UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO

FACULTAD DE QUIMICO
FARMACOBIOLOGIA

Estudio Quimico Preliminar de Raiz de Lasianthaea aurea

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACOBIOLOGA

PRESENTA:

ROSALBA CRUZ CORONA

ASESORES:

DOCTORA EN CIENCIAS QUIMICAS ROSA ELVA NORMA DEL RIO
TORRES

DOCTOR EN QUIMICA MARIO ARMANDO GOMEZ HURTADO

Morelia, Michoacan. Diciembre, 2015.



//commons.wikimedia.org/wiki/File:Umsnh.jpg

UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

Dedicatoria

A Dios
Por permitirme vivir, darme fuerzas cada dia, y por rodear mi camino de

hermosas personas.

A mis padres
Las personas mas especiales e incondicionales en mi vida: Salvador Cruz Nufiez y
Rosa Maria Corona Zufiiga, por brindarme todo su amor y confianza, sus consejos, su

apoyo desmedido y por hacer posible todas mis metas. Gracias.
A mi abuela

Maria Rosa Zufiiga Tinoco mi mejor maestra, por ser ese pilar en mi vida, por

dedicarme sus oraciones y por brindarme sus consejos llenos de sabiduria. Gracias.

ROSALBA CRUZ CORONA i



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

AGRADECIMIENTOS

A la D.C. Rosa Elva Norma del Rio Torres, mi asesora, una persona a la cual
admiro y agradezco enormemente por brindarme todo el apoyo, su conocimiento y
experiencia, por recibirme dentro de su grupo de trabajo y motivarme para continuar

dentro de la investigacion, pero sobre todo por su amistad y confianza.

Al D.Q. Mario Armando GoOmez Hurtado, por su gran interés, ayuda y

conocimiento brindado para hacer posible este proyecto.

Al comité tutorial: D.C. Juan Diego Hernandez Hernandez, D.Q. Gabriela
Rodriguez Garcia, D.C. Sandra Guadalupe Sanchez Ceja, D.C. Yliana Lopez Castro y la
D.C. Judit Araceli Avifia Verduzco por el apoyo en la revision de este trabajo.

Al M.C. Armando Talavera Aleman por todo su apoyo, tiempo y conocimiento

dedicado para la realizacion de esta tesis y por su amistad.

Al D.C. Pedro Joseph Nathan del departamento de Quimica del CINVESTAYV, por
su apoyo para la realizacion de esta tesis. Asi como a todo el personal de apoyo M.C.
Alvina Bucio Vasquez, Q.F.B. Angelina Hernandez Barragan, Q.F.B. Veronica Reyes
Olivares, Q.F.B. Yolanda Mora Pérez, Q.F.B. Elvia Celina Alvarez Cisneros, Q.F.B.
Nadia Azucena Pérez Rojas.

Al Dr. Jerzy Rzedowski, del Instituto de Ecologia A.C. Patzcuaro, Mich., por la
identificacion de la planta.

Al Q.F.B. José Manuel Zaragoza Rios y a la M.C. Concepcion Armenta Salinas
del 11QB-UMSNH por la determinaciéon de los espectros de RMN a 400 MHz.

ROSALBA CRUZ CORONA | i



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

A mis hermanos: Guadalupe, Salvador, Daniel y Alberto, a mis tias: Salud, Maria
José, Guadalupe, por ser parte importante en mi vida, por su preocupacion y confianza. A
mis compaferos y amigos de laboratorio: Sinuhé, Odessa, Yunuen, Martin, Lorena,

Viridiana, Zuley, David e Iroel por su gran amistad.

ROSALBA CRUZ CORONA  iii



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

Este trabajo fue realizado en los Laboratorios de Quimica de Productos Naturales
del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo bajo la asesoria de la D.C. Rosa Elva Norma del Rio Torres y el D.Q.

Mario Armando Gomez Hurtado. Con apoyo econémico de la CIC-UMSNH.

ROSALBA CRUZ CORONA | |V



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

Indice

ROSALBA CRUZ CORONA V



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

INDICE
Abreviaturas simbolos y acrénimos vii
Resumen viii
Abstract IX
INtrOAUCCION === === m oo e 2
. ANtECEENTES ~-m-mmm e - 8
2.1. Familia Asteraceae 8
2.2. Género Lasianthaea 9
2.3. Lasianthaea aurea 10
2.4. Estudios quimicos reportados del género Lasianthaea ----------------- 14
2.5. Diterpenos ----16
2.6. Acido kaurenoico y derivados de diferentes fuentes vegetales -------- 17
2.7. Interés terapéutico de derivados de kaurenos 23
o JUSEITICACION === m oo oo oo 26
Obijetivos 28
4.1. Objetivo general 28
4.2. Objetivos especificos 28
Discusion de resultados 31
CONCIUSIONES === == mm o e 46
Metodologia experimental 48
7.1. Materia vegetal 48
7.2. Obtencion de extractos 48
7.3. Espectroscopia y métodos fisicos 48
7.4. Estudio quimico 49
Bibliografia-----------=-=-==mmm e 53

ROSALBA CRUZ CORONA | Vi



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

ABREVIATURAS SIMBOLOS Y ACRONIMOS

°C
Ang
APT
Cin
COsYy
d

da

dd

dda
DEPT
ent

g
GGPP
Glu
g/mol
HETCOR
HMBC
Hz

J

m

mm
mL
msnm
L

ppm
RMN
RMN de 'H
RMN de 3C
S

sa

Sen
TMS

Desplazamiento quimico en ppm.

Grados Celsius.

Angelato.

Attached Proton Test.

Cinamato.

COrrelated SpectroscopY.

Serial doble.

Sefial doble ancha.

Sefial doble de dobles.

Serial doble de dobles ancha.
Distortionless Enhancement by Polarization Transfer.
Enantiémero.

Gramos.

Pirofosfato de geranilgeranilo.

Glucosa.

Gramos/mol.

HETeronuclear CORrelation.
Heteronuclear Multiple Bond Correlation.
Hertz.

Constante de acoplamiento.

Sefal multiple.

Milimetro.

Mililitro.

Metros sobre el nivel del mar.

Litro.

Partes por millén.

Resonancia Magnética Nuclear.
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno.
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono 13.
Sefial simple.

Sefial simple ancha.

Seneciato.

Tetrametilsilano.

ROSALBA CRUZ CORONA

vii



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

RESUMEN

En el presente trabajo se llevd a cabo un estudio fitoquimico preliminar del
extracto hexanico de raiz de Lasianthaea aurea, una especie que no ha sido explorada
quimicamente, endémica de México, y se encuentra abundantemente en Michoacén, esta
especie forma parte de la extensa familia de las Asteraceas, y pertenece al género

Lasianthaea, del cual existen muy pocos articulos que hablen de su investigacion.

