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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la obtencion del derivado de timol isobutirato de (+)-
(85)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (7), aislado de las hojas de Ageratina glabrata y de
los derivados areolal (13), isobutirato de 10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (14), isobutirato de 7-
acetoxi-10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (15), isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-hidroxi-8,9-
epoxitimilo (16), isobutirato de (85)-7-acetoxi-10-cinamoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (17) e
isobutirato de (85)-10-cinamoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-nortimilo (18), aislados de las flores y
raices de Piptothrix areolare. Las purezas enantioméricas de los compuestos se determinaron
mediante mediciones de RMN-BINOL, obteniendo a 13-16 como mezclas escalémicas mientras
que, 7, 17 y 18 fueron enantioméricamente puros. En un trabajo previo de nuestro grupo de
investigacion se determino la configuracion absoluta de 13 a partir de DCV asignandola como (5).
La obtencion de los espectros de DCE de los epoxitimoles 14-18 y su comparacién con los
adquiridos para 13 permitieron determinar su configuracion absoluta. Adicionalmente, se propone
una metodologia para la obtencion de espectros tedricos de DCE mediante teoria de funcionales

de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT).

Palabras clave: Epoxitimoles, DCE, configuracion absoluta, Ageratina glabrata, Piptothrix
areolare
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ABSTRACT

The present work describes the isolation of (+)-(8S)-10-benzoyloxy-6-hydroxy-8,9-epoxythimol
isobutyrate (7) from the leaves of Ageratina glabrata, and areolal (13), and 10-cinnamoyloxy-8,9-
epoxythymol isobutyrate (14) from the roots of Piptothrix areolare, as well as, 7-acetoxy-10-
cinnamoyloxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (15), 10-cinnamoyloxy-7-hidroxy-8,9-epoxythymol
isobutyrate (16), (85)-7-acetoxy-10-cinnamoyloxy-6-hydroxy-8,9-epoxythymol isobutyrate (17),
and (85)-10-cinnamoyloxy-8,9-epoxy-6-hydroxy-7-northymol isobutyrate (18), from the flowers
of P. areolare. The enantiomeric purity of the above compounds was determined by 'H NMR-
BINOL measurements, where 13-16 as scalemic mixtures were evidenced, while 7, 17 and 18 are
enantiomerically pure compounds. After, Absolute Configuration (AC) determination studies for
14-18 were achieved by ECD measurements and results were compared with that ECD spectrum
from 13, whose AC was known. Results revealed the 8S- configuration for 17 and 18, as well as
for the major enantiomer in 14-16. In addition, a methodology to obtain theoretical spectra of ECD

using TD-DFT calculations for AC studies in epoxythymol derivatives is proposed.

Keywords: Epoxythymols, ECD, absolute configuration, Ageratina glabrata, Piptothrix
areolare
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1. INTRODUCCION

El timol (1) (Figura 1) es un monoterpeno aromatico del cual se ha descrito una amplia
variedad de derivados, destacando aquellos funcionalizados en las posiciones C-8, C-9 y/o C-10,
debido a la posibilidad de generar un centro estereogénico o proestereogénico. Este tipo de
compuestos han sido reportados en 98 especies vegetales, distribuidas en 42 géneros de la familia
Asteraceae. Los epoxitimoles constituyen un amplio grupo de derivados de timol funcionalizados
con un anillo de oxirano en C-8/C-9 y que pueden presentar simultdineamente grupos funcionales
en C-3, C-6, C-7 y C-10. Se han reportado un grupo de 63 derivados de epoxitimol obtenidos de

67 especies vegetales distribuidas en 32 géneros de la familia Asteraceae.!

7
R 2
3
OH 5 “OR
9 10
O or

Figura 1. Timol y derivado epoxitimol

La determinacion de la configuracion absoluta (CA) de estos productos naturales ha sido
poco estudiada a pesar del potencial biologico descrito. Recientemente, se ha reportado la
elucidacion de la CA de algunos epoxitimoles, en cuyos casos plantean problemas desafiantes, ya
que se han abordado varios enfoques para la solucion del problema, por ejemplo, la cristalografia

de rayos X y el dicroismo circular vibracional (DCV), cada uno con sus propias limitaciones.

El dicroismo circular electronico (DCE) es la contraparte quirdptica de la espectroscopia
de absorcion UV-Vis, de la misma manera que todas las demds técnicas, como el DCV, la
dispersion de rotacion optica (DRO), entre otras, son las contrapartes de la espectroscopia
infrarroja (IR) o dispersion de indice de refraccion, respectivamente. La principal ventaja de estas

técnicas sobre sus analogos no quirdpticos es, obviamente, el hecho de que las primeras son
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sensibles a la quiralidad molecular y supramolecular. Por lo tanto, la aplicacion principal de estas
espectroscopias estd en la asignacion de CA. Sin embargo, a menudo se dice que también son
sensibles a la conformacion molecular. Esto significa que, al asignar configuraciones absolutas,

DCE se presta también como herramientas para el estudio de la conformacion molecular.>?
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2. ANTECEDENTES

2.1 Configuracion Absoluta

Una molécula quiral es la que no contiene elementos de simetria. La causa mas comun de
la quiralidad en las moléculas organicas es la presencia de un 4&tomo de carbono tetraédrico unido
a cuatro grupos diferentes, llamado centro estereogénico. Los compuestos quirales pueden existir
como un par de estereoisdomeros llamados enantiomeros, los cuales son idénticos en todas sus
propiedades fisicas con excepcion de su actividad Optica, o en la direccion en la cual rotan la luz

polarizada en un plano.* 3

Varios farmacos se aislan directamente de las plantas o bacterias, y otros se generan por la
modificacion quimica de compuestos que se encuentran en la naturaleza. Usualmente son quirales
aquellos firmacos que provienen de fuentes naturales, ya sea directamente o después de una
modificacién quimica, y por lo general se encuentran inicamente como un solo enantiomero en
lugar de una mezcla racémica. Por ejemplo, la penicilina V (2) (Figura 2), aislado del moho
Penicillium, tiene la configuracion (2S5, SR, 6R) y presenta actividad antibidtica mientras que su
enantiomero, el cual no se encuentra de manera natural pero puede producirse en el laboratorio,

no tiene actividad.*

HO\{/O
. o)
>©5:/E o)
N
N o
2

Figura 2. Penicilina V

Cada vez que se descubre un nuevo compuesto natural, especialmente cuando se investiga
su bioactividad y actividad farmacoldgica potencial, la elucidacion de su estructura debe incluir

necesariamente una asignacion estereoquimica completa, es decir, la determinacion de su CA. Sin
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embargo, en la mayoria de los casos, este es el paso mas dificil de toda la elucidacion de la
estructura, especialmente aquellos con estructuras complejas. Durante varias décadas, el problema
de la asignacion de CA se ha basado en el método de difraccion de Rayos X de monocristal o en
correlaciones quimicas con compuestos conocidos. Hace relativamente poco tiempo, la asignacion
de CA se ha convertido en el primer propdsito de las espectroscopias quirdpticas, es decir, aquellos
fenémenos que surgen de la interaccion de la luz polarizada circularmente con materia quiral. Estas
técnicas incluyen, DCE, DCV y RO.% En los ultimos afios, las espectroscopias quirdpticas han
experimentado un nuevo auge debido al desarrollo de la potencia computacional, que ha hecho
posible calcular espectros de DCV/DCE/RO de moléculas con relativa complejidad como los

productos naturales, con métodos de mecanica cudntica de alto nivel y en tiempos cortos.’

2.1.1 Cristalografia de Rayos X de Monocristal

La difracciéon de rayos X de monocristales tiene la capacidad de distinguir entre los
enantiomeros de una molécula quiral. Esta técnica se puede aplicar a compuestos de una amplia
gama de composicion quimica. La informacidon quimica esencial, como la geometria molecular,
las distancias y los angulos de los enlaces, y el empaquetamiento de las moléculas en el cristal,
son parte de los resultados aportados por un analisis de difraccion de rayos X. La determinacion
de la estructura molecular se lleva a cabo con métodos como el de Bijvoet que, se basa en las
pequeiias diferencias en la intensidad de la difraccion causadas por el fendémeno de la dispersion

andmala de los rayos X por ciertos 4tomos presentes en la molécula.®

La CA se puede determinar mediante el uso de los parametros de Flack y Hooft. El
parametro de Flack es utilizado para estimar la configuracion absoluta de un modelo estructural
determinado por el analisis de estructura monocristalina, este tomara valores cercanos a 0 cuando
la estructura absoluta dada por el refinamiento probablemente sea correcta, y si el valor esté cerca
de 1 la estructura invertida serd la correcta. El pardmetro de Hooft es un parametro estadistico que
se lleva a cabo al término del refinamiento y proporciona una ruta de sustento al pardmetro de
Flack.” '° El principal problema que presenta esta técnica es que se requiere un monocristal de la
sustancia a analizar. Por ello, se debe intentar la cristalizacion de la sustancia y esto, a menudo, no

es facil, mas atn cuando se dispone de poca cantidad de producto. Ademas, esta técnica no se
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puede aplicar a disoluciones, sistemas amorfos (que son la gran mayoria dentro de los productos

solidos) o a gases.!!

2.1.2 Resonancia Magnética Nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) utiliza dos enfoques para la determinar CA. El
primero involucra aquellos procedimientos donde no es necesaria la derivatizacion del sustrato
cuya CA se estudia. El enantiomero puro se analiza mediante RMN en un entorno quiral
proporcionado por un disolvente quiral o un agente solvatante quiral. En este enfoque, no existe
un enlace covalente entre el sustrato y el reactivo quiral, y esto es el origen de su principal
limitacion: el entorno quiral produce diferencias muy pequefias pero significativas en los
desplazamientos quimicos para los dos enantiomeros cuyas RMN son muy similares; muchas
veces, los dos enantidémeros deben estar disponibles para la comparacion y se debe contemplar un
andlisis conformacional de los diastereoisomeros generados para inferir la CA a través de
fenomenos de apantallamiento o desproteccion electronica lo que en ocasiones es complicado y
puede generar ambigiliedad de los resultados. El segundo enfoque implica la derivatizacion del
enantidomero puro con los dos enantidmeros de un agente derivatizante quiral, produciendo dos
derivados diastereoméricos. En este caso, el entorno quiral lo proporciona el reactivo auxiliar; la
asociacion con el sustrato es covalente y conduce a diferencias mucho mayores en los
desplazamientos quimicos, por lo que la derivatizacion con reactivos auxiliares quirales es, con

mucho, el método de eleccion para determinar CA por RMN. 2

2.1.3 Rotacion Optica y Dispersiéon Optica Rotatoria

La rotacion optica (RO) es la capacidad de rotar el plano de la luz polarizada linealmente,
siendo la primera técnica utilizada para el estudio de moléculas quirales. La RO todavia se usa
ampliamente para caracterizar compuestos quirales, distinguir entre enantidmeros de compuestos
conocidos y determinar excesos enantioméricos. Sin embargo, hasta que la predicciéon de RO por
métodos de mecanica cudntica se volvio suficientemente fiable, el signo de RO se considerd inttil
para asignar la CA de compuestos desconocidos en el proceso de elucidacion estructural, excepto

