UNIVERSIDAD MICHOACANA DE
SAN NICOLAS DE HIDALGO

T = (o
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
QUIMICO BIOLOGICAS

Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas
Maestria en Ciencias Quimicas

“Correlacion biomimética de p-mentenos glucosilados hacia
epoxitimoles de la tribu Eupatorieae”

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS QUIMICAS

PRESENTA:

Q.F.B. Jessica Montserrat Lorenzo Garcia

Directores
D.Q. Mario Armando Gémez Hurtado

D.C. Rosa Elva Norma del Rio Torres

Morelia, Michoacan mayo del 2022.




INDICE

INDICE DE FIGURAS wccoovvvveeeeeeesssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssseessssssssssssssseesesss 3
INDICE DE TABLAS ..cccouvvvvveeeeeesssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssseesssss 3
INDICE DE ESQUEMAS ....oovvooessssecssssseessessssssssssssssssesssssssssssssssseessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssssssssssseesesss 4
RESUMEN ....couuvvvveeeeeesssssessssssssseessssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssssessssessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessesss 6
INTRODUGCCION.......oooooeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseeeee 8
ANTECEDENTES w.oovvvvvvvveessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssssesee 9
JUSTIFICACION w.oovvvveeeeeeesssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssessessssssssssssssssesssssssssessssessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssee 16
OBJETIVOS woouuvvvveeeeeesssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssessass 17
OBJETIVO GENERAL eevvvvvvvreeessssssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssessans 17
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..oooooseeveeeeeeeessssssssssssssseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssssssssesssns 17
DISCUSION DE RESULTADOS ..cccvvvvvvereesssssssssssssseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssssseessss 18
CONCLUSION .....ooovveeeeeeeeseeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssseseeee 45
PARTE EXPERIMENTAL ..oooooossstcesseeeeeseessssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssssssssssssessans 46
REFEREN CIAS ...oovveoosssscssseveseeeessssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssseesssssssssssessssesssssssssssssessesssssssssssssssessssssssssssssssessons 51



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Funcionalizaciones del esqueleto de timol (1)......cccceeviieiieniieniieniieieeieeee 9
Figura 2.- Derivados del timol (1) funcionalizados en la posicion C-6 del anillo aromatico.
............................................................................................................................................... 10
Figura 3.- Derivados funcionalizados en posicion bencilica de timol (1). ........cccceevveenenne 11
Figura 4.- Derivados funcionalizados con doble enlace en C-8 y C-9 del esqueleto de
1910110 UOR OO OO TP USSP PRPRORPOR 11
Figura 5.- Derivado de epoxitimol aislados de Ageratina glabrata (35-39) y p-menteno 40
del aceite esencial de A. @labrata. .............ccocceeeueeeiieiiiiiieiieeeeeee et 12
Figura 6.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del extracto metandlico de la parte aérea de
A. glabrat@, €0 DIMSO g, ..ccueeuieiieiiieiieeit ettt ettt ettt e et e s te et e st eeseesateenbee e 18
Figura 7.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del tratamiento 4cido del extracto
metanolico de A. glabrata, €n CDCl3. .......ccuoiiiiiiiieiiieieceeeeee et 19
Figura 8.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, del (+)-(3S,45,6R)-3,6-dihidroxi-1-
menteno (43), €N CD30D ... e 20

Figura 9.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de timohidroquinona (49), en CDCl;. ......21
Figura 10.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz de timohidroquinona (49), en CDCl;. ...22

Figura 11.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de timol (1), en CDCls. ......cooveveevenne.. 23
Figura 12.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion entrada 1, en CDCls.
............................................................................................................................................... 27
Figura 13.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion de la entrada 7, en

CDICIB 1ttt b ettt b ettt sttt 28
Figura 14.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 6-clorotimol (64), en CDCls............. 29
Figura 15.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz del 6-clorotimol (64), en CDCls............ 30
Figura 16.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del compuesto 65 impuro, en CDCls......32
Figura 17.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 7-oxotimol (66), en CDCl;. .............. 33

Figura 18.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 8-hidroxitimol (50), en CDCl;. ........ 34
Figura 19.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz del 8-hidroxitimol (50), en CDCls. ....... 35
Figura 20.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado carbonatado 67, en CDCls. 36
Figura 21.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion de la entrada 13, en

CDICIB 1ttt bbbttt b ettt 37
Figura 22.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion entrada 16, en

CDICIB 1ttt b et bbbttt sttt 38
Figura 23.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 6-bromotimol (70), en CDCls........... 39

Figura 24.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz del 6-bromotimol (70), en CDCl. ........ 40
Figura 25.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 2,6-dibromotimol (71), en CDCls. ...41
Figura 26.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz del 2,6-dibromotimol (71), en CDCl;. ..41
Figura 27.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 2-bromotimol (72), en CDCl........... 42

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Condiciones de oxidacion en el timol (1)........ccccevveeeeiieeciieeiieecieecee e 25



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1.- Obtencién de monoterpenos aromaticos a partir de p-mentenos glicosilados.

