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RESUMEN

Del extracto hexanico de hojas y flores de Ageratina jocotepecana se aislo
el acido (+)13-epi-labdandlico (26). Se realizaron reacciones de deshidratacion
con diferentes acidos, purificando los productos de reaccion por cromatografia en
placa con AgNO3, cuando la reaccion se lleva a cabo en benceno o CH,Cl, el
producto correspondié al derivado 28. Sin embargo, cuando se lleva a cabo en
metanol como disolvente ocurre ademas de la deshidratacion la esterificacion de
los &cidos carboxilicos, correspondiendo a: éster metilico del &cido (+)13-epi-labd-
8-en-15-oico (29), éster metilico del acido (+)13-epi-labd-7-en-15-oico (30) y éster
metilico del (+)13-epi-labd-8(17)-en-15-oico (31) dichas estructuras se
determinaron de sus datos espectroscopicos. La estereoquimica de C-13 se

confirmd por difraccion de rayos X de 26.

Palabras clave: Ageratina jocotepecana, diterpenos, deshidratacion, acido.
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ABSTRACT

Phytochemical investigation of the hexanes extracts of leaves and flowers of
Ageratina jocotepecana afforded (+)13-epi-labdanolic acid (26). Dehydration
reactions were carried out with various acids, were purified the reaction products
by Thin Layer Chromatography, employing AgNO3 as additive, when the reaction
was performed in benzene or CH,Cl,, the formed product was 28. However, when
the reaction was formed in methanol occurs to form the dehydrated and methyl
ester derivates: methyl (+)13-epi-labd-8-en-15-oate (29), methyl (+)13-epi-labd-7-
en-15-oate(30) and methyl (+)13-epi-labd-8(17)-en-15-oate(31), such structures
were determined by their spectroscopic data. The stereochemistry of C-13 was

confirmed by X-ray 26.

29: R =CH,

Key words: Ageratina jocotepecana, diterpenes, dehydration, acid.
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INTRODUCCION

Las plantas son utilizadas por todas las culturas en nuestro planeta, las arcillas
de Babilonia, los papiros de Egipto, los grabados americanos dan fe de la
utilizacion de plantas por sus comunidades en el remedio de los males y en ritos
magicos. Se trataba de material seco, pulverizado, masticado o extractos, que hoy
los llamamos “hierbas” o “fitofarmacos”, en donde se incluyen raices, hojas, flores,

semillas.!

Las plantas para poder vivir, crecer y reproducirse necesitan sintetizar una gran
variedad de compuestos organicos. Los metabolitos secundarios son especificos
de las especies y son definidos como productos naturales. El estudio de los
productos naturales es una de las fuentes fundamentales para el desarrollo teérico

y experimental de la Quimica Organica.?>

Los productos naturales constituyen un grupo de compuestos fascinante, no
s6lo por la notable variedad y diversidad estructural, sino porque dichos
compuestos se utilizan como herramientas eficaces para el estudio de fenbmenos
biolégicos y constituyen, por tanto, un claro ejemplo de la interrelacién de la
Quimica Orgéanica con la Quimica Biolégica y la Quimica Médica.*

Los productos naturales de origen vegetal, siguen siendo un principal recurso
utilizado por el ser humano para combatir las enfermedades. Hasta el siglo XIX,
época en la que la quimica organica afiade a su capacidad analitica la sintesis de

nuevos compuestos con actividad terapéutica.’

La biosintesis de los productos naturales comienza con la fotosintesis que

tiene lugar en plantas superiores, algas y algunas bacterias.

Araceli Alvarez Ruiz UMSNH-IIQB |Facultad de Quimico [l
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Existen tres intermediarios quimicos principales como son el acetil-CoA, el
acido shikimico y el &cido mevalénico, a partir de estos compuestos se
biosintetizan los principales grupos de productos naturales como son: los acidos
grasos, antraquinonas, terpenos, esteroides, alcaloides, cumarinas y lignanos ver

Esquema 1.

Formacion de metabolitos secundarios @
Ruta del 4cido

A partir metabolitos primarios

shikimico e
CO,+ H,0
Fotosintesis COoM
Polisacaridos Glucosa + otros carbohidratos
Glicésidos "o‘/
i O
Ruta del acido Z = om
mevalénico CH,COCO,N Acido shikimico
Acido pirGvico
Péptidos
OH
m’c\></\
o CH,COCoA Aiitinodciaos Aminoacidos
Acido mevalénico alifaticos aromdticos
Acetil-CoA
Alcaloides Acidos cinamicos
Terpenos Policétidos
Esteroides
Acidos grasos f;"':::o“:"
Antraquinonas
Ruta del acetato Flavonoiaes

Esquema. 1 Ruta biosintética de algunos metabolitos secundarios
(Tomado de Angel Gutiérrez?)

Algunos esqueletos de productos naturales se biosintetizan utilizando
fragmentos que provienen de mas de una ruta especifica, como por ejemplo los

flavonoides que se forman a partir de la ruta del acetato y del acido shikimico.
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Se estima que durante los ultimos 30 afios, los productos naturales han sido la
principal fuente de nuevos farmacos, especialmente en areas terapéuticas como la
oncologia, la inmunosupresion y las enfermedades metabdlicas. En un estudio
reciente el origen de nuevos farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug

Administration) entre 1981 y 2010, el 57.7% corresponde a Productos Naturales.®

Los productos naturales pueden ser Gtiles como agentes terapéuticos; ya que
interactian con diversas proteinas y realizan acciones Utiles para la salud en
procesos patologicos, pueden servir como modelos para la preparacion de
sustancias bioactivas, como materia prima para la sintesis de sustancias de

interés farmacoldgico y/o interés industrial.

El interés en productos naturales como fuente de innovacion en el
descubrimiento de farmacos y agroquimicos sigue creciendo en todo el mundo.
Nuestro Pais es una rica fuente de diversidad biologica y quimica, que puede ser

util como una fuente de estructuras quimicas nuevas.’

Los terpenos son los productos naturales mas abundantes en la naturaleza y
con una mayor variedad estructural. Dentro de esta familia de compuestos
naturales, los diterpenos biciclicos de esqueleto labdano constituyen un grupo de
gran importancia, no solamente por su numero y diversidad estructural, sino por la
variada bioactividad que presentan, antitumorales, antibioticos, antialimentarios y

antivirales.
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PARTE TEORICA

Los alcoholes son compuestos organicos que contienen grupos hidroxilo
(OH). Son compuestos muy frecuentes en la naturaleza, Gtiles en la industria y en
el hogar. La palabra alcohol es uno de los términos mas antiguos de la quimica
deriva del término arabe al-kuhl, originalmente significaba <<el poder>> vy

posteriormente <<la esencia>>.°

Los alcoholes son compuestos de formula general R-OH, donde R es
cualquier grupo alquilo, incluso sustituido (Figura 1). El grupo puede ser primario,
secundario o terciario; puede ser de cadena abierta o ciclica; puede contener un

doble enlace, un atomo de halégeno, un anillo aromatico o grupos hidroxilos

adicionales.
CH;
OH |
/ H3C_T_CH3
HO OH
2-propen-1-ol . 2-Metil-2-propanol
Alcohol alilico Ciclohexanol Alcohol t-butilico

Figura. 1 Ejemplos de alcoholes

Todos los alcoholes contienen el grupo hidroxilo (OH), el cual, al ser su
grupo funcional determina las propiedades caracteristicas de esta familia. Las
variaciones en la estructura del grupo R pueden afectar a la velocidad de ciertas
reacciones del alcohol, e incluso afectar el tipo de reaccion. Los compuestos con
un grupo hidroxilo directamente unido a un anillo aromatico se les conoce como

fenoles.'°
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Clasificacion de los alcoholes

Clasificamos un &tomo de carbono como primario, secundario o terciario
segun el niumero de radicales u otros carbonos unidos al carbono. Un alcohol se
clasifica de la misma manera de acuerdo con el tipo de carbono que sea portador

del grupo-OH (Figura 2).

