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V. RESUMEN

El &cido 2a-hidroxieperuico (7) es un diterpeno tipo ent-labdano obtenido a partir de la
hidrdlisis alcalina del extracto hexanico de flores de Ageratina petiolaris. El acido 7 posee
dentro de su estructura grupos funcionales de los cuales destacan el hidroxilo y el carboxilo
en las posiciones C-2 y C-15 respectivamente, ambos sustituyentes permiten la preparacion
de derivados de interés farmacolégico. Para la obtencién del derivado 8 se someti6 a 7 a
una reaccion de acetilacion con anhidrido acético en piridina, esto en bafio de vapor, para
posteriormente llevar acab6 la formacion del enlace tipo amida empleando como agente
acoplante 1,1"-carbonildiimidazol (CDI) acompafiado de 2-aminopiridina, empleando la
técnica de ondas ultrasénicas a temperatura ambiente para obtener el derivado 9, el cual se
sometié a una hidrélisis alcalina con hidroxido de potasio en metanol a reflujo para asi
obtener el derivado 10. El derivado 10 se sometié a tratamiento con CDI en reaccion con
ondas ultrasénicas y posterior a ello se le agregé el 4-flourofenol para obtener los
compuestos 11 y 12. Para la obtencién de los derivados 13, 14 se traté al compuesto 7 con
orcinol en presencia de CDI. Asi mismo se construyeron los modelos moleculares, buscando
las estructuras de minima energia mediante Mecanica Molecular aplicando el método de
Monte Carlo y la optimizacion mediante Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel de
calculo B3LYP/DGDZVP de los compuestos obtenidos.
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VI. ABSTRACT

2a-hydroxyeperuic acid (7) is an ent-labdane diterpene obtained from alkaline hydrolysis
from flowers hexane extract of Ageratina petiolaris. The compound 7 within its structure
possess functional groups of which stand out the hydroxyl group and carbonyl group at C-2
and C-15 positions. Both substituents allow the preparation of derivatives with
pharmacological interest. To obtain the product 8, compound 7 was treated under acetylation
conditions with acetic anhydride in pyridine under steam bath. Subsequently the formation of
the amine type bond was carried out using as coupling agent 1,1-carbonildiimidazol (CDI)
accompanied by an amide such as 2-aminopiridine using the technique of ultrasonic waves
at room temperature to obtain the derivate 9. The derivate 9 was treated with potassium
hydroxide in methanol at reflux to obtain the derivative 10. The latter was treated with CDI
and 4-fluorophenol with ultrasonic waves to obtain the derivatives 11 and 12. Compound 7
was treated with orcinol for the production of derivates 13 and 14 in the presence of CDI.
Molecular models were built to search the lowest-energy structures using molecular
mechanics applying the Monte Carlo method and the optimization by Density Functional
Theory at the B3LYP/DGDZVP at level of theory of the obtained compounds.
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Keywords: Ageratina petiolaris, diterpene, CDI, derivative, molecular modeling.
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1. INTRODUCCION

Los productos naturales provenientes de plantas, animales y minerales, han sido la base del
tratamiento de enfermedades humanas. Sin embargo, la sabiduria antigua ha sido la base
de la medicina moderna y seguira siendo una fuente importante de medicina y terapéutica
futuras. Las plantas constituyen una fuente valiosa de medicamentos potenciales para toda
la humanidad. Se sabe que muchas de estas plantas contienen potentes compuestos
biol6gicamente activos y al menos el 25% de los medicamentos utilizados actualmente en la

medicina moderna se derivan de las plantas.’?

Las plantas medicinales y aromaticas han sido estudiadas por la medicina tradicional
practicada desde la antigledad a través de errores y aciertos, estos conocimientos se han
obtenido por la experiencia, practica y observacion, ademas de ser transmitidos a través de
generaciones. Desde la antigiedad el aprovechamiento del hombre sobre las plantas
medicinales ha quedado plasmado en numerosos testimonios escritos pertenecientes a

distintas civilizaciones y culturas.®

El papiro de Ebers (Figura 1), escrito hace unos 3500 afios, describe enfermedades e
indicaciones para solucionarlas mediante el empleo de especies vegetales.

Figura 1. Papiro de Ebers.



El Cddice de la Cruz y Badiano (Figura 2) escrito en 1552 por el indigena Xochimilca Martin
de la Cruz y traducido del ndhuatl al latin por Juan Badiano en México, contiene el tesoro

herbolario de los antiguos mexicanos.

Figura 2. Codice de la Cruz y Badiano.

Los objetivos del uso de plantas como fuentes de agentes terapéuticos son; |) aislar
compuestos biolégicamente activos para uso directo como farmacos; Il) producir
compuestos biolégicamente activos de estructuras nuevas o conocidas de mayor actividad
y/o menor toxicidad; Ill) usar agentes como herramientas farmacolégicas; y V) usar toda la

planta o parte de ella como remedios de hierbas.*

En el siglo XIX se practicaron los primeros analisis quimicos de esencias y otros principios
activos de los vegetales, con la aplicacion del microscopio y la Quimica Analitica nace la

Farmacoquimica y en 1811 se aisla la morfina a partir del opio.

Los productos naturales y sus derivados han sido reconocidos durante muchos afios como
una fuente de agentes terapéuticos y diversidad estructural. Tienen una amplia gama de
diversidad de estructuras quimicas multidimensionales. Mientras tanto, la utilidad de los
productos naturales como modificadores de la funcién biolégica también ha ganado



considerable atencién.” El descubrimiento de farmacos se esta convirtiendo en una tarea
cientifica desafiante para encontrar candidatos lideres robustos y viables, que no es mas
que el proceso que fluye desde un analisis de producto natural a un nuevo aislamiento que
requiere experiencia y conocimiento. Sin embargo, ademas de su diversidad de estructura
quimica y su biodiversidad, el desarrollo de nuevas tecnologias ha revolucionado la
deteccién de productos naturales en el descubrimiento de nuevos farmacos.® La aplicacion
de estas tecnologias ofrece una oportunidad Unica para restablecer productos naturales

como una fuente importante para el descubrimiento de farmacos.

Se ha estimado que existen casi 75,000 especies de plantas superiores en la tierra, y solo el
10% se ha utilizado en medicina tradicional. Solo del 1 al 5% se han estudiado

cientificamente y se sabe que tienen valor terapéutico.®

En todo el mundo, la medicina herbal se basa en la medicina tradicional. Segun la encuesta
oral realizada en muchas regiones del mundo, se ha dicho que las medicinas tradicionales
tienen su propia importancia y filosofia basica. Por lo tanto, la exploracion de los
componentes quimicos de las plantas y su deteccion farmacoldgica pueden proporcionarnos
la base para desarrollar una cura a través del descubrimiento de medicamentos a base de
hierbas.

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
problematica. Sin embargo, el éxito de los productos naturales en el desarrollo de agentes
terapéuticos, ha atraido la atencion de los investigadores. En consecuencia, muchas
estrategias para identificar un nimero creciente de productos naturales han sido reportadas.
Ademas, 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 ain mas de los agentes contra el cancer, pueden

rastrear sus origenes o principios de disefio sintético en el descubrimiento de un producto

natural.>®



Algunos farmacos que estan disponibles en el mercado se descubrieron en fuentes
naturales. Un ejemplo importante es la actividad analgésica del acido acetilsalicilico (Figura
3), que es hasta ahora el agente medicinal mas conocido y utilizado a nivel mundial. Su
origen es de los géneros de plantas Salix spp. y Populus spp. y esta relacionado con la
salicina, un glucésido B-alcohdlico. Otro es el descubrimiento fortuito en el laboratorio del

antibiético penicilina (Figura 3) a partir del hongo Penicillium notatum.?

o OH TR S
N
o H N
h i
H (o)
O 0
HO

Acido acetilsalicilico Penicilina

Figura 3. Farmacos disponibles en el mercado.

Algunos otros ejemplos muestran el valor y la importancia de los productos naturales de
plantas y microorganismos en los dias modernos. El Paclitaxel (Taxol®), aislado de la
corteza del tejo del Pacifico Taxus brevifolia (Taxaceae, Figura 4), es el ejemplo mas
reciente de un producto natural importante que ha tenido un impacto en medicina. Otros
ejemplos de actividad contra una variedad de retrovirus, incluido el VIH, son dos compuestos
aislados de Hypericum perforatum (Guttiferae), la hipericina y pseudohipericina. En cuanto a
las plantas medicinales que tienen buenas propiedades terapéuticas, estas son valiosas
para el sistema moderno de descubrimiento de medicamentos a base de productos
naturales.?



Figura 4. Taxus brevifolia (Taxaceae).

Durante el desarrollo de la Quimica Organica, algunos premios Nobel, han sido otorgados
gracias a los productos naturales, es decir, en base a su estudio dentro del analisis
conformacional, la evoluciéon 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 l6gicos para la sintesis total de productos naturales de alta complejidad molecular.”®



2. ANTECEDENTES

Histéricamente, los productos naturales han sido impulsores en la evolucion de la
quimica organica; “Motores de su desarrollo y como enlaces al dominio de la
biologia”.? La importancia central de los productos naturales en la quimica organica
puede verse en el desarrollo de metodologia sintética, refinamientos de la teoria de
orbitales moleculares frontera, bioquimica y metabolismo secundario, avances
asombrosos en el desarrollo de farmacos y, mas recientemente, avances en biologia
quimica. Mas del 40% de los medicamentos recetados actualmente, y ain mas de los
agentes anticancerigenos, pueden rastrear sus origenes o principios de disefo

sintético subyacentes hasta el descubrimiento de un producto natural.®

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.

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los
seres Vvivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o para

degradar las complejas y obtener las simples.

La ruta metabdlica de las plantas es mucho mas amplia que en otros organismos.
Aparte de la produccion 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 5).%*°

Las plantas, organismos autétrofos, ademas del metabolismo primario presente en
todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos derivados del

metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios, se distribuyen



diferencialmente entre grupos taxonomicos, presentan propiedades bioldgicas,
muchos desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes,

entre otros.

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, la
radiacion UV, la atraccion de los polinizadores y frugivoros, y la alelopatia. A
diferencia de los metabolitos primarios, los metabolitos secundarios tienen una
distribucion restringida en el reino vegetal, es decir se encuentran con frecuencia en

una sola especie vegetal o grupo taxonémico 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 (Figura 5): 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 aminoéacidos.>**™*?
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2.1. Compuestos fendlicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles
o fenilpropanoides y derivan todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo. Los compuestos fendlicos se encuentran comunmente conjugados con

azlcares o acidos organicos.

