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RESUMEN

La fraccion acida del extracto de hexano de la madera de Juniperus sabi-
na L., esta constituida mayoritariamente por acido ¢rans-comunico y ademas
contiene acido cis-comunico, isocuprésico y sandaracopimarico. La fraccion
acida del extracto hexanico de la madera de Juniperus oxycedrus L., presenta
como componentes mayoritarios frans-comunico e isocuprésico y también es-
tan presentes acido agatico, 15-0-metilisocuprésico, 13-oxo-14,15-dinor-labd-
8(17)-en-19-oico, abiético, dehidroabiético, palustrico, neoabiético y sandara-
copimarico.

SUMMARY

Acidic fraction of hexane extract from wood of Juniperus sabina L.
mainly contains trans-communic acid. Furthemore cis-communic, isocupres-
sic and sandaracopimaric acids have been isolated and identified. Equivalent
fraction from wood of Juniperus sabina L. mainly contains isocupressic and
trans-communic acids. Furthemore agatic, 15-0-methylisocupressic, 13-oxo-
14,15-dinor-labd-8(17)-en-19-oic, abietic, dehydroabietic, palustric, neoabie-
tic and sandaracopimaric acids, are present into this extract.
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INTRODUCCION

Juniperus sabina L. es un arbusto que crece entre 1.400 y 2.300 m. en
Europa, Asia y Norteamérica y es conocido como sabina comun y sabina. La
“herba sabina’’ de la farmacopea constituida por esta especie, se emplea ex-
clusivamente en Veterinaria, siendo toxica. Los principios tOxicos se encuen-
tran en la parte resinosa y especialmente en la esencia, que es muy irritante, no
solo de la mucosa sino de la piel, habiéndose considerado abortiva. De esta es-
pecie existen antecedentes bibliograficos sobre la composicion quimica de las
hojas (1,2), extracto hexanico de las arcéstidas (3) y aceite esencial de las mis-
mas (4).

Juniperus oxycedrus L. es un arbol de hasta 8 m. de altura, muy ramifica-
do y con dos bandas blanquecinas en el haz de las hojas. Tiene un area de dis-
persion circunmediterranea, llegando hasta el Caucaso, Iran septentrional e
Islas Madera. La madera se emplea mediante destilacion seca para la prepara-
cion del ““aceite de cade’’, utilizado en Farmacia y Veterinaria. Se ha estudia-
do la composicion de sus hojas (5), la del extracto hexanico de las arcéstidas
(6,7) y la del aceite esencial de éstas (8).

En este trabajo, para completar el estudio quimico de ambas especies,
presentamos los resultados obtenidos en la investigacion de los componentes
de las maderas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La madera seca y triturada de J. sabina se extrajo con hexano en sistema
Soxhlet. Después de descerar con metanol en frio y por formacion de clatra-
tos, queda un extracto (2.93% sobre planta seca) que se fracciona con disolu-
cion acuosa de hidroxido sodico, siendo el estudio de la fraccion acida el obje-
to de este trabajo. Para favorecer las separaciones se esterifica con diazometa-
no y por cristalizacion en metanol del crudo esterificado, se aisla un solido que
representa el 50.3% de la fraccion acida, identificado como ¢rans-comunato
de metilo / por comparacion de sus propiedades fisicas y de sus valores espec-
troscopicos (IR, UV, 'H-RMN), con los datos bibliograficos (9). Su espectro
de "C-RMN aparece en la Tabla 1 y la asignacion de las sefales se ha realizado
con la ayuda de la técnica de irradiacion “‘off resonance’’, y mediante el estu-
dio comparativo de los valores de desplazamientos quimicos en diterpenos si-
milares. La configuracion axial del grupo metoxicarbonilo queda univoca-
mente establecida en base a los desplazamientos quimicos del carbono carbo-
nilico y del metilo geminal (entre 177.0-177.7 y 28.5-28.8 ppm respectivamen-
te), ya que los metilésteres con disposicion ecuatorial presentan desplazamien-
tos quimicos para los grupos anteriores a 178.9-179.1 y 16.6-17.0 ppm.

