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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el aislamiento de los glicosidos de p-
menteno 27 y 29 a partir de las partes areas de Ageratina glabrata. La hidrolisis
acida de 27 y 29 permitio la obtencion de los derivados del p-menteno 22-26.
Asimismo, se describe la preparacion de los derivados acetilados 28 y 30. La
determinacion de la configuracion absoluta de la serie de compuestos 22-30, se
determind mediante la comparacién de los espectros experimentales de dicroismo
circular vibracional de los derivados 31 y 33 con sus espectros calculados por DFT.
Ademas, los parametros de Flack y Hooft de rayos X de 22 confirmaron la
asignacion de la configuracién absoluta de los p-mentenos. Tratamientos acidos
subsecuentes a los derivados 22-26, permitieron la obtencién de los derivados de 3-
felandreno 36 y 38, la cetona a,B-insaturada ciclica 39 y los productos de
aromatizacion 37 y 40, respectivamente. Estas transformaciones quimicas llevadas a
cabo contribuyen al conocimiento de la quimica de monoterpenos de la cual al
momento no estan establecidos los procesos por los cuales las plantas biosintetizan
al carvacrol (37) y p-cymeno (40); no obstante, se establece su estrecha relacion con
derivados del p-menteno.
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ABSTRACT

This work describes the isolation of p-menthene glycosides 27 and 29 from
the aerial parts of Ageratina glabrata. The acid hydrolysis of 27 and 29 yielded to the
obtaining of p-menthene derivatives 22-26. Also, the preparation of acetylated
derivatives 28 and 30. While the determination of the absolute configuration of the
series of compounds 22-30 were determined by comparing the experimental spectra
of vibrational circular dichroism of derivatives 31 and 33 with their spectra calculated
by DFT. In addition, the Flack and Hooft X-ray parameters of 22 confirmed the
assignment of the p-menthenes. Acid subsequent to derivatives 22-26, allowed
obtaining the B-phellandrene derivatives 36 and 38, the cyclic a,B8-unsaturated ketone
39 and aromatization products 37 and 40, respectively. These chemical
transformations carried out contribute to the knowledge of the monoterpene
chemistry from which at the moment the processes by which the plants biosynthesize

carvacrol (37) and p-cymeno (40) are not established; nevertheless, its close
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relationship with p-menthene derivatives is established.
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1. INTRODUCCION

La necesidad de curar las enfermedades es tan antigua como la
humanidad. Al surgir las grandes civilizaciones aparecieron también los primeros
agentes terapéuticos, principalmente de origen natural. Con el paso del tiempo y
conforme la humanidad comenzé a adquirir nuevos conocimientos en medicina y
guimica se introdujeron los primeros productos de sintesis organica durante la
primera mitad del siglo XIX; en la actualidad siguen siendo los productos naturales
y la sintesis organica las principales fuentes de nuevos farmacos.! Los productos
naturales ofrecen caracteristicas complementarias a los compuestos sintéticos en
cuanto a composicion, peso, tamafio, grupos funcionales, complejidad molecular y
estereoquimica.? En el periodo de 1981 al 2014 fueron introducidos en todo el
mundo 1328 compuestos organicos como farmacos, de los cuales mas del 40%
tienen relacién con moléculas de origen natural.®

Una propiedad remarcable que poseen numerosos productos naturales es
la presencia de centros estereogénicos, es decir, son quirales. Sin embargo, la
naturaleza es estereoespecifica y en la mayoria de los casos solo biosintetiza
uno de los enantiomeros. Se sabe que los enantibmeros tienen iguales
propiedades fisicas y quimicas pero difieren en dos aspectos, en el plano de
rotacién de la luz polarizada y en la reactividad frente a otras moléculas quirales,
incluyendo su interaccién en los sistemas biolégicos.*

Por ejemplo, el limoneno un monoterpeno que lo podemos encontrar
en el limén o la naranja y que dependiendo de la configuracion de su Unico

centro estereogénico para cada enantibmero posible va ser el responsable del

olor de estas frutas, en el caso del (R) tiene olor alimoény el (S) a naranja,5 Figura
1.

Un solo cambio en la estereoquimica modifica la actividad de los pares
enantioméricos, lo que se vuelve critico en actividades farmacoldgicas,

independientemente si la molécula es natural o sintética.
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Figura 1. Enantiémeros del limoneno.

Determinar la configuracion absoluta ha sido desde hace mucho tiempo un
problema cientifico significativo, por lo que se han desarrollado diversos métodos
qgue han ido evolucionando a lo largo de la historia. Desde 1815, cuando Jean
Baptiste Biot descubrié que algunos compuestos organicos naturales rotaban el
plano de la luz polarizada® se marcé la pauta que trazaria la importancia de la
estereoquimica de las moléculas organicas, aflos mas tarde en 1848, Louis
Pasteur observo que el tartrato de sodio y amonio existia como una mezcla de dos
clases diferentes de cristales, separ6 los dos tipos de cristales cuidadosamente
con pinzas y encontr6 que los cristales orientados a su derecha rotaban la luz
polarizada en sentido de las manecillas del reloj, mientras que los orientados
hacia su izquierda rotaban la luz polarizada hacia el lado contrario. Este
descubrimiento lo llevd a crear las bases de la estereoquimica; plantedé que al
igual que los dos tipos de cristales, las moléculas que los conformaban eran
imagenes especulares entre si, es decir, habia descubierto los enantibmeros. Los
trabajos de Pasteur condujeron en 1874 a Van't Hoff y Le Bel a proponer que el
carbono con cuatro sustituyentes se encuentra con una geometria tetraédrica, lo

que conferia a las moléculas orgéanicas tridimensionalidad.”

Los rapidos avances de la difraccion de rayos X, han permitido establecer la
configuracion absoluta empleado los parametros Flack y Hooft®° en las mediciones
cristalograficas para la determinacion de la configuracion absoluta. Sin embargo,
este meétodo requiere la obtencion de un monocristal adecuado situacion, que a

veces es dificil de obtener con algunas moléculas.!’® La configuracién absoluta



también se puede obtener al determinar la estereoquimica de un sustituyente o
compuesto de referencia del cual se conozca su configuracion. Una variante
de este método es que se pueden preparar derivados con auxiliares quirales que

ademas puedan ayudar a la cristalizacion de la molécula.'!

En la década de 1970, el desarrollo del modulador fotoelastico de cuarzo
con selenuro de zinc permiti0 generar longitudes de ondas circularmente
polarizada en la regién del espectro de infrarrojo (IR), logrando con esto la
medicion del Dicroismo Circular Vibracional, (DCV). De manera conjunta, el
desarrollo de métodos computacionales capaces de predecir el espectro tedrico
de DCV, hizo posible determinar la configuracion absoluta por comparacion entre

ambos espectros, tedrico y experimental.*?

Todas las moléculas organicas absorben radiacion IR por lo que las
moléculas quirales generan espectros de IRbcv y DCV el cual es
estereoespecifico, puesto que los pares de enantidmeros tienen el mismo espectro
de IR pero sus espectros de DCV son opuestos, es decir, con signos contrarios.
La magnitud de las bandas en un espectro de DCV es aproximadamente 10,000
veces mas pequefia que la de IR, cada banda de absorcion en el espectro de IR
tiene una correspondiente banda de DCV.®® Esta técnica ha sido recientemente
utilizada para determinar la configuracion absoluta tanto de moléculas sintéticas

como de productos naturales.415

Un ejemplo de este método es la determinacibn de la configuracion
absoluta del acido cativico y acido 13-epi-labdandlico obtenidos del extracto
hexanico de Ageratina jocotepecana, la presencia de los labdanos (13R) y (13S)
en esta planta fue demostrada por la asignacion de la configuracion absoluta de
los productos naturales utilizando espectroscopia de DCV en comparacién con

calculos de DFT y con ayuda de transformaciones moleculares, Figura 2.
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B)

Figura 2. Espectros de DCV de; A) Ester metilico del acido cativico y B) Ester
metilico del acido 13-epi-labdandlico nivel de célculo B3LYP/DGDZVP."

De igual manera por este método se ha comprobado la presencia de
derivados de labdano y ent-clerodanos!’ en especies de la familia Asteraceae, la
cual ocupa un lugar preponderante en la flora de México, tanto a nivel de géneros
como de especies y contribuye substancialmente a la enorme riqueza floristica de
nuestro Pais.’® Actualmente, se calcula para la RepuUblica Mexicana un total de mas
3,000 especies nativas de asteraceas, distribuidas en 392 géneros de los cuales 67
son endémicos, los Estados mas ricos floristicamente en el sureste mexicano son
Chiapas, Oaxaca y Veracruz, y en el oeste son Jalisco y Michoacéan. Alrededor del
66% de las especies restringen su area de distribucion al Territorio Nacional. Estas
cifras aumentan continuamente, debido a la exploracion de areas hasta ahora poco
colectadas.'®

El género Ageratina pertenece a la familia Asteraceae y es un miembro de la
tribu Eupatorieae que comprende cerca de 149 especies.?® Se encuentra en las
regiones tropicales y templadas de Europa y América, especialmente en México, con
una amplia distribucién que va desde San Luis Potosi hasta Oaxaca; habita en clima
templado donde crece a orillas de los caminos, asociada a vegetacién perturbada de
pastizal, bosques de pino y encino y bosque mesofilo.? En general, las especies del
género Ageratina poseen propiedades terapéuticas, tales como el efecto analgésico

y son utilizadas en la medicina tradicional en diferentes partes del mundo incluyendo
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México. Actualmente, existen reportes de compuestos obtenidos de especies del
género Ageratina que han demostrado actividad antimicrobiana y antiinflamatoria.??
De los estudios fitoquimicos de A. glabrata se han reportado principalmente
derivados del timol y un derivado glucosilado del p-menteno.3* En el presente trabajo
se realiza la determinacion de la configuracion absoluta de derivados del p-menteno
de esta especie, también se describen las transformaciones biomiméticas llevadas a
cabo a partir de los p-mentenos obtenidos y su relacion estructural con derivados
aromaticos como carvacrol y p-cymeno, donde al momento se desconocen los

procesos por los cuales las plantas biosintetizan a estos compuestos.



2. ANTECEDENTES

El esqueleto de p-menteno se genera a partir del difosfato de geranilo, este
contiene solamente un centro estereogénico en la posicion C-4; sin embargo,
mediante diferentes sustituciones pueden generarse mas estereocentros. Muchos de
estos derivados se han reportado en especies vegetales medicinales o de uso
cotidiano.

Derivados glucosilados del p-menteno también se han aislado del fruto de
Cuminum cyminum L., entre los que se encuentra el (4S)-4-O--D-glucopiranosiloxi-
1-p-menten-6-ol (1) y (4R,6S)-4-O-B-D-glucopiranosiloxi-1-p-menten-7-ol (2),%3
Figura 3. La configuracién de estos compuestos fue propuesta por andlisis del
espectro NOESY.

Glu

i
o

)

Figura 3. Derivados glicosilados del p-menteno aislados de Cuminum cyminum L.

Del extracto metandlico obtenido de las bayas de Juniperus oxycedrus L.,
realizaron una particion con n-butanol, del cual se obtuvo al glucésido del p-menteno
3. Este compuesto resulté activo contra células de cancer de mama (MCF-7) y
pulmén (H460),%* Figura 4.

COOH

O~au
3

Figura 4. p-menteno aislado de Juniperus oxycedrus L.



De los derivados del p-menteno sin la funcién glicésido, se han reportado
aplicaciones interesantes a nivel industrial y en el area farmacoldgica, asi como
en semisintesis de nuevos productos de interés quimico.

Uno de los estudios mostré que el (-)-mentol (4) presentd propiedades
analgésicas a través de la activacion selectiva del receptor k-opioide.?® Otros

terpenos naturales exhiben propiedades de sensacién de frescura y son
empleados en fragancias, como el (-)-isopulegol (5), cis-p-mentano-3,8-diol (6a)
y trans-p-mentano-3,8-diol (6b), se venden bajo el nombre Coolact P (FEMA-2962)

por Takasago International,ze'29 Figura 5.

=" oH “Non Y o Y oH
OH OH
4 5 6a 6b

Figura 5. Compuestos derivados del mentol.

Esta clase de derivados del p-menteno se han aislado de Brickellia
rosmarinifolia Vent., cuyos extractos de metanol de planta completa,
presentaron potente actividad antifungica contra Colletotrichum musae vy
Peronophythora litchii. Del fraccionamiento de los extractos metandlicos de esta
especie encontraron tres compuestos monoterpénicos conocidos como
(3R,4R,6S)-3,6-dihidroxi-1-menteno (7), (+)-(1R,3S,4R,6S)-6-hidroximentol (8) y 4-

isopropil-1-metilciclohex-2-eno-1,6-diol (9),%% 3! Figura 6.

s OH
HO,,, (j HO,,, A~ HOY,,
iy, I/’O " K "OH <
PN PN
7 8 9

Figura 6. Derivados del mentol aislados de B. rosmarinifolia.



Derivados del p-menteno como yabunikkeol (11) y 5-p-menten-2-ona (12)

se han obtenido a partir del (R)-a-felandreno (10) con el hongo Corinespora
cassiicola DSM 62474. A partir del (S)-a-terpinen-4-ol (13) con el hongo
Gibberella cyanea DSM 62719 obtuvieron los derivados (1S,2S,4S)-p-mentan-

1,2,4-triol (14), 6-p-menten-2,4-diol (15) y (1R,2R,4S)-2-hidroxi-1,4-cineol (16),%
Figura 7.
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cassiicola

DSM 62474

-0

(o)
I

2,
2,
2,
%2,

Gibberella
cyanea
DSM 62719

HO
PN

13

-
(=}]

Figura 7. Derivados del p-menteno obtenidos con C. cassiicola y G. cyanea.

Muhammad y col., en 2010 prepararon cuatro derivados del (-)-mentol
llamados WS-5 (17), CPS-125 (18), CPS-368 (19) y CPS-369 (20), los cuales
demostraron ser agonistas selectivos y potentes del receptor transitorio potencial
de Melastatina-8 (TRPMS8), el cual es un canal ibnico que se expresa en los
nervios sensoriales ante una respuesta de frio; y la utilidad de estos menteno-

derivados puede derivar a analgésicos eficaces y mediadores en respuestas
inflamatorias,? Figura 8.