OH

Figura 6. Estructura del fenol.

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos: La
ruta del &cido maldnico, es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias,

pero es poco empleada en plantas superiores.**

La ruta del acido shikimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los
compuestos fendlicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirtavico
se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis de acido shikimico vy,
aminoacidos (fenilalanina, tript6fano y tirosina). Entre los que se encuentran:

cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.™
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Figura 7. Ruta del &cido Shikimico.

2.2. Glicésidos

Los glicosidos son compuestos que resultan de la combinacion del grupo reductor de
un azdcar con una sustancia de naturaleza distinta, con eliminacion de una molécula
de agua. Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una
molécula de azlcar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Entre los

que se encuentran: saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y
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glucosinolatos. Por su unidon existen O-Glicosidos, S-Glicésidos, N-Glicésidos, C-

Glicésidos.™®

CH,OH

© H
H
) i
OH =
HO H o c=0
H HO H;C—O
Vainillésido (alfa-O-glicosido)
Figura 8. Glicosido.

2.3. Alcaloides

La toxicidad de ciertas plantas, hongos y animales ha sido conocida por el ser
humano desde tiempos remotos, aunque no se supiera asociar esa toxicidad con
determinados compuestos como son los alcaloides. Se sintetizan a partir de
aminoacidos normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos
como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina.** La muscarina es

un alcaloide téxico aislado de la Amanita muscaria (Figura 9).

i
HyC—N

CHs | o cH,

Muscarina

Figura 9. Amanita muscaria (muscarina).

2.4. Terpenos

Los terpenos constituyen una gran familia de fitoconstituyentes de poca base comun

funcional y estructural. Los esteroides, los carotenoides y el acido giberélico son solo
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algunos de sus miembros. Estan compuestos por el grupo mas importante de
compuestos activos en plantas con mas de 55,000 estructuras conocidas. Son
derivados polimeéricos de isopreno y sintetizados a partir de acetato a través de la via
del acido mevaldnico. El nUmero de unidades incorporadas en un terpeno particular
sirve como base para su clasificacion. Muchos de ellos tienen actividad farmacoldgica
y se usan para el tratamiento de enfermedades tanto en humanos como en

animales.*®

Algunos compuestos interesantes se utilizan ampliamente en el sector industrial como
sabores, fragancias, especias. Se han aislado varios miles de tipos diferentes de
moléculas de grupos de plantas muy diferentes. A pesar de sus estructuras variadas,
todas ellas se sintetizan solo por unas pocas vias'’ a partir de la via del acido
mevalonico, o bien por la ruta del metileritritol fosfato (MEP). Durante su formacion
cada grupo de terpenos se origina por la condensacion “cabeza-cola” de un niumero

variable de unidades isoprénicas.*®

Durante su formacion, las unidades de isopreno se unen en forma de cabeza y cola.

Cola \/K <« Cabeza

Debido a la amplitud de este grupo de productos naturales, surge la necesidad de
establecer un sistema de clasificacion para ello. La clasificacién tradicionalmente
aceptada se basa en la cantidad de unidades de isopreno presentes en la estructura.
Es por ello que el nimero de unidades de isopreno incorporadas en un terpeno se

utiliza como base para su clasificacion, lo que puede apreciarse en la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los terpenos.

Hemiterpenos Cs )\/\OPP
Monoterpenos Cio M/\
OPP

Sesquiterpenos Cis
X A ~ oPP

Diterpenos C20 N N N AN

OPP
Sésterpenos Cos S § g . N

OPP

Triterpenos Cao
Tetraterpenos Cao \ N N ™ ~ ~ ~ d
Politerpenos >Cso N AN AN

n OPP

2.5. Diterpenos

Los diterpenos son compuestos caracterizados por poseer una estructura basica de
20 carbonos y proceder del precursor (2E,6E,10E)-geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
presentando una gran variabilidad estructural. En una primera instancia, los
diterpenos pueden dividirse en dos grandes grupos, aciclicos y ciclicos.'® Los
compuestos aciclicos son los menos frecuentes, pudiendo ser lineales o poseer un
ciclo lactonico o éter. Por su parte, los diterpenos ciclados son clasificados a su vez
en: biciclicos (labdanos y clerodanos), triciclicos (pimaranos, isopimaranos, abietanos,
casanos y rosanos), tetraciclicos (kauranos, atisiranos, beyeranos y giberelinas) y

pentaciclicos (traquilobanos).

También se incluyen en este grupo los diterpenos macrociclicos como los cembrenos,

casbenos o taxanos y los diterpenos miscelaneos briarano y vibsano.
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Q\E\I\d\ Monociclico (Vitamina A)

Lineal (Fitol)
Qigj)\ Biciclico (acido agatico)
Triciclico (acido abiético) Tetraciclico (giberelina A)

Figura 10. Esqueletos de diterpenos.

Los diterpenos tipo labdano (Figura 10) son poco comunes en la naturaleza, por esta
razon 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.’

7,
7,
7,
7,
7.
7,
z
r’d

Figura 11. Esqueleto base de diterpeno tipo labdano.
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2.5.1. Actividad farmacoldgica de los diterpenos

El interés farmacoldgico de los diterpenos esté fuera de toda duda, si recordamos que
dentro de este grupo se encuentran los diterpenos triciclicos del género Taxus y sus
derivados (paclitaxel o Taxol® y docetaxel o Taxotere®), utilizados actualmente en

terapéutica en el tratamiento de algunos tipos de cancer por su accién antimitética.*®*°

Figura 12. Estructura del paclitaxel.

Ademas de estos compuestos, existen otros diterpenos que presentan interesantes
actividades farmacoldgicas que los convierten en potenciales agentes terapéuticos.
Asi, podemos mencionar las propiedades antihipertensivas del acido labdan-8(17)-en-
15-oico y de la forskolina, la antiagregante plaquetaria del carnosol y de los acidos
pimérico y levopiméarico, asi como el interés de las quinonas diterpénicas de Salvia

miltiorrhiza Bunge en el tratamiento de diversas afecciones del miocardio.*®*°

También se han encontrado otras propiedades farmacol6gicas para estos
compuestos, entre las que se destacan las propiedades antirretrovirales de la
prostratina, antitumorales de la oridonina y la lasiokaurina, antimicrobianas de la
salvipimarona, antiparasitarias del acido kaurenoico frente al Trypanosoma cruzi,
antiinflamatorias de numerosos diterpenos obtenidos de la familia Lamiaceae (como la
tanshinona 1IA y el borjatriol aislados de los géneros Salvia y Sideritis,
respectivamente), ademas de las propiedades analgésicas y gastroprotectivas del

acido centipédico.**?°
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Figura 13. Estructuras de compuestos con propiedades farmacoldgicas.

Los diterpenos palmonina D y la palmonina F (Figura 14), aislados de Eunicella
singularis, presentaron una potente actividad apoptotica, ademas previeron el
crecimiento de esferoides incluso después de diez dias de incubacién. Por lo que
podrian usarse como anticancerosos contra el cancer de mama, ambos compuestos

son candidatos para su posterior desarrollo como farmacos.*

Palmonina D Palmonina F

Figura 14. Diterpenos aislados de E. singularis.
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2.6. Familia Asteraceae

México es uno de los principales centros de diversificacion de la familia Asteraceae,
una familia de angiospermas con distribuciobn cosmopolita. Se registra 26 tribus, 417
géneros y 3,113 especies de Asteraceae, de las cuales 3,050 son especies nativas y
1,988 son endémicas del territorio nacional. Los géneros mas relevantes, tanto por el
namero de especies como por su componente endémico, son Ageratina, Verbesina y
Stevia. Esta familia también presenta una amplia variedad de formas de vida:

2223 | 3 evidencia

herbaceas, suculentas, lianas, epifitas, arboles y arbustos.
filogenética y los datos paleontoldgicos sugieren que el ancestro de Asteraceae surgio
en el hemisferio sur, en el area que hoy corresponde a la region andina de
Sudamérica.?®** Una de las caracteristicas méas importantes es la presencia de flores

apretadas en una inflorescencia condensada que se asemeja a una sola flor grande.
2.6.1. Género Ageratina

En México, se encuentran distribuidas en el territorio nacional cerca 164 especies del
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.®

Las plantas pertenecientes al género Ageratina poseen una riqueza importante en
compuestos labdandlicos dentro de los que destacan los acidos cativico,
labdadiendico y 13-epi-labdandlico aislados de A. jocotepecana y el acido 2a-iso-

valeroxieperuico, un ent-labdano aislado de A. petiolaris.”?*

2.6.2. Ageratina petiolaris

Es un arbusto que puede llegar a 2 m de altura; tallos lefiosos, cilindricos, de 2 a 5
mm de didmetro, estriados, blanco-amarillentos, puberulentos; hojas opuestas, peciolo
de 1.5 a 8 cm de largo, pubescente, lamina 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, membranacea; numerosos capitulos de 7 a 8 mm de
largo dispuestos en corimbos, compuestos terminales, pedicelos pubescentes;
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involucro turbinado, de 5 a 7 mm de largo por £5 mm de ancho, cubre la mitad basal o
mas de las corolas, sus bracteas discretas 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 15).

Figura 15. Floracion de Ageratina petiolaris.

Ageratina petiolaris conocida comunmente 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 xerdfilo y
bosque de pino, encino y Juniperus; crece frecuentemente en ambientes de disturbio,

especialmente a lo largo de caminos y carreteras.’

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

iso-valeroxieperuico (5) (Figura 16), un diterpeno tipo ent-labdano.?

Existen varios reportes sobre la composicion fitoquimica de A. petiolaris (Figura 15)
identificando al 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de bencilo (1a), 2,6-dimetoxibenzoato de
bencilo (1b), 2,6-dimetoxibenzoato de 3-metoxibencilo (1c), 2-hidroxi-3,6-
dimetoxibenzoato de bencilo (1d), chamazuleno (2), L-quiro-inositol (3), acido

clorogénico (4), 4cido 2a-iso-valeroxieperuico (5) y acido 2a-tigloiloxieperuico (6).%
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Figura 16. Composicion fitoquimica obtenida de A. petiolaris.