Los compuestos mayoritarios aislados e identificados correspondieron a diterpenos
de tipo kaureno: acido ent-kaur-16-en-19-oico (6) y &cido 15-a-angeloiloxi-16a,17-epoxi-

ent-kaur-16-en-19-oico (14). Caracterizados por sus datos de RMN.

Palabras clave: Lasianthaea aurea, diterpeno, acido ent-kaurenoico, Asteraceae,
RMN.
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ABSTRACT

In the present work, a preliminary phytochemical study of the hexanic extract from
the roots of Lasianthaea aurea was carried out. This vegetal specie belongs to the
Asteraceae family; it is considered an endemic plant from Mexico, growing abundantly in

Michoacan State. Few species from this genus have been chemically studied; furthermore,
from L. aurea no chemical study was described to date.

In this preliminary chemical study the isolation and identification of the majority
metabolites was possible; two diterpene compounds with the ent-kaurene skeleton type
were identified as ent-kaur-16-en-19-oic acid (6) and 15-a-angeloyloxy-16«,17-epoxy-
ent-kaur-16-en-19-oic acid (14). These compounds were characterized by its NMR data.

Keywords: Lasianthaea aurea, diterpene, ent-kaurenoic acid, Asteraceae, NMR.
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Introduccion

ROSALBA CRUZ CORONA 1



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

1. INTRODUCCION

El conjunto de reacciones quimicas que ocurren en los organismos Vvivos con
intervencion de enzimas especificas se conoce como metabolismo.! Todas las células
vegetales realizan procesos metabolicos comunes esenciales para la vida celular y en la

planta en general. Estos procesos constituyen en su conjunto, el metabolismo primario.

Los metabolitos secundarios de las plantas son compuestos quimicos que cumplen
funciones no esenciales en ellas, ya que no intervienen en el metabolismo primario, pero
les confiere unas claras ventajas selectivas, interviniendo en las interacciones ecoldgicas
entre la planta y su ambiente como parte de la respuesta y defensa quimica contra el dafio
que ocasionan las heridas y el ataque de microorganismos patdgenos en las plantas
superiores, y se induce la sintesis y acumulacién de estos compuestos de bajo peso

molecular.?

Dentro del reino vegetal, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en
todos los grupos de plantas, se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccién restringida a un determinado género de

plantas, a una familia, o incluso a algunas especies.

Es importante destacar que los productos naturales, tienen un importante y
significativo valor medicinal y econémico, derivado éste ultimo de su uso en la industria
cosmeética, alimentaria y farmacéutica principalmente. Un gran numero de estos productos
naturales, ya se usaban en la medicina antigua como remedios para combatir

enfermedades.®

Durante muchos afios el valor adaptativo de la mayoria de los metabolitos
secundarios fue desconocido. En principio, fueron considerados productos finales de

procesos metabolicos, sin funcion especifica, o directamente como productos de desecho
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de las plantas. En general, fueron percibidos como insignificantes por los bi6logos, por lo
que histéricamente han recibido poca atencion por parte de los botanicos y muchas de las

funciones ain son desconocidas.

El estudio de estas sustancias fue iniciado por quimicos organicos del siglo XIX,
que estaban interesados en estas sustancias por su importancia como drogas medicinales,
venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras, y otros materiales utilizados en la

industria.

Dos grupos de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en las plantas son
los fenoles y los terpenos. Sélo una tercera parte de especies conocidas contienen

metabolitos basado en el nitrégeno, como alcaloides.*

FENOLES

El término de compuesto fenolico abarca una amplia gama de sustancias vegetales
que poseen en comun un anillo aromatico y teniendo sustituyentes de uno 0 mas grupos

hidroxilo.

Las sustancias fenolicas tienden a ser solubles en agua, ya que se producen mas
frecuentemente combinados con azucar como glicosidos y que se encuentran normalmente
en la vacuola celular. Entre los compuestos fendlicos naturales, de los cuales se conocen
varios miles de estructuras, los flavonoides forman el grupo méas grande, pero existen en
namero considerable los fenoles monociclicos simples, fenilpropanoides y quinonas

fendlicas.

Varios grupos importantes de materiales poliméricos en las plantas (las ligninas,
melaninas y taninos) son polifendlicos y ocasionalmente son encontradas en proteinas,

alcaloides y entre los terpenos.

ROSALBA CRUZ CORONA 3
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TERPENOS

Una enorme variedad de sustancias vegetales estan cubiertos por la palabra
“terpenoide”, un término usado para indicar que todas estas sustancias tienen un origen
biosintético comun. Por lo tanto, los terpenos estan basados en la molécula de isopreno
CH>=C(CHs)-CH=CH2 y sus esqueletos de carbono se construye a partir de la union de

dos 0 mas de estas unidades Cs.

Son clasificados de acuerdo al namero de unidades de isopreno que contengan, dos
(C10), tres (Cis), cuatro (Czo), cinco (Cas), seis (Cao) u ocho (Cao) de dichas unidades. Que
van desde los componentes del aceite esencial, los volatiles, monoterpenos (Cio) Yy
sesquiterpenos (Cis), hasta los menos volatiles diterpenos (C2o), a los no volatiles como

los sesterterpenos (Czs), triterpenos y esteroles (Cao) y pigmentos carotenoides (Cao).

Cada una de estas diversas clases de terpenos es de importancia en el crecimiento

de las plantas y metabolismo.®

ALCALOIDES

Compuesto organico de origen natural (generalmente vegetal), nitrogenado (el
nitrdgeno se encuentra generalmente intraciclico), derivados generalmente de
aminoacidos, de caracter mas o menos basico, de distribucion restringida, con propiedades
farmacoldgicas importantes a dosis bajas y que responden a reacciones comunes de

precipitacion.

Pueden considerarse estas cuatro clases de alcaloides como

e Alcaloides verdaderos

e Protoalcaloides
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e Pseudoalcaloides

e Alcaloides imperfectos

Los alcaloides verdaderos cumplen estrictamente con las caracteristicas de la
definiciébn de alcaloide. Los protoalcaloides son aminas simples con nitrogeno
extraciclico, de caracter basico y son productos del metabolismo de los aminoacidos. Los
pseudoalcaloides presentan algunas de las caracteristicas de la definicion de alcaloide,
pero no son derivados de aminoéacidos. Alcaloides imperfectos son derivados de bases
pdaricas, no precipitan con los reactivos especificos para alcaloides.