Figura 8. Derivados del mentol agonistas de TRPM8.

En un estudio preliminar de A. glabrata desarrollado por nuestro grupo de

trabajo se reportd del extracto metandlico de hojas un derivado glucosilado del p-

menteno conocido como 6-0O-B-D-glucopiranosiloxi-1-p-menten-3-ol (21),34 Figura 9.

Este compuesto se caracterizé por RMN de 'H y por la comparacién de estos con

los reportados.3®
OH
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Figura 9. Derivado del p-menteno aislado de A. glabrata.

Continuando con estos estudios, se llevo a cabo el tratamiento acido del
extracto metandlico de las hojas de A. glabrata, esto condujo a la obtencion de

los derivados: 3,6-dihidroxi-1-menteno (22), 1,6-dihidroxi-2-menteno (23), 1,6-
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dihidroxi-1-epi-2-menteno (24), 1,5,6-trihidroxi-2-menteno (25) y 1,5,6-trihidroxi-1-
epi-2-menteno (26).3¢ Del derivado 22 se obtuvieron cristales adecuados para su
difraccion de rayos X. Cabe mencionar que de ninguno de estos derivados se
ha determinado su configuracion absoluta a pesar de que los compuestos 22-24
ya han sido reportados.®23738 Los derivados 25 y 26 corresponden a estructuras
novedosas, Figura 10.

\\\\\\\\
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\\\\\\\\

22 23

)
I
i
2 0O
2 I
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y, iy,
“'OH "OH

25 26

Figura 10. Derivados del p-menteno obtenidos mediante tratamiento acido del
extracto metandlico de hojas de A. glabrata.

La reactividad de los terpenos es muy caracteristica y se aprecia en su
biosintesis en la generacion de derivados de p-menteno via carbocationes, esta
incluye: inactivacion de nucledfilos utilizando agua, pérdida de un protén, ciclizacion y
en algunos casos la posibilidad de reordenamientos tipo Wagner-Meerwein. En el
Esquema 1, se muestran algunos ejemplos de los distintos productos de formacion a
partir del cation terpinil el cual es el responsable de la formacion de diversas

estructuras monoterpénicas ciclicas.3?
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Esquema 1. Biosintesis de monotertepenos ciclicos via carbocationes.
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Por otro lado, la generacion de carbocationes en especies terpénicas puede
llevarse a cabo experimentalmente en el laboratorio Esquema 2, esto con la
finalidad de conocer la naturaleza reactiva de dichas sustancias,*® asi como para

generacion de derivados de interés quimico, bioldgico o industrial.

Longipineno
l H,0

Morelieno 2

Esquema 2. Generacién de carbocationes en especies terpénicas.

La formacion de carbocationes es bien conocida en sistemas bioldgicos, sin
embargo, explorar este tipo de reactividad experimentalmente resulta de interés, lo
cual puede ayudar en el entendimiento de la naturaleza reactiva de estas sustancias

y de la diversidad estructural de estas.
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3. JUSTIFICACION

Existen derivados del p-mentano con diferentes actividades biologicas
obtenidas de fuentes naturales, modificaciones quimicas, asi como por
biotransformaciones que no ha sido determinada su configuracion absoluta.

Resulta interesante realizar una busqueda exhaustiva de los derivados p-
mentenos 22-26, en los extractos metandlicos de A. glabrata para ver si estos
derivados se encuentran de manera natural o si son producto del tratamiento acido
durante el proceso de extraccion y por ultimo determinar su configuracion
absoluta. El aislamiento de nuevos metabolitos secundarios contribuira al
conocimiento de sustancias polares que no han sido descritas dentro de A.

glabrata.
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4. OBJETIVO

Determinar la configuracion absoluta de derivados del p-menteno de A.

glabrata.

4.1. Objetivos particulares

1. Obtener los extractos metandlicos de A. glabrata.

2. Aislar los derivados de p-menteno de los extractos metandlicos de las
diferentes partes de la planta.
Demostrar la procedencia de los derivados de p-menteno 22-26.

4. Caracterizar por meétodos fisicos, quimicos y espectroscopicos los p-
mentenos obtenidos.

5. Determinar la configuracion absoluta de los p-mentenos aislados.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Los extractos metanodlicos fueron obtenidos por medio del método de
maceraciones sucesivas de las partes aéreas de A. glabrata, se procedi6 a
realizar un andlisis preliminar por RMN de 'H con la finalidad de identificar
sefiales caracteristicas de los derivados de p-menteno y seleccionar aquellos
extractos que presenten sefales tipicas de estos derivados entre 5.70 - 5.50
ppm, bases de heteroatomo entre 4.50 - 3.00 ppm en mayor proporcion y
grupos isopropilo entre 1.00 - 0.70 ppm, Figura 11, por lo que cada uno de
estos extractos se llevd a purificacion por medio de cromatografia en

columna.

A)
B)

MJUL
C)

ppm

Figura 11. Espectros de RMN de 'H en DMSO-des de los extractos metanolicos
de; A) hoja, B) flor y C) tallo.

Un lote de 50 g de extracto metandlico de flor fue llevado a columna
cromatografica para su purificacion, donde tras sucesivas cromatografias se
lograron aislar e identificar dos compuestos glicosilados. En el espectro de RMN
de 'H del primer compuesto se observa una sefial triple ancha con J = 1.6 Hz
en 5.67 ppm, correspondiente al proton vinilico H-2, ademas una sefial doble
ancha en 4.11 ppm con J = 8.8 Hz, correspondiente al protdn base de éter en
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la posicion H-3, en 3.92 ppm se distingue una sefal triple ancha con J = 3.4 Hz,
correspondiente al proton base de alcohol en la posicion H-6. En 2.19 ppm se
aprecia una sefal séptuple de dobles con J = 7.0 y 3.2 Hz, correspondiente
al proton metinico H-8 de isopropilo; en 1.78 ppm se encuentra una sefal
simple ancha, correspondiente al metilo vinilico CHsz-7, y en 1.75 ppm se
observa una sefal mdultiple, correspondiente al proton metinico H-4 base de
isopropilo. También en 1.74 ppm se observa una sefial multiple para el proton
geminal H-5a y en 1.45 ppm se aprecia una sefial doble de triples,
correspondiente al proton geminal H-58 con J = 14.0, 4.0 Hz. En 0.93 y 0.83
ppm se observan dos sefiales dobles caracteristicas de metilos de isopropilo
etiguetados como CHz-9 y CHz-10 con una J = 7.0 Hz, respectivamente. Por
altimo, se aprecia en 4.40 ppm una sefial doble con J = 8.0 Hz, correspondiente
al proton anomérico de la glucosa H-1’y las demds sefiales caracteristicas de
los protones bases de oxigeno pertenecientes a la glucosa entre 3.84 - 3.17
ppm, Figura 12. En el espectro de RMN de 3C, Figura 13, se observan
sefales caracteristicas de glucosa entre 102.1 — 62.9 ppm, ademés 10 carbonos
que indica la presencia de una porcién terpénica; se aprecian dos sefiales en
138.5 y 127.1 ppm, correspondientes a los carbonos vinilicos C-1 y C-2,
respectivamente. Las sefiales encontradas en 76.4 y 68.2 ppm corresponden a
los carbonos base de oxigeno C-3 y alcohol C-6, respectivamente, mientras que
en 40.8 y 26.3 ppm las sefales, correspondientes a los carbonos metinicos
C-4 y C-8, respectivamente. En 30.5 ppm se aprecia la sefial de un metileno,
correspondiente al carbono C-5, ademas de la sefial de un metilo vinilico en
20.7 ppm, correspondiente al C-7 y las sefiales caracteristicas de los metilos
de isopropilo se observan en 21.4 y 17.1 ppm. Se realiz6 una basqueda en la
literatura y se encontr6 que este compuesto ya habia sido reportado como 3,6-
dihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopiranésido.** En la Tabla 1, se muestra la
comparacion de los desplazamientos (&) de RMN *H en CD3OD del compuesto
27 con respecto al reportado en literatura. Cabe mencionar que los
desplazamientos reportados para el grupo isopropilo H-9 y H-10 aparecen en

0.93 y 0.83 ppm, respectivamente, a diferencia de los reportados en la literatura
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gue aparecen en 1.93 y 1.83 ppm, de igual manera el desplazamiento quimico

del metilo vinilico H-7 fue de 1.78 ppm, mientras que el reportado aparece en

1.88 ppm, por lo que estos datos deben ser revisados. A partir del experimento

HMBC se logro asignar la posicion de la glucosa la cual se encuentra sustituida

en el C-3 de la aglicona y no en la posicibn C-6 como se habia propuesto

anteriormente en el compuesto 21.

Tabla 1. Comparacién de los & en ppm de RMN de 'H para el 3,6-dihidroxi-1-

menteno 3-0O-B-D-glucopirandsido (27) en CD3OD.

Posicion 6 'H Experimental 6 'H Literatura®

r

2 5.67 (ta), J = 1.6 Hz. 5.66 (sa)

3 4.11 (da), J = 8.8 Hz. 4.11 (da), J = 9.0 Hz.

4 1.75m) | .

5a 1.74 (m) 1.75 (m)

58 1.45 (dt), J = 14.0, 4.0 Hz. 1.45 (dt), J = 14.0 Hz.

6 3.92 (ta), J = 3.4 Hz. 3.92 (ta), J = 3.0 Hz.

8 2.19 (dsep), J = 7.0y 3.2 Hz. 2.18 (m)

9 0.93 (d), J = 7.0 Hz. 1.93 (d), J = 7.0 Hz.

10 0.83 (d), J = 7.0 Hz. 1.83 (d), J = 7.0 Hz.

7 1.78 (sa) 1.88 (sa)

1’ 4.40 (d), J = 8.0 Hz. 4.40 (d), J = 8.0 Hz.

2 3.17 (t), J = 8.0 Hz. 3.30 (m)

3 3.38(t),J=86Hz. | ..

& 331(d),J=86Hz. | ...

5 3.25 (ddd), J = 7.8, 5.4y 2.3 Hz. 3.30 (M)
6’b 3.68 (dd), J=11.7y5.4Hz. | 3.67 (dd), J=12.0y 5.5 Hz.
6’a 3.84 (dd), J=11.7y2.3Hz. | 3.84(dd), J=12.0y 2.5 Hz.
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Para demostrar la presencia de los grupos hidroxilo, se llevdo a cabo la
reaccion de acetilacion del 3,6-dihidroxi-1-menteno 3-O-8-D-glucopiranosido (27)
utilizando anhidrido acético con piridina, la mezcla de reaccion se calenté a 45 °C

por un periodo de 4 horas, obteniendo el derivado peracetilado 28, Esquema 3.

OH \OH OAc \OAC
\\\\\ \\\\\
o) Piridi 0)
HO _ Pirdina  _ AcO
HO O Anh. acético AcO O
OH 4h OAc
45°C

27 28

Esquema 3. Obtencion del derivado peracetilado 28.

En el espectro de RMN de 'H para el derivado 28 podemos observar cinco
sefales simples, correspondientes a los metilos de acetilo entre 2.08 - 2.01 ppm,
asignadas a CHs-14’, CHs-10’, CHs-8’, CH3-12" y CHs-12; cuatro grupos acetilo se
incorporaron a la glucosa y uno al monoterpeno, respectivamente. La aparicion de
estas nuevas sefales en el espectro de RMN de 'H indica la formacién del glucésido
de p-menteno peracetilado 28, Figura 14. En el espectro de RMN de 3C, Figura 15,
se aprecian 26 sefiales correspondientes a 28; se encuentran cinco sefiales de
carbonilo de acetilo entre 171.0 - 169.3 ppm, correspondientes a los carbonos C-13’,
C-9, C-11, C-11'y C-7’, ademas cinco sefiales de los metilos de acetilo entre 21.2 -
20.56 ppm, correspondientes a los carbonos C-14’, C-10’, C-8’, C-12' y C-12. La
asignacion total de la estructura se llevo a cabo mediante el experimento HMBC (Ver

parte experimental).
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El segundo compuesto aislado muestra espectros de RMN similares al

glucosido 27, lo que permite proponer que ambos tienen estructuras quimicas muy
cercanas. Se observa una sefial multiple en 5.69 ppm, correspondiente al proton
vinilico H-2, ademas en 4.19 ppm aparece una sefal doble ancha con una J = 7.9
Hz, correspondiente al protén base de oxigeno en la posicién H-3 y en 3.81 ppm se
muestra una sefial doble con una J = 3.8 Hz, correspondiente al protén base de
alcohol en la posicion H-6, adicionalmente, en 3.55 ppm se aprecia una sefial doble
de dobles con J = 10.5 y 3.8 Hz, correspondiente a un protén base de alcohol en la
posicion H-5, ademas entre 2.17 — 1.05 ppm se observan el resto de las sefales,
correspondientes al metilo vinilico CHs-7 y a los protones del grupo isopropilo. Por
ultimo, se aprecia en 4.43 ppm una sefial doble con J = 8.0 Hz, correspondiente al
proton anomérico de la glucosa H-1’ y las demas sefales caracteristicas de los
protones bases de oxigeno pertenecientes a la glucosa entre 3.86 - 3.15 ppm,
Figura 16. En el espectro de RMN de 3C, Figura 17, se observan sefiales
caracteristicas de glucosa entre 101.6 - 63.0 ppm, ademas de 10 carbonos lo que
indican que la aglicona corresponde a un monoterpeno, se observan dos sefiales en

137.7 y 125.7 ppm, correspondientes a los carbonos vinilicos C-1 y C-2,
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respectivamente. Las sefales encontradas en 75.0, 71.6 y 70.8 ppm, corresponden
a los carbonos base de oxigeno C-3, C-6 y C-5, respectivamente. En 46.5 y 27.0
ppm se aprecian las sefiales de los carbonos metinicos C-4 y C-8, respectivamente.
Ademas, en 20.8 ppm la sefial del metilo vinilico C-7 y las sefiales caracteristicas de

los metilos de isopropilo en 21.4 y 19.3 ppm.
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Para confirmar la asignacion del espectro de RMN de 'H del compuesto 29 se
llevé a cabo el experimento COSY, Figura 18. Se puede observar que el hidrogeno
base de oxigeno H-3 correlaciona con el hidrogeno vinilico H-2 en 5.69 ppm y
también con el hidrogeno metinico base de isopropilo H-4 en 1.84 ppm. También se
puede apreciar la correlacién del hidrégeno base de alcohol H-5 con el hidrégeno
base de alcohol H-6 en 3.81 ppm.