............................................................................................................................................... 13
Esquema 2.- Oxidacioén del timol (1) con micromiceto Aspergillus niger. ......................... 13
Esquema 3.- Oxidacion aerdbica de alquibenceno. ..........ccoocveevieiiieniiinieniieieeieeeeene 14
Esquema 4.- Oxidacion aerdbica en posicion bencilica. .........cccceeveevcieeiieiiiieniienieciieniene 14
Esquema 5.- Oxidacion bencilica de cumeno (51). ....ooueeeiieriieiiienieniieiieeieeee e 14
Esquema 6.- Halogenacion en timol (1) con NBS.........cocooiiiiiiiiiiiiiieeeeece e 15
Esquema 7.- Condiciones para la oxidacion de 3,6-dihidroxi-1-menteno (43). .................. 20
Esquema 8.- Compuestos esperados de la oxidacion. ..........cceecvvevieriiinieniieenienieeieeeiens 24
Esquema 9.- Correlacion estructural de derivados oxidados de timol (1) y compuestos

aislados de especies VEZETAlES. ....cc.uieuiiiiiiiieiieciiee et 44



SIMBOLOS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Acetato de etilo

Peroxido de Benzoilo
Centimetros

Senal doble

Senal doble de dobles de dobles
Senal doble de dobles de dobles de dobles
Dimetialil pirofosfato

Dimetil Sulféxido

Equivalente

Etanol

Gramos

Geranil difosfato

Horas

Hertz

Isopentenil pirofosfato

Constante de acoplamiento
Linalil difosfato

Sefial multiple

Metanol

Miligramo

Mililitro

Milimol
n-bromosuccinimida
n-clorosuccinimida
n-hidroxiftalimida
Numero

Neril difosfato

Grados Celsius

Partes por millon
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
Sefial simple

Sefial simple ancha

Seiial séptuple

Sefial séptuple de dobles
Temperatura ambiente
Seiial triple ancha
Desplazamiento quimico



RESUMEN

En el presente trabajo se describe una ruta biomimética que alude a posibles procesos
catabolicos de p-mentenos glucosilados hacia derivados de timol intermediarios para la
obtencion de epoxitimoles, por medio de la oxidacion del p-menteno 43 obtenido de la
hidrolisis acida del extracto metanolico de Ageratina glabrata generando timoles
funcionalizados en el anillo aromatico 49 que conecta al timol (1), asi como con derivados
oxidados en posicion bencilica 50, 66, con doble enlace en C-8 y C-9 (65), cuyos
esqueletos son encontrados en derivados aislados de distintas especies de la familia
Asteraceae. Adicionalmente se realizaron las reacciones de halogenacion en el timol como
alternativa de derivatizacion obteniendo a 64, 70-72. Los compuestos se caracterizaron por
sus datos fisicos, espectroscopicos y sugirieron una estrecha conexion entre p-mentenos

glucosilados y derivados de timol.
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ABSTRACT

In the present work, a biomimetic route is described that alludes to possible catabolic

processes of glycosylated p-menthenes towards thymol derivatives which are intermediates

to obtain epoxythymols, through the oxidation of p-mentene 43 obtained from the acid

hydrolysis of the methanolic extract of Ageratina glabrata, generating functionalized

thymols in the aromatic ring 49 that connects to thymol (1) as well as oxidized derivatives

in the benzylic position 50, 66, with double bonds at C-8 and C-9 (65), whose skeletons are

found in isolated derivatives of different species of the Asteraceae family. Additionally,

halogenation reactions were carried out on thymol as an alternative to derivatization,

obtaining compounds 64, 70-72. The compounds were characterized by their physical and

spectroscopic data and suggested a close connection between glycosylated p-menthenes and

thymol derivatives.
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INTRODUCCION

La naturaleza es la red misteriosamente integrada de fendémenos simples a inmensamente
complejos, que se encuentra ligados a los organismos vivos, los cuales necesitan realizar
una variedad de acciones bioldgicas que incluyen reacciones enzimaticas, principalmente
de oxidacion, ciclacién y reordenamientos entre algunas otras,' dentro de estos organismos
vivos, las plantas son altamente eficientes para sintetizar metabolitos secundarios” [lamados
también productos naturales,” con una interesante diversidad estructural, ejemplo de ellos
son los terpenos que constituyen una de las familias de compuestos con mas variedad
estructural, los cuales se encuentran restringidos a algunas especies vegetales, confieren
propiedades favoreciendo aplicaciones medicinales que incluyen actividad biologica
antiinflamatoria, antioxidante, hipoglucemiante, antimicrobiana, inmunoestimulante y
analgésica.”® El conocimiento del metabolismo de estos principios activos permite
asociarlos para aplicaciones médicas, quimicas, biotecnoldgicas, entre algunas otras mas,
también el conocimiento del metabolismo puede ayudar a comprender los mecanismos y
hacer modificaciones biotecnoldgicas para favorecer la produccion de algin compuesto en
particular. En la literatura existen compuestos bioactivos como los epoxitimoles que han
mostrado importantes efectos, citotoxicos y antibacterianos,”” hasta el momento
unicamente se sabe que el timol es biosintetizado a través de la via de los terpenos por
medio de reacciones enzimaticas de la ciclacién de GPP.'® Por otro lado, en recientes
trabajos se planted una ruta biomimética que alude al metabolismo de monoterpenos
glucosilados hacia monoterpenos fendlicos.'' En el presente trabajo se sugiere la posible
correlacion entre p-mentenos glucosilados a derivados del timol, precursores de epoxitimol

mediante la reactividad del timol para la obtencion de derivados de epoxitimol.



