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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue generar conocimiento sobre los metabolitos secundarios
presentes en Bocconia arborea (Papaveraceae) y Perezia sp. (Compositae), especies

vegetales usadas en la medicina tradicional de nuestro pais.

Se llevd acabo el estudio quimico de los extractos metanodlicos de las semillas, el tronco y
las hojas de Bocconia arborea (conocida cominmente como llora sangre). A partir de las
semillas se aislo dihidroqueleritrina (1), 6-metoxidihidroquelirubina  (9), 6,12-
dimetoxidihidroqueleritrina  (10),  6-metoxidihidroqueleritrina (1),  6-metoxidihidro-
sanguinarina (12) y arnotianamida (2). Del tronco y de las hojas se aislaron vy
caracterizaron (1) y 6-acetonildihidroqueleritrina (13). La comparacion de los perfiles
cromatograficos de subfracciones permitié concluir que no existe diferencia significativa
entre el contenido de metabolitos secundarios de los extractos metanolicos del tronco y de
las hojas. La comparacion de los resultados obtenidos con los estudios previos
proporciono evidencia de ia constancia en el contenido quimico de varias poblaciones de

este vegetal.

Con 'respecto al estudio quimico de dos lotes (A y B) de raiz de pipitzahoac, como se
conoce popularmente a Perezia cuernavacana y que se usa en la medicina tradicional, se
logré el aislamiento, a partir de los extractos hexanicos, de los sesquiterpenos perezona
(6), a-pipitzol (7), B-pipitzol (8) en ambos lotes, y de una sustancia de estructura novedosa
elucidada como el cicloaducto 14, aislado del lote A. El aislamiento de los sesquiterpenos
6-8, en los lotes A y B de raiz de pipitzahoac, permitio establecer que sus constituyentes
quimicos concuerdan con los informados previamente para Perezia cuernavacana, por lo
que podemos concluir que esta es la identidad de la especie comercializada con fines
terapéuticos. La estructura de 14 puede racionalizarse como derivada de la reaccion de
Diels-Alder entre metilciclopentadieno (15) y 6. Con el fin de explorar las condiciones de
obtencion de 14, se efectud la reaccidn de cicloadicién entre ciclopentadieno (18) y 6. El
resultado de la reaccion fue la formacion de los aductos 20 y 22 los cuales muestran una
regio- y estereo- selectividad, ademas de que estructuralmente no son analogos al
cicloaducto aislado 14. Este resultado sugiere que el cicloaducto obtenido de la raiz de

pipitzahoac es un producto natural.



1. INTRODUCCION

El andlisis quimico de las plantas ha dado como resultado el aislamiento de cientos de
miles de sustancias quimicas conocidas como metabolitos secundarios, los cuales
constituyen una compleja red de moléculas organicas que permiten la comunicacion entre
los seres vivos, integran sus mecanismos de defensa, y son cruciales en la dinamica de
los ecosistemas. Es pertinente mencionar que alin no se conoce el papel especifico que
desempefian los metabolitos secundarios en la naturaleza, dada la complejidad y

multiplicidad de sus funciones bioldgicas.

Actualmente, el estudio quimico de las plantas es un area de investigacion de gran
dinamismo que permite determinar la estructura molecular, la reactividad quimica y la
actividad biologica de los metabolitos secundarios. Adicionalmente, permite analizar sus

implicaciones ecologicas, su significado taxonémico y su distribucion en la naturaleza [1].

Asi, recientemente se aislaron en nuestro laboratorio una serie de alcaloides
benzofenantridinicos tales como la dihidroqueleritrina (1), a partir de la planta Bocconia
arborea (Papaveraceae), lo cual sugeria que existia una constancia en el tipo de
metabolitos secundarios de este género [2]. Sin embargo, mas recientemente se aisld
arnotianamida (2), que tiene abierto el anillo B de benzofenantridina [3], proporcionando
evidencia quimica de la cercania taxondmica entre la familia Papaveraceae y Rutaceae,

que es el grupo de plantas de donde anteriormente se habia aislado 2 [4].




