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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el primer estudio quimico a partir del extracto de diclorometano
de las flores de Stevia dictyophylla B. L. Rob, una especie perteneciente a la extensa familia
Asteraceae, el cual comprendio una revision bibliogréafica sobre los estudios quimicos y bioldgicos
de las especies de este género, asi como la metodologia llevada a cabo para la obtencion de dicho
extracto. Esto condujo al aislamiento e identificacion de dos diterpenos como compuestos
mayoritarios, el 9a,13a-epoxi-14-labden-18,65-diol (22), y el 3,4 p-epoxi-cis-13-cleroden-
15,16-6lida (25), ambos caracterizados mediante espectroscopia de Resonancia Magnética

Nuclear de 1D y 2D, y por comparacién con los datos reportados en la literatura.

22 25

Palabras Clave: Estudio Quimico, Diterpenos, Stevia dictyophylla.



ABSTRACT

In the present work, the first chemical study from the dichloromethane extract of the flowers of
Stevia dictyophylla B. L. Rob, a species belonging to the extensive family Asteraceae, is described,
which included a bibliographic review of chemical and biological studies of the species in this
genus, as well as the methodology carried out to obtain the said extract. This led to the isolation
and identification of two diterpenes as major compounds, 9,13 a-epoxy-14-labden-18,64-diol
(22), and the 34,4 3-epoxy-cis-13-cleroden-15,16-olide (25), both characterized by 1D and 2D
Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy, and by comparison with the data reported in the

literature.

22 25

Keywords: Chemical Study, Diterpenes, Stevia dictyophylla.
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Estudio Quimico del Extracto de Diclorometano de las Flores de Stevia dictyophylla B. L. Rob.

1. INTRODUCCION

1.1. Productos Naturales.

Los productos naturales son todos aquellos compuestos de origen organico e inorganico
encontrados en la naturaleza y que puedan ser procesados por el hombre. De acuerdo con las
investigaciones basadas en la quimica organica moderna, son considerados productos naturales
aquellos agentes provenientes de plantas, hongos, bacterias y organismos marinos, los cuales
llevan a cabo dos tipos de procesos, el metabolismo primario y secundario. EI metabolismo
primario es aquel donde los organismos sintetizan y convierten sustancias esenciales para la vida
celulary la planta en general a partir de compuestos simples como CO2, N2, H20 y algunos metales,
los cuales son transformados en polisacéridos, proteinas y &cidos nucleicos. Este proceso lo

efectlan todos los organismos (Dhaniaputri et al., 2022).

En cuanto a los metabolitos secundarios, estos desempefian diversas funciones clave en el
desarrollo de las plantas como por ejemplo en la supervivencia, proporcionando sustancias de
defensa, atraccion de insectos polinizadores u otros compuestos fisiolégicamente importantes. De
acuerdo con varios estudios, los metabolitos secundarios protegen a las plantas de la ingestion por
herbivoros y de la infeccion por patdgenos microbianos, sirven como atrayentes de polinizadores
y dispersadores de semillas, como agentes en la competencia planta-planta (alelopatia), asi como

de proteccion contra el efecto de la radiacion UV (Erb & Kliebenstein, 2020).

El estudio de los metabolitos secundarios fue iniciado por quimicos organicos del siglo
XIX'y de principios del siglo XX, denominandose “Productos Naturales” de acuerdo con los

productos formados segun el tipo de especie (Taiz & Zeiger, 2006). Pueden ser excretados dentro
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Estudio Quimico del Extracto de Diclorometano de las Flores de Stevia dictyophylla B. L. Rob.

de las células, en vacuolas, o de forma extracelular como resinas o material de pared celular (Pang

etal., 2021).

Los compuestos que forman parte de este metabolismo se clasifican en tres grupos
principales: alcaloides, terpenoides, y fenoles (Erb & Kliebenstein, 2020). Los terpenos, también
denominados isoprenoides o terpenoides, son los productos naturales mas abundantes, son
derivados del isopentenil difosfato (IPP) o de su isémero de doble enlace pirofosfato de
dimetilalilo, conocido como DMAPP, ambas moléculas son unidades basicas de 5 4tomos de

carbono (Kitaoka et al., 2015).

Anteriormente se creia que la Unica ruta de sintesis del IPP era la via del mevalonato o ruta
del Acido Meval6nico (MVA), a partir del Acetil-CoA; sin embargo, actualmente se reconoce a la
ruta del metileritritol fosfato (MEP), a partir del piruvato y gliceraldehido-3-fosfato (Figura 1). El
nombre de isopreno fue atribuido ya que estos compuestos se descomponen a altas temperaturas y

producen isopreno (Dhaniaputri et al., 2022).

