UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN
NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

Estudio de lareactividad de hidroxivouacapanos en
condiciones acidas

PARA OBTENER EL TiTULO DE:

QUIMICA FARMACOBIOLOGA

PRESENTA:

DALIA IBET DIAZ ARELLANO

DIRECTORES
D.C. ROSA ELVA NORMA DEL RiO TORRES

D.Q. MARIO ARMANDO GOMEZ HURTADO

Morelia, Michoacdn Mayo, 2019




DEDICATORIA

A mis padres:

Ascencion y Lourdes por el gran apoyo y carifio que me han brindado,
porque ustedes son mi soporte, mi orgullo y mi mas grande ejemplo. Gracias por
darme la vida y ensefiarme que todo con sacrificio y dedicacién se puede lograr,
gracias por su confianza, pero sobre todo por su amor. Por ustedes soy lo que soy
y por ustedes seguiré persiguiendo mis suefos...

A mi hermano José Alberto, porque con tu entusiasmo hermano me has
ayudado a olvidarme del estrés y las preocupaciones. Siempre quiero ser un gran
ejemplo parati.

A mi abuelita Tofia, por ser mi gran consejera, por apoyarme en cada
momento y por su amor incondicional.



A mi asesora de tesis:

Doctora Rosa Elva Norma del Rio Torres, por darme la oportunidad de
integrarme en su grupo de trabajo, pero sobre todo por el gran apoyo que nos
brinda a cada uno de sus alumnos, por la paciencia que tiene para guiarnos y
explicarnos cuando no entendemos algo. Muchas gracias doctora por ensefarnos

el gran amor y pasion que se puede llegar a sentir por la ciencia.



AGRADECIMIENTOS

A mi coasesor: Doctor Mario Armando Gomez Hurtado, por su dedicacion en este
proyecto, por su paciencia para resolver mis dudas y su ayuda para la redaccion

de la tesis.

A mis sinodales: D.Q. Gabriela Rodriguez Garcia, D.C. Yliana Lopez Castro, D.C.
Consuelo de Jesus Cortés Penagos, M.C. Viridiana Aguilera Sanchez y al D.C.
Ernesto Ramirez Briones, por el tiempo dedicado para la revisién de la tesis y sus

aportaciones para la correccion de la misma.

Al Dr. Pedro Joseph Nathan del Departamento de Quimica del CINVESTAV por su

apoyo econdmico, de la beca de Ayudante de Investigador del SNI.

Al Q.F.B. José Manuel Zaragoza Rios y a la M.C. Concepcion Armenta Salinas por

la determinacion de los espectro de RMN.

A Brandon por ser mi compafiero en todo momento, por Su gran apoyo
incondicional, por su amor y comprension en mis dias de estrés y desesperacion,
por siempre estar ahi para mi. Gracias por estar en mi vida y compartir momentos

tan especiales para mi.

A mi prima Yunuén, que es como mi hermana, por estar conmigo en todo
momento, por apoyarme y escucharme cuando lo necesito, por darme animos en

los momentos dificiles. Gracias hermana.

A mis amigas Lupita, Karla, Arianna, Fany, por los dias de risas y lagrimas, por su
amistad y apoyo cuando lo necesito. Gracias por todos los momentos

compartidos.
A mis compas Daniel y Gerardo por ser grandes comparfieros de estudio.

A mis compafieros de laboratorio: Armando, Cheli, Ode, Gaby, Sinu, Eva, Moni,

Rosalba, Dona, Esahu, Viri, Tofio, Rosy, Héctor, Monse, por su amistad y apoyo,



pero mas que nada por hacer del trabajo de laboratorio algo bonito. Gracias por

todas las sonrisas compartidas.

A los nifios de servicio: Irving, Luis Angel, Giovanni, Monsesita, por la ayuda que

nos brindan.

A Dios por darme la vida y la dicha de poder seguir cumpliendo mis suefios, por

darme fortaleza y valentia cuando lo necesito.

Agradezco a toda mi familia, por el apoyo que me brindan y por compartir conmigo

cada momento de mi vida.



El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, bajo la direccion de la D.C.

Rosa Elva Norma del Rio Torres y el D.Q. Mario Armando Gémez Hurtado con

apoyo de los proyectos CIC-UMSNH.



INDICE DE CONTENIDO

SIMBOLOS, ACRONIMOS Y ABREVIATURA.........iiiiiieeiiiieeeee

RESUMEN

AB ST R A C T e

1. INTRODUGCCION.......oooitieee e ee et ettt ee et ee et enae e snea e se e ena e eesnes e
I =T 0T T F P

2. ANTECEDENTES ... e
2.1 Alcoholes: clasificacion y propiedades..........c.coveeeiiiiiiiiiiiieenen,
2.2 Reacciones de eliminacCion. .........oouviieiiiie e
2.2.1 Reacciones de eliminaCion EL..........ccoiiiiiiiiiii i
2.2.2 Reacciones de eliminacion E2.........ccoviiuiiiiiii e
2.3 Deshidratacion de alcoholes.............coooiiiiii i
2.3.1 Regioselectividad en la deshidratacion de alcoholes: Regla de

Zaitsev......

2.4 Reacciones de reordenamientO...........ouveeeeneineineneeieeieeieeeaaaneann
2.4.1 Reordenamiento Wagner-Meerwein...........ccoevvvieiieiiiieieieeieaeenn,
2.4.2 Reacciones de reordenamiento Westphalen-Lettre........................
2.5 GEnero Caesalpinia.......c.oviniieiiii
2.5.1 Caesalpiniapulcherrima..........c.oooiiiii e

3. JUSTIFICACION . ..,

4. OBIETIVOS . . .

5. PARTE EXPERIMENTAL .. it e e
5.1Datosdelaplanta............coooiiiiiiiii e
5.2 ACIAOS UIIZATOS. ... .c.eeeeee e
5.3 Preparacion del nitrato de Plata (AgNO3)......coviiviiiiiiiiii i,

5.4 Obtencidon del eXtracto..........coeiniii i
5.5 Aislamiento del 68-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26),

5a-hidroxivouacapano (27) y 68-benzoiloxi-5a,7B-hidroxivouacapano (28)..

5.5.1 Aislamiento del 6B-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26)................
5.5.2 Aislamiento de 5a-hidroxivouacapano (27).........ccoeeeeiiiiiiiiininnnnn.
5.5.3 Aislamiento de 683-benzoiloxi-5a,7B-hidroxivouacapano (28)............
5.6 Reacciones de deshidratacion en medio &cido............coceeeviiiieinnnnn.

6. RESULTADOS Y DISCUSION......uciitiiiiieeeeee e,

7. CONCLUSIONES . ... e



8. BIBLIOGRAFIA



SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y ACRONIMOS
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RESUMEN

Del extracto metandlico de raiz de Caesalpinia pulcherrima se aislaron el
66-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26), 5a-hidroxivouacapano (27) y 6f-
benzoiloxi-5a,7B-hidroxivouacapano (28). Se realizaron tratamientos en diferentes
condiciones acidas. Los productos de reaccion se purificaron por cromatografia en
columna y cromatografia en placa preparativa impregnada con AgNOs3. Al llevar a
cabo la reaccion de 27 con &cido perclérico en metanol, se obtuvo el derivado
deshidratado 29, de estructura novedosa. Cuando se llevd a cabo la reaccion de
27 con acido férmico en tolueno se favorecio la formacién del producto reordenado

30. Las estructuras se determinaron mediante sus datos fisicos vy

espectroscopicos.

29 30

Palabras clave: Caesalpinia pulcherrima, deshidratacién, reordenamiento.



ABSTRACT

From the methanol extract of Caesalpinia pulcherrima, 68-benzoyloxy-5a-
hydroxyvouacapane (26), 5a-hydroxyvouacapane (27), and 6B-benzoyloxy-5a,7(-
hydroxyvouacapane (28) were isolated. Acid treatments of the above natural
compounds were assayed under different conditions. The reaction products were

purified by column chromatography and thin layer chromatography impregnated
with silver nitrate. When reaction of compound 27 was assayed using perchloric

acid in methanol, the novel dehydrated diterpene derivative 29 was obtained. By its
part, the reaction of 27 using formic acid in toluene provided the rearranged
compound 30. All chemical structures were stablished by its physical and

spectroscopic data.
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Keywords: Caesalpinia pulcherrima, dehydration, rearrangement.



1. INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la humanidad, se ha demostrado la inmensa
importancia de las plantas medicinales a través de una gran cantidad de
descubrimientos alentados por la incertidumbre y curiosidad humana. Un claro
ejemplo son los escritos, que han sido encontrados, donde se detall6 el uso de las
plantas, es por ello que su investigacién es tan vasta, que aun falta mucho por

descubrir.

