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RESUMEN

La separacion cromatografica del extracto de cloruro de metileno de las
hojas de C. platyloba permitio el aislamiento del producto natural 1, el cual es un
nuevo compuesto y fue caracterizado por espectroscopia de RMN de *°C y de 'H,
su configuracion absoluta se determiné por Dicroismo Circular Vibracional,
difraccion de rayos X y correlacion quimica. A partir del 6p-acetoxivoucapano (1)
se obtuvieron los derivados 3 y 4, fueron caracterizados por sus datos
espectroscopicos y su configuraciéon absoluta se estableciéo por DCV. El género
Caesalpinia es una fuente rica en cassanos tipo diterpenfuranos y existen varios
reportes sobre sus propiedades biolégicas como antimalaria, antiviral y
anticancerigenos entre otras. Pamatz y col. aislaron por primera vez 1 de C.
platyloba y C. coriaria y midieron su actividad citotoxica pero no establecieron su
configuracion absoluta, por lo que en el presente trabajo se establecié su

estructura molecular inequivoca por los métodos ya mencionados.

Para los calculos de DCV se llevo a cabo un estudio conformacional en
Spartan’10 usando mecéanica molecular, después se optimizé con Gaussian 03
usando teoria de funcionales de la densidad DFT con B3LYP631G** y DGDZVP.
Los espectros de DCV experimental y tedérico tuvieron buen nivel de similitud por lo
gue se establecié la configuracién absoluta del (5S, 6R, 8S, 9S, 10R, 14R)-6-
acetoxivoucapano (1), (5S, 6R, 8S, 9S, 10R, 14R)-6-hidroxivoucapano (3) y (5S,
8S, 9S, 10R, 14R)-6-oxovoucapano (4).

@) (4)



1. INTRODUCCION

La necesidad de curar las enfermedades es tan antigua como la
humanidad. Al surgir las grandes civilizaciones aparecieron también los primeros
agentes terapéuticos, principalmente de origen natural. Con el paso del tiempo y
conforme la humanidad comenzé a adquirir nuevos conocimientos en medicina y
quimica se introdujeron los primeros productos de sintesis organica durante la
primera mitad del siglo XIX; en la actualidad siguen siendo los productos naturales
y la sintesis organica las principales fuentes de nuevos farmacos®. Los productos
naturales ofrecen caracteristicas complementarias a los compuestos sintéticos en
cuanto a composicion, peso, tamafio, grupos funcionales, complejidad molecular y
estereoquimica®. En el periodo de 1981 al 2002 fueron introducidos en todo el
mundo 877 compuestos organicos como farmacos, de los cuales el 61% eran

derivados de productos naturales®.

Una de las propiedades importantes que poseen algunos de los productos
naturales es la presencia de centros estereogénicos, es decir, son quirales. Sin
embargo, la naturaleza es estereoselectiva y en la mayoria de los casos solo
biosintetiza uno de los enantiomeros. Se sabe que los enantibmeros tienen iguales
propiedades fisicas y quimicas pero difieren en dos aspectos, en el plano de
rotacion de la luz polarizada y en la reactividad frente a otras moléculas quirales,
incluyendo su interacciéon en los sistemas biologicos*; por ejemplo la S-(—)-
penicilamina es un antiartritico mientras que su enantibmero R es sumamente

toxico® (Fig.1a).

Un ejemplo historico que ensefio a la humanidad la importancia de la
estereoquimica fue el caso de la Talidomida, un farmaco con propiedades
sedantes, prescrito a mujeres embarazadas que se comercializé entre 1957 y
1960 en forma racémica. Se observd que el enantiomero R producia las
propiedades sedantes mientras que el S resultaba severamente toxico

produciendo efectos teratogénicos® (Fig. 1b).
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Figura 1. Propiedades de enantiémeros (Modificado de Alvarez-Garcia)®.

Por estas razones es de suma importancia establecer la configuracion
absoluta en moléculas quirales que presenten actividad bioldgica,

independientemente si son obtenidas de fuente natural o sintética.

En un estudio previo realizado para determinar la actividad citotoxica de
Caesalpinia platyloba y C. coriaria plantas nativas de Michoacan, se aislé del
extracto hexanico de hojas de C. platyloba y del extracto hexanico de vaina y
hojas de C. coriaria una molécula que mostré tener actividad contra la linea
inmortalizada de células de cancer de préstata DU-145 sin respuesta a
estrogenos; este compuesto se caracterizé mediante RMN como el diterpenfurano
1’ y al realizar una busqueda bibliografica de la estructura, se encontré una
molécula similar 28 que difiere en los desplazamientos quimicos en los espectros
de RMN de *3C y 'H sobre todo en las sefiales referentes al centro estereogénico
del carbono 6 (C-6), lo que sugiere una estereoquimica contraria en dicho centro.

Debido a la ambigledad sobre la estereoquimica de 1 en el presente trabajo se



determind la configuracion absoluta de dicha molécula llevando a cabo una
correlacion quimica en la que se prepararon los derivados 3 y 4, a las tres
moléculas se les determind la configuracion absoluta por Dicroismo Circular
Vibracional (DCV).

Figura 2. 6B-acetoxivoucapano (1), 6a-acetoxivoucapano (2),

6B-hidroxivocucapano (3), 6-oxovoucapano (4).



2. ANTECEDENTES

Determinar la configuracion absoluta ha sido desde hace mucho tiempo un
problema cientifico significativo, por lo que se han desarrollado diversos métodos
que han ido evolucionando a lo largo de la historia. Desde 1815, cuando Jean
Baptiste Biot descubrid que algunos compuestos organicos naturales giraban el
plano de la luz polarizada® se marcé la pauta que trazaria la importancia de la
estereoquimica de las moléculas organicas, afilos mas tarde en 1848 Louis
Pasteur observé que el tartrato de sodio y amonio existia como una mezcla de dos
clases diferentes de cristales que se orientaban hacia lados opuestos, unos hacia
la derecha y otros hacia la izquierda, separé los dos tipos de cristales
cuidadosamente con pinzas y encontré que los cristales orientados a la derecha
rotaban la luz polarizada en sentido de las manecillas del reloj, mientras que los
orientados hacia la izquierda rotaban la luz polarizada hacia el lado contrario. Este
descubrimiento lo llevé a sentar las bases de la estereoquimica; planteé que al
igual que los dos tipos de cristales, las moléculas que los conformaban eran
imagenes especulares entre si, es decir, habia descubierto los enantibmeros. Los
trabajos de Pasteur condujeron en 1874 a Van't Hoff y Le Bel a proponer que el
carbono con cuatro sustituyentes se encuentra con una geometria de un tetraedro,
lo que conferia a las moléculas organicas tridimensionalidad y catorce afios
después Emil Fisher establecié arbitrariamente la configuracion del D-
gliceraldehido™. A partir de entonces se establecié la estereoquimica de muchos
compuestos organicos mediante correlacién quimica con el D-gliceraldehido como
se muestra en el esquema 1. Sin embargo, estas configuraciones eran relativas a
la suposicién de la configuracién D del gliceraldehido. No fue hasta 1951 que los
quimicos holandeses J. M. Bijvoet, A. F. Peerdeman, y A. J. Van Bommel
desarrollaron la técnica de difraccidon de rayos X de dispersién anémala con la que
se establecid que la configuracion absoluta del D-gliceraldehido coincidia con la
configuracion asignada arbitrariamente, asi mismo la configuracion que habia sido
obtenida por correlacién quimica con el D-gliceraldehido era correcta para todas

las moléculas **.
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Esquema 1. Correlacién quimica del (—)-acido lactico al (+)-gliceraldehido

(Modificado de Yurkanis Bruice ).

Los rapidos avances de la difraccion de rayos X, han permitido establecer la
configuracion absoluta de manera rutinaria mediante el uso de métodos como el
de Bijvoet, debido a la dispersibn anémala que se produce por la presencia de
atomos pesados'?. Sin embargo, este método requiere la obtencién de un mono
cristal adecuado en tamarno, celdas unitarias idénticas, orden interno, caras bien
definidas, transparentes, bordes regulares sin grietas, condiciones que a veces
son dificiles de obtener en algunas moléculas®®. La configuracién absoluta también
se puede obtener al determinar la configuracion relativa de la posicién de interés
respecto a un sustituyente o compuesto de referencia del cual se conozca su
configuracion absoluta. En este método empirico se pueden preparar derivados
con auxiliares quirales que ademas pueden ayudar a la cristalizacion de la

molécula y no es necesaria la presencia de atomos pesados™®.



La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es uno de los
métodos utilizados para el analisis estructural de compuestos organicos en
disolucién y es una herramienta Util para la determinacion de la configuracién
absoluta'®. Dado que los enantiémeros de un compuesto presentan espectros de
RMN idénticos en disolventes aquirales, se usa un reactivo auxiliar quiral de
configuracion conocida que se acople a los enantiomeros formando un complejo o
un enlace covalente; esto hace que se formen dos nuevas especies
diastereoméricas que presentaran espectros de RMN diferentes y mediante la
interpretacion de parametros de la diferencia de desplazamientos quimicos (Ad)
obtenidos por la comparacion de los espectros de RMN permiten inferir la
configuracion'®!’. Desde 1973 cuando Mosher implementd el método que lleva su
nombre, usando como auxiliar quiral al acido metoxitrifluorofenil acético se han
desarrollado numerosos agentes auxiliares quirales, los cuales deben tener en su
estructura un grupo polar o voluminoso que induzca a la molécula a una cierta
conformacién, un grupo funcional donde se lleve a cabo el acoplamiento covalente
con la muestra y un grupo capaz de producir efectos anisotropicos en los

sustituyentes de la muestra®®.

Los métodos empleados de RMN para obtener la configuracion absoluta se
dividen en dos grupos, 1) Derivatizacién doble (Fig.3a) en el cual la molécula de
configuracion desconocida se acopla por separado a ambos enantiomeros (R, S)
del auxiliar quiral y posteriormente se comparan los desplazamientos de los
sustituyentes (Li/Ly) en los espectros de RMN de ambos derivados. 2)
Derivatizacion simple en el que la molécula de configuracion desconocida solo se
acopla a uno de los enantiomeros del auxiliar quiral y se analizan los espectros de
RMN de dicha molécula con y sin auxiliar quiral (Fig. 3b). Se deben tener en
cuenta las conformaciones que el complejo molécula problema-auxiliar quiral
puedan tomar porque pueden llevar a errores de interpretacion, por lo que algunas
veces es necesario inducir a una conformacion estable, ya sea modificando la
temperatura o con la adicién de metales que formen un complejo. El uso de este

método se limita a moléculas capaces de acoplarse a los auxiliares quirales™®.
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Figura 3. Derivatizacion a) doble y b) simple (Modificado de Seco y col)*®.

