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. RESUMEN

Ageratina petiolaris se encuentra distribuida en gran parte del territorio nacional,
incluido el estado de Michoacan. En el extracto hexdnico de sus flores se encuentra el
acido 2a-isovaleroxieperuico (1), el cual al ser sometido a hidrdlisis basica produce acido
2a-hidroxieperuico (2) y 4cido isovalérico. En el presente trabajo, se realiz6 la
transformacion quimica del grupo hidroxilo en C-2 y del grupo carboxilo en C-15 del acido
2a-hidroxieperuico (2), ante condiciones estdndar de oxidacion empleando triéxido de
cromo y acetilacion utilizando anhidrido acético en C-2, dando como productos el
derivado oxidado 4 y el acetato 6; una vez obtenido el dcido 2-oxoeperuico (4) se prepard
la 2,4-dinitrofenilhidrazona 5. Por su parte, el grupo carboxilo del derivado acetilado 6 se
hizo reaccionar via anhidridos mixtos empleando cloroformiato de isobutilo, N-
metilmorfolina y anilina para obtener la amida 7. Cabe mencionar que durante la
obtencién de 2 se observé un color azul. El compuesto de tonalidad azul se aisld y se
confirmé como chamazuleno (3), el cual se encuentra en el extracto crudo de las flores de
Ageratina petiolaris. Todos los compuestos fueron caracterizados empleando Resonancia

Magnética Nuclear en una y dos dimensiones.

Palabras clave: Ageratina, Diterpeno, Grupo carboxilo.



lll. ABSTRACT

Ageratina petiolaris is distributed throughout of Mexico, including the state of
Michoacan. 2a-isovaleroyxyeperuic acid (1) is an ent-labdane type diterpene isolated from
hexane extracts of flowers of A. petiolaris, and its alkaline hydrolysis gave 2 and isovaleric
acid. In this work, chemical transformation of its hydroxyl group at C-2 and its carboxyl
group at C-15 of 2 was carried out under oxidation and acetylation standard reaction
conditions yielded 2-oxoeperuic acid (4) and 2a-acetoxyeperuic acid (6). 2-oxoeperuic acid
(4) was treated with 2,4-dinitrophenylhydrazine to give compound 5. Meanwhile,
compound 7 was synthesized from 2a-acetoxyeperuic acid (6) using a mixed anhydride
employed isobutyl chloroformate, N-methylmorpholine and aniline. On the other hand,
nonpolar fractions of the hexane extracts of the flowers of A. petiolaris afforded an
azulene derivative known as chamazulene (3). The structures of 3-7 were established by

spectroscopic analyses, particularly by 1D and 2D NMR spectra.

Key words: Ageratina, Diterpene, Carboxyl grup.



1. INTRODUCCION

El reino de las plantas ha sido una de las fuentes mads antiguas de farmacos utiles
para el hombre (Figura 1), mucho antes de que los cientificos comenzaran a investigar los
productos quimicos de la naturaleza, los seres humanos estaban haciendo extractos,
tinturas y otros preparados de plantas y animales. Miles de afios antes del descubrimiento
de los antibidticos, algunos de estos preparados naturales servian para aliviar el dolor o
curar la enfermedad, otros eran venenos utiles en la caza y la guerra. Civilizaciones en
todo el mundo han acudido a plantas medicinales durante miles de afos, su éxito en

general dependia de ensayo y error, la suerte y la casualidad.”

Figura 1. Uso de plantas medicinales.

En los siglos anteriores a la medicina moderna, la quimica sintética, y la industria
farmacéutica, practicamente todos los medicamentos procedian de plantas. La medicina
tradicional que se basa en gran medida en los productos vegetales y animales todavia se
practica en China, a menudo junto con técnicas occidentales modernas, explotando
especies medicinales con un éxito considerable. Investigadores han dado seguimiento a

los medicamentos tradicionales de muchas culturas en la busqueda de nuevos



compuestos activos, estas investigaciones son responsables del descubrimiento del
Taxol®, un compuesto de la corteza del tallo del tejo del Pacifico (Taxus brevifolia) como
un medicamento para tratar el cancer, la quinina, la morfina, la digitalina, el cornezuelo, la
atropina, la cocaina entre otros, son ejemplos clasicos de medicinas derivadas de plantas y
si se afnaden las variantes de productos derivados, el papel de los productos naturales de

fuentes vegetales es mas impresionante.’

Aunque el valor terapéutico de los productos naturales es evidente, el uso de estos
compuestos estructuralmente complejos presenta una serie de desafios. A menudo es
dificil acceder a cantidades suficientes de un producto natural. Por lo tanto, la
caracterizacion completa de las propiedades bioldgicas y quimicas de los compuestos
puede ser problematico. Sin embargo, el éxito de los productos naturales en el desarrollo
de agentes terapéuticos, ha atraido la atencidn de los investigadores. En consecuencia,
muchas estrategias para identificar un nimero creciente de productos naturales han sido
reportadas. Ademads, las técnicas de biosintesis y semisintesis juegan un papel critico en la

provision de un suministro adecuado de muchos productos naturales.’

Mas del 40% de los farmacos actuales, y aun mas de los agentes contra el cancer,
pueden rastrear sus origenes o principios de diseno sintético en el descubrimiento de un
producto natural. El desarrollo de la quimica organica, la maduraciéon de los campos
cientificos afines, algunos premios Nobel, fueron posibles gracias a los productos
naturales. Sin productos naturales, el estudio del andlisis conformacional, la evolucién de
dicroismo circular (CD), la resonancia magnética nuclear (RMN), la espectrometria de
masa (MS), "el arte de la sintesis organica", y por supuesto, los marcos logicos para la
sintesis total de productos naturales de alta complejidad molecular pudieron haber

seguido caminos muy diferentes.”



2. ANTECEDENTES

Todos los organismos transforman y utilizan varios compuestos organicos que les
permiten sobrevivir, crecer y reproducirse, ya que estas sustancias los proveen de energia
en forma de ATP y nutrientes. Algunas moléculas son de crucial importancia en la vida
como lo son los carbohidratos, proteinas, acidos grasos y acidos nucleicos.” Los
organismos varian ampliamente en su capacidad de sintesis y transformacion quimica. Las
plantas son muy eficientes en la sintesis de compuestos organicos, mientras que la
mayoria de otros organismos como lo son animales y microorganismos dependen de lo

que consumen.6

La red metabdlica de las plantas es mucho mas amplia que en otros organismos.
Aparte de la produccién de metabolitos primarios las plantas sintetizan una gran cantidad
y diversidad de compuestos organicos que no parecen tener una funcién directa en el
crecimiento y desarrollo, estas sustancias se conocen con el nombre de metabolitos
secundarios, productos secundarios o productos naturales que se derivan del

metabolismo central o primario (Figura 2).”®

Los metabolitos secundarios juegan un papel clave en la adecuacion de las plantas a
medida que funcionan en la proteccién contra las infecciones microbianas y virales,
herbivoria, la radiacién UV, la atraccion de los polinizadores y frugivoros, y la alelopatia.® A
diferencia de los metabolitos primarios, los metabolitos secundarios tienen una
distribucidén restringida en el reino vegetal, es decir se encuentran con frecuencia en una
sola especie vegetal o grupo taxondmico delimitado.’ Los metabolitos secundarios
producidos por las plantas son de gran interés debido a su enorme diversidad estructural y
funcional y se pueden dividir en tres grupos quimicamente diferentes: Terpenos formados

principalmente por la via del mevalonato, fenoles la mayoria formados por la via del



shikimato y/o la via de los acetatos y compuestos que contienen nitrégeno:

principalmente los alcaloides, formados por la via de los aminoécidos.™

co,
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Figura 2. Principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios y sus interacciones

con el metabolismo primario.