ANTECEDENTES

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) (1) es un monoterpeno fendlico e isdémero de carvacrol
que es biosintetizado a través de la via de los terpenos por medio de reacciones
.. 10 . . . .o, . .. . .. .
enzimaticas. Tiene aplicaciones como antiséptico, antimicrobiano, antiinflamatorio,

12-18 . . . , . 19
por lo que posee importancia industrial y farmacoldgica. ~ Se

analgésico y antioxidante,
encuentra en abundancia en el aceite esencial de algunas plantas como orégano, tomillo y
ajedrea (Origanum vulgare, Thymus vulgaris y Satureja hortensis),” ademas de encontrarse
funcionalizado generando multiples derivados que se distribuyen en 42 géneros de la
familia Asteraceae. Estos derivados se destacan por sus funcionalizaciones en las
posiciones C-8, C-9 (2) y/o C-10, también incluyen sustituciones en C-7 y/o en el anillo

aromatico C-3 y C-6, algunos derivados del timol incluyen un anillo de oxirano en el C-

8/C-9 (3), lo que le confiere quiralidad y son conocidos como epoxitimoles (figura 1). *!
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Figura 1.- Funcionalizaciones del esqueleto de timol (1).

Se sabe hasta el momento, que este tipo de derivados de timol solo se encuentran en
especies vegetales de la familia Asteraceae, ejemplo de ello son las especies de Kunia
ignorata,” Inula crithmoides™ y Ageratina cylindrica,’ de las que se han aislado derivados
de timol funcionalizados en C-6, como los compuestos 4-16, también se encuentran algunas
especies como Mikania decora”* Ageratina glabrata, *>* Ageratina mairetiana® 'y
Piptothrix areolare,” que ademés de encontrarse compuestos funcionalizados en la
posicion del anillo aromatico muestran funcionalizacion con un grupo hidroxilo en el C-8

(6-10 y 14-16) (figura 2).
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Figura 2.- Derivados del timol (1) funcionalizados en la posicion C-6 del anillo

aromatico.

Algunos otros compuestos obtenidos de fuentes naturales con esqueleto de timol
funcionalizados en la posicion bencilica son los encontrados en la parte aérea de las
especies Vieraea laevigata® (17, 18), Calea nelsonii (19-22)*'** Inula wissmanniana (21,

25).’ Eupatorium fortunei (24)** y en las raices de Gaillardia aristata el compuesto 23
(figura 3).%
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Figura 3.- Derivados funcionalizados en posicion bencilica de timol (1).

También se han descrito derivados de timol que poseen un doble enlace en la

posicion C-8/C-9 como los mostrados en la figura 4, aislados de Ageratina aromatica (26)
2® Schkuhria multiflora (26, 27)," Eupatorium fortunei (28-30),* Kaunia arbuscularis

(31),** Mikania decora (32)** y Doronicum pardalianches (33, 34).%

OR;

R,

R1 R?
26 j-Bu H
27 i-Bu OAc
28 Tigl H
3 H OH

33 i-Bu i-Bu
MeBu

34 j-Bu

R2
OR’
OR3
R1 RZ RS
29 Tigl H Oi-Va

30 Tigl H Ac
32 j-Bu OH Ac

Figura 4.- Derivados funcionalizados con doble enlace en C-8 y C-9 del esqueleto de

timol.
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En el grupo de trabajo se han aislado derivados de epoxitimol funcionalizados en la
posicion C-6, C-8, C-9 y C-10 de la especie vegetal de Ageratina glabrata® como
isobutirato de (+)-(85)-10-benziloxi-6-hidroxi-8,9-epoxitimilo (35), isobutirato de (+)-(8S)-
10-acetoxi-6-metoxi-8,9-epoxitimilo (36), isobutirato de (+)-(8S)-10-benzoiloxi-6-metoxi-
8,9-epoxitimilo (37), isobutirato de 10-isobutiriloxi-8,9-epoxitimilo (38) e isobutirato de
10-benzoiloxi-8,9-epoxitimilo (39). Ademas, se han encontrado monoterpenos aromaticos
en el aceite esencial de esta especie, en donde destaca el p-cimeno (40) con una abundancia

del 4.7% (figura 5)."

oﬁ)\ o% Oﬁ)\
0 o)
o 0 © o)
HO 0 MeO o)K( MeO 0
35 37
o)
© 0 0
s s
O 33 O 39 40

Figura 5.- Derivado de epoxitimol aislados de Ageratina glabrata (35-39) y p-menteno 40

del aceite esencial de A. glabrata.

De manera interesante también se ha descrito que la parte aérea de Ageratina
glabrata es rica en monoterpenos glucosilados que incluye al (-)-(35,4R,5R,65)-3,5,6-
trihidroxi-1-menteno  3-O-f-D-glucopiranosido (41) y (-)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-
menteno 3-O-f-D-glucopiranésido (42).*

En un trabajo anterior establecieron una correlacion biomimética entre estos
glucosidos de p-menteno hacia carvacrol (48) y p-cimeno (40), donde obtuvieron por medio
de hidrolisis acidas los derivados de p-menteno 44-47,'" que al ser sometidas a reacciones
de deshidratacion y oxidaciones permitieron obtener los compuestos monoterpénicos

aromaticos 40 y 48. Una investigacion complementaria permitié establecer una relacion

12



quimica entre el monoterpeno 43 y timohidroquinona (49)* (esquema 1), lo que abrié la
posibilidad de pensar que los p-mentenos pueden ser precursores de epoxitimoles y para

que esto ocurra, el esqueleto de timol (1) deberia pasar por oxidaciones bencilicas.