H R R
R—(|:—OH R_T_OH R—C—OH
R
Primario Secundario Terciario
10 20 30

Figura. 2 Clasificacion de alcoholes

La reaccidon de oxidacion, afecta directamente a los atomos de hidrégeno

unidos al carbono portador del grupo OH.

Una reaccion quimica consiste en la ruptura de enlaces en los reactivos y la
formacién de nuevos. En el caso de las reacciones organicas, los compuestos que
participan son sustancias moleculares con fuertes enlaces covalentes en su
interior. EI mecanismo de reaccion es el conjunto de etapas elementales por las
que transcurre la reaccién. Se denomina sustrato de la reaccién al resto activo de
la sustancia organica que es atacada por una molécula denominada reactivo. La
relacion estructural que exista entre el sustrato o sustancia organica que reacciona
y los productos de la reaccion, las reacciones organicas se pueden clasificar
principalmente en: reacciones de Sustitucidn, Adicion, Eliminacién, Condensacion
y de Oxidacion-Reduccion. Con frecuencia los compuestos organicos presentan
mas de un grupo funcional, por lo que la reactividad de un compuesto esta

determinada por el nimero y tipo de grupos funcionales que lo constituyen.*
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Deshidratacion de alcoholes

Los alcoholes pueden deshidratarse por calentamiento con un 4cido fuerte.
Por ejemplo, cuando se calienta etanol a 180 °C en presencia de una pequefia
cantidad de acido sulfarico concentrado, se obtiene etileno con un rendimiento

aceptable (Esquema 2).

+

-H
H-CH,-CH,-OH ———» H,C—CH, + H-OH
180 °C

etanol etileno

Esquema 2. Deshidratacion de un alcohol

Este tipo de reacciones pueden emplearse para preparar alquenos, es el
proceso inverso de hidratacion. Se trata de una reacciéon de eliminacion y puede
tener lugar a través de un mecanismo E1 o un mecanismo E2 en funcion del tipo

de alcohol de partida.

Con un alcohol primario, se evita la formacion de un carbocation primario
intermediario mediante la combinacion de las dos ultimas etapas del mecanismo.
La pérdida de agua y del protén adyacente tiene lugar simultAineamente mediante

un mecanismo E2.%?

El acido sulfarico (H,SO,4) y el acido fosférico (HsPO,4) son los éacidos
usados con mas frecuencia en las deshidrataciones de los alcoholes. También se

usa con frecuencia el bisulfato de potasio (KHSO,).*
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Mecanismo para la deshidratacion de alcoholes primarios

Los alcoholes primarios se deshidratan mediante el mecanismo E2
(Esquema 3).

+

CH3CH,QH+ H* ——* CH3CH,—O0—H
H H

[

)

H,C TV
H

+
» H,C=—CH, + H3O

I—O:+

Esquema 3. Deshidratacion de un alcohol primario

Mecanismo de deshidratacién de un alcohol terciario

Los alcoholes terciarios se deshidratan mediante el mecanismo E1. El
alcohol ter-butilico es un ejemplo tipico de esto. La primera etapa implica una

protonacion rapida y reversible del grupo hidroxilo (Esquema 4).

CH;, CH;

44—

+
H,C—C—OH+H* 7> H,C—C <|) H
CH, CH; H

Esguema 4. Protonacion del grupo hidroxilo
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El proceso de ionizaciéon (Esquema 5), la etapa controlante de velocidad,
con agua como grupo saliente, tiene lugar facilmente debido a que el carbocation

resultante es terciario.

CH,3 CH,
| +

H,;C T ; Hl > H;C—C* + H,0
CH3 H CH3

cation t-butilo

Esquema 5. lonizacién del carbocation

La reaccién se completa con la pérdida de un protén del a&tomo de carbono
adyacente al carbocation para formar el alqueno (Esquema 6).

H  CH, CH,Q
|’\, | /
H2C T+ > H2C=C + H*

CH3 CH3

Esquema 6. Eliminacion del protén

La reaccion global de deshidratacion viene dada por la suma de las tres

etapas (Esquema 7).
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H CH3 CH3
H | | H+> H,C=—C + H

2€ T OH =gy M= —OH
Alcohol t-butilico 2-metilpropeno

(isobutileno)

Esquema 7. Reaccién global de deshidratacion

Los aspectos importantes de la deshidratacion de alcoholes son:

1.- Todas las reacciones de deshidratacion comienzan con una protonacion

del grupo hidroxilo.

2.- La facilidad con que tiene lugar la deshidratacion de un alcohol
transcurre segun 3°>2°>1° (en el mismo orden en que favorece la estabilidad del

carbocation).

En ocasiones, la deshidratacion de un alcohol da lugar a la formacién de
dos 0 mas alquenos debido a que, durante el proceso de deshidratacion, puede
producirse la pérdida de un proton en cualquier atomo de carbono unido
directamente al carbono que forma enlace con el grupo hidroxilo. Por ejemplo, la

deshidratacion de 2-metil-2-butanol (Esquema 8).

En estos casos, normalmente predomina el alqueno mas sustituido. Con el
término “mas sustituido” debe entenderse, que se trata del alqueno con el mayor
namero de grupos alquilo presentes en los carbonos que forman el doble enlace.
Por tanto, en el ejemplo considerado, el producto mayoritario sera el 2-metil-2-

buteno.
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T
CH,—C—C—CH; H'/calor_ H,c=—=C—CH,—CH; H,C—C—CH—CH;
| —H,0
CH; H CH, CH;
2-metil-2-butanol 2-metil-1-buteno 2-metil-2-buteno

Esquema 8. Productos de deshidratacion del 2-metil-2-butanol

Cuando los alcoholes se calientan en presencia de cantidades cataliticas de
acidos se obtiene, un alqueno y agua. Este método es particularmente util para
alcoholes ciclicos o muy sustituidos (terciarios). Los acidos que se pueden

emplear son el KHSO,4, H3PO, 6 el POCI; en piridina (menos acido).

Por ejemplo, el ciclohexeno se obtiene a partir del ciclohexanol mediante
calentamiento en presencia de H3PO, 6 de H,SO,4 en un sistema de destilacién
(ver esquema 9). Como el ciclohexeno es mas volatil que el ciclohexanol, se va
eliminado de la mezcla de reaccion y de este modo el equilibrio del proceso se va
desplazando hacia la derecha. Para los alcoholes, la protonacién presenta un
equilibrio entre los reactivos (el alcohol de partida) y los productos (el alqueno y el

agua).

Para favorecer el equilibrio hacia la derecha es necesario eliminar el
alqueno o el agua a medida que se van formando. Esto se consigue mediante la
destilacién del alqueno, mas volatil que el alcohol (no puede formar puentes de
hidrégeno), o mediante la adicién de un agente deshidratante que elimine el agua

a medida que ésta se va generando.**
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H OH,"

H2P04
H3PO4
+ H;PO, + H,0

Esquema 9. Ejemplo de deshidratacion del ciclohexanol

REGIOSELECTIVIDAD EN LA DESHIDRATACION DE LOS ALCOHOLES: LA
REGLA DE ZAITSEV

La regla de Zaitsev establece que en una reaccion de eliminacion, el
alqueno formado en mayor cantidad, es aquel que corresponde a la eliminacion

del hidrégeno del carbono B que tiene menos hidrégenos, (Esquema 10).*®

(l)H CH;
p B -H,0
RH,C-—CZ—cH, —»RH2C==C,
CH
BCH, 3
El hidrégeno se pierde AIquen_o presente en mayor
del carbono B que tiene cantidad en el producto

menos hidrégenos unidos

Esquema 10. Producto de eliminacion por la regla de Zaitsev

Regioselectividad: Una reaccién es regioselectiva cuando entre varios

productos posibles sélo se obtiene uno de ellos.*
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La regla de Zaitsev, tal como se aplica a la deshidratacion de los alcoholes
catalizada por &cidos menciona que: las reacciones de eliminacién de los
alcoholes producen el alqgueno més sustituido como el producto principal. Debido a
gue el alqueno mas sustituido es el mas estable. La regla de Zaitsev, se expresa a
veces como una preferencia por la formacion predominante del alqgueno mas

estable que podria surgir por una B eliminacion.