2.1. Terpenos

La mayoria de los terpenos son especificos del reino vegetal, la palabra terpeno
. . . . . 11
proviene del nombre aleman de la esencia de trementina: Terpentin.” Los terpenos son

compuestos que resultan de la polimerizacién de unidades isoprénicas (isoprenil



pirofosfato [IPP] y su isémero dimetilalil pirofosfato [DMAPP], moléculas de 5 carbonos
que proceden del acido mevaldnico siendo que “cada grupo de terpenos es el resultado
de la condensacidn cabeza-cola de un nimero variable de unidades isoprénicas” aunque
también se han encontrado casos de unién cabeza-cabeza o cola-cola.? La diversidad de
los metabolitos terpénicos naturales nos lleva a considerar la presentacion de reacciones y
mecanismos que justifican la existencia de los principales esqueletos, siendo el origen de

las unidades de isopreno: via del mevalonato y via de formacién de IPP (GAP/Piruvato).™

Los terpenos se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que se

unen (Tabla 1).">*

2.1.1. Sesquiterpenos

Son terpenos con 15 dtomos de carbono (Cys) cuyo esqueleto estd formado por la
unién de tres unidades de isopreno, que derivan del farnesil pirofosfato. Esta molécula se
forma por adicién de un IPP al geranil pirofosfato y segin el modo de unidn pueden ser
aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos e incluso tetraciclicos, y éstos con

acoplamientos de distintos tipos (Figura 3).

Derivados de estos esqueletos existen en plantas principalmente en Labiatae,
Mirtaraceae, Asteraceae y Rutaceae, aunque pueden observarse en miembros de otras
familias, también se han encontrado en mohos, corales e insectos, en los que actuan

como hormonas juveniles y como feromonas.®’



Tabla 1. Clasificacion y precursores de los Terpenos

CHs
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Un ejemplo de sesquiterpenos son los azulenos que cuentan con dos anillos
acoplados con enlaces dobles conjugados que son causantes del color azul, como el
guayazuleno obtenido de la esencia de guayaco o el chamazuleno de la manzanilla, este

Gltimo con actividad antiulcerosa, antiinflamatoria y espasmolitica.®

(2 G0

Tipo farnesol (No ciclico) Tipo bisabolol Tipo cadineno
Tipo eudaleno Tipo germacreno Azuleno

Figura 3.Esqueletos de sesquiterpenos.

2.1.2. Diterpenos

Los diterpenos constituyen un amplio conjunto de compuestos de veinte carbonos
procedentes del metabolismo del (2E,6E,10E)-geranilgeranil pirofosfato (GGPP). Se
encuentran en determinados insectos y en diversos organismos marinos, pero sobre todo
estan repartidos en los vegetales, son especialmente abundantes en los drdenes Lamiales

y Asterales, aunque también aparecen en Gentianales, Geraniales y Fabales.’

La estructura de los diterpenos es muy variable dependiendo principalmente de su

biogénesis siendo clasificados en funcién a la misma (Figura 4):*!



= Compuestos aciclicos.
= Compuestos ciclados: diterpenos monociclicos, diterpenos biciclicos (tipo labdano
y clerodano), diterpenos triciclicos (tipo primario, abietano, cassano, totarona y

podocarpano) y diterpenos tetraciclicos (tipo kaurano, beyerano, atisano,

giberelano).***
Lineal (Fitol) Monociclico (Vitamina A)
Biciclico (acido agatico) Triciclico (acido abiético)  Tetraciclico (giberelina A)

Figura 4. Esqueletos de diterpenos.

Los diterpenos tipo labdano (Figura 5) son poco comunes en la naturaleza, por esta
razén se busca preparar nuevos derivados a partir de productos naturales, se ha
informado que este tipo de estructuras se pueden emplear como agentes anticancerosos
potenciales. Ademas de que pueden ser empleados para la sintesis de metabolitos mas
complejos, como es el caso del 13-hidroxipodocarpa-8,11,13-trieno sintetizado a partir de

(-)-sclareol.*®



Figura 5. Esqueleto base de diterpenos tipo labdano.

2.2. Actividad bioldgica de los diterpenos

En la actualidad se conoce una amplia gama de actividades farmacolégicas
provocadas por varios terpenos, tales como antimicrobiana, antifingica, antiparasitaria,
antiviral, antialergénico, cardiotdnico, antiespasmaddico, antidiabético, antiinflamatorio,

antioxidante, quimioterapéutico e inmunomoduladoras.*®*%%

Diterpenos derivados de plantas son los agentes anticancerigenos mas eficaces
aprobados por la FDA. Taxol® (Figura 6), un diterpenoide complejo de la corteza del tejo,
es un agente antimitético potente con una excelente actividad contra cdnceres de mamay
de ovario, se une a heterodimeros de tubulina, promueve y estabiliza el ensamblaje de los
microtdbulos y detiene la divisién celular.” Eleuterobina es un diterpeno glicosilado
aislado de un coral marino, Eleutherobia sp., es un agente anticancerigeno potente que
inhibe la proliferacion celular a través de la promocidn de la polimerizacidn de la tubulina
en microtubulos de manera analoga a la del Taxol®. Otro derivado identificado es el 3-
ingenilangelato, un éster aislado de la Euphorbia peplus, el cual es un quimioterapéutico
tépico para el tratamiento de cancer de piel, que causa una rapida interrupcién
mitocondrial provocando la muerte celular por necrosis primaria, con un resultado
estético favorable. La escualamina es otro terpenoide identificado como un buen
candidato para el desarrollo de farmacos antiproliferativos. Estos compuestos
anticancerigenos obtenidos de especies vegetales tienen mayor eficacia y perfil de
toxicidad mds seguros que las alternativas sintéticas. Aunque muchos de estos farmacos

tienen aplicaciones prometedoras, pocos de estos terpenoides se pueden obtener en



cantidades suficientes a partir de fuentes naturales, limitando asi su despliegue eficaz en

el tratamiento de enfermedades humanas.*®

AcO

nnnz
I

Figura 6.Estructura del Taxol® (Paclitaxel).

Hay terpenoides conocidos por su efecto antiinflamatorio como las
pseudopterosinas, glicésidos diterpénicos que fueron aislados originalmente del coral
Pseudopterogorgia elisabethae. Nuevos derivados de pseudopterosina y seco-
pseudopterosinas fueron aisladas de especies Pseudopterogorgia. Es interesante observar
gue el potencial antiinflamatorio de pseudopterosinas es superior a la de medicamentos
estandar.’® La hispanolona un labdano aislado de Ballota hispanica, y diterpenos
estructuralmente relacionados también han puesto de manifiesto su actividad

antiinflamatoria.®®

Una variedad de terpenos han sido descritos como agentes antiparasitarios y
antibacterianos con alta eficacia y selectividad. El antiparasitario mas usado en el mundo
es la artemisinina, extraido de Artemisia annua, una hierba originaria de China. Esta
hierba se ha utilizado para el tratamiento de la malaria en China por mas de 1000 ainos.
Algunos diterpenos y sus lactonas, por ejemplo, el dehidroabietinol aislado de Hyptis

suaveolens, ha demostrado que tienen actividad antimalarica. La escualamina, un agente

10



anticancerigeno, ha mostrado también ser un potente antibacteriano y antifungico, otros
extraidos de especies de Salvia han mostrado actividades antibacterianas contra una
variedad de organismos tales como S. aureus, S. epidermis, E. faecalis, B. subtilis, E. coli, y
P. mirabilis. EIl mecanismo de accidén antimicrobiana esta estrechamente relacionado con

su caracter lipdfilico.™®

Se ha demostrado que el diterpeno tipo labdano miriadenolido (AMY) aislado de
Alomia myriadenia puede reducir la expresién de las proteinas estructurales y la gemacién

de particulas virales."

Los diterpenos de tipo labdano sugieren junto con su baja toxicidad celular, posibles

aplicaciones terapéuticas de gran impacto.®

Ademas de las propiedades medicinales antes mencionadas, también son utiles
como agentes potenciadores en la penetracién de la piel (para mejorar la administracién
transdérmica de farmacos) y como agentes suplementarios en preparaciones tépicas
dérmicas, cosméticos y articulos de higiene. Finalmente, el uso de terpenoides como
saborizantes y fragancias en alimentos y cosméticos ha sido conocido durante siglos.10 Un
ejemplo es el sclareol (Figura 7) que es un diterpeno aislado de Salvia sclarea el cual es
utilizado para sintesis de Ambrox® el cual es componente de lambar gris empleado como

constituyente de finas fragancias.19

Figura 7.Estructura quimica del (-)-sclareol.