Por otro lado, se reconoce que el analisis de las especies vegetales empleadas
tradicionalmente con fines medicinales, puede proporcionar metabolitos secundarios
bioactivos de aplicacion. terapéutica. Como ejemplo es pertinente citar al analgésico
morfina (3), aislado en 1806 a partir de la planta Papaver somniferum, y que fue
desarrollado comercialmente por la empresa Merck en 1826 [5]. La artemisinina (4) es
una substancia antimalarica que se aisld6 de Artemisia annua, una planta de uso
etnomédico para el mismo proposito [1]. El agente anticancerigeno camptotecina (5) fue

aislado de la planta con uso medicinal tradicional Camptotheca acuminata [6].
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En México se comercializan numerosas plantas medicinales, pero es importante
reconocer que no existe un control especifico que determine la identidad y composicion
de las mismas. De ahi la importancia de definir los principios activos de las plantas de
uso medicinal tradicional, y establecer los parametros que definan la calidad y

confiabilidad de las mismas.

Para ejemplificar lo anterior, podemos mencionar que uno de los primeros estudios
quimicos de plantas medicinales en nuestro pais, se registra en 1857 con los trabajos del
Dr. Leopoldo Rio de la Loza, quien aisl6 perezona (6) de las raices de Perezia adnata A.
Gray, conocida como raiz de pipitzahoac [7]; esta planta es apreciada en la medicina
tradicional por sus propiedades purgantes [8], y se comercializa con el mismo nombre

comun [9].



Estudios mas recientes informan la presencia de 6 y de a- y B-pipitzoles (7 y 8), en
especies de Perezia sp. [10-14] y Acourtia sp [15,16]; sin embargo, en cada una de ellas
se han aislado otros sesquiterpenos estructuralmente novedosos relacionados con la
perezona, que dan evidencia de la diferencia fitoquimica entre estos géneros y especies

vegetales.

Una fuente importante de 6, 7 'y 8, es Perezia cuernavacana, que a diferencia de las otras
especies, se distingue por que estos sesquiterpenos son sus principales constituyentes
quimicos [10]; sin embargo, cuando se adquiere comercialmente pipitzahoac, no se
conoce la identidad de la especie. Por lo anterior, es deseable llevar a cabo el estudio
quimico de muestras comerciales de pipitzahoac con el fin de establecer las variaciones

en su contenido metabolico, en particular, de sus principios activos.
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El conocer los constituyentes quimicos de esta planta que tiene interés comercial,
permitira desarrollar métodos analiticos que cuantifiquen a los constituyentes quimicos
presentes en la raiz pipitzahoac, ponderar la identidad de la especie vegetal que se esta
comercializando como Perezia cuernavacana y asi proponer alternativas que permitan su
conservacion y eventualmente su cultivo como materia prima para la elaboracion de

fitomedicamentos.



2. OBJETIVO GENERAL

Generar conocimiento sobre los metabolitos secundarios presentes en Bocconia arborea

y Perezia sp. (pipitzahoac), vegetales usados tradicionalmente con fines medicinales.

2.1 Objetivo particular

2.1.2 Bocconia arborea

Realizar la extraccion, el aislamiento y la caracterizacion de los metabolitos secundarios

presentes en los extractos de las semillas, tronco y hojas de Bocconia arborea.

Tomando como base que en un estudio anterior se logro el aislamiento de arnotianamida
(2) en el extracto metanodlico de semillas de Bocconia arborea (Papaveraceae) [3] y no en
una planta de la familia Rutacea [4], es necesario ponderar la presencia de este alcaloide
en un nuevo lote de semillas, con el fin de comprobar la constancia en el contenido

quimico de esta parte del vegetal.

2.1.3 Perezia sp.

Realizar el aislamiento y caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en el

extracto hexanico de Perezia sp.

De acuerdo a los antecedentes del uso medicinal y comercializacidn de raiz de
pipitzahoac, es necesario llevar cabo el analisis quimico de las muestras vegetales
conocidas como pipitzahoac, con el fin de establecer si contienen los metabolitos

secundarios que contiene Perezia cuernavacana.



3. ESTUDIO QUIMICO

A continuacion se describen los resultados referentes al estudio quimico de las dos
especies vegetales. Estos se describen separadamente iniciando con Bocconia arborea'y

posteriormente con Perezia sp.

3.1 Bocconia arborea
3.1.1 Antecedentes

Bocconia arborea S. Watson, es una planta conocida como “llora sangre” en la region de
Morelos [17]; actualmente se utiliza para el tratamiento de diversas afecciones digestivas
[18], cutaneas y cancerosas [8,17,19]. Estudios anteriores han revelado la presencia de
alcaloides benzofenantridinicos en el tronco, raices [20], hojas [21,22] y semillas [3]. Estos

alcaloides han mostrado actividad antimicrobiana [22], antioxidante [3,23] y citotdxica [19].

