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RESUMEN

El reordenamiento molecular de los acidos cativico (29), acido 13-epi-
labdandlico (31), acido labdan-7,13-dien-15-oico (33) y 13-epi-labd-8-en-15-o0ato
de metilo (35) con un exceso de medio acido condujo a los derivados acido labd-
5(10)-en-15-oico (45), acido 13-epi-labd-5(10)-en-15-oico (41), acido labd-5(10)-
13-dien-15-oico (46) y 13-epi-labd-5(10)-en-15-0oato de metilo (42)
respectivamente, por la migracion de tipo 1,2 Wagner-Meerwein del CH3-20 de C-
10 a C-9, correspondiendo a estructuras novedosas.
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ABSTRACT

Molecular rearrangement of the cativic acids (29), 13-epi-labdanolic acid
(31), labdan-7,13-dien-15-oic acid (33) and methyl-13-epi-labd-8-en-15-oate (35)
with an excess of acid afforded the derivatives labd-5(10)-en-15-oic acid (45), 13-
epi-labd-5(10)-en-15-oic acid (41), labd-5(10)-13-dien-15-oic acid (46) and methyl-
13-epi-labd-5(10)-en-15-0oate (42) respectively, by a migration 1,2 Wagner-

Meerwein of CH3-20 from C-10 to C-9, corresponding to novel structures.
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1. INTRODUCCION

A lo largo de los siglos, la naturaleza, y en particular las plantas, han
contribuido enormemente a la medicina. En Mesopotamia, alrededor del afio 2600
a.C. se utilizaron unas 1,000 sustancias derivadas de plantas, y en el papiro de
Ebers, escrito en el afo 1500 a.C., se mencionan alrededor de 700 especies
vegetales. Datos semejantes podemos encontrar en China e India. Los griegos y
los romanos racionalizaron el uso de estas drogas, destacando entre ellos
Dioscorides y Galeno. Estos conocimientos fueron preservados por los arabes en
los siglos V-XIl y actualmente estas sustancias continuan jugando un importante
papel en la salud humana.’?

Los productos naturales histéricamente han servido como la fuente mas
importante de nuevos compuestos para el desarrollo farmacéutico. A inicios del
siglo XX, antes de la "Era sintética", el 80% de todos los medicamentos se
obtenian a partir de material vegetal. El descubrimiento de farmacos de plantas
medicinales condujo al aislamiento de drogas tempranas como cocaina, codeina,
digitoxina, quinina y morfina.®

En los ultimos tiempos, los productos naturales siguen siendo una
significativa fuente de drogas. Su papel dominante es evidente, ya que
aproximadamente el 60% de los compuestos contra el cancer y el 75% de los
medicamentos para enfermedades infecciosas son productos naturales o
derivados de éstos.* También, ésta clase de compuestos han servido como
modelo para realizar modificaciones estructurales especificas y generar nuevos
farmacos.’

En 2001 y 2002, aproximadamente una cuarta parte de las drogas mejor
vendidas en el mundo eran productos naturales o derivados de productos
naturales. Dentro de los medicamentos derivados de plantas medicinales que se
han introducido al mercado de los Estados Unidos se encuentra el Arteether una
potente droga antimalarica derivada de la artemisinina; la galantamina aislada de
Galanthus woronowii Losinsk empleada para el tratamiento de la enfermedad de

Maestria en Ciencias Quimicas |11QB-UMSNH
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Alzheimer, la sal de tiotropium un derivado de atropina aislado de Atropa
belladonna L. para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva, y
morfina un metabolito de Papaver somniferum L. utilizada como medicamento
para el dolor.®

Desde los anos 40 hasta finales de 2014, aproximadamente la mitad de
las 175 moléculas aprobadas para el cancer, son productos naturales o derivados
directamente de ellos, por ejemplo el cabazitaxel derivado del taxol ha sido
utilizado contra el cancer de préstata. En otras areas, la influencia de las
estructuras de productos naturales es bastante marcada, ya que el 68 % de los
anti-infecciosos (antibacterianos, fungicos, parasitos y virales) se clasificaron como
de origen natural.”®

Los productos naturales tienen un importante y significativo valor medicinal
y economico. Derivado éste ultimo, por su uso en la industria cosmética,
alimentaria y farmacéutica.

La quimica de los productos naturales se refiere a la investigacion de los
metabolitos secundarios presentes en especies vegetales, animales, marinas,
fungicas y bacterianas, algunos son generados como respuesta de la defensa
quimica contra el dafio que ocasionan insectos o microorganismos patogenos,
para la atraccion de insectos polinizadores, dispersores de semillas y frutos asi
como de proteccion UV de la planta (Figura 1), induciendo la sintesis y
acumulacion de compuestos de bajo peso molecular, conocidos también como
metabolitos secundarios.® Los metabolitos secundarios de origen vegetal se
encuentran generalmente como mezclas de compuestos en compartimientos.
Suelen variar en su concentracion y presencia en las distintas partes de la planta,
segun la etapa de desarrollo y taxonomia.®

Maestria en Ciencias Quimicas |11QB-UMSNH
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Proteccion del exceso de luz
Defensa al ataque por \ / solar
microorganismos \
(virus, bacterias y hongos) \
\

¢ Y

oy
Yl
\‘\\ z | Competencia con

i | otras plantas

Metabolitgs Secundarios

W
A /
A /
\(»'

Proteccion contra herbivoros
(insectos y mamiferos)

Proteccion contra
nematodos

Figura 1. Eventos en los cuales, los metabolitos secundarios se inducen durante
la respuesta de defensa de las plantas.®

En la actualidad, se conocen estructuras de metabolitos secundarios que
por su composicion quimica son clasificados en tres principales grupos:
compuestos fendlicos, alcaloides y terpenos, los intermediarios de estos
metabolitos se derivan de rutas del metabolismo primario, incluyendo el acido
shikimico, el acido maldnico, el acido mevaldnico, el metileritritol fosfato y

aminoéacidos (Esquema 1)."
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shikimico malénico mevaloénico fosfato
Aminoacidos ‘
aromaticos \
vV vy L
Alcaloides
Terpenos
\ 4
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Esquema 1. Biosintesis de metabolitos secundarios.
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1.1 Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos, también Illamados fenoles o polifenoles

vegetales, son sustancias que poseen al menos un anillo aromatico con un radical
hidroxilo como sustituyente (grupo fendlico). De todos los metabolitos secundarios,
los polifenoles son los mas ampliamente distribuidos dentro del reino vegetal. Los
compuestos fendlicos se originan de la ruta metabdlica llamada de los compuestos
aromaticos vegetales, formada de tres segmentos: el del shikimato, que produce
los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptofano; el de los
feilpropanoides, que produce derivados del acido cinamico, los cuales a su vez
son precursores de los flavonoides y de las ligninas y; por ultimo, el de los

flavonoides, que produce toda la diversidad de compuestos de este ultimo grupo.12

1.2 Alcaloides
La mayoria de ellos son sintetizados en las plantas a partir de aminoacidos

comunes. Pertenecen a este grupo los glicésidos cianogénicos, los glucosinolatos
o glicosidos y los aminoacidos no proteicos. Existen muchas clases de alcaloides
segun el precursor biosintético del cual provienen. De acuerdo a Kutchan (1995)
los principales grupos de alcaloides son los alcaloides indolmonoterpénicos, que
incluye ejemplos notables como la quinina y la estricnina; los alcaloides del
tropano, representados por sustancias como la cocaina; los alcaloides tipo
benzilisoquinolina, que dan cuenta de elementos tan importantes como la morfina;

y los alcaloides tipo bisbenzilisoquinolina, grupo al que pertenece el curare.™

1.3 Terpenos
Los terpenos, también llamados terpenoides o isoprenoides, tienen como

unidad estructural fundamental al compuesto de cinco atomos de carbono llamado
isopentenil pirofosfato, el cual es rapidamente isomerizado a dimetilalil pirofosfato.
Hasta hace poco tiempo se pensaba que la unica ruta de sintesis del isopentenil
pirofosfato era la ruta metabdlica del acido mevalodnico, a partir de Acetil CoA; sin
embargo, hace alrededor de 10 afios se descubrio la ruta del metileritriol fosfato, a
partir de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato. El nombre de isoprenoides fue dado
porque éstos compuestos se descomponen a altas temperaturas y producen

isopreno. '

