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Las especies de la familia Celastraceae, se encuentran distribuidas
en las zonas tropicales y cdlido templadas del mundo y su estudio boténico

ha dado lugar a 1mportantesiaportaciones? a 2

, recientemente -el:Profesor -«
Wagner10nha publicado un amplio e interesante resumen sobre aspectos di- -

versos de la citada familia.

Los metabolitos secundarios aislados.de estas especies.son- de natura- - . -

leza varia; polifenoles, macrolidas;. mono, sesqui, di y triterpenos de-va-.
rios esqueletos. -Entre ‘los triterpenos son notables los pigmentos proceden
tes de la corfeza de-1a raiz y que nuimicamentefson_metTlenmquinonas;~agpg
pamiento.cromofdrico que ..les ‘caracteriza.:Ya. en trabajos anteriores del -
Profesor Gonzédlez y col. se.ha dado cuenta.de:la elucidaciébn estructural

y estudio quimico.de nuevas-sustancias.con-este esqueleto. bdsico.y en- la:
brbliografia‘quimica'solo-se:haanescrito unas -pocas de estas -sustancias

que son.eltcel‘astr.o-l11 1 y su.metil ester de origen natural la pristimeri-

na12 2,-lé ‘21-—-hidr‘oxipr~istimerina13 3, tingenona14 4, 20-hidroxitingenona15$
5, 22-hidroxitingenona16 6,.fguesterina17-, isoiguesterina18 8 ., el compues
19 20

to denominado .Salacia quinone methide .A1O,Apristimer

rinenoi§*4lgeéhiﬁroxipristimerinenoj3

9; dispermoquinona

21@52%, dando reacciones - -

su sensibilidad al tratamiento con dcidos minerales
de reagrupamientos que conducen a fenoles,ver esquema I, y por su comporta-
miento frente a .agentes reductores:. hidruros metdlicos o hidrogenaci6n ca-
talitica en un proceso reversible si se realiza en presencia de oxigeno,
ver esqdema II.

Existen estudios sobre actividad biol6gica de alguna-de estas sustan-

24 a 27 28 a 30 .

cias y 'del uso que de ellas se hace en la medicina popular

Otras -sustancias triterpénicas relacionadas quimicamente por poseer también

®-12. Todos ellos sei caracterizan-por .. .. .-
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ESQUEMA I

ISOPRISTIMERINA: IT

ISOPRISTIMERINA TII-

ISOPRISTIMERINA I .
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un esqueleto de-friedo oleano y que son abundantes en estas especies conside

31. Se han aislado gran n@mero

réndose como cabeza de serie la friedelina
de ellos que se representan en el esquema IIT con su cita bibliografica y
representan un posible paso final de la evolucién de los triterpenos.

Los esteres de sesquiterpenos con esqueleto de B-agarofurano son, al
igual que las quinonas, sustancias con caracter de indicador taxonémicolo,
siendo los &cidos que esterifican muy diversos. Existe un subgrupo de estos
esteres que se identifican por poseer un anillo macrociclico, de al menos
quince eslabones, uno de cuyos componentes es un didcido derivado de la pi-
ridina, que puede ser uno de los siguientes: evonico 13, wilfordico 14, hi-
droxiwilfordico 15, cassinico 16. cathaico 17 y el otro componente un ses-
quiterpeno. En el esquema IV se muestran los diversos tipos de alcaloides
aislados.

Uno de estos alcaloides la neoevonina fué estudiada por difracci6n de

R.X,en forma de su bromoacetil derivado78

y confirmada asi su configuracion
absoluta, que han usado diversos autores para posteriores trabajos. Los gru
pos que esterifican al sesquiterpeno pueden ser muy diferentes, acidos acé-
tico, gélico, furoico, benzoico, nicotinico, etc. en cambio el ndcleo ses-
quiterpénico central s6lo se ha encontfédo’con dos posibilidades o totalmen
te hidroxilados como en el euonyminol, o con un agrupamiento ceténico sobre
C-8 como en el evoninol. Las estructuras de estos polioles fue confirmada
por difraccién de R.X.79.
En muchos de los trabajos que permitieron la elucidacibn estructural

de las nuevas sustancias existen importantes pero incompletas aportaciones
espectroscdpicas siendo particularmente notables los trabajos mixtos quimi-

80 7477

co-espectroscopicos del Profesor K. Yamada  y Profesor L. Crombie

tre otros.
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ESQUEMA TIII (cont.)

Ref. 48 Ref. 49

R1= OH R2=CH3 R3=H, Ref. 50
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ESQUEMA 1V (cont.)
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ESQUEMA 1V (Continuacion)
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Nuestro trabajo, en especies de la familia Celastraceae de origen ame-
ricano, forma parte de una de las lineas de investigaci6n del Centro, y su
desarrollo ha dado lugar a la memoria que ahora presentamos.

Los objetivos de nuestra investigacion fueron:

1.- Aislar y elucidar estructuralmente los metabolitos secundarios de las
especies estudiadas.

2.- Analizar las propiedades quimicas de los nuevos metabolitos aislados
y de sus productos de reaccion.

3.- Utilizar los resultados obtenidos en nuestros estudios para aportar nue:
vos datos a las rutas biosintéticas de las sustancias aisladas.

4.- Estudiar aquellas cuestiones que surjan en el desarrollo de la inves-

tigaciobn.



DESCRIPCION BOTANICA
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La familia Celastraceae estd integrada por mas de cuatrocientas espe-
cies lefiosas ampliamente distribuidas en ﬁodos los pafses templados y cé&li-
dos del antiguo y nuevo mundo,.presentando desde un punto de:vista quimio- -
taxonfmico una amplia relacién con otros Ordenes 'y familias dentro del rei-
no vegetal. En el esquema Vvse’representan sus relaciones duimiotaxonémi-
cas10.

8l

Desde el punto de vista de:la-sistemitiva® se situa la-familia Celas— = .

traceae dentro de su orden jerérquico .de la siguiente-forma:: -

DIVISION; :. Spermatophyta

SUBDIVISION :- "Magnoliophytina-(=angiospermas) -
CLASE -~ : Magnolitae (= dicotiledoneas).
SUBCLASE:: :" Rosidae

SUPERORDEN : -Celastranae

ORDEN = - : Celastrales -

FAMILIA .- .: Celastraceae"

Esta familia-de amplia-distribucidén en toda América y con gran:varie-.

dad de especies, s6lo se encuentra representada -en-Europa por dos géneros

82

. . o
Maytenus y Euonymus~“.-Concretamente en:1a peninsula Ibérica se. encuentran

E. europaéns'L<y M. senegalensis: Lamk 0. Catha europaea Boisssz,~yz€uyo,es—

tudio -fitoquimico-preliminar ha sido realizado' en la Universidad de:Grana- - -

da por-el -Profesor M.G. Serranillo y colaboradore583;-

En la Macaronesia y concretamente en sus archipiélagos se encuentran

dos endemrsmos,-Maytenusuganariensis.Loes§4i?.86 o Catha cassinoides:W-.& B .. - =
ya estudiada en este Instituto por el Profesor Gonzélez 17,24 y Md&tenﬂs~

dryandii localizada en Madeir‘a87

'Centro88.- :

y cuyo estudio se lleva a cabo en nuestro
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Prosiguiendo el estudio de Celastraceas nos detenemos en otras especies
iberoamericanas: Maytenus horrida Reiss.y Maytenus aquifolium Mart. de Pa-
raguay y~0rthosphenia<mexicana‘Standley~de*Méxicdk3:~-*'

Maytenus aquifolium Mart.-o M. acrifolium wa-lp89

-vulgarmente 1lamado
cangorosa, es un é&rbol perennifolio de 5 a 6 metros de altura, densamente
ramificado, ramas de corteza ligeramente estriada y clara, con estipulas pe-
quefios -y persistentes:- Hojas alternas,=con peciolos cortos, coridceas, -lim-.
bo obovado-lanceolado de color oscuro y margenes dentados con 6-9 espinas
pequefias ‘por lado. Flores pequefias de pétalo blanquecino. Crece sobre suelos
rocosos-en.laderas=y.cumbres de-cerros bajos; cubiertos de bosque- htmedo: -
Maytenus;horridaeReissgg es-ﬁﬁ arbusto perennifolio de 2 a:3 metros de -
altura,rramas,con-corteza lisa de-color gris. Sus hojas-son disticas; corta- -
mente pecioladas,;cofiéceas, de.margenes _espinosos -con 5-7 espinas-por-lado

y limbo oblanceolado de color verde claro. Flores actinomorfas hemafroditas,

pequefias-con:pétalos-de color amarillo verdoso, -pedunculadas, agrupadas:en.:.

las axilas de Las-hojas. Crece -aisladamente o' formando-grupos; -asociadas a = -

cactaceas, en terrenos arcillosos, -himedos o-en las orillas de los cursos -

de agua. - ;..
Orthosphenra:mexieana.Standleygo=e5fuhvarbustprerennifoLio,”de hasta

1 metro de altura, con ramas ascendentes.de corteza estriado-acanalada y. co-

lor que va del gris al moreno rojizo. Hojas alternas u opuestas agrupadas en

los extremos de las ramas, con peciélos cortos, limbo verde glaucp oblanceo-

lado u obovado, margen dentado en la mitad superior.con 2-5 dientes por lado

y epidermis:rugosa.-Flores poligamo-dioicas,:axilares con 5 pétalos amarillo= :

verdosos. -Fruto -solitario, capsular,ovoide,-:indehiscente, pequefio.. Crece so=- -

bre cerros calizos, particularmente en porciones superiores de abanicos alu-

viales, alternando con vegetacién de Yucca, Agave, Larrea, Hectia, etc.
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MAYTENUS AQUIFOLIUM MART



MAYTENUS- HORRIDA REISS.
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ORTHOSPHENIA MEXICANA STANDLEY



PARTE -TEORICA - :- -



ESTUDIO DE 'COS COMPONENTES DE LA
"RAIZ DEL MAYTENUS AQUIFOLIUM M.



Los extractos de la parte aérea, de especies de la familia Celastra-
ceae suelen ser ricos en triterpenos con diferentes esqueletos y ocasional
mente otras sustancias terpénicas que suelen caracterizar los diferentes
géneros.

El Maytenus aquifolium,-en-su parte aérea, Se ha usado en el Paraguay -
para adulterar, la "yerba mate", que es un material granular procedente de

91-tostado y molido, - cuya infusién

la parte aérea de Ilex paraguayewnsis
o maceracion forma parte de la idiosincracia del citado pais, y posee
alto‘contenido én cafeina, responsable de su efecto estimulante, por lo
que quizas en.el M. aquifolium pudieran existir sustancias con actividad..
similar. Resulta por' otra parte notable que el arbol Catha edulis, Celas-
traceae, que es cultivado extensamente en el Yemen y el Este del continen-
te africano provea una droga conocida como Khat, chat éuquatgz,

Hojas frescas o brotes tiernos son masticados usualmente, aunque oca-
sionalmente  se usa en-infusiones, o incluso se fuma. La droga act@a como
un estimulante y suprime el apetito, su.uso es aceptable para los musulma-
nes ya que ademas-posee implicaciones religiosaé;-Elrestudio de sus’ compa-
nentes-se ha iniciado récientementém'7§ se sébe'que contieﬁe~(+) norseudo-

efedrina que a su vez presenta-alguna similitud' con-la anfetamina;,

“ NH2
--H
HgCg  CHj HgCg  CHjy
. {+)NORSEUDOEFEDRINA ' ANFETAMINA

CATHINA
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junto a alcaloides macrociclicos muy complejos como los ya presentados en
15 introducci6n de esta memoria, los compuestos 41 a 47.

Los cultivos de C. edulis han desplazado en el Este de Africa al
café. |

En las raices de C. edulis de origen:etiope se han encontrado-alcaloi:
des macrocielicos~cathedulinas-E2,rE3,.E4, Esfy,Eéllas%qﬁﬁxmasiﬁdierpénie:
cas pristimerina, celastrol,. iguesterina y :tingenona. También.se :han -ais-:
lado friedelina y epifriedelinol’5.

En nuestro estudio del- extracto etanélico de la corteza.de-la raiz.
del M. aquifolium-hemos aislado-los-componentes-mayoritarios. que a conti- ~.- .-
nuacién se describen. - |

El productos que.en la cromafografia general: hemos denominado‘A1 dib
positivo el test .de LiebermannBuchard para triterpenos y mostraba un ibn
moelcular a MY 426 m/z Jo. que nos- indicaba que -nos encontrabamos -ante
un posible compuesto-monohidroxilico, con.una-sola.insaturacién,.lo-que :.

se confirmd en .su espectrofde HlRMN , donde se-observa-unlprotén,vinilico

a 5.146,t, que :por-su forma y-posicién parecian indicar un .ZGZ"enjﬂaéaseﬁ-A
‘ries del;oleanO'd.ursano.'CuidadOSO‘estqqiq~deI:espectro:de resonancia mues
tra s6lo la presencia -de: meti.los-fangulare-s,{-:;a"»'O;818 (2), 0:83&, 0:888, + -
0.928; 0.97&, 1.028 y 1.17&, ‘también .se observa un protén -geminal -a un
hidroxilo -como triplete 3.268, lo que. confirma-que es;de la serie del olea-
no.

Cuando A,:se acetilo.de la forma usual. se-obtuvo un.monoacetato:en cu

yo espectro de resonancia:se observaba -como-datos mds sobresalientes el me-

tilo del acetato a 2.028 y el triplete del protén .geminal:a 4.548 . .
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Los datos de la fragmentaci6n de masas de nuestro broducto confirma-

ban que se trataba del 3 B-hidroxi-olean-12-eno; también denominado B-amy- -.

rina93.-

R=CH

3 1
R=COOH_A4

m/z: 218 -
m/z 248 .
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El estudio de una mezcla de sustancias que era més rica en A1 que A2
permitié identificar A2 como unstriterpeno.monohfdroxilico cuyo sistema
isopropilidénico se .observaba en"H1RMN“fcomo un ‘doblete ancho a 4.67§ pro
tones del metileno y metilo sobre -doble -enlace a'1.698, &l protén geminal
del grupo -hidroxilo resonaba. a:3.21&8 como triplete. - -

La comparacién con-una muestra de~lupeol- nos.condujo-a identificarlo-=-— -
como tal. 4 ' |

Los productos-A3 y A4 mostraban una relacién importante con los-A1 y -

A2 pues sus- masas- moleculares-eran 30funidadeS"mayores»qUef1as~dé#A1iyiAZ;~ s
lo que.unido a:que en.sus- espectros de -1.R. mostraran’bandas5c6rrespondiegf* =
tes a.laApresencia*de.unfgruporécidowhizp-pensarque se’ tratara-de- los- ci<: -~ -
dos oleanéluﬂggy;bétulihicogs,.ld:que'se:tomprobé por el estudiode varios

de sus derivados -entre -ellos sus acetato metil éster.

R1=R2=H-~A4~ : | R1=R2=H “ nA3 ,

R1=’Ac ._R2=CH3 A4Me : R1=Ac R2=H ' A3Ac
R1=H R2=CH3 .A3Me
R1=Ac» : R2=CH3 A3AcMé
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En un trabajo de nuestro laboratorio, se aisld del Orthopterygium
huancuy, Julianacea (endémica del Per() un triterpeno no descrito previa-
mente en la bibliografia quimica96, el dcido 3-ox0-20-hidroxi-lupan-28-
oico.

Dado que el triterpeno mayoritario del extracto de las raices del M. aquifolium -
era el acido betutinico,.4cido 3 B —}hidroxi—lup—20(29)-en—28—oico) » nos encontraba
mos con un sustrato apropiado para usar como material de partida en un pro
ceso de sintesis pércial. Asi el paso légiéo para funcionalizar el C-20 exis
tiendo un doble enlace 20(29) es un problema de-transformaci6n de grupos fun

cional y una hidroxilacién Markovnikov97

podria resolver esta cuesti6n, por
lo que se pensé que el proceso de.oximercuracién demercuracion podria lo-
grar la funcionalizacién deseada alin sabiendo que habria reacciones compe-

titivas como se observa en el Esquema V?8 a 102

, esta reaccibn se reali-
z6 en nuestro caso en diversas condiciones, dando resultados negativos, por
lo que se decidié, la transformacién funcional por otra metodologia.

El primer paso de esta transformacién (vedse Esquema VI]) deberia lograr
la formacién de un epdxido en posicién 20(29) para lo cual contabamos con
el inconveniente de que la reaccidén con perdcidos produce el acido que ac-
tuaria como tal para protonar el sistema olefinico, dando lugar al carboca-
tidn éobre C-20 que puede sufrir posteriores reacciones de reagrupamiento

103

como es bien conocido en estos triterpenos  ~. Nosotros realizamos la oxi-

dacién del acetato metil &ster del &cido betulinico con acido metacloro per
benzoico en presencia de una dispersi6n de bicarbonato sédico’en CH2C12,

H20 con lo que se obtuvo un excelente rendimiento en la epoxidacibén y se-

minimizaron otras reacciones, que ocurren en otras condiciones y aun mas sa-
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Otros productos

minoritarios :

3
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biendo que el AMCPB también se ha utilizado en funcionalizaciones sobre
posiciones no-activadas -en triterpenoslo4.'El epdxido asi:formado B, mues
tra los protones del metileno C-29-como un singulete de intensidad dos pro
tones a 2.628 dato de acuerdo con los esperados para un~ep6xido de este

105,'esténd04e1-resto de 10s datos analiticos y espectroscodpicos de

tipo
acuerdo con la estructura probuesta.—Cuando e1<producto B1 se trata con
A1H4Li y se varia su concentracién y las condiciones de reaccibn se pueden
obtener-de-forma selectiva cada uno de los:compuestos B,; B3y B,. Los com
puestos:Béwy B3~poseen‘ambos glaagrupamientoféxido~20(29)=yfen un caso la
reduccién séio“afecto al-ester en posicidn 3B y-no al que se encuentra so-
bre el carbono 28 lo que esta de acuerdo pues esta ﬁltima posicién se en-
cuentra.en una zona.de la molécula..con mayor congestibn.estérica-y.a la na
turaleza del :propio ester. La formacién del triol B4'necesit6 de temperatu- .
ra de calefaccibén més-alta y mayor tiempo de reaccidn.

En estos compuestos.se pueden -observar importantes'desplazamientosrde-'
los metiloé que estan de acuerdo con los ‘estudios realizados por diversos i

autoreslgﬁlleZQ%

; NééotrOs_afcontinuaeiﬁnfoxrdamos‘ELiprodUCtoaBAuCQn%rpqg:.":?fi- =

tivo de -Jones. obteniéndose-el-4cido esperado,el.cual apareci .acompafiado de : -~ .=

una pequefia. cantidad de éldehido.y;esta mezclauBG;B7-se_dgjéAexpuesta;al.'-
aire y se metilé con CH2N2 obteniéndose el metil éster del ‘d4cido 3-oxo-
20-hidroxi-1up-28 oico Bé " acompafiado de otro-producto que lo impurificaba
y cuyos datos de MS indicaban que se trataba de un producto de reaccibdn del
agrupameinto-carbonilico-con diazometano y -probable-ampliacién .de ciclo.- -

En la tabla 1 se dan los valores de los-desplazamientos -quimicos de - -

los metilos en los productos por nosotros estudiados y que presentan des-
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plazamientos coherentes con los datos tebricos de la bibliografia.

Como ejemplo de las fragmentaciones.caracteristicas de estos sistemas. ... ..

108

pentaciclicos se presentan en el esquemaVIll sus datos més sobresalien-

tes i
ESQUEMA VIII ®

R,=COOMe - 249 m/z " .

og - | 190 m/z
“.. -~ e » |

R,=0AC, R,=COOMe M'.528 m/z

N

1 .
\

.Ry=0Ac 262 m/z Ry=0Ac 249 m/z 189 m/z
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" TABLA 1

23 . 24 25 26 27 29 30
Ay b* 107 0.8 100 107 o 1.79
Agde P 095 087 087 0.9 0.87 1.70
Age: P 099 078  0.83 .0.99 0.9 1.70
AAGMe? 0.92. - 0.84 0.84 . 0.9  0.84 . 1.69
B, 2 0.94 -~ -0.84 0.84 0.84  0.90 ..: 1.21
B, ° 0.96 0.75 0.82 0.9  0.90 1.22
B, % 0.97 075 0.82 1.1 0.97 1.22
B, .0 099 075 0.8 .04 0.9  1.10 1.23
B ~d& 0,99 0.8 - 0.84 - 1.07 1.12. " 1.9 - - 1.22
By 228 1.00 ... 0.95 - -1.01 1.01 .1.08 -1.16 - 1.26
By € 1.2 0.93 0.99 1.07 1.17 1.23 1.26

Los espectros fueron rearizados.en'ClgeD como:disolvente .usando TMS:. ::::

como sefial de referencia y ‘los valores se expresan-en unidades * .~

a= 60 MHz; -:b= 90MHz;* :c= 200 MHz; --*espectro.realizado usando CSDSN L

Para el producto 25 la bibliografia a 200 MHz-0.91, 0.99, 1.00, 1.05, 1.11
1.22, 1.24 |



Datos de13

20-hidroxi-28-0ico

B,
C, 38.73
C, 27.41 -
C 78.99
Cs 38.87
o 55.36
[ 18.31
C, . 34.35
o ©40.73
Cq 50.55
Cyg 37.21
Cyy 20.98
Cys 26.77 -
Cyq 38.25.
Crg 42.35
Cy 29.71
Cre 32.06
C,; 56.55
Crq 50.21
Cig 42.72
Cog 55.36
Coy 29.71- - i
Cpo 36.76
Cos 27.99
Cos 15.37
Coe 15.97
Cog 14.72
Cyy 16.12
Cpg .. 176.58: -
Cog 65.21
Cag 15.37
- 51.26

Realizadoé en CDCl3 a=90MHz;  b=50MHz;

b
By

38.56

23.84
81.09

37.96 -

55.47
18.35
34.56
41.62
50.35
37.16
21.46
27.41
36.79
43.56
28.37
29.10
48.05
49.02*%
49,82*

73.49 -
30.48: . =

34.17
28.09
16.64
16.34
15.23.
16.34

63.05 - =

24.88
31.84

C RMN de productos obtenidos en la sintesis del &cido-3-oxo-

*valores intercambiables.

a4



- ESTUDIO DE EXTRACTOS DE LA RAIZ DEL
MAYTENUS HORRIDA R.
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El Maytenus horrida es;uné»éspecie poco difundida en el Paraguay y su
habitat-coincide con'la zona geogréfica menos poblada,:el Chaco, por.lo que
no se poseen demasiados datos de interés.sobre su uso popular.

Como ya comentabamos en-la introduccién de ‘esta memoria, las metilen
quinonas son componentes habituales de la corteza-de la raiz de las €elas-
traceas y estos pigmentos, no son demasiado: frecuentes en la naturaleza y
a continuaci6n les mostramos algunos de ellos de procedencia muy varia sien

do notable.destacar .que .1os Profesores Delgado M}Og y Kupchanlm"111 aisla-
110,111

10g«-y-taxod-iona

ron de-Celastraceas las metilen quinonas::mayteno-quinona
diterpenos-s6lo encontrados muy_escasamente que .poseen-una. relacién :importan

te con,lds=diterpeno$ aromdticos aislados defLabiadas=y"Podocarpageas,

OH 5
TAXODIONA

3-B-ACETOXIFUERSTION ‘ COLEON E
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112 113

tales como el 3Bacetoxifuerstion o el Coleon E. .

También hay metabolitos aislados de-hongos que elaboran citrininall4,.

acido.pulvilﬁric0115; burpurogenonallG‘y‘fﬁscina117;

Algunos pigmentoS»obtenidos de corteza de'érboles<tales;como-brazilei-
na y-hematoxilinallSiy las:autocianinas- sustancias responsables-de-diversos

coloreSMen~las:plantas~poséenuigua1 agrupamiento..--. .

(CHy),CH,; -

BRAZILEINA HEMATOXILINA
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119 s6lo hemos encontrado descritos como

En una revisién bibliogréafica
componentes de Celastraceas los triterpenos con esqueletos de:
Lupano
Oleanos A12 yﬁﬂ1 - A13—18-. o
Friedo-oleano- -

Taraxerano

En nuestro-estudio-hemos -detectadola presencia de compuestos:con-es-- - -
queletos de

Lupano . ' P

0leano A.1'2, A18 yiA'9='11 = 12

Friedo oleano

Glutinano

siendo la primera vez que en esta familia se encuentran .A18

120 121

oleanos muy. abun

dantés-en cambio-en Labiadas .y Euphorbiaceas " al igual que los -glutina- -

nos que:son:igualmente-abundantes-:en Euphorbiacea51?2<y Labiadasl?3, por lo:

que pensamos:que-se deben ampliar las relaciones:quimiotaxonomicas mostradas
en eLvEsquemaqywnu.f:

Del -estudio.de-los extractos-etandlico 'y cloroférmico,de_lawraiz del M. -
horrida se'han.aislado los:produétos:quefdescribimos a continuacibn-agrupa-.:
dos por-similitud estructural siendo los nombrados-con- letra’H-procedentes - < -
de extracto etandlico y Mi del cloroférmico. .

M8 es un producto de naturaleza triterpénica como se muestra tanto en

1

su espectro -de -"H ‘RMN -donde se observan.-ocho metilos.a10;708‘;‘0.846’;0.858;

0.938;0.-9867,(_2)':;' 1.028’y..1.166’,..1a ausencia de protones .olefinicos, y.un .. .
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sistema complejo a 2.258que integra para-tres protones formados por un tri-
plete y un cuartetO'protoneé alilicos a un grupo carbonilo (1700 cm’LIR),"
y un ion molecular a M' 426 m/z-y fragmentos a-302, 273, 205 y 125 m/z in-
dicaban un esqueleto de friedo oleano; consultada la bibliografia resulté
ser la friedelina42.

Los productos H3, M7 y H5 resultaron‘deépués de su estudio ser unos
triterpenos con esqueleto de friedo-oleano y que en todos los casos mostra-
ban un-agrupamiento carbonilico en C-3 y diferentes funcionalidades sobre
un mismo carbono pues la oxidacién‘de-H3 conducia;aM7 y la de M7 a H5..

H3 mostrabaz-la presencia de.un aghupamiento—CHZOH,_pues.enAsu 1H RMN
se observaba un singulete que integra para dos protones a 3.288(3600 cm—1
IR), no exisfiendo otras sefiales: notables- en su'espectro.~

El producto denominado M7 poseia- el agrupamiento aldehido sobre un car-
bono tetrasustituido pues se observaba el protén aldehidico como singulete
a 9.456. |

H5 cuanqo se irataba-con CH2N2 daba un mefil éster cuyos datos espectros
copicos~coincidian con los: del -4cido. polpunénico.por loque. quedaban:fijadas:: .z~ -
las estructuras.de -estos tres:pfoductos4?.f~« '

El producto.MZs.se"gislé y purificd como metil ester M25Me'dg:f6rmula B
C31H5006 y que muestra ausencia de.insaturaciones y seis metilos a 0.756, ._
0.796, 0.90&, 1.03&, 1.228y uno dé-elllos como doblete centrado a 1.15f. La -
présencia de un sistema AB 3.83 y 4.238,3=8 Hz y Su peso molecular unido a
que el producto éra capaz de formar un-diacetate en elgque se obser
vaba la presencia-de un.QOH:terciario, y posterior formaci6n de*~ -~

un triacetato sugiere que el grupo alcohb6lico terciario se encuentra



Mg

+CH,OR

FRIEDELINA .
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formando parte de un sistema hemicetdlico como el que existe en los &cido
salaspérmico.05124'y‘orthosphénic0“07125.'f

Los datos analiticos muestran:ique nuestro producto debe tratarse de:un
hidroxi iderivado del dcido orthosphénico -por lo que se:reaiizo laipreparacién
de derivados al-objeto de-eluc¢idar~su=posicibén y estereoquimica. Cuando--el:-
producto M25Me se acetila se observa.-una notable variacidn en el desplaza-
miento de la sefial del metilo que aparece como doblete que pasa de 1.158 a
0.888 una variacién de A0'27d°que se puede explicar en una molécula como la
nuestra si el grupo hidroxilo adicional—se situa -en posicion- 6B por lo que
estos -dos grupoé‘el.metilo-ZB e hidroxilo 6 - quedan en disposicibn- peripla-

126. Como dato

13

nar.lo 'que estd de acuerdo con los datos de la bibliografia
para corroborar lo anteriormente -expuesto se realizaron los espectros de “C

RMN de nuestro producto y comparédo.con los .datos del é&cido orthosphénico

127-128 cOnfoma'la estructura

y sus derivados Tabla 2 y otros friedooleanos
de este’ compuesto.como 1la del.6p-hidroxi-orthosphénico:-nueva- sustancia no-.

descrita previémente en la bibliografia-quimica y sustancia que juega un-pa

pel importante en--la:biosintesis :de--lasitriterpenoquinonas y:productos.res.. .. .-

lacionados -de natur‘aleza-f—enélica126

, ‘como mostramos més. adelante .en-el ca- .-
pitulo que. sobre este tema.desarrollamos..en-la parte final de-esta memoria. .

Dado que es-habitual en la espectroscopia de triterpenos usar -correla- -
1

129

ciones -para asignaciones de “H NMR, hemos usado los datos del -Dr.- Crawford

seeme aeeObtenidos con espeniencias de. LIS .y: las: posteriores .apontaciones:del.Profe- . .