El &cido 2a-iso-valeroxieperuico (5), diterpeno tipo ent-labdano al cual se le realizaron

diferentes reacciones quimicas obteniéndose diferentes derivados (Figura 17).%’

5 R=CH, R’=H R"’= O-iso-valeroil
5a R=CH, R’=CHj; R’'= O-iso-valeraoll
RO, 5b R=CH, R'=CH; R"=O0OH
"y, 5¢ R=CH, R’=CH3; R’’=OAc
5d R=CH, R'=CH; R"=0
5¢e R=CH, R'=CH; R""=H
5f R=0 R'=CH; R"’=OAc
3 59 R=0 R'=CH; R”"=H
% H 7 R=CH, R’=H R"’= OH

Figura 17. Derivados del acido 2a-iso-valeroxieperuico (5).
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2.6.3. Acido 2a-hidroxieperuico (7)

A partir de una hidrdlisis basica sobre el enlace tipo éster del acido 2a-iso-
valeroxieperuico (5), se obtuvo el acido 2a-hidroxieperuico (7) (Figura 18) en forma

de cristales.

HO
/// 'y ///

2
7,

Z~ H
[

Figura 18. Acido 2a-hidroxieperuico (7).

Dentro de su esqueleto el &cido 2a-hidroxieperuico (7), posee grupos funcionales los
cuales se pueden modificar mediante diferentes reacciones quimicas que conduzcan
a diversos derivados del diterpeno tipo ent-labdano. Algunos procesos para la
modificacién quimica se describen a continuacion, los cuales estan estrechamente

relacionados con los grupos funcionales existentes en el acido 7.

2.7. Acidos carboxilicos y derivados

A los compuestos que contienen el grupo carboxilo (abreviado -COOH o CO;H) se les
denomina &cidos carboxilicos. El grupo carboxilo es el origen de una serie de
compuestos organicos entre los que se encuentran los haluros de acido (RCOCI), los
anhidridos de 4cido (RCOOCOR), los ésteres (RCOOR"), y las amidas (RCONH,).?
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TABLA 2. Acidos carboxilicos y derivados.

Clase Formula General
o)
Acido carboxilico H
R oH
o
Cloruro de acido ﬂ
R
o) o
Anhidrido de écido I )j\
R o R'
o}
Ester (|:|
R or
o]
Amida Ll
R \NHZ
o
Amida N-sustituida ﬂ
R” NHR'
o}
Amida N,N-disustituida u
R/ \NR'R

2.8. Activadores del grupo carboxilo

Los derivados de los acidos carboxilicos son dificiles de preparar mediante reacciones
directas con aminas y alcoholes debido a su complejidad, por lo que se ha llegado a la
necesidad de utilizar activadores del grupo carboxilo. La activacion del acido
carboxilico se puede lograr por conversion en grupos funcionales mas reactivos como

el haluro de acilo, anhidrido, azida de acilo o por activacion in situ mediante reactivos
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de acoplamiento tales como: 1,1’-carbonildiimidazol (CDI) vy 1,1-

diciclohexilcarbodiimida (DCC, Figura 19), entre otros.?>%

o)

M
(T 0 ()=

Figura 19. Activadores del grupo carboxilo.

2.8.1. Formacion de cloruro de acido

Los cloruros de acido son generalmente intermediarios muy Utiles en la formacién de
derivados de acidos carboxilicos debido a que ellos son normalmente mucho mas
reactivos que estos ultimos, por ejemplo en reacciones de esterificacion, amidacion,

etc.29%0

En particular, los cloruros de &cido son un tipo de derivados muy utilizados, que
provienen de sus correspondientes acidos carboxilicos, y donde el grupo acilo esta
unido a un buen grupo saliente. Los cloruros de &cido se preparan mediante la
reaccion de los &cidos carboxilicos con: cloruro de tionilo (SOCI,), tricloruro de fésforo

(PCl5) o pentacloruro de fésforo (PCls).?
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Figura 20. Formacion de cloruros de acido.

2.8.1.1 Anhidridos de acido

Se preparan por reaccion de los acidos carboxilicos con cloruros de acido en

presencia de una base no nucleofilica, como la piridina.?’

Ll ) b
+ + — c__C.__*
S e L) — Aote (o

Figura 21. Reaccién de anhidridos con piridina.

2.8.2. Formacion de ésteres

Los &cidos carboxilicos reaccionan con alcoholes, en presencia de un catalizador

acido, formando ésteres y agua (reaccion de esterificacion de Fischer).?®

2.8.2.1. Esterificacion de Fisher

Los acidos carboxilicos pueden transformarse directamente en ésteres al calentarlos

con alcoholes en presencia de una cantidad catalitica de &cido mineral.?**°
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(0] H+ o

L+ R-—oOH J__r * H0

R OH R (0]

Figura 22. Reaccion de Fisher.

2.8.2.2. Esterificacion por reaccion de un anhidrido de acido con un alcohol

La reaccién de anhidridos con alcoholes permite obtener ésteres.”® Los ésteres
también se forman por la reaccion de alcoholes con cloruros de acilo, esta reaccion se

lleva a cabo en presencia de una base débil como la piridina.

o o

o) o)
AOJ\ Rt )J\OCH3+)J\OH

Figura 23. Reaccién de anhidridos de acido con alcohol.

2.8.2.3. Esterificacion por reaccion de un anion carboxilato con un halogenuro

de alquilo

La reaccién de un anién carboxilato con un halogenuro de alquilo en un disolvente

polar aprético permite obtener ésteres.*

(o) N o
. | A cl , N
ONa > O/@
N __~

Figura 24. Reaccion anion carboxilato con un halogenuro de alquilo.
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2.8.3. Reaccioén de acidos carboxilicos con diazometano

La reaccion de &cidos carboxilicos con diazometano permite obtener ésteres

metilicos. Esta reaccidn es poco utilizada debido a la elevada toxicidad del

diazometano.3033

(0) (0]
)J\ c v )L
H,C—N=—72N CH N
3 + 2
o R O/

R OH

Figura 25. Reaccién acidos carboxilicos con diazometano.

2.8.4. Formacion de amidas

Las amidas, 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 &cidos carboxilicos.”**

Las amidas se pueden preparar a partir de cloruros de &cido, de anhidridos de &cido,
de ésteres, de &cidos carboxilicos e incluso de sales de acidos carboxilicos. Todos
estos métodos implican la adicion nucleofilica de amoniaco o de aminas, seguida de
eliminacién del correspondiente grupo saliente. La reaccién de cloruros de acido con
amoniaco o aminas, para obtener amidas, se lleva a cabo en presencia de un exceso

de la amina o del amoniaco a fin de neutralizar el HCI formado en la reaccion.?®
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Figura 26. Reacciones para la obtencion de amidas.

2.9. Métodos de Quimica Computacional

La Quimica computacional tiene por objeto estudiar, caracterizar y predecir la
estructura y estabilidad de los sistemas quimicos, estudiando diferencias de energia
entre diferentes estados para explicar propiedades espectroscopicas y mecanismos

de reaccion a nivel atémico.*
2.9.1. Modelado molecular

Es una técnica computacional que permite estudiar la interaccién que existe entre
moléculas quimicas, mediante el empleo de programas informaticos que representen

las estructuras y comportamiento de las moléculas.®**

2.9.2. Protocolo Monte Carlo

Protocolo de Monte Carlo es una combinacion de muestreo aleatorio y el empleo de la

distribucion de Boltzmann. Es una manera de seleccionar estructuras tridimensionales
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arbitrarias, no relacionadas entre si. Las configuraciones secuenciales de este tipo de
muestreo son instantaneas al azar del movimiento total de la molécula y por tanto no

ofrece ninguna pista sobre la ruta traslacional que las une.*
2.9.3. Mecéanica molecular

Es un método de calculo disefiado para obtener energias y estructuras de moléculas.
Los céalculos de mecéanica molecular o campo de fuerza estan basados sobre modelos

simples de mecénica clasica de estructura molecular.®

El método surge de las nociones simples de enlaces, angulos diedros. La idea basica
es que estos poseen valores naturales a los cuales las moléculas ajustan sus
geometrias en los casos simples. Para moléculas complejas, el efecto de las
interacciones de no enlace provoca una deformacion de las mismas con respecto a

los valores de equilibrio normales, pero de manera predecible.
2.9.4. Teoria de Funcionales de la Densidad

Los métodos de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) proceden de la
mecanica cuantica, concretamente del modelo Thomas-Fermi-Dirac (1920) y del
trabajo fundamental de Slater (1950). La aproximacion DFT se basa en la estrategia
de introducir la correlacion electrénica usando funcionales (funciones de funciones) de
la densidad electrénica. Estos métodos usan el teorema de Hohenberg-Kohn, (1964),
en el que se demuestra la existencia de un solo funcional que determina la energia del
estado fundamental y la densidad electronica exactamente. Sin embargo, el teorema

no da la forma del funcional.®>

Es un proceso variacional alternativo a la solucidon de la ecuacion de Schrédinger,
donde el funcional de la energia electrénica es minimizado con respecto a la densidad
electréonica. Es uno de los métodos mas utilizados en los calculos cuanticos de la
estructura electrénica de la materia, tanto en la fisica de la materia condensada como

en la Quimica cuéntica.®
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3. JUSTIFICACION.

Ageratina petiolaris es un arbusto con una amplia gama de metabolitos secundarios,
debido a los diferentes estudios que se han realizado en los cuales se obtuvo al
diterpeno tipo ent-labdano [acido 2a-hidroxieperuico, (7)] que posee dentro de su
estructura grupos funcionales, de los cuales destacan el hidroxilo y el carboxilo en las
posiciones C-2 y C-15 respectivamente, grupos que son esenciales para la obtencién
de nuevos derivados de interés farmacoldgico, especialmente para generar farmacos

con posible actividad anticancerosas.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
Llevar a cabo la preparacion de nuevos derivados tipo amida y carbonato explotando
los grupos funcionales que el &cido 2a-hidroxieperuico (7) pose dentro de su
estructura, obtenido por hidrélisis basica del extracto hexanico de flores de Ageratina

petiolaris para aumentar su posible actividad bioldgica.