Maestria en Ciencias Quimicas |11QB-UMSNH
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Los terpenos de acuerdo al numero de unidades de isopreno se clasifican
en monoterpenos, (dos unidades isoprenoides); sesquiterpenos, (tres unidades
isoprenoides); diterpenos, (cuatro unidades isoprenoides); triterpenos (seis
unidades de isopreno); tetraterpenos (ocho unidades isopreoides) y politerpenos
(CsHg)n, y pueden estar funcionalizados con grupos acido carboxilico, hidroxilo,
cetona, aldehido, ésteres, entre otros (Esquema 2). Son comercialmente
interesantes por su uso como aromas y fragancias, en alimentacion y cosmética, o
por su importancia en la calidad de productos agricolas. Otros compuestos
terpenoides tienen importancia medicinal por sus propiedades anticancerosas,

antiulcerosas, antimicrobianas (Figura 2)."
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Esquema 2. Biosintesis de terpenos y su clasificacion.'
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Figura 2. Estructuras de terpenoides con actividad bioldgica.

Dentro de los terpenos estan los diterpenos biciclicos de esqueleto tipo
labdano los cuales resultan de importancia industrial, farmacolégica y taxondmica,
por su amplio rango de actividad biologica como antitumoral, antibiético,
antihipertensivos, antivirales, intermediarios de perfumeria y edulcorantes,'® por lo
que estas especies terpénicas resultan de interés en la exploracién quimica tanto
para la obtencibn de nuevos derivados como para el entendimiento de su
reactividad. En el presente proyecto se promovieron reordenamientos moleculares
de diterpenos aislados del género Ageratina para la generacion de nuevas

moléculas con potencial actividad biologica.
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2. ANTECEDENTES

Las reacciones de reordenamiento o transposicion son una clase
interesante de reacciones en las que hay migracion de un atomo o grupo funcional
para generar isbmeros, o bien, la pérdida de alguna molécula sencilla para
generar otro compuesto; se produce en reacciones organicas y pueden propiciarse
a través de la generacion de iones carbonio o mediante procesos concertados. En
este tipo de reacciones destacan las migraciones de grupo alquilo e hidruro."”
Estos reordenamientos pueden clasificarse en funcién de la naturaleza del
grupo/atomo migratorio:

* Nucledfilo o anionotropico: el grupo funcional migra con su par de
electrones.

* Electrofilo o cationico: el grupo funcional migra sin su par de electrones.

* Radicales libres: el grupo funcional migra solo con un electrén.

Los reordenamientos mas cominmente encontrados son los nucledfilos' y
pueden tener lugar en dos modos posibles:

* Intramolecular: Los grupos de migraciéon no se separan completamente del
origen de la migracién y se produce dentro de la misma molécula.

* Intermolecular: Los grupos migrantes se desprenden del origen migratorio.
En este caso, la migracién de un grupo/atomo puede tener lugar a una
molécula diferente.®

Las contribuciones en este campo, particularmente las dirigidas a la
investigacion de las reacciones que involucran especies cationicas, han
contribuido en gran medida al conocimiento general del mecanismo de reaccién.?

En 1860, Rudolph Fittig describié uno de los primeros reordenamientos en
la quimica organica, denominado reordenamiento pinacolico. Consistia en la
transformacion de pinacol (1) a pinacolona (2) bajo tratamiento acido, como se
muestra en el esquema 3. En este reordenamiento la fuerza motriz es la formacion
de carbonilo para estabilizar el carbocation. Los reactivos electréfilos, como acidos

de Lewis también pueden promover este tipo de reordenamiento.?’
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CH; CH, CH,
HsC—C—C—CHj 5 HiC—C—C—CHj

-H,0
OH OH O CH;

Pinacol (1) Pinacolona (2)

Esquema 3. Reordenamiento pinacolico.

Se pueden llevar a cabo reordenamientos que permiten la expansion de un
anillo, lo cual se favorece al disminuir la tension angular, torsional y estérica de la
estructura (Esquema 4).

Br

C\ CH3

HBr 48%

CH;

Esquema 4. Expansion del anillo por reordenamiento.

Diversos reordenamientos moleculares son conocidos en casi todo tipo de
productos naturales, incluyendo alcaloides, terpenos, esteroides, aminoacidos. Los
estudios de las estructuras y estereoquimica de estos productos de transposicion
y los mecanismos de formacion han atraido el interés en la quimica de productos
naturales.

En la naturaleza algunos reordenamientos ocurren a través de enzimas
denominadas terpenciclasas utilizando el geranil pirofosfato (GPP), farnesil
pirofosfato (FPP), o geranilgeranil pirofosfato (GGPP) como sustrato y catalizan la
formacion de mono-, sesqui- o diterpenos, respectivamente.

Los pasos claves en la biosintesis de terpenos, incluyen transposiciones
de hidruro y/o metilo, como se ejemplifica en el esquema 5.%

Z e 7 mlg\;,\rl;hcﬂlén e @
® de hidruro 1,3
X _OPP S 5
z | k | HY o

E, Z-cation farnesilo catién cis-germacrilo cation cadinilo
e.g. U-cadineno

Esquema 5. Ejemplo de transposicion 1,3 hidruro.
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La conversion de isoborneol a canfeno es un ejemplo de un caso especial
de reordenamiento en monoterpenos conocido como reordenamiento Nametkin o
retropinacodlico donde involucra la migracion de un grupo metilo mediante

tratamiento &cido (Esquema 6).

-H,0 ®

Esquema 6. Reordenamiento del isoborneol a canfeno.

El reordenamiento Wagner-Meerwein es, sin duda, el mejor ejemplo de este
tipo de modificaciones quimicas en moléculas terpénicas.?* Este reordenamiento
siempre se lleva a cabo con la participacion de intermediarios de carbocation, los
cuales estan involucrados en reacciones SN1 y E4. Dicho carbocation puede
promover migraciones tipo 1,2 de grupos hidruro, metilos o alquilos; también
pueden ocurrir migraciones 1,3 o mayores y siempre proceden por el plano en el

que se encuentra el grupo que migra (Esquema 7).%°

T’\ /H Migracion R\ o /R'
R\C—C® 1,2 alquilo A
[\ /N
R R R R
Carbocation secundario Carbocation terciario

H H H
| / Migracion R
: o /
R\C—:'C(@ 1,2 hidruro \C—C—H
[\ /N
R R R R
Carbocation secundario Carbocation terciario

Esquema 7. Ejemplos de reordenamientos Wagner-Meerwein.
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Un ejemplo de un reordenamiento tipo Wagner-Meerwein en un
sesquiterpeno, fue el promovido en la rasteviona (3) por tratamiento con acido p-

toluensulfénico en benceno, que generé el en-ditiglato 4 (Esquema 8).%°

«llOANng p-TSOH il oTigl
\\\“\\\“ CeHs, &, 1h \\\‘\\\‘“ :
2 OAng ””//// OTigl
Rasteviona (3) Ditiglato de endiol-ona (4)

Esquema 8. Reordenamiento tipo Wagner-Meerwein de rasteviona (3).

Otro ejemplo de este tipo de reordenamiento fue el promovido en el
longipineno 5 con tratamiento acido para generar los derivados de morelieno 6 y
7, el primero por transposicion Wagner-Meerwein y el segundo por la migracion

de hidruro transanular (Esquema 9).%

6 7
Esquema 9. Reordenamiento del longipineno 5 a los derivados
de morelieno 6y 7.