En cuanto a su estado natural, los alcaloides son esencialmente sustancias
presentes en todos los érganos de la planta, pueden encontrarse mayoritariamente en hojas
(cocaina, nicotina, pilocarpina), en flores (escopolamina, atropina), en frutos (alcaloides
del opio, peletiarina, coniina), en semilla (piperina, arecolina), en corteza (quinina,

tubocurarina), en la raiz (emetina y cefalina).®

El estudio quimico de los metabolitos secundarios y la clasificacion de estos dentro
de los tres grupos anteriormente mencionados, ha fortalecido las relaciones taxondémicas
de las especies vegetales que se agrupan en las distintas familias. A esta relacion se le

denomina quimiotaxonomia.

Diversos autores ubican a México entre los paises con la mayor riqueza floristica,

es quiza el pais americano con el mayor nivel de endemismo registrado en su territorio.’
Entre las especies endémicas de México se encuentra Lasianthaea aurea, crece

abundante en el Estado de Michoacan y se conoce como hierba del cangro o té de llano.

Esta especie no cuenta con estudios quimicos o biolégicos previos.
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En el presente trabajo se describe el estudio quimico preliminar del extracto

hexanico de raices de L. aurea colectada en el estado de Michoacén.

ROSALBA CRUZ CORONA 6



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

Antecedentes
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2. ANTECEDENTES

2.1. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae 0 Compositae, constituye el grupo vegetal mas diverso de
plantas vasculares sobre el planeta; su distribucion es practicamente cosmopolita y es una

de las familias mas comunes en la mayor parte de los habitats.

Si bien las asteraceas ya fueron reconocidas por Teofrasto hace unos 300 afios a. C.
La familia fue fundada con el nombre de Compositae por Giseke en 1792. El codigo
internacional de nomenclatura botanica permite también el uso del nombre Asteraceae

Dumortier, nombre asignado a la familia en 1822.%:°

Asteraceae representa un grupo natural, con un nimero elevado de especies y
amplia variacion en cuanto a formas de vida, estructura floral, mecanismos de
polinizacién y dispersion de semillas. Sus miembros son facilmente reconocidos por sus
inflorescencias dispuestas en capitulos, sus flores gamopétalas y por lo general
pentameras, caliz modificado en un vilano, estambres singenesios y el ovario infero

bicarpelar que deriva en una cipsela.

La riqueza de la familia a nivel mundial se estima entre 1,500 y 1,700 géneros y
entre 24,000 y 30,000 especies, con centros de diversificacion importantes en la regién del
Mediterraneo en el Viejo Mundo, la region del Cabo en Africa, Australia, México y la

Cordillera de los Andes en Sudamérica.
En el caso particular de Mexico, mencionan la existencia de 361 géneros y 3,012

especies; es decir, la concentraciéon mas cuantiosa de este grupo de plantas de todos los

paises del mundo.®
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Su diversidad puede atribuirse entre otras cosas a sus excelentes mecanismos de
dispersion y a su capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ecoldgicas, muchas
veces viendose favorecidas por la perturbacion, por lo que no es raro verlas dominando los

medios arvenses, ruderales o en ocasiones compitiendo con los cultivos como malezas.

Desde el punto de vista econdmico, tienen gran relevancia, ya que incluyen una
gran variedad de usos como: plantas comestibles como la “lechuga” (Lactuca sativa L.) 0
la “alcachofa” (Cynara scolymus L.), ornamentales entre las que podemos citar a especies
de los géneros: Calendula, Chrysanthemum, Dahlia de las que han sido seleccionadas
numerosas variedades, las medicinales como: “manzanilla” (Matricaria chamomilla L.),
“mercadela” (Calendula officinalis L.), “artemisa” (Artemisia vulgaris L.) y las especies
cultivadas por sus semillas oleaginosas como el “girasol” (Helianthus annuus L.), y el

“cartamo” (Carthamus tinctorius L.).%

2.2. Género Lasianthaea

Género de unas 12 especies distribuidas desde el suroeste de Estados Unidos hasta
el sur de Venezuela, todas presentes en México y en su mayoria con el area restringida a
los limites de nuestro Pais. Durante muchos afios este grupo se consideraba como parte

integral de Zexmenia, conjunto polifilético actualmente subdividido en varios géneros.

Especies del género Lasianthaea: 12

1.Lasianthaea aurea (D. Don) K. M. Becker.
2.Lasianthaea ceanothifolia (Willdenow) K. M. Becker.
3.Lasianthaea crocea (A. Gray) K. M. Becker.
4.Lasianthaea fruticosa (Linnaeus) K. M. Becker.
5.Lasianthaea helianthoides de Candolle.

6.Lasianthaea macrocephala (Hooker & Arnott) K. M. Becker.

ROSALBA CRUZ CORONA 9
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7.Lasianthaea palmeri (Greenman) K. M. Becker.
8.Lasianthaea podocephala (A. Gray) K. M. Becker.
9.Lasianthaea rosei (Greenman) McVaugh.
10.Lasianthaea seemannii (A. Gray) K. M. Becker.
11.Lasianthaea squarrosa (Greenman) K. M. Becker.

12.Lasianthaea zinnioides (Hemsley) K. M. Becker.

Son plantas herbaceas perennes, arbustivas o0 a veces arborescentes hasta de 7 m de
alto; hojas todas opuestas 0 a veces algunas alternas o verticiladas, simples e indivisas, por
lo comun triplinervadas; cabezuelas heter6gamas, solitarias 0 agrupadas en conjuntos
umbeliformes o corimbiformes; involucro turbinado a hemisférico, sus bréacteas dispuestas
en 2 6 3 series, de largo subigual a conspicuamente graduadas, receptaculo convexo a
plano, provisto de paleas conduplicadas que rodean las flores del disco; flores liguladas
fertiles, amarillas, anaranjadas o rojas; flores del disco hermafroditas, sus corolas
pentameras, tubulosas, amarillas a rojas, glabras, anteras apendiculadas en el apice,
auriculadas en la base, cafés a negruzcas, ramas del estilo filiformes; aguenios de las
flores liguladas por lo general triquetros, los de las flores del disco comprimidos,
biconvexos y a veces alados, vilano de 2 ¢ 3 aristas, a menudo acomparfiadas de varias

escamitas cortas libres o unidas entre si.t

2.3. Lasianthaea aurea (D.Don) K. M. Becker

Afio de identificacion: 1976.13

Sinonimia:*

Wedelia aurea D. Don:
e Zexmenia aurea (D. Don) Benth. & Hook.

e Verbesina aurea (D. Don) DC.