Otra herramienta Gtil para la determinacion de la configuracion absoluta es
la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en la que se usan fases
estacionarias quirales o reactivos de derivacion para producir aductos
diastereoméricos, posteriormente un analisis de la rotacion del aducto y la
aplicaciéon de reglas simples de la correlacion del tiempo de retencion y el orden
de elucidacion permiten establecer la configuracion absoluta para varios
compuestos?’. Por ejemplo, determinar la configuracién absoluta de alcoholes
secundarios aciclicos con HPLC, requiere llevar a cabo una derivatizacion con 1,5-

difluoro-2,4-dinitro-benceno y posteriormente con L o D- leucinamida para producir



los respectivos diasteredmeros del alcohol 2,4-dinitrofenil-5-leucinamida (DLA) y
fijar una conformacion rigida, en la separacion por HPLC se usa gel de silice ODS
(octadesilsililo) que es un medio hidrofilico. Dado que los diastereomeros cis
presentan los grupos hidrofobos del alcohol y la leucinamida en el mismo plano del
dinitrobenceno interacttan fuertemente con el gel de silice ODS que los
diasteredmeros trans, por lo que tienen un mayor tiempo de retencion. Para los 2-
hidroxialcanos los diastereébmeros S presentan una disposicion cis y los R una
disposicion trans y en base a lo anterior se puede definir la configuracion absoluta

de varios alcoholes secundarios?®..

Derivatizacion con L-DLA

H‘\ 1 {I} H1 H!
= —— - I
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Derivatizacion con DL-DLA —— = e R, ) R,
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Figura 4. Determinacion de la configuracién absoluta por HPLC (Modificado de

Harada y col.) %%



Los métodos épticos se han convertido en técnicas ampliamente aplicadas
al estudio de moléculas quirales. Como se menciond anteriormente los
compuestos quirales son épticamente activos, es decir, rotan el plano de la luz
polarizada en determinada magnitud ya sea a la derecha que se indica con el

signo (+) o a la izquierda que se indica con el signo (—).

Estos datos nos permiten obtener la rotacion especifica que es una
propiedad caracteristica de cada compuesto. Los enantiomeros presentan iguales
magnitudes en el valor de las rotaciones especificas pero con signo contrario, lo
gue nos permite distinguir entre uno u otro enantibmero. En productos naturales la
rotacion especifica es de gran ayuda para determinar la configuracién absoluta
puesto que la naturaleza es una fabrica perfecta de moléculas organicas que solo
elabora la mayoria de la veces un unico enantiomero de cada molécula, sin
importar el nimero de centros estereogénicos que pueda tener, por lo que la
configuracion absoluta de algunas familias de compuestos se puede establecer a
partir de su biogénesis. Asi que cuando se aisla un compuesto y si se conocen los
datos fisicos de ambos enantiomeros la medicion de la rotacion especifica puede

ser suficiente para discriminar uno del otro®.

El dicroismo circular (DC) es otro método utilizado para determinar la
configuracion absoluta, en el que se puede considerar una onda polarizada en el
plano como la superposicion de una onda polarizada circular derecha (Ep) y una
onda polarizada circular izquierda (E|); ambas de la misma frecuencia. Sin
embargo, si las ondas asociadas a Ep y E, se desplazan con diferentes
velocidades, la resultante E es ademas polarizada en un plano, pero el vector
eléctrico y por lo tanto su plano de polarizacion, llevan a cabo una rotacion, como
se observa en la figura 5a. Las moléculas quirales pueden absorber un rayo
circularmente polarizado a la derecha de una manera distinta de la del rayo
circularmente polarizado a la izquierda. Esta diferencia de absorcion produce que
la longitud del vector E; no sea igual a la de Ep y su resultante E no describe una

circunferencia sino una elipse, como se muestra en la figura 5b.



La rotacion a mide la desviacion entre el plano de la luz incidente
linealmente polarizada y el eje mayor de la luz emergente elipticamente
polarizada. Se admite que el poder rotatorio se puede interpretar por la teoria de
los pares oscilatorios y por la teoria de la polaridad, segun las cuales el momento
eléctrico y el momento magnético estan asociados a la actividad éptica resultante
de vibraciones electronicas no paralelas en los diferentes agrupamientos de una

molécula®.

. ED+EI

ElI - ED

a) b)

Figura 5. Luz polarizada circularmente (Modificado de Crabbé) %.

Asi, el dicroismo circular es la diferencia de absorcion entre la luz
polarizada izquierda y derecha dando lugar a un espectro en el cual la curva
obtenida a mayor longitud de onda se denomina efecto Cotton y para dos

enantiémeros es igual en magnitud pero con signo contrario®,

10



Por lo que el DC ha sido empleado desde su descubrimiento por Cotton
para determinar la configuracion absoluta de moléculas quirales. La utilizacion de
esta técnica por los quimicos organicos crecié ampliamente por el desarrollo de la
regla del octante que permite predecir el DC del estado electronico de excitacion
n-r* de cetonas ciclicas de cinco, seis o siete miembros. Esta regla establece que,
el efecto Cotton esta correlacionado con los sustituyentes de estas moléculas, por
lo que la estructura de la molécula se dibuja de tal forma que tres planos (Fig. 6.
A, B y C) dividen a la cetona en octantes, el plano A bisecta el grupo carbonilo, el
plano B es perpendicular a A y en el reside el oxigeno del carbonilo y el plano C
es perpendicular a A y B. Si se observa desde el lado del carbonilo, los cuatro
cuadrantes detras del plano C son los cuadrantes posteriores, y los cuatro
cuadrantes enfrente del plano C son los llamados cuadrantes delanteros, aunque
raramente los sustituyentes de cetonas ciclicas se posicionan en los cuadrantes
delanteros. Los sustituyentes posicionados en el lado inferior izquierdo y en el lado
superior derecho de los cuadrantes posteriores contribuirdn a un efecto Cotton
negativo, mientras que los posicionados en el lado superior izquierdo e inferior
derecho presentaran un efecto Cotton positivo, si la molécula presenta varios
sustituyentes el signo del efecto Cotton corresponde a la suma de la contribucién
de los sustituyentes en los ocho cuadrantes®. El signo correspondiente de cada
cuadrante se establecié extrapolando un gran niumero de datos experimentales y
es soportado por consideraciones teéricas, por lo que es considerado un método
semiempirico. Sin embargo, actualmente esta regla es poco usada porque es
imprecisa al no considerar que los atomos o los grupos alrededor del cromoforo
pueden moverse debido a la libertad conformacional y cambiar la naturaleza
(magnitud y signo) de las perturbaciones que ejercen sobre el estado de transicion

electrénica de la molécula®®.
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Figura 6. Regla del octante (Tomado de Guo-Quiang)®.

En sistemas que tienen dos o mas grupos croméforos que se encuentran
cercanos en el espacio y que presentan una apropiada orientacion mutua, las
interacciones entre sus dipolos de transicion son responsables de una gran fuerza
rotacional, superando las transiciones que cada croméforo ejerce sobre el centro
quiral. Cuando los croméforos (que pueden ser iguales o distintos) presentan un
fuerte dipolo eléctrico que permite la transicidon acoplada entre uno y otro, se
conoce como acoplamiento del exciton, en el cual la intensidad y el signo del
acoplamiento (definido por el signo del efecto Cotton) estan relacionados con la
orientaciéon de los grupos croméforos, que depende de la conformaciéon y
configuracion molecular. De acuerdo a esto, el espectro de DC es interpretado de
la siguiente manera: cuando se presenta un efecto Cotton positivo se dice que los
grupos cromoforos estan orientados en sentido de las manecillas del reloj (Fig.
7a), si el efecto Cotton es negativo se dice que estan orientados en sentido
contrario de las manecillas del reloj (Fig. 7b)?’. En moléculas que presentan una
gran flexibilidad conformacional, algunos conférmeros pueden mostrar diferentes
valores de DC simultdaneamente dando lugar a un valor promediado que es
pequefio. Esto puede constituir un obstaculo para la determinacion de la
configuracion absoluta por este método; sin embargo, se pueden adicionar a la

molécula mediante derivatizacidon quimica croméforos capaces de restringir dicha
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flexibilidad®®, en la figura 7 se muestran dos ejemplos de la aplicacién de este

método.
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Figura 7. Efecto Cotton a) positivo (Modificado de Zahn y col.)®
b) negativo (Modificado de Superchiy col.)?’.

Sin embargo, el DC se encuentra restringido para moléculas que presenten
grupos cromoéforos o que sean susceptibles a una derivatizacion quimica que
permita la introduccién de dichos cromoéforos, ademas sus métodos pueden estar

sujetos a errores de interpretacion.

En la década de 1970 el desarrollo del modulador fotoelastico de cuarzo
con selenuro de zinc permiti6 hacer mediciones en la regién del espectro de
infrarrojo (IR), logrando con esto la medicion del Dicroismo Circular Vibracional,
(DCV), a la par el desarrollo de métodos computacionales capaces de predecir el
espectro tedérico de DCV hizo posible comparar un espectro obtenido
experimentalmente con un espectro teorico para determinar la configuracion