\\‘\\\

©
-
o

= ©

2.5

3.0
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4.0
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r4.5

6 Bere o
© r5.0
5.5
22— . @
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55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
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Figura 18. Espectro COSY del 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopirandsido (29).
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El espectro de RMN de '3C del compuesto 29 fue asignado en base al
experimento HSQC, Figura 19. Se puede apreciar que la sefial en 4.19 ppm en la
escala de hidrégeno asignada para el hidrégeno base de éter H-3 correlaciona con
la sefial en 75.0 ppm en escala de carbono, por lo que esta sefial corresponde a C-
3. De la misma manera la sefal en 3.81 ppm correspondiente al hidrégeno base de
hidroxilo H-6 correlaciona con la sefial en 71.6 ppm por lo tanto a esta sefial se le
asigna al C-6. Por ultimo, se observa que la sefal en 3.55 ppm en la escala de
hidrogeno asignada para el hidrogeno base de hidroxilo H-5 correlaciona con la

sefal en 70.8 ppm en escala de carbono, por lo que esta sefial corresponde a C-5.
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Figura 19. Espectro HSQC del 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopirandsido (29).
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En el experimento HMBC del compuesto 29, se pueden observar las
correlaciones del hidrogeno base de oxigeno H-3 que se encuentra en 4.19 ppm con
el carbono vinilico C-2 en 125.7 ppm y con el carbono base de isopropilo C-4 en
46.5 ppm, también se observa la correlacion con el carbono anomérico de la glucosa
C-1" en 101.6 ppm, lo que indica que la glucosa se encuentra sustituida en el
carbono C-3, Figura 20.
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Figura 20. Espectro HMBC del 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O--D-glucopiranésido (29).

28



Con ayuda del experimento NOESY, Figura 21, se propuso la configuracion
relativa del compuesto 29, ya que se puede observar que la sefial que aparece en
3.55 ppm asignada para el hidrégeno base de alcohol H-5 correlaciona en 3.81 ppm
con la sefial del hidrogeno base de alcohol asignado en la posicion H-6 y con el
hidrégeno base de oxigeno H-3 en 4.19 ppm, por lo tanto, los grupos funcionales
alcohol y oxigeno de éter se proponen en posicion a, ya que no se observa

correlacion con el hidrogeno metinico H-4 el cual se propone en posicion S.

c = 200 |10
- F15

o o i B
7 |20
F2.5
F3.0
= = ) @ r3.5

6 e c =
e F4.0
3 d . .

o r &7 o Ls

ppm

5.0

rs55

T T T T T T T T T T
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

Figura 21. Espectro NOESY del 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O--D-glucopirandésido (29).

En base a los datos de RMN de 1D y 2D obtenidos se propone la estructura
del compuesto 29 el cual corresponde al 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-(-D-
glucopirandsido, llevando a cabo una busqueda en la literatura se encontré que 29,

corresponde a un compuesto novedoso.
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La peracetilacion del 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-8-D-glucopirandosido (29)
se llevé a cabo bajo las condiciones descritas en el Esquema 3, obteniendo asi el

derivado acetilado 30, Esquema 4.

O H \\\\O H OAC \\\\O A c
e) i Piridina o X
N //////, \\\\\ ///,,//
H?—|O O\\\\\ "OH Anh.:ﬁético ACECO O\\\ "OAC
OH 45 °C OAc
29 30

Esgquema 4. Obtencion del derivado peracetilado 30.

En el espectro de RMN de H, Figura 22, para el derivado peracetilado 30 se
aprecian seis sefales simples de metilos de acetilo entre 2.12 - 2.00 ppm, asignadas
a CHs-14, CHs-10°, CHs-12’, CHs-14’, CHs-12 y CH3-8’; cuatro a la glucosa y dos al
monoterpeno, respectivamente. La aparicion de estas nuevas sefiales en el espectro
de RMN de *H confirma la formacién de 30. En el espectro de RMN de 3C, Figura
23, se observan 28 sefiales; se aprecian seis sefiales de carbonilo de acetilo en
170.9 - 169.3 ppm, correspondientes a los carbonos C-13, C-13’, C-9’, C-11, C-11'y
C-7’, ademas seis sefiales de los metilos de acetilo en 20.97 - 20.60 ppm,
correspondientes a los carbonos C-14, C-10°, C-12’, C-14’, C-12 y C-8. La
asignacion total de la estructura se llevd a cabo mediante el experimento HMBC.

(Ver parte experimental).
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Del extracto metanolico de flores de A. glabrata Unicamente se encontraron
los p-mentenos 27 y 29, por lo que se continud con la basqueda exhaustiva de p-
mentenos en los extractos metandlicos de hojas y tallos.

Como resultado de la purificacion se obtuvieron e identificaron nuevamente a
27 y 29 por lo que se procedid a la busqueda de 22-26 mediante la reactividad de
los p-mentenos naturales obtenidos bajo condiciones acidas.

El tratamiento &acido para el 3,6-dihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopiranésido
(27) se llevé a cabo en las mismas condiciones que se llevo a cabo el tratamiento
acido del extracto metandlico, el crudo de reaccion fue purificado en columna
cromatografica donde se obtuvieron e identificaron al 3,6-dihidroxi-1-menteno (22),
1,6-dihidroxi-2-menteno (23) y 1,6-dihidroxi-1-epi-2-menteno (24), Esquema 5.

H
(6] \\\\\\\\OH o
HCI 2%
O —_—
HO \\\\\\‘ H,0 \\\\\\\\ +
HO o" 30min  HO'
OH
22
27

Esquema 5. Tratamiento &cido de 27.

En los espectros de RMN de !H, Figura 24, del crudo de reaccion (A), asi
como de los derivados del p-menteno; 22 (B), 23 (C) y 24 (D), podemos apreciar
entre 5.71 - 5.53 ppm las sefiales de protones vinilicos, ademas entre 4.01 - 3.75
ppm se observan sefiales de protones bases de oxigenos y también entre 2.24 - 0.82
ppm sefiales de protones; metinicos, metilenos y metilos. Cabe mencionar que los
derivados del p-menteno 22-26 fueron iguales con los reportados en un estudio
anterior,3¢ estos resultados concuerdan con los datos de RMN de 1D y 2D, por lo
gue se trata de las mismas estructuras quimicas anteriormente caracterizadas. Por
lo tanto, queda demostrado que el derivado glicosilado del p-menteno 27 da origen a

los productos 22-24 mediante tratamiento acido.
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Para gefinir la relacion de la aglicona 22 con los dioles 23 y 24 se lle
un tratamiefto @écido para este compuesto bajo las condiciones descr
Esquema BZZE la Figura 25 se muestra el espectro de RMN de 'H de
reaccion doljﬂe e observa la materia de partida 22, asi como las sefis
productos de reaccion 23 y 24, en proporcion 7:10:7, respectivame
procedimiento permitié establecer a 22 como intermediario en la formacic

24,
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Esquema 6. Tratamiento acido del 3,6-dihidroxi-1-menteno (22).

CH3‘S

CHg’S
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CHs-vinilico
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ppm

Figura 25. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del crudo de reaccién del tratamiento
acido del 3,6-dihidroxi-1-menteno (22) en CD3OD.

De la misma manera que para el glucésido 27, se llevé a cabo el tratamiento
acido para el 3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopiranosido (29) bajo las
condiciones descritas en el Esquema 7, el crudo de reaccion fue purificado en
columna cromatografica donde se obtuvieron a los derivados 1,5,6-trihidroxi-2-
menteno (25) y 1,5,6-trihidroxi-1-epi-2-menteno  (26), en proporcion 1:1,

respectivamente.
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Esquema 7. Tratamiento acido de 29.

En los espectros de RMN de !H, Figura 26, del crudo de reaccion (A), asi
como de los derivados del p-menteno 25 (B) y 26 (C) se observan entre 5.70 - 5.58
ppm las sefiales de protones vinilicos, ademas entre 4.00 - 3.65 ppm aparecen
sefiales de protones bases de oxigeno, también entre 2.22 - 1.76 ppm se encuentran
sefales de protones metinicos y entre 1.42 - 0.83 ppm sefiales de metilos. Estos
datos fueron iguales con los reportados en un estudio anterior,2® por lo que se tratan
de las mismas estructuras quimicas. Con estos resultados se establece que el
derivado glucosilado del p-menteno 29 da origen a los productos 25 y 26 mediante

tratamiento acido.
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Establecida la procedencia de los p-mentenos 22-26, se inicid el estudio de la
determinacion de la configuracién absoluta de estos y de los p-mentenos naturales
27 y 29, por Dicroismo Circular Vibracional (DCV). Empleando derivados
estratégicos se decidio preparar al acetonido 31 a partir del epimero 23 ya que este
posee los 1,6-dioles en posicion cis y genera restriccion conformacional.

La preparacion del aceténido 31 se llevd a cabo con acetona y acido p-

toluensulfénico mediante agitacion a temperatura ambiente obteniendo una miel

L«muu

incolora, Esquema 8.

OH 15

N
\\\ O
\\\\\\\O H )J\
\

Ac. p-toluensulfénico
2h

Y

23 31
Esguema 8. Derivado acetonido del 1,6-dihidroxi-2-menteno (23).

En su espectro de RMN 'H del 1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-aceténido (31),
Figura 27, se observa en 4.05 ppm la sefal del H-6 base de aceténido y la aparicion
de dos sefiales en 1.38 y 1.36 ppm, correspondientes a los metilos del aceténido,
respectivamente. El resultado obtenido del espectro de masa de alta resolucién
(HREIMS) correspondié a la masa esperada para el aceténido 31, con una m/z
195.1387 [M - CHs]* (calculado para Ci2H1902%, 195.1380). Los datos

espectroscopicos fueron iguales a los reportados en un trabajo previo.¢
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Del 1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-acetonido (31), se obtuvieron sus espectros
experimentales de IR y DCV. De manera conjunta se llevaron a cabo los célculos
computacionales para la obtencién de sus espectros teoricos de IR y DCV. Para
esto, se model6 a 31 con base en la configuracion relativa establecida por NOESY.

La busqueda de los conférmeros para 31, se realiz6 mediante el programa
Spartan’04, con mecanica molecular por el método MMFF donde se obtuvieron seis
conférmeros. Posteriormente, fue optimizada la energia de los seis conférmeros,
usando teoria de funcionales de la densidad (DFT), con el método B3LYP, y un nivel
de teoria 6-31G**. Se seleccionaron a aquellos conférmeros ubicados en una
ventana energética de 0-3 kcal/mol (31la-31c). Estos conférmeros fueron
optimizados en geometria para finalmente obtener las frecuencias de DCV e IR. En
la Figura 28, se muestran los conformeros mas estables, asi como su distribucién
de Boltzmann para cada conférmero. En la Tabla 2, se muestra el andlisis

termoquimico llevado a cabo para 31.

3la (P = 50.1%) 31b (P = 32.4%) 31c (P =17.4%)

Figura 28. Conférmeros poblacionales del 1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-aceténido (31).
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Tabla 2. Analisis Termoquimico del 1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-acetonido (31).

Conférmero | AEwvrr? | Y%omvre® | AEprr | %oortd | AGopte | %opT!9

3la 0.00 47.1 0.00 42.3 0.00 50.1
31b 0.07 41.2 0.05 38.4 0.25 32.4
31c 0.85 11.2 0.47 19.0 0.62 17.4

aMecanica molecular energias relativas a 3la con Ewvre = 37.924 kcal/mol.
bPoblacién en % calculada a partir de las energias MMFF segun AEwmvrr = —RT In K.
¢Single-point B3LYP/6-31G(d) energias relativas a 31a con Ee-316) = —413573.847
kcal/mol. 9Poblacién en % calculada a partir de las energias de B3LYP/6-31G(d)
segun AEs3sicd = —RT In K. ®Energias libres de Gibbs relativas a 3la con
Gor1B3aLyripebzve = —413441.275 kcal/mol. fPoblaciéon en % calculada a partir de las
energias libres de Gibbs de acuerdo con AG = —RT In K.9 Los tres conférmeros

principales representan el 99.9% del total de la distribucién de Boltzmann.

Los datos de las frecuencias calculadas fueron comparados estadisticamente
con los datos experimentales en el programa CompareVOA, desarrollado por
Biotools. Este programa nos permitié cuantificar el nivel de concordancia entre los
espectros experimentales y calculados.

La comparacién del espectro experimental y calculado (B3LYP/DGDZVP) del
(+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-acetonido (31), proporcion6 un factor de
anarmonicidad anH = 0.98, la similitud espectral de DCV para el enantiomero
correcto de 85.4% e incorrecto de 8.0%, el nivel de similitud entre los espectros de
IR fue de 92.6%. El nivel de confianza para la determinaciéon de la configuracion
absoluta fue del 100%.

En la Figura 29, se muestran las graficas de los datos procesados de los
espectros calculados y corregidos con el factor de anarmonicidad, asi como la
comparacion entre espectros teoricos de IR y DCV con los espectros experimentales
de 31.
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Figura 29. Espectros; A) IR tedrico (B3LYP/DGDZVP, DFT), B) IR experimental, C)
DCV tedrico (B3LYP/DGDZVP, DFT) y D) DCV experimental del (+)-(1S,4S,6R)-1,6-
dihidroxi-2-menteno 1,6-acetonido (31).
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Con la configuracion absoluta del (+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-
acetonido (31) pudimos establecer la configuracion absoluta de 23 como (+)-
(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (23) y de su epimero 24 como (+)-(1R,4S,6R)-
1,6-dihidroxi-2-menteno (24), Figura 30.

Qlwlllllll

\\\\O

31

Figura 30. Configuracion absoluta del aceténido 31 y los epimeros 23 y 24.

El (+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (23) ha sido reportado previamente
del aceite esencial de Chenopodium multifidum,® en este trabajo se describi6 la
configuracion absoluta de este compuesto mediante el método de Dicroismo circular
(DC), vy los resultados reportados concordaron con el estudio de DCV.