En las Asteraceas se han descrito mas de 1 200 productos terpénicos distribuidos en

. . 2
un centenar de esqueletos, dentro de los cuales se incluyen estructuras tipo labdano.?
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2.3. Familia Asteraceae

Las Asteraceas es un grupo monofilético y representa una de las familias mas

numerosas de angiospermas con 1600 a 1700 géneros y 24000 a 30000 especies.21’22

En la Republica Mexicana se estiman alrededor de 300 géneros, con un numero de
especies cerca de 3 000.% Una de las caracteristicas mas importantes es la presencia de
flores apretadas en una inflorescencia condensada que se asemeja a una sola flor grande.
Esta familia también presenta una amplia variedad de formas de vida: herbaceas,
suculentas, lianas, epifitas, arboles y arbustos. Su distribucién es cosmopolita y se
encuentra practicamente en todos los ambientes. Ademas, la evidencia filogenética y los
datos paleontoldgicos sugieren que el ancestro de las Asteraceae surgio en el hemisferio

sur, en el drea que hoy corresponde a la regién andina de Sudamérica.**
2.3.1 Género Ageratina

Ageratina es quiza el género con mas especies de la familia de las Asteraceae en

México, ya que se encuentran distribuidas en el territorio nacional cerca 153 especies.”

El género Ageratina es un grupo taxondmico complejo al cual se han incluido
algunas especies antes pertenecientes al género Eupatorium, tal es el caso de Ageratina

petiolaris anteriormente conocida como Eupatorium petiolare.
2.4. Ageratina petiolaris

Es un arbusto hasta de 2 m de altura; tallos lefiosos, cilindricos, de 2 a 5 mm de
didmetro, estriados, blanco-amarillentos, puberulentos; hojas opuestas, peciolo de 1.5a 8
cm de largo, pubescente, ldamina ovada, de 3.5 a 10 cm de largo por 2.5 a 10 cm de ancho,
apice agudo u obtuso, borde crenado-dentado, base cordada, haz puberulento, envés
pubescente, con abundantes glébulos resinosos, tri a pentanervada desde la base,
membrandcea; numerosos capitulos de 7 a 8 mm de largo dispuestos en corimbos
compuestos terminales, pedicelos pubescentes; involucro turbinado, de 5a 7 mm de largo

por £ 5 mm de ancho, cubre la mitad basal o mas de las corolas, sus bracteas dispuestas

12



en 3 series de la misma longitud, lineal-lanceoladas, agudas, verdes, pubescentes; flores
35 a 40; corola de 4 a 5 mm de largo, blanca, glabra, con glébulos resinosos en los I6bulos;
aquenio de 2 a 3 mm de largo, muy pubescente, vilano casi del largo de la corola, cerdas

blanco-rosadas (Figura 8).

Figura 8. Ageratina petiolaris.

Es conocida como “Hierba del angel” o “yolochichitl”. Se ha colectado de
Huehuetoca a Milpa Alta y de Pachuca y Real del Monte a Amecameca, entre 2350 y 3000
m de altitud, en sitios con pastizal, matorral xeréfilo y bosque de pino, encino y Juniperus;
crece frecuentemente en ambientes de disturbio, especialmente a lo largo de caminos y

. . 2
carreteras. Se conoce de Coahuila y Tamaulipas a Oaxaca.?®

En 1983, Calderdn y colaboradores realizaron el estudio fitoquimico de Eupatorium
petiolare (Ageratina petiolaris) colectada en la ciudad de México, aislando al acido 2a-

isovaleroxieperuico, un diterpeno tipo labdano (Figura 9).”

Figura 9. Acido 2a-isovaleroxieperuico (1).
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A partir de una hidrélisis bdasica sobre el enlace tipo éster del acido 2a-
isovaleroxieperuico (1), se obtuvo el acido 2a-hidroxieperuico (2) en forma de cristales

(Figura 10).”’

H O/// ",

Figura 10. Acido 2a-hidroxieperuico (2).

El 4cido 2a-hidroxieperuico (2), posee dentro de su esqueleto grupos funcionales los
cuales se pueden modificar mediante diferentes reacciones quimicas que conduzcan a
diversos derivados del diterpeno tipo labdano. Algunos procesos para la modificacion
guimica se describen a continuacién, los cuales estan estrechamente relacionados con los

grupos funcionales existentes en el acido 2a-hidroxieperuico (2).

2.5. Esteres

Los ésteres se encuentran entre los compuestos que estdn mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza. Algunos ésteres sencillos son liquidos con aroma agradable,
responsables de los olores fragantes de las frutas y las flores. El enlace éster también esta

presente en las grasas animales y en varias moléculas biolégicamente importantes.?®

Un éster es hidrolizado por una base acuosa o por un acido acuoso para producir un

;. e 2
acido carboxilico y un alcohol.?®

0]
H,0, KOH 0
1 / \ ! _|_
R o H R
R OH

R 0 H,0*

Y

Ester Alcohol Acido carboxilico
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2.6. Alcoholes

Los alcoholes cuentan con varias aplicaciones industriales y farmacéuticas que

resaltan su importancia.

Quizad la reaccion mas valiosa de los alcoholes es su oxidacion para producir
compuestos carbonilicos. Y segun el alcohol que se trate ya sea este primario o secundario
dependerd que el compuesto carbonilico resultante sea un aldehido, una cetona o un

acido carboxilico. Los alcoholes terciarios no presentan reacciones de oxidacion.

Los reactivos que mds se usan para oxidar alcoholes se basan en metales de

transicion con estados de oxidacion altos, como KMnQg, CrO3 y Na,Cr,0-, sobresaliendo el

cromo (VI).25%°
H
| (0] (0]
Oxidacion || Oxidacion ||
R—C—OH —————> ! ST e i
| R R oH
H
Alcohol primario Aldehido Acido carboxilico
H 0
| Oxidacion ||
R—C—OH ———————> e
R/ \R'
Rl
Alcohol secundario Cetona
Rll
| Oxidacion
R—T—OH —>  No hay reaccién
Rl

Alcohol terciario

El producto de la oxidacién de alcoholes secundarios son las cetonas, las cuales

ocupan posiciones centrales como productos intermedios asi como productos finales en la
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sintesis de productos naturales y compuestos farmacéuticos,*! este tipo de estructuras
son generalmente estables y no sufren posteriores reacciones a menos que se sometan a

condiciones de reaccién muy drasticas.>”

La condensacidn de un alcohol y un acido carboxilico catalizada por acidos produce

un éster y agua, se conoce como esterificacion de Fischer.*®

o) H* 0
/o\ + — > '
R H - R
R' OH R 0

Alcohol
Acido carboxilico Ester

Los esteres también se forman por la reaccién de alcoholes con cloruros de acilo,

esta reaccion se lleva a cabo en presencia de una base débil como la piridina.30

0 0
O .
R H /R'
R' cl R 0

Alcohol Cloruro de acilo Ester

Los anhidridos de acidos carboxilicos reaccionan en forma similar a como lo hacen

los cloruros de acilo, ya que son derivados de acidos carboxilicos bastante reactivos.*

0] 0] 0] 0
R/O\H * u u T )J\ R ' )J\
R Do R' o R OH
Alcohol Anhidrido de acido carboxilico Ester Acido carboxilico

2.7. Bases de Schiff

Las aminas primarias, RNH,, se adicionan a los aldehidos y a las cetonas para
producir iminas, R,C=NR. Las iminas son particularmente comunes como intermediarias

en muchas rutas bioldgicas, donde con frecuencia se Illaman Bases de Schiff. La
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preparacion de iminas a partir de reactivos como la hidroxilamina y la 2,4-
dinitrofenilhidracina dan como producto de estas reacciones oximas y 24-
dinitrofenilhidrazonas respectivamente, con frecuencia son cristalinas y faciles de
manejar.28