Continuando la busqueda en la literatura de los reordenamientos de tipo
Wagner-Meerwein se encontré que al someter el longipineno en BF3 como medio
acido, se promovi6 el reordenamiento para generar el jiquilpano (Esquema 10) que
surge de dos migraciones consecutivas de enlace C-C seguido por dos
migraciones de hidruro.?®
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ninnQ
>
o

OAc

Jiquilpano

Longipineno

Esquema 10. Reordenamiento tipo Wagner-Meerwein del longipineno.

Por su parte, los labdanos, tras una cascada de migraciones favorecen la
formacion del esqueleto de clerodano (Esquema 11).° Cabe destacar que los
clerodanos han mostrado actividades farmacolégicas interesantes, como

antitumorales, citotdxicas y antiinflamatorias.

2
/)
Z

Z
Z
z

ent-labdano ent-clerodano

Esquema 11. Reordenamiento de ent-labdano a ent-clerodano.

A partir de Isodon scoparius aislaron un ent-clerodano insaturado, el cual
se reordend al ser tratado en medio acido para dar al ent-halimano 8. También fue

reportado el producto de isomerizacion 9 (Esquema 12). *°
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COOH COOH

\\\\\\\\\\ BF 5 Et,0
CH,Cl,, -78 a

-30 °C, 12h b

_—
migracion 1,2-Me
estereoespecifica

(20%)

Esquema 12. Reordenamiento de un ent-clerodano a ent-halimanos.

Diversos diterpenos tipo labdano aislados de Hedychium coronarium y
Andrographis paniculata presentaron propiedades antiinflamatorias por inhibicién
de la NOS-2 y COX-2. La evaluacion farmacologica de la serie de derivados de
labdano 10, 11, 14, 17 y 18 preparados a partir del labdanodiol 10 (Esquema 13)
aislado de O. glanduliferus, resultaron ser potentes inhibidores de la liberacion de
NO y de la produccion de PGE;. El derivado 17 corresponde a un producto de
reordenamiento Wagner-Meerwein 1,2.%"
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Esquema 13. Derivados de labdano preparados a partir del labdanodiol (10).

Con las modificaciones quimicas en derivados de labdano se obtuvieron
sustancias novedosas con potencial aplicacion bioldgica. La deshidratacion de
labdanoato de metilo 19 aislado de Cistus ladaniferus, catalizada con piridina
generd la mezcla de los alquenos 20-22,* como resultado de la deshidratacién y

posterior isomerizacion del doble enlace (Figura 3).

CO,Me CO,Me
/m,,,,OH
19 20
; ’ F : :COZMe ; ! F j CO,Me
21 22

Figura 3. Diterpenos aislados y modificados de Cistus ladaniferus.
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De igual manera, a partir de los tetranorlabdanos epiméricos 23 y 24,

cuando fueron tratados con BF3; modificando la temperatura y tiempos de reaccion,
generaron ademas de los productos de deshidratacion 25-27 el producto de

reordenamiento 28, como se observa en el esquema 14.%

BF3, Et,0, CH,Cl,

Esquema 14. Reordenamiento con BF3 de labdanos 23 y 24.

En una investigacion quimica de los extractos hexanicos de Ageratina
jJjocotepecana aislaron el acido labd-7-en-15-oico conocido como acido cativico
(29), labd-7-en-15-oato de metilo (30), acido 8-hidroxi-labdan-15-oico o acido 13-
epi-labdandlico (31), y el acido labda-7,13-dien-15-oico (33). La coexistencia de
(13R)- y (13S) -labdanos fue demostrada por mediciones de dicroismo circular
vibracional del éster 30 y 8-hidroxi-labdan-15-oato de metilo (32). Ademas, el
tratamiento de 29 y 31 con HCIO4 en MeOH genero al labd-8-en-15-oato de metilo

(34) y 13-epi-labd-8-en-15-oato de metilo (35), respectivamente, lo que confirmo la
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presencia de epimeros en C-13 en esta planta (Figura 4). Cabe resaltar que los

compuestos 29, 31 y 33 correspondieron a los componentes mayoritarios en el
34-36

extracto hexanico de flores y hojas.
COOH

Figura 4. Diterpenos aislados y preparados de Ageratina jocotepecana.

En un estudio de la reactividad del labdano 31 en medios acidos se
obtuvo el producto de deshidratacion 35, utilizando concentraciones cataliticas de
HCIO4 en MeOH.* El hallazgo de estos diterpenos en buenos rendimientos abre la
posibilidad de realizar un estudio de reordenamientos moleculares para generar

nuevos derivados con potencial actividad biologica.
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3. JUSTIFICACION

Los labdanos mayoritarios de Ageratina jocotepecana permiten realizar
estudios para la generacion de nuevos derivados mediante reacciones de
reordenamiento molecular en medios acidos, por lo que surge el interés de llevar a
cabo la exploracion de la reactividad de este tipo de compuestos, que permitan
ampliar el conocimiento sobre su comportamiento quimico y promover la

generacion de nuevos derivados con potencial biologico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Promover reacciones de reordenamientos moleculares en diterpenos de

Ageratina jocotepecana.

4.2 Objetivos especificos

* Aislar al acido cativico (29), acido 13-epi-labdandlico (31) y acido labdan-
7,13-dienoico (33) de Ageratina jocotepecana.

* Promover las reacciones de reordenamiento en los labdanos modificando
las condiciones de reaccion.

* Caracterizar los productos obtenidos mediante métodos fisicos y
espectroscopicos.
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5. HIPOTESIS

Los grupos funcionales presentes en los acidos cativico (29), acido 13-epi-
labdandlico (31) y acido labdan-7,13-dienoico (33) de Ageratina jocotepecana al
ser tratados en medio acido generaran los respectivos productos de

reordenamiento.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de RMN de 'H a 400 MHz y de "*C a 100 MHz, se midieron
en un aparato Varian Mercury Plus-400. En todas las determinaciones se utilizo

como disolvente deuterocloroformo (CDCI3) y como referencia interna tetrametil
silano (TMS).

Los espectros de masa se llevaron a cabo en un Cromatégrafo de Gases
HP 5890 series Il Plus, acoplado a un espectrometro de Masas HP 5989-B.

Para las separaciones cromatograficas en columna se utilizo silica gel 230-

400 mallas marca Merck.

6.1 Datos de la planta
Ageratina jocotepecana se colectd en el kildbmetro 51 de la carretera

Morelia-Zacapu, en el mes de febrero en 2015. Fue identificada por el Dr. Jerzy
Rzedowski del Instituto de Ecologia A.C. del Centro Regional del Bajio, en
Patzcuaro Michoacan.

6.2 Obtencion del extracto
La planta se secOd a la sombra, un lote de 125 g de hojas y flores de

Ageratina jocotepecana, se maceraron con 3.5 L de hexanos a temperatura
ambiente por tres dias, transcurrido este tiempo se filtré y evaporé el disolvente en
un rotavapor. Este proceso se realizé tres veces para extraer la mayor cantidad
posible de componentes no polares de la planta. El extracto obtenido se
resuspendid en acetona para eliminar las grasas obteniendo un total de 6 g de

extracto hexanico.
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6.3 Aislamiento del acido labdan-7,13-dienoico (33), acido cativico (29) y acido
13-epi-labdandlico (31)
El total del extracto hexanico desengrasado fue llevado a cromatografia en

columna usando mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente, utilizando
una columna de vidrio de 4 cm de diametro, silica gel 230-400 mallas como fase
estacionaria y como fase movil para el empacamiento se utilizé hexanos. Se

colectaron fracciones de 20 mL.