En la deshidratacion del 2,3,4-trimetil-2-pentanol puede generarse un
enlace doble entre C1 y C2 6 entre C2 y C3. Bajo las condiciones de reaccion
usuales el 2,3,4-trimetil-2-penteno es el producto principal y el 2,3,4-trimetil-1-

penteno el minoritario.

CH;
| H 21%
H5;C C C C—CH,
Ho |
CH; CH;
TH3 ?H 2,3,4-trimetil-1-penteno
H +
WP +
CH; CH;3
CH;
2,3,4-trimetil-2-pentanol |
H;C C cC—C CH; 79%
|
CH; CH;

2,3,4-trimetil-2-penteno

Esquema 11. Estereoselectividad de acuerdo a la regla de Zaitsev

La deshidratacion de este alcohol es selectiva con respecto a su direccion.
La eliminacion ocurre en la direcciéon que conduce al doble enlace entre C2 y C3

mas que entre C2 y C1. Se dice que las reacciones que pueden proceder en mas

Araceli Alvarez Ruiz UMSNH-IIQB | Facultad de Quimico Wi
Farmacobiologia




Reactividad del dcido (+) 13-epi-labdandlico en medios dcidos

de una direccion, pero en las que se prefiere una, son regioselectivas (Esquema
11).
REARREGLOS EN LA DESHIDRATACION DE LOS ALCOHOLES

En una reaccion de rearreglo un grupo se desplaza de un atomo a otro en la
misma molécula (Esquema 12). La mayoria son migraciones de un atomo a otro

adyacente pero algunos estan en distancias mas largas.*®

w w

A—B > A—B

Esquema 12. Ecuacion general de reaccion de reordenamiento

Algunos alcoholes experimentan deshidratacién para producir alquenos que
tienen esqueletos de carbono diferentes de los alcoholes iniciales. No s6lo ha
tenido lugar la eliminacién, sino que el arreglo de los a4tomos en el alqueno es
diferente del que tiene el alcohol.

Se dice que ha ocurrido un rearreglo. Un ejemplo de la deshidratacién de un
alcohol que es acompafiada por un rearreglo para el 3,3-dimetil-2-butanol, se

muestra en el esquema 13.

Araceli Alvarez Ruiz UMSNH-IIQB | Facultad de Quimico k]
Farmacobiologia




Reactividad del dcido (+) 13-epi-labdandlico en medios dcidos

CHj3 CH3
H+ desplazamiento de metilo
(CH3)3CCHCH; EO»* HzC—C——CHCH; »  H3C—C—CHCH,
OH CHs CH,
3,3-dimetil-2-butanol (carbocatién secundario) (carbocation terciario)
eliminacion sin reordenamiento l
HsC CH;
C—cC
CH,
H3C CHs

HaC—C—C==CH,
2,3-dimetil-2-buteno

CHs (64%)
3,3-dimetil-1-buteno +
(3%) CHs
H,C=—=C
CH(CH3),

2,3-dimetil-1-buteno
(33%)

Esquema 13. Rearreglo en la deshidratacién de un alcohol

La deshidratacion de los alcoholes tiende a producir el estereocisémero mas
estable de un alqueno. La deshidratacion del 3-pentanol, por ejemplo, produce una
mezcla de trans-2-penteno y cis-2-penteno en los que predomina el

estereoisémero trans, mas estable como producto principal (Esquema 14).

HsC CH,CH;  HC H
CH3;CH,CHCH,CH;  H,SO c—¢ . c— c/
Calor / \ / \
OH H H H CH,CH,
3-Pentanol cis-2-Penteno (25%) trans-2-Penteno (75%)

Esquema 14. Estereoisomeros del 3-pentanol.
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REORDENAMIENTO DEL PINACOL

La reaccion del pinacol, origina el nombre del reordenamiento donde se
produce la eliminacion del agua, catalizada por un acido a partir del pinacol para

producir una cetona metilica, con un grupo t-butilo (Esquema 15).

HO OH fo)
H2S0,4 (Aq)
“H,0

ll/ /,///

\\\“ %,
\ ,,///
/4

Esgquema 15. Reaccion del pinacol

MECANISMO

Esta reaccidon ocurre totalmente con una variedad de 1,2-dioles, y puede
entenderse que se involucra la formacion de un carbocation intermediario que a su
vez sufre un reordenamiento. El primer intermedio generado, es unién a-
hidroxicarbocation, y se reordena a través de una migracion 1,2 de un grupo

alquilo para producir el compuesto carbonilico (Esquema 16).*"
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o Pe )

Wy

|\\\\\\\\
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Y

Pinacol
(X
=00 S %S
S -« N
+ —>
+
H— o S R S
\ \\ N
H
Pinacolona

Esquema 16. Mecanismo de rearreglo pinacol — pinacolona

INTERMEDIARIOS DE REACCION

Son especies intermedias que se forman a medida que la reaccién avanza
desde los reactivos hacia los productos (Figura 3). Son menos estables que los
reactivos y que los productos y tienen una vida media muy corta en la mezcla de
reaccion. A pesar de ello existe una solida evidencia experimental de la existencia

de tales intermedios.
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(" Carbocation ﬂ“\“\
Carbanién Qm\\\\

Intermediarios de<

reaccion
Radical libre /V<

_ Carbeno

Figura. 3 Intermediarios de reaccion

CARBOCATION

La reaccion de un alqueno, un alquino o un alcohol (todas bases de Lewis)
con un acido da lugar a la formacion inicial de un carbocatién. Los carbocationes
son intermediarios, deficientes de electrones y con una alta reactividad. Una vez
que se forman, funcionan como acidos de Lewis que reaccionan con rapidez con
bases de Lewis. Los carbocationes varian en estabilidad, dependiendo de su
estructura. Conforme mayor sea la estabilidad de un carbocation, mas facil sera su
formacion. Se ha observado experimentalmente que la estabilidad de los

carbocationes aumenta con su grado de sustitucién, tal y como se indica en la

figura 4.
CH; H H H
) L @ o | | |
CH; > H,C=CH—CH; >H3;C—C® >H,C—C® >H,Cc—C® > H_cl;e
CHs, CH; H H
Bencilo Alilo Terciario Secundario  Primario
&

Aumento de la estabilidad de los carbocationes

Figura.4 Estabilidad de los carbocationes
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ACIDOS CARBOXILICOS

Los acidos carboxilicos son compuestos del tipo RCOOH, constituyen una
de las clases de compuestos organicos que se encuentran con mas frecuencia en
los productos naturales o derivados de ellos.

En presencia de un catalizador acido, los acidos carboxilicos y los alcoholes
reaccionan para formar ésteres. La reaccion se llama esterificacion de Fisher. Es

un proceso en equilibrio, (Esquema 17), que se puede desplazar para favorecer al
éster, eliminando el agua que se forma.*®

(o)
.
RCO,H + ROH =——> RCOR' + H,0
Acido Alcohol Ester Agua
carboxilico

Esquema 17. Ecuacion general de esterificacion

En el (esquema 18) se muestra la esterificacion del acido benzoico con
metanol, catalizada con acido sulfdrico.

I
CO,H COCH;
H,SO
Acido benzoico Metanol Benzoato de metilo

70%

Esgquema 18. Reaccion de esterificacion
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ANTECEDENTES

TERPENOS

Los terpenos son comunes en la naturaleza, sobre todo en las plantas como
constituyentes de aceites esenciales. Su bloque de construccion es el
hidrocarburo isopreno. Por lo tanto, los hidrocarburos de terpeno tienen formula
molecular (CsHg)n y son clasificados segun el nimero de unidades de isopreno.
Este metabolito es conocido por exhibir una amplia gama de propiedades
biolégicas.™®

Los terpenos o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos
secundarios, han sido utilizados ampliamente como marcadores taxondmicos en

coniferas, poseen actividad antimicrobiana y antifingica.™®

La ruta biosintética de los terpenos, da lugar tanto a metabolitos primarios
como secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las
plantas. Entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas, clorofilas,

plastoquinonas y ubiquinonas.