Las plantas con atributos medicinales fueron las primeras medicinas
utilizadas en forma empirica para la cura de enfermedades que padecia el
hombre; dichos conocimientos se transmitieron oralmente por la carencia de
escritura. Al desarrollarse la escritura y con la aparicion del papiro como soporte
de la misma se comenz6 a recoger informacion, convirtiéndose en patrimonio
inmaterial de unos pocos dentro de las diversas sociedades del mundo. Siendo asi
el papiro de Ebers (1500 a.C.), uno de los registros mas antiguos, en el cual se
documentan mas de 700 medicamentos en su mayoria de origen vegetal. El
Caodice de la Cruz Badiano, es el primer tratado que describe las propiedades
curativas de las plantas americanas empleadas por los mexicas; siendo asi el

tesoro herbolario de los antiguos mexicanos. 2

Los productos naturales historicamente han sido empleados con el objetivo
de mejorar los males que aquejan al hombre, como la fuente mas importante de
nuevos farmacos.® El descubrimiento de farmacos a partir de plantas medicinales,
condujo al aislamiento de drogas tempranas como la cocaina, codeina, quinina,
digitoxina y morfina. En los Ultimos tiempos, los productos naturales siguen siendo
una fuente significativa de drogas, ya que aproximadamente el 60% de los
compuestos contra el cancer y el 75% de los medicamentos para enfermedades

infecciosas son productos naturales o derivados de éstos.* °

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico 1
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Las plantas producen una extensa y diversa variedad de compuestos
organicos, de los cuales la gran mayoria no parece participar directamente en el
crecimiento y desarrollo de la planta, sino con diversas funciones ecolégicas como
proteccion, atraccion o0 comunicacion; estos compuestos son derivados del
metabolismo secundario y son denominados productos naturales, los cuales se
sintetizan en pequefias cantidades. Es importante destacar que los metabolitos
secundarios, presentan una distribucion restringida en el reino vegetal (no se
encuentran en todos los grupos de plantas), ademas de presentar interesantes
propiedades biolégicas y caracterizdndose por sus diferentes usos y aplicaciones
como medicamentos, insecticidas, herbicidas, colorantes, entre otros, teniendo asi

un importante valor econémico.® ’

Durante los dltimos 33 afios, la utilizacion de productos naturales, sigue
siendo una de las principales fuentes utilizadas para el descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos de marcada actividad antitumoral y antiinfecciosa. En
estudios recientes, el origen de nuevos farmacos aprobados por organismos
internacionales como la FDA (Food and Drug Administration) (Figura 1) entre 1981
y 2014, corresponde a productos naturales o derivados de éstos en un 49%,

aproximadamente.®
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B, 250, 16%. Macromolécula

S*/NM, 162, 10%. Farmaco sintético V, 101, 6%. Vacuna. .
biolégica.

(farmacoforo derivado de producto natural).
4%. Producto

natural.
S*, 61, 4%.

Farmaco sintético

NB, 9, 1%. Medicamento
botanico

SINM, 172, 11%. Farmacos
sintético/mimético de
producto natural.

ND, 320, 21%. Derivado de

S, 420, 27%. Farmacos
producto natural.

sintéticos.

] s ] a a ]
B N NB ND S S/NM S* SYNM \

Figura 1. Nuevos medicamentos aprobados de 1981-2014. (Modificado de

Newman).

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del

metabolismo primario de carbono, como se puede ver en el esquema 1.
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\ 3-Fosfoglicerato
Piruvato (3-PGA)
Acetil-CoA
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malénica mevalénico

T

»
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Compuestos

fendlicos

L
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METABOLISMO SECUMDARIO DEL CARBONO

Esquema 1. Sintesis de metabolitos secundarios (Modificado de Taiz).

Los productos naturales se agrupan en cuatro clases principales:

terpenos, compuestos fendlicos, glicosidos y alcaloides.’

1.1 Terpenos

Los terpenos, también llamados terpenoides o isoprenoides, constituyen

el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios; éstos compuestos tienen

como unidad estructural fundamental al isopentenil pirofosfato (compuesto de

cinco atomos de carbono

)9, 10
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De acuerdo al nimero de unidades de isopreno se clasifican en

monoterpenos, sesquiterpenos,  diterpenos,  triterpenos, tetraterpenos y

politerpenos, éstos pueden estar funcionalizados con grupos &acido carboxilico,

RUTA DEL ACIDO MEVALONICO

hidroxilo, cetona, aldehido, ésteres, entre otros (Esquema 2).*112
f 3
[ o ovu IH o
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X HE-on H,C—C—COOH x
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EHS CH EHS C(H Ca) (I:H3 Dit (C
- Cs. _CHy—O—FP erpenos
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Esquema 2. Biosintesis de terpenos y su clasificacién.
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Los compuestos terpenoides son de gran importancia en muchas areas
industriales, dentro de las cuales destaca la farmaceéutica por la gran gama de

compuestos que han llevado a la sintesis de numerosos farmacos con actividades

farmacoldgicas interesantes, como anti-VIH, antibacterianos, anticancerosos, entre
13-15

otras (Figura 2).

HO

% Acido betulinico alfa-pineno Pa_rtenélido
Inhibe repliccion del VIH Antibacteriano Anticanceroso

OH
\\\\\\\\OH
o
OMe £
OH
Ester metilico de eudesmano Eudesmandlida
Actividad citotoxica Inhibe produccién de NO

13-15

Figura 2. Estructuras de compuestos terpenoides con actividad farmacoldgica.

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico
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Dentro del grupo de los terpenos, se encuentran los diterpenos con
esqueleto de vouacapano, los cuales se caracterizan por un esqueleto molecular
construido de tres anillos de ciclohexano fusionados a un anillo de furano; éstos
resultan de importancia debido a su amplio rango de actividades, entre ellas
actividades biolégicas como antinociceptivos, analgésicos, anticancerosos,
antihipertensivos, larvicidas, antibioticos, antivirales, antiinflamatorios,

antimicrobianos, 618

por lo que éste tipo de compuestos resultan de interés en la
exploracion quimica, para la obtencién de derivados novedosos, asi como para
llegar a comprender su reactividad. En el presente proyecto se realizaron
reacciones en medios acidos de diterpenos aislados de Caesalpinia pulcherrima

para la obtencién de nuevos derivados.

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico 7
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2. ANTECEDENTES

2.1 Alcoholes: clasificacion y propiedades.

Los alcoholes son compuestos de férmula general ROH, donde R es
cualquier grupo alquilo, incluso sustituido; el grupo puede ser primario, secundario
o terciario, de cadena abierta o ciclico. Un alcohol se clasifica de acuerdo al
nimero de sustituyentes que contiene el atomo de carbono que sea portador del
grupo OH (Esquema 3). Los alcoholes son Utiles en especial porque son materias
primas versatiles para preparar otros numerosos grupos de familias. Estos se

encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y tienen midltiples

aplicaciones industriales y farmacéuticas. 1%
H T R
R——C——OH R—clz—OH R—C|)—OH
H H R
Primario Secundario Terciario

Esquema 3. Clasificacion de alcoholes.

Las propiedades quimicas de un alcohol estdn determinadas por su grupo
funcional, el grupo hidroxilo, —OH. Las reacciones de un alcohol pueden involucrar
la ruptura de uno de los dos enlaces: el enlace C—OH con eliminacién del grupo
OH, o el enlace O-H con eliminacion de —H. Los dos tipos de reaccion pueden
implicar sustitucion, en la que un grupo reemplaza el —OH o el —H, o eliminacion,
en la que se genera un doble enlace (Esquema 4).%

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico
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N
H ‘ ‘ - H0 | ®
—Cc—C—~ _*  —¢C—Cc— ____ > —C—F—0C—
‘ o
H  OH H  OH, H

/TN

Alqueno

Esquema 4. Reaccién de un alcohol con eliminacion del OH.

2.2 Reacciones de Eliminacion.

Una reaccion quimica consiste en la ruptura de enlaces en los reactivos y
la formacién de nuevos enlaces generando productos, en donde el sustrato
(compuesto organico) es atacado por el reactivo, mediante un conjunto de etapas
elementales (mecanismo de reaccién).?®

Las reacciones de eliminacion (Esquema 5) pueden utilizarse para
introducir dobles enlaces carbono-carbono en moléculas organicas. Una
eliminacion involucra la pérdida de dos atomos o grupos del sustrato,
generalmente con la formacién de un enlace pi. De acuerdo con los reactivos y las
condiciones involucradas, una eliminacion podria ser un proceso de primer orden,

E1, o de segundo, E2. 1%

N
SN

Esquema 5. Reaccion de eliminacion.