Los terpenos son involucrados en diferentes funciones en plantas, como por ejemplo en la
regulacién del crecimiento y desarrollo (fitohormonas), en pigmentos fotosintéticos (carotenos),
transporte de los electrones en la fosforilacion oxidativa y en la fotofosforilacion (ubiquinona y
plastoquinona), vitaminas liposolubles, como son la D (colecalciferol) y la K, aceites esenciales,
en la glicosilacion de proteinas (dolicol) o como elementos estructurales y funcionales de la

membrana celular (fitoesteroles) (Tholl, 2015).

MELISSA GISELLE HERNANDEZ MENDOZA
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Figura 1. Biosintesis de Terpenos. Modificado de Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009.

Los terpenos han sido requeridos en la industria farmacéutica, agroalimentaria, cosmética
y quimica debido a su gran diversidad en estructura y funcién. Su importancia en la medicina
radica en las propiedades bioldgicas que se han atribuido, las cuales son su actividad antioxidante,
antiinfecciosa, antirreumatica, antipirética, antitumoral, antiinflamatoria y antibacteriana (Masyita

et al., 2022; Yang et al., 2020).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae o Compositae, a menudo conocida como la familia del girasol, es una de las
familias mas grandes de plantas con flores en la division Magnoliophyta comprende 23,314
especies, distribuidas en 2,854 generos, 297 familias y 73 ordenes, distribuidas sobre los 5
continentes a excepcién de la Antartida, dado que sus miembros han sido extraordinariamente
exitosos en la adaptacion a los distintos habitats. Algunos autores mencionan la presencia de
32,000 especies de la familia Asteraceae (Devkota, 2022). De acuerdo con el nimero de especies,

México ocupa el cuarto lugar a nivel mundial (Villasefior, 2016).

Estad ampliamente distribuida en todo el mundo en una variedad de habitats ecoldgicos,
mostrando mayor diversidad en &reas montafiosas que en regiones semiaridas o desérticas. Se
encuentran en habitats forestales, pastizales de gran altitud e incluso espacios verdes urbanos, pero

son mucho menos comunes en areas tropicales (Bohm & Stuessy, 2001).

Actualmente, existen alrededor de 417 géneros y 3,113 especies presentes en México, de
las cuales 3,050 son especies nativas, y 1,988 (63.9%) son endémicas en el territorio nacional.
Entre los géneros mas representativos tanto por su nimero de especies como por su componente
endémico son Ageratina (164 y 135, respectivamente), Verbesina (164, 138) y Stevia (116, 95).
Los estados con mayor numero de especies son Oaxaca (1,040), Jalisco (956), Durango (909),

Guerrero (855) y Michoacan (837) (Villasefior, 2018).

Las especies de esta familia se caracterizan por ser herbaceas, anuales o perennes, rara vez
son arbustos o arboles. Poseen inflorescencias primarias conformadas por una cabezuela
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pseudantica. Sus frutos tienen forma de aquenio, donde en la parte superior se encuentra un vilano,
un conjunto de filamentos o pelos simples que aparece en la etapa de maduracion de las flores,
producto de la modificacion del caliz. Sus raices son fibrosas, los tallos son usualmente rigidos,
en algunas ocasiones ascendentes con rizomas aterciopelados. Habitualmente, sus hojas son

alternas u opuestas, pecioladas, raramente estipuladas y sésiles (Del Vitto & Petenatti, 2009).

Con base a la importancia que ha adquirido esta familia en la medicina tradicional se han
Ilevado a cabo diversos estudios atribuidos a los constituyentes activos o metabolitos secundarios,
incluidos compuestos de tipo inulina, aceites esenciales, lignanos, saponinas, compuestos

polifendlicos, acidos fendlicos, esteroles, polisacaridos y diterpenos (Rolnik & Olas, 2021).
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2.2. Geénero Stevia

El género Stevia pertenece a la familia Asteraceae, dentro de la tribu Eupatorieae,
subfamilia Asteroideae. ElI nimero de especies dentro del género se estima en 230. México y
Ameérica del Sur se caracterizan por tierras altas donde crecen las especies de Stevia (Soejarto,

2002).

La mayoria de las especies de Stevia se encuentran en paises como Peru, Bolivia, sur de
Brasil, Paraguay y norte de Argentina, siendo aproximadamente 120. Existen méas de 80 especies
en Ameérica del Norte, de las cuales 70 son nativas de México. Los registros indican que el género

no esta presente en las Bahamas, las Antillas o0 Amazonia.