Se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevalonico, se activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acido mevaldnico que reacciona hasta formar isopentenil
pirofosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en

cloroplastos y genera también IPP.

El isopentenil pirofosfato y su isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP) son los
precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de
condensacion catalizadas por prenil transferasas para dar lugar a prenil
pirofosfatos como geranil pirofosfato (GPP), precursor de monoterpenos, farnesil
pirofosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos y geranil-geranil pirofosfato (GGPP)

precursor de diterpenos.?
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Dentro del grupo de los derivados terpénicos encontramos distintos productos,
entre los que se pueden citar moléculas tan sencillas estructuralmente como el
limoneno (1) y el timol (2), presente en los aceites esenciales de un gran numero
de plantas aromaticas e inductor de apoptosis de las células cancerosas; otro
derivado terpénico con actividad antineoplésica es el alcohol de perilla (Perilla

frutescens).

CH, CH,

OH

Figura. 5 Ejemplos de derivados terpénicos

Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de

isopreno (5 atomos de C).

H4C CH,
/c—c//
H2C/ H

Figura. 6 Molécula de isopreno
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De esta forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de
isopreno (C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos unidades C5 y
se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de isopreno y se
denominan sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los
diterpenos. Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla

de politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno.*

DITERPENOS

Los diterpenos son compuestos Cy; se les considera derivados de cuatro
moléculas de isopreno. Debido a sus altos puntos de ebullicion, generalmente no
se encuentran en los aceites volatiles de las plantas, pero si en las resinas, los
exudados (gomas) y las fracciones resinosas de alto punto de ebullicion que
quedan después de la destilacidén de los aceites esenciales. Su gran complejidad y
dificultad de separacién, ha originado que sean pocas sus estructuras conocidas.

La biogénesis de los diterpenos se considera a partir del geranil-geranil
pirofosfato, la ciclizacién via hidratacién, neutralizacion y rearreglos produce los

diferentes tipos de diterpenos (esquema) 19.%2
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Del extracto en éter de petréleo de hojas de Ageratina fastigiata, aislaron dos
compuestos: un diterpeno derivado del kaurano el ent-kauran-16B-ol (3) y un
flavonoide la  5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (4), fueron purificados por
recristalizacion y sus estructuras las determinaron de sus datos espectroscopicos.
Los compuestos diterpénicos derivados del kaurano son utilizados como

marcadores taxonémicos para las especies del género Ageratina.*

OCH,
H3CO\(:P/‘/
OH o 4

Figura. 7 Compuestos aislados de A. fastigiata

.ﬂllllllll
(o)
I

\\\\\\\\\

De las partes aéreas del extracto de cloruro de metileno de Andrographis
paniculata se aislaron diterpenos tipo labdano con actividad cardiovascular.
Realizaron estudios en modelos animales y mostraron que los compuestos 14-
deoxiandrografolida (5) y andrografolida (6) son los responsables de la

vasodilataciéon coronaria.?*
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HO HO

\\\\\\\\\
\\\\\\\\‘

OH

5 6

Figura. 8 Labdanos aislados de A. paniculata

Las raices de Hedychium coronarium han sido usadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de la inflamacién, enfermedades de la piel, dolor de
cabeza, dolor agudo debido al reumatismo. De esta planta aislaron dos nuevos
labdanos 15-metoxilabda-8(17), 11E,13-trien-16,15-olida (7) y 16-metoxilabda-
8(17),11E,13-trien-15,16-olida (8) funcionalizados con una lactona. %°

>
>
2
2
2
Z
Z
z

Figura. 9 Labdanos aislados de H. coronarium
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De las partes aéreas de Scoparia dulcis se aislaron tres nuevos diterpenos tipo
labdano dulcinodal (9), dulcinodiol (10) y decanoato de scopadiol (11). Las raices 'y
hojas de las hierbas perenes de Scoparia dulcis son usadas como cura para dolor
de cabeza, blenorragia, problemas estomacales y para el tratamiento de la

diabetes.?®

OR,

)
o
P2 LILLLLT IR
—
¥

8
7
6
CH,OH OBz
19 18
2“
9 R;=H;R,=CHO;R;=CH, 1 R, = 5 v (CHy),
10 R1 = OH; R2:CH3; R3:CH3 ’]()'CH3

Figura. 10 Diterpen labdanos aislados de S. dulcis

La Investigacion del extracto crudo etandlico obtenido de las partes aéreas de
Dodonaea viscosa, llevé al aislamiento de tres nuevos diterpenos ent-labdano,
ent-15-Etoxi-labdan-3a,83-dihidroxi-13(14)-en-15,16-olida  (12), ent-16-Hidroxi-
labdan-3a,8B-dihidroxi-13(14)-en-15,16-olida (13), 8B-Hidroxi-3-O-3-D-
glucopiranosil-ent-labd-13-en-15,16-diol (14). Las estructuras fueron establecidas
sobre la base de sus datos espectrales EM-IE, UV, IR y RMN. El extracto crudo

mostré prometedora actividad antiherpes.?’
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N o N OH AN OH

12 13 14

Figura. 11 ent-labdanos aislados de D. viscosa

Las raices de Solidago canadensis han sido usadas como medicina contra
diabetes, mordedura de serpiente, fiebre y enfermedades en el sistema urogenital
como antiinflamatorio y analgésico, también para el tratamiento de quemaduras y
Ulceras. Del extracto etandlico de raices de S. canadensis fueron identificados
ocho diterpen labdanos, deoxisolidagenona (15), solidagenona (16), 9,13,15,16-
bis-epoxi-labd-7-en-6,15-diona (17), 13-epi-9,13,15,16- bis-epoxi-labd-7-en-6,15-
diona (18), 15,16-epo-labdan-7,13-dien-6,15-diona (19), 15,16-epoxi-labdan-7,13-
dien-6,16-diona (20), 15-etoxi-9,13,15,16-bis-epoxi-labd-7-en-6-ona (21), 13-epi-
15-etoxi-9,13,15,16-bis-epoxi-labd-7-en-6-ona (22), entre estos, cuatro fueron
aislados como dos pares epiméricos 17, 18 y 21, 22. El espectro de RMN de *H'y
13C de 16 y 17 mostraron sefiales que son caracteristicas de diterpenos de tipo

labdano.?®
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OEt

19 20 21 22

Figura. 12 Diterpen labdanos aislados de S. canadensis

Tribu EUPATORIEAE

La tribu Eupatorieae pertenece a la familia Asteraceae que comprende
alrededor de 1 100 géneros y mas de 20 000 especies, se encuentra distribuida en
los estados de Colima, Jalisco y Michoacan.? Plantas lefiosas o herbaceas con
las hojas mayormente opuestas; cabezuelas sin flores liguladas; receptaculo por lo
general sin paleas ni cerdas; corolas nunca amarillas; ramas del estilo largamente

salientes, papilosas o glabras; aquenios prismaticos o comprimidos.*

Género AGERATINA

Ageratina es un género de hierbas anuales y arbustos perteneciente a la
familia (Asteraceae). Comprende 364 especies descritas y solo 265 aceptadas.
Estas plantas crecen en las regiones templadas de América. Unas pocas lo hacen
en regiones frias del este de Estados Unidos. Estas plantas estaban anteriormente

en el género Eupatorium, pero han sido reubicadas.>*
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Las plantas incluidas en el género Ageratina, van desde hierbas hasta
arboles que tienen hojas simples, generalmente opuestas, de margenes enteros o
dentados, y superficies con o sin pubescencia. Las inflorescencias son terminales

y generalmente tienen flores de color blanco a lila.