Cabe mencionar que del derivado (+)-(1R,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (24)
aislado de Cacalia tangutica*? proponen la misma estereoquimica que para 24 y el
valor de la rotacion especifica descrita en este estudio fue de [a]na= —24, mientras
gue la rotacion especifica reportada en este trabajo es de [a]na= +58. Ademas, los
autores proponen la estructura basandose en un estudio anterior donde la rotacion
especifica reportada fue de [d]na= —23.7, para el ent-24, aislado de Alpinia
densibracteata,*® por lo tanto se tratan de estereoestructuras distintas.

Por su parte la determinacién de la configuracién absoluta de los epimeros 25
y 26 se establecié por DCV a partir del acetato-acetonido 33, empleando como
precursor a 32.

La preparacion del aceténido 32 se llevé a cabo con una solucién del triol 25
en acetona y acido p-toluensulfonico mediante agitacion a temperatura ambiente,

obteniendo una miel incolora, Esquema 9.
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25

Esquema 9. Derivado aceténido del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno (25).

En su espectro de RMN de 'H del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 1,6-aceténido
(32), Figura 31 se observa en 4.12 ppm la sefial del proton H-6 base de acetdnido y
en 3.58 ppm se aprecia la sefial del hidrégeno base de alcohol H-5, ademas en 1.41
y 1.38 ppm se encontraron las sefales de los metilos del aceténido. Los datos

espectroscopicos fueron iguales a los reportados en un trabajo previo.36
A partir del derivado 32 se prepar6 su derivado acetilado 33, utilizando

piridina y anhidrido acético obteniéndose en forma de miel incolora, Esquema 10.

l:\ A*muu

\\\\\\
7y, ",
1y, 7
OAc

o o

Piridina

Anh. acético
3h

11y, W

32 33

Esquema 10. Derivado acetilado del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 1,6-acetonido (32).

En el espectro de RMN de 'H del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-acetoxi-1,6-
aceténido (33), Figura 32, se aprecia un corrimiento de la sefal del H-5 base de

acetato observandose a campo bajo en 4.99 ppm como una sefial doble de dobles
conJ =10.6 y 2.4 Hz, lo que indica que se llevo a cabo la acetilacién en la posicién

C-5. En 2.16 ppm se aprecia una sefal simple correspondiente al metilo de acetilo.

La aparicion de estas nuevas sefiales en el espectro de RMN de H indica la

formacion del derivado 33.
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Figura 31. Espectro de RMN de H a 400 MHz del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 1,6-
acetonido (32) en CDCls.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-
acetoxi-1,6-acetonido (33) en CDCls.
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Del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno-5-acetoxi-1,6-aceténido (33), se obtuvieron sus
espectros experimentales de IR y DCV. De manera conjunta se llevaron a cabo los
calculos computacionales para la obtencion de sus espectros tedricos de IR y DCV.
Para esto, se model6 a 33 con base en la configuracion relativa establecida por
NOESY.

La busqueda de los conférmeros para 33, se realiz6 mediante el programa
Spartan’04, con mecéanica molecular por el método MMFF donde se obtuvieron
nueve conférmeros. Posteriormente, fue optimizada la energia de los nueve
conférmeros, usando teoria de funcionales de la densidad (DFT), con el método
B3LYP, y un nivel de teoria 6-31G**. Se seleccionaron a aquellos conférmeros
ubicados en una ventana energética de 0-3 kcal/mol (33a-33c). Estos conférmeros
fueron optimizados en geometria para finalmente obtener las frecuencias de DCV e
IR. En la Figura 33, se muestran los conformeros mas estables, asi como su
distribucién de Boltzmann para cada conformero. En la Tabla 3 se muestra el

andlisis termoquimico llevado a cabo para 33.

&

33a (P = 94.7%) 33b (P = 4.7%) 33c (P = 0.4%)

Figura 33. Conférmeros poblacionales del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-acetoxi-1,6-
aceténido (33).
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Tabla 3. Analisis Termoquimico del 1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-acetoxi-1,6-
acetonido (33).

Conférmero | AEwvre? | %omvre® | AEprr | %oortd | AGopT® | %opT!9

33a 0.00 80.6 0.00 88.6 0.00 94.7
33b 0.89 17.8 1.26 10.4 1.76 4.7
33c 2.35 15 2.70 0.9 3.19 0.4

aMecanica molecular energias relativas a 33a con Ewmvrr = 42.183 kcal/mol.
bPoblacion en % calculada a partir de las energias MMFF segun AEwmvrr = —RT In K.
cSingle-point B3LYP/6-31G(d) energias relativas a 33a con Es-316() = —556589.884
kcal/mol. 9Poblacién en % calculada a partir de las energias de B3LYP/6-31G(d)
segun AEs3icd = —RT In K. ®Energias libres de Gibbs relativas a 33a con
Gor1B3aLYPiDGDZzVP = —556438.652 kcal/mol. fPoblaciéon en % calculada a partir de las
energias libres de Gibbs de acuerdo con AG = —RT In K. 9Los tres conférmeros

principales representan el 99.8% del total de la distribucién de Boltzmann.

La comparacién del espectro experimental y calculado (B3LYP/DGDZVP) del
(+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-acetoxi-1,6-acetonido (33),
proporcioné un factor de anarmonicidad anH = 0.98, la similitud espectral de DCV
para el enantiomero correcto de 81.7% e incorrecto de 11.9%, el nivel de similitud
entre los espectros de IR fue de 96.5%. El nivel de confianza para la determinacion
de la configuracion absoluta fue del 100%.

En la Figura 34 se muestran las gréficas de los datos procesados de los
espectros calculados y corregidos con el factor de anarmonicidad, asi como la
comparacion entre espectros teoricos de IR y DCV con los espectros experimentales
de 33.

47



D)
mO
x
[
<
C)
=
X
3
-60- -400
B) 60
@
300
=
=
F200 o
Ke)
<
100 2
=
L0
400+
@
> 300+
A) E
o
g 200
Ne)
<
2 100
=
0
1600 1400 1200 1000

7 /cm’

Figura 33. Espectros; A) IR tedrico (B3LYP/DGDZzZVP, DFT), B) IR experimental, C)
DCV tedrico (B3LYP/DGDZVP, DFT) y D) DCV experimental del (+)-(1S,4S,5R,6R)-
1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-acetoxi-1,6-acetonido (33).
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Con la configuracion absoluta del (+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-
menteno 5-acetoxi-1,6-acetonido (33) se establecio la configuracion absoluta de 25
como (+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno (25) y de su epimero 26 como
(+)-(1R,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno (26), Figura 35.

Figura 35. Configuracion absoluta de 33 y los epimeros 25y 26.

A partir de la configuracion absoluta de los epimeros 25 y 26, fue posible
determinar la configuracion absoluta del glucésido 29 como (-)-(3S,4R,5R,6S)-3,5,6-

trihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopiranosido (29), Figura 36.

OH JOH

HO R 38,58
HO (o)

OH

29

Figura 36. Configuraciéon absoluta de 29.

Adicionalmente se lograron obtener cristales del 3,6-dihidroxi-1-menteno (22)
adecuados para su difraccion de rayos X y mediante los parametros Flack y Hooft,8?
se determind su configuracion absoluta. La estructura molecular fue resuelta por
métodos directos y refinada a un indice de discrepancia del 3.3%. El valor del
parametro Flack x= 0.0(3) y Hooft y= 0.09(10) resulté para el enantiomero correcto,
mientras que para la configuracion opuesta mostré valores Flack x= 1.0(3) y Hooft y=

0.91(10), estos parametros fueron calculados con el programa Olex2 v1.1.5. El
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andlisis de los parametros Flack y Hooft permitié definir la configuracion absoluta

como (3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno (22), como se muestra en la Figura 37.

22

Figura 37. Configuracion absoluta de 22.

Realizando una blsqueda en la literatura se encontré que Schenck (1957)%
describe por primera vez la obtencion del ent-22, a partir del (R)-a-felandreno (10)
aislado de Eucaliptus dives. Mediante la fotooxidacion de 10 genero el endoperoxido
34 y finalmente, por hidrogenacién la obtencion del ent-22, Esquema 11.

OH

8-
t

-
o

ent-22

Esquema 11. Obtencion del ent-22 a partir del (R)-a-felandreno (10).

Mas tarde Blumann,3” Stolow*>46 y Turner*’ se apoyaron en la secuencia de
oxidacion propuesta por Schenck, para determinar la configuracién absoluta de
derivados semisintéticos del p-menteno. Cabe resaltar que el valor de la rotacion
especifica descrita en estos estudios oscilé alrededor de [a]sss=—18. Posteriormente,
Pascual (1981)* reportd por primera vez la estereoestructura del p-ment-1-eno-3,6-
diol (22) a partir de la reduccion del precursor natural 35 aislado de Chenopodium
multifidum, donde ahora la rotacion especifica fue de [a]sso= +28.4. Con este valor, el
autor establece la estereoquimica de 22 por comparacion de la rotacion especifica
con respecto a la reportada por Schenck, Esquema 12. Igualmente, Delgado*®
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reporta este compuesto aislado de Chrysactinia mexicana, tomando el mismo criterio

de Pascual para proponer la estereoquimica.

HO
LiAIH,

OH

~
|

35

N
N

Esquema 12. Obtencion de 22 a partir de la reduccién del endoperoxido 35.

Por su parte, de la Cuenca y colaboradores reportan de Mikania saltensis®° al
ent-22; para el que describen la rotacién especifica [a]ng= +114, la cual es de signo
opuesto en comparacién con la descrita previamente por otros autores para ese
compuesto. Publicaciones posteriores se han apoyado en este trabajo para la
caracterizacion del ent-22,3951%4 es importante mencionar que en estas
publicaciones se describe el potencial biolégico del derivado del p-menteno como
antibacteriana,®! antifingica® y antiflamatoria®3. Aunque la difraccién de rayos X ha
sido descrita®® la configuracion absoluta del 3,6-dihidroxi-1-menteno (22) no habia
sido determinada, lo cual fue posible en este trabajo.

Establecida la configuracion absoluta 22, fue posible asignar la
estereoquimica del glucésido 27, la cual no habia sido determinada a pesar de que
este metabolito ha sido descrito previamente de las partes aéreas de Ageratina
anisochroma,*! estableciendo su configuracién absoluta como (-)-(3S,4S,6R)-3,6-
dihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopiranésido (27), Figura 38.

OH

@ \\\\\\O H
0

HO \\\\\‘

o"

HO
OH

27

Figura 38. Configuracién absoluta de 27.
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Los estudios configuracionales permitieron la elucidacion total de los p-
mentenos obtenidos de manera natural y por reacciones quimicas, concluyendo con
esto los objetivos planteados en este proyecto.

Al realizar un andlisis minucioso de los espectros de RMN de H de los crudos
de reaccion del tratamiento acido de 29 se apreciaron sefiales de protones vinilicos
entre 5.40 - 5.00 ppm atribuidas a compuestos minoritarios. Con el fin de determinar
la naturaleza de estos compuestos se plantearon condiciones de deshidratacion
para favorecer su formacion y relacionarlos con los p-mentenos obtenidos.

El p-menteno 29 se sometié a tratamiento acido durante 1 hora con HCI al
2%. De este proceso se aprecié por RMN de H la formaciéon de 25y 26 y la
aparicion de sefiales minoritarias entre 7.20 - 6.20 ppm, y dos sefales simples en
5.26 y 5.12 ppm. Para incrementar la concentracion de estos compuestos se
aumentd el tiempo de reaccién a 5 horas, Figura 39. El crudo de reaccién se
sometio a separacion cromatografica donde se obtuvieron a los compuestos 25, 26 y

dos compuesto adicionales 36 y 37.

Protones vinilicos

{ \ Protones bases de

Protones
alcohol

aromaticos

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
74 72 7.0 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8
ppm

Figura 39. Espectro de RMN de H del crudo de reaccién del tratamiento acido de
29 a5 h.
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En el espectro de RMN de 'H del compuesto 36, Figura 40, se observan dos
sefales dobles de dobles en 6.18 y 5.70 ppmcon J =100y 2.1 HzyJ=100y 2.6
Hz correspondientes a los hidrogenos vinilicos del doble enlace endociclico H-3 y H-
2, respectivamente, también se aprecia la aparicion de dos sefiales simples anchas
correspondientes a los hidrogenos de un enlace exociclico H-7 y H-7" en 5.26 y 5.12
ppm, respectivamente, ademéas en 4.33 y 3.75 ppm se observa una sefial simple
ancha y una sefal triple ancha con J = 5.5 Hz, correspondientes a los hidrégenos
bases de alcohol H-6 y H-5, respectivamente; en 2.29 ppm se aprecia una sefal
multiple correspondiente al hidrogeno base de isopropilo H-4; por ultimo en 1.05 y
0.89 ppm se observan las dos sefiales dobles de los metilos de isopropilo H-9 y H-10
conJ=6.8 Hz.