130

sor Rao paFaJaSignar~los metilos en los productos ‘que hemos éstudiado,- - - :

vedse Tabla 3 -



TABLA 2
0Me M Me 0/Me2Ac M,eMe2Ac HMe
| 26.96 .26.88  26.09 26.38 22.27 .
5 73.37 © 73.04  71.00 ©  74.25 41.49
5 107.11 '106.50 " 109.22 ° 105.10. 212.58
4 85.96 45.87  48.58 46.33 58.22
5 47.22 5293  46.33 - 50.9] -
6 33.80 72.89  33.07 .  74.93 . 41.31
; 19.42  26.88  19.51 - 25.97 18.21
g 50.01 ~46.68 49.98 . -47.14 ' 53.15
g 37.20 37.19  37.22 37.08 . 37.33
10 52.77 53.01  53.17 53.74 - " 59.50
1] 34.29 3416  34.39 34.25 35.53
1o 30.557°30.57%  30.53% - 30.58% " 30.27%
13 39.29° -39.11" 39.28 -  39.35° 38.08°
1q 39-24° 39.35° - 39.28 - “'39.21°: "'"39.67°
15 30.17% 30.16*  30.09" 30.00% 32.83%
16 36.35 36.28  36.30 36.09 35.53
17 30.27 30.30 ~ 30.28 - - 30.29 - 29.53
1g 44.67 44.69  44.61 - -.44.58 - 42.49
19 29.27 " 29.21 - 29.21 29.14 38.32
o0 40.69 .40.71  40.76 40.74 - 40.47
2] 29.32. 29.34 2.29.33 7 29.28 ¢ i 31.43:
op 36.38 “£36.68 .- 36.78 ..036.74 ° . 38.32 -
o3 7.12 10:10 7.75 7.7 8.78 © 6.78
oq 72.37 64.73  .74.20 6571 14.64
o5 17.58 .17.57 © 17.64 - -'17.60 = - 17.64
2. 16.80  16.68  16.79 16.64 17.64
57 16.37 ~16.33 ~ 16.39.  16.39 20.87 ..
og 31.99° 31:98° . 31.97° .:31.96°. . 31.91°
0g 179.26: 9179324 ~1179.42 ** "179.44: - #1179.44 -
Cyp 32.05% 32.08° 32.11% ~32.109 31.91°
29000 Me 29 000 Me 29 CO0 Me ~29-C00 Me -~~~ 29 C00 Me
51.7 5178 © 51,70 5175 - 51.67

42.05 - -

H3A§.'

22.43
41.67

No registrado

58.38
42.02

41.43 -
-18.40
53.48

37.59
59.62
35.78
30.73%

- 38.41°

40.04"
32.77%
35.97
30.53
42.30

30.19 -
-31.84
2821 o -
+39.21 -
- 6.98
"14.82
- 18.04

18.55
20.77

™.

©32.23 oz
175,31
" 26.41
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0, Me 0.88

7
0,MeAc % 0.94

0-Me2Ac & 0.93

7
0Me C‘ 0.93
Me,Me ¢ 15
MpcMe2Ac <. - 0.88
M, Me3Ac ¢ _.0.88
Hy - 0.84
Hjic  © 0.84
. b o.84

0.73
0.70

0.70
“0.67

a= 60 MHz; b= 90 MHz;:

23 son dobletes.

TABLA 3
25 26
0.77 0.88
0.83 0.93
0.83  0.92
0.80 0.93
0.80 0.91
0.80 0.94
0.81- 0.94
0.88 0.93
0.84 1.00
0.88 0.88
0.81 0.8l
'c=200 MHz;

27
1.02

.1.06

1.06

1.05.

1.03
1.03
1.03

"1.03

1.02

-0.97
1.03

30

0.76
0.83
0.83

0.80

0.76
0.78

. 0.78

1.03
1.00
0.88
0.8l

-d= todas las sefiales de metilos -

49
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R=CH3 C. H. 0 Calculado 249.1855 R=CH C 0 .Calculado 169.1229

10M17

16°25°2  gpservado 249.1836 3 2 Observado 169.1216.
.coor |®

R3

R1=R2=R3=H.:. .3501m/z*.‘_1
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M5 mostré ser una sustancia triterpénica que se identific6d por sus da-
tos espectrales y comparaci6n con muestras como el 3B-hidroxi-olean-12-eno,

p-amyrina, también aislado del M. aquifolium. |

El producto M6 se encontré formando parte de una mezcla con la B-amyrina
y mostrd un masas con ién-molecular-(M+) a 466 m/z y fragmentos caracteristi- -
cos de un-sistema diénico a 313 y 255 m/z por lo que se.identificd -como el B=-
amyradieno (3P -hidroxi-olean-9(11)-dieno). -

El metabolito que en:la cromatografia=genera1~denominamos;M1f-se trata
de un-.nuevo producto- natural cuyos datos mas:sobresalientes-son la-existen--
cia de'un'sisfema diénico 9(11)-12 como se comprueba con el espectro U.V. que
nuestra sefial a .280 nh.de acuerdo-con-la-existencia-de un sistema homoanular
conjugado; los protones sobre C-11-y C-12 resuenan -dando un sistema AB carac-
tenistico con-desplazamientos-a5.56 y. 5.70&.. .Los datos -analiticos estan de
acuerdo con la estructura :prevista que resultd ser la correspondiente al pro-
ducto de OXidacién en C-3 del antériormente descrito M6’ 3-oxo-o0lean 9(11)-12
dieno,sintetizada‘por‘eI’Profesof PicardlBl.

A continuacidn .se aisld un producto:algque_denominamos.Mzouque-mostraba
caracteristicas de.alcohol triterpénico.y-se purific6é en forma de-acetato. -

: . . - - i i 1 g T . -
M;p2Ac de formula-C4,He,0,, los datos caracteristicos de su “H RMN; son la -

existencid -delprotén .geminal awuniaéetatotecuatoniabxenﬁposiciénfé—swcémOSd0a7>4&il$-
ble doblete: d=7Hz y J=%Hz a 4;46£?,:un:prot6n:vinilico»comowdobleteideformado,;;-

a 5.138.J=3.5Hz .acoplado. con un :protén:.geminal :a -un grupo acetato:‘flixi:alv..-que'
resuena a 5.438 como un doble doblete J=3.5 Hz.y J=8.5Hz, como se demostrd por

experimentos ‘de doble resonancia donde -se mostr6é la existencia de-un.sistema

== AMX=- La“frdgmentacién .de imasas wino: a indicarwinequivocamenterque.:eli:compues:ui.~3—=

to M20 se trata de.el :3:B,1ladihidroxi-olean-<l2-eno, que habfa 'sido aislado - ‘-

123

previamente-de la Salvia glutinosa ™. Ei'éstudio.espectroscépico se completd
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por comparacién con los datos de otros productos relacionados como el 3B,lla

dihidroxi=1up-20(29)}eno3%; -

El producto que denominamos M26 mostraba un-ién molecular a 458 m/z y la

pérdida de tres moléculas de HZO 440, 422, 404 y 38m/zdemetilo y ‘agua, esto

1

sufrid confirmacidén con su 'H RMN en piridina con dos metilos-a 0.9267y seis

singuletes de metilos a 1.15, 1.16, 1.28, 1.31, 1.38 y 1.40é?y sefiales para
protones geminales a grupos hidroxilo a 3.68 y 4.20& como multipletes y -un do
blete a 5.6&de un protén vinilico.

Cuando M,. se acetild en condiciones normales se obtuvieron dos compues-

26

tos M, Ac .y M,.2Ac que continuaban mostrando sefial de grupo alcohflico en su

26 26
éspectro de IR por lo que se tomo M26 y se dej6 acetilando con anhidrido acé-

tico en piridina por 6 dias obteniéndose-una. mezcla de tres.productos.MzGAc,

262Ac‘ y M263Ac, no mostrando este @ltimo sefiales de grupo hidroxilico en su

IR, el producto MééAc“ fue el més abundante en-las dos acetilaciones.

La separacién cromatogréfica. de los productos,  nos permitié -estudiar ca-

da uno de ellos por separado, al igual que el producto obtenido de calentar

dad, MZBD'

dos muestran.:que .son SU'monoacetato.MzﬁAc,:diacetato;M262Ac,.tpiacetatoAMZGBAC :

...:Los datos analiticos. del..producto original y-sus.cuatro deriva- -

y el producto de deshidratacion M26D.

M26Ac muestra una férmu1a=de~C32H5404, correspondiente. a ‘una masa mole-

__cular de.500 m/z exactamente .42 .unidades. por-encima de la correspondiente a

M26 en‘su espectro-de IR se obser.'van'ser"lales--a-3’590,<3680':cm‘-'-l

tes a grupos hidroxilos y 1720, 1250 cmL de &ster. En su espectr0~de-1H»RMN :

‘correspondien- -

bg @ ngp;y;presiénureducidaaZOAmm=en solucibn. de.benceno..seco.chasta. seque: ...
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se observan los metilos a 0.77, 0.83(3), 0.91, 1.01, 1.08 y 1.148 ; el me-
tilo del acetato a 2.03& su protén geminal sobre C-3 como un doble doblete
a4.51y 4.578 J=12 y J=5Hz, y los geminales-a dos grupos hidroxilos se-
cundarios a 4.29 y 4-.338como_doblete doblete 3=8Hz y J=3.5Hz,.del protén
axial sobre C-11 como parte de un sistema AMX, a 3.54 ”y43.59é?un doblé do-
blete J=11Hz y J=5Hz del protdn axial sobre C-1,.y el protén vinilico sobre
C-12 resuena a 5.21§como-doblete, J=3.5Hz. Todos los datos -expuestos fueron
refrendados con experimentos ‘de- doble resonancia destacando que se determina
el desplazamiento del metileno C-2 y su irradiacién permitié observar el co-
lapsamiento dé los sistemas correspondientes a los protones-sobre'C—l y C-3.
El comportamiento- en espectrometria de masas-con inyeccién directa a 70ev
es el correspondiente al compdesto de deshidratacién y formacién del siétema
9(11)-12 dieno al igual que en-el alcohol de.procedencia_M26 y con fragmentos
correspondientes a-482,-329.y-255 m/z -que-caracterizan -al sistema.
Como deciamos anteriormente al calentar nuestro M,. con benceno seco

se obtiene-un;diol M26D dejférmula,C3OH4802 y:qge-presenta'en'el U.V. una

absorcidn.-a.283 nm.caracteristica de los sistemas diénicos:homo anulares.-:= ---

Los datos de 1

H RMN justifican lo -expuesto pues el protén sobre C-11 resue-
na a 6.508.como doblete J=6Hz - acoplado.con C-12, sistema.AB,.a.5.458 ,-el
anotado desplazamiento del protdon sobre C=11,.en.comparacibn.con los com-

puestos diénicos por nosotros aislados M6 y M11 se explica porAIé gran

"-'pﬁdkimidaaiy,cbnsiguiente:influenciawdelrhidroxilo*ecﬂatofialus@brezeel; S

Los protones-geminales a los-agrupamientos alcohélicos-sobre-C1.y C3 como - -
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doble doblete a 3.26 y 3.328 J=12Hz y J=43 Hz para Hy, @ 3.81y 3.864, U=
11.5Hz y J=4.5Hz para H3. |

El comportamiento. .frente a la fragmentacién es idéntico al del triol
de partida.

Aunque-desdelos primeros estudios-se.suponia una estructura de triter-
peno-del oleano ahora queda la estructura confirmada.para M26.com0'la-de1 T
1B3B.11a-trihidroxi-olean=l2-eno, producto que no hemos-encontrado descri-
to en-.la bibliografia quimica. En la serie del lupano hay un-producto ais-
lado recientemenfe de la Nepeta handistana, Labiada, que posee igual tipo
de sustituyentes :siendo el .denominado Nepetidiné33 el 1-B,3B, lla-trihidro-
xi-lup-20(29)eno y también de la msima-especie se aisla el 1p,l11a-dihidroxi-

1up20(29)-eno132

con-un paralelismo en los productos obtenidos por nosotros.

En nuestro . producto la deshidratacién y formacién del doble enlace 9
(11) ocurre con extremada facilidad y en condiciones notables por su sua-
vidad,-lo. que se explica en.funcién.de:la.ayuda que le- presta-el hidroxilo -
sobre C-1 al hidroxilo 11 para formﬁr-una molécula de elevada estabilidad
por la generacibn-del  sistema diénico. - -:.

Los autores -del trabajo-sobre.el Nepetidina,Prof. V. Ahmad;robServan"-
en fragmentacidon de masas una deshidratacién.que=exp1icah-como la forméqién
de un-puente:eter entre C-1"y C-11, pues las fragmentaciones:za:partir del
hipotético &ter 1o justifican.

El diacetato M262Ac_muestra un .ién molecular-a m/z- 542 y:un'tipo de .
‘:hggaéﬁéﬁféﬁidﬁnaCofdevcon;laﬂeStructurafphopuesta;wy muestraﬁabsorcién-enkelﬁ{.% :
infrarrojo .indicativa de la presencia:de grupo hidroxilo. Por. experimentos

de doble irraciacién se determina que los grupos acetilados son el 3B y lla



S5

3Ac

3B,lla-dihidroxi-
lup-20(29)=-eno NEPETIDINA
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y comprobandose pues los fragmentos—correspondientes a los anillos Ay B
estéan de:aeuerdéacon'estos‘datos,ﬁasignéndoselefaweste:M262Ac~Jq:f6rmula*=ﬁ:i~
lﬁ-hidroxie3§1lu-diacetoxi-olean-lZAeno_&Estos datos estén de.acuerdo con- -
los que obtuvo el'ProfesorsAhmad13§;con'él;diacetatOfdetnépetidin.

El triacetato M263Ac.se obtuvo por un prolongado. tiempo de reaccién
y no por .calentamiento-al objeto de evitar o-minimizar reacciones no desea-
das y de-esta forma se.obtuvo-una-pequefia: cantidad 1.5mg que fué suficiente
para-realizar-todas las pruebas-analiticas y .espectroscopicas que-permitie- -
ran su identificacidn asi los-fragmentos caracteristicos en E.M. a 371 y

I RMN, “tres dobles dobletes a:-4.57 y 4.638,

255 m/z y en su espectro de
J=12 y J=4 Hz; 4.71 y 4.77§,3=11 y J=5Hz; 5.30 y 5.3367J=7'y J=4.4 Hz; co-
rrespondientes .a :1os protones.geminales.-a.los alcoholes 1B.,3B_y. llarespec-
tivamente -y el protén vinilico.a 5.58 como doblete J=4.4 Hz.

El nepetidin-no.formé en-cambio-triacetato y esta-diferencia de compor

tamiento-es-:achacable -a :que el-sistema..carbocilico-de ‘los-triterpenos del ...

lupano, deja més préximos a los hidroxilos 1By 1ld.que en.el caso de un

carbocilo:con :esqueleto.dezoleanos:quesse.distorsiona: levemente:dejando:un::zz <. ...

espacio mayor lo .que:permite:la:formacién.del..citado tniacetatosMéd3Acwy oo

en esta linea podria.estar el anédlisis de difracci6n-de:RX de los compues- =" .-

12 134 35

tos con esqueleto de- "A'~ -oleano .y-Iup-ZO(ZQ)énolA <aunque como es habi-

tual resulta dificil el extrapolar-conclusiones-del -estado sélido-a una so-

lucién..
M6 fué'otro-metabolito aislado del M. horrida-Celastracea‘y que también .=

fué aislado de;una-Labiada;%la‘Salvia*broussonettikgqﬂen nuestros-laborate--:- -~ --
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m/z

-~

287 m/z

269 m/z-
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rios y que presenta una estructura.de 3B,lla-dihidroxi-olean-18-eno y

que se denomind nivadiol.

M19 NIVADIOL

58
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El metabolito que denominamos M3"posee una férmula.CBOHsoo y sus ca-
racteristicas: indican su-naturaleza-triterpénica con todos: 1os:metilos sobre - =
posiciones tetrasustituidas y como aspectos-mas notables de.su<H1RMN‘el*que'f—
el protén vinilico resuene-a 5.638& como singuleteianChO'wVZE 10Hz y el pro-
tén geminal--a-un grupovalcohélico:secundario—a 3.46& como singulete-ancho.

La comparaeién.con-105‘datos;de;la bibliografia.nosnindican'que nuestro pro-- -
ducto:es;eln3p-hidroxi—qutin75=eno'qutinollBZ Los  datos "de su espectro
de.C13RMN se analizan-mds adelante junto a los:de su acetato y otros produc-
tos con-igual-esqueleto; vedse Tabla 4?¥5También*se<prepar6’su*acetéto y sus
datos angliticos y espectrosc6picos.son acordes -con la estructura mostrada.

El producto H4*cri§taliza de cloroformo metanol como agujas de P.F. 270-
272‘—’Cmy_férmula..c30H5002 y-en su-espectro. de JHLRMN-seAobservé:un-singulete |

‘que integra para dos protones.a 3.298 de un alcohol primario y un multiple--

te de un-protén-geminal-a un alcohol-sécundario-axial. Los fragmentos. pro-

ducidos en-su EM muestran los correspondientes.a una ruptura tipo retro.Diels - --

Alder a 152 m/z'y 290 m/z, mientras el resto de fragmentos-importantes:corres
pondenJaﬁJaSﬁrﬁpturas:entre.loseanillos:C;y DLpQPYIQSfcanbonos$13@y-14malfa-a+

igual. que: los productos con:esqueletOTde,friedo—oleanos-estos;da$os-n05éinqi e

can un-.grupo-hidroxilo 3B.y.el grupo.alcohblico.primario .podria estar situado.: *:

en C26"C28’ C29 6 C30; Al objeto-de resolver-esta cuestion-se anélizaron los.

13

espectros. .de “C RMN del--alcohol Ha,su-acetatO«HAAC>y comparado-con los datos--

B ._“_"del_§7ox0s-29~hidroxivfriedelano?que.posee;unosfanillos C, D y-E con.igual.:.- .

disposicidn estructural: observandose después del estudio’ una-identidad-:de

desplazamientos que-nos permiten-establecer la-estructura de: nuestro -produc=:-- -
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t

to H4 como la de un producto no descrito en la bibliografia quimica-el

3p,29 —dihidroxi=glutin+5-eno. . ... - ' ' | 2

R,=H R2=CH3 : M3
=AcC R2=CH3 M3AC
R,=H R2=CH20H H4

Ry=Ac R,=CH,0Ac H,Ac

R1='CH20Ac ..H3Ac
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TABLA 4

My Mahc H, HyAC Hyc
18.30 - 19.03 18.41 : - 19.09 - -22.43
27.93 . 25.61 28.01 25.66 " 41.67
76.44 78.68 76.51 78.75 q%g?§5ado
'40.90  39.24  41.01-°  39.31 58.38

141.76  142.07  141.83  142.17 42.02

122.10 - 120.14  122.14. . 120.12 41.43 .

1 23.74-...23.64 -23.78  23.66 - 18.40
47.558  47.51% © 48.09% - ~47.90° 53.48
34.94 . 34.95 - 35.05 35.02 37.59
29.83%  49.98%  49.90%  50.03 59.62
33.24  33.27  32.79  32.55 35.78
30.45 30.55 30.68  30.71 30.73
37.95°  38.03° 37.91P  38.000  38.41
39.40°  39.43°  38.79®  39.70®  40.04
34.72  34.75 34.83 34.80 . 32.77
35.19 36.17 36.00 35.98 35.97
30.18  30.24 . 30.78  30.65 30.63

. 43.21  :43.27 0 42.20 .. 42.32 . _42.30
35.19 35.23  29.74 . -30.04 30.19
28.32  28.37 33.35 31.9] 31.84
32.20 __-32.18. 28.12 © 28.50 - . 28.21 -

'39.05 .. 39.10  "39.54 ' - 39.15 138.31 -
'29.04 " "29.25 © 29.13° :29.28  6.98 "

'25.51  25.16 ... 25.61 . ..25.20 - 14.82

16.26 © 16.15 - .12.23 . 16.09 = 18.04

.18.47  18.53 18.21 18.17 18.55
19.69 19.67 - 20.56 20.20  20.77

. 32.46.. .32.53 32,19 - .32.17 .. .. 32.23 ..

#032.12 < 132,18 .- «74.64 77 #75.01 < * . 175.31 /7 %

1 34.60 34.66 26.24 - 26.79 26.41
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Ry=CHy 221m/z - Ry=CHg-125m/z

R,=CH,0H 221 : RzCH,OH 141
R2—CH20AC 263 - 4CH20Ac 183" 273 m/z
2=ty RyCH,0A

— > 259

R=H 274 m/z
R=Ac 316

R=H 152 m/z Ry=CHy* 274 m/z
- R=Ac 192 R5=CH,0H 290
' R3=CHZ0Ac 332
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E]l metabolito Mg muestra.-un- i6n molecular a 464 m/z y una fragmenta--..
cién en EM y -un comportamiento*espectrai'en‘U.V. 420 nm-caracteristico del
sistema:de -fenol dienona,esta sustancia resulto- ser la-pristimerina12 uno
de los componentes mayoritarios de la corteza de la raiz-de la Pristimera -
indicajzf(Celéstracea)g..

Mg cristalizd de?n"hexano;écetona,—como agujas-de color rojo oscuro déP.F. -
doble . y peso molecular de 462 m/z.correspondiente a una férmula dé 030 .

HanO

3874°
El espectro:de'U:V;-muestra absofciones a 230, .256, 290, 325 y 442nm
estos datos indican—que nuestro producto posee un-doble enlace m&s que la
pristimerina (C30H4004) y que su cromdforo es diferente. E1 desplazamiento
-dé 420 a 440 n, subone un aumento de la conjugacidén del .sistema métilen
quinona con-un doble enlace que -podria-estar -en C9-C11 6 C8-C14. Marini- -
Bettolo habia aislado un-producto que:denomind pristimerineno cuyos datos «---:
analiticos y espectroscopicos eran coincidentes con los nuestros y .mostra-
ba diferencias-s6lo.en la fragmentacibén-de masas 6-al-menos en los.datos
que los autores publiqgn‘y que son parciaies13.
En el espectro de 1H RMN se-observa el sistema  ABX:de los. protones .de

.los anillos A y B y el metilo.sobre el doble enlace adicional a 1:698 1 - - -
El estudio de la fragmentacién de EM a la luz de las ideas aceptadas

15

de Thomson'~ nos conduce: a proponer la estructura mostrada para el produc-

el equivalente-a la pristimerina-en la ruta biosintética que nos.introduce

en el nuevo esqueleto. que representa la Netzahualcoyona O3 que estudiaremos

to M14:y ﬁéfaQeiftﬁélzDroponemosael:nombreudehNetZahUaicoyeno en base:a‘ser i <.
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mas adelante y cuyo RX didé la estructura inequivoca con el doble enlace

en Cglig, .

1

La comparacién del -espectro-de 'H RMN‘de1$netzahualcoyeno'con los -~ -

38_-muestran.identidad'en

que nos suministro el~profesor-Marini—BettolJ
los citades datos, “por lo..que.adn insistiendO'que*iosrdatos»de-E:M:Tmues—
tran-diferencias pensamos que se-debian.ampiiar'los estudios' sobre el pris
timerineno. |

Comparados y analizados los 13

C-RMN del-Netzahua-lcoyeno-M14 con los
de Netzahualcoyona 03; Netzahualcqyonol 04-y Netzahualcoyondiol 06 muestra

que los datos son cohcordantes—con la estructura del nuevo producto Mig-

- Vedse Tabla 5. _
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®
_ é67>m/z
Calculado C18H1902,267;1425
Observadi[ 267.1405
Os AL = | o e
\ % N - = ‘
‘ N A — A |-
Ho N = “we - F
§ : 241 m/z @ . =
Calculado C-13H1302;20=1.'091‘5 . _ ' CalculadorC16H1702.20_,1_.1228
: : Observado 241.1235
Observado 201.0915 '
202 m/z-
) Calculado 913H1402»202.0994

Observado 202.0989



O O ~N O 01 B W N -

W N DN NN NN N NN N - e s  a ws -
O W 0O N O 61 W NN = O W 0 NOY Ok N -~ O

M5

119.5
178.4
117.1
127.2
146.0

133.8 -
118.0.

164.0
38.4
169.8
28.6
29.6
39.3
40.3
29.8
30.4
44.9

44.2 .

33.5
30.5

34.8 -
36.3
10.2 -~
38.2 .

21.5

18.3 -

31.5
178.1

e
51.4

0,

-.120.6.

178.3
120.4
127.5
147.0
135.4
118.3
165.0

39.3

172.6

. 28.7
29.3
39.9

43.1 -

29.5
32.4
45.3
44.2
33.8
~.31.0

36.3

21.5

18.7
31.5

c182.5 .
30.8

30.7

34.5 -

10.5 -
-38.4

Iso
Igues.

~119.6

178.4
117.2
127.5

-146.1-

134.0
117.9.
165.2
31.7
170.3
28.5
29.8
41.4
43.0
30.5
30.6

44.9 -

45.0

34.0
148

36.1

37.0 -

10.4

39.0 .

21.3
19.7
31.2

108.3

TABLA 5
Mg % %
.119.70. 122236 121.68 ;-
178.26 177.75 178.32
117.18 117.25 116.91
127.54 128.20..128.12
146.07 146.34 "146.47.
- 133.657-134.71 - 134.63 ..
118.09 '120.05. .120.25 -
164.55 158.00 159.05
38.05 42.25 42.68
168.58 ~.159.55.-160.16 .
28.37 34.24. 39.10-
29.80 35.96 35.06
*0.52  44.32  44.05
*42.59 136.01 136.05
31.96 126.45 126.83
33.68 37.13 37.67
44.53 50.34 47.63
43.40 46.32  39.09-
35.41 - 38.23. .38.16
41.75 48.91 44.73
+213.33 . 74.43..79.65."
52.42 213.8  69.50
¥0.18- 10.41 10.55
138.92  28.96 - -29.66
21.41 24.25 24.78
19.57 21.95 21.99
32.45 13.69 14.22
15;011,115.26L;179;25
22.41 " .27.25
OMe  OMe
52.62 52.44

0y

117.03

128.23 .
146.46 ;
134.84 -

120.16
159.46
42.78
160.06
34.56
35.94
44 .58
135.59
127.94
37.54
48.26
43,63
39.27

35.41.
768.23..0 .7

43.22

10.53 .

29.48
24.44
- 22.07
13.87
#.179.03

31.47

ave
52.31

121.83-.. .
178.37°

Mg

178.14
116.94

146.96

158.80
42.73
160.19
34.05
35.74
44.60
135.44
127.68
37.64
43.17
. 44.05
29.74
33.88
33.88

.10.46
© 29.53
24.08

22.04 - -

19.88

128.43°

120.02 -

36.200 ..
- -37.91

66

121.69-: .+

5. 179.37. .

_. OMe -
51.88

"31.57 -
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El producto M16 es un pigmento fuertemente coloreado y que presenta
en su- espectro de-1H RMN ‘el sistema .ABX caracteristico .de los protones
H1, H6 y H7 de los metilen quinonas y sus desplazamientos quimicoé a 6.358,
d; 6.5468,singulete ancho;'7.0267dd, los metilos a 2.21,'149¢,L33:,I;047 ,
l.Q3(d) y 0.99é?estos-datos-junto a los obtenidos en el 13C‘RMN'confirman
que nuestro-pigmentowM16 e's_la_:tingenona14
de otras-Celastraceas:: -

M18 se aislé como un polvo rojo cristalino de P.F. 202-2049C y fo6rmu-

la C28O4H36‘ En_sd espectro :de JH-RMN~séTobserva un-doble..doblete.a. 7.00§ -

un singulete. 6:518 y un doblete-a 6.348 vy metilos .a 2.19, 1:45, 1.34(2),
1.09 y 0.86& dentro del--espéectro resulta notable al presencia de dos do-
bletes centrados a 1.90 y 2988, que caracterizan al iguai_que en la tin
genona la posic&én al grupo carbonilo C-21, dato que unido a la existen-
cia.en su formula.de.un oxigeno més que-en la tingenona.sin prot6n geminal,
y la ausencia -de un metilo como doblete muestran que - nuestro:producto se: -
trata de la 20a-hidroxi-tingenona. lo que-se confirmé al estudiar.la. biblio

grafiaﬂ?;:;

. sustancia-previamente-aislada - --
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TINGENONA ~ R=H

=

16

=

20a-HIDROXI-TINGENONA R=0H 18

’ICOOCHér -

PRISTIMERINA.-M, . - " PRISTIMERINENO: i

,,COOCHZ =" -

NETZAHUALCOYENO M14
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El metabolito que hemos denominado Hg; es un alcaloide M* 867 m/z con-
firmado?pon'su~anéLisis.elemental.643018H4gN.y:que presentaba el:iaspecto-de
un polvo casi blanco que no cristalizé en los sistemas de-disolventes por
nosotros -usado.