H* ~OH HCI +OH HCI
l HO" Gluo™" Gluo™ “"OH 1
OH OH

OH M OH

PCC 0 CrO5 “OH
44 6 45 46 6 47
|

|2

~OH

ﬁ@ ?é&@ o

)

~wOH

Esquema 1.- Obtencién de monoterpenos aromaticos a partir de p-mentenos glicosilados.

La literatura ha establecido que se puede llegar a oxidaciones bencilicas en el timol

(1), por medio de biotransformaciones utilizando Aspergillus niger generando una serie de

compuestos funcionalizados en el que destaca el compuesto 50 (esquema 2).***

OH OH

OH
1 50

Esquema 2.- Oxidacién del timol (1) con micromiceto Aspergillus niger.
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Algunas oxidaciones bencilicas a compuestos de alquilbenceno proceden mediante
reacciones aerdbicas con O,, catalizadas por N-hidroxiftalimida (NHPI) como se muestra

46
en el esquema 3.

OH
oF}
—
NHPI
51 52

Esquema 3.- Oxidacion aerdbica de alquibenceno.

Oxidaciones aerobicas en alquilarenos con un grupo nitro en el anillo aromatico,
utilizando O, como agente oxidante con mezcla de NaOH/EtOH dieron como resultado los

derivados oxidados 54 y 55 como se muestra en el esquema 4.*

OH
Ry Ry R, R, O+_OH
= | &. = | = |
NSO )\ N
NO, NO, NO,

Esquema 4.- Oxidacion aerdbica en posicion bencilica.

También existen reportes de oxidaciones que generan directamente epoxidos como
las condiciones probadas en monoterpenos como el cumeno (51) con H,O, en presencia de
manganeso (III) y un co-catalizador de acetato de amonio, generando el epdxido de
metilestireno (56), el alcohol bencilico 57 y el derivado 58 con doble enlace en el isopropilo

entre otros derivados (esquema 5).**

0 OH
51 56 57 58

Esquema 5.- Oxidacién bencilica de cumeno (51).
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Como ruta alternativa para la obtencion de compuestos que pueden sufrir una eliminaciéon y
asi formar un precursor para la formacion de epoxidos, pueden considerarse las
halogenaciones bencilicas, las cuales se han logrado en el timol (1) utilizando como
reactivo NBS y peroxido de benzoilo como co-catalizador, obteniendo el compuesto 8-

bromotimol (59) (esquema 8).*

OH OH

Br
1 59

Esquema 6.- Halogenacion en timol (1) con NBS.

Las reacciones quimicas reportadas en estas investigaciones hacen pertinente
explorar ahora la posibilidad de generar intermediarios de epoxitimol, a partir de los p-
mentenos glucosidados 41 y 42 transitando por los monoterpenos aromaticos 40, 48 y 49
(esquema 1), para trazar una correlacion biomimética de p-mentenos glucosilados hacia

epoxitimoles de la tribu Eupatorieae por medio de reacciones de oxidacion bencilica.

15



JUSTIFICACION

Entre los metabolitos secundarios que se encuentran dentro de la familia Asteraceae existen
compuestos que tienen similitudes estructurales, también se encuentran monoterpenos de
los cuales se ha sugerido que existe una ruta biomimética que alude al metabolismo para la
obtencion de compuestos aromaticos. De las reacciones demostradas en esta investigacion
se hace pertinente explorar la posibilidad de generar compuestos intermediarios a partir
derivados de p-mentenos para la obtencion de compuestos intermediarios que permitan la

formacion de epoxitimoles, como los aislados dentro de la Tribu Eupatorieae.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Explorar la reactividad de los monoterpenos aromaticos obtenidos a partir de las
oxidaciones de p-mentenos glucosilados de Ageratina glabrata, para establecer la
correlaciéon biomimética entre esta clase de compuestos y los epoxitimoles, metabolitos

comunes de la tribu Eupatorieae.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener a los precursores naturales con esqueleto de p-menteno a partir de los extractos
metanolicos de A. glabrata.

2. Generar derivados del p-cimeno mediante reacciones de oxidacién suave a partir del
derivado glucosilado de p-menteno 42, y validar las metodologias establecidas.

3. Promover reacciones de oxidacién bencilica a partir de timol y de los monoterpenos
aromaticos preparados para la obtencion de precursores claves para la formacion de
epoxitimoles.

4. Caracterizar los productos obtenidos mediante sus datos fisicos y espectroscopicos.

17



DISCUSION DE RESULTADOS

Para llevar a cabo la preparacion de los precursores de epoxitimoles se obtuvo el extracto
metanolico de hojas de Ageratina glabrata se procedid a realizar su analisis por RMN de
IH, en el cual se aprecian sefales de protones aromaticos entre 8.0-6.0 ppm, bases de
heteroatomo alrededor de 4.5-3.0 ppm en mayor proporcion, y grupos alifaticos entre 2.0-
0.5 ppm, destacando la presencia de metilos secundarios caracteristicos de esqueletos de p-

menteno entre 1.0-0.7ppm (figura 6).