4.2. Objetivos especificos
e Colectar y separar en sus diferentes partes la planta Ageratina petiolaris.
e Obtener mediante maceracion el extracto hexanico de flores.

e Del extracto crudo obtener por hidrdlisis alcalina con KOH en metanol el acido

2a-hidroxieperuico.

e Realizar las reacciones correspondientes para llevar a cabo la transformacion

quimica del &cido 2a-hidroxieperuico.

e Caracterizar los productos obtenidos, mediante sus datos fisicos vy

espectroscépicos.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se colectd Ageratina petiolaris al oriente del estado de Michoacan cerca de San
Joaquin Morelos, Municipio de Tlalpujahua a 2592 msnm; de acuerdo a los estudios
realizados previamente dentro del grupo de trabajo, utilizando para este estudio
Unicamente las flores de Ageratina petiolaris, ya que en esta parte se encontraba el

acido 2a-iso-valeroxieperuico en abundancia, en comparacion con hoja, tallo y raiz.

5.1. Obtencion del acido 2a-hidroxieperuico (7)

Se obtuvo el extracto hexanico de las flores de Ageratina petiolaris el cual se sometié
a una hidrolisis alcalina para obtener el acido 2a-hidroxieperuico, como cristales
incoloros en forma de aguja, con un punto de fusion de 127-128 °C (Lit. 127-128
°C),"?" el cual se identificé por medio de sus espectros de RMN. Los desplazamientos

de RMN de *H y punto de fusién coincidieron con los datos descritos en la literatura.?’

Figura 27. Obtencion del acido 2a-hidroxieperuico. A) Ageratina petiolaris en su
habitat; B) Flores secas; C) Maceracién en hexano; D) Concentracion de extracto; E)
Hidrolisis alcalina; F) Cromatografia en columna; G) Cristales del &cido 2a-

hidroxieperuico; H) Identificacion del compuesto mediante RMN.
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En el espectro de RMN de *H de 7 (Figura 29) se observaron dos sefiales simples en
4.84 y 4.50 ppm correspondientes a los hidrogenos del metileno exociclico H-17 y H-
17’ respectivamente, en 4.17 ppm se aprecid una sefial quintuple (J = 5.4 Hz)
correspondiente al hidrégeno base de hidroxilo H-2, en 1.15 ppm se observé una
sefal doble de dobles (J = 12.5, 2.8 Hz) identificada como H-5, en 0.99 se encontrd
una sefial simple que integra para tres hidrégenos identificados como Me-18, asi
mismo en 0.98 ppm se observé una sefal doble (J = 6.2 Hz) debida al Unico metilo
secundario de la molécula Me-16, en 0.92 y 0.91 ppm se observaron dos sefiales
simples correspondientes a Me-19 y Me-20 respectivamente. Cabe sefalar que estas
dos ultimas sefales habian sido reportadas como una sefial simple que integraba

para seis hidrégenos.’

En el espectro de RMN de *3C (Figura 30) se observaron 20 sefiales que confirman la
presencia del diterpeno. En 178.9 ppm se observo la sefial propia para el carbonilo C-
15, en 148.0 ppm se observo la sefial de C-8, en 107.0 ppm se aprecié la sefial del
carbono del metileno exociclico C-17, en 67.8 ppm se observé la sefial del carbono

base de hidroxilo C-2 principalmente.

Figura 28. Cristales del acido 2a-hidroxieperuico (7).
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Figura 29. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del &cido 2a-hidroxieperuico (7) en CDCls.
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5.2. Esterificacion del acido 7 para obtener el acido 2a-acetoxieperuico (8)

La esterificacion del compuesto 8 se llevo a cabo mediante la acetilaciéon del grupo
hidroxilo en C-2 de 7 en presencia de anhidrido acético y piridina, la mezcla de
reaccion fue sometida a bafio de vapor por periodos de 8 h hasta completar 24 h. El
derivado acetilado se identific6 por medio de sus espectros de RMN teniendo un

aspecto de miel ligeramente ambar.

o o
)I\OJ]\ = OII/’ Iy,
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El espectro de RMN de *H de 8 (Figura 32) mostré una sefial quintuple en 5.15 ppm (J
= 3.9 Hz), correspondiente al hidrégeno base de éster H-2, y en 2.03 ppm una sefial

simple que integrd para los tres protones de Me-22.

El espectro de RMN de **C de 8 (Figura 33) se observaron 22 sefiales confirmando la
presencia del compuesto en donde se identificaron dos sefiales de carbonilo, una en
179.3 ppm correspondiente al &cido carboxilico y otra en 170.6 ppm asignada al
carbonilo de éster del acetilo, también resultan importantes las sefiales en 70.6 ppm del
carbono base de éster y en 21.6 ppm la sefial que se asigné al metilo del acetilo. Lo

gue concuerda con el reporte previd.

Figura 31. Miel del acido 2a-acetoxieperuico (8).
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5.3. Preparacion dela2a-acetoxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (9)

La amida 9 se preparo partiendo del derivado acido 8, en una primera etapa 8 se hizo
reaccionar con CDI para la activacion del grupo carboxilo C-15 por un periodo de 90
min, posteriormente, en una segunda etapa se adiciond la 2-aminopiridina para la
formacion del enlace amida a temperatura ambiente durante 90 min adicionales,
obteniendo el compuesto de interés una miel incolora, esta metodologia resulta
novedosa en el &rea de productos naturales dado que comuinmente esta reaccion es

empleada para la sintesis de péptidos.

NH,
Z N
OH Q \H/o”’///
\ 1y,

CDL THF, ))), 40% O

En el espectro de RMN de *H de la amida 9 (Figura 35) destacan las sefiales a campo
bajo para los hidrogenos aromaticos en 8.24 ppm unasefal multiple para H-27, en 8.22
ppm como una sefial multiple para H-25 yen7.70 ppm una sefial multiple para H-26, en
7.03 una sefial doble de dobles de dobles (J = 7.3, 4.8, 1.0 Hz) para H-24,
observandose un acoplamiento entre dichas sefiales, asi mismo en 5.14 ppm se observé
una sefial quintuple (J = 4.1 Hz) correspondiente al hidrogeno base de éster H-2, se
mostraron dos sefiales simples en 4.84 y 4.50 ppm correspondientes a los hidrogenos
del metileno exociclico H-17 y H-17" respectivamente, asi como el resto de las

sefales caracteristicas del sistema.

En el espectro de RMN de **C de la amida 9 (Figura 36) se observaron 27 sefiales
gue confirman la presencia del compuesto amidico de los cuales se observaron dos
sefiales de carbonilos, una en 170.3 ppm correspondiente al carbonilo de amida C-15

y otra en 170.6 ppm asignada al carbonilo de éster C-21, en la region de los carbonos
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aromaticos se observaron cinco sefales correspondientes C-23, C-27, C-26, C-24, C-
25a151.5, 147.7,138.4, 119.7 y 114.1 ppm del anillo aromético respectivamente.

En el espectro HMBC (Figura 37) se observa una sefial de correlacion del hidrégeno
H-24 con los carbonos C-27 y C-25, asi mismo se observa una correlacion entre el H-
25 con el carbono cuaternario C-23 y con C-26, C-24, correspondientes a los
carbonos del anillo amida, observandose también una correlacion de H-26 con el

carbono cuaternario C-23 y con los C-27 y C-25.

Las sefiales del anillo aromatico se asignaron en base a su espectro HSQC (Figura
38) en la cual se pudo asignar la correlacion entre C-H del anillo amidico de C-24, C-

25, C-26, C-27respectivamente.

Figura 34. Miel de la 2a-acetoxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (9).
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De los célculos computacionales se obtuvieron distintos conférmeros pertenecientes
al compuesto 9, arrojando como minimo global el conformero que se muestra en la
(Figura 39), debido a que presenta una energia de Eprr = —1348.45 hartrees. De
todos los conformeros obtenidos durante los célculos realizados computacionalmente
cabe mencionar que estos presentan la misma disposicion en el sistema base
diterpénico, tomando un arreglo conformacional que hace que los sustituyentes
incorporados en las cadenas laterales de C-2 y C-15, intenten acoplarse una con otra,
lo que nos lleva a pensar que existe una interaccion entre ellos que hace que tomen
tal conformacion, probablemente por la formacion de puentes de hidrogeno que
pudiese existir entre ellos. Es necesario mencionar que para poder confirmar tal

supuesto es necesario llevar a cabo este estudio mas a fondo.

Figura 39. Minimo global de la 2a-acetoxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (9)
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5.4. Preparacion de la 2a-hidroxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (10)

La amida 10 se prepar6 partiendo de la 2a-acetoxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (9) en
una sola etapa, haciendo reaccionar el C-2 mediante una reaccion de hidrélisis
alcalina con hidroxido de potasio en metanol a reflujo por un periodo de 4 horas,

obteniendo al compuesto de interés como una miel incolora.

| X KOH

P MeOH, reflujo, 36%

En el espectro de RMN de*H de la amida 10 (Figura 41) destacan las sefiales acampo
bajo para los hidrégenos aromaticos. En 8.26 ppm una sefal multiple para H-25, en 8.25
ppmunasefialdoble de triples (J = 1.9, 0.9 Hz) paraH-23 yen7.71 ppm unasefial doble
de dobles de dobles (J = 8.8, 7.3, 1.9 Hz) para H-24, en 7.04 ppm una sefial doble de
dobles de dobles (J = 7.3, 4.8, 1.0 Hz) para H-22, asi mismo en 4.83 y 4.51 ppm se
observaron dos sefiales simples correspondientes a los hidrégenos del metileno
exociclico H-17 y H-17" respectivamente, y en 4.14 ppm se observd una sefal
quintuple (J = 4.1 Hz) correspondiente al hidrégeno base de hidroxilo H-2, asi como el

resto de las sefnales caracteristicas del sistema.

En el espectro de RMN de *3C (Figura 42) se observaron 25 sefiales confirmando la
presencia de nuestro compuesto en los que destacan una sefial de carbonilo, en 171.7
ppm correspondiente al carbonilo de amida C-15, en la region de los carbonos
aromaticos se observaron cinco sefales correspondientes C-21, C-25, C-24, C-22, C-23
en 151.7, 147.7, 138.5, 119.7 y 114.0 ppm respectivamente, asi como las demas
sefiales correspondientes al sistema base.
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En el espectro HMBC (Figura 43) se observa una sefial de correlaciéon del hidrogeno H-22
con los carbonos C-23 y C-25, asi mismo se observa una correlacion entre el NH con el
carbonilo C-15 base de enlace amida y con C-22, observandose también una correlacion
de H-24 con el carbono cuaternario C-21 y con C-23, C-25 asi mismo la correlacion entre

el H-25 con los carbonos C-22, C-24 y C-21, que corresponde al anillo de la amida.

Las sefiales del anillo aromético se asignaron en base a su espectro HETCOR (Figura
44) en la cual se pudo asignar la correlacién entre C-H del anillo amidico C-22, C-23,

C-24, C-25 respectivamente.