Su espectro -de masas nos. dié. mucha -informacién_pues la-presencia de frag
mentos -a- 105m/z sugeria :la presencia de .un agrupamiento.benzoato:-en -la molé-
cula, al igual que 43 m/z sugeria-la-de acetato; un gruporde‘seﬁales.entré
las que destacaba 206, 178, 160.y 107 entre-otros-motables- conteniendo-N in-

dicaban -la presencia en 1a molécula.de un resto de -evonatd3® 140,

c=0® —- * COOH.... . & __
- ) |
N CH = CH—COOH XN CH -~ <|:H—coo@
CH3 CH3 s CH3 CH3 _,.'.,:

206 m/:Z <

RESTO DEL- ACIDO EVONICO . - . -

seezr=ceo= . -Ell@levado.pesosmelecularjunto a:los datos-resefiados - y..in: espectro=de. ii: «: wss
1H RMN  con'sefiales en  todo &1 y donde se.observaban claramente-la presencia - -
de acetatos, benzoato y evonato nos sugirieron que nos encontrédbamos ante un

alcaloide macrociclico formado por un niicleo o corazén-de sesquiterpeno tipo-
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‘agarofurano poliesterificado sobre el cual a su vez se encuentra un diéster
del &cido evénico. Con.estas ideas como base y tras, su -estudio-proponemos.
para el producto H9 el nombre.de "horridina", siguiendo la costumbre en es--
tos alcalo;@es~de=ﬁelastraceas'de;nombrarlos’con'el nombre.de"la'especie-y‘ .
cuya férmﬁla,-corresponde"a“la de un producto con nuevo esqueleto y por tan-
to nuevo en la bibliografia quimica; el 1, 2, 6, 8, 15 penta acetil, 9uben-. I
zoil 3,10'-13,7' evonil -isoeuonyminol ,-estructura.establecida en-funciones.... ..
de los datos que-mostramos. a continuacion. .
En su,espec£fo,de~tH.RMN segObservanusinguletes;para.5.metilos;de“acef___~
tatos,.a 1.83, 1.90, 2.16 y”2.35€idosfmeiilos;angulares a. 1.60 y.1.838’y
dos metilos.como dobletes:-a 1:21 y 1.40& asignables a.los metilos.sobre Cr8l.
y C-9" del diacido;-estos datos-aplicados a la éxistencia de un nicleo de
sesquiterpeno exige que‘se encuentren-funcionalizadas las posiciones 3 y.l3
para-el--anclaje del.ébido evdhico,por:lotquewse concluye-que los restantes - -
seis esteres deben situarse. sobre-C-1, C-2, C-6,.C-8, C-9 y C-15. . _
Llegados :a .este punto de nuestra inveStigacién,uhabia tres- cuestiones =i
‘ importantes .que: resolver para poder -establecer de .una forma .inequivoca.la . .- ..
estructura-de H9¢19):natuYa1eza del. esqueleto. del :'sesquiterpeno; 22)-posi- .-~
ciones“dé-dos;diﬁerentes~éstere5uy'natu}aleza.del:diécido;‘:iﬂt; =
Al objeto de resolver la-12 cuestién:y:dada la pequefia cantidad.de - -+
muestra-aislada 40 mg, tomamos.16 mg y los redujimos con exceso de AlLiH4-~
en una reacci6n iniciada a 0°C y posteriormente a temperatura ambiente por
“24 foras tras lo-cualy previoiel. trabajo habitual eneste tipo-deréaccion:. o7
nes el crudo de reaccién fué acetilado con anhfdrido acético y piridina ini-

cialmente a temperatura ambiente y posteriormente -con calefaccidén-a 70°C du
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rante 48 horas, trascurrido el cual se cromatografié obteniéndose dos pro-
ductos mayoritarios el octa-acetato de isoeuonyminofq}’g? diacetato corres-
pondiente al reducido del acido evénico mezclado con otros proddctos de re-
duccidn.

Estas estructuras fueron eéstablecidas basdndonos en los siguientes he-
chos el octa-acetato de isoeuonyminol muestra.en su 1H RMN sefiales de los
ocho metilos deﬁlos esteres y a 1.49 y‘1;618'dos~metilos que junto a la se-
fial del protdn en C—7,2.4551permiten diferenciar por los desplazamientos
quimicos al euonyminol y al isoeuonyminol. Estudiadas las constantes de aco
plameinto se observd que-los correspondientes a H7-H8, H8—9 y H9—H8 eran las
que estaban\de acuerdo con a,H7*,a.»H8 y§3H9. Comparacidn con muestra de Octa-
acetato de isoeuonyminol suministrado por el Profesor Yamad449 obtenida a
partir de evoninol por reduccién y separaci6én de los epimeros en C8’ mos-
tré su identidad en todos los aspectos.

El otro producto thenido de la reduccidn nos aclard -la naturaleza del

144 .
didcido que esterificaba al sesquiterpeno al obtenerse un diacetato cuya

férmula es la que se muestra-

|
CH3-CH3

s CHZOAc :
O
N CH—CH - CHZOAc



HORRIDINA -
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EVONINOL

X=BOAc,a H vISOEUONYMINOLiOCTA-ACETATO,

X=aOAc,B H " -EUONYMINOL.::0CTA-ACETATO .
El andlisis de un-espectro protén~protén-en dos dimensiones Cosy145
en condiciones de. observar-acoplameintos.a.varios enlaces nos:permit16  o
el realizar légfééignaciones:de los:protones-tal como se observa.a -con-

tinuacién: .



8.04,'8;01, dd J4.?".=738H27'J4i

6l 8.‘68,_8-’7_0_, de6|’-5|=4.8HZ .«Jé|’4|=’_1-_8HZ .

5.65, d J1;2 = 3.0HZ .

=3.0Hz

Hy  5.26, 5:28,.dd, Jpy= 3.0z -Jpg

H, .4.74, d, 3

'3;2 = 3.0Hz.

H6 6.?5, .S. ancho, ‘]6,7= no medible

2.69, d,.J

'7,8= 3.0Hz--J7’6= no mediple

5.66, 5.71, dd, J8:7='3'OHZ’ J8’9=.9.7Hz

5.92, 4;7dg g = 9.7Hz .0
Hyg--3:66, 6.00, dd;*AB.J= 11.6Hz -

H.

5 4-64, 4.87, dd, AB,. J=13.2Hz

Me=C .2.59,.2;63,'c;nd=7.2H2

8I

| Me-Cq, 4.59, 4.67, ¢, 0=6.9Hz -

" Disolvente: ‘CDC13 - Desplazamientos quimicos end

;6|= 1.8Hz i.

7.22, 7.26, dd'J5.'._’4..=.7.8Hz~ Jgigi= 4.8Hz ..
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TABLA 6
ISOEUONYMINOL 5.60 5.27 4.80 6.50 2.45 5.57  5.69
OCTA-ACETATO (2.6) (2.6) (2.6) (3) (3.0 y 9.7)(9.7)
1SOEUONYMINOL 5.58 5.26 4.78 4.63 2.65 5.38  5.63
HEPTA ACETATO  (3.0) (3.0)  (3.0) (3) (3.0 y 9.5) (9.5)

METIL ESTER

EUONYMINOL 5.60 5.27  4.81 6.76 2.3  5.50 5.34

OCTA-ACETATO  (3.7) (3.7 y 2.5)(2.5) (3.9) (3.9 y 6.1)(6.1)

WILFORDINA 5.75 5.49  5.08 6.84 2.39 5.5  5.47

(3.0) (3) (3 y:3) (47y 6) (5)

NEOALATAMINA 5.86 5.40  5.23 5.40 3.20 - ' 5.62
(3) (3 y3) (3)

ALATAMINA 5.88 5.41  5.13 6.76 3.05 5.60
(4)

MONOBENZOATO C-1 6.07 5.42 4,90 6.76 3.07 5.68
(3.5) (3.5 y 3) (3.0)

MONOBENZOATO C-2 5.85 5.57 4.95 6.82 3.07 o 5.63
(3.2). (3.2y3) (3)

MONOBENZOATO 5.78 5.35  4.75 6.70 3.19 564

C-15 (3.2)  (3.2y3) (3) i -

HORRIDINA 5.65 5.27 4.74 6.75 2.69  5.69  5.92
(3) (3.3) (3) (3) (3 y 9.7) (9.7)

El estudio del Cosy, nos permitié colocar 4 acetatos sobre 1,6,8 y 15
por lo que nos quedaba por asignar un acetato y un benzoato para las posi-
ciones C-2 y C-9, lo que se réalizé mediante un estudio de correlacién con
— e = otroseproductos -conocidos-y=el octaacetato—de—Tsvemonyminol;—lutqueTnosTpRrT =
mitié asignarle a nuestro compuesto la estructura ya mencionada.iVease Ta-

bla 6. desplazamientos: quimicos en & ,constantes de acoplamiento en (Hz.)



WILFORDINA: = - - R1=AC .R2=BZ--R-3AC X=a0Ac;aH . R4=Ac’— R5=Ac‘R6=OH Y=(CH2-)2-

NEO ALATAMINA ~ -R,=Ac R,=Bz Rg=H X=0 : R4=Ac~R5=A.c R6=OH-»Y=(CH2)2—
ALATAMINA R1=Ac ‘R2=Bz R3=AcX=0Ac;‘ aH* R4=Ac R5=Ac R6=OH Y=(CH2)2-
~ MONOBENZOATO C-1 -R1=Bz R2=AC»R3=ACX=O R4=Ac.\R5=Ac--Ré=H Y=CH—CH3.
MONOBENZOATO-C-2 - R, =Ac Ry=Bz R3=AcX=0 . - Ry=Ac Rp=Ac Rg=H .‘Y=CH-CH'3
MONOBENZOATO" C=15 Ry=Ac. R,=Ac  Ra=AcX=0 : Ry=Ac -Rp=Bz Rg=H Y=CH—CH3

HORRIDINA - .~ '.R1=Ac RZ:AC R3=ACX=QOAC,[3H R4=Bz R5=Ac R6=H -,_Y=CH-CH3
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AcO?®

X=BOAc,@H R,=Ac  ISOEUONYMINOL OCTA-ACETATO

i
X=P OAc,a H R1=Me ISOEUONYMINOL HEPTA-ACETATO ‘METIL ETER
X=a-0Ac,p-H fR1=AC EUONYMINOL OCTA-ACETATO .

El andlisis-de los datos de:.las-constantes:de.acoplamiento y-el estu- -
dio de-los: datos ‘obtenidos “por .:otrbs_.»a'ut-or‘es-.dea-difraccién de. RX,:nos han
»permitidO'el:coﬁproban?que'el anillo ‘A és una silla:casi sin deformar-mien
tras que-en:elranillo=B el C-9.se -encuentra -mis-aplanado..que -en.unasilla -
pero- todavia alejado=de~1a.conformacidn 'sobre. = -

1 13

Experimentos—de dos -dimensi'ones H: RMN- frente=a ' >C R'MN permiten.asig-

nar casi la.totalidad de la molécula de forma inequivoca,.no. encontréndose

datos:-anteriores: que diferenciasenpor:.ejemplo las posicionesily=2,:3,.8 *

y 9. En-latabld 7 se muestran los- datos obtenidos.
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TABLA 7

1 72.53 CH3-0CO-  21.63
2 68.74. .- CHy-0CO- 21.10.
3 75.39

4 . 70.78

5 94.65 -

6 . 74.85.  CHy-0CO- -20.66.
7 49.53

8  .74.66  CH;-0CO- 20.85
9 73.98 -

10 - 51.52

11 85.81

12 - 19.74 "

13 60.92.

14 23.96

15 --70.03 - - CHy-0CO- 21.34
20 125.19

31 120.14%

4 1137.82

51 -121.18

6  151.65

8! 45.00 CHy- ~ 12.17
9" . 36.62.. - CHy- .. 9.94 ..

Benzoato-133.84, 129.86(2) y 128.89. (2). .
Carbonilos de los esteres 165.58, 168.53, '168.69, 169.17,7169.80,169.92, -
170.13, 174.11.



ESTUDIO DEL EXTRACTO ETEREQ DE LA
RAIZ DE ORTHOSPHENIA-MEXICANA S.
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Al igual que los extractos hexdnicos de la corteza de la raiz de otras
Celastraceas, nuestro bruto de extraccién etérea es rico en pigmentos metilen.
quinonicos.:El:extracto .hexanico deila 0. Mexicana fué estudiado por.la Dra.:

196" . 1etda

C.M. Gonzalez'y sus resultados se recogen en su tesis doctoral
el pasado-Marzo, -siendo.ceincidentes.cinco de .las .sustancias.por.nosotros
aisladas.y Simultaneamente -por. la Dra. C.M. Gonzdlez: celastrol, neztahual-
coyona, netzahualcoyonol, :netzahualcoyandiol:y &cido salaspérmicgwﬁunto a

estos productos también aislamos dos compuestos uno.de elles el acido orthos
phéhico?%%ambién‘aislado del extracto de la parte aérea y del metandlico

de la raiz y una nueva quinona norutriterbénica cuyo estudio al igual que

el de los otros productos: se aborda a continuacién.

32 gramos de extracto de corteza.de. la raiz, de consistencia siruposa-....
tras repetidas cnomatogfafias sobre 'gel de silice di6 lugar al aislamiento -
de metabolitos que se estudian. seguidamente.

El producto que.en.la cromatografia se denomi-.n:é.-,o,1 se trata de un pro -
ducto de fuerte coloracién naranjo-rojiza y que presenta caracteristicas de
dcido, por lo que se:procedié a su metilacién con diazometano y de esta for-
ma se .obtuvo un metil derivado de.éuyd estudio se :dedujo.que‘nuestro produc= .
to era el-celastrol anteriormente-aislado de otras célastrateag‘_f. Veése la
pristimerina ya descrita en la pég.

El pigmento que se aislé a contnmmcﬁi103 eréuuna sustancia cristalina de
f6rmu1a»C30H3606 y cuyo aspecto y datos de RMN nos indicaban la presencia de
un sistema metilen quinénico ABX, protones H1, H6 y H7,a 6,553‘,.5 ancho, 6.18& d,

y. 7.15§ ; datos diferentes por su desplazamiento.quimico, -a los de- las-

quinonas conocidas pero muy parecidos a los que.Mar‘ini—Bettolo13 habian

encontrado en sus-pristimerineno 11 e hidroxipristimerineno 12 y ademé&s los - °:
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datos de U.V. en nuestro producto a.Z57 y.442nm nos indican que nuestro cromofo-
ro era distinto al de la pristimering4§ estructuras con esqueleto relaciona-
do17 quejhuestran'una‘absorciénncaractenisticawaa423:n;m.iestos-datos indi- :
can que el sistema cromoférico debe estar aGn mds conjugado que en la pris- -
timeriﬁa, lo que implicaria un doble enlace adicional, que‘podria situarse
en las posiciones C9-C11 6 C14—C15 y en_ambos casos necesitaria de reagru-
pamiento de metilo. La presencia de un protén geminal a un grupo alcohélico
a 4.998 indica que se encuentra en posicién alflica a un grupo -carbonilo y
seglin los razonamientos biogenéticosjB podrian situarse estas funciones so-
bre el anillo E del sistema pentaciclico. La presencia del grupo &ster me--
tilico a 3.78&y de un metilo-sobre doble-enlace a 1.77& nos permitieron
proponer varias estructuras dlternativas para ni=stro producto y que se mues .
tran a continuacidn, en todas ellas el &ster se -gloca en C-29 por razones

de comparacién con otras quinonas aisladas de C: “astraceas
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Con el conjunto de estos datos y los obtenidos de los broductos de

reduccién y que analizaremos més.adelante,.era crucial el decidir cual

- era nueStnofproduqto;hpués:aunqueﬁelﬁtrabaJOHmencionadOhdevMarrni—BéttOJ%vitn-wu R

1013

,» mostraba- unos pnoductoslllay=l2;icon-dobLeAenlaceﬁadicionaINSObre-;wrﬁz
Cy-C4 €-igual ultravioleta:que nuestro producto, baséndoséien datos es-
pectroseopicos; nos-decidi6 a someter.nuestro _producto.a-un estudio de di--
fracci6n-de-R.X..el cual nos di6-la-configuracién-absoluta de-nuestre pro
ducto.Como*La=dél mostrado en.ia figura-y: para.el. cual prdpbnemos:elwnom;‘f..-

bre de NetzahUalcoyona@@

03 NETZAHUALCOYONA °
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tos resultados de este'anélisis indican que la Nefzahualcoyona -
‘presemtﬁ-un?huevofesqueletOvde?brrstimerinaﬁreagrupado*eonhuniénEcisﬁs»- 5
de los-anillos:D-E; los anillos A y-B :son-planes;. m1entras JlosCy E-
son 5111as y-el anlllo D posee conformacidn:de -sobre.-

Estos datos -fueron corrobnnaddswpor 1os datos de ?3

CZRMN y- que se - -
muestran en la tabla 5.

Los datos-quewaportamos—aquiﬁy~sugiehen“que debieran obtenerse-mas
datos-que confirmen-o revisen.las.estructuras de los pristimerinenos ais - - -

ladosaportMarini;Bettolel§fde{una'especie{del:género.Salacia;~-Li«

' Lé r‘éduccién---:de_:o3 COn'NaBHAfenfetanOIAcondeO“a‘un compuesto F -
parte del -cual fué acetilado.y otra parte tratado con-(CH3)2804 _obte-

niéndose los productos mayoritarios F1, F2, F3 y,F4.

El productovprimario de-1a.reducci6n es:un-fenol F-que ‘espontanea- = -
mente “se:reoxida :en: presencia de -aire; dato. concordante .con..los -encon~... .-
tradosaensirabajosﬂsimilareslz,mtafdesaparicién*del:sistemahmetilen‘qui~
non1co ise: observajen los-datos ‘espectroscopicosivarios iI.R.y U. Vs . 1H— V. Y
LRMN, -en: donde -sexobservan: H1,:.H6 y Hy. a;6.84&?»»51ancho,w3f38£?3,.,u
y 5.57&%. 13- 1os. protones-21 y- 22-se observan-como-dos -dobletes-a-3.56
y 4.048-
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=Ac: - R,=H -R,=CH

2 3% 4=+"3
Fy Ry=CHg Ry=CH3 - Ry=H  R,=CHj -
Fy Ry=CH3 = Ry=H = Ry=H .R,=CH,
Fg Ry=CH3  Ry=CHy - Rg=H - R,=H
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Cuando el fenol F se acetild en condiciones usuales se obtuvo un tria-
cetato F1 en el cual el grupo hidroxilo axial sobre el carbono 22 no se es-
‘ terificd;debido a:la fuerte interaccién 1-3:diaxial coniel protén:sobre:C-18 :I.::: -
y el metilo-30.:Cuando el fenol F-se trata con sulfato-de dimetilo en-exceso - -
se forman varios productos, F2, F3 y F4 cuyos dates especfroscopicos y ana-
liticos estan de acuerdo -con las estructuras propuestas y.donde'es—destaéé- -
ble que el pr‘oducto.F4 se debe formar via el producto F3 por un .proceso de

transmetilacién
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El pigmento 02 se aislé en forma de polvo amorfo y tiene una férmula de
C31H3807 y en cuyo espectro de U.V. tiene una-banda a 440nm al igual que la

1

Netzahualcoyona, datos estos .que.unidos:a su espectro.de "HRMN en:.donde se.:

observa el sistema metilen quinonico:H1, H6’ H7“ a 6.558, s; 7.18&, d; 6.21&, .
d; dos metoxilos a 3.70 y 3.84&8y cinco metilos a 2.25, 1.67, 1.23, 1.07 y

0.828 1o que indicaba claramente que dos de-los grupos metilos de los nortri
terpenos estaban oxidados, descafténdose los metilos 23, 25, 26y 27 de acuer -

do con los siguientes datos, los metilos 23.y 26 resuenan en lHRMN a2:23 y1.678, .
luegq Su presencia es segura en nuéstra:: molécula, el metilo 25 es necesa-

rio que se encuentre sin-funcionalizar- para poder explicar los fragmentos de
masas 201 y 241 m/z y el metilo 27 no esta funcionalizado puessi.no,no exis-
tiria-el fragmento de ruptura tipo Retro Diels Alder a -293 m/z por lo que

se le asign6 funciones -COOMe a los carbonos, 29 como en las triterpeno qui

nonas de Celastraceas y la 28 al..otro agrupamiento pues no hay datos que in
didden un-agrupamiento tipo mal6nico en la molécula. -E1 grupo hidroxilo adi

cional en la molécula posee su protén geminal bajo las sefiales -del metoxilo

a 3.708y por sus datos y comparacion con étros 21B-hidroxi-derivados -se le

asigna dicha posicibn.y se:propone-el nombre-de Netzahualcoyol. :i;:i.

'02 NETZAHUALCOYOL
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4) v
+
®
3
Calculado 201'0945‘C13H1392
Observado 201.0915 .
HO @
-~ i Db
N Ho S
,co_og:H:;,\-__ { | ,200 .m/z
'R1 : Calculado-(‘,1-£-3H1902 -
’ Observado 267.1405 " -
®
o 70 -
o B O e
T S B I NG

L@
241 mfz
Calculado €, Hi.0, 241.1228 -

Observado 241.1235

‘ 202 m/z _
Cal(:ulado.CBHMO2 202..09%

Observado 202.0989
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,COOCH

3

1?aBH4;;Ac20;Py;L -

F ' 05 NETZAHUALCOYONA
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Los productos que'hemos denominado en la cromatografia como O4 y O6

muestran una estrecha relacién con los.productos anteriormente. estudiados ...

- como se:observai:en sus-.datos espectroscépicos,y:sus.espectroside: masas NoS:- o ..i:

indican ..que-se: trata de un monodroxiderivado del-Netzahualcoyeno y-un_dihi-

hidroxiderivado-respectivamente asi~e1=producto:':06 cuando se reduce-con-

NaBH, y~se acetila a:continuaci6n con. anhidrido acético en_condiciones. usua . < =.”

les se.obtiene:el mismo producto_F1‘que-cuando—se"realiza igual -reaccidn con-

la Netzahualcoydna,OB, por_ld'qué:la-estructura¢de:06 queda fijada como la.de :- -~

21[LZZﬁ-dihidroxi-Netzahualcoyeno..E1~product0w04wdespués~de un andlisis-de

sus datos se--condujo. que.se-trataba del: 21B=hidroxi-Netzahualcoyeno: {vedse. - - -

parte experimental y_datos‘comparativos'de‘13&5NMR3‘y-para»el-usamOSQel nom
Los productos 05 y'07 résultaron ser sustancias muy relacionadas y..sus '

estructuras se fijaron analizando sus datos espectroscopicos asf_en sus es-
, .

pectros:de 'HNMR se ‘observa—en ambos casos dos dobletes:de un sistema-AB de :- -

un metileno unido al oxigeno de-un Sistema hemicet&lico-a:3.58 yé4;1662%J= T

9Hz en.Os Yy 3.24,y-4.22£TJ=9Hz en'O7 ambas sustancias mostraban caracteris-

ticas dé-acido por 10¢queifueronitrafadasaconaGHéNé Obxepiéndose-sus:corrggfuiw;};;

pondientes‘metrlénémsgconsultadaula.bibliografiabquimica.05 resulté ser.el.
dcido salaspérmico anteriormente aislado:de:la Salacia~macrospermica4§ur£l'“
producio-07:por sus datos parecia:ser un.hidroxiderivado. del ~anterior y-la
posicidén de este segundo grupo hidroxilo se fijé en pmﬁcid12§a1~dbservar=que
cuando se trataba a temperatura ambiente con anhidrido acético en piridina

por tres horas se obtenia una mezcla 1:1:de un mono y un diacetato y un-des-

“plazamientO'desde 5.04&, singulete.ancho del prot6n geminal :al grupo aceta- - -:..-

to hasta 5.858 én el diacetato lo:que-estaba.de-acuerdo con la existencia - :-
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en nuestra molécula de un sistema vic-diol, que se confirmd pues nuestro

producto forma acetdnido por tratamiento con acetona en presencia. de SO,Cu,

4

- -de estos-datos 'ytlosvde .otros derivados.concluimosique :nuestro. producto ‘de=- -~

bia tratarse del-2a-hidroxisalaspérmico-y:nos-quedaba-1a.duda de -que:el gru: .. -
po 4cido estuviese en 29 6 30, pues en-ambas-posiciones-se ha encontrado en -

otros derivados con~esqueleto»—de'friedo—oleano42 por’lo~quevdecidimOSﬂrea;~

lizar-su andlisis.por difracci6n de RX lo que :confirmé que -efectivamente -

nuestrO"producto.efa e1 2a hidroxisalaspérmico yipara ‘el que proponemos el -
nombre de 4cido 0rthosphénic0!46

La benulin§567?~él écido:salaspérmicé.yklossaislados;porfnqsotrog~“¥-
acidos orthosphénico:y>6|3-hidroxi-onthosphénico=son los Gnicos-triterpe-
nos con el -poco firecuente -agrupamiento: hemiacetélico. - Los resultados-del-
andlisis por difraccién.de RX muestran.que el. &cido. orthosphénico_posee . . ... ..
una conformacién»total en la que los-anillos"A, By C'éon,siilas,;D.y E
botes;,~en-donde~A.y B estdn -més:-ligeramente distorsionados que C;fy D. -

es un-bote ligeramente torsionado,:mientras:que .el::anillo de .cinco.miem-_: -

bros estd casi exactamente-entre una--sibla y - un sobre.



Ry=H  R,=H
R1=0H R2—H
Ry=H  R,=H
R1=0H R2-H
R1=0AC R2-H
R1=0AC R2—AC
R1—OAC R2=H
R1=0Ac R2=Ac
R1= O-CH:Z;C=0

Ac.

Ac.

SALASPERMICO
ORTHOSPHENICO
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BIOGENESIS DE-LAS TRITERPENOQUINONAS.DE .
CELASTRACEAS=~Y~" PRODUCTOSREL-ACIONADOS
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A la luz de los estudios por.nosotros realizados nos.encontramos en
disposicibn. de -ampliar:las vias. propuestas-anteriormente,-en.otras publi- "1}
cacione;ﬂ?A. As{ elﬂécido-bblpunénico-y la: friedelina-son lostproductos ba --- -
§£;os_de.partidaﬁen*esta,ruta;yiprevia.oxidacién del metilo C-24 a alcohol
da lugar a los intermedios &cidos salaspérmico; orthosphénico y 6f-hidroxi

orthosphénico, :1o. que .estd en la-linea de~ias.probuesta5~de Kutney.yweof?3

En cambip‘la’Via“mas compleja de MarinisBeftololq-es ménOSfcreﬁble has.-
ta que-no.aporten:pruebas .concluyentes -como el.aislamiento de alguno de los
intermedios que proponen. . u

A partir-del -acido 6B-hidroXi-orthosphénico;. aislado -por nosotros,es
previsible -que un_proceso-de apertura oxidativa del-.agrupamiento. hemiceta-
lico conduzcarazun;compuestdzcon:un%grupojacido~en:C24,~cuya descarboxila- -
cibn y posterior;aromatizacién'nos-denzproductos.ya-aislados-de.Celastra-
ceas y los cuales hemos ‘detectado: en nuestro-estudio del Maytenus horrida,

tal com0'e1:¥2estandpvel resto .del .proceso-de -acuerdo -con::l1as :ideas gene-

ralmente;acebtadas:sobre las -posibles-transformaciones de .estos productos.

Cabe destacar;--que: los:productosiSalacia-quinone:methide-9 ::y-dispers=zrr. oo

quUinon'a-'iIO:.- C oy
,COOCH g:==:22

chO-C‘Héjf ER
’ oy
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no deben formarse en una ruta general similar a 1a propuesta y ademds en el
caso de la quinona 9 aislada de una Salacia, un esqueleto-como el propuesto

por los:-autores:eszpoco habitualvenzSustanciasrpéntaciclicas;‘mientrasfque=

la dispermoquinona.requeriria una oxidacién en-posicién.C-7 en alguna de las.

etapas intermedias-o bien otra ruta alternativa de:la -cual no ‘se :poseen da--

tos. .. L

El producto-Y- estd claramente relacionados::con lanquinonas:y“previsi:;;t

blemente, han de existir unos productos relacionados en las Celastraceas:. El

A3

producto:.denominado Zeylasterona.posee: unos anillos A yB éomo-del hipotéti-

co Y y se ha aislado.también de unafCelastracea'la‘Kokona‘zeylanica147 < Otros
productOS“relacionados;aislados-de celastracéas.pneséntan»esqueleto de-Isopris -
timerina«rllﬂsfupor lo que -aunque-se-pueda. pensar -que-son-artefactos de la ma-

nipulacitn-de la.planta, 10s.autores del trabajo dicen ‘que las-quinonas tam- '

bién aisladas de la misma especie no se- reagrupan al producto natural en me-

dio 4cido.
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FRIEDELINA _—> Ac POLPUNONICO

Ac. ORTHOSPHENICO | Ac. SALASPERMICO
,COOH :

CELASTROL
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- 20-HIDROXI:. - -
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TECNICAS INSTRUMENTALES

Los puntos de fusidn fueron.determinados en un aparato.tipo Kofler.y

estén sin corregir.

Las actividades 6pticas se efectuaron-en un polarimetro- Perkin-Elmer
modelo 141 en.cloroformo y en células de -1-cm. Las concentraciones:se ex- -

presan en-mg:—de producto por ml:: de disolvente.

Los -espectros infrarrojos se.realizaron- en un‘espectro?fotémetro;tmo-
delo -681, -de la firma Perkin-Elmer.: Se-emplearon-células de 0.1lmm de cloru-
ro sédico.y el-disolvente utilizado. fué cloroformo: También 'se.emplearon pas

tillas de K Br

Los espectros en el ultravidleta se efectuaron en un espectrofotémetro
Perkin=Elmer-modelo-402:y modelo 550 5%;'con células de cuarzo de 10°y 5 mm -

de espesor.. Como .disolvente se utiliz6 etanol.

Los espectros de resonancia:magnética nuclear-de protén fueron reali-

zados. en -espectroémetros Perkin-Elmer: R=12B- (60 MHZ) y R-32 (90 MHz);»:';Br"ul-i

ker WP-200" SY (200 MHz); Bruker-WP-360-SY (360 MHz);“y como disolvente clo: - -

roformo deuterado mientras no-se indique lo contrario. -
Los espectros de resonancia magnética nuclear de'Cla’se efectuaron en

un espectrometro Bruker WP-200 SY (50 MHz) y Bruker WP-360°SY (90 MHZz).
Los desplazamientos- quimicos-se dan. en unidades §& . Los acoplamientos

se describén como s, singulete; d, doblete; t, triplete; c, cqartete; m,

multiplete.
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Los espectros de masas se hicieron en un aparato V.G. Micromass LTD-
ZAB-2F y/o'en un Hewlett-Packard modelo 5930 A, a un potencial de ioniza-.
cién de 70 e.v.. |

Los andlisis -elementales se_realizaron en uﬁ microanalizador Carlo Erba

I-102.