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico
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2.2.1 Reacciones de eliminacion E1.

La reaccion de primer orden E1, es conocida como eliminacion
unimolecular, debido a que el estado de transicidn involucra a una sola molécula,
en lugar de una colisién entre dos moléculas. En el mecanismo E1 (Esquema 6),
los cambios electrénicos suceden en dos pasos de reaccion:

- Paso 1. El sustrato sufre una heterodlisis lenta para formar un anién y un
carbocation.

- Paso 2. La pérdida de un proton vecino en un paso rapido produce un
alqueno neutro como producto.®

E1

Eliminaciéon unimolecular

(1) —C—C— —>» X: + —C—C—— Lento

(2) —C—C— —>» c— + H'B Rapido

Esquema 6. Mecanismo de Reaccion de eliminacion E1.

La reactividad en E1, se determina por la velocidad de la formacién del
carbocation; y esto depende de la estabilidad del mismo y del medio de reaccién.

Donde la estructura lo permite, estas eliminaciones de primer orden van
acompafiadas de reordenamientos (Esquema 7).2* La eliminacién por E1 muestra

una fuerte orientacion Zaitsev (Esquema 8); esto es, cuando puede generarse mas

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico 10
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de un alqueno, el producto preferido es el mas sustituido o ramificado (el mas
estable).

Paso 1: ionizacion para formar un carbocation. (Lento).

Br H Br H
( 5 ® |
H3C_?_C_CH341 H3C_(|:_C_CH3
H CH; H CHs;
2-bromo-3-metilbutano carbocation 2°

Paso 2: un desplazamiento de hidruro forma un carbocation mas estable.

(Rapido).
. el hidrégeno migra con
Br H su par de electrones H
® H: ®
H3C_C_C_CH3 —> H3C_C_C_CH3
H CHs; H CHs;
carbocation 2° carbocation 3°

Paso 3: el disolvente poco basico elimina cualquier protén adyacente. (Rapido).

CH3CH,0H e CH,
' N
H H

c=C¢
. / H CH,

@
Hsc—?—(lz—? H 2-metilbut-2-eno
H CHgH
3 +
H  CH,
] N
HaC—C—C CH3CH;OH,
H  CHs

2-metilbut-1-eno

Esquema 7. Reordenamiento en una reaccién E1.%3
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H H—C—H
cC——C
A
H—C—C—H
o
T T T T T 2-Penteno (Producto Zaytzeff)
o,
H—C—C—C—C—C—H n-BuOH 89 %
A +
H H H OTs H H H
Tosilato de 2-pentilo H H AN /
C—
[ \,
H—C—C—C—H
Lo
1-Penteno

1%
Esquema 8. Producto Zaitsev como mayoritario.

2.2.2 Reacciones de eliminacién E2.

Una eliminacion puede ocurrir mediante una cinética de segundo orden, la
reaccion implica un solo estado de transicion, donde una base de Bronsted
abstrae un proton del carbono adyacente al que soporta al grupo saliente y de
modo simultaneo se elimina el ion saliente, formandose el doble enlace (Esquema
9)'26

E2

Eliminacién bimolecular

C

I
—‘—c|:——> —C=—=C—— | — X + c=—c

G -

Estado de transicion

/N

Esquema 9. Mecanismo E2. (Modificado de Morrison).

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico 1
Farmacobiologia



En la tabla 1 se describen las caracteristicas generales de las reacciones
de eliminacion.

Tabla 1. Resumen de las reacciones de eliminacién.?®

El E2
Caracteristicas.
Cinética Primer orden Segundo orden
Reordenamientos Comunes No son posibles
Estereoquimica Sin geometria especial Se necesita estado de
transicion coplanar

(generalmente anti)

Factores que los promueven.

Substrato 30> 20 3°>20>1°

Grupo saliente Acido de Lewis Bases de Bronsted
Base Funcionan las bases débiles | Necesita base fuerte
Disolvente Buen disolvente ionizante Disolventes aproticos

2.3 Deshidratacion de alcoholes

Los métodos principales por los que se preparan los alquenos en el
laboratorio es la deshidrohalogenacion de halogenuros de alquilo y la
deshidratacion de alcoholes. La deshidratacion de alcoholes es un método
ampliamente utilizado para obtener otros compuestos, como alquenos. La
reaccion requiere generalmente de un medio &cido y temperaturas elevadas.?® 2’

En la deshidratacion de alcoholes, el H y el OH se pierden de carbonos
adyacentes (Esquema 10).

‘| H AN /

H——C——C——O0H > c=—c_ + HO0

| VRN

Alcohol Alqueno Agua

Esquema 10. Deshidratacion de alcoholes.
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Se trata de una reaccion de eliminacion y puede tener lugar a través de un
mecanismo E1 o un mecanismo E2 en funcion del medio de reaccion. El
mecanismo general de la deshidratacion de un alcohol involucra la eliminacién E1;
en donde la protonacion del grupo hidroxilo mediante el catalizador acido lo
convierte en un buen grupo saliente, generandose la pérdida de agua y por
consiguiente un carbocation; este es un acido muy fuerte, por lo tanto cualquier
base débil puede abstraer el proton en el Ultimo paso para generar el alqueno
(Esquema 11).%

Mecanismo de deshidratacion de un alcohol catalizada por un acido.

Paso 1: protonacioén del grupo hidroxilo (equilibrio rapido).

Paso 3: desprotonacion para generar el alqueno (rapida).

T‘w/\ N

. @
—C—C + H0: —>  C=—C

A N

Esquema 11. Mecanismo de la deshidratacién de un alcohol via E1.

Para la deshidratacion de alcoholes se emplean diversos reactivos, segun
el caso. Los acidos que se utilizan mas frecuentemente son el acido sulfarico

(H2S0,), el acido fosforico (HsPO,) y el anhinidro de &cido fosférico (P20s). Otros
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agentes deshidratantes son el cloruro de tionilo (SOCI,), el fosgeno (COCl,) y la

alimina o el gel de silice a elevada temperatura.?®

La deshidratacion de alcoholes sigue un orden de reactividad que refleja la
estabilidad del carbocation: los alcoholes terciarios reaccionan de una manera
mas rapida que los alcoholes secundarios, mientras los primarios no son reactivos
0 promueven reordenamientos. Este Ultimo fenémeno es comudn durante la

deshidratacién de alcoholes.?’

2.3.1 Regioselectividad en la deshidratacion de los alcoholes: Regla de Zaitsev.

La regioselectividad es entendida como la preferencia que tiene una
reaccion para romper o crear un enlace en particular por encima de todos los
demas posibles, es decir, que una reaccion es regioselectiva cuando entre varios

productos posibles se obtiene preferentemente uno de ellos.*

Es comun que la deshidratacion de alcoholes ocurra en dos direcciones
diferentes para formar alguenos que son isémeros constitucionales, es por ello
que en 1875, Alexander M. Zaitzev enunci6 una descripcion general de la
regioselectividad de las eliminaciones B, estableciendo la regla de Zaitzev®, la
cual se aplica a la deshidratacién de alcoholes catalizada por &cidos y se expresa
con frecuencia de la siguiente manera: las reacciones de eliminacion de los
alcoholes producen el alqueno mas sustituido como el producto principal, es decir

el alqueno mas estable.*®
2.4 Reacciones de Reordenamiento

Una reaccion de reordenamiento es aquella donde un grupo se desplaza de
un atomo a otro en la misma molécula (Esquema 12); por lo tanto la molécula
sufre un reordenamiento para producir un isémero estructural de la molécula

original.3133
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W w

A B > A B

Esquema 12. Ecuacion general de Reordenamientos.

Rudolph Fittig, en 1860, describié uno de los primeros reordenamientos en
la quimica organica, denominado reordenamiento pinacolico. Consistia en la
transformaciéon de pinacol (1) a pinacolona (2) bajo tratamiento &cido.>* Esta
reaccién ocurre totalmente con una variedad de 1,2-dioles, y puede entenderse
gue se involucra la formacién de un carbocation intermediario, que a su vez sufre
un reordenamiento. El| primer intermediario generado, es un i6n a-
hidroxicarbocatién, y se reordena a través de una migracion 1,2 de un grupo

alquilo para producir el compuesto carbonilico (Esquema 13).3

/\ H H
: o
HO {OH HO : HO

. Y
\ / o\ /3 \ e . \

S - S
\\\\\\\70 C(///,,,/ D \\\\\\\f C(///,,,, ‘:‘\\‘\yc CQ'” ‘: \\\‘“\“C\/Cwm
Pinacol
| l
H
. @
0] 0]
0 S H—" H— PRI
\' \ \ \ \'
S o

\C—C& _—
/ N\

Pinacolona
2

Esquema 13. Mecanismo de rearreglo pinacol-pinacolona.