absoluta®.
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Los calculos del espectro de DCV comienzan con la seleccion de la
configuracion absoluta especifica para la estructura molecular, frecuentemente las
moléculas organicas son conformacionalmente flexibles a temperatura ambiente y
dado que a esta temperatura se mide el espectro experimental del DCV, se
pueden presentar multiples conformaciones en el equilibrio por lo que el segundo
paso es el andlisis para evaluar la flexibilidad conformacional de la molécula y
determinar los conférmeros, sus energias relativas y la poblacion de estos en el
equilibrio®!. La busqueda conformacional se realiza usando mecénica molecular o
métodos semiempiricos en software como Spartan, HyperChem, MacroModel o
PC Model*?. Posteriormente a los conférmeros con minima energia (dentro de un
intervalo de 5 Kcal/mol con respecto al enantiomero de menor energia) se les
optimiza su geometria, se obtienen sus frecuencias y por lo tanto sus espectros de
IR y DCV, usando Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) en programas
como Gaussian, generalmente se usa como método B3LYP con un nivel de teoria
631G ** con dos polarizaciones o con DGDZVP los cuales han mostrado tener
buen balance entre la precisibn y el tiempo computacional. Las frecuencias
calculadas en modo normal son escaladas por un factor denominado factor de
anarmonicidad en el intervalo de 0.97-0.98 para compensar el hecho de que las
frecuencias son calculadas sobre la base de un campo de fuerza armonico
mientras que las frecuencias observadas presentan un campo de fuerza
anarmonico, ademas los efectos del disolvente pueden aumentar las diferencias
entre el espectro calculado y el espectro experimental. Una vez que se han
calculado los espectros de IR y DCV de los conformeros mas contribuyentes sus
frecuencias son ponderadas por su fraccion de la poblacion de Boltzmann y
sumadas para obtener el espectro calculado final de DCV e IR. Este es
comparado con el espectro experimental mediante un algoritmo desarrollado por
Biotools y disponible comercialmente como un programa de software llamado
Compare VOA®,
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Todas las moléculas organicas absorben radiacion IR por lo que las
moléculas quirales generan espectros de IRpcy y DCV el cual es
estereoespecifico, puesto que los pares de enantidmeros tienen el mismo espectro
de IR pero sus espectros de DCV son opuestos, es decir, con signos contrarios.
La magnitud de las bandas en un espectro de DCV es aproximadamente 10,000
veces mas pequefia que la de IR, cada banda de absorcién en el espectro de IR
tiene una correspondiente banda de DCV3*. Esta técnica ha sido recientemente
utilizada para determinar la configuracién absoluta tanto de moléculas sintéticas

como de productos naturales® 3¢ 3",

Los productos naturales han retomado importancia debido a las multiples
aplicaciones que se les han encontrado, entre ellas la de principios activos, que a
través de la medicina tradicional se ha conocido su utilidad sobre todo de plantas y
los estudios quimicos y biolégicos de estas y de sus componentes han permitido
confirmar su utilidad en la medicina; por ejemplo, el arbol de ginkgo mencionado
en los libros de medicina china que datan del 2800 A.C. y del cual se utilizan
preparados como antihistaminico y antitusivo produce ginkgélidos, inusuales
diterpentrilactonas que son antagonistas del factor de agregacién plaquetaria®;
otro ejemplo es el agente antihipertensivo Forskolin aislado de Coleus forskonhlii

Brip. (Labiatae), una planta que se describe en un antiguo texto Hind(*.

En México se conoce una gran cantidad de especies vegetales con
aplicaciones medicinales, esto ha sido plasmado en documentos de importancia
mundial como el Cédice Badiano o Florentino®. Entre los Estados més ricos en
biodiversidad se encuentra Michoacan que cuenta con una vasta riqueza vegetal,
ocupa el cuarto lugar en riqueza floristica y presenta 4,672 especies nativas, de
las cuales el segundo lugar lo ocupa la familia Fabaceae con 1800*. Dentro de
esta familia se encuentra el género Caesalpinia, subfamilia Caesalpinioideae, que
contiene mas de 500 especies, encontradas en su mayoria en regiones tropicales
y subtropicales de las cuales se han estudiado menos de 30 especies respecto a
sus propiedades fitoquimicas y farmacolégicas*. Especies pertenecientes a este

género tienen uso en medicina tradicional, por ejemplo la decoccién de hojas,
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corteza y raices de C. pulcherrima es usa para aliviar la infeccion por hongos y
para reducir la fiebre**, se ha reportado que presenta actividad citotoxica,
antituberculosa, antibacterial y antifingica®. En la figura 8 se muestran distintos
diterpenfuranos aislados de C. pulcherrima a los que se les evaluaron sus
actividades farmacoldgicas, por ejemplo los diterpenfuranos 5 y 6, presentaron
actividad antituberculosa®, de un estudio sobre la actividad antiinflamatoria en el
que se evaluaron 23 diterpenfuranos aislados de la raiz de C. pulcherrima,
pulcherrin Q (7) mostré la mejor actividad como inhibidor de la producciéon del
oxido nitrico en la linea celular de macréfagos RAW 264.7 estimulados con
lipopolisacarido®®, mientras que otros autores reportaron la actividad antibacterial
de cuatro diterpenfuranos aislados de las hojas de C. pulcherrima, en el que el

diterpeno 8 tuvo buen potencial contra Bacillus subtilis*’.

Figura 8. Diterpenfuranos aislados de C. pulcherrima.
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Diferentes érganos de la planta de C. bonduc se usan para el tratamiento
de asma, fiebre crénica, tos, dolor de cabeza y malestar estomacal®®. Por lo que
se le han realizado varios estudios quimicos encontrdndose numMerosos
cassanos®, a los cuales se les han reportado diferentes actividades
farmacoldgicas como la actividad antiproliferativa moderada contra células de
adenocarcinoma de mama y carcinoma cervical para el diterpenfurano 9%
También, se ha reportado la actividad antimalaria y citotoxica de 16
diterpenfuranos aislados de las semillas de C. bonduc encontrando que
bonducellpina E (10), bonducellpina F (11) y bonducellpina G (12) presentaron una

significativa actividad antimalaria®.

©)

an (12)

Figura 9. Diterpenfuranos aislados de C. bonduc.
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C. crista Linn es otra de las especies de este género utilizada en medicina
tradicional; se distribuye en las regiones tropicales y subtropicales del sureste de
Asia, en Indonesia es comunmente llamada "Bagore” y la decoccién de la raiz es
usada en el tratamiento de reumatismo, dolor de espalda y como un ténico®. Las

semillas presentan una actividad antimalaria interesante®® >

, al ser evaluada la
actividad inhibitoria del crecimiento del parasito de la malaria Plasmodium
falciparum FCR-3/A2 clon, de 44 cassanos Yy norcassanos aislados de esta planta

se encontro que los diterpenos 13 al 18 presentan una actividad antimalaria mas

potente que la Cloroquinona que es la droga utilizada comercialmente®®.

AcO,

(18)

(16) 7

Figura 10. Diterpenfuranos aislados de C. crista.
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Las semillas de C. minax son utilizadas para el tratamiento de influenza,
disenteria, refriado comun, fiebre y reumatismo®*’, en un estudio sobre su
actividad antiviral se demostré que los diterpenfuranos 19-22 que se muestran en

la figura 11, tienen una actividad significativa contra el virus Parainfluenza tipo 3%,

Figura 11. Diterpenfuranos aislados de C. minax.

C. coriaria y C. platyloba son arboles multiusos nativos de Michoacan, C.
coriaria tiene varios usos en medicina tradicional, por ejemplo, para tratar la
diarrea se usa la coccion de tallos jovenes, la coccion del fruto se usa en gargaras
para infecciones de garganta, la semilla seca y molida se toma para la fiebre y la
coccion de hojas se usa para el dolor de estobmago, las raices han sido utilizadas
como desinfectante en casos de gangrena. En Centroamérica es considerado un

arbol de importancia comercial debido a que el polvo amarillo que rodea a las
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semillas dentro de las vainas es utilizado para curtir el cuero por su alto contenido
de taninos (50%)°. Por su parte C. platyloba es usado como cercas vivas en
algunos cultivos para protegerlos de las termitas®®, sus vainas y hojas se usan

para alimento del ganado en época de sequia®.

Figura 13. Partes de C. platyloba.

En nuestro grupo de investigacion se han reportado los componentes de los
aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor de ambas especies los cuales
presentaron diversas actividades como antitermita, antialimentario e insecticida®.
De igual manera se realiz6 un escrutinio del efecto antifiangico sobre patégenos
que causan pudricibn de pedunculo en el fruto de aguacate, encontrando que
presentan actividad sobre Colletotrichum acutatum y Phomopsis viticola agentes
causantes de esta pudricion®®. Ademas como ya se mencioné anteriormente del
extracto hexanico de hojas de C. platyloba y del extracto hexanico de vaina y
hojas de C. coriaria se aislé el diterpenfurano 1 que presenté actividad citotdxica’
y que al realizar la busqueda de este compuesto en la literatura se encontraron
dos compuestos de estructuras similares, el 6a-acetoxivoucapano (2)% y el 7p-
acetoxivoucapano (23)**, los cuales fueron aislados de Dipterys lacunifera y
Pterodon pubescens, respetivamente (Fig. 13).
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Figura 13.- Monoacetoxi-voucapanos.

La estereoquimica del 7B-acetoxivoucapano (23) fue establecida por los
autores por comparacion con la literatura; mientras que para el 6a-
acetoxivoucapano (2) llevaron a cabo una correlacién quimica mediante una serie
de reacciones que se muestran en el esquema 2; en donde compararon los
desplazamientos quimicos en el espectro de RMN de protén de la sefial base de
alcohol H-6 del hidroxivoucapano 24 que aparece a 3.98 ppm con la sefial de H-6
del hidroxivoucapano 3 en el cual esta seial aparece en 4.35 ppm, este
desplazamiento a campo bajo coincide con un hidrégeno orientado en alfa por lo
tanto para el derivado 3 el grupo hidroxilo se encuentra beta, mientras que en 24
el hidrégeno se encuentra beta y el grupo hidroxilo se encuentra alfa, con lo que
indirectamente determinan la estereoquimica del producto natural 2, dado que el
hidroxivoucapano 24 se obtiene de la hidrélisis del acetoxivoucapano 2
manteniéndose la estereoquimica del centro quiral, por lo que establecen que el

derivado 2 presenta el grupo acetato orientado en alfa.
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Esquema 2. Secuencia de la correlacién quimica (Tomado de Mendes y col.)®.

Cabe destacar que al comparar los desplazamientos quimicos de los
espectros de RMN tanto de **C como de 'H de 1 y el compuesto 2 presentaron

diferencias significativas.

Dado el potencial farmacolégico del 6p-acetoxivoucapano (1) y las
diferencias en los datos espectroscopicos entre los acetoxivoucapanos
encontrados en la literatura, surge la pregunta sobre cual es la estructura y la
configuracion absoluta del diterpenfurano 1 y si se trata de un nuevo compuesto,
por lo que, en el presente trabajo se realizé una correlaciéon quimica empleando la
metodologia descrita® y se usé la técnica de DCV para poder establecer la
configuracion absoluta de dicha molécula y de los derivados obtenidos en la

correlacion quimica.
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3. OBJETIVO GENERAL

Establecer la configuracion absoluta del 6p-acetoxivoucapano (1) aislado
del género Caesalpinia, mediante correlacion quimica y estudios de Dicroismo
Circular Vibracional (DCV).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Aislary caracterizar el 6p-acetoxivoucapano (1).

e Determinar la Configuracion absoluta de 1 mediante correlacion quimica.

e Caracterizar espectroscopicamente los derivados de la correlacion quimica.

e Obtener la configuracién absoluta de 1 y de los derivados de la correlacion
guimica mediante DCV.

e Obtener al menos un derivado cristalino para su analisis de difraccién de

rayos X.