por unas pocas relaciones empiricas en casos especiales. La RO depende de la longitud de onda de
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la luz polarizada utilizada. Los polarimetros estdndar permiten la medicion de RO en una o pocas
longitudes de onda fijas (por lo general, incluye la linea D del sodio a 589 nm). Por el contrario,
los espectropolarimetros permiten la medicion de RO en funciéon de la longitud de onda,
proporcionando un espectro que se conoce como espectro de dispersion optica rotatoria (DOR).
La DOR y DCE proporcionan informacion similar. Por lo tanto, la mayoria de las aplicaciones de
DOR se pueden realizar mejor utilizando el DCE mads sensible, ademas los espectropolarimetros
DOR comerciales ya no se producen y no son faciles de encontrar en un laboratorio. Como

consecuencia, la DOR ahora se usa raramente.'3

2.1.4 Dicroismo Circular

Entre las distintas técnicas para la determinacion de la CA se encuentra el dicroismo
circular (DC), que es la absorcion diferencial de la luz polarizada circularmente (LPC) hacia la
izquierda y hacia la derecha por una sustancia quiral. En la LPC el campo eléctrico tiene una
longitud constante, pero gira segun la direccion de propagacion, formando una especie de hélice
en el espacio, esto se consigue mediante un modulador fotoelastico; este dispositivo convierte la
luz polarizada linealmente en LPC y es un componente central de muchos instrumentos quirdpticos.
Cuando el fenomeno de DC ocurre en la region infrarroja da como resultado un DC “vibracional”
(DCV), mientras que se obtendrda un DC “electronico” (DCE) en las regiones ultravioleta y

visible.!* 13

2.1.4.1 Dicroismo Circular Vibracional

Las mediciones de DC se pueden realizar utilizando radiacion IR polarizada circularmente.
Debido a que la absorcion de IR esta relacionada con las vibraciones moleculares, esta técnica se
llama dicroismo circular vibracional. La mayoria de las mediciones de DCV se realizan en la
region del infrarrojo medio (2000-900 cm™) porque en esta region se observan bandas que se
pueden interpretar adecuadamente utilizando predicciones tedricas dentro de aproximaciones
armonicas. Aquellos en la region de estiramiento de hidrogeno de mayor energia (region de 3500-
2500 cm™) generalmente se complican por la presencia de efectos anarmonicos, mientras que las

mediciones en la regién de energia mas baja (900-100 cm™) atn no estén establecidas.
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La técnica parece atractiva porque, a diferencia de DCE, no requiere la presencia de un
cromoforo y, por lo tanto, es potencialmente aplicable a todo tipo de moléculas organicas. Ademas,
los espectros IR son mas ricos en informacién que los espectros UV. Sin embargo, dos
inconvenientes han obstaculizado fuertemente sus aplicaciones generales. El primer problema es
la baja sensibilidad, en la que se necesitan miligramos de muestras y horas de tiempo de
adquisicion ya que la intensidad de la sefial de DCV es de 1,000 a 10,000 veces mas débil que la
de los espectros de IR estandar. La otra dificultad es la ausencia de métodos simples para
correlacionar el espectro de DCV con la CA de compuestos, de modo que la interpretacion de un
espectro de DCV requiere invariablemente célculos de mecanica cudntica que, si bien tienen la
ventaja de poder cuantificar la confiabilidad de los resultados, en ocasiones son poco accesibles

debido a elevados costos de computo.!* 16

2.1.4.2 Dicroismo Circular Electronico

El DCE solo puede ser observado por compuestos quirales que contienen uno o mas grupos
cromoforos con absorciones electronicas en el rango de 170-1300 nm. Comunmente, el rango
utilizado por equipos UV-vis es entre 170—-800 nm. Por lo tanto, la presencia de cromoforos es
esencial para la observacion de DCE. Una transicion electronica, que normalmente da lugar a una
banda de absorcion en el espectro puede asociarse con una banda de DCE, de un signo positivo o
negativo, que es siempre opuesto para los dos enantidmeros de la misma sustancia (Figura 3). Una
molécula que no contiene croméforos puede a menudo ser transformada en un buen candidato para
DCE, mediante modificaciones quimicas adecuadas para agregar grupos cromoéforos a la estructura.
En general, la determinacion de CA usando DCE compara el espectro de un compuesto que tiene
CA desconocida con la de compuestos andlogos de CA conocida. Sin embargo, la determinacion
de CA mediante la prediccion del signo de una o més bandas en el espectro DCE mediante el uso
de reglas empiricas, semi-empiricas o no empiricas puede ser una opcién. No obstante, es
importante considerar que la modificacion de grupos funcionales en moléculas quirales puede
alterar el signo de la absorcion de luz polarizada. Otra alternativa, que se ha utilizado mas

ampliamente en los ultimos afios, es comparar los espectros de DCE calculados y experimentales.'*
17
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Figura 3. Ejemplo de espectro de DCE para enantiomeros

2.2 Calculos de Espectros DCE

Los calculos de mecanica cuantica de propiedades quirdpticas se han convertido
rapidamente en el método mas popular para asignar configuraciones absolutas de compuestos
organicos, incluidos los productos naturales. Los calculos de la mecéanica cuantica de los espectros

quirépticos permiten asignar CA por comparacion directa con el espectro experimental.'s

En el contexto especifico de DCE, donde es necesaria una prediccion de estados excitados
para la simulacion, se ha dado un paso adelante con el uso del método de la teoria de funcionales
de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT) el cual es muy rentable.'® Los célculos de DCE
generalmente involucran dos pasos, primero el andlisis conformacional del compuesto para
obtener los posibles conformeros, y segundo, el calculo de UV/DCE por TD-DFT de cada
conférmero. El analisis conformacional se realiza a menudo por métodos de Monte Carlo usando
mecanica molecular y/o métodos semi-empiricos para la evaluacion de energia relativa de los
conférmeros. Los conférmeros resultantes luego se optimizan utilizando métodos de teoria de
funcionales de la densidad (DFT) antes de someterse a los calculos TD-DFT de UV/DCE. Para

obtener los espectros UV/DCE calculados. Los espectros de cada conférmero se promedian segun
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su poblacion de Boltzmann. Finalmente, son comparados los espectros experimental y calculado

del producto natural en cuestion.'®

La eleccion de la combinacion de conjunto funcional/base en los calculos TD-DFT es la
eleccion mas crucial en todo el procedimiento. Sin embargo, al preguntarse ;Cual es la mejor
combinacion funcional/base? Desafortunadamente, no existe una respuesta general a esta pregunta.
De hecho, lo mas importante es simplemente probar diferentes combinaciones de funcionales y
conjuntos de bases, elegir dentro de un conjunto de funcionales populares y conjuntos de bases
razonables, y verificar la consistencia de sus resultados. En cuanto al funcional, se deben probar al
menos dos familias de funcionales, es decir, funcionales hibridos y de rango separado. Los
funcionales hibridos populares son B3LYP, PBE, M06, BH&HLYP y M06-2X. Mientras que los
funcionales de rango separado se tiene a CAM-B3LYP y ®B97X. En cuanto al conjunto de bases,
se recomiendan conjuntos de calidad doble o triple { con un conjunto suficientemente amplio de

funciones de polarizacion.'® 12

2.3 Timol

El timol (1) es un monoterpeno distribuido tipicamente en los géneros Thymus y Origanum,
fue descubierto por Caspar Neumann, que en 1719 informa en su tratado: De Camphora, a la Real
Sociedad de Ciencias, que logro extraer una sustancia cristalina del aceite de tomillo comun.?! Se
biosintetiza mediante la aromatizacion de y-terpineno a p-cimeno seguido de hidroxilacion de p-
cimeno.?? Los estudios bioldgicos han demostrado la relevancia del timol como una molécula con
una amplia variedad de aplicaciones practicas en medicina, industrias alimentarias y agroquimicas,
entre otras. Sus aplicaciones farmacoldgicas han sido las mas investigadas y reportadas,
destacando actividades antimicrobianas, antioxidantes, antiinflamatorias y cicatrizantes. En
agricultura se han estudiado usos como agroquimico natural e insecticida, mientras que, en la

industria alimenticia se usa como conservador.?

Se ha descrito una amplia variedad de derivados de timol, funcionalizados en distintas
partes de su esqueleto base destacando las posiciones 8, 9 y/o 10, debido a la posibilidad de generar
un centro estereogénico o proestereogénico. La variedad de derivados de timol con un centro

estereogénico en C-8, como consecuencia de la funcionalizacién en uno o ambos grupos metilo
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(C-9 0 C-10), y alternativamente en el propio C-8, se amplia alin mas mediante sustituciones en
las posiciones C-3, C-6 y/o C-7. Los epoxitimoles son una variedad de derivados de timol
funcionalizados con grupo epdxido en las posiciones C-8/C-9, siendo el grupo mas abundante de
derivados de timol con un centro estereogénico en C-8. Estos compuestos se pueden identificar
facilmente mediante RMN de 'H observando las sefiales de los protones arométicos del anillo de
timol en conjunto con las del grupo epoximetileno C-9 que se muestran como dobletes en la region

de 3.20-2.47 ppm, ademas de los dobletes de H-10a y H-10b que se encuentran entre 4.67-4.08

ppm.!