Las reacciones de reordenamiento pueden propiciarse a través de iones

carbonio o mediante procesos concertados.®’
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La investigacién de las reacciones que involucran especies catiénicas, ha
contribuido en gran medida al conocimiento general del mecanismo de reaccién.*®
Es por ello que estudios de las estructuras y estereoquimica de los productos de
reordenamiento, han atraido el interés en la quimica de productos naturales, ya
que a partir de éstos se puede realizar reacciones que pueden llevar a un
intermediario en comun que puede ser la pauta para entender los mecanismos de

formacion de estructuras moleculares novedosas.

2.4.1 Reordenamiento Wagner-Meerwein.

Para las modificaciones quimicas en moléculas terpénicas, el
reordenamiento Wagner-Meerwein es el mejor ejemplo. Este reordenamiento
siempre se lleva a cabo con la participacion de intermediarios de carbocation, los
cuales estan involucrados en reacciones Syl y E1. Dicho carbocation puede
promover migraciones tipo 1,2 de grupos hidruro, metilos o alquilos (Esquema 14);
también se pueden generar migraciones 1,3 0 mayores; estas siempre proceden

por el plano en el que se encuentra el grupo que migra.*® #

R H R
Do T Ne [/

R/ \ 7\

Carbocation secundario Carbocation terciario

H H R
|—\' / Migracién \
R
® 1,2 hidruro @
\C—C - >

/ \ /C—C\—H
R R R R
Carbocatiéon secundario Carbocation terciario

Esquema 14. Reordenamientos Wagner-Meerwein.
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Un ejemplo de un reordenamiento tipo Wagner-Meerwein fue el promovido
en el longipineno 3 con tratamiento acido para generar los derivados 4 y 5 de
morelieno (Esquema 15), el primero por transposicion Wagner-Meerwein y el

segundo por la migracién de hidruro transanular.*?

Esquema 15. Reordenamiento del longipineno (3) a los derivados de

morelieno (4y 5).
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En un estudio de la reactividad del diterpeno 6 en medios acidos, se generé

el producto de deshidratacion 7, utilizando concentraciones cataliticas de HCIO,

en metanol (Esquema 16); al cambiar las condiciones de reaccion en estudios

posteriores del mismo labdano 6, lograron la obtencion del derivado reordenado 8

(Esquema 17).

43, 44

HCIO,

Metanol

Acido 13-epi-labdandlico (6). Ester metiico del acido (+)-13-epi-labd-8-en-15-oico (7).

Esquema 16. Producto de deshidratacion en medio acido.

cooH Acido férmico,
Tolueno
——

Reflujo 2 h

.
2
2
2
2
2
2
2

Acido 13-epi-labdandlico (6). 13-epi-labd-5(10)-en-15-oico (8).

Esquema 17. Producto de reordenamiento en medio acido.
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2.4.2 Reaccioén de reordenamiento Westphalen-Lettre.

La reaccion de reordenamiento Westphalen-Lettre, es una reorganizacion
Wagner-Meerwein promovida por acido a partir de derivados de 5-hidroxicolesterol
con un sustituyente en C-6 en configuracion 3, de la cual se elimina el hidroxilo en
posicion 5 por deshidratacion acida acomparfiada de la migracion del grupo metilo
angular en C-10 a C-5 y la formacion del doble enlace entre C-9 y C-10. Un
ejemplo de ello es el tratamiento de 9 con H,SO, y anhidrido acético, que genera
el compuesto reordenado 10 denominado como diacetato de diol de Westphalen
(Esquema 18); este tipo de reordenamiento es bastante frecuente en esteroides

para generar derivados con importantes actividades farmacolégicas.3® 3

AcO AcO

OAc

3,6-diacetato de colestano-38, 5a, 6B-triol (9). Diacetato 10 de diol de Westphalen.

Esquema 18. Reordenamiento Westphalen-Lettre.

Los derivados reordenados han tenido un auge importante en la quimica de
productos naturales, debido al interés de entender los mecanismos de reaccion,
por los cuales la molécula decide realizar éste tipo de modificaciones estructurales
generando compuestos de importancia quimica y farmacoldgica. Es por ello que el
estudio del género Caesalpinia se ha tornado relevante en los ultimos afos, ya
que este género cuenta con numerosos compuestos terpenoides funcionalizados,
que dan la pauta para realizar estudios de reactividad que generen nuevos

esqueletos.
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2.5 Género Caesalpinia

Michoacan destaca por ser uno de los estados con mayor diversidad de
flora arbdérea, como la familia Fabaceae que cuenta con el mayor nimero de
especies. Dentro de esta familia se encuentra el género Caesalpinia, con mas de
200 especies, las cuales han sido objeto de investigaciones, debido a la clase de
compuestos quimicos que se han aislado de diversas especies, principalmente
flavonoides, diterpenos y esteroides. En la medicina tradicional las especies de
este género han sido de gran utilidad para el tratamiento del reumatismo,
enfermedades inflamatorias, para aliviar infecciones por hongos y bacterias, para
reducir la fiebre, trastornos hepaticos, para combatir el estrés oxidativo entre otros

muchos usos.*> 46

La quimica de Caesalpinia se caracteriza por poseer compuestos de tipo
diterpenoide y de especies como C. sappan, C. bonduc, C. platyloba y C.
pulcherrima se han aislado compuestos con esqueleto de cassano con actividades
farmacologicas relevantes como anticancerosa, antiinflamatoria, antimicrobiano y

citotoxicas.*” %@

De C. minax aislaron varios diterpenos de tipo cassano (Figura 3), los
cuales mostraron una actividad antineoplasica en las células AtT-20 (células
tumorales de la hipofisis anterior), siendo el compuesto 17, el que mostré mayor

citotoxicidad.*®
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11. R'=R?=R3=0Ac 12. R'=R?=0Ac, R3=R*=H, R%=CHj3, R®=0OH
13. R'=R3=R*=0Ac, R?=H, R%=CHj3, R®=0OH
14. R'=0Ac, R?>=R%=R%=H, R*=0H, R®=COOCH;
16. R'=R?=0Ac, R®=R*=R®=H, R5=CH,4

15 17

Figura 3. Compuestos aislados de C. minax.

De las semillas de C. sappan, Xiao F. y colaboradores aislaron dos
diterpenoides reordenados, el tomocinol C (18) y la espirocaesalmina C (19)

(Figura 4), proponen que el compuesto 18 se reordend a partir de un diterpenoide
pimarano, mientras que 19 posiblemente es un producto reorganizado de un

diterpeno de tipo cassano.>
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19

Figura 4. Compuestos aislados de C. sappan.

De C. platylobba se aislaron diterpenos con esqueleto de vouacapano de
interés quimico y farmacoldgico, uno de ellos es el 63-acetoxivouacapano, a partir
del cual se han realizado estudios de su reactividad, que han llevado a la
obtencion de derivados oxidados, deshidratados, formilados e incluso
reordenados. En la investigacion llevada por Magallon-Chavez, al tratar el

derivado hidroxilado 20 en medios &cidos, obtuvo el producto reordenado 21

)Fl

(Esquema 19

HCOOH

2
2
2
2
2
2
Z
2

OH
20 21

Esquema 19. Reordenamiento del 6B-hidroxivouacapano.

Sudhakar C. y colaboradores trataron los compuestos naturales 22 y 23 con
BF3-OEt,, aislados de C. pulcherrima, obteniendo los compuestos reordenados 24
y 25 (Esquema 20), los cuales mostraron importantes actividades citotdéxicas y

antimicrobianas.>
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DCM, t.a., 15 min.
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Z

A

OR!
22.R'=H, R?=Bz 24.R'=H, R2=Bz
23.R'=Cinn, R2=H 25. R'=Cinn, R2=H

Esquema 20. Reordenamientos de diterpenos cassanos.

2.5.1 Caesalpinia pulcherrima

C. pulcherrima (Figura 5) es un arbusto o pequefio arbol ampliamente
distribuido tanto en regiones tropicales como subtropicales; muy apreciado por la
belleza de sus flores, utilizado como cerco vivo. Se conoce comuUnmente como
ponciana enana, San Agustin, hoja de sen; presenta corteza delgada, hojas
bipinnadas, alternas, de 3-9 pares de pina por hoja, sus flores se presentan como
inflorescencias terminales de gran colorido variando desde amarillo hasta rojo,

produce frutos tipo vaina dehiscentes al madurar.>?