Las caracteristicas particulares de esta especie incluyen peciolos de 3 a 6
cm de largo, hojas deltoides subcordadas, palmeadas y nervada cerca de la base,
margenes dentados irregulares, de 5 a 10 cabezas bracteadas dispuestas en
racimos axilares, 50-80 flores por cabeza, corolas blancas de 5-6 mm de largo y

aquenios cilindricos 4 mm de largo, como se muestra en la figura 13.3

Figura. 13 Ageratina jocotepecana

Los trabajos de King y Robinson basados en algunas caracteristicas
anatémicas de las inflorescencias e informacion citogenética, han permitido incluir

muchas especies del amplio género Eupatorium en Ageratina.>

La quimica de Ageratina es bastante diversa, muestra numerosos
benzofuranos, cromenos, flavonoides, poliacetilenos, sesquiterpenos, diterpenos y
triterpenos. La presencia de diterpenos derivados del kaurano y flavonoides

metoxilados en los carbonos C-6, C-7 y C-8 es muy comun, razon por la cual estos
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tipos de compuestos han sido utilizados como marcadores taxonémicos para dicha

categoria.

De esta planta se aislaron dos compuestos de tipo diterpeno que
inicialmente fueron asignados como: el acido cativico (23) y el acido labdandlico
(24).* En un trabajo posterior se determiné la configuracién absoluta de ambos
diterpenos por dicroismo circular vibracional correspondiendo a las estructuras 25

y 26 como se muestran en la figura. 14.%

25 26

Figura. 14 Diterpenos aislados de A. jocotepecana

En este proyecto nos enfocaremos en el acido (+)13-epi-labdandlico (26), su
reactividad frente a diferentes acidos para la obtencion de nuevas moléculas
modificadas de origen natural, que posteriormente puedan ser evaluadas sus

actividades bioldgicas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Realizar un estudio de reactividad del diterpeno acido (+)13-epi-labdandlico
aislado de Ageratina jocotepecana en diferentes medios &cidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Aislar al 4cido (+)13-epi-labdandlico de Ageratina jocotepecana.
e Llevar a cabo la reaccion a diferentes condiciones con acidos p-
toluensulfénico, acido perclorico y acido formico.
e Caracterizar los productos de reaccidbn mediante métodos fisicos y
espectroscopicos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y de *C a 100 MHz, se
determinaron en wun aparato Varian Mercury Plus-400. En todas las
determinaciones se utiliz6 como disolvente Cloroformo deuterado (CDCI3) y como

referencia interna se utilizé Tetrametil Silano (TMS).

Los espectros de masa se llevaron a cabo en un Cromatoégrafo de Gases

HP 5890 series Il Plus, acoplado a un espectrometro de Masas HP 5989-B.

La rotacion oOptica se determiné en un aparato Perkin Elmer 341 usando

CHCI; como disolvente.

El analisis de difraccién de rayos X se llevé a cabo en un difractémetro
Bruker-Nonius CAD4 con radiaciéon de Cu Kq

Para las separaciones cromatograficas en columna se utilizo silica gel 230-
400 mallas marca Merck.

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

estan corregidos.
PREPARACION DEL AgNO3
850 mg de AgNO3; se disolvieron en 6 ml de acetonitrilo.

DATOS DE LA PLANTA

Se colectdé la planta Ageratina jocotepecana en el kilbmetro 51 de la
carretera Morelia-Zacapu, en el mes de febrero en 2011. Fue identificada por el
Dr. Jerzy Rzedowski del Instituto de Ecologia A.C. del Centro Regional del Bajio,

en Patzcuaro Michoacan.
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DATOS DE LOS ACIDOS UTILIZADOS

El acido perclérico (HCIO,4) que se utilizé fue marca Baker con un grado de pureza
70-72%.

Acido p-toluensulfénico monohidratado (p-TsOH+) H,O, marca sigma con 99% de

pureza.
Acido formico marca Merck 98-100% pureza.

OBTENCION DEL EXTRACTO

La planta se sec6 a la sombra y fue separada en raiz, tallo, hoja, flor. Se
pesaron 220 g de hojas y flores de Ageratina jocotepecana, las cuales fueron
maceradas en 3.5 litros de hexano a temperatura ambiente por 3 dias, este
proceso se realiz6 3 veces para extraer la mayor cantidad posible de materia
prima de la planta. Se realiz6 el mismo procedimiento con CH,Cl,. Se filtrd y se
evaporo el disolvente del macerado por medio de destilacién en un rotavapor. Se
obtuvo un total de 6 g del extracto hexanico de hojas y flores de Ageratina

jocotepecana.

Figura. 15 Evaporacion del extracto hexanico de hojas y flores de A. jocotepecana
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AISLAMIENTO DEL ACIDO (+)13-EPI-LABDANOLICO (26)

6 g de silice gel fueron impregnados con 6 g del extracto hexanico disuelto
en 6 mL de CH.Cl,, esta mezcla se homogeniz6 y llevd a sequedad, para
posteriormente adicionarla a una columna de 4 cm de diametro con 12 cm de
silice gel como fase estacionaria empaquetada con hexano, se utilizaron 300 mL
de hexano como fase movil. Se agregd mezcla de disolventes en forma
ascendente de polaridad Hexano - Acetato de Etilo, continuando con volimenes
de 100 mL Hexano - Acetato de Etilo (9:1) colectando fracciones de 20 mL

aproximadamente.

Figura. 16 Cromatografia en columna del extracto hexanico de hojas y flores.

De la fraccion 34-46 colectada de las polaridades Hexano - AcOEt (7:3 a
3:2) se obtuvo una miel color verde, en la cual se identificaron sefales
correspondientes a un diterpeno impuro, de acuerdo con los espectros de RMN de
1
H.
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PURIFICACION DEL ACIDO (+) 13-EPI-LABDANOLICO (26)

Se recromatografiaron 2.4 g del diterpeno 26 impuro, en una columna de
vidrio de 2 cm de didmetro con 12 cm de altura de silice, impregnada con hexano,
adicionando el extracto previamente impregnado como en la cromatografia
anterior. Se utilizaron 150 mL de Hexano - Acetona (4:1) como fase movil para
eluir la cromatografia en columna, colectando fracciones de 15 mL
aproximadamente, obteniendo 605 mg de cristales blancos en forma de aguja con
punto de fusion 68-70 °C de 26. [a]ssg +5, [a]s7s +5, [a]s46 +6, [Alazs +10, [A]zes +14
(c 0.86, CHCI3): IR Vmax OH (3591, 3505), C=0 (1706) cm™, RMN de *H & 2.39
(1H, dd, J = 14.7, 6.4 Hz, H-14), 2.13 (1H, dd, J = 14.7, 7.6 Hz, H-14"), 1.97 (1H,
m, H-13), 1.85 (1H, dt, J = 12.2, 2.9 Hz, H-7), 1.64 (1H, m, H-6), 1.60 (1H, m, H-1),
1.58 (1H, m, H-2), 1.42 (2H, m, H-2" y H-11), 1.40 (2H, m, H-12 y H-12"), 1.35 (2H,
m, H-3 y H-7"), 1.25 (1H, m, H-6"), 1.24 (1H, m, H-11"), 1.15 (3H, s, H-17), 1.13
(1H, m, H-3"), 1.03 (1H, m, H-9), 0.98 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-
1b), 0.91 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 y H-20). Los datos de
13C se muestran en la tabla 3. El espectro de masas mostré un ion molecular de
324 uma correspondiente al CyoH303 cuya férmula molecular es concordante para
el acido (+)13-epi-labdandlico (26)

Figura. 17 Recromatografia del acido Figura. 18 Cristales del acido

(+)13-epi-labdandlico (26) (+)13-epi-labdandlico (26)
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ESTERIFICACION DE 26 CON DIAZOMETANO