3.1.2 Parte experimental

Se seleccionaron semillas (488 g), hojas (1.5 Kg) y tronco (5.7 Kg). El material vegetal se
seco a temperatura ambiente, a la sombra, y posteriormente se moli¢. La obtencion de los
extractos se realizd por maceracion, primeramente, con hexano durante 48 h, en dos
ocasiones. Posteriormente, el residuo vegetal se extrajo con metanol. Los disolventes
fueron eliminados a presion reducida obteniéndose los extractos metandlicos de semillas
(103.6 g), tronco (160.6 g) y hojas (80.4 g).

Cada uno de los extractos organicos fueron adsorbidos en la misma cantidad de gel de
silice 70-230 (1:1) y se aplicaron a una columna cromatografica, empacada con SiO, para
capa fina en proporcion 5:1. La fase movil inicial fue hexano al 100 % con aumento del
gradiente de polaridad con CHCI;, hasta eluir con este ultimo al 100 %. Posteriormente, se
aumentd el gradiente de polaridad con MeOH hasta CHCIy/MeOH (9:1) de la mezcla

eluyente (la cromatografia se llevo a cabo a presion reducida) [24]. Se colectaron eluatos



de 250 mL, los cuales se reunicron de acuerdo a su similitud cromatografica,
obteniéndose fracciones donde cada una de estas fueron resueltas a mezclas menos
complejas por medio de cromatografia en columna. Posteriormente, algunos residuos
solidos fueron purificados mediante cristalizaciones disolviendo en CHCI; y adicionando
MeOH, lo cual permiti6 purificaciones eficientes. En otras ocasiones la purificacion
mediante cromatografia preparativa en placa, utilizando (CHCIs/MeOH, 90:10) resulto

conveniente.

3.1.3 Resultados y discusion

A partir de las semillas se logro el aislamiento de dihidroqueleritrina (1, 0.0092 %), 6-
metoxidihidroquelirubina (9, 0.0119 %), 6,12-dimetoxidihidroqueleritrina (10, 0.0502 %), 6-
metoxidihidroqueleritrina (11, 0.0092 %), 6-metoxidihidrosanguinarina (12, 0.0067 %) y
arnotianamida (2, 0.0041 %). Del tronco. se aisl6 (1, 0.0023 %) y 6-
acetonildihidroqueleritrina (13, 0.0003 %). De las hojas se obtuvo 1 (0.0028 %) y 13
(0.0008 %).

La caracterizacion de 1, 2 y de 9-13 se efectué mediante a la comparaciéon de sus
_propiedades fisicas y espectroscdpicas con muestras auténticas aisladas en nuestro
laboratorio [3,21,22].

‘O > 9 Ry R4=0CH3R;+ R3=0CH;O, Rg=H
O 10 Ry Ry Ry Rs = OCHg, Ry = H
11 Ry Ry R3 =0OCH3, R4 Rg =H
Rs N 1 R Rg 3 Mg Rs

12 R1 OCH3 R2 + R3 = OCHzo R4 R5 =H
Rz Ry 13 R1 CHQCOCH3, R2 R3 = OCH3. R4 R5 =H



3.1.4 Conclusiones

En esta parte del trabajo de investigacion se logré el reaislamiento de los alcaloides
mayoritarios presentes en Bocconia arborea, los cuales han sido descritos anteriormente
por nuestro grupo de t"rabajo [3,21,22]. El reaislamiento de 2 proporciona evidencia de la
Constanéia de su presencia en Bocconia arborea, y constituye una evidencia quimica de la
cercania taxondmica entre Papaveracea y Rutaceae ya que 2 solo de habia aislado de

esta Ultima familia.

Mediante la comparacion directa de los alcaloides aislados 1 y 13 y cromatografia en
capa fina de subfracciones del tronco y las hojas, se llegd a la conclusion de que no existe
diferencia significativa entre el contenido quimico del tronco y las hojas siendo en las
hojas en donde se pueden encontrar estos metabolitos en mayores cantidades.

El reaislamiento de los alcaloides 1, 2, y 9-12, mayoritarios en diferentes poblaciones de

semillas, proporciona evidencia de la constancia en su contenido quimico [3].