6p-acetoxivoucapano (1)
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Para cumplir con los objetivos se disefio la siguiente estrategia experimental:

Colecta de Caesalpinia platyloba

g

Obtencion de los extractos

L7

Aislamiento y purificacion del
6pB-acetoxivoucapano (1)

2V

Realizacion de la correlacion Quimica

A

Realizacion de una busqueda conformacional en
Spartan "10 para cada una de las posibles
moléculas

A

Optimizacion de los conformeros mas estables
en Gaussian 03 con DFT con un nivel de teoria
B3LYP/6.31G**y B3LYP/DGDZVP

g

Comparacion de los espectros experimentales y
tedricos de DCV tanto del 6p-acetoxivoucapano
(1) como de sus derivados

~

~




4. DISCUSION DE RESULTADOS

Se colectaron hojas de C. platyloba por ser la especie vegetal de donde se
obtuvo el mejor rendimiento’ del 6p-acetoxivoucapano (1), se dejaron secar a la
sombra y se pusieron a macerar a temperatura ambiente durante tres dias usando
como disolvente hexano, posteriormente se concentrd en un rotavapor repitiendo
ésta etapa tres veces; obteniendo el extracto hexanico. A continuacion se realizo
la maceracion utilizando cloruro de metileno como disolvente, repitiendo el

procedimiento anteriormente descrito hasta la obtencién del extracto.

Con el fin de aislar el 6B-acetoxivoucapano (1), se realizaron cromatografias
sucesivas utilizando como fase movil mezclas de hexano-cloruro de metileno,
iniciando con hexano y aumentando en orden creciente la polaridad, obteniendo el
diterpenfurano 1 en las fracciones eluidas a una polaridad 99:1 hasta 95:5 y como

fase estacionaria gel de silice.

En el espectro de RMN de 'H (Fig. 14) se observan dos sefiales dobles con
una J =19 Hz en 7.23 y 6.19 ppm correspondientes a los hidrégenos arométicos
del furano H-15 y H-16. En 5.51 ppm se observa una sefial simple ancha
correspondiente a un hidrégeno base de éster, en 2.60 ppm se observa una sefial
multiple correspondiente al H-14 traslapada con una sefial doble de dobles con J =
16.9 y 7.1 Hz correspondiente a uno de los hidrégenos del metileno CH»-11, en
2.48 ppm se encuentra otra sefal doble de dobles con J = 16.9 y 10.0 Hz
identificada como el hidrégeno H-11". En 2.03 ppm se observa una sefial simple
que integra para 3 hidrégenos caracteristica de grupos metilo de acetilo, en 1.85
ppm se observa una sefial doble de triples con constantes de acoplamiento de J =
14.3 y 3.5 Hz identificada para uno de los hidrégenos del metileno H-7, el H-7" se
observa en 1.53 ppm como una sefial multiple. En 1.20, 1.02 y 0.99 ppm se
observaron 3 sefiales simples correspondientes a los metilos terciarios CHs-20,
CH3-19 y CH3-18, respectivamente. En 0.96 ppm se observa una sefal doble con

J = 7.0 Hz correspondiente al metilo secundario CHs-17.
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Figura 14. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del 6p-acetoxivoucapano (1) en CDCls.
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En el espectro de RMN de *C (figura 15) se observan 21 sefiales que

indican la presencia de un diterpeno; se observa una sefial en 170.6 ppm

correspondiente al carbonilo del éster. Las sefiales ubicadas en 149.6, 140.4,

122.0 y 109.4 ppm son propias de un anillo de furano. En 69.6 ppm se observa

una sefial de un carbono base de éster. En 55.4 ppm se observa la sefal

correspondiente al carbono C-5 cuyo desplazamiento es tipico de esqueletos de

diterpenos. En la tabla 1 se presenta la comparacion de los desplazamientos

quimicos de los espectros de RMN de *C entre 1 con los reportados para el

acetoxivoucapano 28, Es preciso aclarar que el espectro de la literatura fue

adquirido en CDCI; a 15 MHz. Se observan diferencias significativas en los

carbonos 1, 5, 6, 8, 14, 18 y 20.

Tabla 1. RMN de *3C del 6p-acetoxivoucapano (1) y el 6a-acetoxivoucapano (2).

No. de C 1 Exp 2 Lit°
1 42.2 39.7

2 18.7 18.4

3 43.9 43.6

4 33.8 33.1

5 55.4 57.5

6 69.6 72.6

7 36.3 37.4

8 31.0 36.6

9 45.6 44.7
10 37.9 38.8
11 21.8 22.6
12 149.6 149.2
13 122.0 122.2
14 31.0 35.0
15 109.4 109.4
16 140.4 140.6
17 17.6 17.3
18 33.7 30.9
19 23.5 22.5
20 17.2 15.3
MeCO 170.6 170.2
MeCO 21.7 21.9
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Figura 15. Espectro de RMN de*C a 100 MHz del 6p-acetoxivoucapano (1) en CDCls.
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Para confirmar la asignacion del espectro de RMN de protén se llevé a cabo
el experimento COSY (Fig. 16). Se puede observar que el hidrégeno base de éster
correlaciona con las sefiales en 1.85 y 1.53 ppm correspondientes a los
hidrogenos del metileno CH,-7, asi como con una sefal en 1.09 ppm del H-5, lo
gue indica que el éster se encuentra en la posiciéon 6. También se puede observar

la correlacion entre el metilo secundario CHs- 17 y su vecino el hidrégeno H-14.
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Figura 16. Expansion del espectro COSY del 6p-acetoxivoucapano (1).
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La expansion del espectro HETCOR (Fig. 17) fue de gran utilidad pues
permitio corroborar la ubicacion de la sefial del hidrogeno H-5, dado que se
conocia el desplazamiento del C-5 en 55.4 ppm y se puede observar que
correlaciona con la sefial en 1.09 ppm, asi como la asignacion de los hidrogenos
del metileno CH,-7 cuya sefial en 36.3 ppm correlaciona con la sefal doble de
triples en 1.85 y una sefial multiple en 1.55 ppm, de sus respectivos hidrégenos.
Ademas, se puede confirmar la sobreposicion de los metinos CH-14 y CH-8 ya
que se observa que la sefial que se encuentra en 31.0 ppm presenta una
correlacion con 2 sefiales en la escala de hidrégeno, una con una sefial multiple
en 2.60 ppm identificada como H-14 y otra con una sefal multiple en 2.03 ppm
correspondiente a H-8, la sefial en 21.7 ppm correlaciona con la sefial simple en
2.03 ppm caracteristica del metilo de acetato. De igual manera, se logro asignar la

posicion de los hidrégenos de los metilenos y metilos presentes en la molécula.
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Cabe destacar que 1 y 2 también presentaron diferentes valores en la
rotacion especifica, mientras que para 1 fue de [ox]ZDO = —18.3 (c 3.8, CHCly),

Mendes y col. reportan una rotacion especifica para el 6a-acetoxivoucapano (2) de

a]zlf =+44.5 (c 17.1, CHCIy), este dato sustenta que 1y 2 son moléculas distintas.

Una vez aislado y caracterizado el 6B-acetoxivoucapano (1) se procedio a
iniciar la correlacion quimica, para lo cual se llevo a cabo la hidrolisis de 1 usando
las condiciones de reaccién reportadas®, con hidruro de litio y aluminio (LiAIH.) en
THF, mediante agitacion a temperatura ambiente y condiciones anhidras.
(Esquema 3), el crudo de reaccion se purific6 en columna cromatografica,
encontrandose en las fracciones 10-12 eluidas con hexano una miel transparente
gue presento el espectro de hidrégeno que se muestra en la figura 18, en el cual
se puede observar que la sefial del hidrégeno 6 que era el base de acetato en 1 se
desplaz6 de 5.51 a 4.48 ppm region caracteristica de hidrogenos base de alcohol
ademas de la ausencia de la sefial en 2.01 ppm del metilo del acetato, ahora se
observa bien definida la sefial correspondiente al H-8 como una dddd con J =
12.5, 12.5, 4.7 y 4.7 Hz, la sefial del H-5 se desplaza a campo alto en 0.98 ppm,
asi mismo los metilos 20, 19 y 18 presentaron un ligero desplazamiento a campo
bajo. Estos cambios en el espectro de RMN-'H indican la formacién del 6p-

hidroxivoucapano (3).

(1) (3)
Esquema 3. Reaccion de hidrolisis del 6p-acetoxivoucapano (1).
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Figura 18. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del 6p-hidroxivoucapano (3) en CDCls.
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En el espectro de RMN de *3C (Fig. 19) se observan 19 sefiales de las 20
esperadas para el hidroxivoucapano 3, lo que indica que dos sefales se
encuentran sobrepuestas. Se observa el desplazamiento a campo alto del carbono
C-6 a 67.7 ppm que corresponde ahora a base de alcohol, el C-5 por su parte
presenta un ligero desplazamiento a campo bajo a 56.3 ppm. Otro cambio
significativo lo presenta el C-7 que se observa a 42.3 ppm, como se puede
apreciar aquellos carbonos vecinos al C-6 en donde se realiz6 la modificacién

qguimica, son los que presentan cambios en sus desplazamientos quimicos.