Los miembros de Stevia se encuentran principalmente a altitudes entre 500 y 3500 msnm.
Generalmente crecen en una amplia gama de entornos, sus habitats van desde praderas, pastizales,
matorrales, laderas de montafias boscosas, bosques de coniferas y vegetacion subalpina, aunque

con mayor frecuencia habitan en terrenos montafiosos semiaridos (Borgo et al., 2021).

En cuanto a su aspecto morfolégico, es diverso, se conforma por hierbas o arbustos anuales
0 perennes, en su mayoria erectos, con hojas simples, opuestas, raramente alternas, pecioladas,
pero exestipuladas, penninervadas o reticuladamente nervadas. Las inflorescencias son capitulos
dispuestos en corimbos, paniculas o tirseiformes sobre las puntas de las ramas o el tallo, el conjunto
de flores esta rodeado por fuera por 5 (raramente 6) bracteas que constituyen el involucro. Stevia
es un genero complejo debido a su elevado nimero de especies, su amplia distribucion geogréafica
y la variabilidad de los caracteres morfologicos. Una forma de desenredar la taxonomia del género

es su tratamiento por zonas biogeogréaficas (Rodriguez-Cravero et al., 2019).
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2.3. Componentes Quimicos de Stevia

La composicion quimica de Stevia es muy variada, donde los principales metabolitos
secundarios son: lactonas sesquiterpénicas, kaurenos, triterpenos, y en algunas especies, la
presencia de diversos flavonoides. En menor proporcién se han aislado labdanos, clerodanos,
bisabolanos, por mencionar algunos (Borgo et al., 2021; Silva et al., 2011; Cerda-Garcia-Rojas y
Pereda-Miranda, 2002). Ademas, se han reportado derivados de longipineno (Guerra-Ramirez et

al., 1998).

Con base a lo anterior, se han realizado estudios en hojas y flores de plantas de este género
para obtener metabolitos tales como aceites esenciales y otros constituyentes volatiles, por
ejemplo, del aceite esencial de S. achalensis Hieronymus se han identificado compuestos de tipo
sesquiterpeno como f-selineno (1), p-cariofileno (2) y a-muuroleno (3) (Figura 2) (Zygadlo et al.,

1997).

Figura 2. Aceites esenciales aislados de Stevia achalensis Hieronymus.

Los sesquiterpenos, compuestos de 15 atomos de carbono, son los componentes
mayoritarios encontrados en las partes aéreas y raices del género Stevia, destacan los grupos como
germacrenos, guaianos, longipinanos, eudesmanos, eremofilanos (Chadwick et al., 2013; Chacdn-

Morales et al., 2021).
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En adicion a estos estudios, del aceite esencial obtenido de las partes aéreas de S. serrata
Cav. se ha identificado el Chamazuleno (4), en buenos rendimientos (60.1%) y con actividad

antinociceptiva (Figura 3) (Cordeiro et al., 2020; Roman et al., 1990).

P,

Figura 3. Componente principal aislado del aceite esencial de Stevia serrata Cav.

Los sesquiterpenos muestran actividad biolégica, como es el caso de la Eupatoriopicrina
(5), aislada de los extractos organicos de S. sarensis, S. procumbens, S. alpina var. glutinosa y S.
maimarensis, con actividad antiparasitaria contra los epigmastigotes de Trypanosoma cruzi (ICso
= 2.3 ug/mLy 7.2 pg/mL, respectivamente) (Elso et al., 2020; Hernandez et al., 1999). Asi como
la Costunolida (6), un componente activo encontrado en las partes aéreas de S. yacomensis y S.
chamaedrys, S. mercedensis, S. lemmoniay S. sanguinea (Figura 4) (Zdero et al., 1988; BohImann

et al, 1986; De Hernédndez et al., 1997).

Figura 4. Componentes activos con esqueleto de germacreno.

De acuerdo con lo descrito en la literatura, se ha reportado en las partes aéreas de S.

satureiaefolia, S. procumbens, S. setifera, S. gilliesii var. gilliesii y S. sarensis, la presencia de un
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derivado guaiandélido con buenos rendimientos, la Eupahaconenina B (7) (Hernandez et al., 1995;
Sosa et al., 1984; Sosa et al., 1985). Asi como la estafietina (8), obtenida de S. alpina (Figura 5)

(Sulsen et al., 2019).

Figura 5. Componentes quimicos con esqueleto de guaiano.