Las aguas madres resultantes de la cristalizacion de /, se someten a varias
separaciones cromatograficas sobre SiO, y SiO,-AgNO;, y por cristalizacion



ARS PHARMACEUTICA 451

en metanol de las fracciones menos polares se obtiene un sélido cuyas caracte-
risticas coinciden con las descritas para el sandaracopimarato de metilo 3 (9).
Asimismo, su espectro de BC.RMN, cuyos valores aparecen en la Tabla 1, res-
ponde a la estructura indicada (10). A continuacion se aislo cis-comunato de
metilo 2 mediante saponificacion selectiva de una fraccion cromatografica
que contenia, ademas, ésteres metilicos de acidos lineales y 3. Los espectros de
esta sustancia coinciden con los valores bibliograficos (9). Su espectro de '*C-
RMN muestra valores muy similares a los de /, excepto, légicamente, los co-
respondientes a los de la cadena lateral, observandonse un A § entre /'y 2de
-10.4 ppm para los C-14y + 7.7 ppm para los C-16. En ambos esteroisdmeros
se produce un desplazamiento a campo mas alto para el carbono que queda
mas proximo al metileno en C-11, confirmandose de esta forma la estereoqui-
mica de los dobles enlaces en A "2, para ly 2.

En tercer lugar se aisla un éster resinico con grupo hidroxilo primario ali-
lico y que se identifica como isocupresato de metilo 4a (11). El espectro de "’C-
RMN muestra sefiales con valores de desplazamientos para sistemas biciclicos
de labdano, muy similares a los vistos para / y 2. Se confirma la naturaleza de
la cadena lateral, asi como la estereoquimica E, por comparacién con los valo-
res establecidos para los monoterpenos geraniol y nerol (12). Finalmente la es-
tructura de 4a, se ha confirmado también por preparacion de su acetilderiva-
do.

Al eluir con CL,CH,-AcOEt 9:1 se obtiene, como producto mas polar del
extracto, una mezcla constituida casi al 50%
dofilina 5a [ -metilpeltatina B 54, identificados por comparacion de sus pro-
piedades espectroscopicas con las de muestras auténticas aisladas de las hojas
de J. sabina y J. thurifera. La presencia de estas sustancias neutras en la frac-
cion acida, tiene justificacion si se considera una saponificacion de la agrupa-
cion Y% -lactonica en el medio alcalino donde se efectu6 la separacion de los
compuestos acidos y neutros. La posterior acidulacion de la mezcla de sales
soddicas produce espontaneamente la relactonizacion.

La madera seca y triturada de J. oxycedrus se sometio a un procedimien-
to extractivo similar al indicado para J. sabina. La fraccion 4cida se esterificd
con diazometano y después de cristalizar en metanol, tras repetidas cromato-
grafias se separaron / y 4a como productos mayoritarios (30.4% y 35.4% de
la fraccion acida respectivamente). También se identificaron por comparacion
de sus propiedades fisicas y espectroscopicas con las bibliograficas, los abieta-
nos: dehidroabietato de metilo 6 (9,13), una mezcla de abietato de metilo 7,
palustrato de metilo 8 y neobietato de metilo 99, 14, 15); los labdanos: agata-
to de metilo 70 (13,16), 15-0-metilisocupresato de metilo 4b, 13-oxo-14,15-
dinor-labd-8(17)-en-19-oato de metilo // (17) y el isopimarano, sandaracopi-
marato de metilo 3.

15-0-metil-isocupresato de metilo 4b aparece descrito por primera vez en
1984, identificado por Raldugin et al (18) como componente de las hojas de
Pinus sibirica. Nosotros lo hemos identificado por comparaciéon de sus pro-
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TABLA I. Desplazamientos quimicos de 13C expresados
en ppm, empleando TMS como referencia.,