Figura 40. Miel de la 2a-hidroxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (10).
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De los célculos computacionales se obtuvieron distintos conférmeros pertenecientes
al compuesto 10, arrojando como minimo global el conférmero que se muestra en la
(Figura 45), debido a que presenta una energia de Eper = —1235.09 hartrees. De
todos los conformeros obtenidos durante los célculos realizados computacionalmente
cabe mencionar que en este conférmero se observa un arreglo conformacional que
hace que el sustituyente incorporado en la cadena lateral C-15, no intente acoplarse
con el hidroxilo de la posicion C-2 lo que nos hace pensar que no existe una
interaccion entre ellos, por lo tanto el arreglo que el conformero toma es diferente a

los conférmeros que cuentan con sustituyentes distintos en las posiciones C-2 y C-15.

Figura 45. Minimo global de la 2a-hidroxi-N-(piridin-2-il)eperuamida 10.
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5.5. Preparacion del carbonato a partir del 2a-hidroxi-N-(piridin-2-il)eperuamida
(11) e intermediario acil-imidazol (12)

El carbonato 11 se prepar6 partiendo de la amida 10. En una primera etapa 10 se hizo
reaccionar con CDI para la activacion del grupo hidroxilo C-2 durante 8 h.
Posteriormente en una segunda etapa se adiciond el reactivo 4-fluorofenolen en bafo
ultrasonico a temperatura ambiente por 12 h mas, obteniendo el compuesto de interés

una miel incolora, también se pudo identificar el intermediario acil imidazol 12.
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En el espectro de RMN de 'H de 11 (Figura 46) destacan las sefiales a campo bajo
para los hidrégenos aromaticos: en: 8.25 ppm una sefial multiple para H-25, en 8.21
ppm una sefial simple para H-23 y en 7.69 ppm una seiial triple (J = 0.9) para H-24,
en 7.13 una sefial multiple para H-28, en 7.12 ppm una sefial multiple para el H-28",
en 7.07 ppm una sefial multiple para el H-29, en 7.07 ppm una sefial multiple para H-
29, en 7.04 una sefal multiple para H-22. En 5.07 una sefial multiple correspondiente
al H-2, asi mismo en 4.88 y 4.53 ppm se observaron dos sefiales una multiple y una
simple correspondientes a los hidrogenos del metileno exociclico H-17 y H-17"

respectivamente, asi como el resto de las sefiales caracteristicas del sistema.

En elespectro de RMN de *Hde 12 (Figura 48) destacan las sefiales aromaticas en 8.24
ppm una sefial multiple paraH-25, en 8.22 ppmunasefal simple paraH-23, en 8.12 una
sefal simple para H-27, en, 7.71 un sefial multiple para H-24, en 7.40 una sefal
multiple para H-28, en 7.07 una sefial multiple para H-29 asi como el resto de las

sefales caracteristicas del sistema diterpenico.

51



[4S]

0 N
I 26
\25
| 21
o] 22 /24
23
29 29°
28 28 22
—T T T T T
7.20 715 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90
ppm
17 17
2
u N; MNren
] » 1 L T N T L I L I " T . I L ] v 1
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

ppm

Figura 46. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del carbonato 11 en CDCls.




De los conférmeros obtenidos mediante los calculos computacionales para el
compuesto 11, se obtuvo el minimo global que se muestra en la (Figura 47), que
presenta una energia de Eper = -1753.95 hartrees. De todos los conférmeros
obtenidos durante los calculos realizados computacionalmente cabe mencionar que
estos presentan la misma disposicion en el sistema base diterpénico, tomando un
arreglo conformacional que hace que los sustituyentes incorporados en las cadenas
laterales de C-2 y C-15, intenten acoplarse una con otra, lo que permite suponer que
existe una interaccion entre los electrones de los anillos aromaticos que hace que

tomen tal conformacion.

<

Figura 47. Minimo global del carbonato 11.
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Figura 48. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del intermediario acil-imidazol 12 en CDCls.
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De los conférmeros obtenidos mediante los calculos computacionales para el
compuesto 12, se obtuvo el minimo global que se muestra en la (Figura 49), que
presenta una energia de Eppr = -1573.45 hartrees. De todos los conférmeros
obtenidos durante los célculos realizados computacionalmente, se observa que los
sustituyentes incorporados en las cadenas laterales de C-2 y C-15, estan distanciados
uno del otro observandose que no toman un arreglo conformacional que hace que los
sustituyentes intenten acoplarse, quizas esto se deba a que no existe alguna

interaccion entre ellos.

Figura 49. Minimo global del acil-imidazol 12.
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5.6. Preparacioén del 2a-hidroxi-15-eperuato de 3-hidroxi-5-metilfenilo (13)

El producto de reaccién con orcinol se prepard partiendo del acido 2a-hidroxieperuico
(7), en una primera etapa el derivado 7 se hizo reaccionar con CDI para la activacion
del grupo carboxilo C-15 durante 90 min. Posteriormente en una segunda etapa se
adicion6 el orcinol en bafio ultrasénico a temperatura ambiente para la formacion del

éster, obteniendo el compuesto de interés en forma de miel con un color &mbar.

HO. ; OH
OH HO//,,//,
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CDI, THF, ))), 64%

OH

En el espectro de RMN de H de 13 (Figura 50) se observé en 6.51 ppm una sefial
simple correspondiente al H-24, en 6.44 ppm una sefial simple para H-26, en 6.41
ppm una sefial simple correspondiente al H-22, dos sefiales simples en 4.87 y 4.55
ppm correspondientes a los hidrégenos del metileno exociclico H-17 y H-17
respectivamente. En 4.15 ppm se aprecié una sefial multiple correspondiente al
hidrogeno base de hidroxilo H-2, asi como a campo mas alto, todas las demas

sefales caracteristicas de nuestro sistema base.

En el espectro de RMN de *C de 13 (Figura 51) se observaron 27 sefiales que
confirman la presencia del producto de reaccion, teniendo como sefiales
caracteristicas en 172.0 ppm se observo la sefial propia para el carbonilo C-15, en
147.9 ppm se observo la sefial del C-8 base del metileno exociclico, en 107.0 ppm se
aprecio la sefal del carbono del metileno exociclico C-17, en laregién de los carbonos
aromaticos se observaron seis sefales correspondientes a C-23, C-21, C-25, C-26, C-
24, C-22 a 156.6, 151.3, 140.6, 114.2, 113.9 y 106.2 ppm respectivamente del anillo
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aromatico. En 68.0 ppm se observé la sefial del carbono base de hidroxilo C-2
principalmente, asi como a campo alto se observé en 21.4 ppm una sefial de metileno

correspondiente C-27.

Las sefales del anillo aromatico se asignaron en base a su espectro HETCOR de 13
(Figura 52) en la cual se pudo asignar la correlacion entre C-H correspondientes a C-

22, C-24, C-26, respectivamente.
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Figura 50. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del 2a-hidroxi-15-eperuato de 3-hidroxi-5-metilfenilo (13) en CDCls.
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De los conférmeros obtenidos mediante los calculos computacionales para el
compuesto 13, se obtuvo el minimo global que se muestra en la (Figura 51), que
presenta una energia de Eper = -1353.43 hartrees. De todos los conférmeros
obtenidos durante los calculos realizados computacionalmente cabe mencionar que
estos presentan la misma disposicion en el sistema base diterpénico, tomando un
arreglo conformacional que hace que el proton de hidroxilo del C-2 interactie con el
hidroxilo perteneciente al anillo aromatico, a lo que nos hace pensar que esa
interaccion puede ser por puentes de hidrogeno por los sustituyentes que se
presentan, es necesario confirmar tal supuesto para ello es necesario llevar a cabo

este estudio mas a fondo.

N

Figura 53. Minimo global del compuesto 2a-hidroxi-15-eperuato de 3-hidroxi-5-metilfenilo 13.
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5.7. Preparacion del 2a-hidroxi-15-eperuato de 3-acetoxi-5-metilfenilo (14)

El producto de reaccion con orcinol se preparé partiendo del derivado acido 2a-
acetoxieperuico (8) en una primera etapa el derivado 8 se hizo reaccionar con CDI
para la activacion del grupo carboxilo C-15 durante 90 min. Posteriormente en una
segunda etapa se adicion6 el orcinol, la mezcla se llevé a bafio ultrasénico a
temperatura ambiente para la formacion del enlace éster, obteniendo el compuesto de

interés como una miel incolora.

HO OH
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En el espectro de RMN de 'H de 14 (Figura 54) se observaron cémo sefiales
caracteristicas en 6.54 ppm una sefial doble (J = 5.5 Hz) correspondiente a H-26, en
6.43 ppm una sefal doble (J = 5.2 Hz) para H-28, en 6.36 ppm una sefial triple (J =
0.3 Hz) para H-24, en 5.14 ppm una sefal multiple correspondiente al hidrogeno base
de éster H-2, dos sefiales simples en 4.88 y 4.54 ppm correspondientes a los
hidrogenos del metileno exociclico H-17 y H-17’ respectivamente. Hacia campo mas
alto en 2.28 ppm una sefial simple correspondiente al metilo Me-29, en 2.05 ppm una
sefial simple para el Me-22, asi como todas las demés sefales caracteristicas del
sistema base.

En el espectro de RMN de *3C de 14 (Figura 55) se observaron 29 sefiales que
confirman la presencia del producto de reaccion, teniendo como sefales
caracteristicas en 171.8 ppm la sefial propia para el carbonilo C-15, en 171.6 ppm la

sefal perteneciente al carbonilo C-21, en 147.9 ppm la sefial del carbono vinilico C-8,
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en 107.3 ppm la sefnal del carbono del metileno exociclico C-17. En la region de los
carbonos aromaticos se observaron seis sefiales correspondientes a C-25, C-23, C-27,
C-28, C-26 y C-24 a157.8, 151.2, 140.5, 114.1, 113.9 y 106.0 ppm respectivamente
del anillo aromatico. En 71.3 ppm se observo la sefial del carbono base de éster C-2
principalmente, asi como a campo alto se observé en 21.6 ppm una sefial de metilo

correspondiente C-29.