ROSALBA CRUZ CORONA | 10


http://kiki.huh.harvard.edu/databases/taxon_search.php?mode=details&id=64754
http://kiki.huh.harvard.edu/databases/taxon_search.php?mode=details&id=64749
http://kiki.huh.harvard.edu/databases/taxon_search.php?mode=details&id=64755
http://kiki.huh.harvard.edu/databases/taxon_search.php?mode=details&id=64748
http://kiki.huh.harvard.edu/databases/taxon_search.php?mode=details&id=64756
http://kiki.huh.harvard.edu/databases/taxon_search.php?mode=details&id=64757
http://ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=267866-2&back_page=
http://ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=1004063-2&back_page=
http://ipni.org/ipni/idPlantNameSearch.do?id=1006819-2&back_page=

UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

e Telesia aurea (D. Don) Raf.

Nombres comunes registrados: Hierba del cangro, plunia, té de llano, arnica,

peonia.

Figura 2.3.1. A) Lasianthaea aurea, B) Raiz de Lasianthaea aurea.

Lasianthaea aurea es una planta herbacea perenne hasta de 60 cm de alto, a partir

de un conjunto de raices tuberosas (figura 2.3.1).

Tallos a menudo varios, simples o ramificados, erectos o ascendentes, por lo

general antrorsamente estrigosos, a veces hirsutos o vilosos.

Hojas opuestas 0 a veces ternadas, sésiles o subsésiles, lamina lanceolada a
eliptica, variando a veces a ovada, oblonga o linear, de 2 a 7.5 cm de largo, de 0.8 a 3 cm
de ancho, aguda a obtusa en el apice, subcordada a cuneada en la base, margen toscamente
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serrado a denticulado, de textura membranéacea o cartacea, triplinervada, estrigoso-hirsuta
y rasposa en ambas caras; cabezuelas solitarias 0 agrupadas por pocas en el extremo del
tallo, pedinculos de 1 a 9 cm de largo, blanco-estrigosos; involucro anchamente
campanulado a subhemisférico, sus bracteas dispuestas en 2 6 3 series de largo casi igual,
suborbiculares a lanceoladas u oblongas, de 5 a 8 mm de largo, las exteriores blanquecinas
en la mitad inferior, verdes hacia el apice, estrigosas a hirsutas por fuera, receptaculo
convexo, paleas conduplicadas, puntiagudas, exsertas antes y después de la antesis, de 6 a

9 mm de largo.

Flores liguladas 6 a 11, sus laminas elipticas a oblongas, de 8 a 17 mm de largo,
amarillas; flores del disco 20 a 40, sus corolas tubulosas, de 6 a 8 mm de largo, amarillas,
glabras, anteras cafés, de 2 a 2.5 mm de largo, ramas del estilo con apices subulados y
pubérulos; aquenios de las flores liguladas triquetros, los de las flores del disco
biconvexos, de 2.5 a 3.5 mm de largo, hispidulos a glabros, vilano de 2 a 3 aristas de 0.5 a

2.5 mm de largo, sin escamas.

Esta especie se ubica frecuente en pastizales secundarios y claros en medio de
bosques de encino en el norte de Michoacan, méas escaso en Guanajuato y Querétaro, en

alturas que van desde 1750 a 2650 msnm.

Florece de julio a agosto principalmente, aunque se ha encontrado hasta el mes de
octubre. Es una especie endémica del centro de México: Michoacan, Durango, Zacatecas,
Aguascalientes, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Jalisco, México, D.F.

Planta relativamente comun y sin problemas de supervivencia (figura 2.3.2).
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Lasianthaea aurea (D. Don) Becker. Tomado de Rzedowski.**

A
B.
C.
D.
E.
F.

Rama con hojas y cabezuelas
Hoja

Flor periférica

Flor del disco

Aquenio de una flor periférica
Aquenio de una flor del disco

Figura 2.3.2. Descripcion de Lasianthaea aurea.
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2.4. Estudios quimicos reportados del genero Lasianthaea

Lasianthaea fruticosa

De esta especie reportaron al lasidiol angelato (1), un sesquiterpeno con esqueleto
de ducano (carotano) aislado del extracto de cloroformo de las hojas, la estructura que

propusieron fue en base a la evidencia espectral (figura 2.4.1).%

OH

Figura 2.4.1. Lasidiol angelato de Lasianthaea fruticosa.

En un estudio posterior del extracto obtenido de una mezcla de metanol/éter
etilico/éter de petroleo (1:2:1) que realizaron a las partes aéreas de Lasianthaea fruticosa
reportaron la presencia de dos nuevos kaurenos denominados acido 12a-angeloiloxi-9,11-
dehidro-ent-kaur-16-en-19-oico (2) y acido 12a-senecioiloxi-9,11-dehidro-ent-kaur-16-en-
19-oico (3) (figura 2.4.2); cabe mencionar que los autores comentan que no detectaron la

presencia del sesquiterpeno lasidiol angelato (1) previamente reportado.®
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o

Ang Sen

o

Figura 2.4.2. Kaurenos de Lasianthaea fruticosa.

Lasianthaea podocephala}

El derivado de bisaboleno aromatico (R)-2-(1',5'-dimetilhex-4'-enil)-5-metilfenol

(4), fue reportado para la especie Lasianthaea podocephalal’, posteriormente se realizé un

estudio para la determinacion de la configuracidn absoluta, mediante su sintesis (figura
2.4.3).18

(/) 1, ,/,

Figura 2.4.3. Fenol de Lasianthaea podocephala.
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2.5. Diterpenos
Los diterpenos constituyen un amplio conjunto de compuestos de Czo procedentes

del metabolismo del pirofosfato de 2E,6E,10E-geranilgeranilo (GGPP), en donde se puede
tener a los kaurenos o los ent-kaurenos (figura 2.5.1).1°

OPP

GGPP

Serie normal de Serie enantio (ent-)
diterpenos de diterpenos

Kaurenos ent- kaurenos

Figura 2.5.1. Ciclacion del GGPP bajo catalisis acida, que conduce a los diterpenos
de la serie “NORMAL” y “ENANTIO” (ent-).%°
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KAURENOS

Los kaurenos representan un grupo importante de diterpenos tetraciclicos y sus
estructuras estan constituidas por un perhidrofenantreno (anillo A, B y C) fusionados con
un ciclopentano (anillo D) formando un puente de dos carbonos entre C-8 y C-13.

Las dos series enantioméricas difieren entre si, en sus configuraciones invertidas
de los carbonos C-5, C-9 y C-10. La serie "normal” son las estructuras cuya fusion entre
anillos A y B se produce de la misma manera que en los esteroides, mientras que las
estructuras de la serie "enantiomérica” (denotados como "ent-") son las iméagenes

especulares de los correspondientes a la serie normal.