Mediante sucesivas cromatografias en columna se obtuvo una miel incolora
de las fracciones eluidas con hexanos-AcOEt (9:1). Del analisis espectroscopico
se determin6é que correspondia al acido labdan-7,13-dienoico (33), comparando

los datos con los reportados.*%"%

Acido labdan-7,13-dienocico (33). Miel
incolora. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &: 5.66 (1H,
s, H-14), 5.4 (1H, sa, H-7), 1.94 (3H, sa, H-16), 1.75
(3H, sa, H-17), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-
18), 0.74 (3H, s, H-20); RMN de "*C (CDCls, 100
MHz) &: 171.5 (C, C-15), 163.9 (C, C-13), 135.2 (C,
C-8), 122.2 (CH, C-7), 1153 (CH, C-14), 55.2
(CH,C-9), 50.1 (CH, C-5), 42.2 (CH,, C-3), 38.9
(CH2,C-1), 37.0 (C, C-10), 36.2 (CH,, C-12), 33.1 (C, C-4), 32.9 (CH3, C-18), 25.8
(CHz, C-11), 25.7 (CHs, C-16), 23.7 (CH,, C-6), 22.0 (CH3, C-19), 21.8 (CHj, C-
17), 18.8 (CHy, C-2), 13.4 (CH3, C-20).

De las fracciones eluidas de las polaridades hexanos-AcOEt (8:2) se obtuvo
una miel incolora, al ser analizado mediante RMN de 'H y *C se identificaron
sefales correspondientes al acido cativico (29), que fueron comparados con los

reportados.3**°
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12 16 Acido cativico (29). Miel incolora, RMN de 'H
(400 MHz, CDCl3) &: 5.38 (1H, sa, H-7), 2.39 (1H, dd,
J=14.9, 5.8 Hz, H-14), 2.14 (1H, dd, J= 14.9, 8.3 Hz,
15 H-14’), 1.94 (1H, m, H-13), 1.93 (1H, m, H-6), 1.89
(1H, m, H-6’), 1.83 (2H, m, H-1), 1.65 (3H, sa, H-17),
1.57 (1H, m, H-9), 1.56 (1H, m, H-12), 1.52 (1H, m,
H-2), 1.49 (1H, m, H-11), 1.46 (1H, m, H-2’), 1.40
(1H, m, H-3), 1.18 (1H, m, H-12’), 1.17 (1H, m, H-5), 1.16 (1H, m, H-3’), 1.13 (1H,
m, H-11), 0.99 (3H, d, J= 6.6 Hz, H-16), 0.94 (1H, m, H-1"), 0.87 (3H, s, H-19),
0.85 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-20). RMN de "C (100 MHz, CDCls) &: 179.7 (C,
C-15), 135.3 (C, C-8), 122.1 (CH, C-7), 55.2 (CH, C-9), 50.1 (CH, C-5), 42.3 (CHy,
C-3), 41.3 (CHy, C-14), 39.3 (CHz, C-12), 39.1 (CH,, C-1), 36.8 (C, C-10), 33.2
(CHs, C-18), 32.9 (C, C-4), 31.1 (CH, C-13), 24.5 (CH,, C-11), 23.8 (CH,, C-6),
22.1 (CHa, C-17), 21.8 (CH3, C-19), 19.9 (CH3;, C-16), 18.8 (CH,, C-2), 13.5 (CHj3,
C-20).

De las fracciones eluidas de las polaridades hexanos-AcOEt (7:3 a 3:2) se
obtuvo un solido blanco correspondiente al acido 13-epi-labdandlico (31), al ser
analizado mediante RMN de 'H y 'C se identificaron sefiales que fueron

comparados con los reportados.®*%>%

Acido 13-epi-labdanélico (31). Cristales
blancos en forma de aguja, RMN de 'H (400 MHz,
CDCI3) 6: 2.39 (1H, dd, J = 14.7, 6.4 Hz, H-14), 2.13
(1H, dd, J=14.7, 7.6 Hz, H-14"), 1.97 (1H, m, H-13),
1.85 (1H, dt, J = 12.2, 2.9 Hz, H-7), 1.64 (1H, m, H-
6), 1.60 (1H, m, H-1), 1.58 (1H, m, H-2), 1.42 (2H, m,
H-2" y H-11), 1.40 (2H, m, H-12 y H-12"), 1.35 (2H,
m, H-3 y H-7"), 1.25 (1H, m, H-6"), 1.24 (1H, m, H-11"), 1.15 (3H, s, H-17), 1.13
(1H, m, H-3"), 1.03 (1H, m, H-9), 0.98 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-1’),
0.91 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 y H-20). RMN de "*C (100
MHz, CDCl;) &6: 178.4 (C, C-15), 74.6 (C, C-8), 61.7 (CH, C-9), 56.0 (CH, C-5),
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44.2 (CHa, C-7), 41.9 (CHa, C-3), 40.9 (CH,, C-14), 39.8 (CH,, C-12), 39.6 (CH,, C-
1), 39.1 (C, C-10), 33.3 (CHs, C-18), 33.2 (C, C-4), 30.7 (CH, C-13), 23.8 (CH3, C-
17), 21.9 (CH,, C-11), 21.4 (CHs, C-19), 20.4 (CH,, C-6), 19.9 (CHa, C-16), 18.4
(CHa, C-2), 15.4 (CH3, C-20).

6.4 Reaccion general de reordenamiento en medio acido
Preparacion de los derivados 35, 41, 42, 44 y 45.

A una solucion de 100 mg de 29, 31, 33 6 37 en 3 mL de tolueno, se le
adicionaron 3 mL de acido férmico. La mezcla de reaccidn se dejo a reflujo
durante dos horas, transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se vertié a un
embudo de separacion que contenia hielo y se extrajo con AcOEt, la fase organica
se lavé con agua y solucion saturada de bicarbonato de sodio. Se secd sobre
Na>SO4 anhidro, se filtré y concentro para posteriormente determinar RMN de H y
'3C. Los crudos de reaccion fueron purificados mediante cromatografia y TLC.

Acido 13-epi-labd-5(10)-en-15-0ico (41).
Miel incolora (64% rendimiento). RMN de H (400
MHz, CDCl3) é: 2.32 (1H, dd, J = 15.0, 6.6 Hz, H-
COOH 14), 2.16 (1H, dd, J = 15.0, 7.7 Hz, H-14’), 0.97 (3H,

s, H-18), 0.96 (3H, d, J = 7.3 Hz, H-16), 0.93 (1H, s,

H-19), 0.81 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-17), 0.79 (3H, s,
8 H-20). RMN de C (100 MHz, CDCls) &: 179.4 (C,
C-15), 136.8 (C, C-5), 132.5 (C, C-10), 41.8 (CH, C-14), 40.5 (C, C-9), 39.9 (CH,,
C-3), 34.4 (C, C-4), 33.5 (CH, C-8), 33.4 (CH,, C-1), 31.1 (CH, C-13), 30.7 (CHy,
C-12), 29.2 (CHs, C-19), 27.6 (CH3, C-16), 27.2 (CH,, C-11), 25.7 (CH,, C-7), 25.2
(CHy, C-6), 21.1 (CH3, C-20), 19.9 (CH,, C-2), 19.6 (CH3, C-18), 16.0 (CH3- C-17).
EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) CyoH3402, [M-2]" 304(2), 303(10), 302(43), 284(12),
205(20), 191(38), 187(27), 188(141), 185(50), 173(77), 171(104), 159(160),
143(125), 83(100), 73(82).
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Ester metilico del acido-13-epi-labd-8-en-
15-oico (35). Miel incolora (77% rendimiento).
RMN de "H & 3.66 (3H, s, OCH3), 2.34 (1H, dd, J =
COOCH; 147, 5.9 Hz, H-14), 2.13 (1H, dd, J = 14.9, 8.5 Hz,
H-14%), 2.05 (1H, m, H-11), 1.95 (2H, m, H-7), 1.93
(1H, m, H-13), 1.82 (1H, m, H-11"), 1.77 (1H, m, H-
8 1), 1.62 (2H, m, H-6), 1.53 (3H, s, H-17), 1.45 (2H,
m, H-2), 1.39 (1H, m, H-3), 1.34 (1H, m, H-12), 1.25 (1H, m, H-12"), 1.15 (1H, m,
H-3’), 1.12 (1H, m, H-1’), 1.10 (1H, m, H-5), 0.97 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-16), 0.93
(3H, s, H-20), 0.87 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, s, H-19); RMN de *C & 173.7 (C-15),
140.4 (C-9), 74.6 (C-8), 51.8 (C-5), 51.3 (OCHzs), 41.7 (C-3), 41.4 (C-14), 38.9 (C-
10), 37.2 (C-12), 36.9 (C-1), 33.6 (C-7), 33.3 (C-18), 33.3 (C-4), 31.4 (C-13), 25.4
(C-11), 21.6 (C-19), 20.0 (C-20), 19.6 (C-16), 19.4 (C-17), 19.0 (C-6), 19.0 (C-2).
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-
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13-epi-labd-5(10)-en-15-0oato de metilo