NR"
R"NH, ||

_— C
T g N

N—0

Aldehido/Cetona Bases de Schiff

2.8. Formacion de amidas

Las amidas, al igual que los ésteres abundan en todos los organismos vivos; las
proteinas, acidos nucleicos y muchos productos farmacéuticos tienen grupos funcionales
amida; la razén de esta abundancia de amidas es que son mas estables a las condiciones
acuosas que se encuentran en los organismos vivos. Las amidas son las menos reactivas de

los derivados de acidos carboxilicos.?®

Los derivados de los acidos carboxilicos se encuentran entre las moléculas mas
difundidas en la quimica. Las amidas son dificiles de preparar mediante la reaccién directa
de los acidos carboxilicos con aminas debido a que éstas son bases que convierten a los
grupos carboxilo acidos en sus aniones carboxilato no reactivos.’® Los métodos mas
comunes para la sintesis de amidas son reacciéon de aminas con cloruros de acilo,

30

anhidridos y ésteres respectivamente.”™ En la practica generalmente se prepara un

;. , . . . 2
anhidrido de 4cido que reacciona con la amina.”®
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Amina

Amina

Amina

Nn—0:~0

(0]
R
+ )k — g
R al |
H
Cloruro de acilo Amida
(0]
0 0 |
| | . c R
+ C C R S
R‘/ \O/ \R' |
H
Anhidrido de 4cido carboxilico Amida
(0]
: .
N P
v/ A / 3 |
R O
H
Ester metilico Amida
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3. JUSTIFICACION

Dado que no se cuenta con un estudio especifico sobre la reactividad quimica del
acido 2a-hidroxieperuico (2) principalmente sobre el grupo carboxilo y conocida la
importancia que han desarrollado este tipo de estructuras y sus derivados en los ultimos
afios, en este trabajo se dio a la tarea de trasformar al diterpeno tipo labdano empleando
condiciones estandar de reaccion con el propdsito de ampliar los conocimientos acerca
del diterpeno cuya estructura es sumamente interesante y a su vez generar derivados

funcionalizados, sobresaliendo las modificaciones quimicas en el grupo carboxilo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Realizar distintas reacciones para llevar a cabo la transformaciéon quimica del acido
2a-hidroxieperuico (2) obtenido por hidrdlisis basica del extracto hexanico de flores de
Ageratina petiolaris, que permitan comprender la reactividad que posee, analizando la
estructura de los productos obtenidos, generar nuevos derivados funcionalizados y

aunado a esto incrementar su posible actividad bioldgica.

4.2. Objetivos especificos

= |dentificar, colectar y separarlas partes de Ageratina petiolaris.

= Obtener el extracto hexanico de flores de Ageratina petiolaris.

= Obtener el acido 2a-hidroxieperuico (2) por medio de hidrdlisis alcalina del
extracto hexanico de A. petiolaris y purificacién.

= Realizar las reacciones correspondientes para llevar a cabo la exploraciéon de la
reactividad quimica del 4cido 2a-hidroxieperuico (2).

= Caracterizarlos productos obtenidos, mediante sus propiedades fisicas y datos

espectroscépicos.

20



5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se colectd Ageratina petiolaris al oriente del estado de Michoacdn cerca de San
Joaquin Morelos, Municipio de Tlalpujahua a 2592 msnm; utilizando para este estudio
Unicamente las flores, ya que en esta parte se encontraba el dcido 2a-isovaleroxieperuico
(1) en abundancia, en comparacién con hoja, tallo y raiz, de acuerdo a los estudios previos

realizados dentro de nuestro equipo de trabajo

Durante la purificaciéon del acido 2a-hidroxieperuico (2) se obtuvo e identificé al
chamazuleno (3), lo cual resulté de gran interés ya que en estudios previos este

compuesto no habia sido reportado en Ageratina petiolaris.

5.1. Obtencion e identificacion del chamazuleno (3)

Como se menciond previamente, el chamazuleno fue aislado durante la purificacién
del acido 2a-hidroxieperuico, sobresaliendo en las fracciones no polares su caracteristico
color azul, dado que el extracto del cual fue aislado habia sido sometido a una hidrdlisis
alcalina previa y para descartar que este compuesto se hubiera generando durante el
tratamiento alcalino, se procedié a realizar un estudio sobre extracto sin hidrolizar,
obteniendo nuevamente en las fracciones no polares el compuesto color azul
corroborando de esta manera la procedencia natural del azuleno, el cual fue identificado
por medio de RMN de 'H y C como chamazuleno (3) (Figura 11). Los datos
espectroscopicos de 3 se compararon con los descritos en la literatura para chamazuleno

aislado de las flores de Stevia serrata.®
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3
Figura 11.Estructura del chamazuleno (3).

El espectro de RMN de *H de 3 (Figura 13) mostré en la regién de los aromaticos dos
sefiales dobles en 8.16 ppm (J = 1.6 Hz) y en 7.60 ppm (J = 4.0 Hz) correspondientes a H-8
y H-2 respectivamente, también se observd una sefial doble de dobles a 7.38 ppm (J =
10.8, 1.6 Hz) asignada a H-6, asi mismo se observaron dos sefiales dobles en 7.22 ppm (J =
3.6 Hz) y en 6.98 ppm (/ = 10.8 Hz) correspondientes a H-3 y H-5 respectivamente,
observandose un acoplamiento de H-6 con H-8 y H-5. A frecuencias bajas se observé una
sefial cuadruple en 2.84 ppm (J = 7.6 Hz) correspondiente a los dos protones de H-11,
también se observaron dos sefiales simples en 2.83 y 2.65 ppm correspondiente a H-10 y
H-9 respectivamente y por ultimo se observd una sefial triple en 1.34 ppm (J = 7.6 Hz),

correspondiente a H-12, debido al acoplamiento con H-11.

1 . . ~
En el espectro de C* de 3 (Figura 14) se observaron a frecuencia alta 10 sefiales
correspondientes a los carbonos spz, y frecuencia baja se observaron 4 senales en 33.8,

24.1,17.4 y 12.9 ppm para los carbonos sp® C-11, C-10, C-12 y C-9 respectivamente.

Figura 12.Cromatografia en columna del chamazuleno (3)

donde se observa su color caracteristico
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5.2. Obtencion del dcido 2a-hidroxieperuico (2)

El extracto hexdnico de flores se sometié a una hidrélisis alcalina la cual generd al
acido 2a-hidroxieperuico (2), como cristales incoloros en forma de aguja (Figura 15f) el
cual se identificé por medio de sus espectros de RMN de 1D y 2D, difraccién de rayos X y
su punto de fusion de 127-128°C (Lit. 127-128 °C), los desplazamientos de RMN de 'H y
punto de fusion coincidieron con los descritos en la literatura por Calderén y

colaboradores.?’

Figura 15.0btencién del acido 2a-hidroxieperuico (2). a) A. petiolaris en su habitad; b)
Flores secas; c) Maceracidon en hexano; d) Hidrdlisis alcalina; e) Cromatografia en columna;

f) Formacion de cristales del dcido 2a-hidroxieperuico.

En el espectro de RMN de *H de 2 (Figura 17) se observaron dos sefiales simples en
4.84 y 4.50 ppm correspondientes a los hidrégenos del metileno exociclico H-17 y H-17’

respectivamente, en 4.17 ppm se aprecid una sefial quintuple (J=5.4 Hz) correspondiente

25



al hidrégeno base de hidroxilo H-2, en 1.15 ppm se observé una sefial doble de dobles (J =
12.5, 2.8 Hz) identificada como H-5, en 0.99 ppm se encontrd una sefial simple que integra
para tres hidrogenos identificados como H-18, asi mismo en 0.98 ppm se observd una
sefial doble (J = 6.2 Hz) debida al unico metilo secundario de la molécula H-16, en 0.92 y
0.91 ppm se observaron dos sefiales simples correspondientes a H-19 y H-20
respectivamente, cabe sefialar que estas dos ultimas sefiales habian sido reportadas como

una senal simple que integraba para seis hidrégenos.

En el espectro de RMN de **C (Figura 18) se observaron 20 sefiales que confirman la
presencia del diterpeno, en 178.9 ppm se observé la sefial propia para el carbonilo C-15,
en 148.0 ppm se observo la sefial del C-8 base del metileno exociclico, en 107.0 ppm se
aprecio la sefial del carbono del metileno exociclico C-17, en 67.8 ppm se observd la seiial

del carbono base de hidroxilo C-2 principalmente.