Acido Kkaurenoico, un diterpeno ent-kaurano posee un amplio espectro de
actividades bioldgicas tales como antiinflamatorio, antibacteriano, antifingico, entre otras
propiedades, es relativamente abundante en algunas especies que pertenecen a los géneros
Wedelia, Mikania, Stevia, Annona y Xylopia, lo que ha motivado su cuantificacion en
estas especies de plantas, que permite el uso de todos ellos como fuentes naturales de este
diterpeno.?°

2.6. Acido kaurenoico y derivados de diferentes fuentes vegetales

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni, Asteracea)

Las hojas contienen una serie de heterdésidos formados a partir de un alcohol ent-
kaurénico: steviol (steviosido, rabaudiosidos, dulcosido). Puede representar hasta un 10%

de la masa de la hoja. El steviosido (5) posee un poder edulcorante aproximado de 200

veces mas elevado que el de la sacarosa (figura 2.6.1).%
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OR,

R,=glu (1-=>2) glu

Figura 2.6.1. Stevidsido de Stevia rebaudiana.

Smallanthus spp.

Del estudio de las cortezas de raiz de cuatro especies de Smallanthus (S.
sonchifolius, S. siegesbeckius, S. connatus, y S. macroscyphus) que pertenecen al grupo de
plantas conocidas comunmente como yacon, fueron identificados como diterpenos de tipo

ent-kaureno (figura 2.6.2):

e Acido ent-kaur-16-en-19-oico (6).

e ent-Kaur-16-en-19-al (7).

e Acido 15-a-angeloiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (8).

e Acido 15-a-isobutiroiloxi-ent-kaur-16-en-19-0ico (9).

e Acido 18-angeloiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (10).

e Acido 18-isovaleroiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (11).

e Acido 18-senecioiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (12).

e Acido 18-isobutiroiloxi-ent-kaur-16-en-19-oico (13).

e Acido 15-a-angeloiloxi-16a,17-epoxi-ent-kaur-16-en-19-oico (14).
e Acido grandiflorenico (15).
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En todos los casos, el acido kaurenoico (6) fue el principal componente. Los
minoritarios identificados fueron el 7, 14, 15 y varios derivados esterificados en C-15 o C-
18 del acido kaurenoico: 8, 9, 10, 11, 12 y 13 (este ultimo es reportado como nuevo). Los

compuestos 14 y 15, estuvieron presentes solo en S. sonchifolius y S. siegesbeckius.??

R; R, R;
6 OH H H
7 H H H
8 OH OAng H
9 OH OiBu H
10 OH H OAng
11 OH H OiVal
12 OH H OSen
13 OH H OiBu

Figura 2.6.2. Diterpenos de tipo ent-kaureno de Smallanthus spp.

Chromolaena odorata
De los extractos organicos de las raices de Chromolaena odorata aislaron los

siguientes compuestos: acido-15-angeloiloxi-16a,17-epoxi-ent-kaur-16-en-19-oico (14) y

el acido ent-kaur-16-en-19-oico (6).23
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Wedelia calendulacea

Del extracto cloroformico de Wedelia calendulacea aislaron tres diterpenos (figura
2.6.3): &cido ent-kaur-16-en-19-oico (6), &cido 3a-tigloiloxi-kaur-16-en-19-oico (16) y el

acido 3a-angeloiloxi-kaur-16-en-19-oico (17).24

—_

anlllllly =
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Figura 2.6.3. Diterpenos aislados de Wedelia calendulacea.

Wedelia trilobata

Dos diterpenos del tipo ent-isokaurenos (figura 2.6.4) fueron aislados de partes
aéreas de Wedelia trilobata, Wedelidin A (18), Wedelidin B (19).%
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CHO

Figura 2.6.4. ent-isokaurenos aislados de Wedelia trilobata.

Annona vepretorum (Annonaceae)

Del extracto de éter de petrdleo de tallo, reportaron al diterpeno (20) ent-3f-
hidroxi-kaur-16-en-19-al (figura 2.6.5).2°
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20

Figura 2.6.5. Diterpenos ent-kaureno de Annona vepretorum.

Wedelia paludosa

En una investigacion de las partes aéreas de Wedelia paludosa describieron, por
primera vez, el aislamiento del acido isokaurenoico (ent-kaur-15-en-19-oico) (21) de esta
especie (figura 2.6.6). Este compuesto ha sido encontrado en un escaso numero de
Annonaceae y especies de Asteraceae, incluyendo Annona glabra, Smallanthus
maculatus, Wedelia biflora, y algunas especies pertenecientes a la subtribu Espeletiinae
(Asteraceae, tribu Heliantheae), tales como Espeletia semiglobulata, Coespeletia spicata y

Libanothamus humbertii.2’

21

Figura 2.6.6. Acido iso-kaurenoico de Wedelia paludosa.
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Coespeletia moritziana

De las hojas de Coespeletia moritziana reportaron por primera vez al acido ent-
15a-(3-metoxi-3-metil-butanoil)-kaur-16-en-19-oico (22), cuya estructura la determinaron
mediante estudios espectroscopicos (figura 2.6.7).28

22

Figura 2.6.7. Acido diterpénico de Coespeletia moritziana.

2.7. Interés terapéutico de derivados de kaurenos

El &cido kaurenoico (6) aislado de la raiz de Chromolaena odorata exhibid
significativa accion inhibitoria a-glucosidasa y actividades antibacterianas contra

Escherichia coli y Bacillus subtilis.?

Del &cido kaurenoico (6) aislado de Wedelia calendulacea reportaron importante
actividad inhibitoria contra cepas bacterianas principalmente Salmonella paratyphi A, S.

typhi, Sarcina lutea, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus.?*

Montanoa tomentosa (zoapatle) es una planta de Centroamérica utilizada en

México en la medicina tradicional para aliviar el trabajo del parto y para curar ciertos
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trastornos femeninos. Recientemente, se ha informado que los extractos crudos de M.
tomentosa poseen efecto afrodisiaco en las ratas macho. Las moléculas bioactivas son los
diterpenos uterotdnicos acido kaurenoico (6) y acido grandiflorénico (15), presentes en las

hojas.?®

De los tallos de Wedelia trilobata (Asteracea) aislaron el acido ent-kaur-16-en-19-
oico (6) y los resultados obtenidos indicaron que este compuesto posee un potente efecto

leishmanicida sobre Leishmania (Viannia) braziliensis.*°

El &cido kaurenoico (6) se sabe que presenta interesantes actividades bioldgicas,
incluyendo a los antimicrobianos, citotoxico, antiinflamatorio y propiedades
antiprotozoarias, in vitro, presentd actividad contra las formas tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi, mostrando; sin embargo, la actividad litica sobre los eritrocitos de la

sangre, como un efecto secundario.!