Figura 5. Caesalpinia pulcherrima.

Farmacobiologia

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico



Su importancia radica principalmente por el uso medicinal, en el tratamiento
de la bronquitis y el asma, disminucion de la fiebre y desinflamacion del higado,
destacando también su actividad antimicrobiana, antiulcerosa, anticancerosa,

citotoxica.>® >

En C. pulcherrima se han aislado compuestos de esqueleto tipo
vouacapano, dentro de los cuales encontramos diterpenos funcionalizados con
grupos hidroxilos, que han sido objeto de estudios de reactividad quimica para la

obtencion de nuevos derivados con potencial farmacologico y biologico.

En el presente proyecto se analizd la reactividad de diterpenos aislados de
C. pulcherrima funcionalizados con grupos hidroxilo frente a diferentes medios

acidos para la obtencién de nuevas moléculas modificadas de origen natural.

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico 25
Farmacobiologia



3. JUSTIFICACION.

Los vouacapanos mayoritarios de C. pulcherrima permiten realizar estudios
de reactividad quimica para la generacién de nuevos derivados mediante
reacciones en medios acidos que pueden llevar a promover reordenamientos
moleculares, por lo que surge el interés de llevar a cabo la exploracién de la
reactividad de este tipo de compuestos, que permitan ampliar el conocimiento
sobre su comportamiento quimico, y de esta manera generar nuevos derivados

gue puedan tener utilidad farmacoldgica.

Dalia Ibet Diaz Arellano UMSNH. Facultad de Quimico 26
Farmacobiologia



4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Realizar un estudio de la reactividad de hidroxivouacapanos aislados de C.

pulcherrima en diferentes condiciones acidas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar la colecta de la especie vegetal C. pulcherrima.

- Obtener extracto metandlico de raiz.

- Aislar los hidroxivouacapanos.

- Llevar a cabo las reacciones en diferentes condiciones acidas.

- Caracterizar los productos de reaccidbn mediante métodos fisicos y

espectroscopicos.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de RMN de H a 400 MHz y de 3C a 100 MHz, asi como los
diagramas bidimensionales de correlacién de *H/*H (COSY), *H*3C (HETCOR), se
determinaron en un aparato Varian Mercury Plus-400. En todas las
determinaciones se utilizd como disolvente deuterocloroformo (CDCI3) y como
referencia interna tetrametil silano (TMS). Los espectros fueron procesados

mediante el programa MestReNova.

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron usando silica

gel 230-400 mallas marca Merck.

El punto de fusiébn no corregido se determin6 en un aparato Fisher-

Scientific.
5.1 Datos de la planta

C. pulcherrima se colecté en el Rancho el Bonete municipio de la Huacana,
Michoacan, en el mes de Agosto de 2017. Fue identificada por el M.C. Xavier
Madrigal, de la Facultad de Biologia de la UMSNH.

5.2 Acidos utilizados
Acido férmico utilizado Merck 98-100% de pureza.
Acido perclérico (HCIO,) J.T. Baker 70-72% de pureza.
BF3-OEt;, Aldrich.

5.3 Preparacion del Nitrato de Plata (AgNO3)
La solucion de AgNO3 se preparé disolviendo 1.7 g de AgNO3 en 12 mL de

CH3CN, conservando la solucién en frasco ambar cerrado.
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5.4 Obtencién del extracto

La planta se secO a la sombra, para su posterior separacion en sus
diferentes partes (tallo, hojas, flor, raiz). Un lote de 2.5 Kg de raiz de C.
pulcherrima, se sometieron a maceracion con metanol a temperatura ambiente
durante tres dias, transcurrido este tiempo se filtrdé y evaporé el disolvente en

rotavapor, obteniéndose 70 g de extracto total metandlico.

5.5 Aislamiento del 6B-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26), 5a-

hidroxivouacapano (27) y 6B-benzoiloxi-5a,78- hidroxivouacapano (28).

El extracto metanolico de raiz fue llevado a cromatografia en columna
usando mezclas de Hexanos-AcOEt en polaridad ascendente, utilizando una
columna de vidrio de 6 cm de diametro, 12 cm de altura de gel de silice malla 230-
400 como fase estacionaria y como fase moévil hexanos. Se colectaron fracciones

de 25 mL aproximadamente.

De la fraccién 21-36 colectadas de las polaridades Hexanos-AcOEt (4:1 a
7:3) se obtuvo una miel color amarillo, en la cual se identificaron sefiales
correspondientes a una mezcla de diterpenos, de acuerdo con espectros de RMN
de *H.

El procedimiento se repitio con 2.5 g de la mezcla de diterpenos en una
columna de vidrio de 2 cm de diametro por 12 cm de altura con gel de silice
empaquetada con hexanos, como fase estacionaria y como fase movil se utilizd
polaridad 955 Hexanos-AcOEt, colectando fracciones de 15 mL

aproximadamente.

5.5.1 Aislamiento del 6B-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26).

En la fraccién 31-36 se obtuvieron cristales incoloros en forma de agujas,
los cuales se analizaron por RMN de H y 13C, determinando que correspondia al

compuesto 26, comparando con los datos reportados.
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6B-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26).
Cristales en forma de aguja incoloros. p. f. 155-
157 °C. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &: 8.04
(m, 2H, H-3’, H-7’), 7.57 (m, 1H, H-5), 7.45 (m,
2H, H-4', H-6), 7.22 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-16),
6.17 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-15), 5.54 (t, J= 3.0 Hz,
1H, H-6), 2.56 (m, 2H, H-11), 2.51 (m, 1H, H-70),
243 (m, 1H, H-9), 2.28 (m, 1H, H-14), 2.08 (m,
1H, H-8), 1.75 (m, 2H, H-2), 1.62 (m, 1H, H-7q),
157 (s, 3H, H-20), 1.52 (m, 2H, H-1), 1.48 (m,
1H, H-38), 1.24 (s, 3H, H-19), 1.15 (m, 1H, H-
3a), 1.04 (s, 3H, H-18), 1.01 (d, J= 7.0 Hz, 3H,
H-17); RMN de *3C (100 MHz, CDCls) d: 165.8
(C, C-1’), 1495 (C, C-12), 140.4 (CH, C-16),
133.0 (CH, C-5’), 130.5 (CH, C-2’), 129.6 (CH, C-3’, C-7’), 128.5 (CH, C-4’, C-6),
122.3 (C, C-13), 109.5 (CH, C-15), 76.44 (C, C-5), 72.7 (CH, C-6), 41.3 (C, C-10),
39.0 (C, C-4), 38.0 (CH,, C-3), 38.0 (CH, C-9), 34.9 (CH, C-1), 31.5 (CHy, C-7),
31.1 (CH, C-14), 30.6 (CH, C-8), 27.7 (CHgs, C-18), 25.9 (CH3, C-19), 21.8 (CHy, C-
11), 18.2 (CHg, C-2), 17.6 (CHs, C-17).

5.5.2 Aislamiento del 5a-hidroxivouacapano (27).

En las fracciones 38-40 se observaron cristales incoloros en forma de
cilindros, éstos se analizaron mediante RMN de 'H y 13C, identificAndose sefiales
correspondientes al vouacapano 27.
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5a-hidroxivouacapano (27). Cristales en forma
de cilindros incoloros. p. f. 98-100 °C. RMN de
'H (400 MHz, CDCls) &: 7.22 (d, J= 1.8 Hz, 1H,
H-16), 6.18 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-15), 2.58 (m,
7 1H, H-14), 2.46 (m, 1H, H-11), 2.36 (m, 1H, H-
9), 1.83 (m, 1H, H-7), 1.81 (s, 1H, H-8), 1.80 (m,
% 1H, H-6), 1.66 (m, 1H, H-3), 1.60 (m, 1H, H-6),

18 19 157 (m, 1H, H-1), 1.18 (m, 1H, H-3), 1.08 (s,
3H,H-19), 1.06 (s, 3H, H-20), 1.02 (d, J=7.0 Hz, 3H, H-17), 0.95 (s, 3H, H-18);
RMN de *C (100 MHz, CDCls) d: 149.8 (C, C-12), 140.2 (CH, C-16), 122.5 (C, C-
13), 109.6 (CH, C-15), 76.8 (C, C-5), 41.2 (C, C-10), 38.4 (C, C-4), 37.6 (CH, C-9),
36.3 (CH,,C-3), 34.5 (CH, C-8), 32.5 (CH,, C-1), 31.5 (CH, C-14), 28.0 (CHs, C-
18), 25.6 (CHy, C-6), 24.4 (CHy, C-7), 24.1 (CHs, C-19), 22.3 (CH,, C-11), 18.3
(CHg, C-2), 17.5 (CH3, C-17), 17.1 (CHs, C-20).