En el espectro de RMN de !3C, Figura 41, se observan 10 sefiales
correspondientes a la estructura propuesta para el derivado 36. Se aprecian dos
nuevas sefiales de carbonos vinilicos en 143.5 y 115.2 ppm, correspondientes a los
carbonos C-1 y C-7, respectivamente, ademas se mantienen las sefiales de los
carbonos vinilicos C-2'y C-3 en 129.0 y 127.3 ppm, lo que indica la presencia de un
dieno en las posiciones C-7 y C-2. Las demas sefiales restantes que aparecen entre

71.8 — 18.5 ppm corresponden a la estructura propuesta.
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Para confirmar la asignacion del espectro de RMN de 'H del compuesto 36 se
llevé a cabo el experimento COSY, Figura 42. Se puede observar que el hidrégeno
base de alcohol H-5 correlaciona con el hidrogeno base de alcohol H-6 en 4.33 ppm
y también con el hidrégeno base de isopropilo H-4 en 2.29 ppm. También se puede
apreciar la correlacion del hidrégeno vinilico H-2 con el hidrégeno vinilico H-3 en
6.18 ppm y con los hidrégenos geminales H-7 y H-77 en 526 y 5.12 ppm,

respectivamente.
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Figura 42. Espectro COSY del (+)-(4S,5R,6S)-5,6-dihidroxi-7,2-mentadieno (36).
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El espectro de RMN de 13C fue asignado en base al experimento HETCOR,
Figura 43. Se puede apreciar que las sefiales en 6.18 y 5.70 ppm en la escala de
hidrogeno asignadas para los hidrogenos vinilicos H-3 y H-2, respectivamente,
correlacionan con las sefiales en 127.3 y 129.0 ppm, en la escala de carbono, por lo
que estas sefiales corresponden a C-3 y C-2, respectivamente, ademas se aprecian
las sefiales en 5.26 y 5.12 ppm en la escala de hidrégeno asignadas para los
hidrogenos geminales H-7 y H-7’, respectivamente, correlacionan con la sefal en
115.2 ppm en escala de carbono, por lo que esta sefial corresponde a C-7. Por
altimo, se observa que las sefiales en 4.33 y 3.75 ppm en la escala de hidrégeno
asignadas para los hidrogenos base de alcohol H-6 y H-5, respectivamente,
correlacionan con las sefiales en 71.8 y 71.4 ppm, en escala de carbono, por lo que

estas sefales corresponden a C-6 y C-5, respectivamente.
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Figura 43. Espectro HETCOR del (+)-(4S,5R,6S)-5,6-dihidroxi-7,2-mentadieno (36).

En base a los datos de RMN de 1D y 2D obtenidos se propuso la estructura
del compuesto 36 el cual correspondi6 al (+)-(4S,5R,6S)-5,6-dihidroxi-7,2-
mentadieno. Realizando una busqueda en la literatura se encontré que el derivado
36 corresponde a un compuesto novedoso.
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El otro compuesto obtenido fue el carvacrol (37), es un compuesto
ampliamente reportado y reconocido por exhibir distintas propiedades biolégicas
tales como: antifangica, antimicrobiana, antiviral, analgésica, antiinflamatoria,
cardioprotector, hepatoprotector, neuroprotector, entre otras actividades.>® Los datos
espectroscopicos de 'H y 13C reportados en la literatura®” para el compuesto 37,
concordaron con los experimentales por lo que podemos concluir que se trata del
mismo compuesto. En las Figuras 44 y 45, se muestran los espectros de RMN H y
13C, respectivamente.

Para establecer la relacién de 36 con los derivados de p-menteno 25y 26, se
decidio realizar un tratamiento acido por separado, empleando las condiciones
descritas en el Esquema 13. Los crudos de reaccion fueron purificados en columna
cromatografica donde se obtuvieron e identificaron a 36 y 37, en proporciéon 2:1,

respectivamente.

HCI 10% wOH /j/OH
L

+ |
H20 77
THF “noH N
5h.

/\
36 37

Esquena 13. Tratamiento acido de los trioles epimeros 25 y 26.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del carvacrol (37) en CDCls.
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Figura 45. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz del carvacrol (37) en CDCls.
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De igual manera se explord si 36 funciona como un intermediario de reaccion
en la formacion de carvacrol (37) bajo las condiciones establecidas en el Esquema
14 fue posible llegar al producto 37. Cabe mencionar que bajo estas condiciones de
reaccion no se llevé a cabo la total transformacion de 36 por lo que se decidi6 elevar
el tiempo de reaccion a 24 h, siendo estas las condiciones donde se logré obtener la
mayor cantidad del compuesto 37, en proporcion 1:3, respectivamente.

wOH OH
w
HCI 10%

H,0

/////,,,/ T:I F
OH

24 h.

36 37

Esquena 14. Tratamiento 4cido del derivado 36.

Posteriormente se decidio llevar a cabo reacciones de aromatizacion con
yodo con la finalidad de obtener distintos derivados aromaticos a los ya obtenidos
por tratamiento acido, siguiendo la metodologia de Barrero y col.,>® donde reportan
buenos resultados para aromatizar estructuras de tipo p-menteno.

La reaccion de aromatizacion se llevd a cabo con el triol 25 bajo las
condiciones establecidas en el Esquema 15, obteniendo como Unico producto de
reaccion al carvacrol (37).

OH
\\\\\\\OH | OH
2
_—
iy, " Tolueno
OH 5 h. reflujo
25 37

Esquena 15. Aromatizacién del derivado 25.
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En el Esquema 16 se muestra el mecanismo de reacciébn que sugiere la
obtencién de 37, comenzando con la protonacién del oxigeno en el C-3 de 29 y la
subsecuente ruptura del enlace glucosidico con la salida de glucosa y la formacién
de la aglicona (I) donde se observa que el hidroxilo en la posicion C-5 podria
favorecer la conjugacion del orbital p del C-3 que se forma en el estado de transicion
con el orbital o del enlace C-O en la posicion C-5, lo que favorece una rapida
deshidratacion en el C-3 y la subsecuente formacién del carbocation alilico (Il)
susceptible a un ataque nucleofilico por parte del agua para generar a los trioles
epimeros 25 y 26, posteriormente la protonacion del grupo hidroxilo terciario en la
posicion C-1 de 25 6 26 y la consiguiente deshidratacion para generar el
intermediario de reaccion (Ill) que es estabilizado a partir de la desprotonacién del C-
7 produciendo al derivado 36. A partir de este diol estable es posible llevar a cabo
otra deshidratacion en la posicion C-5 proporcionando un carbocation conjugado
dieno 38 que implica la desprotonacion del C-6 seguido de la protonacion en C-7 y la
desprotonacion en C-4 para generar carvacrol (37). Se propone una deshidratacion
regioselectiva, al realizar un célculo conformacional para el compuesto 36 con nivel
de teoria B3LYP-6-31G** se obtuvieron 22 conférmeros y el 74% de la poblacion
correspondio al conformero mas estable (IV) donde se observa al grupo hidroxilo en
C-5 y el grupo isopropilo en C-4 en una conformacion trans-diaxial (=160°),
favoreciendo las interacciones 0-0* o que aumenta la reactividad del OH-5 y dirige
la regioselectividad para favorecer la formacion de 38. Ademas el medio prético de la
reaccion estabiliza al OH-6 en una conformacion ecuatorial debido a una interaccion
dipolo-dipolo con el doble enlace endociclico.

La obtenciébn de 37 a partir de la reaccion de aromatizacion con yodo
comienza a partir de la formaciéon del complejo de coordinacion de yodo en el
intermediario (V) y la subsecuente deshidratacion y estabilizacién al intermediario
(VI) con la formacion del doble enlace en C-1 y C-6, se espera la tautomeria ceto-
enol de (VII) al intermediario (VIII) que promueve la desactivacion del OH-6 dando
como resultado la deshidratacion de OH-5 con la entrada de yodo (IX) para producir
a 37.
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Esquema 16. Propuesta del mecanismo de reaccion para la obtencion de 37.
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Utilizando las mismas condiciones de deshidratacion empleadas para el p-
menteno 29 para favorecer la formacion de otros monoterpenos minoritarios se llevo
a cabo de igual forma para el p-menteno 27.

El p-menteno 27 se sometié a tratamiento acido durante 5 horas con HCI al
2%. De este proceso se aprecié por RMN de 'H la formacién de 22, 23 y 24, ademas
de la aparicion de sefales entre 7.30 - 6.70 ppm, y dos sefales simples entre 5.10 y
4.90 ppm, Figura 46. El crudo de reaccion se sometio a separacion cromatografica

donde se obtuvieron a los compuestos 22, 23, 24 y adicionalmente a 38, 39 y 40.

Protones
aromaticos

,_A_‘ Protones vinilicos Protones bases de
A alcohol

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
74 72 70 68 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8
ppm

Figura 46. Espectro de RMN de 'H del tratamiento acido de 27 a 5 h.

El compuesto 38, fue identificado como un derivado del B-felandreno
conocido como (4S,6R)-6-hidroxi-7,2-mentadieno (38), de este compuesto ya existen
reportes previos en la literatura® y los datos espectroscépicos de *H y 13C de la
estructura 38, concordaron con los experimentales por lo que podemos concluir que
se trata del mismo compuesto. En las Figuras 47 y 48, se muestran los espectros de

RMN 'H y 13C, respectivamente.
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Figura 47. Espectro de RMN de H a 400 MHz del (4S,6R)-6-hidroxi-7,2-mentadieno
(38) en CDCls.
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Figura 48. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del (4S,6R)-6-hidroxi-7,2-
mentadieno (38) en CDCls.
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El compuesto 39, mostr6 sefales caracteristicas de 'H y 3C correspondientes
a una cetona ciclica a,8-insaturada conocida como carvotanacetona (39). Los datos
espectroscopicos experimentales de H y 3C fueron comparados con los reportados
en la literatura,®® lo que nos sugiere que se trata del mismo compuesto. En las
Figuras 49 y 50, se muestran los espectros de RMN 'H y $3C, respectivamente.

El dltimo compuesto obtenido fue el p-cymeno (40), compuesto ampliamente
conocido en la literatura.®! Los desplazamientos de *H y *3C reportados concordaron
con los experimentales. En las Figuras 51 y 52, se muestran los espectros de RMN
1H y 13C, respectivamente.

Para establecer la relacién de 40 con los derivados de p-menteno 23 y 24, se
decidié ahora realizar un tratamiento acido, por separado como se muestra en el
Esquema 17, donde se obtuvieron e identificaron a 38, 39 y 40, en proporcion

1:10:4, respectivamente.

OH

\)
S
N)
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WwOH

23
WOH o}
HCI 10% | W
———————
e Y .
THF
5h.
/\
38 39 40

24

Esquena 17. Tratamiento acido de los dioles epimeros 23 y 24.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de carvotanacetona (39) en CDCls.
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Figura 50. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz de carvotanacetona (39) en CDCla.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del p-cymeno (40) en CDCls.
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Figura 52. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del p-cymeno (40) en CDCls.



También se exploré si 38 funciona como un intermediario de reaccion en la
formacion de p-cymeno (40) bajo las condiciones establecidas en el Esquema 18

fue posible llegar a 40 como Unico producto de reaccion.

\\OH
w HCI 10%
H,0
THE
5h.
38 40

Esquena 18. Tratamiento acido del derivado 38.

Bajo las condiciones descritas anteriormente, también se llevd a cabo la
reaccion de aromatizacion para el diol 23, empleando yodo y tolueno, la mezcla de
reaccion se dejo a reflujo por 3 horas el crudo de reaccion fue purificado en columna
cromatografica donde se obtuvo e identific6 a 39 y 37, en proporcion 1:2,
respectivamente. Posteriormente se aumenté el tiempo de reaccion a 5 horas

obteniendo como Unico producto a 37, Esquema 19.

I,

Tolueno l

5 h. reflujo
\\OH
WwOH 0 OH
P
e
Tolueno +
3 h. reflujo
23 39 37

Esquena 19. Aromatizacion de 23.
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En el Esquema 20 se muestra el mecanismo de reaccién que sugiere la
obtencion de 40 a partir de 27. Comenzando con la protonacion del oxigeno en el C-
3 de 27 y la subsecuente ruptura del enlace glucosidico con la salida de glucosa y la
formacion del compuesto 22, para posteriormente ser protonado el OH-3 con la
posterior deshidratacion en el C-3 y la formacion del carbocation alilico (I)
susceptible a un ataque nucleofilico por parte del agua para generar a los dioles
epimeros 23 y 24, donde posteriormente el grupo hidroxilo terciario favorece la
deshidratacion en el C-1, mas tarde la perdida de hidrogeno en C-7 genera a 38, la
desprotonacion del C-5 (ll) proporciona al trieno no conjugado (III) cuya protonacion
en C-7 favorece la formacion del carbocatiéon endociclico (V) y la perdida de protén
en C-4 para dar p-cymeno (40). La formacién de carvotanacetona (39) partiendo de
23 0 24, un carbocation alilico formado por la eliminacion de agua en C-1 facilita la
migracion de hidruro 1,4 de C-6 a C-3 (V) con asistencia anquimérica del hidroxilo en
C-6 para formar la cetona a,B-insaturada 39.

La obtencion de 39 y carvacrol (37), a partir de la reaccion de aromatizacion
con yodo comienza con la formacion del complejo de coordinacién con yodo al grupo
hidroxilo terciario de 23 que facilita la deshidratacion y la formaciéon de 38 cuya
protonacion en el C-7 por HI favorece la formacion del carbocation (V), con la
posterior migracion 1,4 de hidruro de C-6 a C-3 proporcionando a 39. Posteriormente
la formacion de la especie de yodonio (VI) cuya ruptura del enlace C-2-1, permite la
formacion del doble enlace en C-2 y C-3 en el intermediario (VII) y el yodo posterior
genera la formacion de un carbocation alilico cuya neutralizacion por desprotonacion
en C-4 (VIII) puede ocurrir, permitiendo el dieno endociclico (I1X). La formacion de
una nueva especie de yodonio en el C-3 y C-4 (X) permite la formacion del doble
enlace en C-4 y C-5 (XI). Por consiguiente la eliminacion de yodo y la protonaciéon

del oxigeno favorece la aromatizacion para la obtencion de carvacrol (37).
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Esquema 20. Propuesta del mecanismo de reaccién para la obtencion de 40.
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Con los resultados obtenidos podemos proponer una relacién biomimética a
partir de los tratamientos acidos administrados a los glucésidos de p-menteno 27 y
29, ya que a través de ellos se pueden obtener diferentes derivados mas simples del
p-menteno. Es posible llegar a la obtencion de carvacrol (37) por la transformacion
quimica del glucosido 29 (aromatizacidén) generando intermediarios estables (25, 26,
36) y también es posible obtener p-cymeno (40) por la transformacion quimica de 27
(aromatizacion) generando intermediarios estables (23, 24 y 39). Estos resultados
sugieren dos nuevas rutas para la obtencién de carvacrol (37) y p-cymeno (40),
respectivamente. Por ultimo mediante la reaccién de aromatizacion con yodo a partir
del diol 23 y triol 25 es posible obtener selectivamente al compuesto aromatico
carvacrol (37). Estas transformaciones biomiméticas llevadas a cabo en el
laboratorio contribuyen al conocimiento de la quimica de monoterpenos.
Actualmente, no estan completamente establecidos los procesos por los cuales las
plantas biosintetizan al carvacrol (37); no obstante, se establece su estrecha relacion
con derivados del p-menteno, como se establecié aqui. Es remarcable mencionar
qgue en la literatura se ha establecido la relacién entre derivados glicosilados como
moléculas de almacenamiento y sus correspondientes agliconas como componentes
de los aceites esenciales en las plantas.®? Con base en los resultados obtenidos de
los tratamiento acidos a 27 y 29 se puede proponer que un glicésido podria generar

a mas de un componente de aceites esenciales en una planta.