(+)13-epi-8-Hidroxilabdan-15-oato de metilo: una solucion de 26 (8 mg) en
(1 mL) de éter etilico fue tratado con una solucion etérea de diazometano durante
5 min. La mezcla de reaccién fue evaporada y el residuo fue purificado por
cromatografia en columna eluyendo con hexano para dar 6 mg, (73%) del éster 27
como un aceite incoloro; [a]589 +5, [a]578 +6, [a]546 +6, [a]436 +9, [a]365 +14 (c
0.7, CHCI3); IR vmax 3610, 2967, 1870, 1716, 1707, 1455, 1435, 1385, 1367, 1141,
1110; RMN de *H & 3.66 (3H, s, OCHa), 2.36 (1H, dd, J =14.7, 6.5 Hz, H-14), 2.11
(1H, dd, J =14.7, 7.6 Hz, H-14"), 1.95 (1H, m, H-13), 1.86 (1H, m, H-7a), 1.63 (1H,
m, H-6a), 1.61 (1H, m, H-1a), 1.56 (1H, m, H-2a), 1.42 (1H, m, H-2b), 1.41 (1H, m,
H-11a),1.38 (3H, m, H-3a, H-12), 1.34 (1H, m, H-7b), 1.27 (1H, m, H-6b),1.21 (1H,
m, H-11b), 1.15 (3H, s, H-17), 1.11 (1H, m, H-3b), 1.01 (1H, m, H-9), 0.96 (3H, d, J
= 7.0 Hz, H-16), 0.91 (1H, m, H-5), 0.90 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78
(6H, s, H-19 y H-20); RMN de **C & 174.0 (C-15), 74.2 (C-8), 62.0 (C-9), 56.1 (C-
5), 51.4 (OCHz3), 44.4 (C-7), 41.9 (C-3), 41.2 (C-14), 40.2 (C-12), 39.6 (C-1), 39.1
(C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-4), 31.1 (C-13), 23.9 (C-17), 22.3 (C-11), 21.4 (C-19),
20.5 (C-6), 19.9 (C-16), 18.4 (C-2), 15.4 (C-20).

REACCIONES DE DESHIDRATACION EN MEDIO ACIDO
Método General

A una solucion de 100 mg de acido (+)13-epi-labdandlico (26) o su éster
metilico 27 en 5 mL de disolvente, se le adicionaron 20 mg 6 200 pL de &cido. La
mezcla de reaccion se dejo a reflujo durante una hora, transcurrido este tiempo la
mezcla de reaccion se vertido a un embudo de separacién que contenia hielo y se
extrajo con AcOEt, la fase organica se lavo dos veces con agua, dos veces con
una solucién saturada de bicarbonato de sodio y dos con agua. Se secO sobre

Na,SO, anhidro, se filtré y concentré para posteriormente determinar RMN de *H.
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En la tabla 1 se muestran las diferentes condiciones para llevar a cabo cada

reaccion.

COOR COOCH;3 COOCH;
S 5
No. Materia Disolvente Acido Producto
Reaccion prima
1 26 mg de 27 1.5mL 5.2 mg TsOH 29
Benceno
2 72 mg de 27 3.5mL 14 mg TsOH 29
CHCl,
3 60 mg de 26 3 mL 12 mg TsOH 28
CHCl,
4 103 mg de 26 5mL 20 mg TsOH 28
Benceno
5 40 mg de 26 2.5 mL 11 pL acido 26
MeOH férmico
6 60 mg de 26 2 mL 100 pL &cido 26
CH.Cl, férmico
7 60 mg de 26 3 mL 100 pL acido 29,30y
MeOH perclérico 31

Tabla 1. Variables de reacciéon
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Figura. 19 Dispositivo de la reaccion de deshidratacion del &cido (+)13-epi-
labdandlico (26)

METODO GENERAL DE PURIFICACION DEL CRUDO DE REACCION

Se tomaron 40 mg del crudo de reaccion para realizar la purificacién en
placa preparativa de 20 cm x 10 cm, impregnada con AgNOg3, se utilizé una mezcla
de 100 mL Hexano - 1 mL de AcOEt como fase movil, en una camara
cromatografica de vidrio, desarrollada 4 veces protegiendo de la luz. Se revel6 la
placa con cinta, HCI al 10% y calor, obteniendo dos manchas con R;=0.85y R;=
0.75. La mancha con R; = 0.85 correspondié a 29 con una pequefia cantidad del
posible derivado exociclico 31, por lo tanto se procedié a recromatografiar esta
mezcla, en placa preparativa, bajo las mismas condiciones, lo que condujo a la
obtencion de 26.2 mg del derivado 29 puro con un Ry = 0.80, y 0.6 mg del
derivado 31 con R¢= 0.85. El éster metilico del 13-epi-cativico 30 correspondio a la
franja con R; = 0.75 y se obtuvieron 1.3 mg. Todas las extracciones de placa se

realizaron con AcOEt. Después se lavaron con solucién saturada de Bisulfito de
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sodio tres veces en un embudo de separacion y dos veces con agua. Se secaron

sobre Na,SO,4 anhidro, se filtraron y evaporaron a sequedad.

Acido (+)13-epi-labd-8-en-15-oico (28). Miel incolora. RMN de *H (400
MHz, CDCls) & 2.39 (1H, dd, Jis1e= 15.0 y Jis13= 5.9 Hz, H-14), 2.16 (1H, dd,
J1414= 15.0 y J1g15= 5.9 Hz, H-14"), 1.54 (3H, s, H-17), 1.01 (3H, d, Jis13= 6.7 Hz,
H-16), 0.92 (3H, s, H-18), 0.88 (3H, s, H-19), 0.82 (3H, s, H-20).

19

29

Ester metilico del acido (+)13-epi-labd-8-en-15-oico (29), Miel incolora
[alsse +72, [als7s +74, [alsas +85, [alazs +151, [alses +266 (C 0.22, CHCls); IR Vinax
1731, 1463, 1379, 1205 ™ RMN de *H & 3.66 (3H, s, OCHs), 2.34 (1H, dd, J =
14.7, 5.9 Hz, H-14), 2.13 (1H, dd, J = 14.9, 8.5 Hz, H-14’), 2.05 (1H, m, H-11), 1.95
(2H, m, H-7), 1.93 (1H, m, H-13), 1.82 (1H, m, H-11’), 1.77 (1H, m, H-1), 1.62 (2H,
m, H-6), 1.53 (3H, s, H-17), 1.45 (2H, m, H-2), 1.39 (1H, m, H-3), 1.34 (1H, m, H-
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12), 1.25 (1H, m, H-12"), 1.15 (1H, m, H-3)), 1.12 (1H, m, H-1"), 1.10 (1H, m, H-5),
0.97 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-16), 0.93 (3H, s, H-20), 0.87 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, s,
H-19); HRESIMS m/z 343.2609 [M + Na]* (calcd for CyiHss0, + Na*, 343.2608).
RMN de °C & 173.7 (C-15), 140.4 (C-9), 125.5 (C-8), 51.8 (C-5), 51.3 (OCHa),
41.7 (C-3), 41.4 (C-14), 38.9 (C-10), 37.2 (C-12), 36.9 (C-1), 33.6 (C-7), 33.3 (C-
18), 33.3 (C-4), 31.4 (C-13), 25.4 (C-11), 21.6 (C-19), 20.0 (C-20), 19.6 (C-16),
19.4 (C-17), 19.0 (C-6), 19.0 (C-2).