Los derivados de longipinano, constituyentes presentes en el género Stevia, se conforman
por 61 compuestos, es decir, 43 longipinanos y 18 longipinenos. En cuanto a los ésteres se
encuentran angelatos (Ang), tiglatos (Tigl), senecioatos (Sen), metacrilatos (Meacr) y acetatos
(Ac) (Joseph-Nathan et al., 1989). De las raices de S. serrata aislaron el producto natural
Rasteviona (9) como producto mayoritario, mientras que los derivados 10, 11, y 12 fueron aislados

como componentes minoritarios (Figura 6) (Roman et al., 1981; Sanchez-Arreola, 1995).

W W

9 10: R1=R3=Ang; R, =H
1:R 1= Fz;z = /ﬁ\r1g;; F2:3 =OH
12: Ry = R3=Ang; R, =Ac

Figura 6. Derivados de longipinano.
Por otra parte, en las partes aéreas de S. setifera, se han encontrado derivados de
acetofenona, benzofurano y cromeno, donde identificaron la p-hidroxiacetofenona (13). Estos dos
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altimos derivados han sido aislados de las raices de S. lemmonia 14 y 15, mientras que en sus
partes aéreas se reporta un derivado de benzofurano 16, el cual ha sido reportado en S.

breviaristata, S. salicifolia y S. mercedensis (Figura 7) (Bohlmann et al., 1979; Hernandez, et al.,

1994).
O OH OMe
)J\©\OH m
13 14
o OH
0 o)
15 16

Figura 7. Derivados de acetofenona, benzofurano y cromeno de Stevia.

De acuerdo con varios estudios, se han identificado diversos flavonoides, presentados
generalmente en forma de glucésidos, por ejemplo, de S. microchaeta aislaron el 3-O-$-D-

galact6sido de quercetina (17) (Figura 8) (Rajbhandari & Roberts, 1985).

Figura 8. Flavonoides aislados de Stevia.
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También han aislado diterpenos, compuestos de 20 atomos de carbono derivados del
geranil-geraniol pirofosfato (GGPP), los cuales se biosintetizan por una ruta en comun con varias
diterpen sintasas y enzimas como las oxidasas del citocromo P450, las glucosidasas y
acetiltransferasas; su ciclacion da lugar a estructuras de tipo labdano, clerodano, kaurano, taxano

y giberelano, entre otros (Liu et al., 2023).

Los diterpenoides tetraciclicos son los componentes mas comdnmente encontrados en
Stevia, la mayor parte de éstos pertenecen al grupo ent-kaurano, tal como es el caso del estevidsido
(18), aislado por primera vez de las hojas de S. rebaudiana y actualmente también en S.
phlebophylla, conocido por su poder como edulcorante de gran interés cientifico (Figura 9)

(Soejarto, 1983; Muanda et al., 2011).

OH
OH

OH

HO
HO

OH

18

Figura 9. Glucosido derivado del ent-kaurano aislado de algunas especies de Stevia.

Los diterpenos biciclicos como los labdanos, poseen un amplio rango de actividad
bioldgica, un ejemplo de ello es el cis-abienol (19), intermediario en perfumeria, aislado de las
partes aéreas de S. monardifolia, S. sarensis, y S. lucida (Zerbe & Bohlmann, 2015). En las flores
de S. rebaudiana se ha aislado el jhanol (20) y la austroinulina (21), ambos con actividad citotdxica
(Figura 10) (Darise et al., 1983).
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19 20 21

Figura 10. Componentes quimicos con esqueleto de labdano aislados de Stevia.

Otro hecho que también contribuye a la riqueza quimica del género es que de algunas
especies como S. subpubescens Lag. se han aislado compuestos con esqueletos hidrocarbonados
poco frecuentes en la naturaleza, por ejemplo, los diterpenos tipo grindelano 22 (Figura 11)

(Roman et al., 2000).

Figura 11. Diterpeno tipo grindelano aislado de S. subpubescens Lag.

En cuanto a los clerodanos se encuentra el acido estefalico (23), obtenido del extracto
metanolico de S. polycephala mediante rayos X de monocristal establecieron la estructura, el cual
muestra una estructura similar a la previamente reportada en S. myriadenia, el acido 2/-acetoxi-

13,14-Z-colavenoico (24) (Figura 12) (Angeles et al., 1982; Bohlmann et al., 1982).
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AcO

Figura 12. Diterpenos de tipo clerodano aislados de Stevia.
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2.4. Stevia dictyophylla B. L. Rob.