2.4 Estudios de Configuracion Absoluta Derivados de Timol

El primer estudio de CA de derivados de timol se reportd en 2014 donde fue aislado, de las
hojas de Ageratina cylindrica, el derivado de timol isobutirato de (+)-(85)-10-benzoiloxi-6-
hidroxi-7-0x0-8,9-epoxitimilo (3) (Figura 4). La CA de 3 se establecié mediante espectroscopia
de DCV en combinacion con calculos de DFT. Adicionalmente, la obtencién de un cristal del
compuesto permitid su evaluacion por difraccion de rayos X de monocristal bajo los pardmetros

de Flack y Hooft, complementando asi la CA de dicho compuesto.?*

Figura 4. Estructura del compuesto 3 aislado de Ageratina cylindrica

En 2015, se reporto la asignacion de la CA de dos derivados de timol (Figura 5) mediante
su sintesis enantioselectiva. El compuesto 4, aislado de Eupatorium fortunei, mostrd consistencia
en la comparacion de su rotacion Optica con la obtenida para el derivado sintético (R)-4. Por lo
tanto, la CA del compuesto natural 4 se estableciéo como R. En el camino hacia la molécula objetivo
fueron sintetizados otros productos naturales estrechamente relacionados, logrando establecer la

configuracion del compuesto 5 como S.%
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4 o 5
Figura 5. Derivados de timol obtenidos por sintesis enantioselectiva

Un nuevo estudio donde se asignd la CA de un derivado de timol a partir de una sintesis
asimétrica se reportd en 2016. En dicho estudio se sintetizo el 8-hidroxil-9-angeloiloxitimol (6),
aislado de Eupatorium fortuneri. La sintesis se logrd a través de una ruta de siete pasos, utilizando
m-cresol como materia de partida. La muestra sintética enantioméricamente enriquecida del
compuesto (R)-6 mostrd datos espectroscopicos consistentes con los del producto natural. La CA
del centro estereogénico C-8 del compuesto natural 6 se infirié como R basdndose en el hecho de

que el signo de la rotacion optica del compuesto natural es igual al del sintético (R)-6 (Figura 6).%°

Figura 6. Estructura del (8R)-hidroxil-9-angeloiloxitimol

En 2016, se reportd la CA del compuesto isobutirato de (+)-(8S)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-
8,9-epoxitimilo (7) (Figura 7) aislado de las hojas de Ageratina glabrata, mediante el uso de

difraccion de rayos X de monocristal y la evaluacion de los parametros de Flack.?’
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Figura 7. Estructura de compuesto 7

Estudios realizados en 2018, permitieron establecer una metodologia para determinar el
exceso enantiomérico y la CA de epoxitimoles utilizando cinco compuestos aislados de Ageratina
glabrata. La metodologia se baso en la determinacion de la pureza enantiomérica empleando 1,1'-
bi-2-naftol (BINOL) como reactivo de solvatacion quiral, en combinaciéon con mediciones y
calculos de DCV. Se reporto el aislamiento de los compuestos derivados de epoxitimol, isobutirato
de (+)-(85)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (7) isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-
epoxitimilo (8), isobutirato de 10-benzoiloxi-8,9-epoxitimilo (9), isobutirato de (+)-(85)-10-
acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (10), y isobutirato de (+)-(8S)-10-benzoiloxi-6-metoxi-8,9-
epoxitimilo (11) (Figura 8), donde los compuestos 7, 10 y 11 se encontraron enantioméricamente
puros mientras que, 8 y 9 estaban presentes como mezclas escalémicas con proporcion 75:25 S/R

y 56:44 S/R respectivamente.?®
Oﬁ/k Oﬁ)\ Oﬁ/l\
© O © 0] © O
HO 0 oJﬁ/ o)
@) 0] @)
7

8 9
o ok
0
0 © 0
MeO o)k MeO o)
0 0
10 1

Figura 8. Epoxitimoles aislados de Ageratina glabrata
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Recientemente, en 2019, se reportd el aislamiento de un nuevo derivado del timol 12
(Figura 9) de las raices de Eupatorium chinense. Su estructura se determiné mediante RMN de
1D y 2D. La CA de dicho compuesto se asign6 basandose en una comparacion de espectros de
DCE calculado y experimental. El espectro DCE calculado para el enantiomero R coincidi6 con el

espectro de DCE experimental.?’

Figura 9. Derivado de timol aislado de Eupatorium chinense

El areolal (13) es un epoxitimol que fue aislado de Piptothrix areolare en 1986 y que a
pesar de contener un centro estereogénico en su estructura no presento rotacion optica, por lo que
se reportd como una mezcla racémica. Esto se confirmé mediante el uso RMN de 'H en conjunto
con un reactivo de desplazamiento quiral de Europio, que produjo la division de la sefial atribuida
a H-10b en dos dobletes de igual intensidad.’’ Estudios realizados en 2019 de muestras
secuenciales de areolal (13), mostraron variaciones en las proporciones de los enantiomeros
dependiendo de la época de colecta, teniendo valores dextrorotatorios (ee 32%), casi racémicos
(ee 4%) y levorotatorios (ee 82%). La CA de areolal (Figura 10) se determiné por DCV como 8S

para una muestra levorotatoria enriquecida.®!

Figura 10. (S)-areolal
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A pesar de que el DCE se ha utilizado clasicamente en quimica organica y en estudios de
productos naturales para la determinacion de CA, esta técnica no ha sido explorada en el caso de
los epoxitimoles, aun y cuando estos presentan cromoéforos adecuados cerca del centro
estereogénico. El uso de esta técnica tendria como ventaja su alta sensibilidad, tiempos de
medicién mas rapidos y una mayor accesibilidad. Con base en lo anterior, surge el interés de
desarrollar un proyecto de investigacion cientifica en el que se aislen derivados del timol

Opticamente activos de fuentes naturales y evaluar su comportamiento en DCE.

ANTONIO DE JESUS OLIVERO ORTIZ
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3. JUSTIFICACION

En la bibliografia se tienen reportes de numerosos derivados de timol entre ellos los
epoxitimoles; sin embargo, existen escasos estudios sobre configuracion absoluta de estos, por lo
que surge el interés por desarrollar un estudio dirigido a determinar el comportamiento de estos
compuestos en DCE, para asi poder validar una metodologia mas accesible para la determinacion

de CA de estos compuestos.

ANTONIO DE JESUS OLIVERO ORTIZ

15



Analisis configuracional y conformacional de epoxitimoles por Dicroismo Circular Electronico

4. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar las preferencias conformacionales y espectroscopia de Dicroismo Circular
Electrénico de epoxitimoles Opticamente activos, para establecer una potencial metodologia de
determinacion de la configuracion absoluta para esta clase de compuestos, que sea rapida,

accesible e igual de eficiente que las técnicas actualmente empleadas.

Objetivos Especificos

Aislar y purificar epoxitimoles de A. glabrata y P. areolare.

Determinar el comportamiento de los epoxitimoles en espectroscopia DCE.

P bdb o=

Realizar un analisis sistematico de los resultados experimentales y calculados.

ANTONIO DE JESUS OLIVERO ORTIZ

Realizar el analisis conformacional de los epoxitimoles mediante calculos computacionales.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

El extracto total de CH2Cl2 de hojas de Ageratina glabrata se analizé preliminarmente por
RMN de 'H (Figura 11) con la finalidad de identificar sefiales caracteristicas de derivados de
epoxitimol. Entre 8.20 y 6.50 ppm se observaron sefiales de protones aromaticos, entre 4.80 y 4.40
ppm se tienen sefiales que corresponden a los protones base de oxigeno del sistema AB del CHz-
10. En 3.20 y 2.80 ppm se observaron sefiales pertenecientes al CH2-9 base de epdxido. Este
analisis confirma que los derivados de timol se encuentran como componentes mayoritarios del

extracto.

aromaticos
A

9a 9b

10a 10b

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

Figura 11. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto de CH>Cl, de hojas de 4. glabrata
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Después de una cromatografia de columna en la polaridad hexanos-CH2Clz (4:1) se obtuvo
al compuesto mayoritario como cristales en forma de agujas con punto de fusién 111-113 °C. En
el espectro de RMN de 'H (Figura 12) se observa en 7.97 ppm una sefial doble de dobles con J =
7.8 y 1.5 Hz que integra para dos protones y se asigna a los protones aromaticos H-3"'y H-7"", en
7.55 ppm se tiene una sefial triple de triples con J = 7.8 y 1.5 Hz para el proton aromatico H-5"",
en 7.41 ppm se observa una triple que integra para dos protones con J = 7.8 Hz para los protones
aromaticos H-4"" y H-6"", dicho conjunto de sefiales es tipico para un grupo benzoato. En 6.93 y
6.81 ppm se observan dos sefiales simples para los protones H-5 y H-2 en posicion para del anillo
de timol. En 5.40 ppm se tiene una sefal simple asignada al proton de OH, en 4.76 y 4.47 ppm se
tienen dos sefiales dobles con J = 12.3 Hz para los protones H-10a y H-10b, en 3.12 y 2.85 ppm
se observan dos sefiales dobles con J = 5.3 Hz correspondientes a los protones base de epdxido H-
9a y H-9b, en 2.82 ppm se observa una sefial séptuple con J = 6.8 Hz para el proton H-2"del
isopropilo, en 2.21 ppm se tiene una sefial simple, que integra para tres protones correspondiente
al metilo de la posicion H-7, en 1.30 y 1.29 ppm se observan dos sefiales dobles con J = 6.8 Hz

correspondientes a los metilos de isopropilo de las posiciones H-3" y H-4".

En el espectro de RMN de °C (Figura 13) se observan en 175.0 y 166.0 ppm las sefiales
de carbonilo de ésteres C-1" y C-1"" respectivamente, en 151.7 y 141.7 ppm se observan dos
senales para carbonos cuaternarios base de oxigeno de las posiciones C-6 y C-3, respectivamente;
en 133.2 ppm se observa la senal del carbono C-5""; los carbonos C-3"" y C-7"" se encuentran en
129.7 ppm, en 129.5 ppm se observa la sefial para el carbono C-4. Las sefiales C-4"" y C-6""se
encuentran traslapadas en 128.4 ppm. Las sefales observadas en 127.1, 125.8, 124.7 y 114.7 ppm
son asignadas a los carbonos C-2"", C-1, C-2 y C-5, respectivamente, en 65.5 ppm se observa la
sefial para el carbono C-10 base de benzoato, mientras que en 57.0 ppm se encuentra la sefial para
el carbono cuaternario C-8 base de epoxido, en 51.0 ppm se localiza la sefial para C-9 base de
epoxido, en 34.1 ppm se observo la sefial para el carbono C-2" base de isopropilo, en 19.0 ppm se
localiza la senal para los carbonos pertenecientes a los metilos de isopropilo C-3y C-4’, en 15.7
ppm se encontro la sefial que corresponde al carbono de metilo de la posicion C-7. Los datos
obtenidos concuerdan con los del compuesto isobutirato de (+)-(85)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-

epoxitimilo (7) reportados por Bustos-Brito et al en 2016.%
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; de isobutirato de (+)-(85)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-
epoxitimilo (7)
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Figura 13. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCI; isobutirato de (+)-(85)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-
epoxitimilo (7)
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Por su parte, los extractos totales de raiz de P. areolare se analizaron preliminarmente por

RMN de 'H (Figura 14) con la finalidad de identificar sefiales caracteristicas de derivados de

epoxitimol. En 10.00 ppm se observan sefiales de protones de aldehido, entre 7.90 y 7.30 ppm se

observan sefiales de protones aromaticos, entre 6.40 y 6.30 ppm se tienen sefiales para protones

vinil

icos. Entre 4.80 y 4.40 ppm se tienen sefiales que corresponden a los protones base de oxigeno

del sistema AB de CH2-10. En 3.20 y 2.80 ppm se observan sefiales pertenecientes a la base de

epoxido CH2-9. Con base en este analisis se confirma que los derivados de timol se encuentran

como componentes mayoritarios en el extracto.

aldehidos f_A_\
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto hexénico de raiz de P. areolare
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El extracto hexanico de raices se sometio a cromatografia empleando gel de silice como
fase estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente como fase mévil. En la
polaridad hexanos-AcOEt (7:3) se obtuvo al compuesto mayoritario como una miel amarrilla, en
su espectro de RMN de 'H (Figura 15) se observa que presenta en 10.00 ppm una sefial para H-
7 correspondiente a un proton de aldehido, en 7.79 ppm se encuentra una sefial doble de dobles
conJ=7.8y 1.6 Hz asignada a H-6, en 7.73 ppm se tiene una senal doble con J = 7.8 Hz para el
proton H-5, en 7.65 ppm aparece una sefial doble conJ= 16.2 Hz correspondiente al proton vinilico
H-2"", en 6.38 ppm se observa otra sefial doble con J = 16.2 Hz que se asigna al protén vinilico H-
3" confirmado la presencia de un doble enlace con configuracion E, en 7.50 y 7.38 ppm se
localizan dos sefiales multiples que integran para dos y tres protones respectivamente y se asignan
a las protones aromaticos de un benceno mono sustituido, que junto a con las sefales vinilicas,
sugiere la presencia de un grupo cinamato. En 4.73 y 4.34 ppm se tienen dos sefiales dobles con J
= 12.3 Hz para los protones H-10a y H-10b, en 3.15 y 2.88 ppm se observan dos sefales dobles
con J = 5.1 Hz correspondientes a los protones base de epdxido H-9a y H-9b, en 2.92 ppm se
observa una sefial séptuple con J = 7.0 Hz para el protéon de isopropilo H-2", en 1.36 ppm se
observaron una sefial doble con J = 7.0 Hz que integra para seis protones correspondientes a los

metilos de isopropilo de las posiciones H-3" y H-4".