5.5.3 Aislamiento del compuesto 28.

De las fracciones 41-45 se obtuvieron cristales amorfos de color amatrillo claro.

Estos se analizaron mediante datos espectroscopicos, determinando que
correspondian 28.
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6B-benzoiloxi-5a,7B-hidroxivouacapano(28).

Cristales amorfos de color amarillo claro. p. f.
115-117 °C. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &:
8.05 (m, 2H, H-3’, H-7°), 7.57 (m, 1H, H-5’), 7.45
(m, 2H, H-4’, H-6), 7.24 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-
16), 6.20 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-15), 5.81 (d, J=
4.2 Hz, 1H, H-6), 4.42 (m, 1H, H-7), 3.03 (m,
1H, H-14), 2.58 (s, 2H, H-11), 2.44 (m, 1H, H-
9), 2.02 (m, 1H, H-8), 1.76 (s, 1H, H-2), 1.66 (m,
2H, H-1), 1.58 (s, 1H, H-2), 1.53 (s, 3H, H-19),
1.18 (s, 3H, H-20), 1.11 (s, 3H, H-18), 1.09 (d,
J= 7.0 Hz, 3H, H-17); RMN de *C (100 MHz,
CDCl;3) &: 167.3 (C, C-1’), 149.2 (C, C-12),
140.5 (CH, C-16), 133.0 (CH, C-5’), 130.0 (CH,
C-2’),129.9 (CH, C-3’, C-7"), 128.5 (CH, C-4’, C-6’), 121.9 (C, C-13), 109.7 (CH, C-
15), 77.8 (C, C-5), 74.0 (CH, C-6), 69.1 (CH, C-7), 40.1 (C, C-10), 39.2 (C, C-4),
37.9 (CH, C-8), 37.7 (CH,, C-3), 37.1 (CH, C-9), 27.7 (CH, C-14), 27.3 (CHs, C-
20), 25.5 (CHs, C-19), 21.7 (CH,, C-11), 17.6 (CHs, C-18), 18.1 (CH,, C-2), 17.1
(CHs, C-17).

5.6 Reacciones de deshidratacion en medio acido.
Preparacién del derivado 29.

A una solucién de 157 mg del 5a-hidroxivouacapano (27) en 6 mL de
metanol, se le adicionaron 0.3 mL de HCIO4. La mezcla de reaccién se dej6é a
reflujo, durante veintiséis minutos, transcurrido este tiempo la mezcla de reaccién
se vertié6 a un embudo de separacion que contenia hielo y se extrajo con AcOEt, la
fase organica se lavé con agua y solucién saturada de bicarbonato de sodio. Se
secO utilizando Na,SO, anhidro, se filtr6 y concentré para posteriormente

determinar RMN de !H. El crudo de reaccién fue purificado mediante
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cromatografia en columna y cromatografia en placa preparativa impregnada con
AgNOs.

Derivado 29. Miel incolora (6.22 % rendimiento).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 7.23 (d, J= 1.8
Hz, 1H, H-16), 6.20 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-15),
5.55 (t, J= 4.0 Hz, 1H, H-6), 2.65 (m, 1H, H-14),
2.57 (m, H-8), 2.41 (m, 1H, H-9), 2.17 (m, 2H, H-
7), 1.72 (m, 2H, H-11), 1.30 (m, 2H, H-3), 1.13
(s, 3H, H-19), 1.10 (s, 3H, H-20), 1.05 (s, 3H, H-
18), 1.00 (d, J= 7.0 Hz, 3H, H-17). RMN de *C

18 19 (100 MHz, CDCls) &: 150. 67 (C, C-5), 149.6 (C,
C-12), 140.1 (CH, C-16), 122.9 (C, C-13), 118.3 (CH, C-6), 109.6 (CH, C-15), 42.0
(CH, C-14), 40.7 (C, C-10), 38.0 (C, C-4), 37.1 (CH, C-9), 34.9 (CHp, C-3), 32.9
(CH, C-8), 32.2 (CHs, C-18), 31.6 (CH,, C-7), 31.1 (CHs, C-20), 29.6 (CHy, C-1),
27.3 (CH, C-11), 22.9 (CH3, C-19), 20.2 (CH, C-2), 18.2 (CH3, C-17).

Preparacion del derivado 30.

A una solucién de 335 mg de 27 en 10 mL de tolueno, se le adicionaron 6.6
mL de &cido férmico. La mezcla de reaccion se dejé a reflujo durante tres horas,
transcurrido este tiempo la mezcla de reaccién se verti6 a un embudo de
separacion que contenia hielo y se extrajo con AcOEt, la fase organica se lavo con
agua y solucion saturada de bicarbonato de sodio. Se sec6 sobre Na,SO,4 anhidro,
se filtr6 y concentr6 el disolvente en rotavapor, para posteriormente determinar
RMN de H. El crudo de reaccién fue purificado mediante cromatografia en

columna.
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Derivado reordenado 30. Cristales amorfos
incoloros. p. f. 55-60 °C (6.56% rendimiento).
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7.22 (d, J=
1.8 Hz, 1H, H-16), 6.18 (d, J= 1.8 Hz, 1H, H-
15), 5.38 (sa, 1H, H-3), 2.62 (m, 1H, H-14),
2.53 (m, 2H, H-11), 2.16 (m, 1H, H-9), 2.00 (m,
2H, H-2), 1.74 (m, 2H, H-1), 1.66 (s, 3H, H-18),
1.63 (s, 1H, H-8), 1.56 (s, 2H, H-6), 1.42 (m,
2H, H-1), 0.97 (s, 3H, H-19), 0.93 (d, J= 7.0 Hz,
3H, H-17), 0.91 (s, 3H, H-20). RMN de **C (100 MHz, CDCls) &: 150.1 (CH, C-12),
140.4 (CH, C-16), 138.9 (C, C-4), 1235 (CH, C-3), 122.4 (C, C-13), 109.8 (CH, C-
15), 41.7 (C, C-5), 38.2 (C, C-10), 35.4 (CH, C-8), 32.2 (CH, C-9), 31.3 (CH, C-14),
31.7 (CHy, C-7), 28.2 (CHy, C-1), 27.7 (CH,, C-6), 25.0 (CHs, C-19), 23.5 (CH;, C-
11), 22.5 (CHg, C-2), 19.4 (CHs, C-18), 17.8 (CH3, C-17), 17. 4 (CHs, C-20).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La raiz de C. pulcherrima se colocé en maceracion durante tres dias para la

obtencidn del respectivo extracto.

Un total de 70 g del extracto metandlico crudo fue purificado por cromatografia
en columna, utiizando como eluyente mezclas de Hexanos-AcOEt en polaridad
ascendente. El anterior proceso se repitid hasta la obtencion de cristales incoloros
en forma de aguja con punto de fusion de 155-157 °C en las fracciones eluidas
con Hexanos-AcOEt (95:5). En su espectro de RMN de 'H (Figura 6) se observa
en 8.04, 7.57 y 7.45 ppm sefiales mdltiples correspondientes a los hidrogenos del
grupo benzoato H-3’, H-7°, H-5" y H-4’, H-6’ respectivamente, en 7.22 y 6.17 ppm
se encuentran dos sefiales dobles con J= 1.8 Hz correspondientes a los protones
H-16 y H-15, en 554 ppm se aprecia una sefial triple con J= 3.0 Hz
correspondiente al proton base de benzoato H-6, en 1.57, 1.24 y 1.04 ppm se
observan 3 sefiales simples correspondientes a los metilos terciarios CH3-20, CHs-
19 y CHs-18 respectivamente, en 1.01 ppm se encuentra una sefial doble con J=
7.0 Hz correspondiente al metilo CHz-17. En el espectro de RMN de *3C (Figura 7),
se aprecian 20 sefiales, caracteristicas de un diterpeno. En 165.8 ppm se localiza
una sefial correspondiente al carbonilo del grupo benzoato C-1’, en 1404 y 109.5
ppm se localizan dos sefiales correspondientes a los carbonos aromaticos del
anillo de furano C-16 y C-15 respectivamente, en 76.4 ppm se aprecia una sefal
correspondiente al carbono cuaternario base de oxigeno C-5, en 72.7 ppm se
observa una sefal correspondiente al carbono base de benzoato C-6. El resto de
las sefiales se observan entre 41.3-17.6 ppm. Estos datos son correspondientes