71



6. CONCLUSIONES

De los extractos metandlicos de las partes aéreas de A. glabrata se aislaron e
identificaron a los derivados glucosilados del p-menteno 27 y 29, los cuales fueron
caracterizados por RMN de 1D y 2D, ademas de la preparacion de sus derivados
acetilados 28 y 30.

OH \\\\\\\\O H o OH
o
HoHo o™ /&/ "o
OH
27
\\\\\\o Ac \\\\\\OAC
Ac O&/ \\\\\\\ Acom o iy, OAC

El tratamiento &cido de 27 y 29 demostro la procedencia de los derivados del

p-menteno 22-26, respectivamente.

22

Con estudios de DCV se logré establecer la configuracion absoluta de los
dioles epimeros 23 y 24 a partir del estudio con el acetonido 31, logrando establecer
la configuracion absoluta como: (+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (23), (+)-
(1R,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (24) y (+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno
1,6-acetonido (31).
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A partir de DCV se establecio la configuracion absoluta de los trioles epimeros
25 y 26 a partir del estudio con el derivado 33, logrando establecer la configuracién
absoluta como; (+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno (25), (+)-(1R,4S,5R,6R)-
1,5,6-trihidroxi-2-menteno  (26) y (+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno  5-
acetoxi-1,6-acetonido (33).

La determinacion de la configuracién absoluta de 29 se determiné a partir de
los epimeros 25 y 26. Quedando como (-)-(3S,4R,5R,6S)-3,5,6-trihidroxi-1-menteno
3-0-B-D-glucopiranésido (29).

OH WOH
\\‘\\
o / 6S N
3S 5R
HoHo o““\“\ 4R
OH
29

Mediante los parametros de Flack y Hooft se determind la configuracion
absoluta del (+)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno (22). La determinacion de la
configuracion absoluta del p-menteno 22 sirvi6 como base para establecer la
configuracion absoluta del (-)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno  3-O-8-D-

glucopiranésido (27), ya que la aglicona 22 es producto del tratamiento &cido.
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Aunque los derivados del p-menteno 22, 27 y 29, son conocidos no se habia
establecido su configuracion absoluta, o que en este trabajo fue posible. De los
derivados 23 y 31, existen reportes en la literatura y la configuracion absoluta fue
determinada mediante el método de Dicroismo circular (DC) y los resultados
reportados concordaron con el estudio de DCV realizado.

De los derivados del p-menteno; 24, 25, 26, 29, 30, 32, 33 y 36 hasta el
momento no existen reportes en la literatura que los describan por lo que se tratan
de compuestos novedosos.

El tratamiento acido de los trioles epimeros 25 y 26 condujo a la obtencién de
los derivados; (+)-(4S,5R,6S)-5,6-dihidroxi-10,2-mentadieno (36) y carvacrol (37).

@ \\\\\\O H OH

///,,,/
7
‘OH

36 37

El tratamientos acido de 22 condujo a la formacion de los dioles epimeros 23
y 24. Un siguiente tratamiento acido llevado a cabo por separado para 23 y 24 dio
origen a la formacion de; (4S,6R)-6-hidroxi-10-2-mentadieno (38), (+)-(4S)-
carvotanacetona (39) y p-cymeno (40). Se demostro que 22 funciona como un
intermediario de reaccion en la formacién de 23 y 24, también se demostré que 38

funciona como intermediario de reaccion en la formacién de p-cymeno (40).
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(WOH o)

38 39 40

Se propusieron mecanismos de reaccion que justifican la formacién de los
monoterpenos 22-40.

De las reacciones de aromatizacion con yodo para el diol 23 y triol 25, se
obtuvo como unico producto al carvacrol (37).

Estas transformaciones quimicas llevadas a cabo en el laboratorio
contribuyen al conocimiento de la quimica de monoterpenos de la cual al momento
no estan establecidos los procesos por los cuales las plantas biosintetizan al
carvacrol (37) y p-cymeno (40), no obstante, se establecié su estrecha relacién con

derivados del p-menteno.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Generalidades

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H a 400 MHz y de 3C a
100 MHz, asi como los espectros bi-dimensionales de correlacion *C/*H
(HETCOR), 'H/*H (COSY) y 'H/*H (NOESY) se determinaron en un espectrometro
Varian Mercury Plus-400 y los 3C/*H (HSQC) y *C/*H (HMBC) se determinaron
en un espectrometro Varian Mercury Plus-300. Se utiliz6 como disolvente
metanol deuterado (CDsOD) o cloroformo deuterado (CDCIs) y como referencia
interna se utilizé tetrametilsilano (TMS). Los espectros fueron procesados
mediante el programa MestRenova.

Los espectros de IR se midieron en solucién de cloroformo empleando un
espectrofotometro marca Buck 500.

La rotacion oOptica se midi6é a cinco longitudes de onda: 589, 578, 546, 436 y
365 nm, utilizando un polarimetro Perkin ElImer modelo 341 y empleando soluciones
cloroférmicas filtradas.

Los espectros de masa de baja resolucion se midieron en un equipo Varian
Saturn 2000 mediante impacto electronico.

Para las separaciones cromatograficas se utilizé gel de silice Merck 230-
400 mallas.

La obtencion de los espectros de IR y VCD se realizaron en un
espectrofotometro BioTools, Inc. (Jupiter, FL) PEMdual Chiral IR FT-VCD empleando
como disolvente CDCls.

El andlisis de rayos X se llevé a cabo en un difractbmetro Bruker-Nonius
CAD4 con radiacion de Cu Ka

La planta fue autentificada taxonomicamente por el Dr. Jerzy Rzedowski

conservandose un ejemplar en del Instituto de Ecologia A.C. en Patzcuaro, Mich.

7.2. Material vegetal
Ageratina glabrata fue colectada en diferentes épocas de los afios 2014 al
2017, a orilla de la carretera del km 4.5 de la carretera federal No 200, Patzcuaro-
Santa Clara del Cobre, en las coordenadas N19° 29.516°, W101° 35.273’ a 2285 m

sobre el nivel del mar. Se dej6 secar a la sombra por un periodo de diez dias
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trascurrido este periodo se llevo a cabo la separacion en sus distintas partes; flor,
hoja y tallo.

7.3. Obtencién de extractos

Un lote de 460 g de flor de A. glabrata se pusieron a macerar con 2.5 L
a temperatura ambiente durante tres dias, transcurrido este tiempo se
concentré en un rotavapor repitiendo este proceso tres veces; obteniendo 16 ¢
(3.5% de rendimiento) del extracto hexanico. Se continué la maceracién utilizando
diclorometano como segundo disolvente obteniendo 35 g (7.6% de rendimiento)
de este extracto, por ultimo, se utiliz6 metanol como disolvente, repitiendo el
procedimiento anteriormente descrito obteniendo 83 g (18% de rendimiento) del

extracto metandlico.
7.4. Cromatografia en columna

Un lote de 50 g de extracto metandlico de flor fue llevado a separacion
cromatogréafica empleando una columna de cristal de 4 cm de didmetro y 40 cm de
altura empacada con gel de silice 230-400 mallas y como fase movil mezclas de
CH2Cl>-AcOEt y AcOEt-MeOH en orden de polaridad creciente, colectando
fracciones de 20 mL. Después de varias recromatografias sucesivas se obtuvieron

los siguientes derivados:

(-)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopirandsido (27)
De las fracciones eluidas con la polaridad AcCOEt-MeOH (4:1) se obtuvo

una miel color amarillo para el derivado del p-menteno glicosilado 27.

7 [a]sss —58, [a]s7s =61, [d]s46 —69 (C 1.6,
o CH3OH).
K IR (CH3OH) vimax 3383, 2953, 1646 cm™.
5 HRESI/APCIMS m/z 355.1735 (calculado

para Ci6H2807 + Na*, 355.1727).
RMN de *H (Ver Tabla 1)

RMN de 3C (100 MHz, CDsOD) & ppm 138.5 (C, C-1), 127.1 (CH, C-2),
102.1 (CH, C-1"), 78.2 (CH, C-3’), 77.7 (CH, C-5’), 76.4 (CH, C-3), 75.0 (CH, C-2)),
71.8 (CH, C-4’), 68.2 (CH, C-6), 62.9 (CH2, C-6’), 40.8 (CH, C-4), 30.5 (CHz, C-5),
26.3 (CH, C-8), 21.4 (CHs, C-9), 20.7 (CHs, C-7), 17.1 (CHs, C-10).
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(-)-(3S,4R,5R,6S)-3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-B-D-glucopirandsido (29)

De las fracciones eluidas con la polaridad AcOEt-MeOH (7:3) se obtuvo una
miel color marrén para el derivado del p-menteno glicosilado 28.

[a]sss —39, [a]s7s —41, [a]sas —49 (c 0.9,
+ on | CHsOH).
2“2‘\ IR (CH3OH) Vinax 3372, 2922, 1652 cm™.
s"moy | HRESI/APCIMS m/z 371.1678 (calculado
para CieH280s + Na*, 371.1676).
i 1 RMN de 'H (400 MHz, CD3OD) & ppm
5.69 (1H, m, H-2), 4.43 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-1), 4.19 (1H, da, J = 7.9 Hz, H-3), 3.86
(1H, dd, J = 11.7, 2.2 Hz, H-6'a), 3.81 (1H, d, J = 3.8 Hz, H-6), 3.68 (1H, dd, J =
11.7, 2.2 Hz, H-6’b), 3.55 (1H, dd, J = 10.5, 3.8 Hz, H-5), 3.37 (1H, dd, J = 9.0, 8.8
Hz, H-3’), 3.31 (1H, m, H-4’), 3.26 (1H, m, H-5’), 3.15 (1H, dd, J = 9.0, 8.0 Hz, H-2)),
2.17 (1H, septd, J = 7.0, 3.3 Hz, H-8), 1.84 (1H, m, H-4), 1.82 (3H, t, J = 1.4 Hz, CHs-
7), 1.06 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHz-9), 1.05 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHz-10).
RMN de 13C (100 MHz, CDsOD) & ppm 137.7 (C, C-1), 125.7 (CH, C-2), 101.6
(CH, C-1), 78.1 (CH, C-3), 77.8 (CH, C-5'), 75.1 (CH, C-2'), 75.0 (CH, C-3), 71.9
(CH, C-4’), 71.6 (CH, C-6), 70.8 (CH, C-5), 63.0 (CHz, C-6"), 46.5 (CH, C-4), 27.0
(CH, C-8), 21.4 (CHs, C-9), 20.8 (CHs, C-7), 19.3 (CHs, C-10).

Derivado peracetilado 28

A una solucion de 50 mg de (-)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno 3-O-3-D-
glucopiranésido (27) en 1 mL de piridina, se le adicion6 1 mL de anhidrido acético, la
mezcla de reaccién se calentd a 45 °C por un periodo de 4 h. Transcurrido este
tiempo se vertid sobre hielo, se extrajo con diclorometano, la fase organica se lavé
tres veces con acido clorhidrico al 5%, dos veces con agua, tres con solucion
saturada de bicarbonato de sodio y dos con agua, se secé con sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se concentr6 en rotavapor, obteniéndose 45 mg del crudo de
reaccion como una miel verde obscuro. El crudo de reaccion fue purificado por
cromatografia con gel de silice y como fase movil mezclas de hexanos-AcOEt (9:1)
de la cual se obtuvieron 40 mg (44% de rendimiento) de un sélido color blanco de
28.
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Sdlido amorfo de, p.f 108-110 °C
[a]sse =35, [a]s7s —48, [a]sas —56, [a]436
=90, [a]zss =133 (c 0.6, CHCI3).
IR (CHCI3) vimax 1752 (OAc) cm-1.
: RMN de H (300 MHz, CDCl3) 6 ppm
0:<7' : oo 5.49 (1H, sa, H-2), 5.23 (1H, t, J =
9.5 Hz, H-3’), 5.16 (1H, t, J = 3.3 Hz,
H-6), 5.06 (1H, dd, J = 10.0, 9.5 Hz, H-4’), 4.97 (1H, dd, J = 9.6, 8.0 Hz, H-2'), 4.62
(1H, d, J = 8.0 Hz, H-1"), 4.19 (1H, dd, J = 12.1, 5.5 Hz, H-6'b), 4.13 (1H, dd, J =
12.1, 2.6 Hz, H-6'a), 4.03 (1H, da, J = 8.8 Hz, H-3), 3.06 (1H, m, H-5), 2.08 (3H, s,
AcO-14'), 2.06 (3H, s, AcO-10"), 2.05 (3H, s, AcO-8), 2.05 (1H, m, H-8), 2.03 (3H,
s, AcO-12)), 2.01 (3H, s, AcO-12), 1.78 (1H, dt, J = 14.6, 2.8, 2.8 Hz, H-5q), 1.69
(3H, s, CHs-7), 1.64 (1H, m, H-4), 1.45 (1H, ddd, J = 14.6, 12.4, 4.3 Hz, H-5pB),
0.88 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-9), 0.77 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-10).
RMN de 13C (75.4 MHz, CDCls) & ppm 171.0 (C, AcO-13’), 170.6 (C, AcO-
9), 170.4 (C, AcO-11), 169.4 (C, AcO-117), 169.3 (C, AcO-7’), 134.9 (C, C-1),
127.8 (CH, C-2), 98.8 (CH, C-1"), 75.9 (CH, C-3), 73.0 (CH, C-3’), 71.7 (CH, C-5),
71.5 (CH, C-2’), 69.4 (CH, C-6), 68.7 (CH, C-4’), 62.4 (CHz, C-6"), 40.0 (CH, C-4),
26.4 (CHz, C-5), 25.0 (CH, C-8), 21.24 (CHs, AcO-14’), 20.71 (CHs, AcO-10)),
20.68 (CHs, AcO-8'), 20.62 (CHs, AcO-12’), 20.60 (CHs, AcO-12), 20.64 (CHs, C-9),
20.3 (CHs, C-7), 16.4 (CHs, C-10).