3.2 Perezia sp
3.2.1 Antecedentes

Perezia es un género de la familia Compositae que comprende mas de 30 especies
distribuidas desde la region de los andes en Sudamérica hasta el norte de América [16].
La informacién etnomédica disponible de piptzahoac (que es el nombre comun con que se
conoce a Perezia adnata aff. cuernavacana) [9] indica que el principal uso tradicional de la
raiz es como purgante [8]. Varios productos naturales sesquiterpénicos han sido aislados
del género Perezia, entre los que destaca la perezona (6) presente en las raices de P.
cuernavacana, cuya estructura fue determinada por Walls hace algunas décadas [10].
Cabe sefalar que a partir de esta sustancia se han generado numerosas investigaciones
sobre la reactividad quimica de sus principales derivados, o- y (- pipitzoles (7 y 8
respectivamente), que son sesquiterpenos isoméricos derivados de la cicloadicion [n4s +

o2s] intramolecular de 6, la cual procede mediante catalisis acida [25,26] (Esquema 1).

OH
O

I
i

Esquema 1. Reaccion intramolecular [n4s + ¢2s] de 6 para formar 7 y 8



3.2.2 Parte Experimental

Se adquirieron dos lotes de raiz de pipitzahoac (A y B) en uno de los locales comerciales
de plantas medicinales del pasaje catedral, de la Ciudad de México, obteniéndose los
extractos hexanicos para posteriormente ser tratados por los métodos convencionales de
cromatografia y recristalizacion como se indica a continuacion. Una parte de estas
muestras adquiridas estan resguardas en el laboratorio I-C del Instituto de Quimica para

su autentificacion botanica.

A partir de 3.7 Kg (lote A, adquirido en noviembre de 2004) y 1 Kg (lote B adquirido en
febrero de 2006) de raiz de pipitzahoac (seco y molido), se obtuvieron los extractos

hexanicos por maceracion.

El extracto del lote A se concentrdé a sequedad dejando un residuo aceitoso (36 g) que
contenia materia solida. Este material se disolvid en AcOEt y posteriormente se indujo la
precipitacion agregando hexano, el solido se filtro y se lavé con hexano frio obteniéndose
aproximadamente 5 g de un residuo cristalino mezclado con un aceite anaranjado. Estos
cristales fueron purificados mediante cromatografia en columna empacada con SiO, malla
230-400 (5 cm diametro x 25 cm de altura) eluida con mezcla (hexano/AcOEt (95:5)). Se
reunieron las fracciones pertinentes de acuerdo a su similitud en contenido quimico de
acuerdo al analisis por cromatografia en capa fina. Las fracciones menos polares fueron
purificadas mediante cromatografia relampago (5 c¢cm diametro x 45 cm de altura)
empacada con silica gel (malla 230-400), eluida con una mezcla de disolventes
(hexano/AcOEt (97:3)).

El Lote B se concentrd a sequedad obteniéndose un residuo cristalino anaranjado el cual
se disolvid en AcOEt posteriormente se indujo la precipitacion agregando hexano, el
residuo cristalino 7.5 g, se recristalizd de hexano/AcOEt. Las aguas madres se
concentraron a sequedad obteniéndose un residuo aceitoso con materia sélida el cual se

tratd de fa misma forma que el lote A.
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3.2.3 Resultados y discusion

Lote A. Se logré el aislamiento de 6 (0.001 %), cristales anaranjados, pf. 104-105 °C, Rf
0.5 (hexano/CHCI, (97:3)). 7 (0.0729 %), cristales incoloros, pf. 135 °C, Rf 0.4
(hexano/AcOEt (97:3)); EM (IE, m/z) 248, C,sH.;05: IR (CH,ClLy) vina, 3444, 1754, 1675y

1640 cm”; [al, +178 (¢ 0.185, CHCs); UV (CHCls) hmax 244, 280 (s 7943) nm; DC (c

0.0023, CHClg) [4},,,—21.58, [4],. +26.78. 8 (0.0056 %) cristales incoloros, pf. 105 °C, Rf

240

0.34 (hexano/AcOEt (97:3)); EM (IE, m/z) 248, C,cH,,04: IR (CH,CL) viax 3444, 1754,
1675y 1641 cm’™ [e], —67 (¢ 0.165, CHCl3), UV (CHCl3) Aoy 247, 281 (e 7943) nm; DC (¢

0.0023, CHCl3) [6],, +11.58, [0, -9.09, [4],, +0.88, [¢]  —17.26. Asi como una

242 280 296 316

sustancia caracterizada como un cicloaducto (14, 0.0051 %) del cual no existen informes

acerca de su aislamiento y caracterizacion en ninguna especie vegetal. Lote B, se logro el

aislamiento de 6 (0.79 %), 7 (0.004 %), 8 (0.003 %).