para el 68-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26).
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Figura 6. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del 68-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26).
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Figura 7. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del 68-benzoiloxi-5a-hidroxivouacapano (26).
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De las fracciones 38-40 eluidas con polaridad 95:5 Hexanos-AcOEt, se
obtuvieron cristales incoloros en forma de cilindros con punto de fusién de 98-100
°C. En su espectro de RMN de 'H (Figura 8) se observa dos sefiales dobles en
7.22 y 6.18 ppm con J= 1.8 Hz, asignadas a los hidrégenos 16 y 15 del anillo de
furano. En 1.08 ppm se encuentra una sefial simple correspondiente al metilo CHs-
19, en 1.06 ppm se localiza una sefal simple que corresponde al metilo CHs-20,
en 1.02 ppm se encuentra una sefal doble con constante de acoplamiento de J=
7.0 Hz correspondiente al metilo secundario 17, en 0.95 ppm se localiza una sefial
simple correspondiente al metilo 18. En el espectro de RMN de 3C a 100 MHz
(Figura 9), se observan 20 sefales caracteristicas de un compuesto diterpénico.
En 149.8 ppm se observa una sefal correspondiente del carbono cuaternario C-
12, en 140.2 ppm se aprecia una sefial correspondiente al carbono aromatico del
anillo de furano C-16, en 122.5 ppm aparece una sefial correspondiente al
carbono cuaternario C-13, en 109.6 ppm se observa una sefal correspondiente al
carbono aroméatico C-15, en 76.8 ppm se localiza una sefal que corresponde al
carbono base de oxigeno C-5. De 41.2-17.1 ppm se ubican el resto de las sefales.

Los datos presentados son correspondientes para el 5a-hidroxivouacapano (27).
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Figura 8. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del 5a-hidroxivouacapano (27).
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Figura 9. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del 5a-hidroxivouacapano (27).
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En las fracciones 41-45 eluidas con Hexanos-AcOEt (95:5), se obtuvieron
cristales amorfos de color amarillo claro con punto de fusion de 115-117 °C. En su
espectro de RMN de 'H (Figura 10) se observan tres sefiales multiples en 8.05,
7.57 y 7.45 ppm correspondientes a los hidrégenos aromaticos H-3', H-7’, H-5’ y
H-4’, H-6’, en 7.24 y 6.20 ppm, aparecen dos sefiales dobles con J= 1.8 Hz
correspondientes a los hidrégenos aromaticos del furano H-16 y H-15
respectivamente, en 5.81 ppm se observa una sefial doble con una J= 4.2 Hz que
corresponde al hidrogeno H-6 base de benzoato, en 4.42 ppm aparece una sefial
multiple correspondiente al hidrégeno H-7 base de hidroxilo, en 1.53, 1.18 y 1.11
ppm se encuentran 3 sefiales simples correspondientes a los metilos CH3-19, CHs-
20, CHs-18, respectivamente, en 1.09 ppm se observa una sefial doble con J=7.0
Hz correspondiente al metilo secundario CHsz-17. En el espectro de RMN de 3C a
100 MHz (Figura 11), se observan 20 sefales caracteristicas de un compuesto
diterpénico. En 167.3 ppm aparece una sefial correspondiente al carbono de
carbonilo C-1’, en 129.9 y 128.5 ppm se observan 2 sefales correspondientes a
los carbonos arométicos, C-3’, C-7' y C-4’, C-6’ respectivamente, en 77.8 ppm se
aprecia una sefal correspondiente al carbono C-5, en 74.0 ppm se observa una
sefal que corresponde al carbono base de benzoato C-6, en 69.1 ppm aparece
una sefial correspondiente al carbono C-7, base de oxigeno. Entre 40.1-17.1 ppm
se localizan el resto de las sefales. Estos datos con correspondientes para el
compuesto 66-benzoiloxi-5a,7B-hidroxivouacapano (28).
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Figura 10. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del 6B-benzoil-5a, 78- hidroxivouacapano (28).
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Figura 11. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del 6B-benzoiloxi-5a,78-hidroxivouacapano (28)
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Aislados e identificados los hidroxivouacapanos 26, 27 y 28, se procedio a
evaluar su reactividad quimica, debido a que éstos compuestos son susceptibles a

presentar reacciones de eliminacion generando derivados novedosos. Se decidi
iniciar los ensayos con 26 y 28, debido a la similitud con los compuestos

ensayados por Sudhakar C. y colaboradores.>?

El diterpeno 26 se hizo reaccionar con BF3-OEt, en CHCly, siguiendo la
metodologia descrita (Esquema 21)°?, disminuyendo la temperatura. Sin embargo,

no se logré obtener el producto reordenado esperado.

BF3-OEt.

/ 3 2

///////// CHzclz .
——» Mezcla compleja

Bario de hielo

agitacion (15")

2
2
Z
2
2
Z
Z
7

OBz

26
Esquema 21. Tratamiento del compuesto 26.

Debido a que no se obtuvieron los resultados esperados, se decidié

modificar las condiciones de reaccion, usando un acido mas débil.

El compuesto 26 fue tratado con acido formico en CH,Cl, a reflujo, monitoreando
la reaccién mediante cromatografia en capa fina. El analisis del crudo de reaccion
por RMN de H mostré Gnicamente materia prima. Debido a que se recuperé la
materia prima, se decidio utilizar acido perclorico en CH2Cl, observando mediante

TLC presencia so6lo de materia prima (Tabla 2).
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Tabla 2. Tratamiento del compuesto 26 con acido férmico.

Materia Reactivos Condiciones Tiempo Producto
prima
Compuesto Acido Reflujo 4:20 h Materia prima
26 formico/CH,Cl,
Compuesto Acido 0°C 24 h Materia prima
26 perclérico/CH,Cl,

Al no observar buenos resultados de reactividad del compuesto 26, se

decidié tratar el vouacapano 28, el cual se encuentra mas funcionalizado.

Se hicieron reaccionar 68 mg de 28 con acido formico en tolueno a reflujo
(Esquema 22). La reaccion se monitoreo mediante cromatografia en capa fina
cada 30 min, observado después de 2:40 h la formacion de una mezcla compleja

de productos.

, Acido férmico
y,, Tolueno .
———» Mezcla compleja
Reflujo
2:40 h

2
Z
2
Z
Z
Z
Z
A

OBz

28

Esquema 22. Tratamiento del compuesto 28.

Debido a que el compuesto 28 se obtuvo de manera minoritaria y que la
mezcla obtenida de la reaccidén no fue posible separarla mediante cromatografia
en columna, se decidi6 evaluar la reactividad del compuesto 27, el cual presenta

solo un grupo OH en posicién 5-a.
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El hidroxivouacapano 27 se hizo reaccionar con BF3-OEt, en diclorometano

(Esquema 23)°?, sin embargo se obtuvo una mezcla compleja de productos.

w, BF5-OFEt,
///// CH2C|2 .
Mezcla compleja
t.a. 5 min

Esquema 23. Tratamiento de 27.

Con base en los resultados obtenidos, se decidi6 llevar a cabo el
tratamiento de 27 con un acido mas débil. 100 mg de 27 se hizo reaccionar con
acido formico®! para la obtencién del derivado vinflico. La reaccién se monitoreo
mediante TLC, después de dos horas se observd sélo materia prima. Por lo cual
se decidi6 aumentar la proporcion de equivalentes de acido formico, asi como
también el tiempo de reaccion, con la finalidad de favorecer la deshidratacion
(Tabla 3). 66 mg del compuesto 27 se hicieron reaccionar con 1.2 mL de acido
formico en diclorometano, monitoreando la reaccion mediante cromatografia en
placa fina, después de 2:40 h se observo la formacién de un producto. Al ser
analizado el crudo de reaccién mediante RMN se apreciaron sefiales de la mezcla
del compuesto reordenado 30 con dos productos mas, los cuales presentaron el

mismo Ry.
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Tabla 3. Tratamiento de 27 a diferentes condiciones.

Materia prima Reactivos Condiciones Tiempo Producto
Compuesto 27 | Acido férmico Reflujo 2h Materia prima
(0.2 mL)/CH.Cl,
Compuesto 27 | Acido férmico Reflujo 2:40 h Derivado 30
(1.2 mL)/CHxCl» en mezcla con
2 derivados
vinilicos.