En el experimento COSY se observan las correlaciones del hidrogeno base
de hidroxilo H-6 que se encuentra en 4.48 ppm correlacionando con una sefial en
0.98 ppm correspondiente al H-5 y adicionalmente con las sefiales multiples de los
hidrégenos del metileno H-7 en 1.75 ppm y 1.58 ppm, a su vez estos ultimos
correlacionan con una sefial dddd en 2.15 ppm identificada como el hidrogeno H-
8, el cual correlaciona con una sefial multiple en 2.63 ppm identificada como H-14,
y con otra sefial multiple en 1.60 ppm identificada como el hidrégeno H-9, esta
tltima sefal correlaciona ademas con una sefial doble de dobles con J = 16.9 y
7.1 Hz en 2.59 ppm identificada como H-11 asi como con la sefial doble de dobles
con J =16.9 y 10.0 Hz en 2.46 ppm correspondiente al otro hidrogeno H-11". La
sefal del H-14 también correlaciona con una sefial doble en 0.96 ppm identificada

como el metilo CH;-17.
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Al comparar los desplazamientos quimicos de RMN de **C del 6p-
hidroxivoucapano (3) obtenido experimentalmente de la hidrélisis del 6p-
acetoxivoucapano (1) con los reportados en la literatura del 6a-hidroxivoucapano
(24) y 6pB-hidroxivoucapano (3)° esperariamos que fuera idéntico con alguno de
ellos. Se observa que nuestro derivado concuerda mas con el 6p-
hidroxivoucapano (3) sobre todo en los desplazamientos de los carbonos C-6 y C-
5, aunque se observan algunas diferencias entre ellos, no obstante, se debe tomar
en cuenta que en la literatura® determinaron sus espectros de RMN de *3C a 15
MHz en CDCI3, lo que probablemente derivd en errores de asignacion, por lo que
en la tabla 2 se presenta una columna de los desplazamientos de **C con las
asignaciones corregidas de 3 de la literatura, en la que se puede ver que el
desplazamiento que asignan a CH3-20 de 24.2 ppm realmente corresponde al
metilo CH3-19 que experimentalmente se encuentra en 24.3 ppm, y que el
desplazamiento que le asignan a C-19 de 30.6 ppm corresponde con el
desplazamiento experimental de CH-8 en 30.4 ppm, mientras que el valor que le
asignaron a C-8 de 37.7 ppm concuerda con el desplazamiento del C-10
experimental. Puede observarse que ellos reportan 18 sefales pues presentan
dos sobreposiciones entre C-10 y C-1 y otra entre C-14 y C-18, en base a
nuestros resultados podemos sugerir que Mendes y col.® presentan realmente una
sobreposicion en C-4 y C-18 ya que en nuestro espectro experimental a 100 MHz
estas sefiales aparecen en 34.1y 33.9 ppm vy la otra sefial sobrepuesta realmente
es la correspondiente a los metilos CH3z-17 y CHs3-20. Al realizar estas
correcciones se observa que 3 experimental y 3 de la literatura corresponden a la

misma molécula.
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Tabla 2. Comparacion de  de RMN-3C de hidroxivoucapanos de la literatura y

experimental.

No.de | 24 o-OH | 3B-OH | 3B-OH 3 Lit.
C Lit. Lit. EXp. Corregido
1 39.9 40.5 40.3 405
2 18.5 18.9 18.8 18.9
3 43.8 43.9 43.8 43.9
4 335 33.8 34.1 33.8
5 60.2 56.5 56.3 56.5
6 70.2 67.6 67.6 67.6
7 42.4 425 425 425
8 35.5 37.7 30.4 30.6
9 44.7 46.2 46.0 46.2
10 38.7 40.5 37.7 37.7
11 22,5 21.8 21.8 21.8
12 149.2 149.6 149.7 149.6
13 122.3 122.1 122.2 122.1
14 31.1 31.3 31.2 31.3
15 109.5 109.3 109.5 109.3
16 140.5 140.2 140.3 140.2
17 17.3 17.6 17.7 17.6
18 37.1 31.3 33.9 33.8
19 22.7 30.6 24.3 24.2
20 15.5 24.2 17.7 17.6

El experimento DEPT fue de gran utilidad para la asignacién inequivoca del
espectro de RMN de *3C. Asi, se asignaron las sefiales que corresponden a los
carbonos cuaternarios C-12, C-13, C-10 y C-4, como las sefiales que
corresponden a los 7 metinos de la molécula, las 5 sefiales correspondientes a los
metilenos y se corrobora que para los metilos solo se observan tres sefales por lo
gue se confirma la existencia del traslape de dos metilos, ya que deberian

observarse cuatro sefales.
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Figura 21. Experimento DEPT del 6B-hidroxivoucapano (3).

Con el experimento HETCOR (Fig. 22) ademas de asignar los metinos y
metilenos de la molécula se logré confirmar que la sefial que se encuentra en 17.7
ppm en la escala de carbono-13 correlaciona con dos sefiales en la escala de
hidrogeno una en 1.24 ppm correspondiente al CH3-20 y otra en 0.96 ppm del
CH3-17 con lo que nuevamente se corrobora que estos dos metilos se encuentran

traslapados en el espectro de *°C.
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La rotacion especifica obtenida para el 6B-hidroxivoucapano (3) fue de [a]2D°

=—8.4 (c 0.75, CHCIl3), mientras que para el 6a-hidroxivoucapano (24) lo reportan

de [0(]200 = +102.0 (c 1.3, CHCI3), en la literatura no se describe la rotacion

especifica del 6B-hidroxivoucapano que obtienen de la reduccion de la cetona®.

Continuando con la correlacion quimica se procedio a realizar la oxidacion
del 6B-hidroxivoucapano (3) para la obtencion del 6-oxovoucapano (4) (Esquema
4), cabe destacar que en éste punto ambas correlaciones deben coincidir al
perderse el centro estereogénico del carbono 6, por lo que se espera que los
datos espectroscépicos experimentales sean iguales con los reportados®. La
oxidacion se llevé a cabo con clorocromato de piridinio (PCC) en cloruro de
metileno en agitacion a temperatura ambiente, el crudo de reaccién se purifico por
medio de una columna cromatografica, encontrandose en las fracciones 28-32
eluidas con hexano una miel ligeramente amarilla cuyo espectro de RMN de
hidrégeno se observa en la figura 23 y en el cual ademas de las sefales tipicas de
los hidrégenos del furano resalta la ausencia del hidrogeno base de alcohol que se
encontraba en 4.48 ppm para el derivado 3 y el desplazamiento a 2.14 ppm del
hidrégeno H-5 que aparecia en 0.98 ppm y que ahora se encuentra en posicion o
al carbonilo formado, asi como a los hidrogenos del metileno CH»,-7 que ahora
aparecen como sefiales multiples en 2.38 y 2.24 ppm, mientras que el metilo CH3-
17 se desplaz6 a 1.06 ppm, los metilos CH3-18 y CH3- 20 ahora aparecen en 0.99

y 0.87 ppm respectivamente,

4,
7, »
"

PCC / CH,CI,

—>

1 h, agitacion

Esquema 4. Reaccidn de oxidacion del 6B-hidroxivoucapano (3).
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En el espectro de RMN de C (Fig. 24) se observan las 20 sefiales
esperadas para el 6-oxovoucapano (4), una sefial en 211.9 ppm correspondiente
al carbono C-6 carbonilo de la cetona, en 148.8, 140.8, 121.9 y 109.4 ppm se
observan las sefiales tipicas de los carbonos del furano, el carbono C-5 se
desplazé a campo bajo casi 9 ppm al pasar de 56.3 a 65.1 ppm, otro carbono que
presenta un cambio significativo es C-7 que de 42.3 ppm se desplaza a 46.8 ppm,
ambos carbonos ahora se encuentran en posicion a al carbonilo. El carbono C-10
también presenta un cambio significativo y ahora aparece en 41.8 ppm al igual que
el C-8 que se observa en 38.4 ppm. Los metilos C-18, C-19 y C-17 aparecen en
32.8, 21.9 y 17.3 ppm respectivamente, mientras que el metilo C-20 se desplaza
hasta 14.9 ppm. Las sefiales correspondientes al esqueleto carbonado fueron
asignadas con la ayuda del experimento DEPT, HETCOR y gHSQC y gHMBC.
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Figura 24. Espectro de RMN de **C a 100 MHz del 6-oxovoucapano (4) en CDCls.
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Al comparar los desplazamientos quimicos de RMN de *C experimentales
de 4 con los reportados en la literatura® la Unica diferencia significativa la
presentan los carbonos 14 (32.9 §ji, 30.7 Sexp) Y 18 (31.1 Jjir, 32.8 Jexp), SiN
embargo, estas sefales pueden estar intercambiadas, ya que si se invierten los
desplazamientos (como se muestra en la tabla 3) estos coinciden con la

asignacion experimental.

Tabla 3. Comparacién de los § de RMN de **C del 6-oxovoucapano (4).

No. C 4 Lit. 4 EXp. 4 Lit. corregido
1 39.1 38.8 39.1
2 18.5 18.3 18.5
3 42.8 42.5 42.8
4 324 32.0 324
5 65.4 65.1 65.4
6 211.4 211.9 211.4
7 47.0 46.8 47.0
8 38.7 384 38.7
9 45.7 45.4 45.7
10 41.9 41.8 41.9
11 22.9 22.6 22.9
12 149.0 148.8 149.0
13 122.1 121.9 122.1
14 32.9 30.7 311
15 109.5 109.4 109.5
16 141.0 140.8 141.0
17 17.3 17.3 17.3
18 31.1 32.8 32.9
19 221 21.9 22.1
20 15.0 14.9 15.0
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En el experimento COSY se puede observar la correlacion de la sefial en
2.68 ppm doble de dobles con J = 16.9 y 7.0 Hz identificada como uno de los
hidrogenos del metileno H-11 con una sefial doble de dobles en 2.40 ppm con J =
16.9 y 10.0 Hz identificada como el hidrogeno H-11", ambas sefales correlacionan
a su vez con una sefial multiple en 1.97 ppm correspondiente a H-9, este ademas
correlaciona con la sefial en 2.22 ppm identificada como H-8 el cual también
correlaciona con las sefiales multiples en 2.38 y 2.24 ppm correspondientes a los
hidrogenos del metileno CH,-7. En 2.62 ppm se observa la sefial del hidrogeno H-
14 que correlaciona con la sefial doble en 1.06 ppm con J = 7.0 Hz del metilo
secundario CH3-17.

46



27 26 25 24 23 22 21 20 1% 18 17 1& 15 14 13 12 11 10 09

Figura 25.Expansion del espectro COSY del 6-oxovoucapano (4).

pRm

47



Para tener la certeza de la correcta asignacion del espectro de carbono se
llevo a cabo el experimento de correlacion heteronuclear (HETCOR) en el que se
observa la correlacion entre el carbono C-5 en 65.1 ppm con la sefial
correspondiente al hidrogeno H-5 en 2.14 ppm. Se puede observar claramente
como la sefial en 32.8 correlaciona con la sefal en 0.99 ppm correspondiente al
metilo CH3-18, la sefial en 30.7 ppm correlaciona con la sefial en 2.62 ppm
asignada mediante el experimento COSY como el CH-14, esto demuestra que la
asignacion propuesta en el presente trabajo para CH3-18 y CH-14 es correcta. Por
lo tanto si ambos 6-oxovoucapanos corresponden al mismo compuesto, entonces
la asignacion de las sefales para C-18 y C-14 estan intercambiadas en la

literatura®.