La elucidacion estructural de 6-8, se llevd acabo mediante el anélisis de los espectros de
RMN 'H y °C en una y dos dimensiones. Las asignaciones RMN 'H de 7 y 8
corresponden con las informadas por Bohimann [16], y las asignaciones de los datos de
RMN 'C de los pipitzoles corresponden con las informadas por Joseph-Nathan [27]. La
RMN "H de 6 corresponde con la informada por Walls [10]. Los datos espectroscépicos de

6-8 se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Datos de RMN "H (500 MHz,

CDCly) y "°C (125 MHz, CDCl3); § (ppm).

Asignacion 6 i ! 8

1H 1JC TH 13C 1H 13C
C1 - 187.3 - 203.9 - 203.7
C2 - 124.6 2.83 s 69.0 275s 68.8
C3 - 150.9 - 127.3 129.2
C4 - 184.3 - 144.6 144.6
C5 - 140.5 - 194.0 - 193.7
Cé 6.48 ¢ 135.8 - 75.0 76.1
C7 2.06 d 14.6 240 m 34.8 256 m 35.0
C8 1.20 d 182 1.65m;1.90m 382 1.38m;1.86m 35.2
C9 3.05 ddd 293 150m;1.76 m 26.0 1.77m;1.60m 24.6
C10 1.78 m;1.57m 34.1 211t 57.5 1.99 dd 55.4
C11 1.87m;1.61m 26.6 - 37.3 - 37.4
C12 5.08 tt 124.4 1.02s 26.4 1.05 s 26.5
C13 - 131.4 1.07 s 255 1.07 s 24 1
C14 1.64 s 25.6 1.38d 14.8 1.33d 13.4
C15 1.53 s 17.5 205s 17.8 2.06 s 17.9
OH 6.96 - 6.09 - 6.01 -

OH
OH 1 O A~

O I o




De las fracciones menos polares del extracto hexanico de la raiz de pipitzahoac se obtuvo
14 (189 mg) como solido cristalino en forma de agujas, pf. 114-115°C, el cual al revelar su
cromatoplaca con sulfato cérico amoniacal presenta una coloracion café oscura similar a
la que presenta con la lampara UV;s4, N0 se observa a UVsgs; su Rf es de 0.41 en mezcla
de disolventes (hexano/AcOEt (97:3)); su férmula molecular C,,H,,0, fue confirmada con
base en el ion molecular [M'] en m/z: 328 observado en EM (IE). El indice de deficiencia
de hidrégeno indica que la molécula tiene 8 grados de insaturacion producto de tres
enlaces n, dos grupos carbonilo y tres ciclos. Los datos de RMN Y¥C y la informacion
derivada de la modalidad DEPT sugieren que esta estructura posee el esqueleto basico
de la perezona (6). La absorcion en 3439 cm” en IR indica la presencia del hidroxilo, la
sefial en 1753 cm’' se asigna al carbonilo de la ciclopentanona y en 1675 cm’' y 1635 cm’”’
se observa la banda caracteristica del enol o a la cetona de un anillo de seis miembros

similar a los pipitzoles. Otros datos obtenidos son: [a], —73.33 (¢ 0.06, CHCly); el espectro

de UV (CHCl3) muestra un maximo en . 283 (¢ 5011) nm; y los datos de dicroismo

circular (¢ 0.0044, CHCI3) [4].,,..—73.89, [4F],,,+22.25.

280 312

En el espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) se observa una sefial doble en § 1.24
ppm (3H) que corresponde al metilo secundario C7" de la cadena caracteristica de la
perezona (6); en §5.16 se observa una sefal multiple para el hidrogeno vinilico de la
cadena C4"; en & 1.62 y & 1.67 resuenan dos sefiales simples de los metilos (C6" y C8")
unidos al carbono (C5°) de doble enlace al final de la cadena; en §1.40 y §1.58 se
manifiestan los hidrégenos geminales del metileno C2°, vecino al C1” cuyc metino

resuena en § 1.90 y que esta unido al metilo secundario C7".