Ester metilico del acido (+)13-epi-labd-7-en-15-oico (30) Miel incolora.
RMNde *H & 5.38 (1H, sa), 3.67 (3H, s, OCHs), 2.32 (1H, dd, J = 14.7, 6.24 Hz, H-
14), 2.14 (1H, dd, J = 14.7, 8.0 Hz, H-14’), 1.65 (3H, s, H-17), 0.95 (3H, d, J = 6.65
Hz, H-16), 0.87 (3H, s, H-18), 0.84 (3H, s, H-19), 0.74 (3H, s, H-20), las sefales
para el resto de los protones se encuentran de 2.0-1.0 ppm. No se obtuvo RMN de

13C, IR y HRMS debido a que la cantidad de muestra obtenida era insuficiente.
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Ester metilico del éacido (+) 13-epi-labd-8(17)-en-15-oico (31) Miel
incolora. RMN de 'H 6 4.80 (1H, s, H-17), 4.46 (1H, s, H-17’), 3.66 (1H, s, OCH3),
2.29 (1H, dd, J= 14.87, 6.13 Hz, H-14), 2.11 (1H, dd, J= 14.75, 7.93 Hz, H-14"),
0.94 (3H, d, J = 6.63 Hz, H-16), 0.86 (1H, s, H-18), 0.79 (1H, s, H-19), 0.66 (1H, s,
H-20), las sefales para el resto de los protones se encontraron de 2.0-1.0. No se
obtuvo RMN de *C, IR y HRMS debido a que la cantidad de muestra obtenida era

insuficiente.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se colectd Ageratina jocotepecana en el kildmetro 51 de la carretera
Morelia-Zacapu, se utilizaron hojas y flores de la planta. Se realiz6 una
maceracion en hexano por tres dias y se concentré el extracto. Se tomaron 6 g del
extracto para realizar una cromatografia en columna, utilizando como eluentes

Hexano - AcOEt en polaridad ascendente.

Se obtuvo de la fraccion 34-46 una miel incolora, colectada de las
polaridades Hexano — AcoEt (7:3 a 3:2), cuyo espectro de masas mostré un ion
molecular de 324 uma correspondiente al C,oH3sO3 cuya férmula molecular es
concordante para el 4cido (+)13-epi-labdandlico (26).

En el espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 20) del diterpeno 26, se
observa una sefial en 2.39 ppm doble de dobles con constantes de acoplamiento
de Jig14= 14.7 Hz y J1413 = 6.4 Hz, en 2.13 ppm se observd una sefial doble de
dobles con constante de acoplamiento de Ji4 14 = 14.7 Hz y J14 13 = 6.4 Hz sefales
correspondientes a los hidrogenos 14 y 14’. En 0.98 ppm se encuentra una sefial
doble correspondiente al metilo secundario 16, en 0.86 ppm se localiza una sefal
simple correspondiente al metilo terciario 18, en 0.78 ppm se localiza una sefial
simple correspondiente a los metilos terciarios 19 y 20.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de **C a 100 MHz (figura
21), se observaron 20 sefiales correspondientes del acido (+) 13-epi-labdandlico
(26), en 178.4 ppm se observa la sefal correspondiente al acido carboxilico, en
74.6 ppm se encuentra la sefial de un carbono cuaternario base de oxigeno,
perteneciente al carbono 8. Dichos datos corroboran el esqueleto del diterpeno y

fueron comparados con los reportados.

Araceli Alvarez Ruiz UMSNH-IIQB | Facultad de Quimico il
Farmacobiologia



19,20

Reactividad del dcido (+) 13-epi-labdandlico en medios dcidos

18

16

~
-

Araceli Alvarez Ruiz UMSNH-IIQB | Facultad de Quimico iy
Farmacobiologia

=X

L]

Figura. 20 Espectro de RMN de *H a 400 MHz del &cido (+)-13-epi-labdandélico (26)
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Figura. 21 Espectro de RMN de **C a 100 MHz del &cido (+)-13-epi-labdandlico (26)
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El acido labdandlico fue aislado por primera vez por Cocker, Halsall y
Bowers®, “gum labdanum” obtenido de Cistus ladaniferus. La estructura de este
nuevo diterpeno biciclico hidroxi-acido se determind en un articulo posterior como
33, pero la configuracién en C-13 no quedé determinada.®” El &cido labdandlico
(33) ha sido también aislado de Cistus palinhae.*® El compuesto 26 previamente

fue aislado de Oxylobus glanduliferus*®y Espeletiopsis muiska Cuatr.**

Como se menciond en los antecedentes, este compuesto inicialmente se
habia propuesto que correspondia al acido labdandlico (33), (Figura 22). Pero
haciendo un analisis de todos sus datos fisicos y espectroscopicos, se observaron

las siguientes diferencias:®

Figura. 22 Acido 13-epi-labdandlico (26) y acido labdanélico (33)

Tabla 2. Rotaciones especificas de 26 y 33

COMPUESTO ROTACION ESPECIFICA
26 [01589 +5.0 (C 0.86, CHC|3)
33 [a]sge — 6.6 (C 1.06, CHCla)
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Tabla 3. Tabla de desplazamientos quimicos de RMN de *C

Posicion | Acido labdandlico (33)
1 39.58
2 18.38
3 41.94
4 33.16
5 55.96
6 20.37
7 43.74
8 74.92
9 61.97
10 39.04
11 22.99
12 40.45
13 31.15
14 41.49
15 177.87
16 19.89
17 23.79
18 33.33
19 21.41
20 15.45

Compuesto / & (ppm)

Acido 13-epi-labdandlico (26)

39.63
18.42
41.93
33.22
56.05
20.47
44.25
74.65
61.78
39.10
21.92
39.83
30.79
40.93
178.26
19.90
23.80
33.37
21.47
15.44

AOd

0.05
0.04
0.01
0.06
0.09
0.1
0.51
0.27
0.19
0.06
1.07
0.62
0.36
0.56
0.39
0.01
0.01
0.04
0.06
0.01

Como se puede observar en la tabla 3 de desplazamientos quimicos de

RMN de C, los carbonos 11,12,13 y 14 presentan pequefias diferencias en los

desplazamientos de 1.07, 0.62, 0.36 y 0.56 respectivamente, asi como la

diferencia en la rotacion Optica. Lo que sugiere un cambio en la estereoquimica del

metilo 16 en la posicion 13. Este fendmeno de las diferencias en los
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desplazamientos quimicos ya ha sido observado por otros autores, en derivados

de labdanos epimeros en el carbono 13, aislados de Marrubium anisodon. ¢

De los cristales obtenidos del compuesto 26 con punto de fusién 68-70 °C,
se obtuvo la estructura por rayos X (Figura 23), mostrando que el C13 se
encuentra en posicidén B y que co-cristalizé con una molécula de agua, quedando
establecida de manera inequivoca la estereoestructura del acido (+)13-epi-
labdandlico (26).

Figura. 23 Rayos X de cristales del acido (+)-13-epi-labdandlico

Una vez establecida la estructura del 13-epi-labdandlico (26), se procedi6 a
evaluar su reactividad quimica frente a diferentes acidos. El &cido (+)13-epi-
labdandlico presenta un grupo hidroxilo (OH) en el carbono 8, por lo cual
procedimos a realizar reacciones de deshidratacion en diferentes concentraciones
de medios acidos, para obtener los tres posibles productos de una B-eliminacion
(Figura 24).

Araceli Alvarez Ruiz UMSNH-IIQB |Facultad de Quimico
Farmacobiologia




Reactividad del dcido (+) 13-epi-labdandlico en medios dcidos

Figura. 24 Posibles productos de reaccion

Se iniciaron los estudios de reactividad del 26 usando Ac. p-toluensulfénico
con benceno y CH.Cl,, obteniendo Unicamente la deshidratacion del grupo
hidroxilo 28.