Figura 16. Cristales del acido 2a-hidroxieperuico (2).
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Dado que los cristales obtenidos resultaron adecuados para su analisis por difraccidn
de rayos X (Figura 19) se logré asignar la configuracion absoluta de dicho compuesto como
25,5R,9R,10R,13R, en base a los parametros de Flack x = 0.1 (2) y Hooft y = 0.85 (5) con

una R = 2.9%, lo cual resultd de un sistema cristalino monoclinico de grupo espacial P2;.

- )
o15B
c19 “15‘;
) 3 s .

) C15

fcis

Figura 19.Estructura obtenida por difraccién de rayos X del acido 2a-hidroxieperuico (2).

Una vez identificado y caracterizado el compuesto 2, se prosiguio con el estudio de

la trasformacion quimica del acido 2a-hidroxieperuico (2) en sus grupos funcionales.
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5.3. Oxidacion del dcido 2a-hidroxieperuico (2)

Dado que el diterpeno tipo labdano 2 presenta un grupo oxhidrilo en la posicidén 2,
se propuso oxidar este alcohol secundario con CrO3; en acido acético glacial obteniendo la
cetona correspondiente en bajos rendimientos (12%) con el propdsito de mejorar el
rendimiento, se planted utilizar reactivo de Jones el cual se prepara disolviendo CrOs en
una diluciéon acuosa de H,SO, y acetona, mejorando el rendimiento de la oxidacién de

forma considerable (76%).

o

QIS

2 4, (12 %)

Reactivo de o
Jones

H O/// 1,

Acetona

2 4, (76%)

El 4cido 2-oxoeperuico (4) se obtuvo en forma de cristales blancos con un punto de
fusion de 70-75 °C, mostrando diferencia considerable respecto al punto de fusion de 2.
En su espectro de EIMS se observé el ién molecular m/z 320 [M]". El espectro de infrarrojo
mostré bandas en 3400-2500 (COOH), 1702 (C=0), 1642 (C=0) y 1270 cm™ (C-0).En su
espectro de RMN de *H (Figura 21) se observaron dos sefiales simples en 4.89 y 4.55 ppm
correspondientes a los hidrégenos del metileno exociclico H-17 y H-17’ respectivamente,
sin un desplazamiento considerable, destacando la ausencia de la sefal de H-2 presente

en el alcohol, lo cual indicd que la reaccién se habia llevado a cabo, observandose
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desplazamientos significativos en las sefiales de los protones cercanos al C-2,
adicionalmente se observaron los desplazamientos de la sefiales simples de H-19 y H-18
hasta 1.06 y 0.85 ppm respectivamente, lo que permitié observar claramente la sefal
doble del metilo secundario H-16 en 0.97 ppm (J = 6.6 Hz), dichos desplazamientos se
confirmaron en base a las correlaciones en el experimento NOESY (Figura 22), en donde se
observa la interacciéon en el espacio entre el hidrégeno H-5 en posicion beta con los
protones del metilo H-19 también en posicidn beta, en el caso del metilo H-18 en posicion

alfa con los protones del metilo H-20 igualmente en posicién alfa.

En el espectro de RMN de C de 4 (Figura 23), se observaron dos sefiales de
carbonilo, una en 212.0 ppm correspondiente al carbonilo de cetona C-2 teniendo un
desplazamiento considerable con respecto a 2 y otra en 179.1 ppm asignada al carbonilo
del acido carboxilico, mostrando también desplazamientos en las sefiales de C-1, C-3, C-4
y C-10 a 54.1, 56.2, 39.0 y 45.0 ppm respectivamente, dichas comparaciones se pueden

apreciar con mayor detalle en la Tabla de desplazamiento quimico de **C (Apartado 8).

Figura20. Crudo de reaccion empleando el reactivo de Jones.
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5.4. Preparacion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona 5 del dcido 2-oxoeperuico (4)

El tratamiento del acido 2-oxoeperuico con 2,4-dinitrofenilhidrazina dio lugar a la
2,4-dinitrofenilhidrazona (2,4-DNFH) correspondiente, obtenida en forma de agujas color
naranja. Durante el andlisis se observd la formacion de dos compuestos con

configuraciones diferentes (E y Z) de los cuales se logroé aislar y caracterizar uno de ellos.

En los espectros de 'H y de *C del crudo de reaccién se observé la formacién de las
dos configuraciones posibles para 2,4-DNFH a partir del compuesto carbonilico 4, esto
debido a que no existen factores estéricos que promuevan una sola configuracion, a pesar
de haber separado de la mezcla uno de los isémeros no fue posible asignar la

configuracion del doble enlace del grupo imino con los datos espectroscépicos obtenidos.

2,4-DNFH, H,S0,
COOH -~

n
A

COOH

EtOH NO,

En reportes previos sobre la preparacidon de bases de Schiff se describe la formacidn
de la 2,4-dinitrofenilhidrazona del producto natural rasteviona, encontrando coincidencias
en los desplazamientos de la seifal N-H y las sefiales de los hidréogenos aromdticos en

comparacion con el nuevo derivado 5.3

El espectro de RMN de 'H de la 2,4-DNFH 5 (Figura 25) fue similar al del compuesto
carbonilico 4, excepto por la seiial del N-H y las sefiales de los protones aromaticos. Se
observé en 11.32 ppm la sefial del N-H como una sefial simple, las sefales de los
hidrégenos H-3DNFH, H-5DNFH y H-6DNFH del anillo aromatico se observaron en 9.14
ppm (J = 2.4 Hz), 8.30 ppm (J = 9.4, 2.4 Hz) y 8.02 ppm (J = 9.4 Hz) respectivamente. Las

sefiales de los protones del metileno exociclico se observaron en 4.90 y 4.58 ppm como
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dos seiales simples, en tanto que en el resto de las sefiales del sistema no se aprecié un
desplazamiento sobresaliente respecto a los mostrados en el acido 2-oxoeperuico (4)

descritos previamente.

El espectro de RMN de 3C de la 2,4-DNFH 5 (Figura 26) mostré en la region de los
carbonos sp2 la sefial del carbonilo C-15 del grupo carboxilo en 178.7 ppm, la senal del
carbono del grupo imino en 160.1 ppm, asi como las sefiales de los carbonos del doble
enlace exociclico y las del anillo aromatico. En la regién de los carbonos sp3, los
desplazamientos fueron similares a los del compuesto carbonilico correspondiente,

excepto por las sefiales de los carbonos cercanos al grupo imino.

Las senales del anillo aromatico se asignaron en base a su espectro HETCOR (Figura
27) y los carbonos cuaternarios del anillo se asignaron en base a su espectro HMBC (Figura
28), en donde se observd la correlacidn entre N-H y las sefiales de los carbonos C-1DNFH,
C-2DNFHy C-6DNFH, otra correlacion importante fue la observada entre el N-H y el

carbono C-2 del grupo imino.

Figura 24.Cromatografia en columna de la 2,4-DNFH 5.
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5.5.  Esterificacion del dcido 2a-hidroxieperuico (2)

La reaccion de esterificacion del acido 2a-hidroxieperuico (2) con anhidrido acético
en presencia de piridina generé como producto al dcido 2a-acetoxieperuico (6), obtenido

como una miel incolora.

//,/,
COOH (CH3CO)ZO Y 1, COOH
—_—
Piridina o)
2 6

El espectro de RMN de 'H de 6 (Figura 29) mostré una sefial quintuple en 5.15 ppm
(/ = 4.1 Hz), correspondiente al hidrégeno base de éster H-2, y la sefial del acetato en 2.03

ppm que integra para tres protones.

El espectro de RMN de *C de 6 (Figura 30) mostré dos sefiales de carbonilo, una en
179.3 ppm correspondiente al acido carboxilico y otra en 170.6 ppm asignada al carbonilo
de éster del acetilo, también resultan importantes las seiales en 70.6 ppm del carbono

base de éster y en 21.6 ppm la sefial que se asignd al metilo del acetilo.