La buena actividad antimalarica in vitro de derivados epdxidos ent-kaureno contra
el W2 clon del Plasmodium falciparum (resistente a la cloroquina) indicaron que esta
clase de productos naturales puede propiciar el desarrollo de nuevos medicamentos

exitosos contra la malaria.?

El 4&cido kaurenoico (6) aislado de Aralia continentalis mostro efectos
antiinflamatorios, tanto in vitro como in vivo. El acido kaurenoico podria ser un farmaco
potencial para la medicacion de trastornos inflamatorios tales como la colitis, la artritis
reumatoide, el asma y la gastritis.3® Este mismo compuesto aislado de la raiz de Annona
senegalensis Pers. (Annonaceae) posee citotoxicidad y efecto anticanceroso contra PANC-
1y Hela lineas celulares humanas, mientras que el mecanismo especifico de la actividad

contra el cancer es un punto de partida para futuras investigaciones.3#
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Justificacion
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3. JUSTIFICACION

Las plantas cuentan con gran diversidad de principios activos, gracias a su
metabolismo secundario, es entonces que su estudio fitoquimico ha sido y sera de gran
importancia ya que la lucidez de los compuestos que sean identificados nos abrira el
camino hacia nuevas rutas de investigacion, tomando en cuenta la aplicacion que estos

puedan poseer, convirtiéndolos en materia prima valiosa.

El género Lasianthaea ha sido muy poco explorado quimicamente, y los pocos
estudios que existen han sido reportados desde hace méas de diez afios. Y respecto a la
especie Lasianthaea aurea, no existe ningun estudio quimico, por lo cual es necesario

iniciar su exploracion fitoquimica.
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ODbjetivos
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Realizar un estudio quimico preliminar del extracto hexanico de raiz de

Lasianthaea aurea.

4.2. Objetivos Especificos

e Obtener el extracto hexanico de raiz.

e Aislar e identificar los compuestos mayoritarios mediante métodos fisicos y

espectroscopicos.
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METODOLOGIA GENERAL

Colecta de la
Lasianthaea aurea

Obtencion de los
extractos

Separacion por
técnicas
cromatograficas

Purificacién

Caracterizacion
por métodos
fisicos y
espectroscopicos
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se realizd la colecta de la especie vegetal Lasianthaea aurea en la carretera
Tiripetio-Villa Madero, Michoacén; la planta colectada se dejo secar a la sombra; se tomo
un lote de 405 gramos de raiz seca y triturada para despues macerarla a temperatura
ambiente durante tres dias con 1.5 L hexanos como disolvente, pasado este tiempo, se
filtré y se concentr6 en rotavapor; este procedimiento se realizo en tres ocasiones para la
obtencion de los tres extractos hexanicos los cuales tenian un aspecto similar a una miel

con textura viscosa y color amarilla; obteniendo un peso total de 39 gramos del extracto.

De la primera extraccion hexanica, se tomo6 una pequefia muestra para medir su
espectro de RMN de *H (figura 5.1) para observar de manera preliminar la composicion y
abundancia de los compuestos presentes. El espectro permitié apreciar un conjunto de
sefiales entre 7.2 y 6.3 ppm, sefiales que se pueden atribuir a protones aromaticos o
vinilicos, entre 6.1 y 4.5 ppm se apreciaron sefiales de protones vinilicos, de 2.5 a 0.5
ppm sobresalen sefiales de protones alifaticos, por lo que se deduce la presencia de

terpenos de manera abundante.

Para la separacion de los compuestos observados, se colocaron 20 g del extracto
hexanico en una columna cromatografica de 4 cm de diametro empacada hasta 12 cm de
altura con gel de silice como fase estacionaria y mezclas de hexanos—acetato de etilo en
orden ascendente de polaridad como eluente. La cromatografia en columna fue
monitoreada por medio de cromatografia en capa fina utilizando el mismo sistema de

disolventes.
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En la columna cromatografica se observd la presencia de cristales blancos
acompariados de un ligero color amarillo a partir de las fracciones (14-40), se juntaron con
cloruro de metileno, se recristalizaron y se observo un precipitado de color blanco, se
lavaron con hexano frio, obteniendo como resultado cristales blancos, con punto de fusion
de 175-177 °C y un rendimiento aproximado del 24%. Su espectro de RMN de 'H (Figura
5.2) mostré dos sefiales simples caracteristicas de hidrégenos vinilicos en 6 4.80 (H-17a) y
& 4.74 (H-17b) caracteristicos de un doble enlace exociclico; en 6 2.64 se encontré una
sefial triple ancha correspondiente al protén alilico H-13 con J = 4.0 Hz; por & 2.16 se
ubicé una sefial doble ancha correspondiente al H-3a (J = 14.6 Hz); de 2.10 a 1.35 ppm se
encontraron sefales de protones alifaticos, adicionalmente se observaron sefiales simples

de metilos terciarios CHz-18 y CHs-20 en 6 1.24 y 6 0.95, respectivamente.

En el espectro de RMN de *C (figura 5.3) se observaron 20 sefiales que son
caracteristicas de un diterpeno, destacaron principalmente algunas sefiales como en o
184.77 (C-19) senal de carbonilo del acido, en 6 155.83 para C-16 y en 6 102.98 del C-17,
dos sefiales pertenecientes a carbonos sp?, en § 57.04, § 55.08 y & 43.82 se observaron las
sefiales de los carbonos metinos C-5, C-9 y C-13 respectivamente, , carbonos de grupos
metilos se observaron en ¢ 28.94 asignados a C-18 y & 15.56 al C-20, cuya multiplicidad
fue corroborada por el experimento DEPT. De 6 50.0 a 15.0 se observo el resto de las

sefiales de la estructura.
Los datos fisicos y espectroscdpicos obtenidos fueron comparados con lo reportado

como puede observarse en la tabla 5.1, en donde existe una buena concordancia con los

datos reportados para el acido ent-kaur-16-en-19-oico (6).%
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Tabla 5.1. Desplazamientos de RMN de 3C del acido ent-kaur-16-en-19-oico (6).

CARBONO EXPERIMENTAL LITERATURA

d en ppm d en ppm*°

1 40.68 40.8
2 19.07 19.2

37.74 37.8
4 43.73 43.9
5 57.04 57.2
6 21.80 21.9
7 41.26 414
8 44.20 44.3
9 55.08 55.3
10 39.64 39.8
11 18.41 18.5
12 33.08 33.2
13 43.82 43.9
14 39.67 39.8
15 48.93 48.9
16 155.83 155.9
17 102.98 103.1
18 28.94 29.0
19 184.77 185.1
20 15.56 15.6
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Continuando con la cromatografia de columna del extracto hexanico de raiz, en las
fracciones eluidas con la polaridad 4:1 (hexanos-acetato de etilo) se observo la formacién
de cristales con forma de agujas en las fracciones 52-66, que se lavaron con un poco de

hexano frio, obteniendo un rendimiento aproximado del 1.7 %.