n?2 C 1 2 3 4a ab 6 i 10
1 39,3 39,0 38.4 B9k 39N N8Bl 38,4 3942

2 20,0 19,7 1B,.,2 19.9 20,0 18,6 18.2 20.0

3 3813 38,0 37.0 3 Br.ll 38{a 36,7 Siley? 38.3

4 44,4 44,0 47,5 44,3 44,4 47,7 46,6 44,4

5 56.5" 56.4° 49,2 56,3 56.5 45.0 45,2 56,4

6 26,1 25,7 24,9 26,2 26,3 21.8 257 26,3

7 38k S 383 _ BiI561S 38.4 8.6 30,0 120.6 38.8

8 147,9 147,5 136.,6 147,9 148,171 134,7 135,6 147,33

9 58.3* 56.0" 50.6 5965 55,7 147.0 51.1 5568
10 40,1 38198 37.3 40,1 40,3 37.0 34,6 40,3
11 281515 22.0 18,6 21.9 22,1 124,2 2720 21.8
12 133,77 _133.5 34,6 38.7 38,9 123.9 24 « 5 39,48
13 133,4 131,17 37,8 139.6 140,9 145,8 145,17 160,.9
14 141,6 131,2 129.1 128,4 1200,6126.,9 122,5. 115,71
S 109.8 112.8 148.8 . S 9okl 69,1 33.5 8469 o 16743
16 11.6 19.3 110,2 115} 74 16.5 24,0 20.9 18.9
17 107.6’ 107.4 26,1 106.,3 106.4 24,0 21,4 106,5
18 281e1810,028 157179 i 28,7 28 o 9179, 171478159 28.8
19 177.4 177,0 17,0 17%.,6 177,7 16,6 1646 177,7
20 11266 12,3 15,2 1258 12,6 25,1 14,0 12.6
Me0-15 _ —_ — —_— 58 —_ —_ 50.2
Me0-18 —_ — 51.7 e _— 51.8 Sil 5.7 i
Me0-19 50,9 50.6 _— 51.0 51.1 —_ _— 51,2

# Asignaciones intercambiables
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piedades fisicas y espectroscOpicas con las de una muestra auténtica obtenida
por tratamiento de 4a con NaH y Mel.

Si se comparan los resultados expuestos con los publicados acerca de los
componentes acidos de las arcéstidas de las dos especies de Juniperus, se ob-
servan diferencias tanto cualitativas como cuantitativas. Asi, en madera de J.
sabina hemos encontrado acido isocuprésico, labdano no descrito como com-
ponente de las arcéstidas, mientras que de éstas se aislé acido mirceocomuni-
oo, no identificado en madera. Ademas, en arcéstidas hay una gran variedad
de acidos con esqueleto de abietano, estructura diterpénica que falta en la ma-
dera. En lo que respecta al J. oxycedrus, se observa en madera la ausencia de
acido mirceocomunico, que es el componente mayoritario en arcéstidas, y de
los acidos saturados en la cadena lateral de tipo labdano (imbricatoélico, imbri-
catalico y junicédrico); por el contrario en las arcéstidas no estan presentes 15-
0-metil-isocuprésico, agatico, 13-oxo-14,15-dinor-labd-8(17)-en-19-oico ni los
abiéticos. Es de destacar que estos ultimos contienen la funcidn oxigenada en
C-18 para J. oxycedrus, mientras que en J. sabina son de la serie 4-epi.

PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de 1H-RMN se registraron en un espectrometro BRUKER
WP 80 SY (80MHz) y en un HITACHI-PERKIN-ELMER R20B (60MHz) y
los de "C-RMN en un BRUKER WP 80 SY (20.15MHz), utilizando TMS co-
mo referencia interna y CDCI, como disolvente. Los espectros de IR se reali-
zaron en espectrometros PYE UNICAM SP 1000 y PERKIN-ELMER, mode-
lo 782, en pelicula, en disolucion (CHCI,) y en pastillas s6lidas de KBr. Los es-
pectros UV-VIS fueron realizados en PERKIN-ELMER, mod. Lambda S y en
PERKIN-ELMER, mod. Double beam 124, usando cubetas de 1 cm. de espe-
sor y EtOH absoluto como disolvente. Los poderes rotatorios en un polarime-
tro PERKIN-ELMER, mod. 141, en disoluciones de CHCl,, y los puntos de
fusion, en un microscopio de platina caliente REICHERT y en un BUCHI, ti-
po TOTTOLI.

Juniperus sabina. Extraccion, fraccionamiento y aislamiento.

2.21 Kg. de madera seca y triturada se extrajeron con hexano durante 24
h. en soxhlet. El extracto (64.74 gr.) se descerd por precipitacion con MeOH
en frio (19.54% de extracto) y por formacion de clatratos de urea (15.43%).
La disolucién se fracciond por extraccion con soluciéon acuosa de NaOH al
4%, esterificando con diazometano la fraccién acida (42.79%).