El experimento HETCOR nos ayudé a establecer la correcta asignaciéon de
los metilenos, CH,-1, CH,-2, CH»-3, CH,-7 y CH»-11 en el espectro de hidrégeno y

se confirmd la asignacion de los metilos CH3-19 y CH3-20.

En la tabla 4 se muestran los datos de desplazamientos quimicos de
carbono-13, las correlaciones obtenidas mediante gHSQC y en la columna del
gHMBC se muestra solo las correlaciones de los protones con los carbonos
vecinos para el 6-oxovoucapano (4).

La rotacion especifica obtenida experimentalmente para el 6-oxovoucapano
(4) fue de [a]?? = +80.7 (c 0.75, CHCl3) y coincide con la reportada® de [a]?) =
+74.9 (c 2.0, CHCI3) esto nos confirma que en esta etapa de la correlacion quimica

se tiene el mismo compuesto 6-oxovoucapano (4).
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Tabla 4. Datos de *H y *C, gHSQC y gHMBC del 6-oxovoucapano (4).

Posicion DEPT 5 °C 5 'H gHMBC
1 CH, 38.8 1.76,1.18 C-20, C-2,C-9, C-5
2 CH, 18.3 1.51
3 CH, 425 1.35, 1.08 C-19
4 C 32.0
5 CH 65.1 2.10 C-20, C-19, C-4, C-18, C-10, C-9, C-6
6 C 211.9
7 CH, 46.8 2.35,2.24 C-14, C-8, C-9, C-5, C-6
8 CH 38.4 2.22 C-17,C-9, C-7,C-6
9 CH 45.4 1.95 C-20, C-11, C-1, C-10, C-5
10 C 41.8
11 CH, 22.6 2.67,2.38 C-8,C-9, C-13,C-12
12 C 148.8
13 C 121.9
14 CH 30.7 2.62 C-17,C-13
15 CH 109.4 6.20 C-13,C-16, C-12
16 CH 140.8 7.24 C-15, C-13, C-12
17 CH, 17.3 1.05 C-14, C-8, C-13
18 CHs 32.8 0.96 C-19, C-4, C-3,C-5
19 CH, 21.9 1.25 C-18, C-4, C-3,C-5
20 CHs 14.9 0.87 C-1, C-10, C-9, C-5
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Una vez obtenido y caracterizado el 6-oxovoucapano (4) y continuando con
la correlacion quimica reportada®, se llevé a cabo la reaccién de reduccion del
grupo carbonilo usando borohidruro de sodio (NaBH4;) como agente reductor y
etanol absoluto como disolvente (Esquema 5). Encontrandose por RMN de *H un
solo compuesto que presentd las mismas sefiales que el 6B-hidroxivoucapano (3)
obtenido de la hidrolisis del 6B-acetoxivoucapano (1). Este resultado concuerda
con lo observado por Méndes®, ya que ellos reportan que solo se obtiene como
anico producto de la reduccion de la cetona el alcohol orientado en beta, lo cual
puede deberse al impedimento estérico que presenta la cara Re al encontrarse los
metilos 19 y 20 en posicién 1-3 diaxial impidiendo que el borohidruro reaccione por
esta cara dando como Unica posibilidad el ataque por la cara Si que da lugar a la
formacién del 6B-hidroxivoucapano (3), que al ser igual al obtenido de la hidrolisis
de 1 y dado que en esta reaccion se mantiene la estereoquimica, se confirmé que
la configuracion relativa del 6B-acetoxivoucapano (1) en el centro estereogénico 6

corresponde al grupo acetoxi en posicion beta.

3)

Esquema 5. Reaccion de reduccién del 6-oxovoucapano (4).
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Para completar la correlacion quimica se decidié preparar el derivado
acetilado del hidroxivoucapano 3 del mismo que después de probar en distintas
condiciones de reaccion se llevd a cabo con anhidrido acético y piridina en
microondas obteniéndose como Unico producto el 6p-acetoxivoucapano (1)
(Esquema 6), cuyos datos espectroscopicos fueron idénticos al producto natural
obtenido de las hojas de C. platyloba.

3) (1)

Esquema (6). Acetilacién del 6B-hidroxivoucapano (3).

Una vez concluida la correlacion quimica en la que se obtuvieron los
compuestos 1, 3 y 4 se procedid a llevar a cabo la determinacion de la
configuracion absoluta por Dicroismo Circular Vibracional, para lo cual se
determinaron los espectros experimentales y se calcularon los espectros tedricos
de DCV, tomando en cuenta las siguientes consideraciones. La configuracion de
los otros centros estereogénicos de la molécula (5C, 8C, 9C, 10C, 14C) no fueron
alterados durante la correlacién quimica, por lo que inicialmente se establecieron

en base a su ruta de biosintesis.
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La biosintesis de los diterpenos procede del geranil geranil pirofosfato
(GGPP 29) (Esquema 7) y como se sabe el GGPP 29 se forma por la adicién de
una molécula de isopentenil pirofosfato (26) al farnesil pirofosfato (28)°°, una vez
formado el GGPP, en este paso se comienza a establecer la estereoquimica, dado
que dependiendo de las enzimas que participen en la ciclacion se puede obtener
el copalil pirofosfato (30) que es el precursor de la serie normal de los diterpenos
como los abietanos, labdanos, pimaranos, kaurenos, taxadienos, acido giberélico,
cembrenos casbenos y cassanos o se puede formar su enantiomero el ent- copalil
pirofosfato (31) del cual se derivan los diterpenos de la serie ent como los ent-
kaurenos, ent-beyerenos, ent-atiserenos o ent-cassanos entre otros®®. Existe poca
informacion sobre los ent-cassanos, los cuales han sido reportados que se forman
como metabolitos secundarios cuando las plantas de arroz son infectadas por un

67,68

microorganismo patdégeno como agentes antifungicos”"™", cuya configuracion

absoluta fue determinada por sintesis total y dicroismo circular (Fig. 27)%°.

o

(-)-Phytocassano C (-)-Phytocassano D

Figura 27. Estructura de los ent-cassano.
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Esquema 7. Biosintesis del Copalil pirofosfato (30) y el ent-Copalil pirofosfato (31) (Modificado de Dewick)*.
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La estructura base reportada para los cassanos tipo diterpenfurano
presenta un diterpeno triciclico, que podria derivar del intermediario carbocationico
pimar-15-en-8-il (32) (Esquema 8) generado por la ciclacién del copalil pirofosfato
(30), la migracién de hidruro de C-14 a C-8 en 32 forma el carbocation pimar-15-
en-14-il (33) seguido por una migracion del metilo CH3-13 a C-14 dando lugar al
carbocation cass-15-en-13-il (34) que genera una union trans/anti/trans en los
anillos de ciclohexano’, para la formacién del anillo furanico se propone que su
biosintesis se lleva a cabo cuando el carbocatidon cass-15-en-13-il (34) es atacado
nucleofilicamente por una molécula de agua adicionandose el oxigeno en C-16,
formandose 35, cuya existencia puede sustentarse por la obtencién de
Taepeenina L de C. crista’’. El derivado 35 reacciona de manera intramolecular
con el metileno CH,-12 perdiéndose un proton, después esa parte de la molécula
se aromatiza al perder el segundo protdn del carbono C-12 para asi formar el
anillo de furano, posteriormente se adiciona un hidroxilo en la posicion C-6 que

puede ser acetilado para generar el 6-acetoxivoucapano.
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(+)-Copalil pirofosfato Carbocation pimar-15-en-8-il
(30) (32)
migracion de
hidruro

-
migracion de
metilo
Carbocatién cass-15-en-13-il Carbocatiéon pimar-15-en-14-il
(34) (33)

Anion Taepeenin L
(35)

6p—acetoxivoucapano 6p—hidroxivoucapano

U] (3)

Esquema 8. Biosintesis propuesta del 6B-acetoxivoucapano (1).
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Por lo tanto, para obtener los espectros tedricos de DCV la configuracion
propuesta para disefar las estructuras quimicas de 1, 3 y 4 se hizo en base a los
datos espectroscépicos, literatura y la ruta biosintética de los diterpenfuranos tipo
cassanos quedando como (5S, 8S, 9S, 10R y 14R). Para el centro estereogénico
6 la estereoquimica establecida fue R tanto para el 6p3-acetoxivoucapano (1) como
para el 6pB-hidroxivoucapano (3) puesto que se usd como referencia la

configuracion relativa obtenida en la correlacion quimica.

La busqueda de los conférmeros para el 6B-acetoxivoucapano (1), 6p-
hidroxivoucapano (3) y para el 6-oxovoucapano (4) se realiz6 mediante el
programa Spartan “10, con mecanica molecular por el método MMFF.

En la tabla 5 se presentan los conférmeros mas estables obtenidos de la
basqueda de conférmeros, asi como su energia y distribucion de Boltzmann. Cabe
destacar que las tres moléculas solo presentaron un conféormero de minima
energia cuya distribucion de Boltzmann fue del 100% se debe a la unién de los
tres anillos de los ciclohexanos con el furano que le confieren rigidez restringiendo

el movimiento de la molécula.

57



Tabla 5. Conféormeros de minima energia obtenidos con Spartan”10 con mecanica
molecular (MMFF).

Molécula Conférmero

6B-acetoxivoucapano (1)

-68.5 Kcal/mol, 100%

6B-hidroxivoucapano (3)

-77.93 Kcal/mol, 100%

6-oxovoucapano (4)

-69.45 Kcal/mol, 100%
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Continuando con el protocolo del DCV para la obtencién del espectro
tedrico la optimizacion y la obtencion de las frecuencias de DCV e IR se llevaron a
cabo en el programa Gaussian "03 usando teoria de funcionales de la densidad
(DFT) con el método B3LYP y un nivel de teoria 6-31G con dos polarizaciones,
posteriormente se optimizO nuevamente el calculo para mejorar el nivel de
concordancia entre el espectro tedrico y el experimental aplicando un nivel de

teoria DGDZVP para cada uno de los conféormeros mas estables.

Una vez obtenidos los espectros de DCV experimentales del 6p-
acetoxivoucapano (1) y sus derivados 3 y 4 obtenidos mediante la correlacion

quimica, se procedio a hacer la comparacion entre estos y sus analogos tedricos.

Los datos de las frecuencias obtenidos de los calculos computacionales con
un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP fueron procesados a un formato compatible
con el software llamado Compare VOA desarrollado por Biotools. Este programa
nos permiti6 cuantificar el nivel de concordancia entre los espectros

experimentales y calculados de los tres voucapanos.