Stevia dictyophylla B. L. Rob. (Figura 13) es un arbusto muy ramificado, de 1-1.5 m de
alto, con abundante pubescencia a lo largo de la planta, posee tricomas de base rigida, brillantes,
multicelulares; ramas jovenes con tricomas finos y adpresos; hojas opuestas, oblongo-lanceoladas
a ovadas, acuminadas o subacuminadas en el apice, (4-) 5-9 cm de largo, 1.5-3.5cm de ancho,
trinervadas, venas primaria y secundaria, palidas, fuertemente marcadas en el envés, y ligeramente
en el haz, lamina-entera, o crenado-dentada hacia el apice, base decurrente, peciolo de 5-8 mm de
largo; inflorescencia densa, formando corimbos de 5-15 cm de largo y ancho; cabezuelas sésiles,
de 9 mm de largo; bracteas del involucro visiblemente pubescentes, 5-6.5 mm de largo, linear,
redondeado, estrechandose hacia el pice; flores blancas, tubo ligeramente rosa, corola de 6 mm
de largo, con puberulenta o glandular a lo largo de la garganta, tubo glandular pubescente, 16bulos
de 1 mm de largo, conspicuamente largo-pilosos; aquenios iguales de 3 mm de largo, estrigosos,

glandulares cerca del apice, vilano en forma de corona de 0.2-0.3 cm.

Figura 13. Stevia dictyophylla B. L. Rob.
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Distribucion: Generalmente en bosque de encino y pino-encino, de los 1500-2300 msnm,
nativa de México, distribuida en el centro, sureste y noreste del territorio mexicano. Su época de

floracion se encuentra entre diciembre y abril (Figura 14).

i

Figura 14. Distribucion de Stevia dictyophylla en México.
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3. JUSTIFICACION

Considerando que Stevia dictyophylla B. L. Rob es una especie nativa de México y no
cuenta con estudios previos, surge el interés de realizar un estudio quimico de las flores para

contribuir con la quimiotaxonomia del género.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Realizar el estudio quimico del extracto de diclorometano de las flores de Stevia dictyophylla B.

L. Rob., por métodos cromatograficos y espectroscopicos para contribuir con la quimiotaxonomia

del género.

4.2. Objetivos Especificos

- Preparar la muestra de Stevia dictyophylla B. L. Rob.
- Obtener el extracto de diclorometano de las flores de Stevia dictyophylla B. L. Rob.
- Aislar y purificar los componentes mayoritarios por metodos cromatograficos.

- Caracterizar los compuestos mediante métodos espectroscopicos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Generalidades

Para las separaciones cromatogréaficas en columna, se utilizé columna de vidrio, gel de silice marca

Merck 60 de 70-230 mallas como fase estacionaria y como fase movil mezclas de Hexanos-AcOEt.

El monitoreo de las placas se llevo a cabo mediante cromatografia en placa preparativa utilizando

placas TLC Silica Gel 60 F254.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H y *C se obtuvieron en un espectrémetro
Varian Mercury Plus (400 MHz 'H, 100 MHz 3C), utilizando como disolvente cloroformo
deuterado (CDCls). Los desplazamientos quimicos (o) estan dados en ppm con respecto al
Tetrametilsilano (TMS) que se us6 como referencia interna. Los espectros fueron procesados en

el programa MestReNova.

5.2. Material Vegetal

El material vegetal fue recolectado en la carretera San Miguel del Monte, municipio de
Morelia, Michoacan. Se depositaron tres ejemplares de la especie en el Herbario de la Facultad de
Biologia de la UMSNH presentando las caracteristicas necesarias para formar parte de la
Coleccidon de Plantas Vasculares del EBUM. Se usaron claves dicotomicas de distintas fuentes
bibliogréaficas para la determinacion de la familia, género y especie. Con base a la Flora
Fanerogamica del Valle de México de Rzedowski, J. y G. Calderén de Rzedowski se identificé la

familia; y posteriormente, se utilizé la Flora Novo Galiciana, Vol. 2, Compositae, de Roger

MELISSA GISELLE HERNANDEZ MENDOZA



Estudio Quimico del Extracto de Diclorometano de las Flores de Stevia dictyophylla B. L. Rob.

McVaugh para la determinacion de género, especie, y descripcion de esta. Los datos de recoleccion

son los siguientes:
Stevia dictyophylla B. L. Rob.

Voucher 30913, Carretera de San Miguel del Monte, municipio de Morelia, 19°37° 43.4”
N, 101° 8* 38.5°> W, 2143 m, con fecha del 6 de febrero de 2022. Determinadas por la Bidloga

Norma Patricia Reyes Martinez y la Bidloga Rosa Isabel Fuentes Chavez del EBUM.