Trans-comunato de metilo (1). Por cristalizacion en MeOH de la fraccion
acida esterificada se separan 14.09 gr. Presenta p.f. 105-106°C,
(@ )p= +45.0° (c. 1.55). UV A max. (EtOH)=232nm ( & =25000).
IR:3080, 3010, 1728, 1642, 1595, 1225, 1152, 990 y 895 cm ™. 'H-RMN con
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sefiales a § : 0.55 (3H,s,Me-10); 1.17 (3H,s,Me-4); 1.75(3H,s,Me-13);
3.26(3H,s,MeO-19); 4.47 y 4,83(2H,2sa,H-17); 4.80-5.15(2H,m,H-15);
5.41(1H,t,J =7Hz,H-12); 6.17, 6.30, 6.39, 6.52(1H,q,H-14).

Cis-comunato de metilo (2). Obtenido por saponificaciéon selectiva con
KOH/MeOH 30% a reflujo durante 12 h., de una mezcla de 2 y 3, eluida con
hexano-éter 7:3 de una cromatografia en columna sobre Si gel-AgNO, 20%.
(1.75 gr.). P.f. 42-43°C. (“) = +48.2° (c. 1.05). UV
A max.(EtOH)=236 nm ( € =21300). IR 3080, 1728, 1642, 1595, 1225,
1152, 990 y 895 cm '. 'H-RMN con sefiales a § : 0.57(3H,s
1.20(3H,s,Me-4); 1.78(3H,sa,Me-13); 3.62(3H,s,MeO-19); 4.51,
4.87(2H,2sa,H-17); 4.84-5.30(2H,m,H-15); 5.32(1H,t,J =7Hz,H-12); 6.63,
6.76, 6.85, 6.98(1H,q,H-14).

Sandaracopimarato de metilo (3). Eluido con hexano-éter 95:5 en croma-
tografla sobre Si gel-AgNO, 20%. (850 mg.). P.f. 63-64°C.
(= ) =-19 83°(c.0.81). IR: 3080, 1728, 1665, 1640, 1245, 1180, 1140, 995 y
910 cm '. '"H-RMN con sefialesa § : 0. 85(3H,s,Me-10); 1.05(3H,s,Me-13);
l.20(3H,s,Me 4); 3.66(3H,s,MeO-19); 4.75-5.03(2H,m,H-16);
5.22(1H,sa,H-14); 5.61, 5.74, 5.84, 5.97(1H,q,H-15).

Isocupresato de metilo (4a). Eluido con hexano-éter 1:1 sobre Si gel, se
obtienen 175 mg. de un producto aceitoso. ( « )y = +40.1°(c.1). IR: 3400,
3060, 1728, 1660, 1640, 1230, 1155, 995 y 890 cm™'. 'H-RMN con sefiales a
§ :0.52(3H,s,Me-10); 1.20(3H,s,Me-4); 1.69(3H,s,Me-13); 3.62(3H,s,MeO-
19); 4.16(2H,d,J =7Hz,H-15); 4.52, 4.85(2H,2sa,H-17);
5.38(1H,t,J =7Hz,H-14).

Desoxipicropodofilinay p -metil-Peltatina B (5a + 5 b). Se obtienen 64
mg. de Say 5b por eluccion con cloruro de metileno-acetato de etilo 9:1. UV
A max.(EtOH): 213, 238, 285nm. IR: 3030, 3000, 1770, 1595, 1505, 1485,
1460, 1240, 1130, 1040 y 840 cm~'. '"H-RMN con sefiales a J : -asignables a

Sa: 3.78(6H,s,MeO-); 3.83(3H,s,MeO-); 4.35(2H,m,-CH;0-0C-);
5.92(2H,m,-O- CH -0-); 6.35(2H,s aromatncos), 6. 60(1H S aromatlco),

6.68(1H,s aromatlco) -asignables a 5b: 3.78(6H,s,MeO-); 3.83(3H,s,MeO-);
4.05(3H,s,Me0O-); 4.35(2H,m,CH,-0-0C-); 5.92(2H,m,-0-CH,-0O-);
6.35(3H,s,aromaticos).

Juniperus oxycedrus. Extraccion, fraccionamiento y aislamiento.

Partiendo de 980 gr. de madera seca, se obtiene un extracto de 50.97 gr.
sobre el que se aplica el mismo fraccionamiento descrito anteriormente
(12.7% de ceras). La fraccion acida (29.5%), esterificada con diazometano,
deposito, por cristalizacion en MeOH, 4.57 gr. de trans-comunato de metilo
1. El resto de los componentes fueron separados por cromatografia sobre Si

gel y Si gel-AgNO, 20% eluyendo con mezclas de hexano-éter de polaridad
creciente.
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Dehidroabietato de metilo (6).

