4(2) 3(2¥(
i) 50(2) tuo(2) 54{2) -8(2) ~5(2) -7(2}
t(12) s6(3) s1{2) 66(3)} 112} ~10{3) -12{(2)

c(13) s1(3) ti(z2)  43(2) 4¢2) -4(2) 2(2)
c(1b) 59(3) 57(2) 46(2) 72y 7{2) 1(2)
c{15) 76(3) s56{2) 72(3) -1(2) o3 z0(3)
c(16) 6u(3) uel(2)y 47(2) -6(2) 62} -2(2)
c{17) 65(3) 77(3)  73(3) 8(3) 17(3) 7(3)
c{18) 66(3) s2(2) 57(3) 1a{2) -6(z) -6{3)
c(19) sh{3) 53(2) 52(2) 22y 1(2) 6(2)
c{20) 59(3) 66(3) 63(3) ~3{2)  -~3{2) -12(2)

£1 exponente;factar anisotrépico térmico toma la forma:

-2 (ha%U + kbrU + ,,, + Zhka#*b*y)

Tabla N°9. Coordenadas de los dtomos de hidréaeno {x 10) v

sus factores térmicos (A x10).

dtomo x Y z 8}
H{4) 6250(63) 2050(24) o48€(22) 60
H{ta) 2807 -1448 7 9102 60
n{1v) 4860 -1157 9413 60
n(z) 4667 -827 8039 60

#{3) 6317 L1 &345 6o



Tabla H°9,

itomo

H(6a)
H{6b)
H(7a)
H{7b)
H(8)
H{10)
H{11a)
#(11b)
H(12a)
H{126)
H{14)}
H{15a)
H(15b)
H(17a)
H(17b)
H(17¢)
n(16a)
H{18b)
H(19a)
H(19b)
H{20a)
H(20b)

H(20¢)

x

758
2091
~1495
-1170
1035
3505
2322
527
240k
4203
6392
5540
5372
-1353
-2793
-2082
5337
4075
1079
~162
-1692
-1236
-11E

1607
1326

9644
10370
9976
10747
11227
10279
10437
11020
11843
11289
1199¢
13301
12583
1166€
11015
11735
o9bz
9275
£313
8728
2653
asyc

9229

42

60
60
60

60
60

60
60
60
€0
60
60
60
60
60
60
60
60
6C
60
60
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Fig15Brevifiorina: (18-hidroxi-2,19-epoxi-
biciclo nidorelcicctona)
longitudes de enlace

en Angstroms

14



Fig.16Brevifiorina {18-hidroxi-2,19-e poxi
biciclo nidoreklactona
dngulos de enlace (Deg)

45
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E1 espectro de masas del 18-acetoxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalac-
tona {espectro N°15) es muy parecido al del 18-hidroxi derivado, {come es de
esperar), 1a fragmentacidn sigue hacia la pérdida del acetato, siguiendo os
patrones de 1a 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona, apareciendo se-
fales en los mismos valores de m/z.

Por otra parte se acetild Ta 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorela
lactona con anhidrido acético en piridina, encontrando que las caracterfsti-
@s del producto obtenido son las mismas que las del producto natural,

Experimenta de doble irradiacién del 18-acetoxi-2,19-epoxibiciclo
nidorelalactona,
£Y espectro N°16 muestra cuatro espectros, de donde el nimers 1
wrresponde al 18-acetoxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona ya descrito,
Al irradiar en §= 2,84 {protdn ecyatorial del sistema AB en el
CID) se produce una simplificacién de la sefial del protén axial, produciendo
se una seftal sencilla, {Espectro 16.2).
' Cuando se irradia el doble de triples en 6.25 ppm se produce 1a
simplificacidn del multiplete que produce el protén que sustituye en C3
(4= 4,35}, transformindase en una sehal mis sencilla que tiende a ser un
doble de triples (espectro 16.3). Finalmente Ya irradiacién del protén en
[ 14 produce 1a simplificacifn del multiplete en l:]5 2 una sefial triple, por
o que se puede concluir que Yos protones son equivalentes.{Espectro 16.4).

Precursor de 1a [B-hidroxi-Z,19-epoxibiciclo nidorelalactona.