Los cristales fueron analizados por Resonancia Magnética Nuclear. En el espectro
de RMN de 'H (figura 5.4.) se observd una sefial cuadruple ancha en & 6.04
correspondiente a protones vinilicos (H-3" J = 7.2 Hz), en 6 4.79 una sefial simple ancha
base de éster asignada al H-15, en & 3.11 y 2.76 se observan dos sefiales dobles que son
caracteristicas de protones base de epéxido H-17a y H-17b con una J = 5.3 Hz para cada
una, en 6 2.18 aparecio una sefial doble ancha con J= 12.9 Hz correspondiente al H-3a,
entre 6 1.90 y 8 2.00 se observaron las sefiales de los metilos vinilicos y de 6 2.30 a 6 0.80
se mostrd el resto de las sefiales en la region alifatica. La presencia de la sefial cuadruple

del hidrégeno vinilico y los metilos vinilicos indicaron la existencia de un grupo angelato.

En el espectro de RMN de 3C (figura 5.5.) se observaron 25 sefiales que sugirieron
la presencia de un diterpeno como esqueleto base, funcionalizado con un grupo angelato,
donde destacaron las siguientes sefiales, en & 184.12 (C-19) y & 167.91 (C-1") aparecieron
las sefiales caracteristicas de un carbonilo de &cido y de un carbonilo de éster conjugado,
en 6137.37 (C-3") y & 128.04 (C- 2") se observaron sefiales de carbonos vinilicos del
angelato, en & 81.93 se encontro la sefial de un carbono base del angelato asignado al C-
15, en 6 66.36 y 6 49.65 aparecieron las sefiales de los carbonos cuaternario y metileno C-

16 y C-17 respectivamente del anillo de epdxido.
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El resto de las sefiales se observaron entre & 50.0-15.0. En el experimento DEPT se
observo que las sefiales en 6 28.89, y 28.86 correspondian a un metileno (C-12) y a un
metilo (C-18), respectivamente. De igual manera, la asignacion inequivoca de estos dos
carbonos pudo hacerse mediante el experimento APT, ya que se obtuvieron sefiales con
fases invertidas para cada carbono.®®

En el experimento COSY (figura 5.6) se observo que la sefial cuadruple ubicada en
d 6.01 correspondiente a H-3" de carbono vinilico del grupo angelato, correlacion6 con la
sefial doble en & 1.98 del grupo metilo del angelato la cual se asign6 como H-4". Se
aprecid un acoplamiento a larga distancia (en “W”) entre la sefial simple ancha en & 4.79
base de éster (H-15) y el metileno en H-14. Ademas se demostrd la correlacion existente
entre la sefial doble en & 3.11 del H-17a con la sefial doble en & 2.76 que pertenece a H-
17b.

En el experimento HETCOR (figura 5.7) se observaron correlaciones del C-3°
vinilico en & 137.37 con la sefial cuadruple del grupo angelato en & 6.04 (H-3"), el C-15
base de éster en & 81.93 que correlaciondé con la sefial simple ancha en 6 4.79
perteneciente al H-15, la sefial del carbono base de epdxido en 6 49.65 (C-17) mostrd
correlaciones con los dos dobletes en & 3.11 y & 2.76 para H-17a y H-17b,

respectivamente.

La asignacién estructural del compuesto se realizé con ayuda de los experimentos
COSY, HETCOR y HMBC. Al realizar una basqueda en la literatura, para determinar si el
diterpeno ya habia sido reportado, se encontré que este compuesto es conocido como
acido perymeénico o acido 15-a-angeloiloxi-16a,17-epoxi-ent-kaur-16-en-19-oico (14) el
cual ha sido aislado de diferentes géneros vegetales: Smallanthus sp??, Chromoleana
odorata®, Polymnia sonchifolia®, Perymenium ecuadoricum® y Smallanthus fruticosus®e.
La asignacién del fragmento del grupo angelato fue corroborado con los datos de la

literatura®.
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Tabla 5.2. Datos de RMN de 3C del 4cido peryménico (14)

CARBONO EXPERIMENTAL LITERATURA LITERATURA

8 en ppm 3 en ppm (1992)*¢ § en ppm (2011)%
1 40.61 40.6 41.2
2 18.98 19.8 28.9
3 37.60 36.5 37.7
4 43.63 43.6 43.6
5 56.65 56.7 56.7
6 20.81 20.8 19.0
7 35.35 37.7 35.4
8 47.83 47.9 47.9
9 52.88 52.9 52.9
10 39.80 39.8 39.8
11 19.78 19.0 19.8
12 28.89 35.4 20.8
13 41.19 41.2 41.2
14 36.46 35.4 36.5
15 81.93 82.0 81.9
16 66.36 66.4 66.3
17 49.65 49.7 49.6
18 28.86 28.9 28.8
19 184.12 183.8 182.3
20 15.94 15.8 15.7
1 167.91 168 167.9
2 128.04 128.1 128.1
3 137.37 137.4 137.3
4 15.73 16.0 15.9
5 20.65 20.7 20.6
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Se realizd una comparacion de los datos experimentales obtenidos en RMN de 3C
y los de la literatura para el &cido peryménico (14), donde se observo que para el derivado
14 aislado de las hojas de Polymnia sonchifolia®, los autores indican un traslape en 35. 4
ppm, observandose ademas que la asignacién de sus carbonos C-2, C-3, C-7, C-11, C-12 y
C-14 pueden estar intercambiadas. Mientras que la comparacion de los datos con el
diterpeno 14 aislado de la raiz de Chromoleana odorata?, los autores coinciden en gran
parte con los valores del desplazamiento quimico en RMN de 3C; sin embargo, se
observo una discrepancia en la asignacion de sus carbonos C-2, C-6 y C-12 con respecto a
la propuesta en el presente trabajo, la cual se propuso con base en un analisis minucioso
del experimento HMBC, por lo que las asignaciones reportadas por ambos autores deben
ser revisadas.
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Conclusiones
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6. CONCLUSIONES

Del estudio quimico preliminar de los extractos hexanicos de raiz de Lasianthaea
aurea se logré la separacion e identificacion de los compuestos de tipo diterpenos con
esqueleto de kaureno, llamados ent-kaur-16-en-19-oico (6) y 15-a-angeloiloxi-16a,17-

epoxi-ent-kaur-16-en-19-oico (14).

v, 1,
/4 =

H
$
$

Estos compuestos fueron separados por técnicas cromatograficas, e identificados
por resonancia magnética nuclear de 1D y 2D. El compuesto 6 se encontr6 como

mayoritario en la raiz, y en menos proporcion el compuesto 14.