En el espectro de RMN de '*C (Figura 16) se observan en 190.7 ppm la sefial del carbonilo
de aldehido C-7, en 174.9 y 166.2 ppm se tienen las sefiales de carbonilo de ésteres C-1"y C-1"",
respectivamente, en 149.4 ppm se observa la sefial para un carbono cuaternario base de oxigeno
de la posicion C-3, en 145.9 y 116.9 ppm se ubican las sefiales de carbonos de doble enlace C-3""
y C-2"", entre 137.5 y 123.3 ppm se localizan las sefiales de los carbonos aromaticos restantes, en
65.3 ppm se observa la sefial para el carbono C-10 base de cinamato, mientras que en 57.0 ppm se
encuentra la sefial para el carbono C-8 base de epdxido, en 51.0 ppm se localiza la sefial para C-9
base de epdxido, en 34.2 ppm se observa la sefial para el carbono C-2" base de isopropilo, en 18.9
y 18.8 ppm se localizan las sefiales para los carbonos pertenecientes a los metilos de isopropilo C-
3’y C-4’, respectivamente. Los datos espectroscopicos fueron idénticos a los del areolal (13),

reportado anteriormente por Hernandez et al. en 1986.%°
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; de areolal (13)
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Figura 16. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCl; de areolal (13)
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Una vez aislados los compuestos mayoritarios 7 y 13 se procedié a realizar pruebas
preliminares del comportamiento de los epoxitimoles en DCE, para esto primeramente se evalud
la pureza enantiomérica de estos compuestos de acuerdo con la metodologia del grupo de trabajo?®,
mediante el analisis de RMN de 'H utilizando el reactivo de solvatacion quiral (S)-BINOL. En esta
determinacion se observaron los cambios en las sefiales dobles correspondientes a los protones
cercanos al centro estereogénico H-10a y H-10b. Para el compuesto 7 se observa que las sefiales
solamente presentan un ligero cambio en su desplazamiento quimico por lo que se demostrd que
el compuesto es enantioméricamente puro (Figura 17b), mientras que en el compuesto 13 se
observo el desdoblamiento de la sefial H-10b cuya integracion demostré que el compuesto existe

como mezcla escalémica de proporcion 91:9 (ee 82%) (Figura 17d).
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Figura 17. Comparacion de espectros de RMN de 'H de a) 7 y ¢) 13 con su variante RMN de 'H-BINOL b) 7 y d)
13 para la determinacion de la pureza enantiomérica

Establecida la proporcion enentiomérica de los compuestos se procedid a medir los
espectros de UV y DCE correspondientes. Primero se prepar6 una solucion madre con 1 mg de
compuesto en 1 mL de EtOH, a partir de esta se prepararon diluciones de 5, 10, 15,20 y 25 pg/mL
en EtOH. Al comparar las distintas concentraciones se determin6 20 pg/mL como concentracion
ideal para el compuesto 7 y 10 pg/mL para el compuesto 13, ya que en estas concentraciones se

observaron valores cercanos a 0.8 en su absorbancia. El espectro de DCE (Figura 18) del

ANTONIO DE JESUS OLIVERO ORTIZ

23



Analisis configuracional y conformacional de epoxitimoles por Dicroismo Circular Electronico

compuesto 7 mostrd una transicion electronica principal en aproximadamente 226 nm y
transiciones menores en 255 y 274 nm, mientras que en su espectro de UV (Figura 18) mostr6 dos
absorciones principales en 230 y 275 nm. El compuesto 13 en su espectro de DCE (Figura 19)
mostro 4 transiciones electronicas principales alrededor de 255, 262, 269 y 297 nm, mientras que

en el espectro de UV (Figura 19) se observan dos absorciones en 247 y 272 nm.

Al comparar los espectros de DCE de 7 y 13 se logro observar mejores resultados para el
espectro del epoxitimol 13 ya que presenta un mayor numero de transiciones electronicas entre
220 a 420 nm, que es la region del espectro electromagnético utilizada para este estudio. Estas
diferencias en el nimero de transiciones observadas se atribuyen principalmente a los diferentes
grupos cromoforos esterificados en el C-10 adyacente al centro estereogénico, teniendo para 7 un
benzoato que, de acuerdo con la literatura presenta absorciones en UV en longitudes menores a los
220 nm*%. En cambio, 13 presenta una grupo cinamato el cual, segin los reportes, suele tener
absorciones de UV en aproximadamente 270 nm,*® lo que hace maés factible que derivados con

esta funcién muestren transiciones de DCE en la region del espectro utilizada para este estudio.
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Figura 18. Espectro de DCE (trazo superior) y de UV (trazo inferior) del epoxitimol 7
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Figura 19. Espectro de DCE (trazo superior) y de UV (trazo inferior) del epoxitimol 13
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Debido a que los compuestos con grupo cinamato presentaron mejores resultados en su
espectro de DCE se continu6 trabajando con P. areolare ya que es mas probable la obtencion de
este tipo de epoxitimoles en dicha especie vegetal. El extracto hexanico de raices se sometio a
cromatografia empleando gel de silice como fase estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt en
polaridad ascendente como fase movil. En la polaridad hexanos-AcOEt (3:2) se obtuvo una miel
amarilla, que al ser analizada por RMN de 'H (Figura 20), muestra las sefiales tipicas de los grupos
isobutirato, cinamato y anillo de epéxido, mientras que las senales del anillo de timol muestran un
patron de triple sustitucion, observando en 7.41 ppm una sefial doble con J = 7.9 Hz asignada al
hidrégeno H-5, en 7.07 ppm una sefial doble de dobles con J = 7.9 y 1.7 Hz asignada a H-6, una
sefial simple ancha en 6.89 ppm asignada al hidrogeno H-2, ademas en 2.36 ppm se observa una
sefial simple del metilo CH3-7, dichos datos corresponden con los del isobutirato de 10-

cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (14) reportado por Tamayo-Castillo et al. en 1988.3*
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; de isobutirato de 10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (14)
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Continuando con el analisis quimico de P. areolare se procedio a obtener el extracto de
CH2Cl2 de flores, para lo cual las flores secas se maceraron utilizando diclorometano como

disolvente durante 3 dias.

Los extractos totales se analizaron preliminarmente por RMN de 'H (Figura 21)
observandose sefiales tipicas de epoxitimol, entre 7.90 y 7.30 ppm de protones aromaticos, entre
6.40 y 6.30 ppm se tienen sefiales para protones vinilicos, entre 4.80 y 4.40 ppm se encontraron
las sefales que corresponden a los protones base de oxigeno del sistema AB de CH2-10. En 3.20

y 2.80 ppm se observaron sefiales pertenecientes a la base de epoxido CH2-9.

aromaticos

{—A—\

vinilicos

{_A_‘
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto de CH>Cl, de flores de P. areolare
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El extracto de flores se someti6 a cromatografia empleando gel de silice como fase
estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente como fase movil. En la
polaridad hexanos-AcOEt (7:3) se obtuvo una miel amarrilla la cual fue sometida a analisis por
RMN de 'H (Figura 22) donde en su espectro presenta sefiales propias de un epoxitimol con
funciones isobutirato y cinamato. Las sefiales del anillo de timol se observan como una sefial doble
en 7.52 con J = 7.9 Hz asignada al hidrégeno H-5, en 7.25 una sefial doble de dobles con J= 7.9
y 1.7 Hz para el hidrogeno H-6 y una sefial doble conJ= 1.7 Hz en 7.09 ppm asignada al hidrogeno
H-2, ademas en 5.10 ppm se observo una sefial simple del metileno CH2-7 y en 2.10 ppm una sefal
simple para el metilo del acetato CH3-2""", dichos datos corresponden con los del isobutirato de 7-

acetoxi-10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (15) reportado por Hernandez et al. en 1986.%°
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; de isobutirato de 7-acetoxi-10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (15)
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Continuando con la cromatografia, en la polaridad hexanos-AcOEt (3:2) se obtuvo una
miel amarrilla en la cual al observar su espectro de RMN de 'H (Figura 23) muestra los patrones
de sefales de un epoxitimol con una trisustitucion de su anillo aromatico al igual que patrones
tipicos para los grupos cinamato e isobutirato. En 4.68 ppm una sefial simple que integra para dos
hidrogenos correspondiente a la sefial del metileno base de alcohol CH2-7, estos datos
corresponden a los reportados por Hernandez et al. en 1986 para el isobutirato de 10-cinamoiloxi-

7-hidroxi-8,9-epoxitimilo (16).%°

ppm
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; de isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-hidroxi-8,9-epoxitimilo (16)
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En la misma polaridad se obtuvo una miel amarilla que en su espectro de RMN de 'H
(Figura 24), muestra en 7.66 y 6.41 ppm las senales dobles con de J = 16.0 Hz correspondiente a
los hidrégenos vinilicos H-3’y H-2’ del grupo cinamato, en 7.51 y 7.39 ppm se encuentran dos
sefiales multiples que integran para dos y tres protones respectivamente correspondientes a los
hidrogenos aromaticos del anillo del cinamato, en 7.11 y 7.00 ppm se tienen dos sefiales simples
que integran cada una para un protdn, lo que sugiere un anillo de timol tetrasustituido, y se asignan
a H-5 y H-2, respectivamente. En 5.06 ppm se observa una sefial simple que integra para dos
hidrogenos y se asigna al metileno CH2-7. Las sefiales de los hidrogenos H-10a y H-10b
correspondientes a las bases de ésteres se observan en 4.64 y 4.38 ppm como sefiales dobles cada
una con constante de acoplamiento de J = 12.2 Hz, en 3.08 y 2.83 ppm se observan otras dos
sefiales dobles con J = 5.2 Hz correspondiente a los hidrogenos bases de epoxido H-9a y H-9b. La
sefial séptuple en 2.85 ppm con J = 7.0 Hz corresponde al proton base de isopropilo H-2’, una
sefal simple en 2.11 ppm que integra para tres protones fue asignada al metilo de acetato 2""’, en
1.33 ppm se observa la sefal doble con J = 7.0 Hz, que integré para seis hidroégenos

correspondiente a los metilos CH3-3*" y CH3-4" del isopropilo.