(42). Miel incolora (90% rendimiento). RMN de 'H

(400 MHz, CDCls) &: 3.65 (3H, s, OCH3), 2.28 (1H,

15 dd, J = 14.7, 6.6 Hz, H-14), 2.12 (1H, dd, J = 14.7,

7.7 Hz, H-14’), 0.96 (3H, s, H-18), 0.94 (3H, s, H-

19), 0.92 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.81 (3H, d, J =

6.9 Hz, H-17), 0.79 (3H, s, H-20). RMN de "*C (100

MHz, CDCls) 6: 173.7 (C, C-15), 136.7 (C, C-5), 132.5 (C, C-10), 51.3 (OCHs),

41.9 (CHz, C-14), 40.4 (C, C-9), 39.9 (CH,, C-3), 34.4 (C, C-4), 33.5 (CH, C-8),

33.4 (CHg, C-1), 31.3 (CH, C-13), 30.7 (CHy, C-12), 29.2 (CH3;, C-16), 27.6 (CHs,

C-19), 27.2 (CHy, C-11), 25.7 (CHy, C-7), 25.2 (CH,, C-6), 21.1 (CH3;, C-20), 19.9

(CHz, C-2), 19.7 (CHs, C-18), 16.0 (CHs- C-17). EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.)

C21H3602, [M]" 320(6), 312(4), 305(2), 296(9), 289(7), 192(48), 191(53), 190(100),

175(6), 161(6), 149(21), 147(5), 135(38), 121(26), 109(24), 107(20), 105(13),
95(31), 93(14), 91(13), 83(10), 81(12), 79(10), 69(28), 55(19).
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12 Acido labd-5(10)-en-15-oico (44). Miel
incolora (88% rendimiento). RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) &: 2.38 (1H, dd, J = 14.9, 5.6 Hz, H-14),
15 2.12 (1H, dd, J = 14.9, 8.7 Hz, H-14"), 0.97 (3H, d, J
= 6.5 Hz, H-16), 0.96 (3H, s, H-18), 0.95 (3H, s, H-
19) 0.81 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-17), 0.79 (3H, s, H-
8 20). RMN de ®C (100 MHz, CDCl3) &: 179.2 (C, C-
15), 136.8 (C, C-5), 132.4 (C, C-10), 40.9 (CH,, C-14), 40.4 (C, C-9), 39.9 (CH,, C-
3), 34.4 (C, C-4), 33.5 (CH, C-8), 33.4 (CH,, C-11), 31.0 (CH, C-13), 30.8 (CH, C-
12), 29.2 (CHs, C-19), 27.7 (CHs, C-16), 27.2 (CH,, C-1), 25.8 (CH,, C-7), 25.1
(CH,, C-6), 21.2 (CH3, C-20), 20.0 (CH3, C-2), 19.9 (CH,, C-18), 16.0 (CH3;- C-17).
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Acido-labd-5(10)-13-dien-15-oico (45). Miel
incolora (89% rendimiento). RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) &: 5.64 (1H, s, H-14), 1.91 (3H, s, H-16), 0.97
(3H, s, H-18), 0.95 (3H, s, H-19), 0.88 (3H, d, J = 6.8
Hz, H-17), 0.82 (3H, s, H-20). RMN de "*C (100 MHz,
CDCls) &: 171.3 (C, C-15), 164.9 (C, C-13), 137.1 (C,
C-5), 132.1 (C, C-10), 114.9 (CH, C-14), 40.8 (C, C-
9), 39.9 (CH,, C-3), 34.6 (C, C-4), 34.4 (CH,, C-11),
33.5 (CH, C-8), 29.1 (CHs, C-18), 28.7 (CH,, C-12), 27.7 (CHs, C-19), 27.2 (CH,
C-7), 25.7 (CH3, C-16), 25.6 (CH,, C-6), 25.0 (CH, C-1), 21.0 (CHs, C-20), 19.9
(CHa, C-2), 16.0 (CHs, C-17). EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) C2H3202, [M]" 304(3),
193(2), 192(25), 191(100), 189(1), 187(2), 177(2), 175(3), 161(3), 150(1), 149(11),
147(3), 145(2), 136(3), 135(19), 133(4), 121(13), 119(6), 109(12), 107(10), 105(8),
95(16), 93(7), 91(7), 83(4), 81(5), 79(5), 69(9), 55(7).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

La especie de Ageratina jocotepecana se colectd a orilla de la carretera en
el kilbmetro 51 de la carretera Morelia-Zacapu, se utilizaron hojas y flores de la
planta. Se realizé una maceracion en hexanos por tres dias y se concentré el
extracto. El extracto hexanico total de hojas y flores fue disuelto en acetona, se
dejé reposar a 5 °C por tres dias con la finalidad de precipitar las grasas.

Un total de 6 g del extracto desengrasado fue purificado por cromatografia
en columna, utilizando como eluyente mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad
ascendente, mediante sucesivas cromatografias en columna se obtuvo una miel
incolora en las fracciones eluidas con hexanos-AcOEt (9:1). En su espectro de
RMN de 'H (Figura 5) se observa una sefal simple ancha en 5.66 ppm
correspondiente al hidrégeno vinilico H-14, en 5.40 ppm se observa una sefial
simple ancha correspondiente al hidrégeno vinilico H-7, en 1.94 ppm se encuentra
una senal simple que integra para tres hidrogenos correspondiente a los
hidrogenos del CH3-16, en 1.75 ppm se observa una sefal simple que integra para
tres hidrégenos que corresponden a los hidrogenos del metilo vinilico CH3-17, en
0.87, 0.85 y 0.74 ppm se aprecian 3 sefales simples correspondientes a los
metilos terciarios CH3-18, CH3-19 y CH3-20, respectivamente. En el espectro de
RMN de '®C (Figura 6), se aprecian 20 sefiales, caracteristicas de un compuesto
diterpénico. En 171.5 ppm se localiza una sefial correspondiente al carbonilo del
acido carboxilico, en 163.9 ppm se aprecia la sefal del carbono cuaternario
vinilico C-13, en 135.2 y 122.2 ppm se localizan las sefiales correspondientes a
carbonos vinilicos, identificados como C-8 y C-7, en 115.3 ppm se aprecia una
sefal correspondiente al carbono vinilico C-14. El resto de las sefales se
observan entre 55.2-13.4 ppm (Tabla 1). Estos datos fueron iguales a los descritos