Cabe destacar que este es el primer estudio fitoquimico la especie Lasianthaea

aurea.

La asignacion inequivoca del espectro de RMN de *3C del ent-kaureno 14 fue
soportada por un analisis minucioso de RMN de 2D, y esta asignacion resulté distinta para
14 obtenido de Polymnia sonchifolia y Chromoleana odorata. Los datos de estos reportes

previos deben ser revisados.
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1.Materia vegetal

La colecta de la especie vegetal Lasianthaea aurea, se realizé el 29 de Julio del
2014 en el kilébmetro 3 de la carretera Tiripetio-Villa Madero en Michoacan. Una muestra
se preparé y se envié al Herbario del Instituto de Ecologia A.C. en Patzcuaro, Michoacan,

México, para su identificacion botanica por parte del D.C. Jerzy Rzedowski.

La planta colectada, se dejé secar a la sombra y extendida, para su posterior

separacion en sus distintas partes: flor, hoja, tallo y raiz.

7.2.0btencidn de extractos

La raiz una vez seca y triturada (405 g), se maceré con 1.5 L de hexanos a
temperatura ambiente por tres dias, se filtrd y se evaporé el disolvente en rotavapor, y se
obtuvo el extracto, proceso que se realizd por tres ocasiones consecutivas con el mismo
disolvente, obteniendo un total de extracto hexéanico de 39 g color amarillo y textura

viscosa con un rendimiento de 9.6%.

7.3. Espectroscopia y métodos fisicos

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan

corregidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H a 400 MHz y de 3C a 100
MHz se midieron en un equipo Varian Mercury Plus 400, los espectros de RMN de H a
300 MHz y 1C a 75 MHz en equipo de Varian Mercury Plus 300, asi como los espectros

de correlacion bi-dimensionales. Se utiliz6 como disolvente deuterocloroformo (CDCls)

ROSALBA CRUZ CORONA | 48



UMSNH-TESIS LICENCIATURA QFB

para todos los casos y como referencia interna el tetrametilsilano (TMS). Los espectros

fueron procesados empleando el programa MestReNova.

7.4.Estudio quimico

La separacion de los compuestos se realizé mediante columna cromatografica de
vidrio con didmetro de 4 cm, utilizando gel de silice de malla 230-400 marca Merck, con
una altura de 12 cm como fase estacionaria y como fase movil mezclas de hexanos-acetato
de etilo en orden de polaridad creciente, colectando fracciones de 10 mL. La

cromatografia de columna fue monitoreada por la cromatografia en capa fina.
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Acido ent-kaur-16-en-19-oico (6)

Cristales blancos, punto de fusion: 175-177 °C. RMN de H (400 MHz, CDCls), &
4.80 (1H, s, H-17a), 4.74 (1H, s, H-17b), 2.64 (1H, ta, J =4.0 Hz, H-13), 2.16 (1H, da, J =
14.6 Hz, H-3a), 2.05 (2H, m, H-15), 1.99 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-14a), 1.90 (1H, m, H-1a),
1.86 (1H, m, H-2a), 1.82 (2H, m, H-6), 1.62 (1H, m, H-12a), 1.58 (2H, m, H-11), 1.51
(2H, m, H-7), 1.46 (1H, m, H-12b), 1.24 (3H, s, H-18), 1.13 (1H, dd, J = 11.0, 4.6 Hz, H-
14b), 1.08 (1H, m, H-5a), 1.6 (1H, dda, J = 10.6, 4.3 Hz, H-9), 1.01 (1H, m, H-3b), 0.95
(3H, s, H-20), 0.88 (1H, m, H-5b), 0.81 (1H, td, J = 13.3, 4.0 Hz, H-1b).

RMN de *C (100 MHz, CDCl3) & 184.77 (C, C-19), 155.83 (C, C-16), 102.98
(CH2, C-17), 155.83 (CH, C-16), 55.08 (CH- C-9), 48.93 (CH.- C-15), 44.20 (C-C-8),
43.82 (CH, C13), 43.73 (C, C-4), 40.68 (CH, C-1), 39.67 (CH, C-14), 39.64 (C, C-10),
37.74 (CH2, C-3), 33.08 (CH, C-12), 28.94 (CHs, C-18), 21.80 (CHa, C-6), 19.07 (CH,
C-2), 18.41 (CHj, C-11), 15.56 (CHs, C-20). EMIE m/z 302 [M]* (calculado para
C20H3002, 302 g/mol).
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Acido perymenico o 15-a-angeloiloxi-16a,17-epoxi-ent-kaur-16-en-19-oico (14)

Cristales transparentes, punto de fusion: 235-237 °C. RMN de H (300 MHz,
CDCla), 5 6.04 (1H, q, J = 7.2, H-3"), 4.79 (1H, sa, H-15), 3.11 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-17a),
2.76 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-17b), 2.18 (1H, da, J= 12.89 Hz, H-3a), 2.04 (1H, m, H-14a),
1.97 (3H, dd, J = 7.3, 1.5 Hz, H-4"), 1.92 (1H, m, H-1a), 1.91 (2H, m, H-6), 1.91(3H, m,
H-57), 1.89 (1H, m, H-2a), 1.88 (1H, m, H-13), 1.86 (1H, m, H-7a), 1.84 (1H, m, H-6b),
1.81 (1H, m, H-11a), 1.75 (1H, m, H-14b), 1.61 (1H, m, 11b), 1.57 (2H, m, H-12), 1.47
(1H, m, H-2b), 1.31 (1H, m, H-7b), 1.25 (3H, m, H-18), 1.23 (1H, m, H-9), 1.11 (1H, m,
H-5), 0.99 (3H, m, H-20), 0.85 (1H, m, H-1b).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) § 184.12 (C, C-19), 167.91 (C, C-1), 137.37 (CH,
C-3), 128.04 (C, C-2°), 81.93 (CH, C-15), 66.36 (C, C-16), 56.65 (CH, C-5), 52.88 (CH,
C-9), 49.65 (CH, C-17), 47.83 (C, C-8), 43.63 (C, C-4), 41.19 (CH, C-13), 40.61 (CH, C-
1), 39.80 (C, C-10), 37.60 (CH2, C-3), 36.46 (CHa, C-14), 35.35 (CH2, C-7), 28.89 (CHs,
C-12), 28.86 (CH3-C-18), 20.81 (CH,, C-6), 20.65 (CHs, C-5'), 19.78 (CHz C-11), 18.98
(CHa, C-2), 15.94 (CH3, C-20), 15.73 (CHz, C-4").
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