En el espectro NOESY de 6 (Figura 31) se observé interaccidn en el espacio entre el
hidrégeno H-17 y el protdn H-7, destacando la correlacidn que establece el metilo del

acetato con el metilo H-18, lo que confirma la posicidn alfa del grupo acetato.
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5.6. Preparacion de la amida 7 del dcido 2a-acetoxieperuico (6)

La amida 7 se prepard partiendo del derivado acido 2a-acetoxieperuico (6) con
anilina via anhidridos mixtos empleando NMM vy j-BCF para la formacion del enlace amida,
esta metodologia resulta novedosa en el drea de productos naturales dado que

cominmente esta reaccién es empleada para la sintesis de péptidos.*

o

Anilina
COOH

.
* o

NMM, iBCF, THF

En el espectro de RMN de 'H de la amida 7 (Figura 32) destacan las sefiales a
frecuencia alta para los hidrégenos aromaticos en 7.52 ppm una seial doble (J = 8.2 Hz)
para H-25, en 7.31 ppm como una senal doble de dobles (J = 8.2, 7.6 Hz) para H-24 y en
7.10 ppm una sefial triple (J = 7.6 Hz) asignada a H-26, observandose un acoplamiento

entre dichas sefales.

En el espectro de RMN de *C de 7 (Figura 33) se observaron dos sefiales de
carbonilos, una en 170.8 ppm correspondiente al carbonilo de amida C-15 y otra en 170.6
ppm asignada al carbonilo de éster C-21, en la regidn de los carbonos aromaticos se
observaron cuatro sefiales en 6 137.9, 128.9, 124.1 y 119.8 que se asignaron a los

carbonos C-23, C-24, C-26 y C-25 respectivamente del anillo aromatico.

En el espectro HMBC de 7 (Figura 34) se observé una sefial de correlacién del
hidrogeno en posicion orto H-24 del anillo aromatico con el carbono C-15 del carbonilo del
enlace amida, asi mismo se observaron las correlaciones de H-24 con el C-23 y C-25, C-25

a su vez presentd correlacién con H-26.
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6. CONCLUSIONES

Del extracto hexanico de flores de Ageratina petiolaris se aislé el chamazuleno (3), el

cual presentd un color azul caracteristico.

&

Se establecid la configuracion absoluta mediante difraccién de rayos X del 4cido 2a-
hidroxieperuico (2) obtenido por hidrélisis alcalina del extracto hexanico de flores de
Ageratina petiolaris como (2S,5R,9R,10R,13R), la cual tiene algunas discrepancias con lo

reportado en 1983, por lo que es necesario realizar la reasignacién de la misma.

H O/// 1,

2
2
Z
2
v

El diterpeno ent-labdano 2 resulta de interés desde el punto de vista quimico, ya
gue en su estructura presenta diferentes grupos funcionales los cuales permitieron la

obtencion de nuevos derivados 4-7.

Los derivados 4 y 6 se prepararon modificando el grupo hidroxilo en posicidon C-2

empleando condiciones estandar de reaccion.
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La formacién del derivado oxidado 4 permiti6 la obtencion de las 2,4-

dinitrofenilhidrazonas del acido 2-oxoeperuico.

Asimismo se realizé la preparacion de la amida 7 a partir del derivado acetilado 6,

empleando un activador del grupo carboxilo via anhidridos mixtos para la formacién del

enlace amida.

La aplicacién de esta metodologia abre ampliamente el panorama para la sintesis de
amidas a partir de productos naturales, en este caso particularmente contribuye de

manera significativa extendiendo el conocimiento sobre la reactividad quimica del acido

2a-hidroxieperuico (2).
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7. PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Para las separaciones cromatograficas en columna abierta se utilizé como fase
estacionaria silica gel 60, de 230-400 mallas, y como fase mévil mezclas de disolventes
organicos en orden ascendente de polaridad. La cromatografia se monitoreo por
cromatografia en placa fina, observandose en luz UV y reveladas con sulfato cérico

amoniacal.

El punto de fusidon se determind en un equipo Fisher Scientific y no estan

corregidos.

La rotacidon Optica del acido 2-oxoeperuico se determind empleando un

polarimetro Perkin Elmer 341, empleando como disolvente CDCls.

La obtencién del espectro de IR del acido 2-oxoeperuico se realizé en un

espectrofotémetro BUCK Scientific 500, empleando como disolvente CDCls.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H a 300 MHz y de *C a 75
MHz, asi como los experimentos HETCOR, COSY, NOESY, y HMBC se determinaron en un
espectrémetro Varian Mercury 300. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H
a 400 MHz y de 13C 2 100 MHz asi como los experimentos DEPT, HETCOR, COSY y NOESY se
determinaron en un espectrometro Varian Mercury Plus 400. Empleando como disolvente
CDCl3 y como referencia se utilizdé TMS. La multiplicidad de las sefales se indica de
acuerdo a las siguientes abreviaciones: s (simple), d (doble), t (triple), g (cuadruple), quint

(quintuple) y m (mdultiple).
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El espectro de masa del acido 2-oxoeperuico se determiné en un sistema acoplado
de cromatografia de gases/espectrometria de masa con trampa idnica Varian Saturno

2000.

El analisis de difraccidn de Rayos X del acido 2a-hidroxieperuico se llevé a cabo en

un difractometro CAD4 Bruker-Nonius.

La rotacidn dptica, el espectro de IR, los espectros de RMN de *H a 300 MHz y de
13C a 75 MHz, el espectro de masa y la difraccién de Rayos X se determinaron en el
Departamento de Quimica del CINVESTAV-IPN, México, D.F., dentro de los trabajos en
colaboracién que se realizan con el Dr. Carlos M. Cerda-Garcia-Rojas y el Dr. Pedro Joseph-

Nathan.

Colecta de la especie vegetal

Ageratina petiolaris fue colectada el 01 de Marzo de 2014 en San Joaquin Morelos,
Municipio de Tlalpujahua, Michoacdn a 2592 msnm (19°44’48.99” Norte, 100°14'45.37”

Oeste), cuando se encontraba en floracion.

La plata se separd en sus distintas partes (flor, hoja, tallo y raiz), secandose a la

sombra para su posterior procesamiento.

Obtencion del extracto hexdnico de flor de Ageratina petiolaris

285 g de flores secas, se sometieron a maceracion con 3 L de hexano durante 7
dias. Se filtré y se concentrd en rotavapor, este procedimiento se repitid 4 veces para el

mismo lote obteniéndose 26 g de una miel color verde oscuro (9% de rendimiento).
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Obtencion del chamazuleno (3)

10 g de extracto de flores se sometieron a purificaciéon en columna cromatografica
usando como fase estacionaria gel de silice de 230-400 mallas y como fase moévil se
utilizaron mezclas de hexano-acetato de etilo en orden creciente de polaridad, la
cromatografia se monitoreo por cromatografia en placa fina, de las fracciones eluidas con
hexano se obtuvo un compuesto de color azul, el cual se llevd a recromatografia
empleando como fase estacionaria gel de silice de 230-400 mallas y como fase moévil éter

de petrdleo.

CJ

Miel color azul.

RMN de *H (400 MHz, CDCl5) & 8.16 (1H, d, J= 1.6 Hz, H-8), 7.62 (1H, d, J= 4.0Hz, H-2), 7.38
(1H, dd, J = 10.8, 1.6 Hz, H-6), 7.22 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-3), 6.98 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-5),
2.84 (2H, q, J = 7.4Hz, H-11), 2.83 (3H, s, H-10), 2.65 (3H,s, H-9), 1.34 (3H, t, J = 7.6, H-12).

RMN de C (100 MHz, CDCl5) 6 144.3 (C, C-4), 137.4 (C, C-1), 136.4 (CH, C-6), 136.2 (C, C-
3a), 136.1 (CH, C-2), 135.7 (C, C-7), 134.7 (CH, C-8), 125.0 (C, C-8a), 124.9 (CH, C-5), 33.8
(CH,, C-11), 24.1 (CHs, C-10), 17.4 (CHs, C-12), 12.9 (CHs, C-9).