El espectro de RMN de °C (Figura 25) muestra en 175.6, 173.6 y 166.3 ppm las sefiales
de los carbonilos de los ésteres C-1", C-1"" y C-1""", respectivamente. De 153.2 a 117.2 ppm se
observan las sefiales de los carbonos de los anillos aromaticos y del doble enlace del cinamato. La
senal del carbono CH2-10 base del éster cinamato se encuentra en 65.3 ppm. La sefal del carbono
metilénico base de acetato C-7 se observa en 62.4 ppm mientras que el metilo del acetato C-2"""se
observa en 20.9 ppm. En 56.8 y 50.9 ppm se observan las sefiales de los carbonos base de epoxido
C-8 y C-9, respectivamente, mientras que en 34.1, 19.0 y 18.9 ppm se observaron las sefiales del
grupo isopropilo. Con estos datos se propone la presencia del isobutirato de 7-acetoxi-10-
cinamoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (17) del cual no se encuentran reportes previos en la

literatura.
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; de isobutirato de 7-acetoxi-10-cinamoiloxi-6-hidroxi-8,9-
epoxitimilo (17)
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Figura 25. Espectro de RMN de *C a 75.4 MHz en CDCl; de isobutirato de 7-acetoxi-10-cinamoiloxi-6-hidroxi-
8,9-epoxitimilo (17)
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De igual forma en la polaridad hexanos-AcOEt (3:2) se obtuvo una miel amarilla que al ser
analizada por RMN de 'H (Figura 26), muestra en 7.66 y 6.40 ppm dos sefales dobles con
constante de acoplamiento de J = 16.0 Hz correspondiente a los hidrogenos vinilicos H-3’y H-2’
del grupo cinamato. En 7.51 y 7.39 ppm se encuentran dos sefiales multiples correspondientes a
los hidrégenos aromaticos del anillo del cinamato. Para el anillo de timol se observa en 6.98 ppm
una sefial doble con J = 3.1 Hz para el hidrégeno H-5, la sefial doble en 6.93 ppm con J = 8.8 Hz
se asigna al hidrogeno H-2, en 6.81 ppm se observo una sefial doble de dobles con J= 8.8 y 3.1
Hz del hidrogeno H-1, la cual sugiere la ausencia del metilo de la posicion 7 del esqueleto de timol.
Las sefiales dobles con constante de acoplamiento de J = 12.2 Hz observadas en 4.67 y 4.39 ppm
corresponden a los hidrégenos H-10a y H-10b bases de ésteres, en 3.10 y 2.85 ppm se observaron
dos sefiales dobles con J = 5.4 Hz correspondiente a los hidrogenos H-9a y H-9b. En 2.85 ppm se
observa una sefal séptuple con J = 7.1 Hz correspondiente al proton base de isopropilo H-2"’, en
1.33 ppm se observa la sefial doble con J = 7.1 Hz, que integra para seis hidrogenos

correspondiente a los metilos CH3-3"" y CH3-4" del isopropilo.

En el espectro de RMN de '*C (Figura 27) se observan en 175.8 y 166.4 ppm dos sefiales
de carbonilos C-1"y C-1"", respectivamente. De 153.5 a 115.5 ppm se observan las sefiales de los
carbonos de los anillos aromaticos y del doble enlace del cinamato. La sefial del carbono metilénico
C-10 base del éster cinamato se encuentra en 65.0 ppm. En 567.0 y 51.0 ppm se observan las
senales de los carbonos base de epoxido C-8 y C-9, respectivamente, mientras que en 19.0 y 18.9
ppm se observan las sefiales de los metilos del isopropilo. Con estos datos se propone la presencia
del compuesto isobutirato de 10-cinamoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-nortimilo (18) que no presenta

reportes anteriores en la literatura.
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz en CDCl; de isobutirato de 10-cinamoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-
nortimilo (18)
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Figura 27. Espectro de RMN de '3C a 75.4 MHz en CDCI; de isobutirato de 10-cinamoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-
nortimilo (18)
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Purificados los compuestos 14-18 se determind la pureza enantiomérica mediante el
método de analisis de RMN de 'H en conjunto con (S)-BINOL, el cual ha sido usado
satisfactoriamente en la diferenciacién enantiomérica de isoflavonoides,® alkaloides®® y
epoxitimoles.?® Para los compuestos 14-16 se observd desdoblamiento de las sefiales dobles
correspondientes a los protones H-10a y H-10b. La intensidad de estas sefiales demostré que los
compuestos se encuentran como mezclas escalémicas de proporciones 73:27 (ee 46%), 90:10 (ee
80%), 82:18 (ee 64%), respectivamente. Los derivados 17 y 18 mostraron una pureza

enantiomérica de 100% ya que las sefiales no mostraron desdoblamientos (Figura 28).
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Figura 28. Comparacion de espectros de RMN de 'H de a) 14, ¢) 15, €) 16, g) 17, i) 18 con su variante RMN de 'H-
BINOL b) 14, d) 15, ) 16, h) 17, j) 18 para la determinacion de la pureza enantiomérica
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Establecida la relacion enantiomérica de los derivados de timol 14-18 se procedio a obtener
los espectros de UV y DCE, como primer paso se prepard una solucion madre de 1 mg/mL de cada
compuesto con EtOH como disolvente. A partir de ella, se prepararon diluciones a la concentracion
optima previamente establecida con 13 que fue de 10 pg/mL, se inyectdé 1 mL de EtOH como linea
base en el detector de DCE, seguido de 1 mL de disolucion para realizar las mediciones. Los datos
de salida se adquirieron en el programa WinDaq y se procesaron en el programa Excel. Todos los
espectros de DCE mostraron efectos Cotton negativos en las regiones de 255-258 y 261-263 nm
asociadas con las transiciones m-m* de la unidad de epoxiestireno,’” mientras que las transiciones
n -n* del fragmento cinamato se relacionaron con los efectos Cotton negativos en la region de 269-
272 nm. Los espectros también mostraron efectos Cotton positivos débiles en 296-297 nm para la
transicion n-m* del grupo cinamato (Figura 29).3* Por su parte sus espectros UV mostraron una
absorcion principal alrededor de 273 nm correspondiente con transicion electronica w-mt* los
anillos aromaticos®® del timol y cinamato. En las tablas 1 y 2 se resumen los valores observados

en los espectros de DCE y UV.

Tabla 1. Principales transiciones electronicas observadas en espectros de DCE de 13-18

Compuesto Al (nm) Ag A2(nm) Aeg A3 (nm) Ae M (mm) Ac

13 255 -69.1 262 -52.5 269 -60.0 297 0.8
14 257 -21.7 262 -194 271 -25.7 297 3.4
15 258 -18.1 262 -14.8 271 -19.3 296 3.5
16 258 -21.6 261 -18.1 270 -22.9 296 3.5
17 257 -13.0 263 -10.2 272 -16.8 296 2.1
18 258 -26.3 263 -22.9 271 -33.8 296 3.5

Tabla 2. Absorciéon maxima observada en espectros de UV de 13-18

Compuesto A (nm) Log e Transicion
13 272 0.64 n-m*
14 272 0.53 -m*
15 273 0.43 n-m*
16 272 0.48 n-1*
17 274 0.55 -
18 273 0.65 n-m*
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Los espectros de DCE y UV (Figura 29) de los derivados 14-17 muestran el mismo patron
de comportamiento que 13, compuesto cuya CA fue previamente establecida mediante DCV,>! por
esta razon es posible inferir que la CA del tnico centro estereogénico presente en la posicion C-8

de estos derivados también es S.
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Figura 29. Comparacion de espectros de DCE (trazos superiores) y de UV (trazos inferiores) del epoxitimoles 13-18
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Calculos DCE

En la literatura se tienen diversos reportes de metodologias de calculo de espectros de DCE,
sin embargo, varias de estas son complicadas y requieren de numerosos pasos de célculo,?® por
esta razon se propone plantear una metodologia mas accesible lo que repercutiria en un ahorro de
tiempo de calculo. Para esto se comenzd usando como model6 el compuesto 7 cuya CA es
conocida por estudios de DCV y difraccion de rayos X de monocristal. Se model6 el enantiémero
(5)-7 y se llevo a cabo una blisqueda sistematica de conférmeros de acuerdo con lo reportado por
el grupo de trabajo,?® mediante el programa Spartan’04, utilizando mecanica molecular y el campo
de fuerza MMFF94,* considerando un limite de energia de 10 kcal/mol obteniéndose 139
conférmeros. Todos los conformeros fueron examinados para descartar duplicados.
Posteriormente, fue optimizada la energia de los conformeros con el nivel de teoria DFT B3LYP/6-
31G (d), se seleccionaron aquellos conférmeros ubicados en una ventana energética de 0-3
kcal/mol. Estos conférmeros fueron sometidos a una optimizacion de su geometria y calculo de
frecuencias a un nivel de teoria PBE/DGDZVP utilizando el programa Gaussian 09, arrojando 31
conférmeros dentro del rango de 0-2 kcal/mol (Figura 30). Se verifico la ausencia de frecuencias
imaginarias en todas las estructuras de energia minima, y se emplearon sus energias libres relativas

para calcular su poblacion de Boltzmann (Tabla 3).
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Figura 30. Conformeros de menor energia de 7 representando el 64% de la poblacion conformacional
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Tabla 3. Analisis termoquimico de isobutirato de (+)-(8S)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (7) a nivel