En la figura 28 (a) se muestra el archivo de salida que nos proporciona el
programa Compare VOA de la comparacién del espectro experimental y calculado
(B3LYP/DGDZVP) del 6p-acetoxivoucapano (1), el cual proporcioné el factor de
anarmonicidad (anH = 0.981), y la similitud espectral de DCV para el enantiomero
correcto de 90.4% (rojo) e incorrecto de 31.8% (azul), asi como el nivel de similitud
entre los espectros de IR (b) de 91.2 % con un nivel de confianza para la
determinacioén de la configuracién absoluta del 100%.
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Figura 28. Comparacion de espectros de DCV del 6p-acetoxivoucapano (1)

calculado y experimental que se obtiene del programa Compare VOA.
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En la figura 29 se muestran las gréficas de los datos procesados de los
espectros calculados y corregidos con el factor de anarmonicidad (a-B3LYP/6-
31G** y b-B3LYP/DGDZVP respectivamente) y el espectro experimental (c) del 6p-
acetoxivoucapano (1)
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Figura 29. Espectros (a) tedrico (B3LYP/631G**, DFT), (b) tedrico
(B3LYP/DGDZVP, DFT), (c) experimental de DCV del 6B-acetoxivoucapano (1).
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Figura 30. Espectros (a) tedrico (B3LYP/6-31G**), (b) tedrico (B3LYP/DGDZVP
DFT), (c) experimental de IR del 6B3-acetoxivoucapano (1).
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En la figura 30 se observan las gréaficas de los espectros de IR tedricos a),
b) y el experimental c), se puede observar que tanto los espectros teéricos como
el experimental presentan las mismas bandas significativas en 1450,1370, 1250 y
1050 cm™,

En la figura 3a se muestran los datos obtenidos del programa Compare
VOA del espectro calculado (B3LYP/DGDZVP) y el espectro experimental del 6p-
hidroxivoucapano (3). Se obtuvo un factor de anarmonicidad de 0.977 y una
similitud espectral de DCV para el enantiomero correcto 84.9% y para el incorrecto
18.3% con un nivel de confianza para la determinacion de la configuracion
absoluta del 100%. También se muestra la comparacion de los espectros de IR
calculado y experimental (Fig. 38Db).

En la figura 32 se observa la comparacion entre los espectros tedricos de
DCV con DFT/B3LYP (6-31G (a) y DGDZVP (b)) corregidos con el factor de
anarmonicidad y el espectro experimental (c) del 6B-hidroxivoucapano (3).

En la figura 33 se muestra la comparacion de los espectros de IR del 6p3-
hidroxivoucapano (3) calculados y el espectro tedrico (c), se observa que los tres
espectros presentan las mismas bandas significativas en 1510, 1450,1370, 1250 y
1130 cm™.
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Los datos obtenidos de la comparacion del espectro experimental de DCV
con el tedrico (B3LYP/DGDZVP) del 6-oxovoucapano (4) en el programa Compare
VOA se muestran en la figura 34. Se obtuvo un factor de anarmonicidad de 0.979,
y una similitud espectral de DCV para el enantiomero correcto de 85.7% y para el
incorrecto de 12.7% con un nivel de confianza para la determinacion de la

configuracion absoluta del 100%.

En la figura 35 se observa la comparacion entre los espectros tedricos de
DCV con un nivel de teoria B3LYP (6-31G** a) y DGDZVP b) corregidos con el

factor de anarmonicidad y el espectro experimental c) del 6-oxovoucapano (4).

En la comparacion de los espectros de IR se observan las mismas bandas

significativas para los espectros tedricos y el experimental.
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Por lo tanto mediante Dicroismo Circular Vibracional quedd establecida la
configuracion absoluta del 6B-acetoxivoucapano (1), 6p-hidroxivoucapano (3) y el

6-oxovoucapano (4) como se muestra en la figura 37.

3 4

Figura 37. Configuracion absoluta del 6B-acetoxivoucapano (1), 6p-

hidroxivoucapano (3) y 6-oxovoucapano (4)

Adicionalmente se logré obtener un monocristal del 6p-acetoxivoucapano
(1) adecuado para su analisis por difraccion de rayos X, la estructura obtenida se
muestra en la figura 38, en la cual se aprecia que los anillos A y B presentan una
conformacion de silla con una fusion trans, el anillo C debido al doble enlace que
comparte con el anillo de furano presenta una conformacién de bote y una fusién
trans con el anillo B, también se puede observar la orientacién beta del acetato y
de los metilos 20 y 19 que presentan una interaccion 1-3 diaxial, mientras que 18 y
17 se encuentran en posicion alfa. Se puede observar claramente la orientacion

beta del grupo acetato.
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Figura 38. Estructura molecular de 1 obtenida por difraccion de rayos X.
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5. CONCLUSIONES:

e Se estableci6 la configuracion absoluta mediante correlacion quimica, DCV y
difraccion de rayos X del 6p-acetoxivoucapano (1) aislado de C. platyloba como
(5S, 6R, 8S, 9S, 10R, 14R), el cual también ha sido aislado de C. coriaria’ y no
ha sido reportado en la literatura, por lo tanto corresponde a un compuesto

nuevo.

(5S, 6R, 8S, 9S, 10R, 14R)- 6-acetoxivoucapano (1)

e Adicionalmente se establecio la configuracién absoluta de los productos de
correlacion quimica, para el 6p-hidroxivoucapano (3) como (5S, 6R, 8S, 9S,
10R, 14R) y para el 6-oxovoucapano (4) como (5S, 8S, 9S, 10R, 14R)

mediante correlacion quimica y DCV.

%,
4,
%,
s,
%,
%

OH
(5S, 6R, 8S, 9S, 10R, 14R)- 6-hidroxivoucapano (3)
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(5S, 8S, 9S, 10R, 14R)-6-oxovoucapano (4).

Se sugirié una ruta biosintética para la formacion de los diterpenfuranos tipo

voucapanos.

Debido a los puntos de coincidencia en la correlacion quimica se puede inferir
la configuracién absoluta del diterpenfurano aislado de P. lacunifera por
Mendes y col®. (5S, 6S, 8S, 9S, 10R, 14R) del 6-acetoxivoucapano.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de resonancia magnética nuclear de *H a 400 MHz y de **C
a 100 MHz, asi como los diagramas bi-dimensionales de correlacion **C-'H
(HETCOR) y H-'H (COSY) se determinaron en un espectrémetro Varian Mercury
Plus-400. En todas las determinaciones se utilizO como disolvente cloroformo
deuterado (CDCI3) y como referencia se utilizdé tetrametilsilano (TMS). Los
experimentos gHSQC y gHMBC se determinaron en un aparato VARIAN Mercury
300. Los espectros fueron procesados mediante el programa Mestre Nova.

Para las separaciones cromatogréaficas se utilizé gel de silice Aldrich 70-230

mallas.

La busqueda de conférmeros se realiz6 mediante el programa Spartan “10,

con mecanica molecular por el método MMFF.

Para la optimizacion y la obtencion del espectro de DCV del 6p-
acetoxivoucapano (1) y sus derivados se usoO el programa Gaussian™ 03, con
teoria de funcionales de la densidad (DFT) mediante el método B3LYP usando un
nivel de calculo 6-31G con dos polarizaciones y posteriormente se elevd el nivel
de calculo a DGDZVP.

La obtencion de los espectros de IR y DCV se realizaron en un
espectrofotometro BioTools, Inc. (Jupiter, FL) PEMdual Chiral IR FT-VCD

empleando como disolvente CDCls.

El andlisis de difracciébn de rayos X se llevd a cabo en un difractdmetro

Bruker-Nonius CAD4 con radiacion de Cu K,,.

Los espectros de IR se obtuvieron usando un espectrofotometro marca
Buck 500 y se dan sélo las lecturas de las bandas mas importantes. Las muestras
para las determinaciones se prepararon en solucién de cloroformo y se colocaron

en celdas con ventanas de cloruro de sodio.

La rotacién Optica se determind utilizando un polarimetro Perkin Elmer
modelo 341 y empleando soluciones cloroférmicas filtradas.
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El punto de fusidon se determind en un aparato Fisher Scientific y no estan

corregidos.

Las mediciones de UV se llevaron a cabo usando un espectrofotometro
marca Perkin EImer Lambda 12, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de longitud

y soluciones etandlicas.

Los espectros de masa de baja resolucion se midieron en un equipo Varian
Saturn 2000 mediante impacto electronico y el espectro de masa de alta
resolucién se determind en un espectrometro Agilent LCTOF en los laboratorios de

espectrometria de masa de la Universidad de California, Riverside.

Las plantas fueron autentificadas taxonomicamente por el M. C. Xavier
Madrigal, de la Facultad de Biologia de la UMSNH con nuamero de voucher
(20400) para C. coriaria y (20401) para C. platyloba, conservandose un ejemplar
en el Instituto de Investigaciones Quimico Biologicas de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

6p-acetoxivoucapano (1)

Se colectaron hojas del arbol identificado como Caesalpinia platyloba. Del
lote colectado el 27 de septiembre del 2011 en Los Charcos, Municipio de
Apatzingan, se dejaron secar a la sombra y se pusieron a macerar 90 g de hojas a
temperatura ambiente con cantidad suficiente de hexano durante 3 dias, la
maceracion se filtr6 y concentrd6 en un rotavapor, repitiendo el procedimiento 3
veces, se obtuvieron 2.3 g (2.6% de rendimiento) de extracto. Se llevé a cabo el
mismo procedimiento para la obtencién del extracto en CH,CI, obteniéndose 8.9 g
de un extracto verde oscuro (9.9% de rendimiento) este extracto se dividié en dos
partes y se realizaron 2 columnas cromatograficas con 42 g y 46 g
respectivamente, de 3 cm de diametro y 20 cm de altura, utilizando gel de silice
70-230 mallas, los extractos se disolvieron en CH,Cl,, se les agrego silice y se
llevaron a sequedad, como fase moévil se usaron mezclas hexano: cloruro de

metileno en orden ascendente de polaridad iniciando con hexano, colectando
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fracciones de 40 mL. En la primera columna se obtuvieron 0.190 g de (1) (4.5% de
rendimiento) en las fracciones 59-62 eluidas a 49:1 de hexano-cloruro de metileno,
en la columna 2 se obtuvo 0.160 g (3.47%) en la fraccién 52, cabe destacar que
en las fracciones 53-54 se encontraba impuro (1), el rendimiento total del extracto

fue de aproximadamente un 4%. Este procedimiento se repitid hasta obtener 1g.