Obtencion del dcido 2a-hidroxieperuico (2)

En un matraz baldn se disolvieron 10 g de extracto hexanico de flor de Ageratina
petiolaris en 100 mL de metanol, se agregaron 10 g de hidréxido de potasio y 1 ml de
agua. La mezcla de reaccion se llevo a reflujo durante 4 horas, se agregaron 170 mL de

acido clorhidrico al 10% hasta llegar a un pH de 3. Se vertid sobre hielo y se extrajo con

53



acetato de etilo en un embudo de separacidn. Se lavd 4 veces con agua agitando
ligeramente y se secd con sulfato de sodio anhidro. Se concentré en rotavapor hasta
sequedad y se obtuvo un producto verde. El producto de la reaccidn se sometidé a
cromatografia en columna abierta. De las fracciones eluidas (Hex:AcOEt, 7:3) se
obtuvieron 1.67 g del acido 2a-hidroxieperuico en forma de agujas con 17% de

rendimiento.

H O/// 1)

Agujas incoloras, p.f 127-128°C.

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 4.84 (1H, s, H-17), 4.50 (1H, s, H-17"), 4.17 (1H, quint, J =
5.4 Hz, H-2), 2.39 (1H, m, H-7) 2.39 (1H, dd, J = 14.7, 5.4 Hz, H-14), 2.12 (1H, dd, J = 14.7,
8.4 Hz, H-14’), 1.95 (1H, m, H-7’), 1.94 (1H, m, H-13), 1.77 (1H, m, H-1), 1.71 (1H, m, H-6),
1.64 (1H, m, H-3), 1.61 (1H, m, H-1’), 1.57 (1H, m, H-9), 1.51 (1H, m, H-12), 1.49 (1H, m, H-
3’), 1.48 (1H, m, H-11), 1.42 (1H, m, H-6"), 1.15 (2H, dd, J = 12.5, 2.8 Hz, H-5), 1.03 (1H, m,
H-12"), 0.99 (3H, s, H-18), 0.98 (3H, d, J= 6.2 Hz, H-16), 0.92 (3H, s, H-19), 0.91 (3H, s, H-
20).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) & 178.9 (C=0, C-15), 148.0 (C, C-8), 107.0 (CH,, C-17), 67.8
(CH, C-2), 57.6 (CH, C-9), 53.1 (CH, C-5), 46.4 (CH,, C-3), 45.7 (CH,, C-1), 41.3 (CH,, C-14),
39.7 (C, C-10), 38.1 (CH,, C-7), 36.0 (CH,, C-12), 33.3 (CHs, C-19), 33.0 (C, C-4), 30.9 (CH, C-
13), 24.6 (CHs, C-18), 24.5 (CH,, C-6), 21.5 (CH,, C-11), 19.9 (CHs, C-16), 17.3 (CHs, C-20).
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Oxidacion del dcido 2a-hidroxieperuico (2)
OXIDACION CON CrO3

En un matraz Elermeyer se disolvié 1 g de acido 2a-hidroxieperuico en 2 mL de acido
acético glacial concentrado, por separado se disolvio 1 g de triéxido de cromo en 2 mL de
acido acético glacial y se colocaron en bafo de hielo. Posteriormente se vertio el triéxido
de cromo disuelto sobre la muestra, se agitd y dejo reposar durante 1 hora a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccidn se vertid sobre hielo y se extrajo con éter etilico en un
embudo de separacién. Se lavé 4 veces con agua agitando ligeramente y se secd con
sulfato de sodio anhidro. Se concentrd en rotavapor y se obtuvo una miel color ambar. El
producto de la reaccion se sometid purificacion en columna cromatogréafica. De las
fracciones eluidas (Hex:AcOEt, 8:2) se obtuvieron 120 mg de cristales incoloros con un

rendimiento del 12%.
OXIDACION CON REACTIVO DE JONES

En un matraz baldn se disolvié 1 g de acido 2a-hidroxieperuico en 5 mL de acetona y se
colocd sobre bafio de hielo, se adiciond 1 mL del reactivo de jones gota a gota con
agitacion, posterior a la adicion se retiré del bano y la mezcla se dejé en agitacion durante
2 horas a temperatura ambiente. El crudo de reaccidn se vertid sobre hielo y se extrajo
con acetato de etilo en un embudo de separacién. Se lavd 4 veces con agua agitando
ligeramente, se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtré y concentré. Obteniendo un
producto con un ligero color azul verdoso en forma de cristales. El producto de la reaccién
se sometié a columna cromatogréfica. De las fracciones eluidas (Hex:AcOEt, 8:2) se

obtuvieron 757 mg cristales incoloros con un rendimiento de 76%.
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Cristales incoloros, p.f. 70-75°C.
[a]sg9~35, [als78—-37, [a]s46—43, [a]a36-91, [a]365-222 (c 4.09, CHCl3).
IR (CHCl3) vmex 3400-2500, 1702, 1642 y 1270 cm™

RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) & 4.89 (1H, s, H-17), 4.55 (1H, s, H-17"), 2.46 (1H, m, H-7),
2.44 (1H, m, H-1), 2.34 (1H, m, H-3), 2.34 (1H, m, H-14), 2.22 (1H, m, H-1’), 2.17 (1H, m, H-
3’), 2.12 (1H, m, H-14’), 2.05 (1H, m, H-7"), 1.93 (1H, m, H-13), 1.82 (1H, m, H-6), 1.82 (1H,
m, H-9), 1.66 (1H, dd, J = 12.4, 2.6 Hz, H-5), 1.54 (1H, m, H-12), 1.40 (1H, m, H-6’), 1.38
(1H, m, H-11), 1.06 (3H, s, H-19), 1.00 (1H, m, H-12’), 0.97 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.85
(3H, s, H-18), 0.69 (3H, s, H-20).

RMN de **C (75 MHz, CDCls) & 212.0 (C=0, C-2), 179.1(C=0, C-15), 146.9 (C, C-8), 107.7
(CH,, C-17), 56.7 (CH, C-9), 56.2 (CH,, C-3), 54.8 (CH, C-5), 54.1 (CH,, C-1), 45.0 (C, C-10),
41.3 (CH,, C-14), 39.0 (C, C-4), 37.7 (CH,, C-7), 35.5 (CH,, C-12), 33.4 (CH3, C-19), 30.7 (CH,
C-13), 24.4 (CH,, C-6), 23.1 (CH3, C-18), 21.2 (CH,, C-11), 19.8 (CHs, C-16), 15.2 (CH, C-20).

EIMS m/z 320 [M]" (4), 304 (31), 288 (26), 269 (12), 247 (5), 222 (14), 203 (19), 191 (35),
161 (13), 151 (100), 135 (25), 123 (39), 107 (58).

Preparacion de la 2,4-difenilhidrazona (5) del dcido 2-oxoeperuico (4)

113 mg del acido 2-oxoeperuico (4) se disolvieron en 2.5 mL de etanol, por
separado se prepard una solucion de 2,4-dinitrofenilhirazina (103 mg) en acido sulfurico
(1mL), agua (1mL) y etanol (2.5mL), con la cual se traté el dcido 2-oxoeperuico. La mezcla
se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 24 horas obteniendo cristales de
color naranja, los cuales se sometieron a purificacion en cromatografia en columna de las

fracciones eluidas (CHCI5:AcOEt, 8:2) se obtuvo la 2,4-DNFH 5.
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O,N

Agujas amarillas.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) 611.32 (1H, s, N-H), 9.14 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-3DNFH), 8.30
(1H, dd, J = 9.4, 2.4 Hz, H-5DNFH), 8.02 (1H, d, J = 9.4 Hz, H-6DNFH),4.90 (1H, s, H-17), 4.58
(1H, s, H-17"), 2.68 (1H, m, H-1) 2.65 (1H, m, H-3), 2.45 (1H, m, H-7), 2.40 (1H, dd, J = 14.7,
5.3 Hz, H-14) 2.18 (1H, dd, J = 14.7, 8.8 Hz, H-14’), 2.14 (1H, m, H-1’), 2.04 (1H, m, H-3’),
2.04 (1H, m, H-7"), 1.98 (1H, m, H-13),1.81 (1H, m, H-6), 1.80 (1H, m, H-9), 1.55 (1H, m, H-
12), 1.54 (1H, dd, J = 12.3, 2.5 Hz, H-5), 1.48 (2H,m, H-11), 1.38 (1H, m, H-6'), 1.14 (3H, s,
H-19), 1.06 (1H, m, H-12’), 1.02 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.84 (3H, s, H-18), 0.70 (3H, s, H-
20).