Bases de heteroatomos
A Alifaticos
A

Aromaticos

T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

£1 (nnm)

Figura 6.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del extracto metanélico de la parte aérea de
A. glabrata, en DMSQO ..

Confirmada la presencia de compuestos con esqueleto de p-menteno, el extracto fue
sometido a tratamiento 4cido, de acuerdo a lo descrito previamente,'' obteniendo una miel
de color marrdn, esta fue analizada por RMN de 'H observandose la presencia de sefales
intensas correspondientes al 4cido benzoico entre 8.2-7.5 ppm, hidrégenos vinilicos en 5.8-
5.5 ppm, hidrogenos bases de heteroatomos entre 4.0-3.8 ppm, y sefales correspondientes a

protones alifaticos entre 2.5-0.7 ppm (figura 7).

18



Alifatico
—

Acido benzoico

—

Base de alcohol

Vinilicos

—

SR

T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

T T T T . T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 7.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del tratamiento 4cido del extracto
metanolico de A. glabrata, en CDCls.
La miel color marrén fue llevada a columna cromatografica para su separacion,
utilizando gel de silice como fase estacionaria y como eluente mezclas hexanos-AcOEt en
orden ascendente de polaridad, aislando los compuestos tipo p-menteno 43-47, de los

. .z . s 11,42
cuales se tomo al compuesto 43 para explorar la reaccion de oxidacion.

En el espectro de RMN de 'H del (+)-(35,45,6R)-3,6-dihidroxi-1-menteno (43) se
observa una sefnal simple ancha en 5.44 ppm correspondiente al proton vinilico de la
posicion H-2, se encuentra una sefial triple ancha (J = 4.1 Hz) y doble ancha (/= 9.2 Hz) en
3.89 ppm y 3.82 ppm que son asignadas a los H-6 y H-3, respectivamente. En 2.09 ppm se
observa una sefial doble de séptuples (J = 6.8, 2.8 Hz) correspondiente al H-8 base del
isopropilo; en 1.74 ppm se observa otra sefial simple correspondiente al metilo CHs-7. En
1.69 ppm se encuentra una sefial doble de dobles de dobles (J = 13.5, 2.8, 2.8 Hz)
correspondiente a H-5a, el H-4 se observa como una sefial doble de dobles de dobles de
dobles (/= 13.1, 9.2, 2.8, 2.8 Hz) en 1.56 ppm, en 1.36 ppm se observa una seial doble de
dobles de dobles (J =13.5, 13.1, 4.1 Hz) correspondientes a los H-54. En 0.95 y 0.80 ppm

se observan dos sefales dobles correspondientes a los metilos de isopropilo en las
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posiciones CH3-9 y CH3-10 con J = 6.8 Hz cada una (figura 8). Los datos espectroscopicos

correspondieron con los descritos por Pardo-Novoa et al. en 2016 y 2019.

2 Sa

J | J\ | : j‘«uJ){h\JVﬂi/‘JLJUL..

T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

T T T T
3.5 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 8.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz, del (+)-(3S,45,6R)-3,6-dihidroxi-1-
menteno (43), en CD;0OD.

Una vez obtenido el p-menteno de partida, se procedi6 a llevar a cabo su oxidacion
utilizando una suspension de clorocromato de piridino (PCC) en CH,Cl, y agregando el
compuesto 43 disueltos en AcOEt.”® La mezcla se dejo reaccionar por 40 minutos con

agitacion constante a temperatura ambiente (esquema 7).

_OH OH

HO" ACOEt 1o

43 49

Esquema 7.- Condiciones para la oxidacion de 3,6-dihidroxi-1-menteno (43).
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El crudo de reaccion fue purificado directamente por cromatografia en columna, obteniendo
cristales incoloros con punto de fusion de 125 - 127 °C, en su analisis de RMN de 'H se
observa la presencia de dos senales simples en 6.63 ppm correspondiente a H-5, y 6.54 ppm
perteneciente a H-2, indicando la presencia de hidrogenos aromaticos; en 4.37 ppm una
sefnal simple ancha de los hidroxilos, en 3.13 ppm se observa una sefal séptuple con una J
= 6.9 Hz del proton H-8 base de isopropilo; en 2.17 ppm se encuentra una sefial simple
correspondiente al CH3-7; en 1.21 ppm se observa una sefial doble con una J = 6.9 Hz de
los metilos del isopropilo CH3-9 y CH3-10 (figura 9), al aromatizarse el compuesto hay un
desplazamiento del H-2 en 6.54 ppm, al igual que el H-5 que ahora se encuentra en 6.63
ppm. Los desplazamientos obtenidos fueron comparados con los de la literatura,
concordando con el compuesto de timohidroquinona®' (49) obteniendo un rendimiento del

49%.

10,9
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Figura 9.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de timohidroquinona (49), en CDCl;.
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El espectro de RMN de "°C, mostré diez sefiales correspondientes a la estructura propuesta
para el derivado 49, observandose en 147.6 ppm una sefial correspondiente a C-6, en 146.2
ppm se encuentra una seial del carbono C-3, en 133.0 y 121.5 ppm se localizan las sefiales
de C-1 y C-4, respectivamente. En 117.6 y 112.9 ppm se observan las sefiales de los
carbonos C-2 y C-5, respectivamente. La sefial correspondiente al carbono C-8 se encuentra
en 26.8 ppm, en 22.6 ppm se localiza una sefial traslapada de los carbonos CH3-9 y CH3-10,

finalmente en 15.3 ppm se observa una sefial para el carbono CHs-7 (figura 10).”!