Técnicas-cromatograficas. -

Las cromatografias en capa fina fueron realizadas sobre cromatofolios
de gel de silice con indicador- de -luminiscencia {254 nm).-Schleicher y Schiill,
y én algunos “casos impregnadas COh*NOBAg al 20%. -

Los eluyentesAehpleadosqueron:-éter«de petréleo,- benceno, cloroformo,
'aéetato~de etilo, metanol; etanol -y mezclas de ellos variando de composicién
'_'segﬁﬁ?el-probiemg;planteado3.Las placas -se-revelaron por-bulverizacién coﬁ
"Oleum" (Soluci6bn.de acido sulfirico 4% y &cido -acético 80%.en agua)'y pos-
teriormente-calentadas:a:-1209C. A

Para las-columnas cromatograficas himedas se utiliz6la técnica de"flash
71

cromatography_:"que‘usé:columnaszdeqdiémetrO“apropiado;segﬂn"ebiproblemaiplqg SEER

teado 'y 'gel de:sflice de-poro<0.063 mm.que es empaquetada haciéndole pasar '
una parte de.la mezcla eluyente a:utilizar mediante presién.- : -

Las COLumnAS:cromatogréficagfSecas fuéron montadas -de -la.siguiente for= = -
ma: se hacia el vacio por la parte inferior de la columnaly‘al mismo tiempo
'por el extremo superior se introducfa lentamente gel de silice 0,2-0'063mm &
0'5-0'2mm. |

La gel'de'SIlice al 20% en nitrato.deiplata‘fuétobtenidandisblviendo» -

la sal.en la minima cantidad de agua destilada y afiadiéndole-a la gel -en-pe--
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quefias porciones con vigorosa agitacién. La gel se activd posterlormente por
calentam1ento a-1209C durante 24 horas. -
S 3 | CromatotrénheSRUn«aparatoﬂqde%usa*plataSGtirculéresvde‘gel*de*sildce'r?fch 3
6OPF254 con. yeso: para cromatografiaz preparatlva zque=giras a unas-750..rpm* m1en -
tras una determlnada cantidad-de -eluyente ‘es anad1do al- centro~de 1la placa |
siendo desplazado hac1a los-bordes-arrastrando los productos: ayudado por-la -
fuerza~centr1fuga. Esta cromatografia se: rea11za en presenc1a de un -gas-iner-
te. | .

La cromdtogﬂaféafdiquida:de‘aita:presién,-preparativa~o analitica en un
Waféré;-Tnyecfor%UGK}?bombaS*MGOOOﬂyidetectervﬂ40‘de*UEV:Vcbn columnas micro-

porasil.

4TéénicasAhabiiuaiés;dé“tnabajo;“»;g.

Los derivados:acetilados se:obtuvieron=disolvieﬁﬁb Ia‘mueStra~en“§iridi;»'
..nay tratandola~con -anhidrido: acético -a- la temperatura amblente durante-12-a
A24 horas mientras no-se: indique:=lo- contrarlo. )

En el ‘textd “extraer.deila manéra. Asual %:significaszi (vertldo del- crudoi==;;it¥**
»de reacc16n :Sobre : agua&helada) "y extracc16n con: el disolvente-queise: 1nd1ca
en la parte exper1menial generalmente @ter-etilico: 0! acetato de: et110 rlava= ovis o
dos suce51vos de- 1a capa organlca con solucibn saturada-de-sulfato:de.cobre - -
6 solucién acuosa de HCl al 5%;+soluciodn- saturada deN&f% y/o- soluc16n~satura-
da con. CINa; realizéndose tres l'avados con -cada uno-de ellos;tLaﬂcapa-organ1ca;
aéi tfatadafse,secaba“sobre'sulfato-de sodio anhfidro.

" En el texto Be: 51gn1f1ca benceno -EP-~ éter de petfoleo;*EE:éter:etflico, -

AcEt acetato. de etilo, . Py p1r1d1na THF Tetrahldrofurano..-
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Clasificacion boté&nica

La clasificacién boténica: dei-la-0: meXicanarfuéhrealizada:enuél:Depar4‘“'“’“
tamento .devBiologiaAdel.Instituto-TecnolégicoAy;de.Estudios~5uperiores'de'm: e

Monterrey (México), encontrdndose:-en el mismo un especimen de‘:referencia ng-

mero 7723.

La c1a51f1cac16n boténica del Maytenus aquiflium y Maytenus- horrida fué -

realizada en-la  Cé&tedra-de-Boténica de la Facultad de- Ciencias Quimicas de
la Universidad Nacional de Asuncién, por los Profesores Claudio Pavetti e
Isabel Zaldivar..existiendo especimenes’ de-referencia'en la citada Citedra: ne
861 y -1232- respectivamente -y en el Departameﬁto de Boténica de la Facultad

de Ciencias-BiolGgicas—de-la-Universidad de La Laguna.

Material Vegetal

La recolecci6n de 1a Orthosphenia mexicana Standiey, fué-realizada:en -

léﬁprimavera de 1981, en las proximidades de Matamoros, Estado de Tamauli-
pas, a;.l.-.norestefdé-.México.}.,=.:~ |

El Maytenus aguifolium Mart. fué colectado en.marzo de 1982 en-el bal
neario-de la guarnicid6n militar.de Paraguari,cordillera de los Altos, De- .
partamento-de -Paraguari,Paraguay:

E1 Maytenus:-horrida Reiss. Fué recogido en julio de 1983 a orillas

del rio Verde, Loma Pord, Benjamin Aceval, Bajo.Chaco, Paraguay.
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MAYTENUS AQUIFOLIUM

Separaci6n cromatogréfica de los productos aislados de la corteza de la raiz..

785g. de corteza de raiz de Maytenus-aquifolium fueron reducidos a pol
vo en un molino y sometidas. a extraccién.exhaustiva con-etanol 95° a reflu-
jo. El extracto resultante,después de filtrar y evaporar a presidén reducida
la solucién etandlica,pesé 127-g. y se mezcld con gel de silice 0.2-0.5mm.
para formar una cabeza que se montd en una columna de gel de silice 0.2- ..
0.5mm previamente humedecida con E.P., solvente con el que se inicia la elu
cibén para COntihuér con mezclas de E.P. y EtAc de polaridad creciente. Se
recogen fracciones de aproximadamente 750 ml que se agrupan de acuerdo a su
comportamiento én cromatografia de capa fina y por sus datos preliminares de
H-RuN.

Esta cromatografia se resume en la Tabla I.

TABLA 1
FRACCIQNES h ELUYENTE : - OBSERVACIONES -.
1-17 . EP-ACEt " 98:2 = - Escualeno
18-19 . EP-ACEt 95:5 . - Mezcla de &cidos grasos
20-25 EP-AcEt 93:7 A1 + A2
26-32 EP-AcEt 90:10 A, + B-sitosterol
33-70 EP-AcEt -80:20 A3 + A4 + ceras
71-116 ' EP-ACEt 70:30 Az + mezcla de productos
60:40 - de naturaleza fenblica,- -
50:50 en estudio.
117-165 EP-ACEtL- 0575 Mezcla de productos i

polares no éstudiados.
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La reunién de las fracciones 20-25 de la cromatografia anterior pesb
. aproximadamente. 1g...Se.:cromatografi6:en una:columna-de.gel:de sflice 0.2x .. --

0.063mm eluida -con benceno y -su desarrollo se resume en la Tabla II.

TABLA - 1I.
FRACCIONES ' ELUYENTE— - OBSERVACIONES
1-14 Benceno - Ceras
15-29 ' _ Benceno - _ Al
30-34 Benceno. . A14+ A2

De lés fraccrones 15—29 se-.aisla el producto A1_(195 mg) como polvo -blan
co cristalino;*Parte.&élumismo (45-mg) se-puso a acetilar.con anhidrido aqéti—
co en piridina a temperatura ambiente y una vez acabada la reaccibn se extrajo
con éter:etilico.de la manera usual. Tras. un percolado.en_gelude,sElice‘O.Z-
0.063mm.-Se- aisld el -acetato de"A1»(40 mg). .

| El producto A2‘se:identific6'a partir de las fracciones 30-34 de la cro-
matografia anterior. ..

En las fracciones. 33-70 de la .cromatografia general -(Tabla i) se observa -
la fofmacién_dewun.precipitadofblanco escasamente:soluble .en £P:y_en-clorofor=_
mo. Este precipitado pesbd 1.69y£5ta’constituido-por:A3: Las aguas-madres de -las
citadas fracciones se reunieron y con ellas se prepar6 una cabeza con gel de
silice 0.2-0.063 empleando como eluyente EP-AcEt 75:25 permiti6 la identifi-
cacibn .del producto-A4 de ‘su mezcla con A3;'
36 mg. de‘AS se.acétilaron con.anhidrido .acético en piridina .a tempera--

tura ambiente y tras extraerse con éter.etilico por los procedimientos.usqg
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les, el crudo de acetilaci6n se purificé por cromatografia en una columna
de gel.de .sflice 0.2-0.063mm eluida con. EP-AcEt 5:95 aislé&ndose .35 mg .del -
acetato de A3'(A3Ac).

26 mg-de-:A3 se :metilaron-con soluci6n etérea de diazometano-a-0°C. Una

vez concluida.la reaeccion se.llevé'a seéquedad -a presibn reducida’ aislandosé,  --

tras percolar en-gel- de-silice 0.2-0.063 'mm;25 -mg- del :ester metilico-de A3~
(A3Me)..E

20 mg del acetato de A3 se metilaron con diazometano siguiendo el proce-

dimiento .usual dando lugar a .19 mg.del .acetato metil ester de A3 (A3AcMe). Do

Las fracciones-71-116 de la'cromatograf&a“genefal-se~caracterizanfpor
ser fuertemente%eqloreadaS"y nevelar‘eﬁ»cromatografia de capa fina la -presen
cia de-mezclas muy complejas:~Estos- productos son escasaménte solubles .en clo
roformo y. dan.positivo-el ensayo de fenoles con-cloruro férnico. Después de
miltiples.intentos -sin-éxito de resolver las mezclas por- cromatografia con-

gel de silice.se acetil6::una porcién de-la mezcla con anhidrido acético.en -

piridina a temperatura-ambiente, -extrayendose:luego-con AcEt de. la forma usual.-

Elicrudo.de acetilacibn -se:-cromatografi6-en-gel de silice 0.2-0.063mm emplean-

do como -eluyente- una-mezcla -de:Be-AcEt 95:5..Las fracciones. que-contenian.-él

productofmayofitarioude.1a.acetilacién fueron reunidas:-y purificadas..por. pre-

cipita¢ibn:con E.P.,._tras lo’cual se:aisléxelaproducto-ASfcomq-polvo:amorfo>

de color amarillo pélido.



DESCRIPCION DE LOS PRODUCTOS DEL
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Producto A,. 3B-hidroxiolean-12-eno( B -amyrina).

De este producto se aislaron 195 mg. como polvo blanco cfistalino de las
fracciones 15-29 de la cromatografia resumida en la Tabla II. Uﬁa‘péqueﬁa
fraccion: del producto-disuelto en cloroformo di6 positivo:el: ensayo de fie= :+¢ -
bermann y Buchard para‘triterpenos. -

IRgmax : 3600, 3000, 2938, 2920, 2845, 1587, 1488, 1376? 1292, 1185,
1160, 963 cm™ L.
RMN (90MHz) - .0.81(6H,.s), 0.83(3H,.s), 0.88(3H, s); 0.92(3H, s), 0.97(3H,
s), 1.02(3H, s), 1.17(3H, s), 3.21(1H, t, J=7Hz), 5.14(1H, t,
. deformado, J=3Hz).
EM m/z 426 (M+), 411, 219, 218, 208, 207, 203, 190, 189, 175, 161,
147, 135, 138, 121, 119, 109, 107, 105.

Acetato de"Ad.-3I3—acetoxiaoiean-lz-ehogﬁ

45 mg del-producto A, sometidos a acetilacion como se resefid antes

.diéron lugar a 40 mg de -su derivado acetilado. - -

IRy max 3000, 2950, 2860, 1720, 1370, 1840 em L.

RMN (90MHz) - 0.80(3H,.s),. 0.82(3H, s), 0.88(6H, s), 0.90(3H? $),--0.98(3H,
s), 1.01(3H,-s), 1:10(3H,  s);-2.02(3H, s),:4.43(1H, t0=7Hz); =~ ~
5.16(1H, .t deformado,.J=3Hz).

RMN m/iz~ -.- 468 (M%), 453; 408; 393;. 365, 257,.219, 218; 204, 203, 1905
189, 175, 161, 147, 133, 121, 119, 109, 107, 105.

Producto A,..3 P -hidroxilup=20{29)-eno-(Lupeol).

Se obtuvo mezclado con el producto A;-en las fracciones 30-34 de la

cromatografia resefiada en 'la Tabla II.
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IR”lnax 3340, 3020, 2910, 1630, 1450, 1380, 1025 Cm—l.

RMN(90.MHz) --. 0.76(3H, s), 0.79(3H, s),.-0.83(3H, s), 0.96(6H,.s), FL03(3H; - =,

s), 1.69(3H,.s), 3.21(1H, t), 4.67(2H, d).
EM m/z . 426(M%), 421, 408, 394, 218, 207, ‘189, 175, 161, 147, 135, -
121, 109, 107.

ProductOZAa;mACidof3BehidroxiélUD—ZO(29)en=28*6100(Aéfdo:betulinTco); .

Este .producto:fué aislédo de las fracciones-33=70 de la cromatografia
general (Tabla- I) como un s6lido blanco,-abundante (1.6 g) y poco soluble -
en clofoformo.
IRvmax‘giriﬂ 3620~572500, 2940,-2861 1683, 1461, 1450, 1388,:1375, 1235,
1190, 1132, 1107,-1042,-1031 cm™L..

RMN(C5Dst:90 MHz) 0.84(3H, s), 1.00(3H, s), 1.07(6H, s), 1.21(3H, s),
1.79(3H, -s); 3.43(1H, ty-WY/2=20Hz) ,~4.79(1H; s -ancho); 4.95
(IH, s ancho).

EM m/z 456(M+),~438, 423, 248, 234, 233, 219,.207, 203, 201, 191, -

190, 189, 187, 175, 173, 161, 147, 136, 133, 123, 121, 119, 1. - -

109, 107, 105.
CalculadosparangbH4803? 456,~3603,-obsehvad0'456,3612_(esbectrometria-dez;;%

masas de-alta resblucién).

Acetato-de;A3£A3Ac).-Acido—313-acetoxi4upf;:20(29)aen—28-oico;"

La acetilacién.de 36-mg‘de~A3;con la metodologfa-usual: condujo-a-la -

obtenci6n-de 35 mg del acetato de A3(A3Ac)’ '
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IRy max 3600 —>-2500, 2986, 2938, 2860, 1731, 1699, 1635, 1458, 1450,
1385, 1370, 1242, 1190 cm™.. 4 *

RMN- (190 MHz) : .0:87(9H; s),.0.95(3H,:s), 0-.99(3H,- s); 1.70(3H, s),.2.07.- ..
(3H, s), 3.00(1H; m, W/2=20Hz), 4.51 (IH, t parcialmente
éobapado:con la-sefial -a 4.65), 4.65(1H, s ancho); 4.78(1H,

s ancho). | _

EM m/Z A". &498(M+)£“4§8;‘423,-395, 248, 232, 203, .201, 191, 190, 189,
187, 175, 173, 161, 147, 136, 135,.133, 121, 119, 107, 105.

Calcuiado;para C32H5004—498:3709;*0bservadom498;r3727 (espectrometria-de - - -

masasﬂde:alta resolucién). -

Metil.ester de.A.-(A.Me). Metil -ester.del..dcido-3 B.-hidroxi-..lup -20(29)-.

en-28-o0ico.. ..

La metilaciobn .de-26 mg demA3fcon diazometano.-di6.lugar a 25 mg del co-

. rrespondiente metil-éster-(AsMe)

IR(KBr):y% o, - 3524,-.3450, 2935,-2860,71711, 1692,  1635;:<1460, 1448, 1439;--:7.

=l &;‘i

1381 1372, 1353,11317,: 1215 ;51148 cind-
RMN (SOaMHz)f?.0;78CBH;‘55510;83(3H;;s);.0;94(3H;35);.0;99(6H; $),- 170630, |
s), 3:20(1H;:ms WY2=25H2)3-3.71(3H,  5), 4.67(1H, & ancho), . .
4.80(1H, s.ancho). o _
EM mfz - 470(M%), 452, 411, 410, 262, 249, 233, 220, 207, 203, 201,
191, 190, 189, 187, 175, 173, 161, 147, 135, 133, 131, 121,
119, 109, 107, 105.
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Acetato Metil ester de A3 (AsAcMe) metil ester del &cido-3 -acetoxi-lup-.

20(29)-en-28-oico. -

Mediante-metilacién-de 20 mg.  de acetato=de-Aj"con.diﬁzometanO‘semais="f‘: -

laron 19 mg. ‘del acetato metil ester del.écido*betulinico-(A3AcMe) como un -
polvo~ -blanco-que-cristaliz6 de:-'EP-AcEt P.F.=173-175¢C."

IRy

max 293852860, '1714,.1707, 1443,-1371, 1366,- 1258,~1250, 1182,

1148, 1130 el

RMN (60" MHz) --0.84(9H, s), 0.92(3H; s)y, 0.96(3H; s), 1.69(3H, s), 2.03(3H,

S), 3.66(3H; 5); 4.52(1H, t parcialmente solapado con' la sefial a:4.61), 4.61
(IH, s-ancho), 4.72(1lH, s.ancho).

EM m/z - - 512(Mf);'452, 437, 393, 262, 249, 248, 203, 201, -193, 191, .
189, 187, 175, 173, 161, 149, 147, 135,-133, 121, 119,-109,
107, 105.

Producto-A;.--acido-3 --hidroxi<olean-12-en-28-oico~{Acido oleanblico). -

Este producto'ﬁuénidéntificadO-a-partircde-las—fracciones;33-70-de la
cromatografia-general:(Tabla I):y la préparacién-de sutacetato-metil-ester. . -

permiti6-su. identificacién por-comparacién.con una.muestra-auténtica.: - :

Producto Ac. .
Fué aiéLado,después.delacetilar con ‘anhidrido:acético-en piridina y. a
temperatura ambiente,una.parte alicuota-de las fracciones 71-116-de.la.cro- ..

matografia resumida .en la Tabla I, como un. polvo amorfo.de color amarillo -

palido.
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IRpmax 3020, 1761, 1598, 1495, 1421, 1414, 1369, 1208, 1144, 1117,

1092, 1075, 1043, 1022 cm™’

RMN (200 MHz) 1.31(3H, s), 1.32(3H, s), 1.76(3H, s), 2.24(3H, s), 2.25(6H, =~ -

s), 2.26(6H, s), 2.27(3H, s), 2.28(3H, s), .2.33(3H, s), 2.68

(IH, dd, J=4:.6Hz); 3.10(1H, m wY2=15.7Hz), 3.16(1H, d, J= -
4.7Hz), 3.27(1H, m,-wY2=12.3Hz), 5.65(1H, d, J=9.9Hz), 5.87

(1H, d, J=4.8Hz), 6.31(lH, d,4J=10.OHZ);’6;52(IH,>d;'J=8.7Hz), T

6.70(1H, d, J=2.3Hz), 6.74(2H, m, wY2=12.8Hz), 6.97(7H, m,
wY2= 287Hz), 7.16(1H, d, J=8.7Hz), 7.21(1H, d, J=8.6Hz),
7.60(1H, d, J=8.6Hz).

UV;‘max 204, 222, 284, 315 nm.

EM: m/z- - 412, 370, 328, 286, 244, 215, i97; 83.

Producto B1. Metil ester del acido-3B-acetoxi-lupan-20(29)-oxido-28-o0ico.

271 mg (0.53 mmol) de A3AcMe~disueltos en-10 ml de CH2C13-se afladieron -

a una suspensién compuesta por 160 mg (0.78 mmol) de &cido metacloroperben-
zoico, 5g.- de NaHCO3,<10 ml de CH2C12~y.101m1..de:agua. La ‘mezcla de reaccibn
se mantuvo con agitaeién a temperatura ambiente durante 30 minutos, se adicio
naron 20 ml de solucién acuosa al 10% de.NaHSO3 y se extrajo con CH2C12, la-
véndose-laicapa orgénica con solucién-saturada.de NaCl. La mezcla -procedente -
de la reacci6n fué cromatografiada en gel de silice 0.2-0.063mm empleando
EP-AcEt 90:10 como eluyente, aislandose 200 mg (0.38 mmol, R=71.7%) del epb6-

xido B1, que cristaliza en la mezcla de elucién P.F.= 173-175°C
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IRymax 2938, 2860, 1714, 1592, 1446, 1425, 1385, 1371, '1250, 1184,
1161, 1150, 1130, 1023 cn™'.

RMN (60MHz) - O.84(9H,‘s),.0i90(3H,-S); 0.94(3H, ), 1.21(3H,'s), 2.01(3Hy
s), 2.61(2H, s ancho), -3.61(3H, s), 4.47(1H, t deformado;
J=6.6Hz).

EM m/z 528(M+), 513, 510, 470, 468, 453, 450, 411, 262, 249, 247, .
246, 233, 231, 220, 217, 207, 202, 201, 199, 191, 189, 187,
175, 173, 161, 159, 147, 136, 135, 133, 131, 121, 119, 109,
107, 105.

Calculado para C33H5205 528.3814, observado 528,2779 (espectrometria de masas

de alta resolucién).

Producto B,. Metilester del &cido-3B-hidroxi-lupan-20(29)-oxido-28-oico.

39.2 mg (0.0742 mmol)ude-producto:B1"disue1tos en 10 ml. de THE se -adi-
cionaronva_una‘suspensibn:deHZOng (0.53 mmol)..de LiA1H4.en-10 ml..de. FHF _seco,

enfriada a-02C, manteniéndose-la reaccibn a esa temperatura- durante .10.minutos

y a temperatura ambiente durante 90 minutos mas.-Se elimin{-el..exceso-de-hidru. -

ro mediante cuidadosa adicibn-de AcEt-Agua,-llevéndose-luego hasta casi-seque-.-_. . -

dad a-presibn. reducida. Se:extrajo con AcEt-y.se :lav6 la-.capa organica:con: so-
lucién acuosa al 5% de acido acético y con solucién saturada de NéHCOB. El pro
ducto de la reaccién se cromatografi6 en gel-de silice 0.2-0.063 m.m. eluyén-

dose con EP-AcEt 90:10, aislandose 36 mg (0.074 mmol, -R=99,7%) de Bz-que cris

taliz6 en EP-AcEt 90:10. P.F.= 121-123°C..
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1

IRy 3668, 3385, 3000, 2950, 1704, 1410, 1357, 1210, 1085 cm™".

max
RMN (60 MHZ): ++-0.75(3H,.s); -0.82(3H, ),-0290(3H, s);:0.96(6H,. s), 1.22(3H, - .::. .
's), 2.63(2H,:$ ancho), 3.20(1H, m, wY2= 20Hz),.3;63(3H,ﬂs)¢ oo
EMm/z . .. 486(M*): 471, 468, 453, 428, 408; 369, 244, 233, 231;. 220,
207, 205, 201; 199;.189; 187; 185, 175; 173, 161; 159;- 147

136, 133, 131;-123, 119, 107, 106.
13

C-RMN(90MHz)"~ Vet Tabla, pagina -41. -

Producto-B..:-3B,28-dihidroxi=lupan-20(29)=oxido... - - .

39 mg.(0.0739.mmol) de - -B,

ron- a una suspensidn:dé 45.1 mg (1:19mm01)ﬂdeJLiAlH4 en 10 ml de THF seco a -

- disueltos.en.10ml.- de. THF "seco se -adiciona-.

09C,IO;minutosfdespuésese~ca1ént6-a reflujo durante.-30m.. De;puéshdewﬁelimiﬁ

nér el-exceso-de-hidruro..con AcEt-Agua se=extrajo -~.como ensei €aso- anterior,

y tras cromatografia.en gel.deisilice.oﬁzro.DGB con EP-AcEt 90:10 se aislaron—~.----
34 mg-(0,074-mmol; ..R=97.3%) de B3'que cristaliz6 -en- EP-AckEt 90:10..P.F.= 159-. .- .
1629C. | |

IRy 3662, 3599, <2992, 2948m.2860; 1596, 1460, 1449, 1370, 1231,

1021 cmils

max™™ " -

RMN (GOMHzJ;;ght30.75(3H,:S);:0i82(3H,as),u0.97(6H;?s);j1.01(3H,:s)jﬁ1122(3H,'_~::.
s),‘2.60(2H,fs:ancho),13¢30.y*3;75 (2H;*d_~AB,fJ:ile),-3.78
N (1H, m,~par9ialmentéwsolapado.con:la-seﬁal a:3:.75). - ¢
EM‘m/z o 458(M+); 443, 440, 427, 425, 409; 400; 369, 221, 207, 203,
. 201, 189, 187, 175, 173, 161, 159, 149, 147, 135, 133, 121,

119, 109; 107; 105. -:=
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Producto B,. 3B, 20, 28-trihidroxi-lupano.

41 mg (0.078 :mmol) -del produeto:Bqudisueltos en:20-ml- de.THF::seco se -
afiadieron a-una suspensi6n de-116 mg (3.061 mmol) de‘LiAiH4 en THF secQ.La~
reaccién;se‘mantiene'a temperatura de-reflujo duﬁantemB horas.'Después de
eliminar el-exceso de hidruro-se extrajo siguiendo la metodologia emplea-
da en las reacciones’ anteriores y se purificé por:cromatografia en gel: de
- silice empleando como eluyente EP-AcEt 80:20, aislandose. 25 mg, (0.057 mmol,
R=-6912%)’deAB4"que cristaliza-en EP-AcEt 80:20. P.F.= 264-267°C.
Ithak(KBr)<3360,i2950,'2923,-2860,%1457, 1449, 1375, 1353, 1150,.1099,

1041, 1020 cm™!. :
| RMN (90 MHz)0.75(3H, -s), 0.82(3H, s), 0.99(6H, .5), 1.04(3H,.s), 1.11 .
(3H, s), 1.23(3H, s), 3.19(1H, m, parcialmente”sblapado_4
con la sefial -3.32);-3.32 y 3.87 (éH; d AB, "J=11Hz), 4.15
(1H, s ancho).

EM m/z - 442(M"-18); 427, 411, 399, 385, 371, 353, 288, -234, 220,
207, 203, 191, 189, 175, 161, 149, 147, 135, 133, 123, 121, - --
119, 109, 107, 105. ’

Producto.B.. 3 B.,28-diacetoxi-20-hidroxi-lupano.

23 mg (0.05 mmol) del producto B4<se acetilaron cuantitativamente -con: - -



110

anhidrido acético y piridina a temperatura ambiente durante 16 horas. Después
de extraer conila metodologia usual se -aislan, cristalizando en .EP-AcEt,27 mg -

(0.05 mmol) de:B;

g+ P.F.= 248-2499C. -+ L

Rpax = -
RMN (60-MHz). -:'70.84(6H, .s);-0.99(3H,~5);-1.07(3H,=5):1.12(3H,: s)41.19

3470, 2969, 2866, 1734, 1729, 1450, 1385, 1367, 1240‘Em71

(3H, s), 1.22(3H, s),-2.03(3Hs:s), 2.05(3H,.5), 3.82 y 4.36
(2H, d: AB J= 11.4Hz);-4.37(1H, m solapado-con—la-sefial a- -
4.36), 4.62(1H, s ancho).

EM m/z : 526(M+—H20), 511, 484, 451, 423, 2624-249, 229,  216;-215,
203, 201,.189, 187, 175, 173, 161,159, 147, 145, 136, 135,

133, 121;- 119,. 107, 105.

'3C RMN(50MHz) -~ Ver Tabla, pdg. 41

Producto B.. 4cido-3-0x0-20-hidroxi-lup-28-oico.

44 mg del:i-producto B4_se.disolvieron en-200 ml de acetona y -se.afiadi6 .-
reactiﬂoadedonesgrreeientemente:preparado,:hastaAun:ligero“exceso:de;oxidag::: ..... :
te. La reaccibn-se mantuvora- temperatura—ambiente-durante 3 horas. Se elimi-

nd el exceso:rde-reactivo-con 2-propanol., -se-filtré: y-evaperd.-Se extrajo-con-- : -

éter etilicorde 1a forma usual y .el’crudo de+reaccién-se:cromatografi6:zen: gel-- - -

de silice:0i2~0.063 m.m.. en -cuyo-lavado. aceténico se aisla;Bé(JQ mg) -aunqie: = - .

no totalmente: puro.

Ry oy - 3700 — 2400, "3595, 3370, 2940, 2862, 1689, 1455, 1448,. " ...

1379, 1230 cm™ ]

RMN (90" MHz). .-~ -0.95(3H, -s),:x1.00(3H;-5),.:1.01 (6H,~5)5:1.08(3H,-s), 1.16. -
- (3H, s); 1.26(3H,-s), 2.35 — 2.53(2H;-m),. 9.63(<1H, s an- -

cho).
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EM 439(M+-CH3—H20),U438, 423, 420, 410, 409, 407, 395, 380, 300,

m/z
245, 232,. 219, 218; 206;. 205, 203, 191; 189, 187, 177 175, ‘= -~
173, 163, 161, 159, 149, 147, 135,.133; 125,. 121, 119, 109,

107, 105.

Producto.Bg. Metil ester del ‘dcido 3-0x0-20-hidroxi=lup-28-0ico. ..

4

ISmg. (0.032mmol-) del productOLB6.sevmetilanon.con solucién etérea de
diazometano &-02C, durante 1 hora: El crudo de reacci6bn. fué cromatografiado --
) e !
en el cromatotrén. empleando EP-AcEt 80:20 ‘como eluyente, aislandose 4 mg aéi

(0.008mm01):producto;de:metiiaciénsBSf(R:25%)

 RMN(200MHZ) -"0.93(3H; S), 0.99(3H, 5); 1.02(3H,"S), 1.07(3H, s), 1.12(3H,
s), 1.23(3H, s), 1.26(3H, s), 2.16—> 2.52(2H, m), 3.67(3H, s).

EMm/z- - 468(M'-18); 453,.400; 408; 393,369, 348, 277,. 262, 249, 24,
238, 217, 204,203, 189, 187,.175, 149, 135, 133, 125, 121
119, 109; 107; 95:

.-

Producto Bg.