5.3. Obtencién del extracto

Las flores del material vegetal fueron separadas de sus partes aéreas, obteniendo un lote de
720 g de flores frescas; las cuales se maceraron con diclorometano durante 3 dias a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, el extracto se filtrd y concentrd a sequedad en un rotavapor, este
proceso se efectud 2 veces, obteniéndose 102 g de extracto total, al cual se le adiciond6 metanol
para la precipitacion de grasas colocando en refrigeracién a 4 °C, transcurrido 7 dias se filtré y se
Ilevéd a sequedad en el rotavapor. Este procedimiento se realizd varias veces hasta que quedé libre

de grasas obteniendo 98 g de extracto desengrasado.

5.4. Separacion Cromatografica.

La purificacién de los compuestos del extracto de diclorometano se realiz6 mediante una
cromatografia de columna abierta con un didmetro de 2 cm de ancho, empleando gel de silice
marca Merck 60 de 70-230 mallas como fase estacionaria a una altura de 32 cm, y como fase
movil, una mezcla de disolventes Hexanos-Acetato de etilo como eluyentes, en orden de polaridad

ascendente, recuperando fracciones de 20 mL cada una. Las fracciones colectadas fueron
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monitoreadas por cromatografia en capa fina, empleando el mismo sistema de disolventes,

observandose bajo luz UV y reveladas con sulfato sérico amoniacal.

9a,13a-epoxi-14-labden-18,6 4-diol (22).

De las fracciones 71-89 eluidas con la polaridad 9:1 (Hexanos-AcOEt) se obtuvieron 200 mg (73%

de rendimiento) de una miel ligeramente amarilla correspondiente al derivado 22.

—

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 ppm: Ver tabla 1.

RMN de *C (100 MHz, CDCls): 5 ppm: Ver tabla 2.
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38,4 B-epoxi-cis-13-cleroden-15,16-6lida (25).

De las fracciones 90-95 eluidas con la polaridad 4:1 (Hexanos-AcOEt) se obtuvieron 68 mg (25%

de rendimiento) de una miel de color amarillo correspondiente al derivado 25.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): § ppm: Ver tabla 3.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 5 ppm: Ver tabla 4.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Purificacion de compuestos

6.1.1. Derivado de Labdano

El extracto de diclorometano previamente desengrasado de las flores de Stevia dictyophylla
(0.275 g) se sometié a una separacion mediante cromatografia en columna utilizando como
disolventes mezclas de Hexanos-AcOEt a una polaridad 9:1, de las fracciones 72-89 se obtuvieron
200 mg de una miel ligeramente amarilla con un rendimiento del 73%, la cual en su espectro de
RMN de H (Figura 15) se observo una sefial doble de dobles en &6.05 con Jirans = 17.6 Y Jis =
10.9 Hz del H-14, en §5.14 se aprecio una sefial doble de dobles con una Jirans=17.6 Y Jgem = 1.40
Hz correspondiente a H-15; en 6 4.97 se observo otra sefial doble de dobles con Jcis = 10.9, 1.40
Hz de H-15°, el conjunto de estas tres sefales asi como los valores de las constantes de
acoplamiento confirman la presencia de un grupo vinilo. En 64.29 y ¢ 3.15 se observaron dos
sefiales dobles con una J = 11.4 Hz para cada una, caracteristicas de los hidrégenos H-18 y H-18’
unidos a un oximetileno. En & 4.35 se observé una sefial ancha con apariencia de cuadruple (J =
3.2 Hz) del hidrégeno base de oxhidrilo H-6. En la region de metilos se observaron 3 sefiales de

metilos terciarios en 61.37, 61.32,y 61.05, ademas de uno secundario en 61.36 (J = 7.9 Hz).

En su espectro de RMN de *C (Figura 16) se aprecian 20 sefiales, en las cuales se observaron
carbonos del grupo vinilo en $144.8 (C-14) y 6110.5 (C-15) en 668.8 de CH,OH (C-18) y la del
CH-OH en 6 67.2 (C-6). Ademas, se observaron dos sefiales de carbonos cuaternarios bases de
oxigeno en 692.8 (C-9) y 682.5 (C-13), dos senales de CH’s, dos de carbonos cuaternarios, seis

de CH2’s y cuatro de CH3’s.
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16

20

17

15 15' 18 18'

6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0

3.6 34
f1 (ppm)
Figura 15. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDCls del 9¢,13 a-epoxi-14-labden-18,6 -diol (22).
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Figura 16. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCl; del 9,13 a-epoxi-14-labden-18,6 5-diol (22).
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Tabla 1. Comparacion de los desplazamientos quimicos del derivado 22, RMN de *H a 400 MHz.