Las sefales del anillo aromatico de 14 se asignaron en base a su espectro HETCOR
(Figura 56) en la cual se pudo asignar la correlacién entre C-H pertenecientes al C y H
del anillo enumerado C-24, C-26 y C-28 respectivamente.
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De los conférmeros obtenidos mediante los calculos computacionales para el
compuesto 14, se obtuvo el minimo global que se muestra en la (Figura 55), que
presenta una energia de Eper = —1466.810994 hartrees. De todos los conformeros
obtenidos durante los calculos realizados computacionalmente cabe mencionar que
estos presentan la misma disposicion en el sistema base diterpénico, tomando un
arreglo conformacional que hace que los sustituyentes incorporados en las cadenas
laterales de C-2 y C-15, intenten acoplarse una con otra, lo que nos lleva a pensar
gue existe una interaccion entre ellos que hace que tomen tal conformacion. Podria
mencionarse la interaccion por puentes de hidrégeno que pudiese existir entre el

proton del hidroxilo del anillo aromatico y el carbonilo del acetilo.

Figura 57. Minimo global del compuesto 2a-acetoxi-15-eperuato de 3-hidroxi-5-metilfenilo 14
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6. CONCLUSIONES

Para la presente investigacion se llevo a cabo el estudio con el extracto hexanico de
flores de Ageratina petiolaris, del cual mediante una hidrdlisis basica del extracto se

pudo obtener el acido 2a-hidroxieperuico (7) en forma de cristales.

El compuesto acetilado 8 se obtuvo a partir del derivado 7, mediante una acetilacion

con anhidrido acético y piridina.

El tratamiento del acido 2a-hidroxieperuico (7) fue posible gracias a la activacion de
los grupos OH y COOH presentes en la estructura ubicados en la posicién C-2 y C-15,
y al activador (CDI) para generar el intermediario acil-imidazol y después ser tratado

con una amina para generacion de los derivados 9y 10.

Para la formacion del compuesto 11 se vio comprometido el grupo hidroxilo en la
posicion C-2, partiendo del derivado 9 que mediante la activacion por parte del CDI

pudo obtenerse el carbamato propuesto.

Para la preparacion de los ésteres se partié de los compuestos 7 y 8, para asi obtener

los derivados 13 y 14 sufriendo una modificacién en C-2 y C-15.

Cabe destacar que los derivados 9, 10, 11, 12, 13 y 14 fueron sometidos a tratamiento
con ondas ultrasénicas. Es importante profundizar con la exploracién quimica de estos
compuestos para encontrar las condiciones Optimas de reaccion y aumentar su

rendimiento.

La construccion de los modelos moleculares y la busqueda de las estructuras de
minima energia se llevé a cabo mediante Mecanica Molecular aplicando el método de
Monte Carlo y la optimizacion mediante Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel
de calculo B3LYP/DGDZVP de cada compuesto, esto con el fin de obtener el minimo

global de cada uno de los derivados.
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7. PARTE EXPERIMENTAL
7.1. Generalidades

Para las separaciones cromatograficas en columna abierta se utilizo como fase
estacionaria silica gel 60, de 230-400 mallas, y como fase movil mezclas de
disolventes organicos en orden ascendente de polaridad. La cromatografia en
columna se monitored por cromatografia en placa fina, observandose bajo luz UV y

fueron reveladas con soluciones de sulfato cérico amoniacal.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H a 400 MHz y de *3C a 100
MHz se determinaron en un espectrometro Varian Mercury Plus 400, los experimentos
COSY, NOESY, HSQC y HMBC se determinaron en un espectrometro Varian Mercury
300. Empleando como disolventes cloroformo deuterado (CDCI3), y como referencia
tetrametilsilano (TMS). La multiplicidad de las sefiales se indica de acuerdo a las
siguientes abreviaturas: s (simple), d (doble), t (triple), q (cuadruple), quint (quintuple)
y m (multiple).

7.2. Colecta de la especie vegetal

Ageratina petiolaris fue colectada el 01 de marzo de 2014 en San Joaquin Morelos,
Municipio de Tlalpujahua, Michoacan a 2592 msnm (19°44°'48.99” Norte,

100°14°45.37” Oeste), cuando se encontraba en floracion.

La planta se separ6 en sus distintas partes (flor, hoja, tallo y raiz), secandose a la

sombra para su posterior procesamiento.

La Unica parte de interés para el desarrollo de nuestro proyecto fue la flor de A.

petiolaris.
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7.3. Obtencion del extracto hexanico de flor de Ageratina petiolaris

Se obtuvo el extracto hexanico de flores de Ageratina petiolaris, sometiendo a
maceracion la cantidad de 380 g de flores secas, con 3 L de hexano durante 7 dias. Se
filtr6 y se concentrd en rotavapor, este procedimiento se repitié 4 veces para el mismo

lote obteniéndose 21 gde unamiel colorverde oscuro (6% de rendimiento).

7.4. Modelado molecular de los acidos y sus derivados

Los modelos moleculares se construyeron utilizando el programa Spartan’14 y
aplicando el protocolo de Monte Carlo (MC) para la busqueda conformacional
empleando mecénica molecular (MMFF) para encontrar las estructuras de minima
energia de los acidos 9, 10, 11, 12 13 y 14. Los conférmeros de minima energia se
optimizaron mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) a nivel de
calculo B3LYP/DGDZVP.

7.5. Obtencion del acido 2a-hidroxieperuico (7)

En un matraz balén de 500 mL se disolvieron 5 g de extracto hexanico de flor de
Ageratina petiolaris, en 200 mL de metanol y se agregaron 5 g de hidroxido de potasio
(KOH). La mezcla de reaccion se llevd a reflujo durante 4 h. Posteriormente se
agregaron 120 mL de acido clorhidrico al 10% hasta llegar a un pH de 2-3. Se vertié
en un embudo de separaciéon de 500 mL sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo
(AcOEt). Se lavé 4 veces con agua agitando ligeramente y se secé con sulfato de
sodio anhidro (Na,SO,). Se concentré en rotavapor hasta sequedad absoluta y se
obtuvo un producto verde. El producto de la reaccion fue sometido a purificacion
cromatografica en columna abierta, usando una fase estacionaria de silice gel de 230-
400 mallas y como fase movil se utilizaron mezclas de hexano-acetato de etilo, en
orden ascendente de polaridad. De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo
(7:3) se obtuvieron 117 mg del acido 2a-hidroxieperuico en forma de agujas con 23%

de rendimiento.
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Agujas incoloras, p.f.127-128°C.

RMN de 'H (400 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 =125, 2.8 Hz, H-5), 1.03 (1H, m, H-12’), 0.99 (3H, s, Me-18), 0.98 (3H, d, J = 6.2
Hz, Me-16), 0.92 (3H, s, Me-19), 0.91 (3H, s, Me-20).

RMN de 3C (100 MHz, CDCl): & 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 (CH3, C-19),
33.0 (C, C-4), 30.9 (CH, C-13), 24.6 (CH3, C-18), 24.5 (CH,, C-6), 21.5 (CH,, C-11),
19.9 (CHa, C-16), 17.3 (CHs, C-20).

7.6. Esterificacion del acido 7 para obtener el acido 2a-acetoxieperuico (8)

Para la obtencion del compuesto 8 en un vial de 20 mL se disolvieron 500 mg
(1.5515x107° mol) del acido 2a-hidroxieperuico (7) en 4 ml de piridina, y se agregaron
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5 ml de anhidrido acético, calentando en bafio de vapor durante 24 horas. Se vertié
sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo. Se lavd 3 veces con &cido clorhidrico al
10% y 4 veces con agua agitando ligeramente, se seco con sulfato de sodio anhidro,
se filtré y concentré obteniendo un crudo de reaccion con un ligero color café. El
producto de la reaccion se purificO en columna cromatografica. De las fracciones
eluidas con hexano-acetato de etilo (8:2) se obtuvieron 492 mg de una miel

ligeramente ambar con un 98.4% de rendimiento.
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Miel ligeramente &mbar.

RMN de H (400 MHz, CDCls): & 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, Me-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, Me-16), 0.97 (3H, s, Me-18), 0.92 (3H, s,
Me-19), 0.87 (3H, s, Me-20).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls): 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 (CHy, 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 (CH3, C-19), 32.8 (C, C-4), 30.9 (CH, C-13), 24.1 (CH,, C-6), 23.5 (CH3, C-18),
21.6 (CH3, C-22), 21.2 (CH2, C-11), 19.8 (CHs, C-16), 16.0 (CHs, C-20).
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7.7. Preparaciéon de la amida 2a-acetoxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (9)

Se colocaron 50 mg (1.3726x10~* mol) del 4cido 2a-acetoxieperuico (8) en un matraz
balén. Con 1.5 equivalentes (2.3273x10™* mol) de CDI se activé el grupo carboxilo de
la materia prima para generar el intermediario acil-imidazol, utilizando THF como
disolvente y colocando la reaccion durante 90 min en bafio ultrasénico. Transcurrido el
tiempo se adicionaron 3 equivalentes (4.6547x10™* mol) de 2-aminopiridina en el bafio
ultrasénico 90 min mas; una vez completado el tiempo, la reaccion se extrajo con
acetato de etilo. El crudo se sometié a cromatografia en columna abierta con gel de
silice de 230-400 mallas. En las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo

(75:25) se obtuvieron 20 mg de la amida correspondiente con un rendimiento del 40%.

Miel incolora.

RMN de H (400 MHz, CDCI3): & 8.24 (1H, m, H-27), 8.22 (1H, m, H-25), 7.70 (1H ,m,
H-26), 7.03 (1H, ddd, J = 7.3, 4.8, 1.0 Hz, H-24), 5.14 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.84
(1H, s, H-17), 4.50 (1H, s, H-17"), 2.44 (1H, s, H-11), 2.40 (1H, m, H-7), 2.10 (1H, s, H-
11)), 2.05 (1H, m, H-13), 2.03 (3H, d, J = 1.8 Hz, Me-22), 1.99 (1H, m, H-1), 1.97 (1H,
m, H-7°), 1.76 (1H, m, H-6), 1.75 (1H, m, H-3), 1.53 (1H, d, J = 4.0 Hz, H-9), 1.53 (1H,
m, H-12), 1.51 (1H, m, H-14), 1.44 (1H, m, H-3'), 1.44 (1H, m, H-1"), 1.40 (1H, m, H-
6'), 1.34 (1H, m, H-14’), 1.20 (1H, dd, J = 12.5, 2.6 Hz, H-5), 1.03 (1H, m, H-12), 0.99
(3H, d, J = 6.39 Hz, Me-16), 0.97 (3H, s, Me-18), 0.92 (3H, s, Me-19), 0.86 (3H, s, Me-
20).
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RMN de **C (100 MHz, CDCl5) & 170.3 (C=0, C-15), 170.6 (C=0, C-21), 151.5 (C, C-
23), 147.7 (C y CH, C-8 y CH-27), 138.4 (CH, C-26), 119.7 (CH, C-24), 114.1 (CH, C-
25), 107.3 (CH,, C-17), 70.7 (CH,C-2), 57.7 (CH, C-9), 54.1 (CH, C-5), 45.3 (CH,, C-
11), 43.4 (CH,, C-3), 41.9 (CH,, C-1), 39.1(C, C-10), 38.1 (CHy, C-7), 36.1 (CH,, C-
12), 33.8 (CHs, C-19), 32.9 (C, C-4), 31.5 (CH, C-13), 24.2 (CH,, C-6), 23.6 (CHa3, C-
18), 21.6 (CH3, C-22), 21.4 (CH,, C-14), 19.9 (CHs, C-16), 16.1 (CH3, C-20).