Derivado peracetilado 30

A una solucién de 20 mg de (-)-(3S,4R,5R,6S)-3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-
O-B-D-glucopirandsido (29) en 1 mL de piridina, se le adicion6 1 mL de anhidrido
acetico, la mezcla de reaccion se calento a 45 °C por un periodo de 4 h.
Transcurrido este tiempo se vertié sobre hielo, se extrajo con diclorometano, la fase
organica se lavo tres veces con acido clorhidrico al 5%, dos veces con agua, tres
con solucion saturada de bicarbonato de sodio y dos con agua, se seco con sulfato
de sodio anhidro, se filtr0 y se concentré en rotavapor, obteniéndose 17 mg del
crudo de reaccidon como una miel verde obscuro. El crudo de reaccion fue purificado

por cromatografia con gel de silice y como fase mévil mezclas de hexanos-AcOEt
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(4:1) de la cual se obtuvieron 15 mg (44% de rendimiento) de una miel incolora de
30.

[a]sse -9, [a]s7s =9, [a]sas —10, [a]ass —
16, [a]zes — 20 (c 0.6, CHCls).
IR (CHCI3) vimax 1754 (OAc) cm-1,
HRESI/APCIMS m/iz  623.2322
(calculado para Ca2sH40014 + Na*,
623.2310).
RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) & ppm
5.64 (1H, dd, J = 2.4, 1.5 Hz, H-2), 5.39 (1H, da, J = 4.1 Hz, H-6), 5.22 (1H,t,J=9.4
Hz, H-3’), 5.05 (1H, dd, J = 10.0, 9.4 Hz, H-4"), 4.96 (1H, dd, J = 9.4, 8.2 Hz, H-2'),
4.89 (1H, dd, J = 11.4, 4.1 Hz, H-5), 4.64 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-1"), 4.16 (1H, m, H-
6'b), 4.15 (1H, m, H-6’a), 4.10 (1H, da, J = 9.4 Hz, H-3), 3.68 (1H, m, H-5), 2.12 (3H,
s, AcO-14), 2.10 (1H, m, H-8), 2.06 (3H, s, AcO-10’), 2.04 (3H, s, AcO-12’), 2.03 (3H,
s, AcO-14’), 2.03 (1H, m, H-4), 2.01 (3H, s, AcO-12), 2.00 (3H, s, AcO-8’), 1.71 (3H,
sa, CHs-7), 0.98 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3s-9), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3z-10).

RMN de 3C (75.4 MHz, CDClz) & ppm 170.9 (C, AcO-13), 170.6 (C, AcO-
13’), 170.3 (C, Ac0-9), 170.2 (C, AcO-11), 169.4 (C, AcO-11"), 169.3 (C, AcOT7’),
132.6 (C, C-1), 127.1 (CH, C-2), 98.6 (CH, C-1’), 74.8 (CH, C-3), 73.0 (CH, C-3)),
71.8 (CH, C-5), 71.5 (CH, C-2), 69.4 (CH, C-5), 68.7 (CH, C-6), 68.6 (CH, C-4’),
62.4 (CHz, C-6’), 42.8 (CH, C-4), 25.2 (CH, C-8), 20.97 (CHs, AcO-14), 20.94 (CHs,
Ac0O-10"), 20.72 (CHs, AcO-12), 20.67 (CHs, AcO-14’), 20.60 (CHs, AcO-12), 20.60
(CHs, Ac0-8), 20.78 (CHs, C-9), 20.2 (CHs, C-7), 17.7 (CHs, C-10).

7.5. Tratamientos acidos
Tratamiento acido de 27

Un lote de 60 mg de (-)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno 3-O-(-D-
glucopiranésido (27) fue disuelto en 3 mL de acido clorhidrico al 2%, la mezcla de
reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente por un periodo de 30 min.
Transcurrido este tiempo la mezcla se extrajo con diclorometano por tres ocasiones,
la fase organica se secd sobre Na2S0Oa4 anhidro y concentré en el rotavapor de la

cual se obtuvieron 35 mg del crudo de reaccion como una miel color amarilla. El
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crudo de reaccioén fue purificado por cromatografia con gel de silice y como fase
movil mezclas de hexanos-AcOEt en orden de polaridad creciente. De este proceso

se obtuvieron los dioles 22-24.
(+)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno (22)

De las fracciones eluidas con la polaridad hexanos-AcOEt (2:3) se obtuvieron
15 mg (49% de rendimiento) de cristales incoloros para el diol 22.

Agujas incoloras de, p.f 166-168 °C.
[a]sse +10 (c 0.5, CH30H).
EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) [M—CHs]* 155 (5), 142 (1), 127 (18),
110 (9), 93 (8), 78 (3), 71 (100), 55 (34) y 42 (12).
RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) & ppm 5.44 (1H, sa, H-2), 3.89
(1H, ta, J = 4.1 Hz, H-6), 3.82 (1H, da, J = 9.2 Hz, H-3), 2.09
(1H, dsept, J = 6.8, 2.8 Hz, H-8), 1.74 (3H, s, CH3-7), 1.69 (1H, ddd, J = 13.5, 2.8,
2.8 Hz, H-5q), 1.56 (1H, dddd, J = 13.1, 9.2, 2.8, 2.8 Hz, H-4), 1.36 (1H, ddd, J
=13.5, 13.1, 4.1 Hz, H-58), 0.95 (1H, d, J = 6.8 Hz, CH3-9), 0.80 (1H, d, J = 6.8 Hz,
CHs-10).

RMN de 13C (100 MHz, CD30D) 6 ppm 137.3 (C, C-1), 130.9 (CH, C-2), 69.8
(CH, C-3), 68.3 (CH, C-6), 42.7 (CH, C-4), 30.7 (CHz, C-5), 26.8 (CH, C-8), 21.3
(CHs, C-9), 20.7 (CHs, C-7), 17.0 (CHs, C-10).

(+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (23)

De las fracciones eluidas con la polaridad hexanos-AcOEt (3:2) se obtuvieron
8 mg (26% de rendimiento) de una miel incolora correspondiente al diol 23.
[a ]sse +43, [a ]s7s +45, [a ]s46 +52 (c 0.7, CHCls).
IR (CHCI3) vmax 3590, 2963, 2876, 1653 cm™.
EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) [M=OH]* 153 (2), 135 (90), 111 (100),
93 (37) y 43 (39).
RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 5.65 (1H, ddd, J = 10.4, 2.8,
1.0 Hz, H-3), 5.55 (1H, ddd, J = 10.4, 2.8, 1.6 Hz, H-2), 3.76 (1H,
dt, J =5.6, 1.6, 1.6 Hz, H-6), 2.19 (1H, ddt, J = 14.4, 5.6, 2.8 Hz, H-4), 1.88 (1H, dtd,
J=14.2,5.8, 1.0 Hz, H-5a), 1.63 (1H, t, J = 14.2 Hz, H-58), 1.62 (1H, m, H-8), 1.26
(3H, s, CHs-7), 0.88 (3H, d, J = 6.8 Hz, CHz3-9), 0.87 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-10).
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RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 131.9 (CH, C-2), 131.1 (CH, C-3), 72.7
(CH, C-6), 70.2 (C, C-1), 37.5 (CH, C-4), 31.5 (CH, C-8), 29.3 (CHz, C-5), 27.0 (CHs,
C-7), 19.6 (CHs, C-9), 19.4 (CHs, C-10).

(+)-(1R,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (24)
De las fracciones eluidas con la polaridad hexanos-AcOEt (1:1) se obtuvieron
7 mg (23% de rendimiento) de una miel incolora para el diol 24.
[a]ssg +58, [a]s7s +61, [a]s46 +69, [a]43s +122 (C 0.9, CHCI3).
IR (CHCI3) vmax 3600, 2961, 2874 cm™.
HRESI/APCIMS m/z 188.1637 (calculado para CioH1802 + NHa4*,
188.1645).
RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) & ppm 5.71 (1H, dd, J = 10.0, 3.0
Hz, H-3), 5.62 (1H, ddd, J = 10.0, 2.4, 0.8 Hz, H-2), 3.80 (1H, dd,
J=17.6, 3.2 Hz, H-6), 2.14 (1H, ddt, J = 12.4, 6.8, 3.0 Hz, H-4), 1.83 (1H, ddd, J =
13.6, 6.8, 3.2 Hz, H-5qa), 1.73 (1H, td, J = 13.6, 7.6 Hz, H-58), 1.70 (1H, m, H-8), 1.30
(3H, s, CHs-7), 0.93 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHz-9), 0.92 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-10).
RMN de 3C (100 MHz, CDCIsz) 6 ppm 132.1 (CH, C-3), 131.9 (CH, C-2), 73.4
(CH, C-6), 70.9 (C, C-1), 38.4 (CH, C-4), 31.8 (CH, C-8), 28.7 (CH2, C-5), 23.5 (CHzs,
C-7), 19.9 (CHs, C-9), 19.8 (CHs, C-10).

Tratamiento acido de 29

Un lote de 45 mg de (-)-(3S,4R,5R,6S)-3,5,6-trihidroxi-1-menteno 3-O-(-D-
glucopiranésido (29) fue disuelto en 3 mL de acido clorhidrico al 2%, la mezcla de
reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente por un periodo de 30 min.
Transcurrido este tiempo la mezcla se extrajo con diclorometano por tres ocasiones,
la fase organica se sec6 sobre Na2SO04 anhidro y concentré en el rotavapor de la
cual se obtuvieron 25 mg del crudo de reaccion como una miel color amarilla. El
crudo de reaccioén fue purificado por cromatografia con gel de silice y como fase
movil mezclas de hexanos-AcOEt en orden de polaridad creciente. De este proceso
se obtuvieron a los trioles 25-26. Con estas condiciones de reaccion en un tiempo de

5 h se obtuvieron a 36 y 37.
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(+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno (25)

De las fracciones eluidas con la polaridad hexanos-AcOEt (1:4) se obtuvieron
10 mg (41% de rendimiento) de una miel incolora para el triol 25.
[a]sse +64, [d]s7s +66, [a]s46 +75 (C 0.7, CHCI3).
IR (CHCI3) vmax 3416, 2963, 2875, 1625 cm™.
HRESI/APCIMS m/z 209.1156 (calculado para CioHisO3 + Na®,
209.1148).
RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) & ppm 5.65 (1H, dd, J = 10.4, 1.2
Hz, H-2), 5.62 (1H, dd, J = 10.4, 2.8 Hz, H-3), 3.92 (1H, dd, J =
5.6, 2.4 Hz, H-5), 3.66 (1H, da, J = 2.4 Hz, H-6), 2.19 (1H, m, H-4), 1.83 (1H, dsept, J
=6.8y 1.2 Hz, H-8), 1.29 (3H, s, CH3-7), 1.00 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-9), 0.89 (3H, d,
J = 6.8 Hz, CHs-10).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs3) 6 ppm 132.4 (CH, C-2), 127.1 (CH, C-3), 75.0
(CH, C-6), 71.0 (CH, C-5), 71.1 (C, C-1), 47.4 (CH, C-4), 28.6 (CH, C-8), 26.6 (CHs,
C-7), 21.2 (CHs, C-9), 19.0 (CHs, C-10).

(+)-(1R,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno (26)

De las fracciones eluidas con la polaridad hexanos-AcOEt (1:4) se obtuvieron
9 mg (37% de rendimiento) de una miel incolora para el triol 26.
[a]sse +33, [d]s7s +34, [a]s46 +38, [a]43s +64 (c 0.3, CHCI3).
IR (CHCI3) vmax 3605, 2964, 2875, 1635, 1051 cm.
s HRESIMS m/z 186.1256 (calculado para C10H1803*, 186.1251).
@u0., | RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm 5.68 (1H, dd, J = 10.1, 2.1
Hz, H-3), 5.62 (1H, ddd, J = 10.1, 2.2, 1.4 Hz, H-2), 3.97 (1H, dd, J
i 10 = 8.4, 2.7 Hz, H-5), 3.73 (1H, dd, J = 2.6, 1.3 Hz, H-6), 2.16 (1H,
m, H-4), 2.11 (1H, m, H-8), 1.40 (3H, s, CHs-7), 1.04 (3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-9), 0.85
(3H, d, J = 6.8 Hz, CH3-10).

RMN de'*C (100 MHz, CDCIs) & ppm 131.0 (CH, C-2), 129.4 (CH, C-3), 77.1
(CH, C-6), 71.3 (CH, C-1), 68.4 (CH, C-5), 44.6 (CH, C-4), 27.0 (CH, C-8), 25.5 (CHgs,
C-7), 20.8 (CHs, C-9), 17.7 (CHs, C-10).

7
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(+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno 1,6-acetdnido (31)

A una solucién de 20 mg de (+)-(1S,4S,6R)-1,6-dihidroxi-2-menteno (23) en 2
mL de acetona, se le adicionaron 8 mg de acido p-toluensulfénico la mezcla de
reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente por un periodo de 2 h.
Transcurrido este tiempo la mezcla se verti6 sobre hielo y se extrajo con
diclorometano, la fase orgénica se lavo tres veces con agua destilada, se seco la
muestra con Na2SO4 anhidro; se filtr6, se concentro en rotavapor, obteniéndose 11

mg (45% de rendimiento) de una miel incolora de 31.