para el acido labdan-7,13-dien-15-oico (33).*%"%®
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Figura 5. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del &cido labdan-7,13-dienoico (33).
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De las fracciones eluidas con hexanos-AcOEt (8:2) se obtuvo una miel
incolora, en su espectro de RMN de 'H (Figura 7) se observa una sefial simple
ancha en 5.38 ppm correspondiente al hidrégeno vinilico H-7, en 2.39 ppm se
encuentra una sefal doble de dobles con J14,14= 14.9 y J14.15= 5.8 Hz, asignada a
H-14, en 2.14 ppm se observa otra sefial doble de dobles con J14,14= 149y J14.13
= 8.3 Hz correspondiente al H-14’. En 1.65 ppm esta presente una sefial simple
que integra para tres hidrogenos correspondientes al metilo vinilico CHs-17, en
0.99 ppm se encuentra una sefial doble con J= 6.6 Hz perteneciente al H-16, en la
zona caracteristica de metilos terciarios se observan tres sefiales simples en 0.87,
0.85 y 0.75 ppm, asignadas a los metilos terciarios CH3-19, CH3-18 y CH3-20,
respectivamente. En el espectro de RMN de 'C (Figura 8), se observan 20
sefales principales, caracteristicas de un compuesto diterpénico (Tabla 1). En
179.7 ppm se observa una sefal correspondiente al carbonilo del acido
carboxilico, en 135.3 y 122.1 ppm se localizan dos sefiales correspondientes a
carbonos vinilicos C-8 y C-7. El resto de las sefiales se ubican entre 55.2-13.5
ppm. Los datos de RMN fueron comparados con la literatura, se determiné que

correspondia al &cido cativico (29).343°
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De las fracciones eluidas con hexanos-AcOEt (7:3) se obtuvo un sélido
blanco. En su espectro de RMN de 'H (Figura 9) se observan dos sefiales doble
de dobles en 2.39 ppm (J14,14= 14.7 Hz y J1413= 6.4 Hz) y en 2.13 ppm (J14,14=
14.7 Hz y J1413= 7.6 Hz) correspondientes a los hidrégenos del metileno CH2-14,
la sefal simple en 1.15 ppm es asignada al metilo CH3-17. En 0.98 ppm se
encuentra una sefal doble con Js6 13= 6.5 Hz correspondiente al metilo secundario
CHs3-16, en 0.86 ppm se localiza la sefal simple del CH3-18, en 0.78 ppm se
localiza una sefal simple que integra para seis hidrégenos correspondiente a los
metilos CH3-19 y CH3-20. En el espectro de RMN de *C (Figura 10) se observan
20 sefales, en 178.4 ppm se observa la sefal correspondiente al carbonilo del
acido carboxilico, en 74.6 ppm se encuentra la sefial del carbono cuaternario base
de oxigeno, C-8. El resto de los datos se pueden observar en la tabla 1, los cuales

fueron iguales a los reportados para el acido 13-epi-labdandlico (31).3433¢
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Figura 10. Espectro de RMN de '°C a 100 MHz del acido 13-epi-labdandlico (31).



REORDENAMIENTOS MOLECULARES DE DITERPENOS DEL GENERO AGERATINA [ONN:-WNET WA WETTv A {1172

Tabla 1. Desplazamientos quimicos de RMN de "*C a 100 MHz en CDCls
de los compuestos 29, 31, y 33.

C 29 31 33

1 39.1 39.6 38.9
2 18.8 18.4 18.8
3 42.3 41.9 42.2
4 329 33.2 33.1
5 50.1 56.0 50.1
6 23.8 20.4 23.7
7 1221 44.2 122.2
8 135.3 74.6 135.2
9 55.2 61.7 55.2
10 36.8 39.1 37.0
11 245 21.9 25.8
12 39.3 39.8 36.2
13 31.1 30.7 163.9
14 41.3 40.9 115.3
15 179.7 178.4 171.5
16 19.9 19.9 25.7
17 22.1 23.8 21.8
18 33.2 33.3 32.9
19 21.8 21.4 22.0
20 13.5 15.4 13.4
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Una vez aislados los labdanos 29, 31 y 33 se sometieron a reaccion de
manera independiente en acido p-toluensulfonico y acido formico para generar los
posibles productos de reordenamiento. Analizando la estructura del acido 13-epi-
labdandlico (31) observamos que presenta un grupo hidroxilo en la posicion 8, que
al ser protonado por el medio acido puede salir en forma de agua generando un
carbocation terciario en el C-8, el cual puede ser estabilizado mediante la
eliminacién de uno de los hidrogenos vecinos abriendo la posibilidad de obtener
productos de deshidratacion. Al eliminarse H-9 se generarian los alquenos 35y 38
que serian los mas estables de acuerdo a la regla de Zaitsev, si se eliminara H-7
daria origen a los alquenos 36 y 39, mientras tanto si se eliminara H-17 se
obtendria 37 y 40 respectivamente. Cabe mencionar que estas condiciones
también favorecerian la esterificacion del acido carboxilico al usar MeOH como
disolvente.

COOH p-TsOH 6 17 COOH
Acido féormico
—_—
CH;0H 6
CH,CI,

31

COOR COOR COOR
35 R= Me 36 R= Me 37 R= Me
38R=H 39 R=H 40R=H

Esquema 15. Productos de deshidratacién en medio acido.
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Los ensayos se iniciaron con un lote de 37 mg del acido 13-epi-labdandlico
(31) con 700 pL de acido férmico en 2 mL de CH,Cl, como disolvente a reflujo por
4 h, obteniendo una miel amarilla. En su espectro de RMN de 'H (Figura 11) se
observa una sefal simple ancha en 5.39 ppm, sefial caracteristica de un
hidrégeno vinilico en la posicion 7, ademas se observan dos sefiales simples
ancha en 4.8 y 4.5 ppm indicando la presencia de un doble enlace exociclico, asi
como la presencia de metilos vinilicos en 1.68 y 1.57 ppm y un cambio en el
desplazamiento quimico de los metilos terciarios 18, 19 y 20, lo que nos sugiere
que el OH del C-8 ha sido deshidratado mediante la eliminacion de los H-7, H-9 y
H-17, para la generacion de la mezcla de isdbmeros 38, 39, 40 (Esquema 15) de
los cuales el diterpeno 40, fue aislado de los tallos de Moldenhawera nutans y
presentando una actividad antibacteriana,*® el derivado 38 fue obtenido mediante

deshidratacion en medio acido en un trabajo anterior.*
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De acuerdo con los resultados obtenidos se decididé modificar algunas
condiciones de reaccion quimica empleando 100 mg de 31, utilizando ahora un
acido organico fuerte 415 mg de acido p-TsOH en 6 mL de MeOH un disolvente
polar a reflujo por 1 h y aumentando la temperatura a 65° C, el crudo de reaccion
fue analizado mediante RMN de 'H (Figura 12), donde se observa una sefial
simple ancha en 5.38 ppm, sefal caracteristica de un hidrégeno vinilico en la
posicion 7, se aprecian también dos sefales simples anchas en 4.8 y 4.5 ppm
indicando la presencia de un doble enlace exociclico, asi como la presencia de
metilos vinilicos en 1.69 y 1.58 ppm, se observa un cambio de desplazamiento de
los metilos terciarios en comparacion con la materia prima y la presencia de una
nueva sefal simple en 3.68 ppm caracteristica de un metoxilo, lo cual sugiere una
mezcla de isomeros 35, 36, 37, productos de deshidratacion del OH de la posicion
8 por la eliminacion de los hidrogenos vecinos H-7, H-9, H-17 (Esquema 15) que
ademas del proceso de deshidratacion se favorecio la formacion del respectivo
metil éster. Estos compuestos fueron comparados con los obtenidos por

31,32

deshidratacion en medio basico de Cistus ladaniferus, en medio acido a partir

de 40 aislado de Moldenhawera nutans® y en estudios previos realizados en

nuestro grupo de investigacion.*°
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Figura 12. Espectro de RMN de "H a 400 MHz del crudo de reaccién de 31 con acido p-TsOH en MeOH.
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Observando los resultados anteriores se decidio incrementar la
concentracion del acido y la temperatura, empleando 50 mg de 31 adicionando 3
mL de acido férmico en 3 mL de tolueno a reflujo por 2 h, el crudo de reaccion fue
purificado por cromatografia en placa usando como eluyente mezcla de hexanos-
acetona (8:2) obteniendo una miel incolora, que al ser analizada mediante RMN de
1D y 2D se propone que corresponde al derivado reordenado 41 (Esquema 16).