7.8. Preparacién de la amida 2a-hidroxi-N-(piridin-2-il)eperuamida (10)

En un matraz balén se disolvieron 50 mg (1.3726x10™* mol) de la amida acetilada en
10 mL (3.1210x10™* mol) de metanol y se agregaron 50 mg (8.9117x10~* mol) de
KOH. La mezcla en reaccién se llevo a reflujo durante 4 horas, se agregaron 7 ml de
acido clorhidrico al 10% hasta llegar a un pH de 2-3. Se verti6 en un embudo de
separacion sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo (AcOEt). Se lavo 4 veces con
agua agitando ligeramente, se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se concentro, el
producto de la reaccion fue sometido a purificaciéon en columna, usando una fase
estacionaria de silice gel de 230-400 mallas y como fase movil mezclas de hexano-
acetato de etilo, en orden ascendente de polaridad. De las fracciones eluidas con
hexano-acetato de etilo (6:4) se obtuvieron 18 mg de la amida hidroxilada 10
correspondiente al 36%.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 8.26 (1H, m, H-25), 8.25 (1H, dt, J = 1.9, 0.9 Hz, H-
23), 7.71 (1H ,ddd, J = 8.8, 7.3, 1.9 Hz, H-24), 7.04 (1H, ddd, J = 7.3, 4.8, 1.0 Hz, H-
22), 4.83 (1H, s, H-17), 4.51 (1H, s, H-17"), 4.14 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 2.44 (1H,
m, H-11), 2.36 (1H, m, H-7), 2.14 (1H, m, H-11), 2.05 (1H, m, H-13), 1.97 (1H, m, H-
1), 1.94 (1H, m, H-7), 1.75 (1H, m, H-6), 1.72 (1H, m, H-3), 1.54 (1H, m, H-9), 1.54
(1H, m, H-12), 1.51 (1H, m, H-14), 1.44 (1H, m, H-3'), 1.44 (1H, m, H-1"), 1.41 (1H, m,
H-6'), 1.35 (1H, m, H-14’), 1.17 (1H, m, H-5), 1.02 (1H, m, H-12"), 1.00 (3H, d J = 6.42
Hz, Me-16), 0.99 (3H, s, Me-18), 0.92 (3H, s, Me-19), 0.91 (3H, s, Me-20).

RMN de C (100 MHz, CDCls) & 171.7 (C=0, C-15), 151.7 (C, C-21), 148.0 (C, C-8),
147.7 (CH, C-25), 138.5 (CH, C-24), 119.7 (CH, C-22), 114.0 (CH, C-23), 107.0 (CH,
C-17), 69.0 (CH,C-2), 57.9 (CH, C-9), 53.3 (CH, C-5), 46.3 (CH,, C-11), 46.4 (CH,, C-
3), 45.2 (CH,, C-1), 39.8 (C, C-10), 36.1 (CH,, C-7), 36.1 (CH,, C-12), 33.3 (CHs, C-
19), 33.0 (C, C-4), 31.3 (CH, C-13), 24.7 (CH,, C-6), 21.5 (CH3, C-18), 21.4 (CH,, C-
14), 17.3 (CHs, C-16), 16.1(CHs, C-20).

7.9. Preparacion del carbonato a partir del 2a-hidroxi-N-(piridin-2-il)eperuamida

(11) y el intermediario acil-imidazol (12)

En un matraz balén se disolvieron 20 mg (5.0214X107° mol) de la amida hidroxilada
10, con 1.5 equivalentes (7.5322x10™> mol) de CDI se activd el grupo OH de la
materia prima para generar el intermediario acil-imidazol, utilizando THF como
disolvente y colocando la reaccion durante 8 h en bafio ultrasénico. Transcurrido el
tiempo se adicionaron 3 equivalentes (1.5064x10™* mol) del 4-fluorofenol en el bafio
ultrasénico 12 h mas. Una vez completado el tiempo, la reaccion se extrajo con
acetato de etilo. El crudo se sometié a cromatografia en columna abierta con gel de
silice de 230-400 mallas. En las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo 8:2 y
6:4 se obtuvieron 3.6 mg del carbonato y 8 mg del acil-imidazol correspondiente al
18% y 40%.

75



12 16

[
[

0 =
= = H
2 0, %, = = N N
//,/ = 9
29 27 \H/ » X 25
30 o 3 o 22 24
28' /
F
29' ’/,/ 23
Z
Z 11
19 18
Miel incolora.

RMN de *H (400 MHz, CDCls): & 8.25 (1H, m, H-25), 8.21 (1H, s, H-23), 7.69 (1H , t, J
= 0.9 Hz, H-24), 7.13 (1H, m, H-28), 7.12 (1H, m, H-28’), 7.07 (1H, m, H-29), 7.07 (1H,
m, H-29'), 7.04 (1H, m, H-22), 5.07 (1H, m, H-2), 4.88 (1H, m, H-17), 4.53 (1H, s, H-
17), 2.42 (1H, m, H-11), 2.39 (1H, m, H-7), 2.18 (1H, m, H-11’), 2.01 (1H, m, H-13),
1.97 (1H, m, H-1), 1.93 (1H, m, H-7"), 1.77 (1H, m, H-6), 1.73 (1H, m,H-3), 1.58 (1H,
m, H-9), 1.58 (1H, m, H-12), 1.50 (1H, m, H-14), 1.41 (1H, m, H-3’), 1.41 (1H, m, H-1"),
1.25 (1H, m, H-6’), 1.25 (1H, m, H-14’), 1.21 (1H, m, H-5), 1.02 (1H, m, H-12’), 1.02
(3H, d, J = 6.5 Hz, Me-16), 0.97 (3H, s, Me-18), 0.94 (3H, s, Me-19), 0.87 (3H, s, Me-
20).
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RMN de 'H (400 MHz, CDCly): & 8.24 (1H, m, H-25), 8.22 (1H, s, H-23), 8.12 (1H, s H-
27), 7.71 (1H, m, H-24), 7.40 (1H, m, H-28), 7.07 (1H, m, H-29), 7.04 (1H, m, H-22),
5.39 (1H, m, H-2), 4.84 (1H, m, H-17), 451 (1H, m, H-17’), 2.42 (1H, m, H-11), 2.39
(1H, m, H-7), 2.18 (1H, m, H-11’), 2.01 (1H, m, H-13), 1.97 (1H, m, H-1), 1.93 (1H, m,
H-7’), 1.77 (1H, m, H-6), 1.73 (1H, m,H-3), 1.58 (1H, m, H-9), 1.58 (1H, m, H-12), 1.50
(1H, m, H-14), 1.41 (1H, m, H-3’), 1.41 (1H, m, H-1"), 1.25 (1H, m, H-6"), 1.25 (1H, m,
H-14’), 1.21 (1H, m, H-5), 1.02 (1H, m, H-12’), 1.02 (3H, d, J = 8.5 Hz, Me-16), 0.97
(3H, s, Me-18), 0.94 (3H, s, Me-19), 0.87 (3H, s, Me-20).
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7.10. Preparacion del 2a-hidroxi-15-eperuato de 3-hidroxi-5-metilfenilo (13)

En un matraz balén se disolvieron 100 mg (3.1031x10™* mol) del acido 2a-
hidroxieperuico 7 con 1.5 equivalentes (4.6547x10™* mol) de CDI para activar el
grupo carbonilo de la materia prima para generar el intermediario acil-imidazol,
utilizando THF como disolvente y colocando la reaccion durante 90 min en bafio
ultrasénico. Transcurrido el tiempo se adicionaron 3 equivalentes (9.3095x10~*
mol) de orcinol en el bafio ultrasénico 90 min mas; una vez completado el tiempo,
la reaccion se extrajo con acetato de etilo. El crudo se sometié a cromatografia en
columna abierta con gel de silice de 230-400 mallas. En las fracciones eluidas con
hexano-acetato de etilo (65:35) se obtuvieron 64.4 mg del producto

correspondiente al 64%.
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RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 6.51 (1H, s, H-24), 6.44 (1H, s, H-26), 6.41 (1H,
s, H-22), 4.87 (1H, s, H-17), 4.55 (1H, s, H-17’), 4.15 (1H, m, H-2), 2.51 (1H, m, H-
11), 2.38 (1H, m, H-7), 2.27 (1H, s, Me-27), 2.09 (1H, m, H-11’), 2.05 (1H, m, H-
13), 1.95 (1H, m, H-1), 1.94 (A1H, m, H-7’), 1.77 (1H, m, H-6), 1.67 (1H, m,H-3),
1.52 (1H, m, H-9), 1.49 (1H, m, H-14), 1.40 (1H, m, H-3’), 1.43 (1H, m, H-1’), 1.40
(1H, m, H-6’), 1.35 (1H, m, H-14’), 1.16 (1H, m, H-5), 1.05 (1H, m, H-12’), 1.03 (3H,
d, J = 6.71 Hz, Me-16), 0.98 (3H, s, Me-18), 0.93 (3H, s, Me-19), 0.91 (3H, s, Me-
20).
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RMN de *3C (100 MHz, CDCls): 6 172.0 (C=0, C-15), 156.6 (C, C-23), 151.3 (C, C-
21), 147.9 (C, C-8), 140.6 (C, C-25), 114.2 (CH, C-26), 113.9 (CH, C-24), 107.0
(CH,, C-17), 106.2 (CH, C-22), 68.0 (CH,C-2), 57.6 (CH, C-9), 52.6 (CH, C-5), 46.3
(CH,, C-11), 45.9 (CH,, C-3), 41.3 (CH,, C-1), 39.9 (C, C-10), 38.1 (CH,, C-7),
35.6 (CH,, C-12), 33.0 (CH3, C-19), 33.0 (C, C-4), 30.9 (CH, C-13), 24.8 (CH,, C-
6), 24.6 (CHs, C-18), 21.4 (CH3, C-27), 21.0 (CH,, C-14), 20.2 (CHs, C-16), 17.6
(CHs, C-20).