Cuando la metilaidn del producto B6 se hace durante..un tiempo superior
a 5 dias se aislé un producto blanco que cristaliz6 en éter etilico. P.F.=
212-215°C.
EM m/é ' 514(M+),- 499, 482, 455, 454, 427, 426, 395, 367, 355, 319,
279, 259, 247, 234, 233, 221,-219, 205, 203, 201, 189, 187,
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175, 173, 167, 161, 159, 147, 146, 145, 143, 131; 125, 121,
119, 107; 105. :::.



SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LOS
PRODUCTOS 'AISLADOS DE LA"CORTEZA

. DE LA RAIZ DEL-MAYTENUS:HORRIDA

EXTRACTO ETANOLTCO ™
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Los extractos etan6licos obtenidos en frio y en caliente a partir de

2Kg de ‘corteza de'la raiz de Maytenus horrida .se:trataron:separadamente .. ... .

con cloroformo, formandose :sendos precipitados: que se'separaron -por.filtra-::«-= -

cién. Las porciones solubles en cloroformo,. una vez inspeccionadas por.cro- -
matografia de capa fina, reunidas-pesaron 44.9 g, constituyendo:la-parte -
que se cromatografid.

Este extracto cloroférmico- se mezcld con gel-de silice 0.2-0.5mm para
hacer una cabeza que se colocd. en una -columna de nylon flexible-de 4 cmg@
y 100 ém de alto rellena con gel-de sflice 0.2-0.05mm y se eluyd con EP-
AcEt 55:45 hasta que esta.mezcla. alcanzb el fdndo de.la ¢columna,:-tras.la-
cual se cerrd el extremo abierto.de la misma y mediante-una jeringuilla.
se-tomaron muestras fraccionando 1a columna a intervalos regulares-para,
mediante inspeccibn:.por cromatograffia de'cépa-fina, conocer-el desplazamien
to de los productos durante la elucién.. Con estos datos cromatografices se

cortd la -columna en-tres-—porciones

—
/-]

porcibn: Mezcla=de aspecte oleoso. -Componentes-de -baja: polaridad.

N
™

porcién: ‘Mezcla de productos-estudiadosii-::x

w
I

porcidn:VCabeza-y-componentesedefalta.pdTarhdadarfgauv

Cada una de las porciones se extrajo con. AcEt-EtOH para separar los:':
productos -por-filtracibn.

La 22 porci6n que pesb 9.2g se mezcld:con gel de silice 0.2-0.5mm pa-
ra formar- una cabeza que se cromatografié en una columna  empaquetada en.se- -
co con gel:de silice 0.2-0.063mm.-de 3. cm@ y 45cm  de largo.- Se inici6é la elu

cién empleando una mezcla de EP-AcEt 85:15, prosiguiendose con mezclas con



114

riqueza. creciente en AcEt. Se recogieron-fracciones de.aprox. 25.ml cada

una que-se:agruparon.de-acuerdo ‘a:su comportamiento-en:cromatografia;defta-iz

]
i

pa fina y por -sus-datos -espectroscopicos-preliminaress-- ==

Esta cromatografia;se resume-en la Tabla ILI' -~ :i-

TABLA-::ITI - -

FRACCIONES ELUYENTE - -~ OBSERVACIONES

1-93 EP-AcEt-85:15 B-sitosterol~— -

+ mezcla=de-terpenos—minoritarios
94-111 EP-AcEt 8515 -~ -~ Hy, Hys Hg, Hy-
112-292 EP-AcEt 83:17 Hg , Hg+-otros triterpenos insaturados
) + mezcla - de-eampuestoes—fenolicos.
293-327 EP-ACEt 50:20 H, + mezcla de compuestos fenol icos.
328-339- EP-AcEt 70:30 H8 + mezcla de.campuestos:fenolicos
: 60:40 -

340-368 EP-AcEt 4555 - Hg, H10 :
369-376 AcEt-Etanol ~ Productos polares.no-estudiados.’: -

La reunion de.las fracciones. 74-111 de 1a cromatografia_general: (Tabla :. .

II1) pes6.1.2g. ¥y con ella se. prepar6d una-cabeza.en.gel.de:silice:0.2-0.5mm ..~

que fué cromatografiada en. una-columna;'flash™ con-gel. de-silice:x0.063mm-=- =

empleando como eluyente Be:AcEt 92:8 y cuyo desarrollo se resume en la Tabla

IV
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TABLA 1V
FRACCIONES " ...". - ELUYENTE -, - OBSERVACIONES.-:: =
1-8 . » Be-AcEt™ 92:8 " - Ceras *
9-18 o Be-AcEt--92:8 - - Hy + Hy + ceras:= - .
19-24 : Be-Ackt - 92:8 Ceras )
25-40 s ~ Be-AcEt 92:8 1 Hy + Hy -

La reunién-de las_fracciones 9=18-de la cromatogrgfia;ahteriorciTabla
VI) pes6-280 mg y -fué sometida-a repetidas cromatografia a fin de eliminar—-—--
las ceras -acompafiantes=y-ide- resolver- la-mezcla. Ires. repetidas:.cromatogra=.< -
fias en columna-de.gel de silice empleando diversoes -sistemas de eluci6bn -s6-
lo se consiguieron-mezclas:-de.-color amarillo p4lido.enriquecidas en uno y -
otro componente.--Después.de repetidos—intentos.sin.éxito de cristalizar-los.: -
productos H1 yin 'se :1ogrd -separar. ambos - productos :por:precipitaci6n. fraccio. - ‘“ﬁ”éi
nada de: mezglas cloroformo-metanol. .

La reunién325~40=deela-cromatbgﬁafiaﬂnesumidasen=La=Iabla,Ivftratadahzaﬂgi:.f;

' con EP- orlglné un:precipitadorblanco -amorfo:que pes6: aproximadamente - 100 -mg: ::
y tras su cromatograf1ad0“en auna=columna:con+silice-gel. 0.2-0.:063mm : iemplean=::=*
do para.su:elucibntBe=AcEt-95:5:~De-esta- cromatografia=se=aislan=Hz (26 mg)_‘_-:_~
y H4(21mg)acom0;sélidos blancos- cristalinos y- 26-mg de una mezcla.-3:2 de*am
bos productos:que .se:empled para. preparar-los.acetatos H3AC'y H4Ac, sieﬁao!- L
separados . posteriormente pro cromatografia-en gel de:silice:0.2-0.063-mm con-
EP-AcEt 95:5.comOeeIuyentés-aisléndoses9mg;deerAc:y;ls mg de:HgAc.

Reunidas las-fracciones 1122292 (1.58g) de la .cromatografia general --.
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(Tabla III) fuereon cromatografiadas: en:una columna de gel de silice 0.2-

0.063 mm.que:fué:eluida con mezclas. dei EP y..ACEt-y clyo: resultado se resu= :: i'1-_ ..

me en la Tabla V.

TABLA V- -
FRACCIONES = = - ELUYENTE- =+ OBSERVACIONES >+
1-10 ’ EP-AcEt 85:15-. productos -denaturaleza fe-
nélica no estudiados..
_ 80:20 ~ i
11-60 : EP-AcEt 75205 - - H5,H + mezclas de triterpe- - -
T nos gihidroxilados + ceras.

La reunién 11-60 de 1a croamtografia anterior.{Tabla. V) pesé.aproximada. ..:..
mente L—g: y'tr&s'intentar'su-sepafaéfén cromatografica se comprobd que‘:a me
dida que-se eliminaban las ceras acompafiantes-se disminuia la solubilidad.en-..
cloroformo-de -la mezcla-de interés por-lo.que se-decidi6 acetilar la mezcla. .
en ‘las condiciones habituales.:La-mezcla procedente de.la acetilacién.se -in-
tentd separar. cromatogrédficamente-en gel de-silice eluyendo la.columna -con. .

Be-EtAc 85:15=tal: como: se-resume-en-1a-Tabla ¥z« v

) TABLA « VI: -
FRACCIONES: &l - ELUYENTE :: -7 : OBSERVACIONES:: <
1-6 - - Be-AcEt  85:15 - HeAc + mezclas de triterpe
- ngs acetilados.. _
7-15 Be-AcEt 85:15 - mezcla -de triterpenos ace~
tilado
16-30 : Be-AcEt 85:15 . . H5 E

31-40 _ , Be-AcEt 85:15 H5 + ceras



17

De las fracciones 16-30 de la cromatografia-anterior se .aisld-el pro-

e ducto_HS(BSfmg),comQ un- s6lido:blanco :cristalino -que-no -se:deshidratd:al:-«:-ws.- - -

ser tratado-con cloruro -de tionilo en-piridiné,fni se:acetilé con -anhidrido: - -:-
acético en pifidina. Sin embargo-se metiléfcuantitatiVameﬁteﬂconfsolucrén
etérea de-diazometano para dar el producto HgMe. .

La mezcla de H6Ac yn}os-triterpenos acetilados -procedente de las frac-
ciones :1-6 de la-Tabla VIupegé aproximadamente--90- mg-y tras cromatograffa— -
de la'misma, en gel-de sflice 0.2-0.063-mm eluida con EP-AcEt 96:4 se obser
v0 que-en.cromatografia -de capa fina se-revelava-un s6lo punto én todas las - - -
fraccioneS”recogidas pero al repetir-el .control analitﬁco-a menor:polaridad-- -
y con miltiples reéorridos—se-apreciﬁ-uue—la.columha.cnomatbgréfica habia
fraccionado parcialmente la:mezcla-en cuestidn, aislandose como mayoritario
el producto"-H6 en -forma de:su~derivad0‘acetilado‘H6Ac que fué purificadd
por cristalizaci6n-fraccionada en cloroformo-metanol~ Los restantes-produc- -
tos de la acetilacién no se resolvian.en._cromatografia:de -capa fina con:gel.. ==
de silice.impregnado con AgNO3 ywcnistaliiaba'como una mezcla que resulté

,‘ifresolubleﬁygzr

La reunién de.las.fraccionesJ293=327fdefla”cromatograﬁia;generql"(Ia:“t,, .

bla III) se 'mezclé: con:gel+sde-silice :0.2-0.5mm,: para formantunazéabeza;queg IeE Lo

fué cromatografiada en-una.columna- de-gel-de-silice 0.2-0.063 mm:que.fué: ==+

eluida-con-mezclas -de EP.y AcEt como se resume en.la Tabla.VII. .
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TABLA VII
FRACCIONES ELUYENTE OBSERVACIONES
1-23 EP-AcEt 85:15 mezcla de productos fenbli-
cos no estudiados.
24-30 EP-AcEt 80:20 H7 + productos fenbdlicos
31-40 EP-AcEt 80:20 H7 impuro.

Las reuniones 24-30 y 31-40 de la cromatografia anterior se mostraron
como una mezcla compleja, y tras repétidas cromatografias se obtuvo otra mez
cla que mediante un anédlisis preliminar de su espectro de RMN no reveld pre-
sencia de grupos acetato, procediéndose a la acetilaci6n de la mezcla para
mejorar su separacidn, percolando a través de gel de sfilice 0.2-0.63 mm con
EP-AcEt 90:10. Se aislan 4 mg de producto H7 como su derivado acetilado (H7
Ac).

De las fracciones 328-339 de la cromatografia general se separa, median-
te repetidas cromatografias, una.mezcla compleja en la que se destaca un pro-
ducto mds notable. Para efectuar la-separacién del mismo se optd por acetilar
la mezcla por los procedimientos habituales. Traslla extraccién usual el cru-
do de acetilacién se monté en..una columna con gel ‘de silice 0.2~0.063 mm que
fué eluida con EP-AcEt 80:20 aisléndose el producto H8 en forma de su deri-
vado acetilado H8Ac (7mg).

Las fracciones 340-368 (1.2g) de la cromatografia general se mezclaron
con gel de silice 0.2-0.5 mm para formar una cabeza que se cromatografi6 en

una columna "flash" de gel de silice <0.063mm empleando EP-AcEt 60:40 para su
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elucibn.

Los resultados de .estd -coltémna -se resume en :1a Tabla VIII.

TABLA VIII
FRACCIONES ELUYENTE - OBSERVACTIONES
1-7 EP-AcEt 60:40 -+ mezcla de compuestos fendlicos
8-13 EP-AcEt 60:40 H9 impuro
14-24 EP-AcEt -60:40 - impurezas
25-31 EP-ACEt 60:40 Hyo impuro

De la reunidén 8-13 de la cromatografia anterior, tras repetidas cromato-
grafias en columnas con.gel de.sflice 0.2-0.063mm, se separd una mezcla que
~contiene el'producto H9 acompafiada de otros productos minoritarios que lo im ’
purificaban. La polaridad de'H9 en esta mezcla no se vi6 alterada cuando se
trataron con diazometano'y anhidrido acético/piridina separadamente. Finalmen-
te el producto H9 se purificé por cromatografia.en cromatotrén, aislandose
40 mg del-mismo .como- sdlido blanco- que no cristalizé:en las diferentes siste
mas empleados. En-la etapa final de la purificacién de H9 se detectd la pre-
sencia de- un-producto muy minoritario, de polaridad y comportamiento espec-
troscopico- similares a Hg.

Las fraccioﬁes 25-3} de la cromatografia resumida en la Tabla VIIIfueron
acetilados con la técnica usual y tras percolarse repetidamente en gel de

silice 0.2-0.063 mm con EP-AcEt 90:10 se aislé como derivado acetilado HIOAC
(9 mg).
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El producto H11 se obtuvo como un polvo blanco cristalino que preci-

pit6 aluwenfriarseiel:extracto etanblicovoriginal.:Dada laialta polaridadricacd -

de esta sustancia-se prepard, por el ‘procedimiento habitual su derivado

acetilado que resulté-un sélido blanco cristalino-que -denominaremos H,,Ac.

11

Del estudio. de este extracto concluimos que el empleo de etanol no
es el oOptimo, para la extraccién de quinonas triterpénicas; ya que s6lo se
aprecian a nivel de trazas y las cantidades extraidas con hexano, éter eti

lico o cloroformo- son ‘notablemente superiores.
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~ Producto H,.

Se aislé:(5.7mg) :de- las-fracciones ' 9-18 de'la :Tabla™IViporirepetidas: -~

cromatografias y precipitacion.fraccionada en €leroformo-metanol. -~ .

IRy =% .  3680,-3470,-3025,-2996,+2945,-2870,- 1720, - 1710, 1672, :1668 == . -

1638, 1588, 1574 1458, 1429,-1375;=1304, 1232,.1195,:1136, --
1627 cm™L.

RMN (200MHz) :0.59, 0.72,..0:95,:1.03, 1.04,:1.08, 1.15, 1.16;-1.27, 1.44 y
1.51(3H:cada uno, s), 2.49(3H,- s),.3.32(3H, s), 3.62(3H, s),
4.90(1H, 's), 5.95(IH, .s), 6.20(1H, s), 6.30(1H,s ancho), 6.94
(1H, s). .

EM m/z- - - 480, 465, 464, 298, -285, 283,-269,-253, 241,--239, 227, 218,
217, 204;'203,.202, 201, 189, 188, 187, 121, 109, .107, 105, 95,

85, 83.

Metildcién'déﬁHT§£H1Me)::r-f.

Una muestnasquencqntenia;H1-liggramente;impuro fué metilada:con-diazo- .-

metanos‘a-OQCay'pOSteriormentespurificada?coniuna-cofumnai“flash”ienagel“ders.;::~

silice=<0.063Gmmwé1uida%60n~BeeAcEthS:S.f?.:

RMN(200+MHZz)0259;2:0272 yAO;94(3quééda uné; s)s.1.02(6H,s)y.1.08,:1:15, = -
1.16, 1.27, 1.47 y. 1.52(3H cada uno, s}, 2.60(3H;:s),.3.52,: .. .
3.57 y 3.62(3H.cada uno, ), 5.80(1H, s), 6.21(2H, s deformadé),
6.92(1H, s).

EM m/z. ... 521, 480, 465, 452,-312, 283, 241, 232, 231, 218, 217, 215, 202, --
201, 189, 187, 147, 135, 121, 119, 109, 107, 105, 95, 93, 91,8l.. ..
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Producto H,.

Se aisld como'un s6lido amorfo amarillo palido (10.3 mg) de lasifrac- . - .

ciones.9-18 de la Tabla IV.

Ié”max' 3680, 3464, 3020, 3000, 2945, 2868, 1720, 1708, 1662, 1638, -..
1590, 1459, 1450, 1428, 1372, 1302, 1235} 1196, 1130, 1097, .
1063, 1023 cm™t. - -

RMN(200 MHz) 0.51, 0.60, 0.95, 0.98, 1.03, 1.08, 1.14, 1.15 y 1.17(3H cada
uno., sj, 1.23(6H. s),-1.27 y 1.40(3H cada uno, s), 2.46(3H, s),

B J=64Hz),

3.55(3H, s), 4.97(1H, s), 5.93 y 6.28(1H cada uno dA

6.07(1H, s ancho),”6.20(1H, s).
UvAmax 205, 2253 252, 297 nm.- -
EM m/z- 480, 465, 464, 450, 414, 386, 322, 279.

Producto. H,_3-0x0-29-hidroxi-friedelano..

Se aislé apartir de 1as.fracciones 25-40 de la Tabla IV como un.pro-

ducto ‘blanco.cristalino. P.F.(CHCI ;CHBQH)é226;23O.¥CNHH

3
IRpmaXf 3610, 3470, 3000, 2930, 2860, 1698, 1446, 1384, 1281, 1107, :-:

1070, 1027. cm™ L.
RMN (60:MHz).0.73, 0.88 y 1.22. (3H cada uno,.s),.0.86(3H,-d,* J=6Hz), 1.03

(9H, s), 2.20-2.42(3H,.m), :3.28(2H, § ancho).

‘Acetato de Hi(HjAc) 29-acetoxi-3-oxo-friedelano:

Por acetilacion de una mezcla de H3 y Hd'y;posterior;separacién croma-

togréfica se aislod H3Ac (15 mg) como un s6lido blanco cristalino. P.F.(CHC13-
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CH30H)= 154-1569C.

IRpmaX 3000, 2930, 2863, 1718, 1702,°1450, 1388, 1370, 1245, 1070,
1031 el

RMN (60 MHz)0.73, 0.88, 0.93 y 1.22(3H, cada uno, s), 0.86(3H, d,J=6Hz),
1.04(9H, s), 2.08(3H, S)f 2.20-2.45(3H, m), 3.76(2H, s).

RMN(200MHz) 0.70, 0.84, 1.02 y 1.18(3H cada uno, s), 0.85(3H, d,J=6.5Hz), ..
1.00(6H, s), 2.05(3H, s), 2.17-2.39(3H, m), 3.72(2H, s).

EM m/z 484(M*), 469, 424, 411, 409; 399, 319, 302, 292, 273, 263, 183.

Oxidacion de H,(H;0x) 3-oxo-friedelan-29-al.

%4

A 57 mg(0.13 mmol) de H3 disueltos en 6 ml de CH2C12 seco se afiadieron
con agitacién 369 mg(0.17 mmol) de clorocramto de piridina. La reaccidn se
mantuvo a temperatura ambiente durante 2 horas, y se détuvo por adicién de
50 ml de éter etilico seco. Se filtrd por una columna de gel de silice 0.2-
0.5mm y florisil. La mezcla de reaccion se purificé cromatograficamente y
3—CH30H- P.F.= 178-181¢°C.

VTR”max -~ 2930, 2862, 2690, 1706, 1697, 1598, 1447, 1385, 1372 cm_l.

se cristalizé de CHCI

RMN (90MHz) 0.70, 0.97, 1.10(3H cada uno, s), 0.85(3H, d, J=7Hz), 0.88
(9H, s),_9;37(1H, s).

EM m/z as0(M"),425 ,411, 355, 302, 300, 273, 259, 246, 231, 219, 218,
191, 175, 173, 163, 161, 147, 139, 123, 121, 119.



124

Producto H,. 3B-29-dihidroxiglutin-5-eno.

Se aislé de;las'fracciones-25-4o resumida en la Tabla IV y cristalizé -
como agujas -blancas de CHCIs-CH3OH, P.F.=270-2729C. "> -
IRWnax oo 3680, 3615, 3000, 2928, 2860, 1595, 1470, 1780, 1026, 1014 cmeﬁ g
RMN(60-MHz )~ 0:85(3H,~s),~1.02(9H, s), 1.13(6H, s),..1.20(3H,. s);-3.29(2H, s),-
3.48(1H, t, wY2=3Hz), 5.65(1H, -t, J=7.0Hz)~" = -7
RMN(200MHz)~~O.85, 1.00, 1.02, 1.05, 1.13, 1.14, 1.21(3H cada uho;*s);-3.27
(2H, d, J=3.8Hz), 3.47(1H, -s ancho), 5.66(1H, .d, J=7.0Hz).

1'3CVer' Tabla 4, pag. 61.

RMN(50Hz.)
EMm/z-. - ,.442(M+)‘,427’_424’ 411, 409, 290, 375,.258, 221, 203, 189, 187,
) 173, 163, 161,.159,; 152, 149, 147, 145, 137, 135, 134, 133, 131,
| 123, 121, 119, 109, 107, 105. '
Calculad0=panéfc30 5002>“44213811; observado 442;3833Gespectrometria”de ma- -
sas de -alta-resolcién).

Acetato de H,(H,Ac). :3B;29-diacetoxiglutin-5-eno..-.. .-

Producto.aisiado (9 mg) por-acetilacién en las.condiciones -usuales. de .
una mezclalde.H3:yuH4iy.pos;erior percolado sobre gel. de silice_ﬂ;2<0.063mm
con E.P.-AcEt 95:5.

IRy oy 3020, 2930, 2865, 1718, 1595, 1468, 1380, 1368, 1253, 1030-cm'1.
RMN(200 MHz) 0.83, 0.95, 1.05, I.10 y 1.18(3H cada uno, s), 1.01(6H, s),
1.99 y 2.06(3H cada .uno;s), 3.73(2H, s), 4.67(1H, t, J=2.8Hz),

5.53(¢1H, d, J=7.0Hz).



125

)13¢ Ver tabla 4, pag. 61.

RMN (50Hz
TEMT mfz g 526(MY), 496,. 480, 465, 332, 317, 259, 203, 187, 173,149, i*u:. .

147, 145, 135, 134, 133, 121, 119, 109, 107, 105.

Producto Hg...Acido-3-oxo-friedelan-29-0ico-{Acido-polpunénico). :_..

Este pnoductowfuéaaisladO"como-sélidoiblanCOicristaIinb‘(55'mg);de las- -
fracciones 16-30-de la cromatografia expuesta.en=1a- Tabla VI. P:F.(CHCIB-

CH3OH)=236—2399C.

IRynax

RMN(200MHZz)=0.68(3H, s), 0.83(3H; d, -J=6.0Hz), 0.84(6H, s), 0.97, 1.06 y --

3500, 3400—>2420, 3000, 2950, 2863, 1704, 1692, -1445, 1383 cm-l.

1.23(3H cada uno, s), 1.85—.2.39(3H, m).
EM m/z - 456(M+), 441, 438, 410, 371, 302, 273, 250, 235, 231, 189, 175
155, 149, 147, 135, 133, 123, 121, 109, 107.

ProductoﬁHRMe.IMetiliester-de:éc%do;3+0x0+friedelana29=oic0w£Metilzester;delr e

dcido=polpunbnico).. . .

H5, como sélido-blanco cristalino.:P.F. (CHCléQCH3QH)=gr342159C5az“V.
‘RMN(200MHZz9)™0.67, 0.83, 1.04 y 1~14(3H-¢ada uno; 3);-0.81(6H;.$)5.0.83," =~
(3H, d, J=6.5Hz),-1.89-240(3H, m), -3.61(3H, s).
RMN(50 MHz)13C Ver tabla .2 , pag. 48. o
EM m/z 470(M+), 455, 411, 395, 385, 302, 273, 264, 249, 231, 218,
189, 169, 163, 149, 147, 137, 135, 133, 121, 119, 109, 107.

Calculado para Cg4Hg05 470.3760; -observado 470.3787. (espectrometria. de
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masas de alta resolucidn).

Producto-HeAc-.Bﬁ,1lafdiacetoxifolean-IB-enom (Diacetato de nivadiol).

El producto-Hsufué aislado de las fracciones-1-6. de:la cromatografia.._.

resumida en la Tabla VI y purificade como su derivado acetilado H.Ac, del

6

que se obtuvieron los datos analiticos 'y espectroscopicos, por. cristaliza-

cién fraccionada en CHC13—CH3OH; Fué comparado en cromatografia de capa

fina con una muestra auténtica del diacetato de nivadiol empleando diferen

tes sistemas de elucién.P.F.(CHC13—CH30H)=2929C.

RMN(200 MHz)0.82, 0.95, 0.96, 1.11 y 1.14(3H cada.uno, :s),-0.83~ 0.90(9H,
s), 1.98 y 2.01(3H cada uno, s), 2.84 y 2.92(2H, dd J=6.2 y
J=15.5 Hz), 4.46(1H, t, J=5.2Hz), 4.75(1H, s), 5.12(1H, m, wy2
=16.6Hz).

EM m/z »526(M+),-511, 466,'451, 406, 270, 255, 229, 215, .203, 201, 190,
177, 175, 161, 159, 147, 145, 135, 121, 119;‘109, 107, 105.

Producto H-Ac.

El producto H, fué aislado como su derivado,acetilado:(41mg):de.las
fracciones 24-30 y 31-40 de la Tabla VII.
IRp max ~~ 3672,-:3585, 3010, 2950, 2860, 1717, 1597, 1460, 1371, 1250,
1024 cm L. '
RMN(200 MHz)0.80 a 0.89(21H, s7, 1.99 y 2.03(3H cada uno, s), 4.49(1H, t,
J=5Hz), 4.88(1H, d, J=10Hz), 5.19(2H, m, wY2=26Hz)."
EM m/z 540, 524, 496, 480, 467, 449, 405;‘38i, 369, 367, 353, 313, 295

282, 253, 239, 225, 213, 211, 201, 199, 187, 183, 173, 171, 159
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147, 145, 135, 133, 121, 119, 107.

Producto H.Ac.

'El producto Hgifué aislado-como derivddo:acetilado: (7:'mg) de;las frac-' -

8
ciones 328-339 de-la cromatografia-general. - °

IRy .. ... 3675; 3600 —> 2550, 2970,72945, 2920, 2846, 1725, 1457, 1450, .
1388, 1365, 1246, 1054,-1023 cm™..
RMN(200-MHz) 0.77, 1.02, 1.05 y 1.12(3H-cada uno, s),-0.84(9H, s), 2.03
(6H, s), 2.05 y 2.06(3H cada uno, s), 2.30(2H, t, J=7.4Hz),
3.45(2H, m, wV2=5Hz), 3.69(1H, m), 4.19(3H, m, wY2=15.3Hz),
4.54(1H; dd, J=4.6y 11.4Hz),*5.32(1H;"d, J=3.3Hz), 6.25(1H, d,
J=2.7Hz).

EM m/z - 482,437,422,407,325,324,309,285;273,269,255,239,217,171,159,95,69.

Producto H,.Horridina.

Este producto fué .aislado (40 mg) ‘como polvo blanco amorfo de las
-fracciones-8-13 de la Tabla-VIII‘y no cristalizé:-en las diferentes siste=
mas de.solventes empleados..:::-
.IRpmai',ﬁyt 3675,-2970,- 3018, :2965,-1745,-1719, 1598, .1581,:1562,:1450,"

1430, 1366, 1314, 11274, '1215,:1176,: 1166, : 1117, 1105, 71090, ==
1062 cmT;.“zyf

RMN(60: MHz) 1.23 y 1341(3H-cada uno, dy.J=6.7Hz), “1.61(3H, siancho)s 1:8] - -
(6H, s), 1.88, 2.16,.2.22 y 2.36(3H cada uno, -s), 2.56(1H,. s
ancho), 2.71(1H, d, J=2.7Hz), 3.70 y 6.02(2H, dpg 9=10.7 Hz),
4.55(1H, s.ancho), 4.80(3H, m, w/2=8Hz), 5.7L(1H; d,:J=5.3Hz),
5.76(1H, d, J=2.7Hz), 5.90(IH, s ancho),- 6.79(1H,s), 7.31(IH, -
s ancho), 7.55(3H, s ancho), 8.00(3H, m, wY2=16Hz), 8.74(1H,

dd y J=1.3 y 5 Hz).
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RMN(200MHz) 1.21(3H, d, J=7.1Hz), 1.40(3H, d, J=6.9Hz), 1.60(3H, s ancho,
J=1.0Hz), 1.83(6H,.s), 1.90(3H, s), 2.16(3H, :5),:2.22(3H, S)y:. ;..
2.35(3H,.s),.2.60(1H, c, J=7.1Hz), 2.69(1H, d, J=3.0Hz), 3.66

-y 6.00- (2H,-de J=11.6Hz), 4:57(1H, s anchd,.J=I.OHz);~4;63

AB’

(1H, ¢, J=6.9Hz), 4.64 y 4.87(2H, d J=13.2Hz), 4.74(1H, d,

AB’
J=3.04Hz), 5.27(1H, t, J=3.0Hz), 5.65(1H, d, J=3.0Hz), 5.69(1H,
dd, J=3.0"y J=9.7Hz), 5.92(1H,'d, J=9.7Hz), 6.75(1H, s ancho),
7.25(1H, dd,.J=7.8 y J=4.8Hz),..7.44(2H, c, Jd=7.0Hz), 7.57(1H,
c,"J¥7.0HZ¥,,7;94(2H, d,  J=7.0Hz), 8.03(1H;.dd,-J=7.8 y J=1.8
Hz), 8.69(1H,~dd, J=4.8 y Js1.8Hz).

RMN(50Hz) 13C ver Tabla 7 , pag. 78.

UV e 202, 229, 265 y 280 n.m..