COOH

acido férmico,
tolueno

Reflujo 2h
110 °C

41

Esquema 16. Producto de reordenamiento en medio acido.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 13) se observan dos sefiales doble
de dobles en 2.32 ppm (J14, 14=15.0 Hz y J14 13= 6.6 Hz) y en 2.16 ppm (J14, 14 =
15.0 Hz y J14 13 = 7.7 Hz), correspondientes a los hidrégenos del metileno CH2-14.
En 0.97 ppm se observa una sefial simple que integra para tres hidrogenos que
corresponde al metilo CH3-18, en 0.96 ppm se encuentra una senal doble con
Jis,13 = 7.3 Hz que integra para tres hidrégenos, correspondiente al metilo
secundario CH3-16; en 0.93 ppm aparece la sefial simple asignada al metilo
terciario CH3-19, en 0.81 ppm se observa la sefial doble (J17s = 6.9 Hz), del metilo
secundario CH3-17, en 0.79 ppm se encuentra la sefal simple del metilo terciario
CHs-20. En el experimento COSY (Figura 14) se observa la correlacidon de la sefial
doble en 0.81 ppm asignada al metilo secundario CHs-17 con la sefial multiple en
1.56 ppm perteneciente al H-8, lo que sugiere la eliminacion del grupo hidroxilo y
la consecuente migracion del hidruro H-9 al carbono C-8. En el analisis del
espectro de RMN de C (Figura 15) se observan las 20 sefiales esperadas para el
diterpeno, entre las que se aprecian dos sefiales de carbonos vinilicos en 136.8 y
132.5 ppm asignados a los carbonos C-5 y C-10. La formacién de este doble
enlace deriva en el reordenamiento del metilo CH3-20 hacia el C-9. Estos cambios
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se sustentan por el numero de carbonos cuaternarios y carbonos protonados

determinados mediante el experimento DEPT.

Las sefiales de RMN de *C se asignaron con ayuda del experimento
HETCOR (Figura 16), Estos resultados permiten definir la formacion del acido 13-
epi-labd-5(10)-en-15-oico (41), el cual corresponde a un compuesto novedoso.
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Figura 15. Espectro de RMN de "°C a 100 MHz del 4cido 13-epi-labd-5(10)-en-15-oico (41).
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Bajo las condiciones de reaccion establecidas, y con base en los productos
obtenidos, se sugiere un mecanismo que favorece la protonacion del OH-8 y su
consecuente eliminacién para dar paso al intermediario catidnico 31a, el cual
puede promover un reordenamiento WM 1,2 de hidruro para generar a 31b, a su
vez, un reordenamiento WM 1,2 del metilo CH3-20 es favorecido generando a 31c,
que después de la desprotonacién del C-5 el carbocatién es neutralizado para
formar al compuesto 41 (Esquema 17).

BRG]
Acido férmico, E\J
tolueno
A \/
2
Z
Z
31a
WM
1,2 hidruro
JJ‘IJ NV
,\ \\\H
WM NG
-H* 1,2 metilo \/‘r
e

Z Z
Z 2
2 2
Z Z
Z 2
Z Z
Z z

Esquema 17. Propuesta mecanistica para la formacién del compuesto 41.

Continuando con la exploracién de la reactividad de labdanos de Ageratina
Jjocotepecana, observando que al usar acido p-toluensulfonico en MeOH se
favorecia la esterificacion del acido carboxilico se decidid incrementar la
concentracion del acido p-toluensulféonico esperando obtener un derivado
reordenado con su respectivo metil éster con base en lo anterior. Se sometieron
150 mg de 31 con 840 mg de acido p-toluensulfonico en 3 mL de MeOH a reflujo
por una hora (Esquema 22), obteniendo una miel amarilla la cual fue analizada
mediante RMN de 'H observando sefiales correspondientes al derivado 35 como
unico producto de deshidratacion que corresponde al mas estable de acuerdo a la

34,36

regla de Zaitsev el cual ya ha sido reportado (Esquema 18).
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COOH COOMe
p-TsOH, MeOH
—_—

Reflujo 2h 7,
65 °C %,

31 35

Esquema 18. Producto de deshidratacion en medio acido.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 17) se localiza una sefial simple en
3.66 ppm que integra para tres protones, correspondientes al metoxilo del C-15,
en 2.34 ppm se observa una sefal doble de dobles que corresponde al H-14 con J
=14.7 y 5.9 Hz; en 2.13 ppm se localiza otra doble de dobles para el H-14’ con J =
14.9 y 8.5 Hz, en 1.54 ppm se encuentra una sefal simple que corresponde al
metilo 17. En 0.97 ppm se localiza una sefial doble que corresponde al metilo 16
con J= 6.4 Hz, en 0.93 ppm se encuentra una sefial simple para el metilo 20, en
0.87 ppm se localiza una sefal simple para el metilo 18 y en 0.82 ppm se
encuentra otra sefal simple para el metilo 19. Mientras que en el espectro de RMN
de ®C se observan dos nuevas sefiales en la regién de los carbonos sp? en 140.4
y 125.5 ppm, asi como la desaparicion de la sefial del carbono base de oxigeno en
74.6 ppm del carbono 8. La comparacion de los datos espectroscopicos de 35

fueron idénticos a los reportados en la literatura.>*%®
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De acuerdo a los resultados anteriores se observa que para favorecer el
reordenamiento es necesario incrementar la temperatura y el acido por lo que
posteriormente se hicieron reaccionar 140 mg de 35 con 3 mL de acido férmico en
3 mL de tolueno a reflujo por 2 h, obteniendo 125 mg de una miel amarilla la cual
fue purificada mediante cromatografia en columna usando como eluyente mezclas
de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente obteniendo una miel incolora en las
fracciones 5-12. En su espectro de RMN de 'H (Figura 18) se observa la sefial
simple en 3.65 ppm que corresponde al metilo de éster, en 2.28 y 2.12 ppm se
observan las sefales doble de dobles correspondientes a los hidrogenos H-14 y
H-14’, respectivamente. En 0.96 ppm se observa una sefial simple que integra
para tres hidrogenos que corresponde al metilo CH3-18, en 0.94 ppm se observa
una sefal simple que integra para tres hidrogenos que corresponde al metilo
terciario CH3-19. En 0.92 ppm se encuentra una sefal doble que integra para tres
hidrogenos con una J = 6.6 Hz que corresponde al metilo secundario CHs3-16; en
0.81 ppm se observa una senal doble que integra para tres hidrogenos con
constante de acoplamiento de Ji7s = 6.9 Hz, que corresponde al ahora metilo
secundario CH3-17, en 0.79 ppm se encuentra una sefial simple que integra para
tres hidrogenos que corresponde al metilo reordenado CH3-20. En el analisis de
RMN de "*C (Figura 20) se observa en 173.7 ppm una sefial caracteristica para el
C-15 del acido carboxilico, en 136.7 y 132.5 ppm se observan dos senales
caracteristicas de carbonos vinilicos asignadas a C-5 y C-10, en 40.4 ppm se
observa la senal del carbono cuaternario C-9. La asignacion inequivoca de los
espectros de RMN de 'H y ®*C se confirmé mediante RMN de 2D, permitiendo
establecer la presencia del 13-epi-labd-5(10)-en-15-0oato de metilo (42), un
novedoso producto de reordenamiento generado a partir de 35 (Esquema 19).
Realizando una busqueda en la literatura se encontr6 a 43 obtenido mediante
esterificaciéon con diazometano del extracto hexanico de las partes aéreas de C.
laurifolius*' el cual posteriormente fue reducido por el método Huang-Minlon para
dar el epimero 44 (Esquema 20).
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COOMe  4cido férmico,

tolueno
—_—

Reflujo 2h
110 °C

35

Huang-Minlon
KOH, NoH4-H,0
_—

Dietilenglicol

Esquema 20. Reaccion Huang-Minlon para obtener 44.