22

Hidrdégeno Experimental 22 en & Romén et al., 2000 en &

1.85 (1H, m) 1.84 (1H, m)

1.85 (1H, m) 1.84 (1H, m)

1.35 (1H, m) 1.35 (1H, m)

1.35 (1H, m) 1.35 (1H, m)

2.31 (2H, m) 2.25 (2H, m)

1.64 (3H, m) 1.68 (3H, m)

1.73 (1H, d, J =10.5 Hz) 1.73 (1H, d)
4.35 (1H, d, J = 3.2 Hz) 4.35 (1H, d, J = 2.8 Hz)

1.41 (1H, m) 1.40 (1H, m)

1.41 (1H, m) 1.40 (1H, m)

1.98 (1H, m) 1.97 (1H, m)
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2.04 (1H, m)
1.14 (1H, m)
1.14 (1H, m)
6.02 (1H, dd, J = 17.6 Hz, 10.9 Hz)
5.12 (1H, dd, J = 17.6 Hz, 1.4 Hz)
4.96 (1H, dd, J = 10.9 Hz, 1.4 Hz)
1.30 (s)
1.33 (1H, d, J = 7.9 Hz)
4.29 (1H, d, J = 11.4 Hz)
3.15(1H,d, J=11.4 Hz)
1.05 (s)

1.38 (s)

2.01 (1H, m)
1.12 (1H, m)
1.12 (1H, m)
6.04 (1H, dd, J = 17.5 Hz, 10.8 Hz)
5.14 (1H, dd, J = 17.5 Hz, 1.4 Hz)
4.97 (1H, dd, J = 10.8 Hz, 1.4 Hz)
1.32 ()
1.36 (1H, d, J = 7.0 Hz)
4.28 (1H, d, J = 11.4 Hz)
3.15(1H,d, J=11.4 Hz)
1.05 (s)

1.38 (s)

Tabla 2. Comparacion de los desplazamientos quimicos del derivado 22, RMN de *C a 100 MHz.

Carbono

Experimental 22 en 6

18.0

36.5

Roman et al., 2000 en &

37.6

18.0

36.5
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39.1 39.2
50.1 50.2
67.2 67.2
41.4 41.5
39.5 39.5
92.8 92.9
41.7 41.8
29.4 29.5
34.9 34.9
82.5 82.6
144.8 145.0
110.5 110.6
27.8 27.9
19.8 19.9
68.8 68.8
26.9 27.0
20.3 20.4
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De acuerdo con los desplazamientos quimicos de estas sefiales, en comparacion con los
diterpenos aislados de Stevia, los datos corresponden con el grindelano 22 aislado de las hojas de
Stevia subpubescens Lag., Tabla 1y Tabla 2 (Roman et al., 2000). Diterpenos derivados del acido
grindélico se han reportado de varios géneros como Grindelia, Chrysothamnus, Haplopappus, con
actividad antialimentaria (Bohlmann et al., 1982; Rose, 1980). Mientras que de los géneros
Erigeron y Austrobrickellia han aislado diterpenos del tipo de ent-grindelano 26 aislado de las
hojas de Austrobrickellia patens (Jakupovic et al., 1986) (Figura 17). Este es el segundo reporte

que se tiene de la obtencion de un diterpeno con esqueleto de grindelano aislado del género Stevia.

—

22 26

Figura 17. Formulas de grindelano y ent-grindelano.
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6.1.2. Derivado de Clerodano

Continuando con la purificacion del extracto de las flores, de las fracciones 90-95 en la
polaridad 4:1 Hexanos-AcOEt, se obtuvieron 68 mg de una miel de color amarillo, con un
rendimiento del 25%; que al ser analizada por RMN de *H (Figura 18) se observé una sefial simple
ancha en 65.83 del hidrogeno vinilico en H-14, y otra sefial doble que integro para dos hidrogenos
correspondientes a los hidrdégenos H-16 del oximetileno en & 4.75 (2H, d, J = 1.7) sefiales
caracteristicas de un butendlido sustituido en la posicion beta. En ¢3.02 se observo una sefial doble
con una J = 5.9 correspondiente al H-3 base de oxigeno y en 62.50 y & 2.26 se observaron las
sefales de los hidrogenos alilicos H-12 y H-12° como doble de doble de doble anchas. En la regién
de campo alto se observaron tres sefiales simples de metilos terciarios (CH3z-18 a 61.19, CHz-19 a
00.93,y CH3-20 a 61.24), la sefal doble correspondiente al metilo secundario se observo en 0.83,

el resto de los hidrogenos se encuentran de 62.10 a 61.30.