7.11. Preparacién del 2a-acetoxi-15-eperuato de 3-hidroxi-5-metilfenilo (14)

En un matraz balén se disolvieron 115 mg (3.1570x10™* mol) del acetoxieperuico 8
con 1.5 equivalentes (4.7356x10~* mol) de CDI para activar el grupo carbonilo de
la materia prima para generar el intermediario acil imidazol, utilizando THF como
disolvente y colocando la reacciéon durante 90 min en bafio ultrasonico.
Transcurrido el tiempo se adicionaron 3 equivalentes (9.4712x10™* mol) de orcinol
en el bafio ultrasénico 90 min mas. Una vez completado el tiempo, la reaccién se
extrajo con acetato de etilo. El crudo se sometié6 a cromatografia en columna
abierta con gel de silice de 230-400 mallas. En las fracciones eluidas con hexano-

acetato de etilo (75:25) se obtuvieron 62 mg del producto correspondiente al 53%.
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RMN de *H (400 MHz, CDClg) & 6.54 (1H, d, J = 5.5 Hz, H-26), 6.43 (1H, d, J = 5.2
Hz, H-28), 6.36 (1H, t, J = 0.3 Hz, H-24), 5.14 (1H, m, H-2), 4.88 (1H, s, H-17),
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454 (1H, s, H-17"), 2.46 (1H, m, H-11), 2.39 (1H, m, H-7), 2.28 (1H, s, Me-29),
2.06 (1H, m, H-11), 2.05 (1H, s, Me-22), 2.05 (1H, s, H-13), 2.00 (1H, m, H-1),
1.95 (1H, m, H-7°), 1.76 (1H, m, H-6), 1.73 (1H, m,H-3), 1.60 (1H, m, H-9), 1.50
(1H, m, H-14), 1.46 (1H, m, H-3"), 1.43 (1H, m, H-1"), 1.37 (1H, m, H-6),1.20 (1H,
m, H-14’), 1.06 (1H,m, H-5), 1.04 (1H, m, H-12’), 1.03 (3H, d, J = 6.8 Hz, Me-16),
0.98 (3H, s, Me-18), 0.93 (3H, s, Me-19), 0.86 (3H, s, Me-20).

RMN de **C (100 MHz, CDCl3) & 171.8 (C=0, C-15),171.6 (C=0, C-21), 157.8 (C,
C-25), 151.2 (C, C-23), 147.9 (CH, C-8), 140.5 (C, C-27), 114.1 (CH, C-28) 113.9
(CH, C-26), 107.3 (CH,, C-17), 106.0 (CH, C-24), 71.3 (CH,C-2), 57.5 (CH, C-9),
52.6 (CH, C-5), 43.3 (CH,, C-11), 42.1 (CH,, C-3), 41.4 (CH,, C-1), 39.2 (C, C-10),
38.1 (CH,, C-7), 36.5 (CH,, C-12), 33.4 (CHs, C-19), 32.8 (C, C-4), 30.7 (CH, C-
13), 24.2 (CHp, C-6), 23.8 (CH3, C-18), 21.6 (CHa, C-29), 20.7 (CHa, C-22), 20.6
(CH,, C-14), 16.2 (CHs, C-16), 14.1(CHa, C-20).
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9- ANEXOS

Tabla 3. Parametros termoquimicos de los conférmeros de 9.

Conformero  AEwwer®  Y%wmwree”  AEper® %oprr” AGopt® YoopT
9-1 0.48 22.00 0.33 22.00 0.00 40.00
9-2 0.00 50.00 0.00 39.00 0.16 30.00
9-3 0.73 15.00 0.00 39.00 0.16 30.00
9-4 1.17 07.00 3.45 00.00 3.81 00.00
9-5 1.27 06.00 3.45 00.00 3.81 00.00

# Energia relativa a partir de mecanica molecular de 9-2 Epuer = 27.5579104kcal/mol.

® Poblacion en % calculada a partir de mecanica molecular, AEyver = —RT In K.

¢ Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 9-2 Epcpzve = -846505.3020kcal/mol.

4 poblacion en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP, AEpcpzve = —RT In K.

¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 9-1 Gpepzve = -846164.5373
kcal/mol.

"Poblacién en % calculada a partir de AG =—RT In K., a nivel B3LYP/DGDZVP.
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Tabla 4. Parametros termoquimicos de los conférmeros de 10.

Conformero  AEwwer®  Y%mwree”  AEper® %oprr” AGopt® YoopT
10-1 1.79 02.00 2.29 01.00 0.00 33.00
10-2 2.17 02.00 2.25 01.00 0.15 26.00
10-3 1.86 02.00 2.34 02.00 0.22 23.00
10-4 0.00 46.00 0.00 65.00 0.68 11.00
10-5 2.11 01.00 3.07 00.00 1.43 03.00
10-6 1.86 02.00 3.23 00.00 1.65 02.00
10-7 0.05 43.00 0.45 30.00 1.90 01.00
10-8 2.47 01.00 2.98 00.00 2.00 01.00
10-9 2.53 01.00 3.58 01.00 4.06 00.00

? Energia relativa a partir de mecanica molecular de 10-4 Euuver = 35.6456251 kcal/mol.

® Poblacion en % calculada a partir de mecanica molecular, AEyver = —RT In K.

¢ Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 10-4 Epgpzve = -775373.136 kcal/mol.

9 Poblacién en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP, AEpepzve = —RT In K.

¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 10-1 Gpepzve = -775035.4198

kcal/mol.
" Poblacion en % calculada a partir de AG = —RT In K., a nivel B3LYP/DGDZVP.




Tabla 5. Parametros termoquimicos de los conférmeros de 11.

Conformero  AEwwer®  Y%mwree”  AEper® %oprr” AGopt® YoopT
11-1 1.60 05.00 0.00 47.00 0.00 55.00
11-2 3.49 00.00 1.18 06.00 0.16 42.00
11-3 0.00 82.00 0.68 15.00 2.55 01.00
11-4 1.17 11.00 0.68 15.00 2.55 01.00
11-5 4.38 00.00 0.68 15.00 2.55 01.00
11-6 2.80 01.00 2.17 01.00 2.59 00.00
11-7 3.66 01.00 3.78 01.00 4.28 00.00

# Energia relativa a partir de mecénica molecular de 11-3Ewwrr = 45.293661kcal/mol.

® Poblacion en % calculada a partir de mecanica molecular, AEyver = —RT In K.

¢ Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 11-1 Epgpzve = -1101004.0041 kcal/mol.
9 Poblacién en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP, AEpepzve = —RT In K.
¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 11-1 Gpepzve = -1100621.1890

kcal/mol.

"Poblacion en % calculada a partir de AG = —RT In K., a nivel B3LYP/DGDZVP.
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Tabla 6. Parametros termoquimicos de los conférmeros de 12.

Conformero  AEwwer®  Y%mwree”  AEper® %oprr” AGopt® YoopT
12-1 0.11 35.00 0.00 65.00 0.00 88.00
12-2 0.39 22.00 0.97 13.00 1.49 07.00
12-3 0.00 42.00 0.65 22.00 1.72 05.00
12-4 2.95 00.00 2.75 00.00 3.10 00.00
12-5 1.97 01.00 5.05 00.00 6.85 00.00

# Energia relativa a partir de mecénica molecular de 12-3 Eyver = 56.9467068 kcal/mol.

® Poblacion en % calculada a partir de mecanica molecular, AEpymee = —RT In K.

¢ Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 12-1 Epgpzve = -987729.3800kcal/mol.

4 Poblacién en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP, AEpepzve = —RT In K.

¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 12-1 Gpepzve = -987360.82

kcal/mol.
"Poblacion en % calculada a partir de AG = —RT In K., a nivel B3LYP/DGDZVP.




Tabla 7. Parametros termoquimicos de los conférmeros de 13.

Conformero  AEwwer®  Y%mwree”  AEper® %oprr” AGopt® YoopT
13-1 0.00 71.00 0.00 70.00 0.00 87.00
13-2 0.63 25.00 0.67 22.00 1.25 11.00
13-3 3.24 00.00 2.06 02.00 2.66 01.00
13-4 3.01 00.00 2.18 02.00 2.88 01.00
13-5 3.98 01.00 2.21 02.00 2.95 00.00
13-6 2.36 01.00 2.19 02.00 3.14 00.00
13-7 2.03 02.00 2.84 00.00 3.72 00.00

# Energia relativa a partir de mecénica molecular de 13-1 Eyver = 88.18kcal/mol.

® Poblacion en % calculada a partir de mecanica molecular, AEyver = —RT In K.

¢ Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 13-1 Epgpzve = -849649.37kcal/mol.

9 Poblacién en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP, AEpepzve = —RT In K.

¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 13-1 Gpepzve = -849295.53

kcal/mol.
"Poblacion en % calculada a partir de AG = —RT In K., a nivel B3LYP/DGDZVP.




Tabla 8. Parametros termoquimicos de los conférmeros de 14.

Conformero  AEwwer®  Y%mwree”  AEper® %oprr” AGopt® YoopT
14-1 0.00 66.00 0.00 75.00 0.00 65.00
14-2 0.41 33.00 0.64 25.00 0.36 35.00
14-3 4.63 01.00 5.83 00.00 4,99 00.00
14-4 2.93 00.00 4.89 00.00 512 00.00
14-5 4.17 00.00 9.49 00.00 6.96 00.00
14-6 4,22 00.00 9.93 00.00 7.02 00.00

% Energia relativa a partir de mecanica molecular de 14-1 Euvrr = 67.879404kcal/mol.

® Poblacion en % calculada a partir de mecanica molecular, AEuver = —RT In K.

¢ Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 14-1 Epgpzve = -920797.6258kcal/mol.

4 poblacion en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP, AEpgpzve = —RT In K.

¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/DGDZVP de 14-1 Gpepzve = -920438.5668

kcal/mol.
"Poblacién en % calculada a partir de AG =—RT In K., a nivel B3LYP/DGDZVP.