PBE/DGDZVP

Conformero  AEmmrr®  YoMMFF® AEDFT® %DFTd AGopt® Yoopt!
Ta 4.5048 0.0448 5.7642 0.0045 0.0000 14.84
7b 2.7878 0.7982 4.1686 0.0652 0.0527 13.59
Tc 3.1752 0.4168 5.3763 0.0086 0.0734 13.12
7d 3.7100 0.1700 0.0000 70.9743 0.2585 9.62
Te 3.0774 0.4911 6.1482 0.0024 0.3238 8.62
7t 4.1749 0.0779 7.4435 0.0003 0.7668 4.10
7g 2.4957 1.3028 4.4627 0.0398 0.8158 3.78
7h 2.6725 0.9685 6.1940 0.0022 0.8189 3.76
7i 3.5136 0.2362 6.1358 0.0024 0.8898 3.34
7j 4.9988 0.0196 6.8801 0.0007 0.9563 2.98
7k 2.3618 1.6311 5.2202 0.0112 1.0310 2.63
71 2.7066 0.9147 6.2609 0.0020 1.2211 1.91
7m 4.4600 0.0501 1.1381 10.5207 1.3661 1.50
n 3.3938 0.2888 7.5516 0.0002 1.3837 1.46
70 3.1504 0.4345 5.0159 0.0157 1.4565 1.29
Tp 3.7344 0.1631 6.5466 0.0012 1.5004 1.20
7q 3.6788 0.1791 5.7533 0.0046 1.6008 1.01
Tr 2.5876 1.1168 5.5871 0.0060 1.6183 0.98
7s 3.9092 0.1217 6.4246 0.0015 1.6296 0.96
Tt 3.4840 0.2483 5.8215 0.0041 1.6874 0.88
Tu 3.5400 0.2245 0.8137 18.1275 1.6924 0.87
v 3.9068 0.1222 6.4826 0.0013 1.6949 0.86
Tw 1.8765 3.6811 5.4920 0.0071 1.7476 0.79
7x 3.7059 0.1711 5.2016 0.0115 1.7633 0.77
Ty 4.0636 0.0939 5.9285 0.0034 1.8166 0.70
7z 3.9214 0.1192 7.0798 0.0005 1.8706 0.64
7a’ 0.0000 85.6996 3.5980 0.1698 1.8775 0.64
7b’ 3.2001 0.3997 5.9020 0.0036 1.8775 0.64
Tc’ 4.7385 0.0303 6.2518 0.0020 1.8781 0.64
7d° 4.7058 0.0320 6.2494 0.0020 1.9164 0.60
Te’ 4.0086 0.1030 7.1485 0.0004 1.9202 0.59

2 Energia relativa en mecénica molecular respecto a 7a’con Emmrr =—53.533 kcal/mol. ® Poblacién en % calculada a
partir de las energias MMFF segin AEmmrr = — RT In K. © Energias relativas en Single-point B3LYP/6-31G (d)
respecto a 7d, Ee.316@) = —793707.737 kcal/mol. ¢ Poblacion en % calculada a partir de las energias de B3LYP/6-
31G(d) segun AEs 3164y = —RT In K. ¢ Energias libres de Gibbs relativas a 7a con Gpgg/napzve =—792638.484 kcal/mol.
fPoblacion en % calculada a partir de las energias libres de Gibbs de acuerdo con AG =—RT In K.
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Los conférmeros de minima energia se usaron para calcular el espectro tedrico de DCE con
el método de teoria de funcionales de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT) en el
programa Gaussian 16. Se eligieron cinco funcionales de célculo de acuerdo a la literatura, siendo
estos: B3LYP*** funcional muy popular que generalmente funciona bien, siendo la opcion para
la mayoria de los calculos TD-DFT* y que ha presentado buenos resultados en célculos de DCE
para un derivado de timol*’; PBE* es un funcional que presenta buenos resultados en el célculo
de propiedades quirdpticas y que ha sido usado para calcular espectros de DCV de epoxitimoles®*
28,31 APFD* funcional de eleccion en la bibliografia del programa Gaussian*’; CAM-B3LYP* y
WB97XD* funcionales de rango separado que han demostrado ser mejores que los funcionales
hibridos en la prediccién de propiedades quirépticas.’*>> En cuanto a las bases de calculo se eligio
trabajar con las bases minimas sugeridas por la literatura, por lo que se usaron bases de doble Z

incluyendo funciones polarizadas.?®

Los espectros se calcularon tomando en cuenta 20 estados excitados para cada nivel de
teoria. Los espectros obtenidos se ponderaron a partir de la poblacién de Boltzmann, utilizando el
programa SpecDis,>® ajustandose a un ancho de curva () de 0.33 eV y desplazados en +5 nm (UV
shift), ya que de acuerdo a la literatura estos son parametros que pueden ajustares para tener una
mejor similitud con la curva experimental, dichos pardmetros se ajustan tipicamente usando
valores de entre 0.1 2 0.4 eV para ¢ y de -30 a +30 nm para UV shift.!* Al comparar los espectros
tedricos con el experimental (Figura 31) se pudo observar que el nivel PBE/DGDZVP no muestra
similitud con el espectro experimental, mientras que a los niveles APFD/6-311+** vy
B3LYP/DGDZVP se observa una buena similitud espectral en la region negativa del espectro pero
se sobre estima la transicion positiva, ademas se observo que los espectros son muy similares entre
si a dichos niveles de teoria. Para CAM-B3LYP/DGDZVP y WB97XD/DGDZVP se observéd
espectros iguales, siendo CAM-B3LYP/DGDZVP el mejor ya que su tiempo de célculo es tres
veces menor, al comparar con el espectro experimental se observa una tendencia muy similar a
este, la cual es mas evidente al escalar sus intensidades (Figura 32). Una vez establecido CAM-
B3LYP como mejor funcional de calculo se aumentaron las bases de calculo de doble a triple Z,
observando que no se tienen cambios significativos (Figura 32), por lo que es preferible usar el

nivel de calculo menor.
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—— APFD/6-311+%*
——B3LYP/DGDZVP

—— CAM-B3LYP/DGDZVP
— PBE/DGDZVP
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Figura 32. Comparacion de espectro experimental de 7 y espectros teoricos de DCE calculados

con el funcional CAM-B3LYP
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Establecido el mejor nivel de célculo se procedié a implementar la metodologia de célculo
para los compuestos 13-18; sin embargo, las busquedas conformacionales preliminares con
mecanica molecular arrojaron un numero significativamente alto de conféormeros para cada

compuesto (Tabla 4), lo que conllevaria a un tiempo y costo de calculo muy elevado.

Tabla 4. Poblacion conformacional en mecanica molecular compuestos 13-18

Compuesto Numero de conféormeros?

13 304
14 277
15 393
16 404
17 452
18 394

2Poblacion conformacional calculada con campo de
fuerza MMFF94 en un intervalo de 0-10 kcal/mol

Por este motivo se realizd una revision bibliografica, donde se encontrd que es posible
calcular espectros de DCE a partir de derivados o estructuras truncadas que reduzcan el nimero
de conformeros y los tiempos de célculo. El truncamiento de estructuras consiste en eliminar
cadenas laterales flexibles o los fragmentos moleculares que no modifican electrénicamente los
cromoforos de un modelo molecular para simplificar la estructura y reducir el nimero de
conférmeros que se deben considerar para el calculo.** Como ejemplo de esto se tiene el acido
dauricroménico, el cual se modifico con una ciclacion para reducir la flexibilidad de la molécula®
o el caso de la Psammaplisina A donde el espectro de DCE se calcul6 partir de un modelo truncado
de la molecula® y los diterpenoides diméricos, bicunninginas A y B, de los cuales se determin6 su
CA a partir del célculo del espectro de DCE de un modelo con cadenas alquilicas truncadas.’’ En
base a lo anterior y tomando en cuenta que los compuestos 13-18 presentan un mismo esqueleto
base y mostraron espectros experimentales de DCE con una misma tendencia se decidio realizar

el célculo tnicamente para el compuesto 14, que presenta el menor nimero de conférmeros.

Para obtener el espectro calculado de DCE del compuesto 14 los 277 conférmeros
obtenidos entre 0-10 kcal/mol con mecanica molecular se optimizaron en su energia con el nivel
de teoria DFT B3LYP/6-31G (d). Los conférmeros del intervalo de energia de 0-3 kcal/mol se
optimizaron en su geometria y se calcularon sus frecuencias a un nivel de teoria PBE/DGDZVP,

arrojando 26 conférmeros dentro del rango de 0-2 kcal/mol (Figura 33). Se verifico la ausencia
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de frecuencias imaginarias y se emplearon sus energias libres relativas para calcular su poblacion

de Boltzmann (Tabla 5).

e
4 o S
yg\/“ /H/C,ﬁ

R.07% 4.59%

Figura 33. Confoérmeros de menor energia de 14 representando el 55% de la poblacion conformacional

Tabla 5. Analisis termoquimico de isobutirato de (8S)-10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (14) a nivel PBE/DGDZVP

Conférmero  AEmmrr? %OMMFF® AEDFT® %prFrd AGopt® %oopt.
14a 3.1096 0.0633 1.5703 1.0456 0.0000 18.60
14b 4.7349 0.0041 2.3835 0.2651 0.3891 9.64
14c¢ 3.2753 0.0479 2.9539 0.1012 0.4054 9.38
14d 1.9739 0.4307 1.2915 1.6740 0.4995 8.00
14e 2.4204 0.2027 2.2325 0.3420 0.8333 4.55
14f 2.8556 0.0972 1.7158 0.8180 0.8817 4.19
14¢g 4.3425 0.0079 2.5931 0.1861 0.8848 4.17
14h 3.4396 0.0363 2.4276 0.2461 0.8942 4.10
14i 3.3293 0.0437 2.6166 0.1789 0.9049 4.03
14j 3.2766 0.0478 2.7684 0.1384 0.9312 3.86
14k 2.7602 0.1142 2.8839 0.1139 1.0103 3.37
141 3.6639 0.0249 2.8839 0.1139 1.1872 2.50
14m 3.9063 0.0165 2.7756 0.1368 1.2983 2.07
14n 1.2885 1.3692 0.0508 13.5876 1.3228 1.99
140 3.3375 0.0431 2.9851 0.0960 1.5041 1.46

14p 2.7949 0.1077 2.8009 0.1310 1.5079 1.46
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14q 2.3844 0.2154 2.2245 0.3466 1.5368 1.39
14r 0.9885 2.2716 0.5969 5.4058 1.6045 1.24
14s 3.0118 0.0747 2.1000 0.4277 1.6792 1.09
14t 0.0924 10.3081 0.9226 3.1197 1.7269 1.01
14u 0.1730 8.9971 0.7700 4.0366 1.7288 1.00
14v 0.6363 4.1165 1.3677 1.4719 1.7627 0.95
14w 0.5846 4.4914 1.2106 1.9189 1.7702 0.93
14x 0.4410 5.7231 0.9989 2.7427 1.7815 0.92
14y 0.9002 2.6369 0.0000 1.4803 1.7878 0.91
14z 3.1397 0.0602 2.1008 0.4271 2.0193 0.61

2 Energia relativa en mecénica molecular respecto a conférmero de menor energia con Eywmer - —47.801 kcal/mol. °
Poblacion en % calculada a partir de las energias MMFF segiin AEmmrr = —RT In K. © Energias relativas en Single-
point B3LYP/6-31G (d) respecto a 14y, Es316) = —795052.896 kcal/mol. ¢ Poblacion en % calculada a partir de las
energias de B3LYP/6-31G(d) segiin AE¢316) = —RT In K. ¢ Energias libres de Gibbs relativas a 14a con Gpge/ngpzve
=-793964.739 kcal/mol. fPoblacién en % calculada a partir de las energias libres de Gibbs de acuerdo con AG = -RT
InK.