En la modalidad COSY del espectro de RMN 'H, se pueden observar las correlaciones
entre los hidrégenos-de la cadena y del triciclo (Figura 1); La figura 2 muestra algunas
correlaciones selectas a dos y tres enlaces de distancia, observadas en la modalidad
HMBC de los espectros de RMN 'Hy "°C.

Figura 1. 'H-'H COSY Figura 2. Correlaciones HMBC

Asimismo, se pudo constatar el sito de unién de la cadena al triciclo por el experimento
HMBC (Figura 2) ya que los hidrégenos de los carbonos C7°, C1"y C2" correlacionan con
el carbono cuaternario C1 que a su vez correlaciona con los hidrégenos en C7, C11y C5;
el carbonilo C6 correlaciona con el hidrégeno en C5, C11 y C7, pero el carbonilo C2 solo
se correlaciona con C11 lo que hace suponer que el arreglo estructural de los carbonilos,
el grupo hidroxilo y el metilo C12 tienen un arreglo similar al del pipitzol, con la diferencia
de que esta estructura posee un ciclo conectado en los carbonos C7 y C11, ynoen C1y
C11, ya que C1 esta ocupado por la cadena. Lo que confirma la conexion en C7 y C11, de
un ciclo de cinco miembros cuyos hidrégenos correlacionan en el espectro COSY (Figura
1). La estructura se confirmé por difraccion de rayos X (Figura 3). La asignacion de RMN

de 14 se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. RMN "H (500 MHz, CDCls) y *°C (125 MHz, CDCLy), & (ppm) de 14

Asignacién - H C  Asignacién H °C
1 - 71.2 12 2.05s 18.2
2 - 193.7 13 1.62s 16.2
3 - 147.5 1 1.90m 33.8
4 - 127.2 2 14 m;1.58m 331
5 317 d 57.2 3 204m 214m 26.7
6 - 202.9 4’ 516 m 124.6
7 3.07m 3.2 5 - 131.3
8 1.99m; 245 m 38.8 6 1.62s 17.6
9 - 1453 7 124 d 15.2
10 508t 123.3 8 1.67 s 256
11 341 m 52.9 OH 6.03 -

Figura 3. Estructura molecular de 14



Esquema 2. Propuesta mecanistica para la formacion de 14 mediante la cicloadicion
regio- y estereo- diferenciada de 15y 6.
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Anteriormente se realizdé la reaccion de Diels-Alder con 6 y butadieno (16), y como
producto se obtuvo el aducto 17, que did evidencia de la posicion de los sustituyentes
(hidroxilo, metilo y de la cadena), en el anillo de quinona (6) el cual se comporta como
diendfilo, como se observa en el esquema 3 [9]. Tomando como base estos antecedentes
se considero pertinente llevar a cabo un experimento de cicloadicion adicional que

ponderara a 14 como producto natural.

:

OH

\

/

Esquema 3. Formacion del cicloaducto 17 derivado de la reaccidén de Diels-Alder entre
Perezona (6) y 1,3-butadieno (16)

Debido a la indisponibilidad de 15 (o su forma dimerica) se llevd a cabo la
experimentacion con 18 (obtenido a partir de 19) [30]. Se tomaron 10 mL de
diciclopentadieno (19) en un matraz bola de 250 mlL conectado a un sistema de
destilacion simple, el cual se calentd a 170 °C en atmosfera inerte de nitrdbgeno, para
realizar la retro Diels-Alder y obtener 18, el cual destila a 48 °C y se recibe en un bano de

hielo para evitar la dimerizacion de 18 a 19, esquema 4.

H
170 °C 25°C,12h
—_—— e
eter:benceno 1:1
19 H No

Esquema 4. Condiciones de reaccion para la reaccion de Diels-Alder entre 6 y 18
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Posteriormente, se disolvidé 6 (0.272 g) en una mezcla de éter anhidro y benceno (1:1) y
se puso a reaccionar con 18 a temperatura ambiente, en atmosfera inerte de nitrogeno; la

reaccion se siguid por ccf y en 12 h, 6 se consumié completamente.