Analizando cuidadosamente el espectro de !3C de la i8-hidroxi-2,19-
epoxibiciclo nidarelalactona {espectro N°2) encontramos que 12 muestra presen
ta restos de un compuesto contaminante, £n la parte experimental del presen-
te trabajo se comenté el hecho de la dificil purificacibn del producto de in-
terés debido a 1a presencia de otro compuesto de polaridad muy semejante; que
farmaba un halo en 1a parte inferior de 1a mancha que correspondfa a la 18-
hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona al revelar en placa fina su desarrg
No cromatogrifice.

Una seial pequefia en 8= 172.5 hace pensar en 1a presencia de un
¢ arbono carbonflico contaminante, Asf también en &= 64.0 aparece una sefal
Qe sugiere que el Cw de 1a 18-hidroxi-2,19-epoxibicicio nidorelalactons se
ha modificado.

£l espectro de RMP del mismo producto ligeramente contaminado con
el precursor, mostré una sedal incipiente en § = 2,50 propia de los pro--
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tongs metilénicos de un epbxido.
Lamentsblemente el proseguir con este andlisis de 1a manera sequi-

da es bastante arriesgado ya que no se cuenta con datos contundentes; son

sdlo especuylaciones.
En el género de las labiadas se han reportado varios diterpenos,

salvidlidos que presentan la funcidn epéxido en C4—C18. En conciencia de

que 1a investigacion al respecto debe proseguir hasta obtener datos conclu-
yentes, se propone el producto mostrado en la figura 17 como el probable pre
cursor de ¥a 18-hidroxi-~2,19-epoxibiciclo-nidorelalactona,

e

OH

Fig 17. Probable precursor de 1a 18-hidroxi-2.19-epoxibiciclo
nidorelalactona. ’

La funcionalidad de esta molécula nos 1leva a concluir en ura pola
ridad semejante a 1a de la molécyla de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nido-

relalactona.
La transformacién del precursor en el producto final podria efec-

tuarse de la manera mostrada den la figura 18,

; iz Ho . .
Fig 18. Transformacidn del posible precursor en el 18-hidroxi-2,
19-epoxibiciclo nidorelalactona.
Esta transformacidn se ve favorecida por la estereoquimica relativ

propuesta.
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Finalmente debe aclararse la confiquracién del carbono nimero

ocho de 1a molécula. Bolhman, en la descripcién de la nidorelalactona la re-
porta como S (4), pero en este caso; en base a los datos de dicroismo circular
obtenidos de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo-nidorelalactona por el Dr. Glinther
Snatzke (tabla No. 10); ya que todos los efectos Cotton son positivos, y en con
cordancia con los indicios aportados por los estudios de difraccién de rayos x,
se sabe que en la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo nidorelalactona 1a configuracién
de dicho carbono es Ry no S.

Por razones biosintéticas, en base a productos naturales aislados
de otras plantas, se tienen indicios que parecen apoyar los datos anteriores, en
" el sentido de que ta 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo-8R*-nidorelalactona corresponde

a la serie del neoclerodano.
Tabla No. 10, Dicroismo circular de la 18:hidroxi-2,19-epoxibici-
clo-8R*-nidorelalactona. {Conc. 0.9133 mg/g).

A max {nm) Delta-Epsilon
209.8 4,380
208,0 4,313
197.7 6.153
193.2 6.413
189.5 5.467
242.9 0,150
150.0 0.110

Conclusiones.

1. Se aislaron, purificaron y caracterizaron dos diterpenos a par -
tir de Salvia_breviflora, la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo-8R*-
nidorelalactona y su derivado 18-acetoxilado, estos productos
naturales no han sido descritos con anterioridad.

2. Se obtevo por primera vez 1a 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo-8R*-
nidorelalactona en forma cristalina.

3. Se detemind 1a estereoquimica relativa de la 18-hidroxi-2,19-
epoxibiciclo-8R*-nidorelalactona, encontrandose R* la configu-
racién del carbono ocho.

4. Se determind la actividad quimica en algunas condiciones de
reaccién de la 18-hidroxi-2,19-epoxibiciclo-8R*-nidorelalacto-
na debida al heterobiciclo [2.2.2] que presenta en el anillo A.
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