El espectro DCE se calcul6 a partir de los conformeros de minima energia a un nivel de
teoria CAM-B3LYP/DGDZVP y fue promediado por su contribucion de Boltzmann ajustandose
a un ancho de curva (o) de 0.33 eV y desplazados en +10 nm. Al comparar los espectros
experimental y calculado se observa que ambos presentan una misma tendencia (Figura 34) por

lo que la CA de los compuestos 14-18 se soporta como S.

Experimental

CAM-B3LYP/DGDZVP

: , : , : , :
240 260 280 300 320
A (nm)

Figura 34. Comparacion espectro experimental y calculado de 14
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Posteriormente se analizo la estructura del compuesto 14 para determinar si era posible
obtener una estructura truncada, sin afectar los grupos cromoéforos, que conllevara a una menor
poblacion conformacional y por lo tanto menor costo computacional. Se realizé un truncamiento
de los metilos del grupo isobutirato dando como resultado la estructura de entrada 19 (Figura 35),
la cual mediante mecanica molecular presentd un total de 58 conféormeros en el rango de 0-5

kcal/mol, un nimero significativamente menor al presentado por la estructura original.
O%{ Y

@%M@ @%Mw@

Figura 35. Estructura de 14 y su modelo truncado

Los conformeros obtenidos se optimizaron en su geometria de acuerdo con la metodologia
establecida, dando como resultado 24 conférmeros (Figura 36) dentro de la ventana energética de

0-2 kcal/mol usando sus energias relativas para calcular su poblacién de Boltzmann (Tabla 6).

19b 19¢
17.72% 13.17% 9.71%

.
¥ Y ad

7
19d 19 19f
8.51% 791% 7.19%

Figura 36. Conformeros de menor energia de 19 representando el 64% de la poblacion conformacional.
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Tabla 6. Analisis termoquimico de 19 a nivel PBE/DGDZVP

Conférmero  AEMMrr® %OMMFF? AGopt© %oopt®
19a 3.4676 0.1606 0.0000 17.72
19b 3.6246 0.1232 0.1757 13.17
19¢ 4.1402 0.0516 0.3564 9.71
19d 3.6035 0.1277 0.4342 8.51
19e¢ 2.4950 0.8291 0.4775 7.91
19f 4.6855 0.0206 0.5340 7.19
19¢g 3.3433 0.1981 1.0542 2.99
19h 4.2064 0.0462 1.0580 2.97
19i 4.2922 0.0399 1.0655 2.93
19j 2.7462 0.5426 1.1672 2.47
19k 2.9286 0.3988 1.2211 2.25
191 4.7341 0.0189 1.2224 2.25
19m 2.3795 1.0075 1.2374 2.19
19n 3.2709 0.2238 1.3950 1.68
190 4.1382 0.0518 1.4037 1.65
19p 3.1221 0.2877 1.4182 1.61
19¢q 3.9573 0.0703 1.6654 1.06
19r 2.3658 1.0311 1.6867 1.03
19s 3.3004 0.2129 1.6993 1.00
19t 0.0000 55.8888 1.7382 0.94
19u 4.0369 0.0614 1.8505 0.78
19v 0.7367 16.1199 1.8555 0.77
19w 3.6374 0.1206 1.9723 0.63
19x 2.9142 0.4086 1.9836 0.62

2Energia relativa en mecanica molecular respecto a 19t con Exvrr=—45.393
kcal/mol. ® Poblacion en % calculada a partir de las energias MMFF segun
AEmmrr = —RT In K. © Energias libres de Gibbs relativas a 19a con
GreepGpzve = —744725.127 keal/mol. ¢ Poblacién en % calculada a partir
de las energias libres de Gibbs de acuerdo con AG =—RT In K.

El espectro de DCE de la estructura 19 se calcul6 usando la metodologia establecida. El
espectro obtenido se compard con el experimental y calculado para el compuesto 14, observando
una misma tendencia entre los espectros (Figura 37), teniendo espectros muy similares para la
estructura en cuanto a los espectros calculados de la estructura original y la simplificada. Con esto
se comprueba la efectividad de una metodologia de calculo simplificada que permite reducir

significativamente el tiempo de célculo.
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Experimental
Calculado 14
Calculado 19
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Figura 37. Comparacion de espectros experimentales, calculados compuesto 14 y estructura truncada 19
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6. CONCLUSIONES

Se aislo el compuesto 7 de las hojas de Ageratina glabrata, mientras que de las raices y
flores de la especie vegetal Piptothrix areolare se aislaron los epoxitimoles 13-18. Se obtuvieron
los espectros de DCE y UV para todos los epoxitimoles observando mejores resultados para los
compuestos 13-18 que presentan una funciéon cinamato. La configuracion absoluta de los
compuestos 14-18 fue determinada por comparaciéon de sus espectros de DCE con los del
compuesto 13 cuya configuracion absoluta es conocida. Se establecié una metodologia de célculo
de espectros de DCE usando al compuesto 7 obtenido los mejores resultados al nivel de célculo
CAM-B3LYP/DGDZVP. La metodologia de calculo se aplico para el compuesto 14, calculando
su espectro tedrico para el enantiomero S que, al ser comparado con el espectro experimental
mostrd la misma tendencia, con lo cual se confirma que la asignacion de la configuracion absoluta
de los compuestos 14-18. Adicionalmente se prob6 una metodologia de célculo partiendo de la
estructura truncada 19 la cual permitid6 obtener espectros teoricos de DCE reduciendo

significativamente el costo computacional.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Generalidades

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 400 MHz y de '3C a 100 MHz se
determinaron en un espectrometro Varian Mercury Plus-400; los espectros de 'H a 300 MHz y de
BC a 754 se determinaron en un espectrometro Varian Mercury 300. Los valores de
desplazamiento quimico se reportaron en partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento
(/) en Hz. En todas las mediciones se utiliz6 CDCls como disolvente y tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna. Los puntos de fusion se determinaron con un aparato Fisher-Johns y no
estan corregidos. Los FID de los espectros de RMN fueron procesados empleando el software
MestRe Nova. En las columnas cromatograficas se utilizé gel de silice de malla 230-400 marca

Merck.

7.2 Determinacion de Proporciones Escalémicas Utilizando (S)-BINOL

La pureza enatiomérica de los derivados de timol se determiné por RMN de 'H utilizando
disoluciones de 6.0 y 3.0 mg de muestra y reactivo de solvatacion quiral, (S)-BINOL (Aldrich®),
en cantidades de 30.0 y 15.0 mg, respectivamente y disolviendo en todos los casos con 0.7 mL de
CDCls. La relacion enantiomérica se establecio analizando el desdoblamiento de las sefiales y las

intensidades de estas.

7.3 Mediciones de Dicroismo Circular Electronico

Los espectros de DCE y UV se obtuvieron con el detector quiral de dicroismo circular
Jasco CD-2095. De cada muestra se prepararon soluciones madre de 1mg/mL con EtOH como
disolvente, a partir de esta se obtuvieron disoluciones de 10 pg/mL. Para las mediciones de los
espectros se inyectd en el equipo 1 mL de EtOH para obtener la linea, seguido de 1 mL de
disolucion de 10 pg/mL de muestra. Los datos de salida se adquirieron en el programa WinDaq y

se procesaron en el programa Excel.
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7.4 Materia Vegetal

Las raices y flores de Piptothrix areolare fueron colectadas en septiembre y octubre de
2019, cerca del km 35 de la carretera federal Tiripetio-Nocupétaro N 19° 20.645', W 101° 21.348’
a 2509 m sobre el nivel del mar. Se deposit6 un espécimen en el Herbario del Instituto de Ecologia

A. C., Centro Regional del Bajio, Patzcuaro, Michoacan, México.

La parte aérea de la especie vegetal Ageratina glabrata fue colectada en febrero de 2019
en el km 4.5 de la carretera federal No. 200, Patzcuaro-Santa Clara del Cobre, N 19° 29.516', W
101°35.273" a 2285 m sobre el nivel del mar.

7.5 Extraccion y Aislamiento

Las hojas y tallos de A. glabrata se separaron y posteriormente fueron secados a la sombra
y a temperatura ambiente. Las hojas secas (500 g) se maceraron con CH2Cl2 como disolvente para
obtener 50 g de extracto crudo con aspecto de miel verde. Un lote de 5 g de extracto se sometid

cromatografia de columna obteniendo a 7 (100 mg) en la polaridad 4:1 hexanos-CH2Clo.

Las raices frescas de P. areolare (2 kg) se maceraron con hexanos a temperatura ambiente
por tres dias. El disolvente fue filtrado y evaporado obteniendo 10 g de extracto crudo en forma
de miel amarilla. La cromatografia en columna de una alicuota de 5 g de extracto de raices, usando
una mezcla de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente, proporcion6 los compuestos: 13 (60 mg)

con 7:3 hexanos-AcOEt y 14 (22 mg) con 3:2 hexanos-AcOEt.

Las flores secas (200 g) de P. areolare se maceraron con CH2Cl2 a temperatura ambiente
por tres dias. Después de filtrar y evaporar el disolvente se obtuvieron 5 g de extracto crudo, en
forma de miel café¢, que se sometid a cromatografia en columna con gel de silice como fase
estacionaria y con mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente como fase moévil. La
cromatografia permitio obtener 15 (73 mg) con hexanos-AcOEt 7:3, 16 (12 mg) con hexanos-

AcOEt, 17 (8 mg) y 18 (20 mg) con 3:2 de hexanos-AcOEt.
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3 Isobutirato de (+)-(85)-10-benzoiloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo

O#z\"y (7): cristales incoloros, p. f. 112-114 °C; UV (EtOH) Amax (log
LA O o £) 230 (0.75), 275 (0.38) nm; DCE (EtOH) Amax (Ag): 226 (-
HO o 4.4 2 o 23, 185); RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6: 7.97 (2H, dd, J = 7.8,
o£-0 A As 15Hz, H-37,H-77),7.55 (IH, tt, J = 7.8, 1.5 Hz, H-57"), 7.41

(2H,t, J=7.8 Hz, H-4"", H-6""), 6.93 (1H, s, H-5), 6.81 (1H, s,
H-2), 4.76 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-10a), 4.47 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-10b), 3.10 (1H, d, J= 5.3 Hz,
H-9a), 2.85 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-9b), 2.82 (1H, sept, J = 6.8 Hz, H-2"), 2.21 (3H, s, H-7), 1.30
(3H, d,J= 6.8 Hz, H-3"), 1.29 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-4"). RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) 6: 175.0
(C, C-1"), 166.0 (C, C-1"), 151.7 (C, C-6), 141.7 (C, C-3), 133.2 (CH, C-5""), 129.7 (CH, C-3"",
C-7""), 129.5 (C, C-4), 128.4 (CH, C-4"", C-6""), 127.1 (C, C-2""), 125.8 (C, C-1), 124.7 (CH, C-
2), 114.5 (CH, C-5), 65.5 (CHz, C-10), 57.0 (C, C-8), 51.0 (CHz, C-9), 34.1 (CH, C-2"), 19 (CHs,
C-3",C-4"), 15.7 (CHs, C-7).