MM | i N A 0 B o

T T T
150 140 130 120 110 100 90 80 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 10.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz de timohidroquinona (49), en CDCl.

Estos resultados permitieron validar las metodologias establecidas de un trabajo
previo, para la obtencion del p-menteno 43'' y a partir de este, la formacion del compuesto
49* cuyo esqueleto permite asociar al esqueleto de timol con p-mentenos glucosilados, esto
abre la posibilidad de ahora poder correlacionar el esqueleto de timol con los epoxitimoles.
Para esto se planted como estrategia emplear al timol comercial para los distintos ensayos
de oxidacion, cabe resaltar que el timol comercial mostré en su espectro de RMN de 'H dos
senales dobles en 7.08 y 6.72 ppm con una J= 7.8 Hz cada una correspondes a H-5 y H-6,
en 6.58 ppm se observa una sefial simple ancha correspondiente a H-2 aromatico, en 4.62

ppm hay una sefial simple ancha correspondiente al OH, en 3.16 ppm se encuentra una
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sefial séptuple (J= 7.0 Hz) correspondiente al proton H-8 base de isopropilo, en 2.26 ppm
se observa una sefial simple del CH3-7 y en 1.24 ppm se encuentra una sefial doble (J= 7.0

Hz) correspondiente a los metilos de isopropilo CH3-9 y CHs-10 (figura 11).>

9,10
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Figura 11.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de timol (1), en CDCls.

Una vez caracterizada la materia de partida se iniciaron las reacciones de

funcionalizacién en el timol (1), en donde se espera que con la reaccion de oxidacion se
. Lo 48

obtengan los compuestos 60-62 (esquema 8) ya sea en la misma mezcla de reaccion™ 6 por

44,45
separado, "

en el segundo de los casos, se tiene que realizar posterior mente las
reacciones correspondientes que permitan llegar a generar el epoxitimol 62. El analisis de
RMN de 'H permite establecer la presencia, de estos compuestos mostrando que para el
compuesto 60 se hace notoria la desaparicion de la sefial séptuple en 3.16 ppm, y en su
lugar hay desplazamiento de una senal simple correspondiente a los metilos del isopropilo
en la posicion CH3-9 y CH;-10 en aproximadamente 1.66 ppm.*

Para el compuesto 61 en el espectro de RMN de 'H se espera como en el caso

anterior observar dos sefiales quintuples de los protones vinilicos H-9a y H-9b entre 5.11 y

4.99 ppm, de acuerdo con la literatura.>
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Por tultimo, para el compuesto epoxidado 62 se espera observar en su espectro de RMN de
'H al igual que en los dos casos anteriores sefiales dobles en la region de 3.20-2.47 ppm que
corresponden al CH»-9 de oxirano.”' Teniendo en cuenta los desplazamientos caracteristicos
de cada compuesto esperado, se llevé a cabo la busqueda de condiciones adecuadas para la
oxidacion del esqueleto de timol (1) empleando agentes oxidantes que como KMnQj, CrOs,

HzOz/Og y DDQ (Tabla 1)

HO HO HO HO
— + +
OH OH OH OH
8 (0]
9
OH
49 60

61 62

Esquema 8.- Compuestos esperados de la oxidacion.
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Tabla 1.- Condiciones de oxidacion en el timol (1)

Entrada CompuestoTiempo Reactivos Temperatura  Disolvente Producto de Rendimiento

(h) (°O) reaccion %
1 1 9 3eq KMnOy4 80 Ac. acético: mc -
2 mol/L HySOy4 Agua
2 1 3.5 3eq KMnOg4 80 Ac. acético: mc -
2 mol/L HySOy4 Agua
3 1 3.5 1.5eq KMnOy 80 Ac. acético: mc -
2 mol/L HySOy4 Agua
4 1 3.5 1.5eq KMnOg4 t/a Ac. acético: mc -
2 mol/L H>SOg4 Agua
5 1 3.5 1.5eq KMnOg4 t/a Ac. acético: mc -
Agua
6 1 3.5 1.5eq KMnOg4 t/a Ac. acético: mc -
Acetona
7 1 3.5 1.5eq KMnOg4 t/a Acetona 50 -
8 1 1 leq CrOs t/a CHCl, 1 -
10 mol/L H,0O,
9 1 2 leq CrOs t/a CH)Cl, 49, 64 50
10 mol/L H,0, (1:1)
10 1 3 10 mol/L Hy0, 80 CNCH; 49, 50, 64, 65 60
0)) y 66
0.02 eq FeCls (3:1:7:0.5:1)
11 1 24 33¢eq t/a Piridina: 67 95
Cloroformiato CH,Cl,
de fenilo
12 67 1.5 10 mol/L H,0O, 80 CNCH; 67 -
0O, mc
0.02 eq FeCls
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mc: mezcla 13 67 3 10 mol/L H,0, 80 CNCH; 68 y 69

compleja 0, mc
0.02 eq FeCls

Se 14 67 1 2eq DDQ t/a Ac. acético: 67
iniciaron CH.Cl,
estudios 15 67 2 2eq DDQ t/a Ac. acético: 67,69y
con CH,Cl, mc
KMnO, 16 67 3 2eq DDQ t/a Ac. acético: 69y
como CH,Cl, mc
agente 17 1 4 leq NBS t/a CH,Cl, 1
oxidante 0.02eq BPO
partiendo 18 1 4 leq NBS 60°C CH,Cl, 1
con 3 eq 0.02eq BPO
como lo 19 1 4 2eq NBS 60°C CH,Cl, 70,71y 72
reportado 0.02eq BPO (6:7:2)
por