Con la intencidn de favorecer la formacion selectiva de uno de los derivados
vinilicos se cambid el disolvente por uno de mayor polaridad y con un punto de
ebullicibn mas alto, asi como también se utilizd un acido mas fuerte. 50 mg de 27
se trataron con acido percldrico en metanol a reflujo (Esquema 24), monitoreando
reaccion mediante TLC, a los trece minutos se observd materia prima y formacion
de un producto. Transcurridos 33 minutos mas, no se observdé avance de la
reaccion, por lo que se decidié extraer y analizar el crudo de reaccién mediante

RMN de *H, donde se pueden apreciar sefiales de tres derivados viniicos (Figura
12), siendo mayoritario el derivado 29.

//,,//// Acido perclérico
7y

Metanol
—_—

/,

////,,// + Mezcla de dos
derivados
Reflujo vinilicos
46 min

Z -z
Z Z
7 Z
7 z
7, C’
Z Z
< ’d

27 29
Esquema 24. Tratamiento de 27 para la obtencion del derivado 29.
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Figura 12. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del crudo de reaccién de 27 con

acido perclérico en metanol.

El crudo de reaccidn se intentd purificar en placa preparativa, impregnada
con AgNOs, utiizando como eluyente mezcla de Hexanos-CH,Cl, (98:2)
obteniendo una miel color amarillo, la cual se analiz6 mediante RMN de H,
observando al derivado 29 aun en mezcla, por lo que se procedié a realizar
cromatografia en columna, utilizando como eluyente hexanos, lo que condujo a la
obtencién de una miel incolora, que al ser analizada mediante RMN de 1D y 2D se

propone que corresponde al derivado deshidratado 29 (Esquema 25).
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Esquema 25. Producto de deshidratacion en medio &cido.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 13) se observan dos sefiales dobles
en 7.23 y 6.20 ppm (J= 1.8 Hz), correspondientes a los hidrégenos del anillo de
furano. En 5.55 ppm se aprecia una sefal triple con J= 4.0 Hz correspondiente al
hidrogeno vinilico H-6, en 2.17 y 2.15 ppm se encuentra una sefial mdltiple
asignada a los hidrogenos alilicos H-7, en 1.13 ppm se observa una sefial simple
gue integra para tres hidrégenos que corresponde al metilo CH3-20, en 1.10 ppm
se encuentra una sefal simple que integra para tres hidrégenos asignada al metilo
CHz-18, en 1.05 ppm se observa una sefal simple asignada al metilo CH3-19, en
1.00 ppm se aprecia una sefal doble con J= 7.0 Hz del metilo secundario CH3-17.
En el experimento COSY (Figura 14) se puede apreciar una correlacion de la
sefal mdltiple en 2.65 ppm asignada al hidrogeno H-14 con la sefial doble en 1.00
ppm que corresponde al metilo secundario CHs-17, asi como también se aprecia
una correlacion del hidrégeno H-9 en 2. 41 ppm, con la sefial mdltiple en 1.72 ppm
asignada al hidrégeno H-11 y una posible correlacién del hidrégeno H-8 con la
sefial mdltiple en 2.41 ppm correspondiente al hidrogeno H-9, se observa la
correlacion de la sefal triple en 5.55 ppm asignada al hidrégeno vinilico H-6 con la
sefal muiltiple en 2.17 ppm perteneciente a los hidrégenos alilicos H-7, lo que nos
sugiere que se llevé a cabo la eliminacion del hidrégeno del carbono C-6,
formandose asi el doble enlace en posiciéon C5-C6. En el espectro de RMN de °C
(Figura 15) en 150.6 y 118.3 ppm se observan las sefiales caracteristicas de los

carbonos viniicos C-5 y C-6, respectivamente, en 42.0 ppm se aprecia la sefial del
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C-14 base de metilo secundario, en 38.0 ppm se encuentra la sefal del C-4 que
corresponde a un carbono cuaternario. Las sefiales de RMN de '3C se asignaron
con ayuda del experimento HETCOR y DEPT. Estos resultados permiten definir la

formacion del derivado 29, del cual se realizd una busqueda en la literatura sin

encontrar reportes para este compuesto, por lo que resulta novedoso.
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Figura 13. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del derivado 29.
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Figura 14. Experimento COSY del derivado 29.
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Figura 15. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz del derivado 29.
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Se continué el estudio con el compuesto 27, cambiando las condiciones
utilizando acido férmico y un disolvente menos polar con punto de ebullicidn mayor
para favorecer la formacion del compuesto reordenado 30 (Esquema 26). 100 mg
del vouacapano 27 se trataron con &cido férmico en tolueno a reflujo,
monitoreando la reaccibn mediante cromatografia en placa fina, observando
después de 15 minutos formacion de un producto mayoritario, transcurridos treinta
minutos Mmas, no se observd cambios en la reaccién, por lo que se decidi6 extraer
y analizar el crudo de reaccién mediante RMN de 'H, en el cual se identificaron las

sefales caracteristicas de compuestos vinilicos.

‘2, Acido férmico ‘uy,
///,,// Tolueno — M%zcl_a d(;e dos
erivados
Reflujo vinilicos
1 h. X
27 30

Esquema 26. Condiciones de reaccion para obtener derivado 30.

Al obtener estos resultados se decidio someter un lote mayor del
compuesto 27. 355 mg del 5a-hidroxivouacapano (27) se trataron con 6.6 mL de
acido férmico en 10 mL de tolueno a reflujo por 3 h, obteniendo 304 mg del crudo
de reaccion (miel amarilla), el cual fue sometido a cromatografia en columna
usando como eluyente hexanos, de las fracciones 18-25 se obtuvieron 74 mg de
una miel incolora, la cual fue analizada mediante RMN de 'H, en donde se
observo el compuesto 30 en mezcla con otros dos derivados en proporcion 5:3:2

(Figura 16).
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Figura 16. Espectro de RMN de *H a 400 MHz de fraccion enriquecida con
derivado 30.

Esta miel permanecié en reposo con CDCls, observando después de un dia
la formacion de cristales amorfos de color amarillo, los cuales se lavaron con
hexano frio, eliminando asi el color presente. En su espectro de RMN de *H
(Figura 17) se observa una sefial simple ancha en 5.38 ppm asignada al hidrégeno
vinlico H-3 y en 1.66 ppm se aprecia una sefial simple correspondiente metilo
CHs-18. Estos desplazamientos nos indican que se llevo a cabo el reordenamiento
del vouacapano 27. En el experimento de correlacion homonuclear COSY, se
confirman las correlaciones de la sefial simple en 5.38 ppm correspondiente al H-3
con la sefial simple en 1.66 ppm asignada al metilo CH3-18 (Figura 18). En el
espectro de RMN de *3C (Figura 19) se aprecia el cambio de desplazamiento de
los carbonos C-4 y C-3 en 138.9 y 123.5 ppm respectivamente, sefiales que son
caracteristicas de carbonos vinilicos. En 41.7 ppm aparece la sefial del carbono C-
5 antes base de hidroxilo, ahora base del metilo CHs-19, en 19.4 ppm se observa

la sefial correspondiente al metilo vinilico CH3-18. La asignacion de las sefiales de
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RMN de *C se confirmé con los experimentos HETCOR y DEPT. Estos datos nos
ayudan a proponer que el compuesto obtenido, corresponde al derivado 30
(Esquema 27). Realizando una busqueda en la literatura se encontr6 que este
compuesto se obtuvo por Magallon-Chavez O., como derivado a partir del 63-

acetoxivouacapano aislado de C. platyloba.*®

7
/////// )
’ Acido formico
Tolueno

Reflujo 3

27 30

Esquema 27. Reaccién de reordenamiento del 5a-hidroxivouacapano (27).
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Figura 17. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del derivado reordenado 30.
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Figura 18. Experimento COSY del derivado reordenado 30.
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Figura 19. Espectro de RMN de **C a 100 MHz del derivado reordenado 30.
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7. CONCLUSIONES

Los ensayos con acido perclorico en metanol favorecieron la eliminacion del
hidrogeno del carbono C-6, llevandose a cabo la deshidratacion de 27

generando como producto mayoritario a 29, del cual no se encontraron

reportes.

La reaccién del vouacapano 27 en acido férmico con tolueno favorecio la
migracion del metilo CHs-19 del carbono C-4 al carbono C-5, generandose
como producto mayoritario el derivado reordenado 30. Cabe mencionar que
todos los ensayos de reaccion realizados, nos permiten sugerir que la
temperatura y concentracion del acido utilizado son variables que afectan en la
proporcion de productos que se obtienen, esto de acuerdo a lo observado en

los crudos de reaccion.

29 30
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