Obtenido en eluccion hexano-éter 99:1 (50 mg.).

'"H-RMN con sefiales a 4 : 1.17(3H,s,Me-10); 1.22(6H,d,J =7Hz,Me-
15,Me’-15); 1.27(3H,s,Me-4); 3.65(3H,s,Me0O-18);
6.83-7.22(3H,m,H-11,12,13).

Abietato de metilo (7), 8,13-abieta-dien-18-oato de metilo (8),
814),13(15)-abieta-dien-18-oato de metilo (9). Eluidos con hexano-éter 98:2
(295 mg.).

'H-RMN con sefnales correspondientes a 7 (~230 mg.):
0.83(3H,s,Me-10); 1.01(6H,d,J = 7THz,Me-15,Me’-15); 1.26(3H,s,Me-4); 3.62
(3H,s,Me0O-18); 5.36(1H,m,H-7); 5.77(1H,s,H-14).

'H-RMN con sefales debidas a 8 (~ 40 mg.): 0.98(3H,s,Me-10);
1.03(6H,d,J =7Hz, Me-15, Me’-15); 1.22(3H,s,Me-4); 3.66(3H,s,MeO-18);
5.38(1H,s,H-14).

'"H-RMN con seial debida a 9 (A 25 mg.): 6.19(1H,sa,H-14).

Sandaracopimarato de metilo (3). Eluido con hexano-éter 95:5 (375 mg.).

Agatato de metilo (10). Eluyendo con hexano-éter 92:18 se obtuvieron
315 mg. de un aceite de ( = )f)o= +61.77°(c. 0,62). UV A max.
(EtOH)=220.5nm ( ¢ =2000).IR: 3060, 1720, 1640, 1600, 1220, 1140 y 800

~'. '"H-RMN con sefales a § : 0.50(3H,s,Me-10); 1.18(3H,s,Me-4);
2.13(3H,d,J =1.22Hz,Me-13); 3.61(3H,s,Me0O-19); 3.68(3H,s,MeO-15); 4.49,
4.87(2H,2sa,H-17); 5.63 (1H,d,J = 1.22Hz,H-14).

15-metoxi-labda-8(17), 13E-dien-19-oato de metilo (4b). Obtenido por
eluccion con hexano-éter 9:1 (145 mg.). ( o )2 = +46.32°(c. 0.68). IR:
3060, 1717, 1660, 1633, 1215, 1140 y 870 cm™~'. '"H-RMN con sefiales a §
0.50(3H,s,Me-10); 1.18(3H,s,Me-4); 1.67(3H,s,Me-13); 3.33(3H,s,MeO-15);
3.62(3H,s,Me0O-19); 3.93(2H,d,J =7.2Hz,H-15); 4.52, 4.85(2H,2sa,H-17)
5.32(1H,t,J =7.2Hz,H-14).

Obtencion de 4b a partir de Isocupresato de metilo 4a. A 210 mg. de 4a,
disueltos en 10 ml de THF anhidro, se afiaden 20 mg. de NHa a temperatura
ambiente. Al cabo de una hora de agitacion se adicionan, gota a gota, 100 mg.
de Mel disueltos en 10ml de THF. El proceso se sigue por CCF, siendo necesa-
rio, al cabo de 10 h. de agitacion, poner el sistema a reflujo durante 2 h. mas.
La disolucion se lleva a sequedad y se extrae con éter obteniéndose 200 mg. de
una mezcla de 4a y 4b.

13-0x0-14, 15-dinor-labda-8(17)-en-19-oato de metilo (11). Eluyendo con
hexano-éter 9:1, se obtienen 25 mg. de /] parcialmente impurificados con 4b.
En el espectro de 'H-RMN se pueden asignar las siguientes sefiales:
0.53(3H,s,Me-10); 1.19(3H,s,Me-4); 2.11(3H,s,Me-13); 3.62(3H,s,Me0O-19);
4.45,4.75(2H,2sa,H-17).

Isocupresato de metilo (4a). Se obtienen 5.32 g, eluidos con hexano-éter
1:1.
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