Liangwu y colaboradores para oxidaciones bencilicas en p-cimeno,” se procedio a realizar
pruebas de oxidacion en el timol (1), como se muestra en la tabla 1 (entrada 1). Pasado este
tiempo la reaccion se extrajo con CH,Cl, haciendo lavados con NaHCO; y agua,
obteniendo 350 mg de una miel color marrdn la cual fue analizada por RMN de 'H dando
como resultado un espectro que sugiere la presencia de una mezcla compleja de
compuestos, puede observar entre 7.5-6.0 ppm sefales de protones aromaticos, hidrégenos
base de heterodtomo entre 5.0-4.5 ppm, hidrégeno base de isopropilo entre 3.5-3.0 ppm y
grupos alifaticos entre 2.5-0.5 ppm (figura 12).
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Figura 12.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion entrada 1, en CDCls.

Debido a estos resultados, se decidid hacer una modificacion en el tiempo de
reaccion (entrada 2), mostrandose el espectro de RMN de 'H del crudo de la reaccion igual
a la anterior reaccion. Con el fin de disminuir la cantidad de productos formados, se redujo
a la mitad de los equivalentes del agente oxidante (entrada 3), se disminuy6 la temperatura
(entrada 4), y modifico la acidez del medio que potencializa al agente oxidante (entrada 5)
y los disolventes que aumentaban la capacidad oxidativa del KMnO, (entrada 6), no
obstante, en ninguno de los casos se pudo observar cambios significativos en los resultados
obtenidos de las reacciones. Finalmente al cambiar el disolvente que no potencializa la
capacidad oxidativa del agente oxidante (entrada 7) se observa una notoria disminucion de
subproductos, como se aprecia en las sefiales de protones aromaticos entre 7.3-6.8 ppm y
seflales de protones alifaticos entre 2.7-2.1 ppm, ademés de ser notorias las sefales
caracteristicas del compuesto 8-hidroxitimol (50) que resultd ser mayoritario y cuyos

protones aromaticos se ubican entre 6.96-6.64 ppm, y las senales de CH3-7, CH3-9 y CHj3-

27



10 entre 2.28 y 1.66 ppm (figura 13).* Como es evidente, aun cambiando las condiciones
de reaccion sigue persistiendo una mezcla compleja, posiblemente la obtencion de esta
mezcla compleja sea debida a la reactividad del agente oxidante y aunque se puede inferir
la presencia de 50 que puede ser utilizado como intermediario para la obtencién de
epoxitimoles, este no pudo ser purificado de la mezcla de compuestos, por esta razéon se

decidi6 bajar el poder oxidante del sistema.™

Alifaticos

Aromaticos

Figura 13.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion de la entrada 7, en
CDCls.

Con la finalidad de disminuir el poder oxidante se decidio emplear CrO; y H,O,
(entrada 8 y 9), haciendo reaccionar 1.5 g (10 mmol) de timol (1) usando como disolvente
CH,Cl, (entrada 8), la reaccion fue monitoreada por medio de cromatografia en capa fina,
observando que al transcurrir una hora de reaccion la materia prima seguia sin cambio
alguno, por lo que se modifico el tiempo de reaccion (entrada 9) y se observo que al pasar
dos horas, la materia de partida se habia consumido y se procedié a llevar a cabo la
extraccion con CH,Cl,. Se impregnd directamente en gel silice sometiéndose a purificacion

mediante cromatografia en columna, obteniendo dos compuestos en forma de cristales de
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aguja, incoloros con un rendimiento del 25% cada uno. Fueron analizados por medio de
RMN de 'H (figura 14) donde los desplazamientos del primer compuesto que fue obtenido
(punto de fusion de 94-96 °C) en la fraccion 15 con la polaridad 4:1 (hexanos-AcOEt )
mostraron dos sefiales simples en 6.93 ppm y 6.66 ppm asignadas al H-5 y H-2 del anillo
aromatico, en 4.65 ppm se observa una sefial simple ancha asignada al proton de hidroxilo,
en 3.19 ppm se tiene una sefial séptuple con una J = 6.9 Hz caracteristica de un proton base
de isopropilo asignandose a H-8, en 1.98 ppm se observa una sefial simple correspondiente
al metilo aromético CH3-7 y en 1.25 ppm se observan dos sefiales dobles con una J = 6.9

Hz correspondiente a los metilos del isopropilo CH3-9 y CH3-10.
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Figura 14.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 6-clorotimol (64), en CDCl;.