EM m/z 867(M+); 852, 839, 824, 808, 794, 781, 764,.748, 736, 635, 634,
436, 305, 288, 280, 279, 262, 253, 247, 245, 241, 238, 236, 233,
231, 220, 218,,2I3,'206, 204, 192, 178, 161, 160, 150, 134, 132,
107, 105.

‘43718
N 1.59% y H 5.90%.

CalcuLado.para‘C~“04-NH49,46159,50%;;Nu1~6L% y. H 5.70%,; haldado: C: 58.:76%, crnee

Reduccitdn total de.H,.

23.6 mg(0.027 mmol)-de'Hg disueltos en 3 ml. de THF seco se égregaron
" a una suspensién de:40.8 mg (0.75 mmol) de AlLiH4 en 8.ml de THF y 3 ml de
EE secos, enfriada a 0°C, con agitacién y en atmdsfera de argdn. La reaccién

se mantuvo a esa temperatura duranté 30 minutos y a ‘temperatura ambiente du-
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rante 30 minutos y a temperatura ambiente durante 7 horas mds sin.verificar-
se cambios en cromatografia de capa fina. Se afiadieron 150 mg(2.78 mmol) méas
de AlLiH4 y‘se_mantuvo la reaccién a temperatura ambiente hasta total consu-
mo del -producto de partida (24;horas),verificado por cromatograffa de capa
fina(Be-AcEt.70:30 y 50:50). Se.elimin6 el exceéo de hidruro por cuidadosa
adicibén de: AcEt-en-bafio-de -hielo y después~dee9mxwara presion reducida se

acetil6. con anhidrido acético en piridina a temperatura ambiente (24 horas)
y a 70°C (48 horas mas). Los reactivos se-eliminaron por evaporacién repeti-
da a presién reducida con THF—CH3OH-Be y el crudo de acetilacién fué someti-
do a repetidas cromatografias eh gel de silice, aisléndose 2 prdducto mayo-

ritarios R1 y R2.

Producto R,.

8.6 mg(0.031 mmol) de este producto fueron aislados del proceso reduc-
tivo, ligeramente impurificados.
IRy ax 3625, 2995, 2950, 2920, 2863, 1723, 1687, 1594, 1456, 1428,
, 1359, 1309, JZZS, 1154, lil6,cm71g144"‘

RMN(ZdO.MHé) 1.17(3H,. d, J=4.6Hz), 1.36(3H,.d, J=2.8Hz), 1.63(2H, m, w/2=. - .
5Hz), 1.98 y{2.20(3H.cada uno. s) 4.06(4H, m, wY2=5.2Hz), 6.90
(3H, s).

EM m/z 220(M*-59), 205, 189, 177, 165, 161, 149, 145, 115, 105, 81.

'-Producto RZL

- Este producto se aislé en las fracciones mas polares de la purificacién -
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de la acetilaci6n de los productos procedentes de la reduccién total de H9.

Se aislaron' 4mg {00057 mmol,~R=21.1%). El; comportamiento -cromatografico.. .- -

en capa fina es:idéntico al de“ﬁpa-muestra'auténtica~deoct&iacetato:de~iso— -

ernyminQL;

IR»max' . 3440, 3008, 2947, 2918,--1740; 1420,- 1364, 1230, 1148,-1089,
1065, -1038..cm™ .

RMN(200MHz) 1.49(3H,.d, J=1.2Hz), 1.61(3H, s), 1.89, 1.98, 2.01, 2.13, 2.14,
2.17 y_2.29(3H, cada-uno, s), 2.12(6H, s), 2.45(1H, d; J=2.6Hz),
3.94 y'4.90(2H;"dAB J=11.8HZ),=4.23(1H, d, 1.2Hz),-4.66(2H, dd,
J=13,2Hz), 4.80(1H; d, J=2.6Hz), 5.27(1H, t, J=2.6Hz), 5.60(3H,
m,wY2=12Hz), 6.50(1H, s).

EM m/z 685(M+§17L 672, 629, 569, 509, 467, 425, 407, 365, 347, 323, .
305, 287, 275, 263, -245, 233,:217, 215, 203, 191, 175, 173,
165, 163, 161, 153, 149, 137.

Octa-acetato de..isoeuonyminol.:.....

Una muestra -de este producto nos. fué. suministrada .por eLlPréf.‘K..Ya-

‘mada.

RMN(ZOOMHi)§1i48(3H;*d;LJ;lHZ),ﬁl.61(3H, s); 1.87,1.98, 2.01,72.11,:2.712,2.¢ "
| 2.172yi2129(3chada~uno¢.s);_2Ll4C6H;.s);<2;44(1H,3d;id=2;8H2)}5f7"“

3.94 y 4.88 (2H, dAB’ J=}1.7HZ),=4;20(1H, s ancho), 4.66(2H,"

dd, J=13.2Hz), 4.79(1H, d,d=2.5Hz), 5.27(1H, dd, J=2.6Hz), 5.6l

(3H,m/212.9Hz) - 6.49(1H, s).
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Octa—acetato.de.euonyminpl,

Una muestra. analitica de este producto nos la facilité. el Prof. K. Ya-

mada.

RMN(200MHz)~1:47(3H,"d, J=1.1Hz), 1.56(3H, s), 1.88, 1.98, 2.11, 2.12, 2.13, -
2.16, 2.17 y 2.25(3H. cada uno;=s); 2.32(1H, d, J=3,9Hz),,3.95 y
4.89(2H, dyy, 3<11.5Hz), £:17(1H, s-ancho); 4.42 y-s.éitZH,:dAB
J=13.3),.4.82(1H, d, J=2.5Hz), 5:27(1H, dd, J=2.5Hz), 5.34(1H,
d, J=6.1Hz), 5.48(1H,-m, w/2=10Hz), 5.58(1H, d, J=3:7Hz);.6:76

(1H, s).

Producto H,,Ac.

El producto H10'se;aislé como-derivado acetilado (9mg) de-las fraccio-
nes 25—31:de—léfcromaiografia-resumida~en_1a~Tab1a VIII. )
IRy - . 3010, 2950, 2923, 2848, 1750, 1695, 1460, 1374, 1365, 1248, =--.
1215, 1158, 1048, 1035 cm™l.
ruRMN(20§MH2)H0x65}y%0§@6(3H Géd&?unoy;SOQHO.7¥f—0.91(L5H25)1&@8;?2,00;y22;03v:r,i;:g
(3H cada uno;-s); 2.30(2H, *t, - J=7..5Hz)% 3:46 (1H, :m;,- wY/2=15.6Hz),
~4.16(2H,: c,-J=9.9Hz), 4.56(1H,.d,.d=7.9Hz), 4.98(1H,~m,::d=9.4 .- -

Hz), 5.21(1H, d, J=9.3Hz); 5.33(1H, d, J=4.9Hz).
EMm/z - -~ 540,410,397,396,394,381,287,275,255,239,229,187,174,147,135,110,109.

Producto"H14.Dulcitol;

Este producto precipité del extracto etanélico como.un=s6lido blanco -- -

(aproximadamente 1g.); insoluble en CHCl3 y Ackt y-muy escasamente soluble
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en etanol.

IR(KBr)y gk

Acetilacién\de;H11.AHeXaoetatowqe»dulcitolu~

El producto H{a se acetild en.las:condiciones usuales y después de
extraerlo -con éter.cetilico se cristalizd de CHC13,P.F.=L162~1649C.
IR”max : 3022, 2960, 2920, -2850, IZéOq—->1722; 1446, 1368, 1250—;>1260,
1040, 960 el |
RMN(90MHz)--2.02(6H, '), '2.10(12H, 6),73.88 y 4.27(2H, dd, AB J=14y 34Hz),
- -+ 3.82 y 4.33(2H, dd -AB J=14.y 46Hz), 5.33(m) y.5.37(s) integran
en conjunto para 4H).

EM m/z - —-434(M"), 375, 361, 289, 259, 217, 187, 175, 170, 157, 153, 152, --
145, 139, 129, 128, 116, 115, 110, 103. |

.3900—>2960, .2920, 1735;, 1450,  1205,. 1100,, 1042, 924, 860-Cm7£;';:wm _—
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4 Kg. de corteza de raiz de Maytenus haorrida fueron finamente trocea-
dos, y4sometidos;a~extraccién conncloroformOva~tempefatura ambiente y.:con- ..
agitacion mecénica, cambiando -periédicamente el disolvente hasta:total:iago.
tamiento. Los extractos-reunidos;- filtrados- y evaporados. al -vacio- pesaron-- . -

' 150-g.- De ellos=se tomaron.75.g.. con los cuales se formb. una.cabeza:cen-gel: ...
de silice 0,2-0,5 mm:,xque reducida -a--polvo:se-montd en- una.columna-cromato--.. - -
grafica:de media presién-de 5 cm de@ y 25 cm de-largo,. previamente cargada-
con gel de silice <0.063mm. .

La eluciébn se realizd con mezclas de polaridad creciente, recogiéndose
fracciones de- aproximadamente -100 ml.-que.se agruparon atendiendo- al:-compor
tamiento-demostrado en cromatografia de- capa fina y-por sus datos espectros — -
cépicds preliminares;.

Esta cromatografia se resume en-la Tabla IX

TABLA IX.
FRACCIGNES . - - ELUYENTE ... OBSERVACIONES: :::.5,
1-23 - . EP-ACEt -90:10::: My My MMy Mo sMe Mo Mgt
20-26 . - EP-ACEL- 85:15- . - Moy MM Mg Mg My =
27-35 EP-ACEt . 85:15 Mg.My .y~ mezcla-de prodictos

_ relacionados
36-53 EP-ACEt "85:15° My p M oMy g MM
54-75 EP-ACEt 85:15 My oMy g gy Mo My
76-125 EP-ACEt 80:20 My oMy oMy oMy oM g Mo M g
126-177 EP-AcEt [0%30 Mg MyoaMos.
178201 P-tta 5644 Ma2:Ma3:Mag M5 Mg

Lavado Etanol Productos-més polares no estudiados
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La reuni6n de las fracciones 1-23 de la cromatografia general de este

extracto (Tabla*IX') pes6 aproximadamente 2g.: y-después de mezclarse.icon gel.. -t ---

de silice 0.2-0.5.mm_para confeccionar..—-una cabeza, se:eluy6,:con mezclas- de::
EP y-AcEt.en;una'columnal“flash"fde*gel de silice <0063 mm,:tal como se re--

sume en .l1a Tabla X

TABLA X

FRACCIONES . _ ELUYENTE OBSERVACIONES

1-20 EP-ACEL. 98:2 ceras
21-28 EP-AcEt 95:5_ M1'+ M2 +-M3
29-35 EP-AcEt 95:5 M3+ terpenos .minoritarios...:
36-47 " EP-AcEt 95:5 - My + M,
36-47- . EP-AcEt 92:8 M5 + M6
75-83 EP-AcEt 92:8 . M7 impuro
84-87 .- - s EP-AcEt--92:8 - M8 impuro - . .

Las fracciones 21-28-de la:cromatografia anterior -fueron:-cromatografia-..
das repetidamente en e1'cromatotrénfempleando'en"la-elucién~mezcla$ de EP y
. Ackt, -separdndose el-productO“M1.(llkmg)'y una.mezclaﬂde.M1, M2 y M3 (23_mg)
en la-que:sus- componentes fueron -reconocidos por- sus-datos espectroscopicos-: -~
y comparacion con muestras auténticas. |

El producto M3 (63 mg), mayoritario.de las fracciones 29-35 cristalizé
en el-eluyente de la-coiumna,y de las aguas madres mediante acetilaciébn.y
posterior cormatografia se- separ6 el derivado.acetilado MgAc-(20,7fmg); Por

cromatografia en cromatotrén de la reunibn 36-47 empleando EP-AcEt .-92:8 se
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aisl6 -el producto M,, asi como mayor cantidad del M3,

“La“me2c1a$éonstituidaiporviqs,produqtoshmswy;MSZseimpstréyiﬁneSdlublgzLﬁé$p4&
en repetidas: cromatografias;-iy como un:s6lo: producto-en croamtografiasde.:.. ...

éapa fina con-gel de=silicewimpregnada:con*AgNos;*Suslcomponente5<erron:ﬁ‘ﬁ~*

identificados -por comparacién.con. muestras- auténticas y -por sus datos es--. - -

pectrbscopicos.

Las fracciones 75-83 fueron purificadas en el cromatotrdn:por-elucién .
con Be-AcEt 95:5 resultando el- producto Mj(8 mgY que resultbé ser idéntico
al H
to etanéllco de esta especie. -

De ‘la reunidn 84 .87 ;-tras percolar en gel de silice ‘0.2-0.063mm se ais

16 el producto Mg (10 mg).

La reunibén 24-26 (350 mg). de la cromatografia- general se cromatograf16
en una-columna-“flash"..con gel :de-silice <0.063.mm:y su desarrollose resu-

me en-la.Tabla XI.

TABLA XI. -
FRACCIONES :™-* - ELUYENTE 7767 OBSERVACIONES.
1-14 577 EP-ACEt —:95:5 - .= Mg + My
15-22 - EP-ACEt -~ 95:5 . - Mg + Mg
23-32 EP-ACEt - 95:5 M,

33-76 EP-AcEt M9 + MlO'

30x.10btenido‘porfoxidacién~parcia1rdel productomH3,;aislado del-extrac - -~
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En la reunibn 23-32 apareciéron cristales aciculares blancos de M7

que fueron.separados: de.sus .aguas.madres. '‘Estas expuestas al .aire dieron' .

lugar a la transformaci6n del producto mayoritario que contenia:en-otro més
polar que resultd .ser -idéntico al producto-H5 aislado del extracto etan6li-
co.

La mezcla de los productos Mg"y MlO’ contenida -en las: fracciones:33-

76 de la -cromatografia anterior-(Tabla' XI); de-color amarillo- fué sometida -

a repetidas cromatografias en cromatotrodn, lograndose aislar el producto Mg
como pequeﬁ05fcristalé%ramarillos. .

La reunitn. de las fracciones 36—53'de-1a-cromatografia.ggneral (Tabla-
IX') de color rojo naranja, pes6 5379 y-fué*cromatografiada eh una columna
“flash".con gel de silice . <0.063 mm. La:elucidn se realiz6. con mézciéé Be-

AcEt, observando que el orden de elucibn de-los productos coloreados se al-

teraba-al::emplear -Be -en- lugar-de. EP-en las..cromatografias. Los resultados-. .

de la presente cromatografia-se resumen .en la-Tabla XII

TABLA XII
FRACCIONES: . ELUYENTE . . OBSERVACGIONES
1-3 . = Be-AcEt 95:5 _ - - M11 .
4-10 Be-AcEt 95:5 M12 +'M13
11-20 : Be-AcEt 92:8 . M12+M13+M14+M15
21-27 B " . Be-AcEt '90:10 M15
28-50 : Be-AcEt 85:15 - . M15 impuro
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El producto M11 se aisl6 como s6lido blanco cristalino de las primeras

fracciones de la columna anterior.- i::

La mezcla de. productos M12 y MTB se comporta en cromatografia de ca-

pa fina como-la-de los;productOS‘H1;y-H§ aislados del extracto etandlico. .

de esta especie.

-Con el fin.de aislar-el producto-M14, se cromatografi6 la neunién-ll-.

20 (2.1 g) en una columna "flash"-con gel-de silice <0.063.mm-cuya eluci6n

se resume en la Tabla XIII

TABLA XIII
FRACCIONES ELUYENTE | OBSERVACIONES
1-11 Be-AcEt 94:6 M12 + M13
%2-13 Be-AcEt 94:6 M_'12 + M13+ M14
14-19 'Be-AcEt 94:6 M12+M13+M14+M15
20-32 Be-AcEt- 90:10 M12+M13+M15
33-39 Be-AcEt 80:20 - .. M15 Impuro..... ..

Tras intentar, sin éxito, el aislamiento.idel producto M14 empleando

la cromatografia.en cromatotréh‘a,partin:de las fracciones 12-13 (300:mg). - ..::

de la cromatografia preparativa de capa fina mediante mGltiples..eluciones

con EP-AcEt 85:15. La posterior localizaci6n visual de 1los productosy con

luz visible y U.V., el raspado de la gel de éfi?ce y- su lavado con AcEt

permitié aislar M14<(40 mg) como polvo naranja rojizo que cristaliz6 final

mente en.EP-acetona.. Con este Gitimo procedimiento cromatogréfico se sepa-

raron también mezclas de color amarillo inténso con proporciones variables
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de M12 y M13.

El producto:M15;sevgislé.fécilmente;.como un sélido de.color rojo- '«

anaranjado, siendo el producto mayoritario (aprox. 2 g) de la cromatogra- .

fia résumida-en;la.TablaXIIIen§CUYas:fracciones 33-39: M15 se va'acompafia~ : ...

do por -una mezcla-compleja de:productes cuyo -estudio espectroscopico.pre- . --

liminar-indica-que- se-trata de triterpenos-insaturados de seriiesdiversas. @ .

La reunibn-54-75 de-‘la.cromatografia-general pesb -aproximadamente- --
4 g. y fué sometida a cromatografia-en una columna "flash" de gel de sili-
ce <0.063 mm-de acuerdo- con-el-esquema de-elucibn que se resume aicontinua

cién (Tabla XIV).

TABLA - XIV
FRACCIONES - | ELUYENTE™ . OBSERVACIONES
1-12 : Be-AcEt 95:5 --- M12+M13+'otros-productos
relacionados : -
13-22. . | Be-AcEt 92:8 . M12+Mi3fM14¢M15¢.,:_
23-40:: Be-Ackt 90:10:::. M15 impuro .
49.52 . - Be-AcEt.§5:15:~ > M15 + M16 .
53-57 = . Be-Ackt 85:15 - .- M164impurdi?::>
58-77 . .. Be-AcEt 70:30 . . Mact Moo + Mg
. A 50:50 . 16" 17 18

De las fracciones 53-57 de esta-cromatografia';e aisla tras percolar
en gel de silice 0.2-0.063 mm con-Be:AcEt 90:10 el producto M16 como un s6

lido de:icolor naranja-rojizo intenso.: Este producto es el mayoritario de - ---

:‘"__: ,a Nt e

N,
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esta cromatografia.

La mezcla-contenida en -las fracciones 58-77 ‘de la ¢romatografia:ante- . ... -

rior fué sometida.a repetidos -intentos de separacion en cromatotron emplean
do mezclas:- de Be-AcEt y-EP-AcEt para la--elucibn, tras los que.se.separaron. .
los productosaM17;:que4seapqrifica.como su.derivadO’acetilado,M17Ac(1q9 mg),
y M18~que.§eAobtiene:como»polvo-rojovcnistalino;(lo.Z.mg)1..__

Reunidas las fracciones 76-125 de la cromatografia.general (TablaiX )
pesaron aproximadamente 12 g. que--tras montarse-en una cabeza de gel de si-
lice 0.2-0.5 mm, se cromatogréfiaroh en una columna con gel de silice 0.2-

0.063:mmﬁcuyaietucién‘se'resume'en‘la Tabla Xv

TABLA XV
FRACCIONES .. ELUYENTE - OBSERVACIONES
1-15 Be-AcEt 98:12- M12+M13+M16
16-23 Be-AcEt 98:12 Mezclas no estudiadas
24-31 - .. Be-AcEt 98:12 - - M16 impyro - ,
32-43 . ) : Be-AcEt 98:12 M16
44-53 - - " Be-AcEt 98:12 My impuro-
hb4-62 - - - Be-AcEt 80:20 " M, o +MsA+M
7030 19720 21

De esta cromatografia .se aislan 3.2g del:producto M16 puro y alrededor
de1.3g ligeramente-impurificados, constituyendo:el .compuesto. de naturaleza
quinbnica-m&s abundante en este.extracto.

- Los intentos por-aislar.los componentes..de .la .reunién:54-62 (650 mg)
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de la cromatografia anterior no tuvieron éxito por lo que se acetild dicha

mezcla -y fué-sometida a.cromatografia -en:columna:"flash" con gel :de silice. ... -

<0.063 mm que fué eluida segln.se.detalla en la Tabla XVI

TABLA XVI
FRACCIONES ELUYENTE- OBSERVACIONES.
1-22 EP-AcEt 95:5 M19+ mezcla de acetatos :!
de triterpenos.
23-70 - EP-AcEt 95:5 - —
71-100 ’ EP-AcEt 90:10° M20 impuro
101-109 - : EP-AcEt 85:15 - M21 impuro

La reunibén 1-22 de latcromatografia anterior por: comparacibén de sus
datos espectroscopicos y comportamiento. cromatogréfico.en capa fiha,'reSql

t6 ser.similar a:la observada en. el estudio del._extracto etanblico de.esta

planta -y el producto Mig=presente aqui como derivado-acetilado: ceincide ton- = -~

el antes. sefialado H6Ac.

El-estudiotespectroscépicoidelrpfoductofM2OTSUQu1riﬁwuna1acetiiacdén~~i---

parcial- del-mismo "por lo-que parte:del:-producto se-sometib a.una:nueva reaC - --:

ci6n con anhidrido acético y piridina a- 125°C.-::Una ez completada:la reac< -

cién se-eliminaron los reactivos mediante: evaporacién:a presidon reducida
con mezclas de metanol y THF. Tras un percolado.en gel de silice 0.2-0.063
mm con EP-AcEt 97:3 se aisl6 el producto M20 como derivado diacetilado
(M202Ac).

El producto M21 fué identificado por. comparacién cromatografica con
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el producto H5 aislado.anteriqrmente.del extracto etanflico delesta especie.

Con las fracciones 126-177 de la -cromatografia general (Tabla :IX)
sé montaron-repetidas cromatografias, tras. las cuales se obtuvo.una mezcla--
de los-productos M2.2 sz23 mayoriiarioé_en;esta zona de polaridad.-Dicha
mezcla sblo fué-re%uelta»pancialmente;por cromatografia en cromatotrén y -
placa fina preparativa, .dando lugar a_mezclas enriquecidas—en-uno-y-otro -—- -
componente, los-ensayos analiticos realizados en cromatografia lfquida de
alta-presion empleando columnas::de fase.normal y sistemés.eluyentes-de.EP
y AcEt:no permitieron-encontrar-condiciones adecuadas:para el-procedimien- ... .
to preparativo.

Las fracciones 178-201 -de la cromatografia general contenian productos
de elevada polaridad, y fueron mezclades con gel de silice.0.2-0.5mm. . para
hacer--una“cabeza que fué cromatografiada--en una columna con:gel.defSilice.H”

0.2-0.063 mm que-fué eluida segln—se..indica en la Tabla XVII

TABLA XVII
FRACCIONES e -ELUYENTE - OBSERVACIONES. : - :
1-39 - EP-AcEt™ 60:40 "~ - My, + M, ,,mezcla-de - -
50:50 -~ pgéductgg relacionados.
-40-66 EP-AcEt 40:60 M22+M23+M24
67-80 | EP-ACEt  25:75 Myt oM, M

81-90 AcEt T mezclas no estudiadas.
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La reunibn 40-66 de esta cromatografia se puso a metilar con solucidn
etérea dé diazometano,-no alteréndose’:la polaridad del:producto M24; pero
facilitdé la eliminacién cromatogréfica de las impurezas que-lo acompafiaba.z" -
Dada la_alta: polaridad:de M245 se sometid.a.acetilacidn con anhidrido acé- -
tico y piridina a temperatura ambiente y.posterior extraccidn.con.el.pro-. -
cedimiento habitual. El crudo de reaccién se purificé por cromatografia en
cromatotrdn con Be y mezcla Be-AcEt 95:5, aislandose el producto M24 como
su derivado acetilado M24Ac (21 mg).

Tras comprobar -espectroscopicamente la ausencia_de grupos acetato y
metil ‘ester en la reunibn-67-80 de- la cromatografia resumida-en la Tabla -

se sometid dicha reuni6n a metilacién con diazometano en solucidn etérea.
La mezcla resultante de la metilacién fué:cromatografiada en cromatotrén
empleando por la elucién EP-AcEt 25:75. Separandose otra mezcla en.la- que - -
los componentes mayoritarios son 105‘product05“M25'y M26.,Esta mezcla se

intent6 purificar por cristalizacidn en mezclas cloroformo-metanol; -sepa- .- -

réandose-un -producto blanco=que result6~ser=M25MC (9.5 mg).-Las aguas madres__. .

- —-— + -~ -dieron lugar alzaislamientdfdevMZSMc W;Méé por;gromatografia%enﬁtolumnasiﬂsﬁﬁ

¢ "flash" con-gel-de-silice <0.063 eluida con:Be-AcEt:45:55.:Dada- la-alta— =+ '

polaridad. de -dichos productos -fueron- sometidos -separadamente=a-acetilacidn

aislandose cromatogréaficamente sus derivados con.diferentes grados. de ace- ~ .-

tilacidn.
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Producto M, . 3B-hidroxi-lup-20(29)eno (Lupeol).

Este producto-fué aislado (11°mg):a partir:dei.las fracciones:21-28 -i ./
de la-cromatografia,resumida-en la Tabla X-y:sus datos espectroscopicos.
coinciden:con el- producto:aislado del Maytenus-aquifolium:y. que denomina-.::-.--

mos A2;

Producto -M,. 3B—hidroxi—olean-18-en0~(Germanicol).

Este producto-fué:reconocido por sus datos espectroscopicos.y:-:..com-
paracién-con -muestra-auténtica.a:partir-de una-mezcla con el;prodUcto:Mj,

contenida en- las fracciones 2128 (Tabla X): - "

Producto-M;.. 3B-hidroxi=glutin-5-eno(6lutinol).

63 mg- de este producto se-aislaron.de.-las fracciones 29-35 de la Ta-

bla X como..un .s6lido-blanco-cristalino.- P.F. 208-210°C. -
RMN(90.MHz) 0.84, 0.94, 0.98, 1.00, 1.03, 1.08, 1.12 y 1.14(3H.cada .uno, ...
s), 3.46(1H,45Aancho;awV2=7H;J275;63(lH,gS{ancho,nwVZ:IOHz),ai;;@:_i-
RMN(50MHz).13C ver Tabla . 4., pag..61. . ... |

EM m/z. = -, 426(M");-408;.393;.274; 259,205, 148.

Acetato. de M3£M3Ac);m3ﬁ~acetoxi—glutin—SAéno(Acetato-de~glutinpl).

20 mg (0.047 mmol) de M3 se acetilaron cuantitativamente con la me-
todologia habitual -rindiendo 21.8 mg (0.047.mmol)vde<M3Ac; e
RMN(200 ‘MHz) 0:.81, 0.91, 0.95, 0.97, 1.01, 1.03, 1.07 y 1.13:(3H-cada:una, -
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S), 1.97(3H, s), 4.67(IH, t, J=2.9Hz), 5.51(1H, d, J=5.1Hz).
RMN(50MHz) '3C ver Tabla. 4, pag: 61.. i
EM m/z- . 468, 453, 408, 393, 274, 259, 245, 205, 203, 189, 187, 173,
171, 159, 150, 147, 145, 137, 134, 133, 13, 123, 121, 119,

109, 107.

Producto M, .

Este producto fué_aislado de-las fracciones 36-47 de la cromatogra-
fia de la Tabla"X/ | .
RMN(60MHz).. ...0.78, 0;81,.0¢90,vl;07,u1.11,_1.15(3H qada uno, s), 0.98(6H;
s), 3.31(1H, ‘m, Wy2=20 Hz), 5.62(1H, m;“wyg= 10Hz).
EM m/z- - . 426(M"), 408, 393, 274, 231, 218, 207, 203, 187, 173.

Acetato de M, (M,Ac).

20mg(0,047:mm01)wde:M4:se-qcetiiaron-cuantitativamentemoriginando;Zlrmg;m -

(0.046 mmol). de M,Ac.

4

““RMN(60MHZ): :50:76,0.80, .0.88, 0:97,71.06 y_15T0(3H ‘¢ada uno; s), .1.03 = =
(6H, s), 2,05(3H;7s), .4.63(1H; ms wy2=20Hz)5 561 (IHys-m}: wi2 |
=9.6Hz) .. | | |

EM m/z- 468(M*), 453, 408, 393, 274, 259, 245, 205, 203, 187; 173, |

159, 145, 134, 133, 119.

Oxidacién de M,.(M, 0x).

35.4(0.083 mmol) de M4 disueltos en 7 ml de CH2012 se -oxidaron con
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50mg(0.12 mmol) de dicromato de piridina a temperatura ambiente durante

con gel de silice, recuperandose -32 mg de -producto de reaccion que-.se-cre- - --—
matografiaron en unaacolumna:deﬁgel:de:silice~dando:1ugaf a~15 mg(0:035mmol)
de M40x.

l

IRp 2940, 2920, 2850, :1700, 1594, -1455;:1378,:1360, 1314,71279cm-":

max -
RMN(200MH2) 076, 0:77,:0:86; 095, <1506(3H cada uno, s), -1.08(OH=s),
5.62(1H, m, w/2=15Hz).
EMm/z : - 424(M%); 409, 274, 259, 237, 219, 218, 205, 204, 203,:202,- - -
189, 177, 175, 163, 161, 159, 147, 135, 1133, 121, 119, 109,

107.

Produc.to.M5 y M6.3B—hidroxi-olean=12—eno y 3p-hidroxi=olean=9(10),12-dieno. ..

Estos_productos- fueron reconocidos de ‘las fracciones-48-74°déla_Tabla
X y'15—22?defla“1abla‘XI;_por“comparacién'deasus&datos~espectroscppic05wéon_

las correspondientes -muestras auténticas..

Producto:iM5: :3~oxo-friedelan-29-als= = . -

El prdducto~M7(26mg)zse;aisléﬁde;1aswfracciones-83(Tabla;X)iy 23-327% 7
(Tabla XI) y-sus datos fisicos y-espectroscépicos .son-.coincidentes con el
producto H30x ya mencionado en el -estudio del .extracto etanélico de esta

especie.
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Oxidacibén y metilacién de M7

| El producto M7 en soluci6n :clorefoérmica expuesto al aire: se Qxidé es-
ponténeamente dando lugar a otro-producto-que -por-metilacién::con. solucion
etérea_de diazometano se transformé-cuantitativamente .en otro cuyos compor
tamientos cromatogréficos-y espectroscopicos-resultaron idénticos:a los-del .
producto-HsMe (Metil- ester del-4cido polpundnico) .también.descrito en el es .

tudio del extracto etandlico.