Con base en el producto obtenido 35, se propone un mecanismo que
favorece la ruptura del doble enlace, para dar paso al intermediario catiénico 35a
en el que la estereoquimica del CH3-17 se sugiere que se encuentra en posicion 3
ya que la protonacion se podria llevar a cabo por la cara anterior, generando un
carbocation terciario en el C-9 el cual puede promover un reordenamiento WM 1,2
del CH3-20 de C-10 a C-9 para generar 35b, que mediante desprotonacion del C-
5, el carbocation puede ser neutralizado formando el derivado 42 (Esquema 21).
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COOCH
3 Acido formico,

tolueno

A

35a

WM
1,2 metilo

35b

Esquema 21. Propuesta mecanistica para la formacién del derivado 42.
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Figura 19. Experimento COSY del 13-epi-labd-5(10)-en-15-oato de metilo (42).
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Una vez estandarizadas las condiciones de reaccion para el
reordenamiento se emplearon 106 mg de acido cativico (29) con 3 mL de acido
férmico en 3 mL de tolueno como disolvente a reflujo por 2 h (Esquema 22)
obteniendo 94 mg de una miel amarilla la cual fue purificada mediante
cromatografia en placa usando como eluyente mezcla de hexanos:Cl,Cl:EtOH
(8:1:1) obteniendo una miel incolora.

\Y
\\\\\\\\
\!

acido formico,
COOH tolueno
—_—

Reflujo 2h
110 °C

%,
“,
%

45

Esquema 22. Reaccion de reordenamiento de 29.

En su espectro de RMN de 'H a 400 MHz (Figura 22) se observa en 0.97
ppm la sefial doble que integra para tres hidrogenos con J13 = 6.5 Hz, que
corresponde al metilo secundario CHs3-16, en 0.96 ppm se observa una sefal
simple que integra para tres hidrégenos que corresponde al metilo terciario CHs-
18, 0.95 ppm se localiza una sefial simple que integra para tres hidrégenos
correspondiente al metilo 19, en 0.81 ppm se observa una seinal doble con J = 6.9
Hz que corresponde al metilo secundario CHs-17, en 0.79 ppm se encuentra una
sefal simple del metilo terciario CH3-20, los cuales indican que el reordenamiento
se llevd a cabo. En el experimento de correlacion homonuclear (COSY) (Figura
23) se observa la correlacion de la senal multiple en 1.57 ppm asignada para H-8
con la sefal doble en 0.81 ppm correspondiente al CHs-17. En el espectro de
RMN de ®C (Figura 24) en 179.2 ppm se observa una sefial caracteristica del
carbonilo del acido carboxilico, en 136.8 y 132.4 ppm se observan las senales
caracteristicas de los carbonos vinilicos C-5 y C-10, respectivamente. En 40.4
ppm se aprecia la sefal del C-9, que corresponde a un carbono cuaternario. Se
realiz6 una busqueda en la literatura del acido labd-5(10)-en-15-oico (45) del cual

no se encontraron reportes para este compuesto, por lo que resulta novedoso.
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Figura 22. Espectro de RMN de "H a 400 MHz del &cido labd-5(10)-en-15-oico (45).
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Figura 24. Espectro de RMN de '°C a 100 MHz del acido-labd-5(10)-en-15-oico (45).
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Al reaccionar 100 mg de acido labdan-7,13-dienoico (33) con 3 mL de acido
férmico en 3 mL de tolueno a reflujo por 2 h se obtuvo 98 mg de una miel amarilla,
la cual fue purificada mediante cromatografia en columna usando como eluyente
mezclas de hexanos:AcOEt en polaridad ascendente; de la fraccidon 11-21 se
obtuvo una miel incolora. En su espectro de RMN de 'H (Figura 26) se observa la
sefal del metilo secundario CH3-17 en 0.88 ppm y el CH3-20 en 0.82 ppm. Estos
desplazamientos indican que se llevé a cabo el reordenamiento de la materia de
partida. Las correlaciones en el espectro COSY (Figura 27) confirman la presencia
del metilo secundario CHs-17. En el espectro de RMN de '*C (Figura 28) se
observan las sefiales caracteristicas del doble enlace endociclico en 137.2 y 132.1
ppm. La asignacion de las sefiales de RMN de ™C se confirmé con los
experimentos HETCOR (Figura 29), indicando que estos datos corresponden al
acido labd-5(10)-13-dien-15-oico (46) (Esquema 23). Realizando una busqueda en
la literatura se encontré un compuesto que corresponde al enantiomero 46, el cual
fue aislado de manera natural de la corteza del tallo de Polyalthia longifolia al que
denominaron &cido ent-halima-5(10)-13E-dien-15-oico (47)** (Figura 26). Con

base en lo anterior se sugiere que 46 corresponde a una estructura novedosa.

COOH COOH
/
acido féormico,
tolueno
Reflujo 2h
110 °C

Esquema 23. Reaccién de reordenamiento de 33.
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Figura 25. Labdano aislado naturalmente de Polyalthia longifolia.

En el mecanismo para los compuestos 45 y 46 se sugiere una ruptura del
doble enlace para generar la especie 29a y 33a en la que se puede llevar a cabo
una migracion de WM 1,2 hidruro generando 29b y 33b, de esta manera
promoviendo la migracion WM 1,2 del CH3-20 del C-10 a C-9 generando un
carbocation en el C-10 (29c y 33c), seguido de la desprotonacién del H-5 para
generar los compuestos 45 y 46 (Esquema 24).

CH,

WM 1,2 hidruro
—_—

WM 1,2 metilo

CH,

Esquema 24. Propuesta mecanistica para los compuestos 45 y 46.
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Figura 27. Experimento COSY del acido labd-5(10)-13-dien-15-oico (46).
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Figura 28. Espectro de RMN de'®C a 100 MHz del &cido labd-5(10)-13-dien-15-oico (46).
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8. CONCLUSIONES

Los ensayos utilizando cantidades cataliticas de acido férmico en CH»Cl,
favorecieron la deshidratacion de 31 generando los productos de deshidratacion
38, 39 y 40. Al someter 31 con acido p-toluensulfonico en MeOH como disolvente
se generaron los productos de deshidratacion 35, 36 y 37, que ademas del
proceso de deshidratacidn se favorecio la formacion del respectivo metil éster. El
incremento de la concentracion del acido p-toluensulfénico usando MeOH como
disolvente condujo unicamente al producto de deshidratacion 35.

COOR (/:6?(0 0OR gjg(com

35 R= Me 36 R= Me 37 R= Me
38R=H 39R=H 40 R=H

Al incrementar la concentraciéon del acido formico y la temperatura,
empleando tolueno como disolvente se favorecio la migracion de tipo WM 1,2 del
CHs3-20 de C-10 a C-9 generandose los derivados reordenados 41, 42, 45 y 46,
respectivamente a partir de 31, 35, 29 y 33, que corresponden a estructuras

novedosas.

COOH

33
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Los resultados obtenidos evidencian la susceptibilidad de éstos compuestos
a reacciones de reordenamientos, en lo que se sugiere que la estereoquimica del
CHs-17 para el compuesto 41 tiene estereoquimica 3 ya que el hidruro migra por
la misma cara, para los derivados 42, 45 y 46 se propone la estereoquimica del
CHs-17 sea [3, ya que la protonacion del doble enlace de 29, 33 y 35 puede ser por
la cara anterior quedando el CHs3-17 en posicion (. Analizando los
desplazamientos quimicos de RMN de 'H de los compuestos 41 y 45 se observo
una diferencia de 0.01 ppm del CHs-16, a través de este reordenamiento se
lograron obtener los epimeros ya que provienen de compuestos con
estereoquimica diferente,** observando que la estereoquimica del centro quiral C-

13 no se vié modificado.
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9. PERSPECTIVAS

Determinar la configuracion absoluta de los derivados reordenados 41, 42, 45 y
46 por Dicroismo Circular Vibracional (DCV).

Determinar la actividad antibacteriana de los productos de reaccion, para
comparar su actividad contra los productos naturales 29, 31y 33.
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