12 [a]sse +13, [a]s7s +14, [a]sas +16, [a]a3s +31 (c 0.6, CHCI3).
0%\ HREIMS m/z 195.1387 [M - CHs]* (calculado para Ci2H1902*,

2 ) 195.1380).
35 RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm 5.58 (1H, dt, J = 10.4, 1.6
Hz, H-3), 5.48 (1H, ddd, J = 10.4, 2.7, 1.7 Hz, H-2), 4.05 (1H, dt, J
: io = 3.7, 2.0 Hz, H-6), 2.23 (1H, m, H-4), 2.07 (1H, dddd, J = 14.0,

5.1, 3.7, 2.0 Hz, H-50a), 1.66 (1H, septd, J = 6.7, 1.8 Hz, H-8), 1.42 (1H, ddd, J =
14.0, 11.4, 2.0 Hz, H-58), 1.38 (3H, d, J = 0.4 Hz, CHs-12), 1.36 (3H, d, J = 0.4 Hz,
CHs-13), 1.29 (3H, s, CH3-7), 0.90 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-9), 0.88 (3H, d, J = 6.7 Hz,
CHs-10).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) & ppm 130.9 (CH, C-2), 130.2 (CH, C-3), 107.3
(C, C-11), 78.5 (CH, C-6), 77.5 (C, C-1), 35.6 (CH, C-4), 31.2 (CH, C-8), 27.6 (CHs,
C-12), 27.5 (CHs, C-13), 26.6 (CHz, C-5), 24.8 (CHs, C-7), 19.3 (CHs, C-9), 19.0
(CHs, C-10).

(+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno 1,6-acetonido (32)

A una solucion de 25 mg de (+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno (25)
en 2 mL de acetona, se adicionaron 8 mg de acido p-toluensulfénico. La mezcla de
reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 2 h. Transcurrido este
tiempo la mezcla de reaccion se vertio sobre hielo y se extrajo con diclorometano, la
fase orgéanica se lavo tres veces con agua destilada, posteriormente se secé con
Na-SO4 anhidro, se filtr6 y se concentrd en rotavapor, obteniéndose 20 mg (65% de

rendimiento) de una miel incolora para 32.
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12 [a]sse +34, [a]s7s +35, [a]sas +38, [a]43s +69 (c 0.1, CHCI3).
A\ IR (CHCl3) vinax 3585, 2958, 2854, 1098, 1003 cm-L.
S HRESIMS m/z 244.1908 [M + NHa4]* (calculado para CisH2203 +
5 NH4*, 244.1907).
RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm 5.51 (1H, dd, J = 10.4, 1.4
s Hz, H-2), 5.47 (1H, da, J = 10.4 Hz, H-3), 4.12 (1H, ta, J = 1.6 Hz,
H-6), 3.58 (1H, da, J = 9.9 Hz, H-5), 2.28 (1H, da, J = 9.9 Hz, H-4), 2.20 (1H, septd, J
= 7.0, 2.5 Hz, H-8), 1.41 (3H, s, CHs-12), 1.38 (3H, s, CH3-13), 1.36 (3H, s, CHa-7),
1.05 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-9), 0.83 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHs-10).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 131.3 (CH, C-2), 125.0 (CH, C-3), 108.6
(C, C-11), 82.4 (CH, C-6), 80.0 (C, C-1), 69.3 (CH, C-5), 43.7 (CH, C-4), 27.7 (CHs,
C-12), 27.5 (CHs, C-13), 25.9 (CH, C-8), 24.9 (CHs, C-7), 20.8 (CHs, C-9), 17.0 (CHs,
C-10).

7 0

(+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno 5-acetoxi-1,6-aceténido (33)

A una solucién de 20 mg de (+)-(1S,4S,5R,6R)-1,5,6-trihidroxi-2-menteno 1,6-
acetonido (32) se le adicionaron 1 mL de piridina y 1 mL de anhidrido acético, la
mezcla de reaccidon se dejo en agitacion por un periodo de 3 h, a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se verti6 sobre hielo, se extrajo con
diclorometano, la fase organica se lavo tres veces con acido clorhidrico al 5%, dos
veces con agua, tres con solucién saturada de bicarbonato de sodio y dos con agua,
se secO con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré en rotavapor,
obteniéndose 11 mg (46% de rendimiento) de un aceite incoloro de 33.

2 [a]sse +62, [a]s78 +64, [a]s46 +73, [a]ass +124 (c 0.6, CHCI3).
A\ IR (CHCls) Vinax 2958, 2925, 2869, 2851, 1730, 1465 cm.
HRESI/APCIMS m/z 286.2001 (calculado para CisH2404 + NHa*,

o

3 o, | 286.2013).
RMN de 'H (300 MHz, CDCls) & ppm 5.53 (1H, m, H-2), 5.48 (1H,
° fo dd, J = 10.5, 1.1 Hz, H-3), 4.99 (1H, dd, J = 10.4, 2.2 Hz, H-5),

4.06 (1H, ta, J = 2.2 Hz, H-6), 2.60 (1H, da, J = 10.5 Hz, H-4), 2.16 (3H, s, AcO),

1.40 (3H, s, CHs-12), 1.39 (3H, s, CH3-13), 1.38 (3H, s, CH3-7), 1.83 (1H, septd, J =

7.0, 2.8 Hz, H-8), 1.00 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-9), 0.78 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHs-10).
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RMN de 13C (75.4 MHz, CDCls) & ppm 170.8 (C, AcO), 131.6 (CH, C-2), 124.7
(CH, C-3), 109.0 (C, C-1), 80.2 (C, C-11), 80.0 (CH, C-6), 70.6 (CH, C-5), 40.3 (CH,
C-4), 27.7 (CHs, C-12), 27.5 (CHs, C-13), 26.1 (CH, C-8), 24.4 (CHs, C-7), 20.5 (CHs,
C-9), 17.0 (CH3, C-10).

Tratamiento acido de 25, 26y 36

A una solucion de 25y 26 (90 mg) en 1 mL tetrahidrofurano, se le adicionaron
10 mL de &cido clorhidrico al 10%, respectivamente, la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 5 h. Transcurrido este tiempo la mezcla se extrajo con
AcOEt por tres ocasiones, la fase organica se secd sobre Na2SOas anhidro y
concentr6 en el rotavapor. Los crudos de reaccion fueron purificados por
cromatografia con gel de silice y como fase movil mezclas de hexanos-CH2Cl. como
eluyente. De las fracciones 22-25 (hexanos-CHz2Clz, 3:2) se obtuvo a 37 (20 mg) y
las fracciones 28-32 (CH2Cl2-CHsOH, 1:4) dio a 36 (30 mg). Bajo las mismas
condiciones de reaccion descritas anteriormente fue tratado el derivado 36 (40 mg),
cambiando Unicamente el tiempo de reaccion a 24 h. El crudo de reaccion fue
purificado por cromatografia con gel de silice y como fase movil mezclas de
hexanos-CH2Cl2 en orden de polaridad creciente y en las fracciones 5-7 (hexanos-
CH2Clz, 3:2) se obtuvo a 37 (28 mg).

(+)-(4S,5R,6S)-5,6-dihidroxi-10,2-mentadieno (36)

, RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm 6.18 (1H, dd, J = 10.0, 2.1
oH | Hz, H-3), 5.70 (1H, dd, J = 10.0, 2.6 Hz, H-2), 5.26 (1H, sa, H-7),
5.12 (1H, sa, H-7"), 4.33 (1H, sa, H-6), 3.75 (1H, ta, J = 5.5, H-5),
Suon | 2.29 (1H, m, H-4), 1.96 (1H, septd, J = 6.8, 1.7 Hz, H-8), 1.05 (3H,

d, J = 6.8 Hz, H-9), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-10);
RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 143.5 (C, C-1), 129.0 (CH,
C-2), 127.3 (CH, C-3), 115.2 (CH2, C-10), 71.8 (CH, C-6), 71.4 (CH, C-5), 46.8 (CH,

C-4), 28.3 (CH, C-7), 21.1 (CHs, C-8), 18.5 (CHs, C-9).
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Carvacrol (37)

IR (CHCI3) vimax 3394, 3018, 2959, 2927, 2869 cm™,

RMN de 'H (400 MHz, CDClz) 6 ppm 7.04 (1H, d, J = 7.6 Hz, H-3),
6.73 (1H, dd, J = 7.6, 1.6 Hz, H-4), 6.66 (1H, da, J = 1.6 Hz, H-6),
2.83 (1H, sept, J = 6.8 Hz, H-7), 2.21 (3H, s, H-10), 1.22 (3H, d, J =
6.8 Hz, H-8 y H-9).

RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) 6 ppm 153.6 (C, C-1), 148.5 (C, C-
2), 130.8 (CH, C-3), 120.7 (C, C-5), 118.8 (CH, C-4), 113.0 (CH, C-6), 24.0 (CHs, C-8
y C-9), 15.3 (CHs, C-10).

Tratamiento &cido de 23, 24y 38

A una solucion de 23 y 24 (100 mg) en 1 mL de tetrahidrofurano, se le
adicionaron 10 mL de &cido clorhidrico al 10%, respectivamente, la mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 5 h. Transcurrido este tiempo la mezcla se extrajo
con AcOEt por tres ocasiones, la fase organica se secO sobre Na2SOa4 anhidro y
concentr6 en el rotavapor. Los crudos de reaccion fueron purificados por
cromatografia con gel de silice y como fase movil mezclas de hexanos-CH2Cl. como
eluyente. De las fracciones 4-7 (hexanos-CH2Clz, 4:1) se obtuvo a 40 (15 mg), de las
fracciones 8-12 (hexanos-CH2Clz, 1:1) se obtuvo a 38 (30 mg) y las fracciones 15-17
(CH2CI2-CH3OH, 3: 7) dio a 39 (6 mg). Las mismas condiciones de reaccion
descritas anteriormente se utilizaron para tratar al derivado 38 (20 mg). El crudo de
reaccion fue purificado por cromatografia con gel de silice y como fase movil
mezclas de hexanos-CH2Cl2 en orden de polaridad creciente y en las fracciones 3-6
(hexanos-CH:Clz, 4:1) se obtuvo a 40 (7 mg).

(4S,6R)-6-hidroxi-10,2-mentadieno (38)
7 IR Vinax 3410, 2957, 2924, 2871, 1674 cm™.
on | RMN de *H (400 MHz, CDCls) & ppm 6.14 (1H, dd, J = 10.1, 1.9
Hz, H-3), 5.83 (1H, dd, J = 10.1, 1.0 Hz, H-2), 5.06 (1H, sa, H-7),
5 4.96 (1H, sa, H-7’), 4.42 (1H, m, H-6), 2.34 (1H, m, H-4), 1.91 (1H,
dtd, J = 13.3, 5.0, 1.1 Hz, H-5d), 1.72 (1H, septd, J = 6.8, 1.1 Hz,
° " H-8), 1.55 (1H, ddd, J = 13.3, 10.0, 2.8 Hz, H-58), 0.93 (6H, da, J
= 6.8 Hz, H-9-10).
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RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 145.3 (C, C-1), 134.1 (CH, C-2), 126.6
(CH, C-3), 113.0 (CHz, C-7), 69.4 (CH, C-6), 37.2 (CH, C-4), 32.5 (CHz, C-5), 31.5
(CH, C-8), 19.61 (CHs, C-9), 19.59 (CHa, C-10).

(+)-(4S)-Carvotanacetona (39)
[a]sse +43, [a]s7s +45, [a]s46 +53, (€ 0.9, CHCI3)
IR vinax 2960, 2926, 2875, 1671 cm™.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 6.75 (1H, ddd, J = 6.0, 2.4,
1.3 Hz, H-2), 2.53 (1H, ddd, J = 16.1, 3.7, 1.7 Hz, H-5), 2.36 (1H,
m, H-3), 2.10 (1H, m, H-5’), 2.05 (1H, m, H-3’), 1.84 (1H, m, H-4),
1.77 (3H, dt, J = 2.4, 1.3 Hz, H-7), 1.57 (1H, sept, J = 6.8 Hz, H-8),
0.92 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-9), 0.91 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-10).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 201.0 (C, C-6), 145.3 (CH, C-2), 135.3
(C, C-1), 42.1 (CH2, C-5), 42.0 (CH, C-4), 32.0 (CH, C-8), 29.9 (CHz2, C-3), 19.5 (CHs,
C-9), 19.5 (CHs, C-10), 15.7 (CHgs, C-7).

p-cymeno (40)

IR (CHCIa) vinax 3394, 3018, 2959, 2927, 2869 cm™.

RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm 7.11 (4H, m, H-2-3-5-6), 2.87
(1H, sept, J = 6.9 Hz, H-8), 2.31 (3H, sa, H-7), 1.23 (6H, d, J = 6.9
Hz, H-9-10).

RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) & ppm 146.0 (C, C-4), 135.2 (C, C-
1), 129.0 (CH, C-5, C-6), 126.0 (CH, C-2, C-3), 33.7 (CH, C-8), 24.1
(CHs, C-9, C-10), 21.0 (CH3, C-7).

7.6. Reaccion general de aromatizacion con yodo

A una solucién de 23 6 25 (40 mg) en tolueno (10 mL), se le adicion6 yodo
(40 mg), la mezcla se dejo a reflujo durante 5 h. Transcurrido este tiempo se vertié
sobre hielo, se extrajo con hexanos, la fase organica se lavo con solucién saturada
de: tiosulfato de sodio, bicarbonato de sodio y cloruro de sodio, se sec6 con sulfato
de sodio anhidro, se filtré y se concentré en rotavapor, obteniéndose 28 y 30 mg de
carvacrol (37), respectivamente. Se tomé un nuevo lote de 23 (30 mg) y bajo las

mismas condiciones de reaccion descritas anteriormente se llevé a cabo la reaccion

88



disminuyendo el tiempo a 3 h, donde se obtuvo al compuesto 37 y 39 en una
proporcién 2:1 con respecto al valor de la integral.

7.7. Método para calcular DCV

La busqueda de los conformeros para 31 y 33, se realiz0 mediante el
programa Spartan’04, con mecanica molecular por el método MMFF donde se
obtuvieron seis y nueve conférmeros, respectivamente. Posteriormente fueron
optimizadas las energias de los seis y nueve conférmeros obtenidos por mecénica
molecular, usando teoria de funcionales de la densidad (DFT), con el método
B3LYP y un nivel de teoria 6-31G**. Esto con la finalidad de seleccionar solo
aquellos conférmeros donde su energia no sea mayor a 3 kcal/mol quedandonos
asi con solo tres conférmeros, respectivamente. A estos conformeros se les realizd
una nueva optimizacion de energia para asi finalmente obtener las frecuencias de
DCV e IR, esto llevado a cabo en el programa Gaussian’03W usando teoria de
funcionales de la densidad (DFT) con el método B3LYP aplicando un nivel de

teoria DGDZVP para cada uno de los tres conférmeros, respectivamente.
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