Producto M,. 3-oxo-friedelano (Friedelina).

ld mg de este producto se aislaron de las fracciones 84-87 de la Ta-
bla X. | |
IRy - 2025, 2860, 1700, 1458, 1448, 1387, 1074 cm™l.
RMN(200- MHz) 0:70, 0.84,10;92,fl;02 y 1.15(3H pada uno,.s), 0.85(3H, d, J=
6.7Hz), 0:98(6H, s), 2.16, 2.4(3H, m, w¥2=48-Hz)."
EM m/z - '425(Mf)JH1,341,.302, 273, 246, 231, 218, 217, 205, 204, 191,
179, 175, 163, 161;.149, 147, 137, 135, 133;1125; 123,. 121, ..--.

119, 109,. 107.

Producto M,.

Este producto se aislé de-las-fracciones 33-76(Tabla-XI),- tras repe-- —
tidas cromatografias, como cristales laminares pequefios de color amarillo
que examinados por cromatografia liquida de alta presi6n aparecen-como un

s6lo compuesto. P.F.(EP-AcEt 95:5)=154-1569C (descomposiciton-a 1602-170°C).--- - -
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IRy max 3470, 2990, 2945, 2863, 1718, 1708, 1670, 1636, 1596, 1566,

- 1458, 1380, 1372, 1310, 1240, 1192, lL373cmE{u T

RMN(200MHz) .-0.72, 0.83, 0.93, 0.94, 1.08, 1.15, 1.17, l.4l, 1.56 y 2.07 -
(3H cada ‘unoy s);‘l.04(6H,;s)j*3.64-y'B;BS(SHfcada*Uno;-s);
4.83(1H, s intercambiablefcon‘DZO);'5.91 y 6.61(.2H,4dAB J=

16Hz), 5.99(1H, s), 6.36(1H, s ancho), 6;68(1H, S).

EM m/z-- - ‘- 482, 480, 466, 464 450, 298;: 283, 269, 267;2255;'254,“249,4

241, 239, 235, 227,.225, 217, 215, 204;. 203, 202, 201, 188,

187, 177, 175, 135,- 121, 119, 109,107-95%-815-69 7575 56. -

Producto M,, 3-oxo-olean-9(1l),l2=dieno.

El producto M,q-'se-aislé como cristales ociculares blancos de-las .
fracciones 1-3 de la Tabla XII y se purificd por cristalizacioén en CHC13-

CHyOH. .P.F.= 192-1942C[ex] =+362.5(CHCI, ¢ 0.007)... . .

5
IRymaX -.2964,-72940, 2860, 1694, 1459, 1380, 1373,. 1357, I110,-1001,
990, 832 em™l.
RMN(60MHZ) ~=0:86, 0.88, 0.90, O;9Q} 1207, 1.10;. 1,17 y 1.025(3H Gada unoy = i =2
‘ s), 2.45(2H,JS'ancho),:5.58{lH,df“Ji6Hz);%5é64(1H,£d§EJ:GHZ)-Lﬂr‘~
Wag,, - 201, 281 nm.
EMm/z - .422(M+),"407, 269, 255, 229, 215, 213, 203, 171, 159, 145,
131, 129, 121, 119, 105, 95, 81, 69.
Calculado para.C,,H,.0 422.3546, observado ..442,3548 (espectrometria- de

30746
masas de alta resolucién).
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Productos M12 y M13;

Estos productos fueron aislados de las-fracciones 4-10 de la Tabla XII: ¢

y se comprobé por su comportamiento cromatogréfico y sus datos espectrosco- -

picos:que.se trataba de-los productos~HT y‘H2.previamentemdescritosﬂen‘el~e§_~- .

tudio del-extracto efanélico:ﬁ

ProductorM1A; Ne%zahualcoyeno.

40mg de -este. producto se aislaron por- cromatografia_en .columna -y-.placas

preparativas de gel de silice a partir de las-fracciones-12-13-de 1a-Tabla

XIII.”Se purificd por repetidas cristalizaciones. en.EP-acetona. P.F.: 150-

152 y 176-178°C (doble). ’

IRymaX B 3385, 2990, 2910, 2850, 1718, 1642, 1586, 1545, 1505, -1450,
1440, 1372, 1284, 1996, 1111 cm™.

RMN(90 MHz) ~0.79, 1.17, 1.18, 1.25, 1:69 y 2.24(3H cada-uno;- s);:3.52 .
(IH, s),.3.65(3H; s), 6.14(1H, d,-J=6.9Hz), 6.55(1H,~'s an-
cho),-7.16(iH, dd, J=6.6Hz).. ...

RMN(50MHz )~ "% -- ver Tabla 5 ,.pag. 66.: -

UVarmax: 230, 256, 290, 325;;442 n.m. ==

EM m/z- 462 (M+); 447, 403, 387; 294, 281, 279, 267, 258, _ 2415 227,
201, 168, 135, 121; 109.

Calculado para C30H3804 462,227,'observédo“462,2797,(espectrometria de

masas de alta resolucién). --

s
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Producto M1;..Pristimerina.

Aproximadamentefz<g;=de'este-productovse'aislaron'de~ka'cromatognafia :aay5“¥'
resumidafen laTabla XLII como s6lido:amorfo-de color rojo naranja. - -
IR(KBF)vméx'”, 3280, 2930, 2860, 1722, 1630, 1585, 1546, 1509, 1430, 1370, ~-—- -

1280, 1213, 1200, 1182, 1151, 1135; 1092, "1083, 878<cm3L;z~
RMN (60MHz) —- 0.53, 0.99, 1.17, 1.25, '1.44 y: 2.20(3H cada uno, s), 3.55
(3H, s), 6.4(1H, d, J=7Hz), 6.57(1H, s ancho), 7.05(1H, dd,
J=7Hz). |
RMN(200 .MHz)---0.53, 1.09, 1.17, 1.26, 1.44 y 2.20(3H cada uno, s), 2.37

(1H, d, J=15Hz), 3.55(3H,"s), 6.34(1H, d, J=7.1Hz); 6.52
(1H, d, J=1.4Hz), 7.00(1H, dd, J=7.17y 1.4Hz).

RMN(50MHz) 3¢ ver Tabla. 5, pag. 66

Wy 205, 221, 246, 253, 420 n.m.

EM m/z -~ = 464(M"), 450, 241, 203, 202, 201, 200.
Producto=M

_Te.,Tiqgenona;-
My fué. aislado en gran.cantidad deflas?cromatografiasare3um}d§§aéh‘ﬁ‘ -
las Tablas: XIV: y XV-como un sélido rojo.naranja - .- |

: iR(KBr)pﬁgi - 3312, 3245, 2985, 2940, 2860, 1696, 1630,-1584, 1545, 1506, ==
1430, 1370, 1306, 1280, 1222, 1183, 1080, 1037, 1001, 870cm L.

RMN(60 MHz) ~-0.99, 1.04, 1.33, 1.49 y. 2.21(3H cada uno, s), 1.03(6H, s),
6.35(1H, d, J=7Hz), 6.54(1H, s ancho), . 7.02(1H, dd,.J=7Hz). .. ..

RMN(200MHz) .- - 0.95, 1.32, 1.48.y 2.20(3H cada-uno,-s), 0.99(6H, s), 2.46

(1H, m), 2.89(1H, d, J=14.3Hz), 6.35(1H,.d, J=7.2Hz), 6.52
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(IH, d, J=1.4Hz), 7.01(IH, dd J=7.2 y 1.4Hz).
RMN(50MHz)'3C - ver Tabla--5, pag. 66. — ..

UVodnax 422, 256, 227, 204 n.m.
EM m/z 420(M"), 406, 405, 241, 202, 201, 200.
Producto M,..

Es un producto blanco que se encuentra en las fracciones 58-77 de la
Tabla XIV acompafiado por otros de naturaleza quinodnica. _
IRVmax 3590, 2998, 2920, 2860, 1710, 1458, 1451, 1375, 1232 cm'l.
RMN (200MHz ) 0.87, 1.02, 1.05, 1.09, 1.11, 1.23 y 1.29(3H cada uno,s),

2.38(3H, m), 3.45(1H,.-s ancho), 3.62(1H, s ancho), 3.97 y

8.32(2H, dyg, J=11.7Hz), 5.62(3H, m, wy2=7.4Hz).
UV 205, 220, 232, 241, 253, 280.n.m.
EM m/z 456, 449, 440, 426, 409, 359, 341, 323, 309, 287, 271, 270,

257, 255, 245, 243, 239, 227, 217, 215, 213, 201, 189, 187,
175, 173, 161, 159, 147, 143, 135, 133, 131, 129, 123, 121,

119, 109, 107, 105.

Acetato de M

17My7AC) -

Por acetilacibn de M17 a.temperatura ambiente se obtuvo el correspon-
diente derivado acetilado M17Ac(2 mg). .
RMN(200 MHz) 0.88, b.97, 1.04, 1.07, 1.13(3H cada uno, s), 1.32(6H, s),
2.01 y 2.06(3H cada uno, s), 2.24(3H, m) 4.43 y 4.67(2H, dAB’
J=11.3Hz), 4.69(1H, t, J=2.2Hz), 5.61(3H, m, w¥/2=10Hz).
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EMm/z- . 482, 467, 464, 451, 443, 422, 407, 383, 323, 307, 275,
257, 275, 243, 227, 213, 201, 189, 187, 175, 161, 147, i/ -~ .-
134, 123, 121, 109, 107, 105. =

ProductouMle.52051-hidroxirtingenona;x;:;.

Se aislé-como -polvo rojo cristalino mediante “sucesivas=cromatografias- -.-.
de las fracciones 58-77 de-la.Tabla:XIV. P.F. 202-204°C.

IRy

max - 3395, 3020, 3004, 2950, 2925, 2864, 1708, 1590, 1512, 1440, .

1377,-1286,7 1185, 1083 cm_l.

RMN(ZOOMHZ)E?‘0.86,;1209;'1:45'y 2.19(3H _cada uno, s), 1.34(6H, s) 1.90

AB®

y 2.98(2H, d;., J=14.2Hz),-6.34(1H, d, J=7.2Hz), 6.51(1H,
d, J=1.2Hz), 7.00(1H, dd, J=7.2 y J=1.2Hz).

U.V.).maxn_; 205, 230, .253, 264, 424 n.m.

EM m/z 436(M*);;422,-421, 418, 403, 395, -267, 253, 241, 239, 227, .
225, 215, 213, 201, 149, 135, 133, 121, -119, 107. - -
Calculadorparé C28H3604~;436.2595,-observado—7436.2603(espectrometria;de

masas=de-alta resolucién).i=.;. -

Produtto-MjhAct(Diacetatoideéniyadioigus::17_

El producto‘M1g=fué identificado.a partir de:las fracciones 54-62 de
la Tabla. XV como su derivado diacetilado (M19Ac).por acetilacién en:las con
diciones usuales y:por repetidas cromatografias.en.gel:de silice. Este dia-

cetato resultd idéntico alHéAc,%thenido por-acetilacibn.de H6nen*gl estu---

dio del -extracto~etanélico.



152

Producto MoAcs 3B, 1ladiacetoxi-olean-12-eno.

i E1 producto:M,, fué.aislado: coro su+derivado didcetilado. tras some—-w%;%;'wfi
_ﬂer ausucesivaszacetilaciones:awtehpenaturavambiente;ysajIZSQC;atias;fraCa;;aait,'
cioenes 71=100i de. 1a. Tabla' XVI. Los datos ‘espectroscépicos-correspondenal=: ~
diacetil~derivado-MyjAct. .. | -
IRvmax“;mfv 3020, 2967; 2945,-2920, 28557-1715,~1713,:1595; 1450; 1388;.-.... .
“ 1369, 1255 L. |
RMN(ZOOMHZ)“ 0.76, 0.86, 0.89, 1.04 y 1;05(3H'cada uno,.-s), 0,85(9H, s),
1.93 y:2:03(3H. cada uno, s),.4:46(1H; dd;: J=9:0:y.7:0Hz),
5.13(1H, d, deformado;éﬂ=3.5Hz),15343(1H,-dd,‘J%3.5-y J=
8.5Hz). ' '
EM m/z- _526(M+),w466,.451,'407;ﬁ206; 391, 313, 295, 276,271, 270, -
" 255, 253,7234, 218, 215, 203, 199, 187, 185, 17133159, 157,
145, 133, 131, 119, 109, 107, 105. - - ‘ ’

3oH5007°
tria -de-masas: de-alta resolucién).......

Para'MiiGOg?ealculad01C~;- ) Aﬁ6~3808,§0bservad0F466;3811a1@5pectfome2::?ff+ﬁ'“”‘

Proddcio;qunfchdo:polpunénico;;jz:~

Este~producto fué-reconocido enzlas- fracciones 101-109-de:la*Tabla:= -
XVI, resultando idéntico a H5 por comparacioén:cromatografica.. Por-métila-

Me o

21

cién de M21.con diazometano se obtuvo M, Meiidéntico~a'H5

Producto M,,Ac. -

El produ.cto;-MZ4 se aisld y=purificé a partir.de: las:fracciones: 67-80 - --
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de la Tabla XVII como derivado poliacetilado M24Ac (21 mg).
RMN(ZOQﬂMHZ):~0a65—r.0;96(24H),%1:98—7'2;02(9H;=s);;2;26(3H,wm); 3.45(1H, -
m), 3.66(1H, m), 4.14(2H, ddd, J=12).2.6 y 4.9Hz), 4.56(1H;

d, J=7.9Hz), 4.97(2H,.m, :J=8Hz),5.18(1H, 1  deformado J=9:4 = -~

Hz),-5.33(2H, t deformado, J=5.2Hz).

EM m/z - - 524, 464,-422; 405,-353, 322, 301, 279, -203,.187, 167, 1615 .. . _:

159, 153, 149, 147, 135, 123,121, 110,- 107, 105.

Producto -M,iMe. Metil-.ester del dcido-6-PB-=-hidroxj-orthesphénico. -:.- --

'Ellpr'oducto.M25 fué aislado, como el,correspohdiente metil-éster, -
la reaccién con diazometano, de las fracéiones 67-80 de la Tabla XVII.
M25Me-es-un-polvo blanco amorfo de elevada polaridad (9.5 mg).
IRpmég- 3580,-3920, 3000, 2940, 2860, 1720, 1460, 1373, 1235, 1140,
1085, 1060, 1054 cm™L. |
RMN(200:MHz) - -0.75, 0.79, 0.90, 1.03 y.1.22(3H .cada -uno, -s);.1.15(3H;-d,
J=9Hz), 3.60(3H, s), 3.83 y 4;23(2H;-dAB, J=8.0Hz), 3.81 °

. (2H, m)i i

RN (50MHz) 3¢ ver. Tabla 2 pagina-48 .. .-

EM m/z - 518(M");:500, 442, 332, 321, 303, 285, -273, 267, 255, .249,

237, 203, 189, 187, 175, 169, 163, 161, 149, 147, 145, 135, : -=

133, 121, 109, 107, 105, 95.
Calculado -para C31H5006 518.3605, observado 518.3657 (espectrometria de

masas de alta resolucién).
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Acetilacion de M__Me.

Una muestra conteniendo M25Me‘impurificado,-fué sometida a acetilacibn
a temperatura ambiente con anhidrido. acético en piridina y.tras extracci6n -
y posterior.purificaciéh cromatogréfica del crudo de reaccibn didé lugar a
una mezcla de di y tri acetatos de M25Me que -denominamos M25Me2Ac y M25Me3Ac

respectivamente.

Producto M, -Me2Ac.Metil ester del -dcido 2a,6P wacetoxi-orthosphénico.

Sejaisla como producto mayoritario (17.8 mg) de acetilacibn y crista-
liza como agujas incoloras en EP-AcEt. P.F. 224-226°C.
IRpmak- | 3430, 3000, 2940, 2860, 1723, 1458, 1370, 1246, 1139, 1083,
1044, 1032 cm™l. |
RMN(200 MHz)- .0.78, 0.80, 0.94m 1.03 y 1.14(3H cada una, s),.0.88(1H, d,
J=9Hz), 1.99 y 2.08(3H cada uno; s), 2.29(2H, m),.3.42(1H,
s.ancho);-3.62(3H, s), 3.91 y~4.27(2H,'dAB,J=8.5Hz), 4.90(1H,
dd, J=5.4 y J=12.0Hz), 4.97(1H,.d, J=3.8Hz).. .ze -

~ RMN(50MHz) 13

C Ver :Tabla 2 pégina-48 » - ‘

EM m/z. - 602(M"), 560, 542, 484,.482, 424, 329, 325, 318,.303,. 285, = .
249, 235, 203, 189, 187, 169, 163, 149, 147; 135,. 133, 123,
121, 119, 109, 107. |

Para M+—42, C33H5207 caléulado 560.3711, observado 560.3735 (espectrometria

de masas de alta resolucién).
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Producto M,-Me3Ac. Metil é&ster del .acido.2a,3a,6B-hidroxi-orthosphénico..

Es el derivado minoritario (7.6 mg)..y menos polar .de la-acetilacién.

IRY 3010, 2940, 2865, 1720, 1455, 1367, 1239, 1141, 1043, 1031.Cm7;."

max * -

RMN(200 -MHz): -0.78, 0.81, .0.94, 1.03 y 1.14(3H cada-uno, S)y 0;88(3H;*d,rd=
9Hz), 1.96, 1.99.y 2.06(3H -cada uno, s), 2.82(2H,"m), 3.62 - -
(3H, s), 4.11 y 4;37(2H,1dAB J=8.6Hz),-4.93(1H,-dd, J=5.4 y
J=11.2 Hz), 5.82(1H, d, J=3Hz).

EMm/z - - 602(M+-42), 560, 542, 510, 482,. 431, 279, 249, 203, 189, 183,
167, 163, 149, 137, 135, 133, 123, 121, 119, 113,.109.

Para M+—42, C35H5408' calculado 602.3815, "observado 602:3859 (espectrome-

tria dé masas de alta“resoluciéh).

Producto Mdéz:IB,3B,1lh-trihidroxiaorean-IZ—eno.

Este producto fué -aislado.a-partir-de las fracciones 67-80 de-la Ta---
bla XVII y-no se metilé al. ser_tratado con diazometano,  los que permitid
su separaciénldelxproducio:Méé;a.my}.
,RMN.CSDsN-LgOQMHz)«O;QZ(GH,.s)gul.15, 1.16, 1.28, 1.31, 1.38. y: 1.40 (3H,
. . cada uno, s),:3.68(2H, m);:4:28(1H,~m),-5.60(1H,~d, }J=4Hz): = -
EMm/z™ - 458 (MF), 440,. 422, 407, 389, 325, 295, 287; 269, 255; 251,
247, 235, 229, 217, 215, 205, 203, 201, 193, 189, 183, 175,

173, 171, 161, 159.
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Acetilacibn-de M°6L

Cuando “el: producto M265seﬁégetilé;aftemperaturarambiente'durantéuz;sff : G
horas -con- anhidrido acético en~piridina,se;aislaroh cromatograficamente -
dos productos¢M26Ac y M262Ac: Extendiendo. el -tiempo de reaccidén -hasta 6 - - - --

dias, se-obtuvo -un:derivado més;~el~M263Ac:-?i;f

Producto M,cAc. 3B-acetoxi-1B,1la-dihidroxi-olean-12-eno.

9.9 mg de este producto.-se aislaron;cpmo»un.sélido que cristaliz6:en

EP-AcEt como. agujas incoloras:-P.F.-222-2262C. ~

lIRDmax . 3590, 3680, 3018, 2950, 2925, 2850,.1720,.1595,-1452, 1377,
1369, 1250 cm 1. |

RMN(200 MHz) 0.77, 0.91, 1.01, 1.081y 1.14(3H cada .uno, s), -0.83(9H, s),
2.03(3H, s), 2.30(1H, m), 3.54 y 3.59(IH, dd, J=11.0 y J=

- 5.0Hz); 4:29 y 4.33(1H,dd, J=8.0 y J=3.5Hz), 4.51 y 4.57. -_.
(1H, dd, :J=12.0 'y 3=5.0 Hz), 5.21(1H,-d,:J=3.5Hz). .

EM m/z. = 500 (Mf); 482;.422, 407, 389, .368,.329; 313,.255, 239, 236,
217, 203; 175; 163, 159; 149; 147; 135, 123; 12I; 109; 107¢ 7+

32 '5274°
masas. de .altas resolucién. -

CalculadO'paréqc Hg 50,4, :500.3765; observado::500.3855" (espectrometriar-de::: -~ ';é

Producto M,c2Ac. 3B,11a-diacetoxi-1B-hidroxi-olean-12-eno. -

3.5 mg de este producto se. aislaron-del .conjunto—de las dos:acetilacio

nes.
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max

RMN(200 MHz) :-

EM m/z

Producto M, 3A
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3720—>3560, 3010, 2970, 2950, 2925, 2857, 1719, 1596, 1452,

1366, 1255, 1025 cm™ls on ' |

0.76, 0.82, 0.89, 1.01, 1.04 y:.1.15(3H. cada uno,:s);-0.84, .. .

(6H, s), 1.92 y=2;03(3H cada-uno; s), 2.30(1H,:m),-3.64(1H, - - -

m wV2=19.7HZ);4%;45_y’4;5l(}H, ddt;J=12.0 y J=4.0Hz), 5.38 - -: =
(2H,Am,:wV2=4;9Hz); _ |
542(M+), 500, 482, 466, 422, 407;.389,4329; 255, 251, 217,

171, 159, 145, 133, 121, 119, 109, 107, 95.

c.- 1B,3B, 11a=triacetoxi=olean-12-eno.

Es el ﬁroducto minoritarib»(l.S mg) de acetilacibn, y s6lo se obtuvo

gpando ésta se realiz6 durante 6 dias.

TRYnax

RMN(200 MHz)-

EM m/z = = :

Para M'-60°,

tria de masas

3012, 2944,-2910, 2850, 1724, 1598, 1460, 1452, :1369, -1255. -~ -

0.76, 0.88, 1.01, 1.14(3H cada uno;:s); 0.84(9H,-s); 1.86, -

1.92 y. 2:01(3H cada:uno, ), 4.57 y'4.63(1H, dd,*J=12.01y"s . . 7
J=4.0Hz), 4:71 y.4:77(1H, dd, J=11.0 y. J=5.0Hz),.5:30 y.5.33. = .«
(1H, dd, 7.0 y 4.4Hz), 5:50(1H, d, J=4.4Hz): =
524(M"-60) ;' 482, 466,.456}. 4043, 386,. 389;. 3713, 255, 251

213, 199, 185; 171; 159, 157; 145, 133, 1313 119, 109;.107;

95. '

C34H5204 calculado 524.3863, observado. 524.3883 (espectrome-

de alta resdlucién).
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ProductowMZGQ;_ 1B,3B—dihidroxi-olean—9(11),12-dieno.

Cuando"una imuestra .de M26;ndisyelta eni beneeno seco,-fuéﬁevapbrada;-1r;ﬁ;:v§r
a presibn reducida.(20 mm: de Hg).y a 50°C.hasta sequedad,..se obtuvo una- . .
mezcla“de productos:que-tras-cromatografiarse- en-cromatotrén:-con -Be-AcEt. - ~----.
50:50 dié- lugar aliaislamientO‘de“MzﬁD (1J3amg),;M26(10;§“mg) y otro:pro=- -.:-
ducto de polaridad.intermedia (4.5 mg) que no fué purificado totalmente.. .-.
A continuaci6én se dan los datos del producto MZGD'
IR”lnax 3598, 30009 2963, 2918, 2860, 1459, 1450, 1324, 1237, 1046,
| 986 cm. o
RMN(200-MHz ) 0.76,.0.82,70.88, 0.90, 0.96 y*1+-14(3H.cada. uno; -s), 0.79
(6H, s?, 3.26 y 3.32(1H,=dd, .J=4.3 y-12.0 Hzi;:3;81<y~3;86 e
(IH, dd, J=4.5 y 11.5Hz), 5.45 y 6.51(1H cada uno, d, d='

6.0Hz).
- '_U‘V'Xmax_ 202, 283 nm.
SUETLEM mfze - - 44O(M+),J422, 407, 404, 389,.287, 269, 255;.251,.235,. 171, ...

159, 149, 145, 133, 121, 119, 109; 107.
Calculado~paraiCqqH; o0, -1440.3654;. observado 4403602 (espectrometriasde—=2Z ="
masas de alta resolucién).. |



SEPARACION - CROMATOGRAFICA DE LOS
PRODUCTOS - DE .LA RAIZ DE LA

ORTHOSPHENIA MEXICANA STANDLEY.



159

ORTHOSPHENIA  MEXICANA

Separacién cromatogréfica-de .los-productos .aislados :de la raiz. ...

32 gramos de extracto-etéreo -de raiz,-da consistencia siruposa.y color - -
anaranjado-intenso ‘se mezclaron-disueltos en cloroformo-con 50 g. de gel - de - -
silice:0.2=0.5mm:y secado-al-aire se'cblocéﬁenguna'COlumna‘empaqueiada—con~
gel de silice 0.2-0.05mm que -se:empez6-a eluir con E.P. para continuar con
mezclas_de-riqueza-creciente en EtAe, -recogiéndose fracciones dé aprox. 250ml.
que se:agruparon seglin su comportamiento em-cromatografia de-capa fina y los -
-datos-espectroscépicos-preliminares.

El desarrollo de-esta cromatografia-se-resume-en:la Tabla XVIII.

TABLA =~ XVIII

FRACCIONES: . .= ELUYENTE % OBSERVACIONES -

1-42 EP - Escualeno + ceras
43-58 © EP-AcEt 95:5 Mezclas -de 4cidos grasos. ...
o ' ) - Mezclas de 4cidos grasos
59-82 -- . EP-AcEt 90:10 . + Positosterol .- .
S s QA EY O : © anion - Mezclai de ‘dcidos:griasoss =5
,‘83'100” Y EP-AcEL-80:20 5.2 mezcla+de-terpenos minoritarios <=5
101-112: -:37 - EP-ACEt-70:30 .1 0y +0y + Oy - -, '
a1 . 60:40° - | _
113-131 - -+ 4 EP-AcEt 50:50 " . " O2 +>03 + O4
132-139~ EP-AcEt 40:60 ‘ 03 + O5 + O6 .
T | 0, + mezcla de productos ma
140-146 AcEt y Etanol _ p%lares

Las fracciones 101-112 de la cromatografia general, tabla resumida antes,
una vez llevadas a sequedad pesaron 1.199d. y se recromatografiaron-en.una co-

lumna de gel de silice <0.063 m.m.- empleando la técnica "flash" con una-:mez=. -
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cla de E.P.-AcEt 60:40 como eluyente. Los resultados de esta cromatograffia

se resumen en la Tabla XiX.

TABLA XIX.: .- )
FRACCIONES - - ELUYENTE -+~ " OBSERVACIONES
114 .  E.P.-AcEt -60:40 - - 0, impuro:- -
15-34 . . - E.P.-ACEL 60:40 < 0, 40, °
35-48 E.P;—AcEt 60:40 - . 0, + 0.
49-82 : E.P.-AcEt 60:40 03 impuro

El producto-.O1 procedente--de las-fracciones 1-14 de la cromatografia re-
sumida en la Tabla XIX- se puso a metilar~con solucién: etérea-de.diazometano—a -
OQC, siguiendose -el-curso de la reaccién-por-eromatografia-de capafina. Una
vez concluida:la reaccién.se ilevé.a.sequedad.y se percold sobre gel de sili-
ce 0.2-0.063mm -empleando una-mezcla de EP:AcEt 90:10-como-eluyente;-dando lu-
gar al-aislamiento de:Of;como &ter-metilico.

El producto 02.se aislé como.-polvo -amorfo-de-color rojo a partir.de la-... ...

reunién de las—fracciones 15-34 de la cromatografia-anterior- (Tabla XIX), -

eluyente:mezclas:de: EP-AcEt"75:25.:~: %

"El Droductoa03,crista1i26 en: la mezcla-de elucibn-como paralelepipedos: = -
de color rojo naranja.

la reunién de las fracciones 113-131 de la cromatografia-general (Tabla -
XVIID después de 1levada a sequedad;.pes6 1.1g. y.con ella se prepard una ca-
beza en gel de silice 0.2-0.05 que fué cromatografiada en.una.-columna de-gel
de silice 0.2-0.063mm, -empleando para su.elucién mezclas. de EP y.AcEt.de.poQ

laridad. creciente.: El- desarrollo—de esta cromatografia se resume en.la Tabla XX s«
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TABLA XX
FRACCIONES - ——ELUYENTE =~ -— - @BSERVACIONES
1-26 E.P.-AcEt 75:25 02 impuro
27-40 E.P.-AcEt 70:30 0, + 0g
41-62 E.P.-AcEt 70:30 0,
63-75 E.P.-AcEt 65:35 03 + 0,
76-80 E.P.-AcEt 60:40 O4 impuro

El producto O3 cristalizé en la mezcla de elucibn, en las fracciones 41-
" 62 y 63-75 de la cromatografia prééedente.

Para éislar el producto 04.se reunieron las fracciones 63-75 y 76-80 (Ta-
bla XX) y con ellas se formb una éabeza con gel de sflice.0.2—0.5 que fué éro—
matografiado en una columna "flash" sobre gel de silice <0,063mm eluida con

Be:AcEt 70:30. Los resultados se resumen en la Tabla XXI.