RMN de 3C (75 MHz, CDCl3) 6 178.7 (C=0, C-15), 160.1 (CH, C-2), 147.0 (C, C-8), 145.3 (C-
1DNFH), 137.5 (C-4DNFH), 129.9 (C-5DNFH), 128.8 (C-2DNFH), 123.6 (C-3DNFH), 116.3 (C-
6DNFH), 107.6 (CH,, C-17), 56.6 (CH, C-9), 55.7 (CH, C-5), 48.3 (CH,, C-1), 44.0 (C, C-10),
43.0 (CH,, C-3), 41.1 (CH,, C-14), 38.8 (C, C-4), 37.6 (CHa, C-7), 35.5 (CH,, C-12), 32.8 (CHs,
C-19), 30.8 (CH, C-13), 24.2 (CH,, C-6), 22.7 (CH3, C-18), 21.3 (CH,, C-11) 19. 9 (CH, C-16),
14.7 (CHs, C-20).

Esterificacion del dcido 2a-hidroxieperuico (2)

Se disolvieron 1.409 g del acido 2a-hidroxieperuico (2) en 10 mL de piridina, y se
agregaron 5 mL de anhidrido acético, se calenté en bano de vapor durante 24 horas. Se
vertié sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavé 3 veces con acido clorhidrico al
10% y 4 veces con agua agitando ligeramente, se secé con sulfato de sodio anhidro, se

filtré y concentrd. Obteniendo un crudo de reaccion con un ligero color dmbar. El
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producto de la reaccién se purificd en columna cromatografica. De las fracciones eluidas

(Hex:AcOEt ,8:2) se obtuvo 1.332 g de una miel incolora con un 84% de rendimiento.

ACO// I
.,

Miel incolora

RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 5.15 (1H,quint, J = 4.4 Hz, H-2), 4.86 (1H, s, H-17), 4.51 (1H,
s, H-17"), 2.38 (2H, m, H-7), 2.37 (1H, dd, J = 14.9, 5.4 Hz, H-14), 2.12 (1H, dd, J = 14.9, 8.4,
H-14’), 2.03 (3H, s, H-22), 1.99 (1H, m, H-1), 1.93 (1H, m, H-13), 1.70 (1H, m, H-6), 1.70
(1H, m, H-3), 1.50 (1H, m, H-9), 1.47 (1H, m, H-12), 1.45 (1H, m, H-3’), 1.42 (1H, m, H-1’),
1.42 (1H, m, H-6’), 1.89 (1H, dd, J = 12.5, 2.6 Hz, H-5), 1.0 (1H, m, H-12’), 0.98 (3H, d, J =
6.5 Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, s, H-20).

RMN de **C (100 MHz, CDCl3) 6 179.3 (C=0, C-15), 170.6 (C=0, C-21), 147.6 (C, C-8), 107.1
(CH,, C-17), 70.6 (CH, C-2), 57.5 (CH, C-9), 54.0 (CH, C-5), 43.3 (CH,, C-3), 41.7 (CH,, C-1),
41.3 (CH,, C-14), 39.0 (C, C-10), 38.1 (CH,, C-7), 35.8 (CH,, C-12), 33.7 (CH,, C-19), 32.8 (C,
C-4), 30.9 (CH, C-13), 24.1 (CH,, C-6), 23.5 (CHs, C-18), 21.6 (CH3, C-22), 21.2 (CH,, C-11)
19.8 (CHs, C-16), 16.0 (CH3, C-20).

Preparacion de la amida 7 del dcido 2a-acetoxieperuico (6)

Se colocaron 216 mg del 4cido 2a-acetoxieperuico (6) en matraz de tres bocas seco
provisto con una barra magnética, se cerrd, se hizo pasar corriente de nitrégeno en el
sistema y se adiciono THF, se colocd en baino de hielo en agitacion durante 10 minutos, se
agregd 0.7 mL de NMM gota a gota se sometid a agitacién durante 20 minutos, se
adicionod iBCF gota a gota y se mantuvo en agitacion durante 20 minutos. Por separado se
prepard una solucion de anilina (55 mg) en THF (3mL) y NMM (0.7 mL) la cual se agregd
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gota a gota a la mezcla que contenia al acido carboxilico y se dejo durante 24 horas en
agitacion. Transcurrido este tiempo la reaccidn se extrajo con acetato de etilo, se lavd 2
veces con solucidon de HCl al 10% y 3 veces con agua, secandose con sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y concentré en rotavapor. El producto de reaccidon se sometid a
cromatografia en columna. En las fracciones eluidas (Hex:AcOEt, 8:2) se obtuvieron 60 mg

de la amida correspondiente con un rendimiento del 23%.

RMN de *H (300 MHz, CDCl3) & 7.52 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-25), 7.31 (1H ,dd, J = 8.2, 7.6 Hz,
H-24), 7.10 (1H, t, J = 7.6 Hz, H-26), 5.14 (1H, quint, J =4.4 Hz, H-2), 4.85 (1H, s, H-17), 4.52
(1H, s, H-17), 2.39 (1H, m, H-14), 2.39 (1H, m, H-7), 2.05 (1H, m, H-14’), 2.05 (1H, m, H-
13), 2.02 (3H, s, H-22), 2.00 (1H, m, H-1), 1.95 (1H, m, H-7’), 1.74 (1H, m, H-3), 1.74(1H, m,
H-6), 1.56 (1H, m, H-9), 1.51 (1H, m, H-12), 1.49 (1H, m, H-11), 1.43 (1H, m, H-3’), 1.43 (1H,
m, H-1’), 1.39 (1H, m, H-6), 1.34 (1H, m, H-11’), 1.18 (1H, dd, J = 12.3, 2.4 Hz, H-5), 1.01
(1H, m, H-12’), 0.99 (3H, d, J = 5.9Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-18), 0.91 (3H, s, H-19), 0.86 (3H,
s, H-20).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) 6 170.8 (C=0, C-15), 170.6 (C=0, C-21), 147.7 (C, C-8), 137.9
(C, C-23), 128.9 (CH, C-24), 124.1 (CH, C-26), 119.8 (CH, C-25), 107.3 (CH,, C-17), 70.7 (CH,
C-2), 57.6 (CH, C-9), 54.0 (CH, C-5), 45.1 (CH,, C-14), 43.3 (CH,, C-3), 41.8 (CH,, C-1), 39.0
(C, C-10), 38.1 (CH,, C-7), 36.0 (CH,, C-12), 33.7 (CH3, C-19), 32.8 (C, C-4), 31.4 (CH, C-13),
24.1 (CH,, C-6), 23.5 (CHs, C-18), 21.6 (CHs, C-22), 21.1 (CH,, C-11), 19.8 (CHs, C-16), 16.0
(CHs, C-20).
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8. TABLA DE DESPLAZAMIENTO QUIMICO DE **C DE LOS

COMPUESTOS TIPO LABDANO

Posicion 2 4 5 6 7
1 45.7 54.1 48.3 41.7 41.8
2 67.8 212.0 160.1 70.6 70.7
3 46.4 56.2 43.0 43.3 43.3
4 33.0 39.0 38.8 32.8 32.8
5 53.1 54.8 55.7 54.0 54.0
6 24.5 24.4 24.2 24.1 24.1
7 38.1 37.7 37.6 38.1 38.1
8 148.0 146.9 147.0 147.6 147.7
9 57.6 56.7 56.6 57.5 57.6
10 39.7 45.0 44.0 39.0 39.0
11 21.5 21.2 21.3 21.2 21.1
12 36.0 35.5 35.5 35.8 36.0
13 30.9 30.7 30.8 30.9 314
14 41.3 41.3 41.1 41.3 45.1
15 178.9 179.1 178.7 179.3 170.8
16 19.9 19.8 19.9 19.8 19.8
17 107.0 107.7 107.6 107.1 107.3
18 24.6 23.1 22.7 23.5 23.5
19 33.3 33.4 32.8 33.7 33.7
20 17.3 15.2 14.7 16.0 16.0
21 170.6 170.6
22 21.6 21.6
23 137.9
24 128.9
25 119.8
26 124.1

C-1DNFH 145.3

C-2DNFH 128.8

C-3DNFH 123.6

C-4DNFH 137.5

C-5DNFH 129.9

C-6DNFH 116.3
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