El resultado de la reaccion fue la formacion de una mezcla de distereoisomeros
observados en el espectro de RMN 'H Tabla 3. La separacion cromatogréfica de los
diastereoisdbmeros no se logré por los métodos convencionales utilizados en el presente
proyecto. Se puede racionalizar la cicloadicion entre 18 y 6, como una reaccion regio y
estereo selectiva, ya que el curso estereoquimico de la reaccion sugiere la formacion de

cuatro diastereoisomeros (20-23), como se muestra en el esquema 5.

¢}
/ Si : _OH
do ¥ A _
18 5 . 0 = |l |
HO ’ Vo Ny
0 [(5re,Bsi)-endo] HO H o [
=
x//l\
6 20

endo
He % /\)\
=
O
6 0
re si5 {(5s/,6re)-exo]
exo 21
Sl e : OH
° 6 = [ [ ~
O N N N
N _— al ]/ |
O O
5si,6re)-end
= OH [(5si,6re)-endo] 22
endo
i
/ PN OH
T : ?I. T
— \\:‘//‘\ﬂ/\ X
— /Z 7 N, OH H o
N\ N
~o 23

[(bre,Bsi)-ex0]

exo

Esquema 5. Curso estereoquimico de la reaccion de Diels-Alder, ilustrada para la
reaccion entre 18 y 6, para la formacién de 20-23, como posibles productos.
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El espectro de RMN 'H de la mezcla, muestra sefiales dobles, § 7.29 ppm un singulete del
hidroxilo endlico, en §5.9 ppm y §6.03 se observan dos sefales doble de doble que
corresponden a los hidrégenos vinilicos del anillo del aducto, en §5.07 observa un
cuarteto que corresponde al hidrégeno vinilico de la cadena lateral de la perezona, y en

3 1.2 ppm se observa un singulete del metilo cuaternario.

Tabla 3. Datos de RMN 'H (300 MHz, CDCls) y "°C (75 MHz, CDCl;) de la mezcla de

diastereoisémeros.

Asignacion  3'H (ppm)  8'°C (ppm)  Asignacion 'S*V}:In(ppm) S 51°C (ppm)

C1 - 199.6+0.02  C12 114,112 175+02
2 - 131.3 C13 3.6 29.6

C3 - 155.1 + 0.1 C14 17,15 46.8
C4 - 197.5 + 0.06 C15 1.6, 1.5 33.7

C5 - 50.7 +0.03 C16 5.06 124.4
C6 3.07 54.4 C17 - 132.4 + 0.05
c7 6.04 136 C18 1.6 26.01
cs 5.6 135 C19 1.5 25.6

C9 3.41 49.4 C20 1.2 29.9

C10 2.84 57.4 OH 7.3 -

C11 1.7 26.6

Figura 4. Correlaciones NOESY de 20y 22
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De acuerdo a las correlaciones en el espectro NOESY, se observa que la cicloadicion
endo, es la favorecida en las condiciones de reaccion antes descritas, ya que para la
forma exo deberia observarse la correlacion del hidrogeno del hidroxilo con el hidrégeno

en C11. Sin embargo, ésta no se observa.

3.2.4 Conclusiones

El aislamiento de los sesquiterpenos 6-8, en los lotes A y B de raiz de pipitzahoac,
permitid establecer que sus constituyentes quimicos, concuerdan con los informados
previamente para Perezia cuernavacana [10, 26], por lo que podemos concluir que esta

es la identidad de la especie comercializada con fines terapéuticos.

La diferencia en los rendimientos de las sustancias aisladas de un lote y otro, pondera la
variabilidad en la cantidad de sesquiterpenos que se pueden aislar de Perezia
cuernavacana [26], esto origina una variable que se debe tomar en consideracion para
futuros estudios a esta especie vegetal, y sugiere llevar a cabo un estudio comparativo de
Perezia cuernavacana colectada en diferentes épocas de afio para obtener los mejores
rendimientos de los sesquiterpenos para su evaluacion biolégica y ponderar el uso

medicinal que se atribuye al vegetal.

El resultado de la reaccion de Diels-Alder entre 6 y 18 fue la formacion de los aductos (20
y 22), que estructuralmente no son anélogos al cicloaducto 14. Este resultado proporciona
evidencia de que bajo las condiciones de la reaccion de Diels-Alder que se obtuvieron en
este trabajo, no es posible realizar una cicloadicion regio- y estereo- selectiva como la que

origind la formacion de 14, asi se concluye que 14 es un producto natural.
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