En cuanto al espectro de RMN de *C (Figura 19) se observo la sefial del carbonilo del
butendlido (C-15) en 6 174.0 y muy cercana a ésta, en 6 171.3, una sefial de menor intensidad
debida al carbono vinilico C-13. Los otros dos carbonos del butenélido C-14 y C-16 se encontraron
en ¢ 115.1 y ¢ 73.1, respectivamente. Las sefiales de los carbonos 3 y 4 base de oxigeno
correspondientes al epoxido aparecieron en 662.6 y 665.9. Las demas sefiales fueron corroboradas

mediante el espectro DEPT y correspondieron a dos carbonos cuaternarios, dos CH’s, seis CHz y

cuatro metilos.

Los valores de los desplazamientos quimicos en este espectro de **C, fueron idénticos a los
diterpenos de tipo clerodano descritos en la literatura (Fang et al., 1988). Cabe destacar que dicha

estructura ha sido encontrada en los géneros Ageratina saltillensis (Fang et al., 1988),
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Colophospermum mopane (Du et al., 2015) y Stevia subpubescens Lag (Cambrédn-Rosas, 1996).
Es importante mencionar que derivados de clerodano han sido aislados del genero Solidago como
Solidago shorti (Anthonsen & Bergland, 1971), Solidago serotina (McCrindle & Nakamura,
1974), y Solidago arguta (McCrindle et al., 1976); sin embargo, estos derivados presentan
principalmente estereoquimica alfa en el grupo epdxido 3,4. Los datos espectroscdpicos fueron
comparados con los descritos en la literatura, esto se muestra en la Tabla 3 y Tabla 4 con una

notable concordancia en cuanto a los desplazamientos quimicos.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDClIs del 33,4 5-epoxi-cis-13-cleroden-15,16-6lida (25).
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Figura 19. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDClI; del 35,4 5-epoxi-cis-13-cleroden-15,16-6lida (25).
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Tabla 3. Comparacion de los desplazamientos quimicos del derivado 25, RMN de *H a 400 MHz.

Hidrogeno Experimental 25 en & Cambron-Rosas, 1996 en &
1.40 (1H, m) 1.40 (1H, m)
1.18 (1H, m) 1.17 (1H, m)
2.05 (1H, m) 2.05 (1H, m)
1.54 (1H, m) 1.67 (1H, m)
3.02 (1H, d, J =5.9 Hz) 3.02 (1H, d, J =5.8 Hz)
1.66 (3H, m) 1.67 (3H, m)
1.36 (1H, m) 1.36 (1H, m)
1.42 (1H, m) 1.43 (1H, m)
1.42 (1H, s) 1.40 (1H, m)
1.53 (1H, m) 1.53 (1H, m)
1.25 (1H, m) 1.25 (1H, m)
1.95 (1H, m) 1.95 (1H, m)
1.39 (1H, m) 1.39 (1H, m)
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Tabla 4. Comparacion de los desplazamientos quimicos del derivado 25, RMN de **C a 100 MHz.

Carbono

2.50 (1H, m)
2.26 (1H, m)
5.83 (1H, s)

475 (2H, d, J = 1.7 Hz)
0.83 (1H, d, J = 6.4 Hz)
1.19 (1H, s)

0.93 (3H, s)

1.24 (3H, s)

Experimental 25 en &
20.0
30.3
62.6
65.9
38.5
25.1
27.2

36.8
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2.51 (1H, m)
2.26 (1H, m)
55.83 (1H, s)
4.75 (2H, d, J =1.7 Hz)
0.82 (1H, d, J = 6.8 Hz)
1.18 (1H, s)
0.93 (3H, s)

1.24 (3H, s)

Fangetal., 1988 en &
20.2
30.4
62.5
65.8
38.1
25.2
27.3

36.9
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38.1

41.7

33.5

234

171.3

115.1

174.0

73.1

15.5

29.3

19.0

21.9

38.6
41.8
33.5
235
171.3
115.1
174.2
78
15.5
29.3
19.0

21.9
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7. CONCLUSION

Del extracto de diclorometano de las flores de Stevia dictyophylla se logré aislar e
identificar un derivado de labdano, el 9¢,13a-epoxi-14-labden-18,6 5-diol (22), y un derivado de
clerodano, el 34,4/-epoxi-cis-13-cleroden-15,16-0lida (25), los cuales fueron caracterizados
mediante Resonancia Magnética Nuclear de 1D y 2D. Lo que contribuye a su estudio quimico y
pone de manifiesto una vez mas la riqueza quimica presente en las especies de este género. Los
cuales ya han sido aislados de otra especie de Stevia y otros géneros diferentes. Estos resultados
son alentadores e indican que es conveniente continuar con el estudio quimico de los extractos mas

polares de las flores y de las otras partes de la especie vegetal.

22 25
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