Areolal (13): miel amarilla; UV (EtOH) Amax (log €) 272
(0.64) nm; DCE (EtOH) Amax (Ag): 255 (-69.1), 262 (-
52.5), 269 (-60), 297 (0.8); RMN de 'H (400 MHz, CDCl3)
0:10.0 (1H, s, H-7), 7.79 (1H, dd, J = 7.8, 1.6 Hz, H-6),
7.73 (1H, d, J=7.8 Hz, H-5), 7.65 (1H, d, /= 16.4 Hz, H-
2", 7.63 (1H, s, H-2), 7.50 (2H, m, H-5"", H-9""), 7.38
(3H, m H-6"", H-7"", H-8""), 6.38 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-3""), 4.73 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-10a),
439 (1H,d,/J=12.4 Hz, H-10b), 3.15 (1H, d, /= 5.2 Hz, H-9a), 2.90 (1H, sept, /= 7.2 Hz, H-2"),
2.88 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9b), 1.36 (6H, d, J = 7.2 Hz, H-3", H-4"). RMN de "*C (100 MHz,
CDCl) 0: 190.6 (C, C-7), 175.2 (C, C-17), 166.1 (C, C-1""), 149.3 (CH, C-3), 145.8 (CH, C-3"),
137.5 (C,C-1), 135.5 (C,C-4), 134.0 (C, C-4""), 130.5 (CH, C-7""), 130.0 (CH, C-5), 128.9 (CH,
C-6"",C-8"),128.1 (CH,C-5"",C-97"), 127.2 (CH, C-6), 123.3 (CH, C-2), 116.6 (CH, C-2""), 65.2
(CHa, C-10), 57.0 (C, C-8), 51.0 (CH2, C-9), 34.1 (CH, C-2"), 18.9 (CH3, C-3"), 18.8 (CH3, C-4").
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Isobutirato de 10-cinamoiloxi-8,9-epoxitimilo (14): miel
amarilla; UV (EtOH) Amax (log &) 272 (0.53) nm; DCE
(EtOH) Amax (Ag): 257 (-21.7), 262 (-19.4), 271 (-25.7),
297 (3.4); RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) 6: 7.66 (1H, d, J
=16.0 Hz, H-3""), 7.51 (2H, m, H-5"", H-9""), 7.41 (1H, d, J
=7.9 Hz, H-5) 7.38 (3H, m, H-6"", H-7"", H-8""), 7.07 (1H,
dd,J=7.9, 1.7 Hz, H-6), 6.89 (1H, s, H-2), 6.41 (1H,d, J=16.0 Hz, H-2""), 4.63 (1H,d, J=12.2
Hz, H-10a), 4.39 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10b), 3.10 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-9a), 2.86 (1H, sept, J =
7.0 Hz, H-2"), 2.85 (1H, d, J = 5.3 Hz, H-9b), 2.36 (3H, s, H-7)1.34 (6H, d, J= 7.0 Hz, H-3", H-
4").

Isobutirato de 7-acetoxi-10-cinamoiloxi-8,9-
epoxitimilo (15): miel amarilla; UV (EtOH) Amax (log
€) 273 (0.43) nm; DCE (EtOH) Amax (Ag): 258 (-18.1),
262 (~14.8), 271 (-19.3), 296 (3.5); RMN de 'H (300
MHz, CDCI3) o: 7.65 (1H, d, J=16.0 Hz, H-3""), 7.52
(1H, d, J = 7.9 Hz, H-5), 7.50 (2H, m, H-5"", H-97"),
7.38 3H, m, H-6"", H-7"", H-8""), 7.25 (1H, dd, /= 7.9, 1.7 Hz, H-6), 7.09 (1H, d, J= 1.7 Hz, H-
2), 6.40 (1H, d, J=16.0 Hz, H-2""), 5.10 ( 2H, s, H-7), 4.65 (1H, d, J= 12.2 Hz, H-10a), 4.39
(1H,d,J=12.2 Hz, H-10b), 3.11 (1H, d, /= 5.2 Hz, H-9a), 2.88 (1H, sept, /= 7.0 Hz, H-2"), 2.84
(1H, d, J=5.2 Hz, H-9b), 2.10 (3H, s, H-1"""), 1.35 (6H, d,J=7.0 Hz, H-3", H-4").

Isobutirato de 10-cinamoiloxi-7-hidroxi-8,9-epoxitimilo
(16): miel amarilla; UV (EtOH) Amax (log €) 272 (0.48) nm;
DCE (EtOH) Amax (Ag): 258 (-21.6), 261 (-18.1), 270 (-
22.9),296 (3.5); RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) §: 7.62 (1H,
d,J=16.0 Hz, H-3""), 7.50 (3H, m, H-5, H-5"", H-9""), 7.38
(3H, m, H-6"", H-7"", H-8""), 7.23 (1H, dd, J = 7.9, 1.3 Hz,
H-6), 7.09 (1H, s, H-2), 6.39 (1H, d, J=16.0 Hz, H-2""), 4.68 ( 2H, s, H-7), 4.65 (1H,d,J=12.3
Hz, H-10a), 4.39 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-10b), 3.10 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-9a), 2.96 (1H, sept, J =
7.0 Hz, H-2"), 2.84 (1H, d, J = 5.2Hz, H-9b), 1.34 (6H, d, J= 7.0 Hz, H-3", H-4").
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Isobutirato  de  (85)-7-acetoxi-10-cinamoiloxi-6-

Amax (log €) 274 (0.55) nm; DCE (EtOH) Amax (Ag):
257 (-13.0), 263 (-10.2), 272 (-16.8), 296 (2.1); RMN
de 'H (300 MHz, CDCl3) 6: 7.66 (1H, d, J = 16.0 Hz,
H-3""),7.51 2H, m, H-5"", H-9""), 7.39 (3H, m, H-6"",
H-7"",H-8""), 7.11 (1H, s, H-5), 7.00 (1H, s, H-2), 6.41 (1H, d, J=16.0 Hz, H-2""), 5.06 ( 2H, s,
H-7), 4.64 (1H, d,J=12.2 Hz, H-10a), 4.38 (1H, d, /= 12.2 Hz, H-10b), 3.08 (1H, d, /= 5.2 Hz,
H-9a), 2.85 (1H, sept, J=7.0 Hz, H-2"), 2.83 (1H, d, /= 5.2 Hz, H-9b), 2.11 (3H, s, H-1"""), 1.33
(6H, d, J=7.0 Hz, H-3", H-4"). RMN de '*C (75.4 MHz, CDCls) 6: 175.6 (C, C-1"), 173.6 (C, C-
177), 166.3 (C, C-17"), 153.2 (C, C-3), 145.6 (C, C-3""), 141.6 (CH,C-6), 134.1 (C,C-4""), 131.8
(C, C-1), 130.5 (CH, C-7""), 128.9 (CH, C-6"",C-8""), 128.2 (CH, C-5"",C-97"), 125.7 (CH, C-5),
122.6 (C, C-4), 118.2 (CH, C-2), 117.2 (CH, C-2""), 65.3 (CH2, C-10), 62.4 (CH2, C-7), 56.8 (C,
C-8), 50.9 (CH2, C-9), 34.1 (CH, C-2"),20.9 (CH3,C-2"""), 19.0 (CH3, C-3"), 18.9 (CH3, C-4").

Isobutirato de (8S)-10-cinamoiloxi-8,9-epoxi-6-hidroxi-7-
nortimilo (18): miel amarilla; UV (EtOH) Amax (log €) 273
(0.65) nm; DCE (EtOH) Amax (Ag): 258 (-26.3), 263 (-22.9),
271 (-33.8), 296 (3.5); RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) 6:

7.66 (1H,d,J=16.0 Hz, H-3""), 7.51 (2H, m, H-5"", H-9""),
7.39 3H, m, H-6"", H-7"", H-8""), 6.98 (1H, d, J = 3.1 Hz,
H-5), 6.93 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-2), 6.81 (1H, dd, J= 8.8, 3.1 Hz, H-1), 6.40 (1H, d, /= 16.0 Hz,
H-3"), 4.67 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10a), 4.39 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-10b), 3.10 (1H, d, /= 5.4

Hz, H-9a), 2.85 (1H, d, J = 5.4 Hz, H-9b), 2.85 (1H, sept, J=7.1 Hz, H-2"), 1.33 (6H,d J=7.1

Hz H-3’, H-4"). RMN de "*C (75.4 MHz, CDCl3) §: 175.8 (C, C-1"), 166.4 (C, C-1""), 153.5 (C,

C-3), 145.7 (CH, C-37), 141.9 (C, C-6), 134.1 (C, C-4""), 130.5 (C, C-7), 130.0 (C, C-4), 128.8

(CH, C-6"",C-8""), 128.1 (CH, C-5"", C-9""), 123.6 (CH, C-2), 117.2 (CH, C-2""), 116.4 (CH, C-

5), 115.5 (CH, C-1), 65.0 (CH2, C-10), 57.0 (C, C-8), 51.0 (CH2, C-9), 34.1 (CH, C-2"), 19.0 (CH3,

C-37), 18.9 (CHs, C-4").
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7.6 Metodologia General de Calculo de DCE

La busqueda conformacional se realizd en el programa Spartan’04, partiendo de cuatro
conférmeros de minima energia mediante el protocolo Monte Carlo con un campo de fuerza de
mecanica molecular MMFF94, tomando en cuenta una ventana energética de 0-10 kcal/mol.
Posteriormente, se optimizo la energia de todos los conférmeros a un nivel de teoria DFT
B3LYP/6-31G(d) en el programa Spartan’04 realizando un nuevo corte a 3 kcal/mol. Los
conférmeros resultantes se sometieron a optimizacion de su geometria y calculo de frecuencias a
un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP utilizando el programa Gaussian 09. Se verific6 la ausencia
de frecuencias imaginarias en todas las estructuras y se emplearon sus energias libres relativas para
calcular su poblacion de Boltzmann mediante un script para python 3. Los conférmeros dentro con
energias relativas entre 0-2 kcal/mol se emplearon para calcular los espectros de DCE utilizando
el método de teoria de funcionales de la densidad dependiente del tiempo (TD DFT) calculando
20 estados excitados a niveles de teoria BALYP/DGDZVP, PBEPBE/DGDZVP, APFD/6-311+%*%*,
WB97XD/DGDZVP, CAM-B3LYP/DGDZVP, CAM-B3LYP/DGTZVP usando programa el
Gaussian 16. Los espectros obtenidos de cada nivel de teoria se promediaron en el programa
SpecDis a partir de la poblacion de Boltzman. La optimizacion de los célculos requirié entre 20 y

60 minutos de tiempo de CPU por conférmero usando un nodo de procesamiento con 10 nucleos

a 2,3 GHz con 20 Gb de RAM.
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