Cristales incoloros de, p.f 114-116 °C.
[a]ZDO =—18.3 (c 3.8, CHCl3).
UV Amax (EtOH) 210, 252.

IR (CHCl3) vmax 2931, 2866,1724, 1442, 1374, 1250 cm™,

RMN-'H (400 MHz, CDCls) & ppm 7.23 (1H, da, J = 1.9 Hz,
H-16), 6.19 (1H, da, J = 1.9 Hz, H-15), 5.51 (1H, sa, H-6), 2.60 (1H, m, H-14).2.60
(1H, dd, J = 16.9, 7.1 Hz H-11), 2.48 (1H, dd, J = 16.9, 10.0 Hz H-11"), 2.03 (1H,
m, H-8), 2.03 (3H, s, Ac0),1.85 (1H, dt, J = 14.3, 3.5, 3.5 Hz H-7), 1.73 (1H, da, J
= 12.7 Hz, H-1) 1.63 (1H, dt, J = 13.6, 3.2, 3.2 Hz, H-2), 1.54 (1H, m, H-9), 1.53
(1H, m, H-7"), 1.48 (1-H, m, H-2"), 1.41 (1H, da, J = 13.1, H-3), 1.20 (3H, s, CH.
20), 1.19 (1H, m, H-3"), 1.09 (1H, s, H-5), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.99 (3H, S, CH3-
18), 0.96 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17).

RMN -**C (100 MHz, CDCls) & ppm 170.6 (C, MeCO), 149.6 (C, C-12), 140.4 (CH,
C-16),122.0 (C, C-13), 109.4 (CH, C-15), 69.6 (CH, C-6), 55.4 (CH, C-5), 45.6 (CH,
C-9), 43.9 (CHj, C-3), 42.2 (CH_, C-1), 37.9 (C, C-10), 36.3 (CH,, C-7), 33.8 (C, C-
4), 33.7 (CH3, C-18), 31.0 (CH, C-8), 31.0 (CH, C-14), 23.5 (CHs, C-19), 21.8 (CH,
C-11), 21.7 (CHs, MeCO), 18.7 (CH,, C-2), 17.6 (CHs, C-17), 17.2 (CHs, C-20).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) 342 (9), 282 (56), 197 (100).

MSHR: Masa cal. 344.2351, Encontrada: m/z 344.2351 (100%).
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6p-Hidroxivoucapano (3)

A una suspension de 0.550 g (10 eq) de LiAIH4 en 15 mL de THF anhidro
se la adiciond una solucion de 0.497 g de 6p-acetoxivoucapano (1) en 10 mL de
THF anhidro. La mezcla de reaccion se agitdé durante 2 h a temperatura ambiente
en condiciones anhidras. Transcurrido este tiempo la reaccidon se neutralizé con
HCI al 10% gota a gota y se extrajo con acetato de etilo, se lavo con agua, se seco
con Na,SO, anhidro y se concentré en un rotavapor. Se obtuvieron 0.410 g (94 %)

de una miel ligeramente amarilla.

[a]?=—8.4, (¢ 0.75, CHCla).
UV Amax (CHCI3) 215.02, 255.66.

RMN *H (400 MHz, CDCls) & ppm 7.23 (1H, da, J = 1.9 Hz,
H-16), 6.19 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-15), 4.48 (1H, sa, H-6), 2.59
(1H, dd, J = 16.9, 7.1 Hz, H-11), 2.63 (1H, m, H-14) 2.46 (1H,
dd, J = 16.9, 10.0 Hz, H-11"), 2.15 (1H, dddd, J = 12.5, 12.5, 4.7, 4.7 Hz, H-8),1.75
(1H, dt, J = 13.9, 3.7, H-7), 1.69 (1H, da, J = 12.3, H-1), 1.60 (1H, m, H-9), 1.48
(2H, m, H-2 y H-2"), 1.41 (1H, da. J = 13 Hz, H-3), 1.26 (3H, s, CH3-19), 1.24 (3H,
s, CH3-20), 1.23 (1H, m, H-3"), 1.03 (1H, m, H-1") 1.01 (3H, s, CH3-18), 0.98 (1H,
s, H-5), 0.96 (3H, d, J =, 7.0, CH3-17).

RMN -'3C (100 MHz, CDCls) & ppm 149.7 (C, C-12), 140.3 (CH, C-16), 122.2 (C,
C-13), 109.5 (CH, C-15), 67.7 (CH, C-6), 56.3 (CH, C-5), 45.6 (CH, C-9), 43.6
(CH,,C-3), 42.3 (CH,, C-7), 40.3 (CH,, C-1), 37.5 (C, C-10), 34.0 (C, C-4), 33.8
(CHs, C-18), 31.1 (CH, C-14), 30.4 (CH, C-8), 24.8 (CH3, C-19), 21.5 (CH,C-11),
18.8 (CH,, C-2),17.7(CHs, C-20),17.7(CHs, C-17).

EMIE 70 eV m/z (Intensidad relativa) 302, (100), 145 (26), 133 (32), 132 (14), 131
(34), 199 (9), 109 (34), 108 (75), 105 (18), 95 (5), 91 (20), 79 (26), 55 (14).
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6-oxovoucapano (4)

A una disolucion de 0.410 g del 6B-hidroxivoucapano (3) en 10 mL de
CH.Cl,, se le adicionaron 0.615 g (2 eq.) de clorocromato de piridinio (PCC
preparado recientemente) "2 disueltos en 45 mL de CH.Cl,, la mezcla de reaccion
se dej6 a agitacion durante 1h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo
se le adicionaron 45 mL de éter etilico, se filtré6 y concentré en un rotavapor, se
purific6 mediante una columna cromatogréfica utilizando gel de silice de malla 70-
230, encontrandose en las fracciones 28-32 eluidas con hexano 0.155 g (38%) de

una miel amarilla la cual presento los siguientes datos espectroscopicos:

[o]* =+ 80.7, (c 0.75,CHCl).

UV Amax (EtOH) 217.76.

IR (CHCl3) vimax 2929, 2871, 2846, 1709, 1508, 1463, 1392,
900 cm™.

RMN-'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm 7.24 (1H, d, J = 1.9 Hz,
H-16), 6.19 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-15), 2.68 (1H, dd, J = 16.9, 7.0 Hz, H-11), 2.62
(1H, m, H-14), 2.40 (1H, dd, J = 16.9, 10.1 Hz, H-11"), 2.38 (1H, m, H-7), 2.24 (1H,
m, H-7"), 2.22 (1H, m, H-8), 2.14 (1H, s, H-5), 1.97 (1H, m, H-9), 1.76 (1H, da, J =
12.9, H-1), 1.56 (2H, m, H-2 y H-2),1.35 (1H, da, J = 13.1 Hz H-3), 1.28 (3H, s,
CHs-19), 1.22 (1H, m, H-1"), 1.09 (1H, m, H-3"), 1.06 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17),
0.99 (3H, s, CH3-18), 0.87 (3H, s, CH3-20).

RMN-*3C(100 MHz, CDCls) & ppm 211.9 (C, C-6), 148.8 (C, C-12), 140.8 (CH, C-
16), 121.9 (C, C-13), 109.4 (CH, C-15), 65.1 (CH, C-5), 46.8 (CH,, C-7), 45.4 (CH,
C-9), 42.5 (CH,, C-3), 41.8 (C, C-10), 38.8 (CH,, C-1), 38.4 (CH, C-8), 32.8 (CHs,
C-18), 32.0 (C, C-4), 30.7 (CH, C-14), 22.6 (CH,, C-11), 21.9 (CHs3, C-19), 18.3 (
CH,, C-2), 17.3 (CHs, C-17), 14.9 (CH3, C-20).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) 300 (76), 282 (1), 267 (4), 229 (5), 217 (5), 159 (9), 147
(12), 133 (67), 108 (100), 91 (11), 81 (12).
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6p-Hidrovoucapano (3)

A una disolucion de 0.045 g de 6-oxovoucapano (4)
en 10 mL de etanol absoluto, se le adicionaron 0.150 g (27
eg.) de borohidruro de sodio (NaBH,;). La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion durante 24 h.
Transcurrido este tiempo se recuperd con acetato de etilo y
se lavd con agua, se secd con Na,SO, anhidro. Para

purificar se realizé una columna cromatografica eluida con

mezclas hexano-acetato de etilo en orden creciente de polaridad, iniciando con
hexano hasta 9:1 hexano-acetato de etilo, encontrandose en las fracciones 39-45
0.0131g (29%) de una miel ligeramente amarilla. Por comparacion de sus datos
espectroscopicos se observd que se correspondia del 6B-hidroxivoucapano (3)

obtenido mediante la hidrolisis del 6p-acetoxivoucapano (1).

6p-acetoxivoucapano (1)

Una disolucion de 50 mg de (3) obtenido por reduccion del
6-oxovoucapano (4), 1.5 mL de piridina y 3 mL de
anhidrido acético, se dej6é reaccionar en microondas
durante 15 minutos, 80°C, 100 Watts, posteriormente se
extrajo con acetato de etilo, se realizaron tres lavados con

HCI al 10 %, dos con agua, tres con solucién saturada de

NaHCO3 y tres con agua, se sec6 con sulfato de sodio
anhidro y se concentr6 en el rotavapor. Por comparaciéon con los datos
espectroscopicos se observd que correspondia al 6p-acetoxivoucapano (1)

obtenido de del extracto hexanico de hojas de C. platyloba.
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Desplazamientos de RMN de **C para el 6p-acetoxivoucapano (1),

6B-hidroxivoucapano (3) y 6-oxovoucapano (4).

No. C ) 3) @)
1 42.2 40.3 38.8
2 18.7 18.8 18.3
3 43.9 43.6 425
4 33.8 34.0 32.0
5 55.4 56.3 65.1
6 69.6 67.7 211.9
7 36.3 425 46.8
8 31.0 30.4 38.4
9 45.6 45.6 45.4
10 | 379 375 41.8
11 | 21.8 21.5 22.6
12 | 1496 149.7 148.8
13 | 1220 122.2 121.9
14 | 31.0 31.1 30.7
15 | 109.4 109.5 109.4
16 | 1404 140.3 140.8
17 | 176 17.7 17.3
18 | 337 33.8 32.8
19 | 235 24.8 21.9
20 | 17.2 17.7 14.9
Me | 170.6
Me | 21.7
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