En el espectro de RMN de 'H a 400 MHz (Figura. 25) del compuesto 28 se
observa una sefial doble de dobles en 2.39 ppm con constante de acoplamiento
Jia14= 15.0 y Ji1413 = 5.9 Hz, correspondiente al hidrégeno del carbono 14. Se
presenta otra sefial doble de dobles en 2.16 ppm con Ji4,14 =150 Hzy J1413=8.4
Hz, que pertenecen al otro hidrogeno del carbono 14°. En 1.54 ppm se encuentra
una sefial simple que corresponde al metilo 17 en el cual se observa una
modificacion de su desplazamiento quimico hacia la region de metilos vinilicos,
también se observa una sefial doble en 1.01 ppm con una Jigi3 = 6.7 Hz
correspondiente a los hidrogenos del metilo secundario 16, en campo alto se
visualizan tres seflales simples caracteristicas de metilos terciarios,
correspondientes a los metilos 18, 19 y 20 cuyos desplazamientos quimicos son
0.92, 0.88 y 0.82 ppm respectivamente. Nos dimos cuenta de que la reaccion se
habia realizado de manera exitosa ya que en el espectro de RMN de 'H los
desplazamientos quimicos de los metilos fueron distintos a los de la materia prima,
producto de la deshidratacion del alcohol mediante la eliminacién del hidrogeno
del carbono 9 formando un doble enlace en la posicién 8-9 con ambos disolventes,
el hecho de que en el espectro de RMN no se haya detectado sefiales en la region
de los hidrégenos vinilicos confirma la presencia del doble enlace en dichas
posiciones, favoreciéndose el alqueno tetrasustituido por ser el mas estable de

acuerdo a la regla de Zaitsev.
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Figura. 25 Espectro de RMN de *H a 400 MHz de Acido (+)-13-epi-labd-8-en-15-oico (28)
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Cuando se utilizo acido férmico en concentraciones cataliticas, con MeOH y
CH,Cl, no se llevé a cabo la reaccién ya que en RMN de 'H se observaron las
sefales de la materia prima debido a que la concentracion del acido utilizado, no

fueron las adecuadas para favorecer la reaccion.

Por lo que se decidié ensayar las reacciones con acido perclorico en MeOH
un disolvente organico polar, con el cual la reaccion resulté muy eficiente ya que el
acido carboxilico se esterificd debido al disolvente utilizado ya que de acuerdo a la
ecuacion general de esterificacion (Esquema 20) se utiliza un alcohol en presencia
de un catalizador acido para llevar a cabo la esterificacion, asi como también se
llevé a cabo la reaccion de deshidratacion del alcohol. El crudo de reaccion mostro
la presencia de una mezcla de compuestos con hidrégenos vinilicos,
correspondientes a los posibles productos de eliminacion de los hidrégenos 7, 9,

17 por accion del acido, generando los derivados 29, 30 y trazas de 31.

El crudo de reaccion primeramente se sometié a cromatografia en columna,
el compuesto no pudo ser purificado, por lo que se realiz6 una cromatografia en
placa preparativa impregnada con nitrato de plata, ya que es utilizado para la
separacion de compuestos insaturados de manera que actla sobre los dobles
enlaces C-C deteniendo su polaridad para asi separarlo de otros compuestos, por
lo que de esta manera logramos separar los compuestos 29, 30 y 31 obteniendo

los siguientes rendimientos:

29 30 31

66% 3% 2%

Figura. 26 Rendimientos de los productos de reaccion
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En el espectro de RMN de 'H de la figura. 27 para el derivado 29 se
observa una sefial simple en 3.66 ppm que corresponde al metoxilo del C-15, en
2.34 ppm se observa una sefial doble de dobles que corresponde al H-14 con J =
14.7 y 5.9 Hz; en 2.13 ppm se observa otra doble de dobles para el H-14’ con J =
149y 8.5 Hz, en 1.54 ppm se observa una sefial simple ancha que corresponde al
metilo 17, en 0.97 ppm se observa una sefial doble que corresponde al metilo 16
con J=6.4 Hz, en 0.93 ppm se observa una sefial simple para el metilo 20, en 0.87
ppm se observa una sefial simple para el metilo 18 y en 0.82 ppm se observa otra
sefal simple para el metilo 19. La ausencia de sefiales en la region de los
hidrogenos vinilicos, indicé que este derivado contenia el doble enlace en la
posicion 8 y que ademas por el uso de metanol como disolvente se habia llevado
a cabo una reaccion de esterificacion del acido carboxilico, esto por la presencia
de la sefial en 3.66 ppm caracteristica de un metoxilo. Mientras que en el espectro
de RMN de *3C se observo la presencia de dos nuevas sefiales en la region de los
carbonos sp® en 125.5 y 140.4 ppm, asi como la desaparicién de la sefial del

carbono base de oxigeno en 74.6 ppm del carbono 8.

El compuesto 29 fue obtenido de manera sintética de Oxylobus
glanduliferus* y su enantiémero de la goma de labdano por Coker y Halsall*®®, C.

ladaniferus .
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En el espectro de la (figura. 29) del derivado 30 se observa una sefial
simple ancha en 5.38 ppm correspondiente a un hidrégeno vinilico, en 3.67 ppm
se observa una sefial simple que corresponde al metoxilo del carbono 15, en 2.32
ppm se encuentra una sefial doble de dobles con constantes de acoplamiento de
Jia1a4 = 14.8 y J1413= 6.2 Hz, identificada para uno de los hidrégenos del carbono
14, en 2.14 ppm se observa otra sefial doble de dobles con constantes de
acoplamiento de Ji4 14= 14.8 y J1413= 8.0 Hz, correspondiente al H-14’, que esta
en posicién a a un grupo carboxilo, en 1.65 ppm se observa una sefal simple que
corresponde al metilo 17, en 0.95 ppm se observa una sefial doble con constante
de acoplamiento Jig13 = 6.7 Hz correspondiente al metilo 16, en 0.87 ppm se
observa una sefial simple para el metilo 18, en 0.84 ppm se observa una sefial
simple del metilo 19 y en 0.74 ppm se observa otra sefial simple para el metilo 20.
Por lo que la estructura propuesta para el derivado 30 es la indicada en la (figura
28), correspondiente al éster metilico del &cido-13-epi-cativico (30), debido a que
este proviene del acido (+)-13-epi-labdandlico (26). Los datos espectroscopicos
fueron comparados con el acido cativico (34) obtenido de manera natural de
Ageratina jocotepecana. **** El compuesto 30 anteriormente fue preparado de un

derivado de Oxylobus glanduliferus. *°

Figura. 28 Diterpenos epiméricos del acido cativico
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En el espectro de RMN de *H del derivado 31 (Figura. 30) se observa en
4.8 ppm una sefal simple ancha correspondiente al H-17, en 4.46 ppm otra sefial
simple ancha correspondiente al H-17’ exociclico, en 3.66 ppm se observa una
sefal simple que integra para tres hidrégenos, correspondiente al metoxilo, en
2.29 ppm se observa una sefal doble de dobles que integra para un protén con J
= 14.8, 6.1 Hz (H-14), en 2.11 ppm se observa una sefial doble de dobles que
integra para un protdn con J = 14.7, 7.9 Hz correspondiente a H-14", en 0.94 ppm
se observa una sefial doble que integra para tres hidrégenos con J = 6.6 Hz para
el metilo 16, en 0.86 ppm se observa una sefial simple que integra para tres
hidrégenos correspondiente al metilo 18, en 0.79 y 0.66 ppm se observan dos
sefales simples que integra para tres hidrégenos cada una correspondientes a los
metilos 19 y 20, las sefiales para el resto de los protones se encontraron de 2.0-

1.0 ppm.

El compuesto 31 previamente fue preparado de un derivado de Oxylobus
glanduliferus por deshidratacién,”® y su enantiémero el éster metilico del 8(17)-
labden-15-oico de Cistus palinhae®, C. ladaniferus*®, y un epimero tipo eperuano

de Copaifera cearensis.**
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CONCLUSION

Se purifico 26 en acetona de la cual se obtuvieron cristales adecuados para
la difraccidén, con punto de fusién 68-70 °C, se establecio la estereoquimica del

C13 mediante rayos X.

Al realizar la deshidratacion de 26 en CH.Cl, y benceno con &cido p-
toluensulfénico solamente se llevd a cabo la deshidratacion mediante el
mecanismo E1 eliminando el hidrégeno del C9 obteniendo el compuesto 29
partiendo de 27 y el compuesto 28 partiendo de 26. En las reacciones con acido

férmico en metanol y cloruro de metileno la reaccion no procedio.

La reaccién en acido perclorico con MeOH condujo a tres productos 29, 30
y 31 que obedecen la regla de Zaitsev mediante la deshidratacion del alcohol de
acuerdo a las eliminaciones de los hidrégenos vecinos. Obteniéndose en la misma

reaccion los respectivos derivados esterificados.
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