TABLA XXI
FRACCIONES L ELWENIE  OBSERVACIONES
i—é o Be-AcEt 70:30 , CLE 03~ﬁ E
9-11 Be-AcEt 70:30 O3 +“04
12-20 B Be-AcEt 70:30 04
21-25 m Be-AcEt 70:30 04 impuro

El producto 04'5e aisl6é como un polvo rojo que no cristalizd- en las di-
ferentes mezclas de 'solventes empleados.
Las fracciones 132-139 de la cromatografia general (Tabla XVIII)se some-

tiefdn a una cromatograffa “flash" empleando gel de silice <0.063mm y una mez-
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cla de elucién de EP-AcEt 50:50, resultando cuanto se resume en ia Tabla XXII

TABLA  XXII

FRACCIONES ELUYENTE - OBSERVACIONES - - -
1-20 . . E.P.-AcEt 50:50 . . 05

21-24 . - . E.P.-AcEt 50:50 . ' o3 + o5

25-39 . E.P.-AcEt 50:50 05

40-63 ' E.P.-AcEt 50:50 05 + 06

El producto:Oswse:aisléMcomo.polvo‘rojizo;amorfo.l—

El producto 06.cristalizé en el eluyente de la columna. Estos cristales
fueron'seﬁarados de  sus aguas madres y luego de-ser lavados con E.P. y Cloro-
formo quedaron incolores y dada su escasa solubilidad se pusieron a metilar
con soluci6n etérea de diazometano a 0°C. Una vez concluida la reaccibn se
1lev6 a-sequedad aisléndose el pr‘oductb:Q6 como su éster metilico.

En las fracciones -140-146 -de-la cromatografiargeneral-(Tabla)@ﬂil)se@ob—
serva.la‘aparicién de cristales de color amari1Iovpélido*muysescasamente'soe
- luble en los solventes :de. uso habitual,- cuando :el. eluyente se ‘evapord expon-
taneamente.- Los cristales :lavados-sucesivamente. con.E.R., cloroformo.y= AcEt

constituyeron el producto 07.-
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Producto 04—Célastrol.

El producto 01n(90;mg?s)<fué obtenido: de: las fracciones.1-14 de la .

cromatografia que se resume en_la-TablaXIX, identificéndoSe.como-tal me-

diante metilacién con diazometano -en las condiciones habituales, obtenién-. -

dose el correspondiente metil &ster que resultd. coincidente en todos sus

datos con la ..Pristimerina :cuyos RMN-y EM se dan a continuacidn.

RMN (90 MHz)

EM, m/z .

0.54(3H, s), 1.11(3H, s), 1.18(3H, s), 1.28(3H, s), 1.46
(3H, s), 2.21(3H, s), 3.56(3H,-s), 6.36(1H, d, J=7Hz), 6.54
(1H, s ancho), 7.03, d,J=7Hz).

464 (M+), 449, 406, 389; 292, 278, 267, 264, 254, 253, 241,
227, 225, 215, 123, 211, 209, 202, 201, 189, 135, 121,.119.

Producto.024 Netzahualcoyol.

_Este producto fué aislado:principalmente-de las fracciones 15-34 de

la cromatografia resefiada-en-la Tabla XIXL-Elvproducto'Oz(ZB mg)- obtenido: ¢

como polvo amorfo :de color rojo no cristalizé con-los disolventes emplea--

L T T e e

IRgna-(KBr);i

X

RMN (60MHz)

dos usUalmente%r*[uﬂD=+34;38-(073}2;:CHC13):-*=:%, |
3470, 3280, 2920, 2825, 1724, 1698, 1592, 1435, 1372, 1280, : -

1238, 1204 cm™t.

0.88(3H, s), 1.13(3H, s), 1.27(3H, s), 1.74(3H, s), 2.29
(3H, s), 2.67(IH, s ancho), 2.85(LH, s ancho); 3.75(3H, s),

3.78(1H, sefial ancha parcialmente solapada con el singulete

a 3.75), 3.88(3H,:s), :6.26(1H, d,J=6.5Hz), 6.62(1H,-s: ancho), .~

7.22(1H, d,J= 6.5Hz).
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RMN (200 MHz) 0.82(3H, s), 1.07(3H, s), 1.23(3H, s), 1.67(3H, s), 2.24

(3H, s), 2.68(3H,-m), 3.70(3H, s), *3.73(1H,. sefial solapada -«

por el. singulete a 3.70), 3.84(3H, s), 6.21(1H,> d,J=7Hz); -
6.55(1H, s ancho), 7.18(1H, d,J=7Hz). |

UVerpax 215, 243, 254, 440 nm.

EM m/z - 522(M%). 508, 507, 490; 475, 462, 446, 429, 369, 347, 333,
321, 319,.294, 279, 267, 241, 227, 215, 202, 201.

Calculado para C3jH3807. 522,2617, observado 522,2635 (espectrometria de

masas de-alta resolucién).

Producto 0,. Netzahualcoyona.

Este producto fué aislado preferentemente de las fracciones 41-75 de
la. cromatografia que se resume en la Tablaxx (520 mg) y también en otras
cromatografias sucesivas a esta, dada la gran retenci6n de este tipo de
prodqctos.en.las:columnas cromatograficas. Esta sustancia cristaliza como

ey

peqdeﬁOS'paralepipedos amarillo—narahja.;EP-AcEt 30-40%. P.F. 2105212§C.

1438, 1375, 1285, 1260, 1128, 1025.cm7}. o

RMN (60 MHz) -0.92(3H,-s), 1.02(3H, s), -1.29(3H, 's), 1.42(3H, s), 1.77(3H,

s), 2.24(3H, s), 3.65(1H, s ancho), 3.78(3H,-s); -4.99(1H, s
ancho) ; 6.18(1H, d,J=7Hz), 6.55(1H, s ancho), 7.15(1H, d an-
cho, J=7Hz).

RMN(200 MHz) 0.93(3H, s), 1.02(3H, s), 1.30(3H, s), 1.44(3H, s), 1.78(3H,
s), 2.15(1H, d,J:léHz), 2.27(3H, s), 2.80(1H, d,J=16Hz),

IRQIna;?_ 3460, 3380, 3000, 2980, 2830, 1720, 1689, 1589, 1545, 1505,
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3,70(1H, d,J=4Hz), 3.78(3H, s),5.00(1H, d,J=4Hz), 6.21(1H,
d,J=6.8Hz),"6:57(1H,- d, J=1.3Hz), 7.06(1H;.s:ancho), 7.17(1H

d,J=6.8Hz).
W, 214, 227, 256, 442 nm. :
EM m/z 492 (M%), 479, 371, 347, 319, 305, 294, 279, 267, 253, 241,
' 227, 201, 91. '

- Calculado para C Hac0p 492, 2520,-observado 492 2512 ~(espectrometrfa-de: - ==~

303676
masas -de-alta resoluc16n).3C,RMN ver Tabla 5 pag.66.

Producto-F. .Reduccidn de-la Netzahualcoyona.

A una soluci6n de 100 mg. (0.203 mmol) de Netzahualcoyona (03) en
20ml de'etahol;absoluto, se afiadi6 a-temperatura ambiente y.con agitacion,.
otra de.80;mg;-(2;li;mm01)7deNaiB,H4 en:]10-ml. de..etanol absoluto,-obser=
vandose -instantédneamente el_cambio de color de-naranja-a-amarillo-muy-cla-
ro, indicativ01defia_reduccién-de1~sistemafquinédico;. S
A la hora>j2media~se panénlarreaccién,"eliminando el etanol .al vacio
-y -retomandosel:icrudo. de reaccidn.con.-100~mlildeiagua.x5e. extrajoide;laifors St .
ma habitual: con:éter etilico,:y sometido~a purificacibn-por:cromatografia ...... -
en columna, :rindi6-:23: mgrs. (0.046 mmol):del=reducido;F:v(23%);-= |
RMN (acetona d ) (200 MHz) 1.04(3H, s), 1.40(3H, s), 1.49(3H, s), 1.52
(3H, s); 1:90(3H, s); 2.23(3H, s); 3.38(2H; d,J=3.6Hz),
3.56(1H,d,J=3.7Hz), 3.75(3H, s), 4.44(1H, d,J=3.7Hz), 5.58
(1H, t, J=3.6Hz), 6.84(1H, s ancho).
EM m/z - 496(M*), 481, 281, 279, 267, 253, 241, 239, 227, 213,.201,

199, 187, 149.
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Producto F,. 2,3,21 Triacetil-dihidronetzahualcoyona.

23 mgrs. (0.046 mmol) del: reducido 'F,: fueron tratados.con anhidrido -

acético en piridina a temperatura ambiente y extraidos de la manera.usual.
Una posterior.purificacién por cromatografia de columna rindi6 10 mgrs.
(0.016 mmol) del acetato correspondientef.1 (35%)..

IRy 3680, 3590, 3010, 2920, 2850, 1760, .1725, 1595, 1465, 1428,

1365, 1300, 1180, 1145, 1115, 1075 Cm_l.

max. -

RMN(200 MHz) '0.88(3H, s), 1.27(3H,-s), 1.31(3H, s); 1.45(3H, s), 1.70
(3H, s), 2.03(3H, s), 2.07(3H, s), 2.25(3H, §), 2.30(3H, s),
3.28(2H,'d,J= 3.5Hz),_3.56(1H,,d,J=3;4HZJ, 3.64(3H, s), 5.37
(1H, t,J=3.5Hz), .5.55(1H,.d,J=3.4Hz), 6.92(1H, s ancho).

UV; 206, 222 nm.

max. .
EM m/z - 622(M+)4f607; 580, 565; 545, 538, 513, 281, 279, 269, 253,
239, 227, 201, 187, 149.

Reduccibn y metilacién- de Netzahualcoyona. -

A una'SoLucién:dex400fmg’10.806'mm013 de;Netzahﬂalcoyona5(Oé)aen‘;?:*i“'
10 ml de etanol::absoluto -seiagregb,en atmosfera inerte,za-temperatura .- -
ambiente .y:con agitacién.otra de'30 =ml.. de.etanol-absoluto conteniendo
850 mg.de NaB H4, observéndose la instdntanea decoloraci6n de la mezcla.
A los 30 minutos se llevd a éequedad al vacio a fin de metilar-el crudo
de reacciébn sin la prévia extracciébn y purificacién. Habiéndose comproba-
do antériormente la-ineficacia del- tratamiento.con solucidn etérea de-dia:
zometano ‘en.esas condiciones, se procedid a agregar a la mezcla de la re-

duccibn.lg. de K2C0 .15 ml. de acetona seca y 1 ml: de dimetil sulfato,

3*
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todo con agitacién y en atmbésfera de argdn.

Tras calentar a reflujo durante 1 hora, la reaccidn continda a tempe-

ratura.ambientewdunantesl5~honas%masz~Seguidamenteese,ilevéﬁa'sequeddad a i

presién reducida,- se-afiadieron-20 .ml.:-de:'solucién -acuosa-al-5%-de NaOH vy .
se extrajo con éter etilico,'obteniéndose'uné‘mezcla-compieja que fué‘so—
metida inicialmente a cromatograffa en cromatotrdn. Tras sucesivas purifi-
caciones cromatograficas se aislan tres broduetos;mayoritariOE: 2,3,21B-0-"
trimetilsdihidrbnetzahuélcoyona (F2)°‘31'2 mg. (0.058mm01, 7.2%), 2,3-0-di-
metil-dihidronetzahualcoyona'(F3), 16.5 mg.(0.031 mmol, 3.7%), 2,3,21B-0-
dimetiL+29—demetiIadihidronetzahualcoyona (FA), 8.5 mg. (0.016mmol;-2.0%)< -

Producto Fo.-2,3,21B—07trimeti15dihidnonetzahua1coyona.

~ De este producto se aislaron 31.2mg (0;058 mmol, 7.2%) como polvo blan
co amorfd. | |
IRy max - 3538, 3000, 2920, 2842, 1726,.1720, 1590, .1483, 1460,'1430,
1370, 1345, 1308, 245, 1150, 1190 cm™l.

RMN (200 MHz) 0.87(3H, s),>1.22(3H,-s), 1.29(3H, ), .1.35(3H,s), 1.70 _

C(3H, )y 3.23(2H;0d,0=3.5Hz), ‘3.38(3H;5 )5 3:60(1H,ed = o L3~

3.5Hz), “3.74(3H,s); 3.81(3H,7s),:3.93(IH;-d;'0=3.4Hz), " > -

5.36(1Hs t; J=3.5Hz), ‘6.67(1H; §).i. -

Uy pax 208, 220, 283, 325 nm.

EM m/z . 538(M%), 523, 522, 473, 413, 347, 335, 323, 309, 301, 295,
281, 269, 262, 255, 243, 241, 229, 215, 201, 187, 181, 165,
159, 135, 133, 12I.
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Producto F,. 2,3-0-dimetil-dihidronetzahualcoyona.

Este producto fué aislado como polvo blanco amorfo, 16.5 mg (0.031mmol,

Ivanax L 3542,-3000, -2921, 2845, .1718, 1710, 1640, 1592, 1484, 1460,
1448, 1430,'1372, 1309, 1273, 1246, 1150, 1082 cm_l.

RMN (200:MHz)- -0.92(3H, s), 1.29(3H, s),-1.33(3H,-s), 1i38(3H,—s)3~1.69 Lo
(3H, s),-2.14(3H, s), 3.23.(2H,~d{tJ:3.5 Hz), 3.48(1H, d,
J=3.5Hz), 3.69(3H, s), 3.75(3H, s); 3.81(3H, s), 4.16(1H,
s ancho), 5.36(1H, t, J=3.5Hz), 6.68(1H, s).

uv Amax’ 204, 220, 282, 320 nm.

EM

m/Z; ' 524(Mt9}4509,-494,;491; 307, 281, 269, 255, 241, 229, 215,

201, 165, 119. -

RMN (200 MHz) ..0:88(3H,.s), 1.24(3H,-s), :1.29(3H,-5), 1.36(3H,.s), 1.72° .

Producto-F,.:2,3,21f ~0-dimetil-29-demetil-dihidronetzahualcoyona.

IRy hax : 3636, 2997,-2920,--2846, 1718, 1596, 1485, 1460, 1442, 1371,

1283, 1250, 1230, 1152, 1090 cm-l.

(3H, s);, 2.14(3H, s); 3.26(2H, d;J=3:5 Hz), 3.39(3H,"3)3" -
3.61(1H, d,-H=3.6Hz);. 3.69(3H,~s); 3.84(3H, s), 3.95(IH,
d, J=3.6Hz)", 5.37{1H, t,~J=3.5Hz); 6:65(1H, ).« -

UV A max 203, 220; 250, 284, 326 nm.

EM m/z - s24(MY), 509, 484, 480, 324, 298, 274, 229, 201, 182, 167.
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Producto 0,. Netzahualcoyonol.

Este producto fué obtenido de las fracciones 63-80 de la cromatogra-.
fia.que se resume en la Tabla "XX: (33mg);kcomo un :polvo -amorfo:=de -color .
'rojo-naranja=que;no'crrstalizé—en'lOS:disolventesfhabituales,;.:'

RMN (200 MHz)  0.80(3H, s),.1.19(3H,.s), 1.24(3H,“s),_1.44(3H; s), 1.68
(3H, s), 2.23(3H,s), 3.69(3H, s), centrado a 4.14 y 4:19
(1H, dd, J=6Hz), 6.16(1H; d, J=6.9Hz), 6.54(1H, s, ancho),
7.14(1H, d, J=6,9Hz).

UV max _ 214, 235, 260, 442 nm.

EM m/z 418(M"), 463, 445, 431, 385, 371, -355,- 347, 333, 319, 305,
294, 282, 281, 279, 267, 265, 253, 241, 227, 201, 189.

RMN(50 MHz) 3¢ Ver Tabla 5 , pag. 66.

Producto 0..Acido salaspérmico.

El producto‘05(2:6mg):se aisld de-las fracciones .25-39._de_la croma-
tograffa-resumida en -la Tabla XXII,como precipitado blanco cristalino-en -

el eluyente de~ia columna. .Dada su insolubilidad, los cristales .se:lava-

ron con:-E.P. y cloroformo y-metilaron:con- SOIUC16n etérea.de. d1azometano;uﬁszh -

a 0°C. Después .dellevar a-sequedad-a.presién reducida -se:aisl6-el -produc-
to 05 Lcomo  su- ‘ester-metilico. ‘P.F. 299-301¢C.
RMN (200 MHz) = 0.80(6H3 s), 0.93(3H;:s);" 0.93(3H, .d,. J= 7Hz), 1.05(3H; s)
 1.16(3H, s),.a 3.58 y 4.16(2H, d, Jpp=0Hz), 3.62(3H, s).
EM m/z - 486(M"), 455, 428, 375, 319, 289, 249, 223, 201, 189, 169,
| 149, 137, 125, 107, 95, 81, 55.
IRpmaX(KBr) . 3460, 2925, 2865, 1717, .1700, 1450, 1380, -1385, -1253, 1235, .

1190 cm'L.
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Producto 0.. Netzahualcoyondiol.

Este producto fué obtenido de las fracciones de la cromatografia que se

resume-en:la .Tabla II' (40 mg.)-como:un‘éélido-de color amarillo-anaranjado:: .
que no cristalizé en los disolventes normalmente utilizados.

A IRylnéx 3680, 3590, 3560, 3000, 2920, 2850, 1595, 1505, 1450, 1435,

1285 cm™L. |
RMN (200 MHz) 0.82(3H, s), 1.25(3H, s), 1.33(3H, s), 1.38(3H,.s), 1.68
(3H, s), 2.22(3H, s), 3.49(1H, d, J=3.3Hz), 3.68(3H, s),

4.13(1H, d, J=3.3Hz), 6.12(1H, d, J=6.9Hz), 6.55(1H, s an-

cho) centrado a 7.12 y 7.16(1H, dd, J1=1.1Hz y J2=6.9Hz).

UV max 203, 228, 255 y 440 nm.
EM  m/z 494 (MY), 479, 294, 281, 267, 257, 256, 255, 243, 241, 239,

237, 236, 227, 225, 223, 221, 217, 213, 211, 207, 206, 205,

203, 201, 199, 197, 195, 194, 193, 191, 189.
RMN(50Hz)'3C  Ver Tabla 5 , pag. 66.

Reduccibn y acetilaciébn de 05;

A una solucibn de 16 mgrs. (0.032 mmol) de O6 en 4 ml. de etanol abso-
luto, se afiadi6.a temperatura ambiente,.:con agitacidn y en atmbsfera: inerte .
21 mgrs. (0.56 mmol’) de.NaBH4 en 3 ml de etanol absoluto,:observéndose una -
répida decoloracién debida a la reducci6n del sistema quinbnico.

A los 20 minutos se detuvo la reacci6n, eliminando el etanol a presibn
reducida y extrayendo con acetato de etilo, se obtuvo un crudo de reacci6n
al que se trat6 con anhidrido acético y piridina con objeto de formar el co-
rrespondiente acetato. Tras posterior purificacién por cromatografia de co-

3

lumna se-obtuvo 1.2 mg (1.9x10”~ mmol) de acetato (6%) que segin cromatogra

fia en capa fina comparativa y datos espectroscopicos result6 ser idéntico
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al acetato del reducido de la Netzahualcoyona, Fl.’

7+ Produttoi0yiAcidoorthosphénico:: i .o.

. El producto 07 {115 mg). fué-aislado de -las fracciones 140-146 de -la. . -
cromatografia general--que se resume -en—la-TablaXVIIIL, -donde precipitd-di=
reactamente como cristales.blanco amarillento:insolubles .en.-los disolven-. ..
tes habituales—utilizades. P.F. 298-300:y=330°C (dpble).- .

IR (KBr)y 3520, -2800, 3210, 2980, 2950, 2920, 2900, 2875, 1695, 1450,

1438, 1390, 1240, 1210, 1190, 1145, 1065, 955 cm_l.

max

RMN(C5D5)90MH2 ~0.85(3H, .s), .0.92(3H, s), 1.15(9H, -s ancho), 1.22(3H, s),
3.74(1H, .d;- J=9Hz) ,~4:22(1H, -d, "J=9Hz), 4.35(1H;"s ancho -.
parcialmente-solapado-con el: doblete a 4.22 ). -

EM  m/z 488 (M), 412, 189, 163, 161, 155, 149, 147, 135, 133,

125, 123, 122, 121, 119. 109.

Calculado:para G30H4é05ﬁ488,3501.“observad0~488:3525 {tespectrometria-de -

masas--de.alta resolucién).

‘‘‘‘‘‘‘

Metilﬁéibn&de;072Metil%e§terédefAc%éoﬁthosphénicb&(@?@)ﬁ%ﬁs;w:...

20 mg£*(0;041~mmol)~de:prdducto:07.ﬁueronumetiladosicon:diazometanp-a:wf
de la:maneravhabitualxobtenTéndO%segﬁnrdat05£espectroscopic05ﬁei%meti1;ésez=f5
ter del'producto 07, que cristaliz0.en EP-AcEt 1:1, P.F. 258-260°C. .

IR(KBr)y max 3495, 3360,.2920,.2860, 1760, 1500, 1375, 1255, 1215, 1185,
1150, - 1135, 1060;. 1050, 980; 910 cm™ L.
RMN (90MHz):  0.82(6H, s), 0.91(3H, 'd; .J=9Hz),>0.93(3H; s), 1:06(3H, s)y

1.16(3H,;s);‘3-57(1H;:d,:J=9Hz-pancialmeﬁfezsolapado“con" o
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el singulete a 3.63 ), 3.63(3H, s), 3.86(1H, s ancho), 4.08(1H, d, J=9Hz).
EM m/z o 502(M+); 169, 163, 125, 121, 109.

sezow i Caleulado wpara CypHp0c14,502.3658, observado502:8660'.(espectrometria de /77

masaSrde'alta'resolucién);'

3¢

RMN(50 HZ)'3C  “Ver Tabla 2 . pag. 48.

Acetato-de-0 O7Ac)r_f<-.

724

25 mg (0.051 mmo-l—):de.O7 fuétacetilado_con-anhidnido acético en.piri-.. -

dina a temperatura ambiente durante 4 horas-rindiendo 12-mgrs (0.023mmol)

del monoacetato correspondiente (45%) -y 11 mg (0.019 mmol) del diacetato.

El monoacetato cristalizd en=Cl3CH con un-P.F..250-2522C y sus datos es-

pectroscOpicos-son_los- que -siguen: ’

IR (KBr)p -~ - 3650, 3100, 2920, 1740, 1450, 1370 e -

RMN (90 MHz) . 0.86(3H, s),féntfé 0.91(s), 0.95(s) y 0.98(s)(12H), 2.10
(3H, s), .centrados-a:=3.64 y 4.12(2H;7dd; JAB=9H2);5:O465,
ancho). .

Em m/z- .. 530(M+)§ 412, 235, 189, 163, 161, 155, 149, 135, 125, 121.

Calculado¢para-C3éH5OQ6f35§0.3607,‘bbservado—530;3619 (espectrometria-de
El diaCetat0€conrespondiente;spﬁesenféferistaIESJdé:PJF: 106-1103C ¥57.5
y susfdatOSzéspectroscdpicos;Son»lOSiQUe~siguen::a%vf
IR(KBr)gmax . 3600, .3000, 2920, .2860, 1730, 1450, 1380, 1250, 1230, 1140,
. | Cm'l. _
RMN (90-MHz) - 0.84(3H, d,J=7Hz, 0:.86(3H;"s), 0:96(s) y 0.98(s)(9H),
| 1.09(3H,..s), 1.99(3H, -s), 2.07(3H; s), centrados-a-3.74 y

4.27(2H, dd, JAB=9H2), 5.85(1H, s ancho).

masas:de -alta resolucidn).if:}. C ’ ‘ ) L It
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EMm/z = 530(M*-42), 412, 383, 373, 259, 235, 189, 155, 149, 147,
135, 133, 125,.121., -

Calculado-para Cg,Hg0;. " 530.3607, observado 530.3589: (espectrometria-de I :i

masas de-alta- resoluci6n).

MetilaCiOn»de}=monoacetato=de;07:(O7MeAc).

12 mg. de monoacetato.de 07 (0.023. mmol) fué-disuelto en éter etfli-
co y esterificado -con-diazometano,--rindiendo 11 mg-(0.020 mmol) -del mono-
acetato=del metil orthosphenato—(87%) el cual cristaliz6-en CigCH;'P,F.
232-2349C.-
max

" IR(KBr)y 3420, 2910, 2850, 1740, 1720, 1450, 1380, 1370, 1250, 1220,

ﬂ 1135, 1040 cn™. |

RMN (60-MHz)- - 0.83(6H," s); 0.93(3H, s), 0.94(3H,.d, J=8Hz), 1.06(3H,s),
1.17(3H, s),.2.10(3H, s), 3.62(1H, d, J=0Hz); 3.64(3H, s),
4.10(1H, d, J=9Hz); 5.02(1H, s ancho). |

EMm/z . 544 (M%), 307, 279; 223, 205; 149, 83.

EEiE;¢Mh¢wCalcuLadonpanaj'»§H5206¢2544?3]64§,DDSErvad0ﬁ544L3787$Léspectrqmetriawde:€ﬁ»dea;§ﬁ¢é

masas -de..alta- resolucién)s - .-

Metilaci6n- del-Diacetato de 0..(0-,Me2Ac).

- 11 mg. (0.019 mmol) de diacetato de 07, fue metilado en.diazometano .
en las condiciones usuales, rindiendo 10 mg(0.017 mmol) del- diacetato del
metil orthosphenato-(89%), el cual cristaliz6 en CIBCH,P,E,:144ZI469C..

IR (KBr)y 2910,,1860, 1750, 1730, 1460, 1450, 1380, 1370, 1250, 1220, =~

max
1140 cm-1_
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RMN (60 Mhz) 0.83(6H, s), 0.92(3H, s), 0.93(3H, s, J=9Hz), 1.06(3H, s),
1.16(3H, s), - 1.98(3H, s), 2.07(3H, s), 3.64(3H, s), 3.73
NP : (lH,}d,WJ=11HZ)3:4127(1H,dd5'd#11HZ).ihL:;
EM m/z: . 586(M+);ﬂ544,~307; 298,. 284, 279, 270,.223, 167.
Calculadb-para;C32H5606.(M+¢42):544}§764, observado 544;3761 (espectrome-:- . -
tria de masas de alta resolucién).

RMN(50 Hz)'3C  Ver Tabla 2, pag. 48.

Aceténido del metil ester de 07.

20 mg (0.040 mmol) de metil -ester de.O7 disueltos en acetona.seca con = -
sulfato de cobre y a reflujo, rindié 18 mg (0.033 mmol) del acetbnido co-
. rrespondiente (82,5%);1que'cristalizé,enuCIBCH..P,F. 228-2304°C.
IR(KBr)y max 2910, 2860, .1720, 1380, 1190, 1160, 1110 en L.
RMN (90 MHz) ~--0.86(6H;~s);-0;94(3H; d, J=8Hz), 0.96(3H, -s), 1.08(3H, )5
1.18(3H,.s), 2.76(2H, s), 3.63(1H, d, J=9Hz), 3.66(3H; s),
3.90(1H, s ancho), 4.13(1H, d, J=9Hz).
EM m/z - , 502(M+é40)5 319, 249; 189; 169, 163, 149, 135, 125, 109, 95.
Calculadokparawc31H50054(M%540)’502k3658, observado -502.3665 (espectrometria

m=geza one o (@ MasSas sde--alta-reselucdidn).-iai} .
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19) Se aislan e identifican B-amyrina, acido oleanclico,lupeol y 4ci-
do betulinico: comotriterperos mayoritarios del.extracto etanélico. .« - =

de la raiz del Maytenus aquifolium.

2%) Se realiza la sintesis parcial.del nuevo producto-aislado.anterior-. .-
mente en nuestro laboratorio, el &cido 3-ox0,20-hidroxi=lup-28-oico,

a partir del acido betulinico.- -

32) De los extractos. de la raiz del Maytenus horrida-se aislan y esta-
blecen las estructuras de los nuevos triterpenos, 1B, 3B, lla-tri-
hidroxi-olean-12-eno, 3B,29-dihidroxis glutin-5-eno y-el 4cido 6pB-
hidroxi- orthosphénico.

42) Se ha aislado una nueva nor-triterpeno quinona, con esqueleto rea-

grupado de pristimerina y doble enlace adicional al que por ser ca-

beza del nuevo.esqueleto se le denomina Netzahualcoyeno.

59) Se-aisla un alcaloide-macrociclico para el que proponemos -el .nombre
de Horridina y que presenta un nuevo esqueleto.de isoeuonyminol..

62) Basdndonos en datos de resonanciafcaﬂixma-pnoténgfse“asigna“pon#primg Do e

13.

ra vez los valores de C - RMN de este tipo-de alcaloides.

7%) Se aisla por primera vez de la naturaleza el 3-oxo-olean-9(11),12-

dieno.

82) Se aislan e identifican los productos ya conocidos, lupeol, germani-
col, 3B-hidroxi-olean-9(11)-12-dieno, nivadiol, friedelina, 3-oxo-
friedo-olean-29-0l, 3-oxo-friedo-olean-29-al, &cido-3-oxo-friedo
olean-29-o0ico (acido polpundnico), 3B,lladihidroxi-olean-12—eno, -: -

B-amyrima,pristimerina,tingenona,20 -hidroxi-tingenona y dulcitol.
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92) Del extracto etereo de 1la raiz-de-la Orthosphenia mexicana se

13

14

'aporténdose”datos de.

obtienen 1las nuevas quinonas con esqueleto de Netzahualcoyeno:
Netzahualcoyona, -Netzahualcoyonol;-Netzahualcoyondiol y Netza-

hualcoyol.

Un nuevo &cido con agrupamiento hemicetédlico el &cido Orthos-

phénico.
Los ya conocidos celastrol y-acido salaspérmico.

A partir de los productos aislados de estas Celastraceas se des-
cribe una ruta biosintética y se apoya con estudios de otros au-
toréé.

Se-.realiza un estudio espectroscopico de las nuevas sustancias
13

C RMN de productos con esqueleto de glu-

tinano y otros.

Serobserva-unaimportante relaciémquimiotaxonémica entre el*M. -

horrida Celastracea y--algunas:Labiadas.
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