En el espectro de °C de RMN (figura 15) se puede observar en 151.4 ppm la sefial
del carbono cuaternario base de oxigeno asignada a la posicion C-3, en 134.6 y 134.1 ppm
se localizan dos sefiales de los carbonos cuaternarios de las posiciones C-4 y C-1,
respectivamente. En 131.2 ppm se encuentra la sefial del carbono cuaternario base de
heteroatomo en posicion del C-6, en 128.0 y 116.4 ppm se observan las sefiales de los
carbonos C-5 y C-2, respectivamente. En 26.8 ppm se observa la sefial del carbono C-8
base de isopropilo, en 22.8 y 22.6 ppm se localizan las sefiales de los carbonos de metilo

del isopropilo en posicion C-9 y C-10, y en 19.5 ppm se observa la sefial del carbono del
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metilo en posicion C-7. Estos desplazamientos coinciden con los datos del 6-clorotimol

(64).>°
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Figura 15.- Espectro de RMN de "°C a 100 MHz del 6-clorotimol (64), en CDCls.

El segundo compuesto obtenido de la entrada 9 en las fracciones 3-7, con polaridad
de 4:1 hexanos-AcOEt mostré datos de RMN de 'H y "°C, iguales a la timohidroquinona
(49). Como se aprecia estas condiciones fueron favorables para sustitucion electrofilica
aromatica, posiblemente no se alcanzé la activacion de la posicion bencilica, ya que no se
mostré indicios de que esta posicidn reaccionara, aun asi, el compuesto obtenido 59
dihidroxilado aparece en sistemas de timoles epoxidados como los compuestos obtenidos
de Ageratina glabrata®™* 'y Ageratina cylindrica.’ De igual manera, ambos compuestos
(49 y 64) muestran similitud con timoles naturales aislados de Kaunia arbuscularis,’®

. 24 . .23
Mikania decora” e Inula crithmoides.

Con la intencién de favorecer la oxidacion bencilica se modificaron las condiciones
de reaccion, llevando a cabo una oxidacion aérobica utilizando H,O, (entrada 10) con flujo
constante de O,,* se monitored por cromatografia en capa fina, al transcurrir 3h de la
reaccion no habia materia prima y se decidio llevar a cabo la extraccion con CH,Cl, y agua,
obteniendo 300 mg de una miel, color marroén, la cual se purificé mediante cromatografia
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en columna, obteniendo compuestos en forma de miel y cristales, estos ultimos fueron
analizados por medio de RMN de 'H y "°C, los desplazamientos obtenidos coincidieron con
los descritos anteriormente para el compuesto 6-clorotimol (64), cuyo rendimiento fue de
35%.

Los cristales obtenidos de la cromatografia de la entrada 10, en la fraccion 10 con
polaridad de 4:1 hexanos-AcOEt fueron analizadas por medio de RMN de 'H y "°C,
mostrando sefiales cuyos desplazamientos fueron iguales a los descritos para la
timohidroquinona (49), obtenida con un rendimiento del 15%.

De las siguientes fracciones analizadas por RMN de 'H (figura 16) se observa que
se mantiene el patron de sefiales del sistema aromatico, ademas de las sefales quintuples
tipicas de protones vinilicos entre 5.04 y 4.85 ppm,*® lo que sugiere la presencia del
compuesto derivado de timol 65, por lo que se recurri6 a purificaciones por medio de
cromatografia en columna, debido a la alta volatilidad y bajo rendimiento del compuesto
imposibilitod su purificacion. Este compuesto presenta una estructura quimica similar a los
compuestos 26-34 obtenidos de fuentes naturales como Mikania decora,” Ageratina
aromatica,*® Schkuhria multiflora,’’ Eupatorium fortunei,* Kaunia arbuscularis®® y

. . 39
Doronicum pardalianches.
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Figura 16.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del compuesto 65 impuro, en
CDCls.

Siguiendo con el analisis del resto de las fracciones de la cromatografia de la entrada 10,
(fraccidn 17) con polaridad del7:3 hexanos-AcOEt al ser analizada por RMN de 'H (figura
17) se observa una sefial simple en 9.90 ppm la cual indica la presencia de un protéon de
aldehido la cual fue asignada para el H-7, en 7.42 y 7.37 ppm se encontran dos sefiales
dobles con una J = 8.0 Hz cada una, por lo cual esta multiplicidad y constantes de
acoplamiento indicando la presencia de dos protones aromaticos en posicion orto y son
asignadas para H-6 y H-5, respectivamente. En 7.26 ppm se aprecia una sefial simple
correspondiente a un proton aromatico asignada a H-2, en 5.17 ppm se encuentra una sefal
simple ancha corresponde al OH, en 3.29 ppm aparece una sefial séptuple con una J = 6.8
Hz caracteristica del proton base de isopropilo H-8. En 1.35 y 1.21 ppm se observan dos
sefiales dobles con J = 6.8 Hz correspondiente a los metilos del isopropilo CH3-9 y CH3-10,
respectivamente. Debido a la naturaleza volatil de estos compuestos, su rendimiento fue

bajo (5%), Los datos espectroscopicos sugirieron la obtencion del 7-oxotimol (66).”" Este
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compuesto guarda una estrecha relacion estructural con los timoles 14-16 obtenidos de

Ageratina cylindrica,) Ageratina mairetiana™y Piptothrix areolare®
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Figura 17.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 7-oxotimol (66), en CDCl;.

Continuando con las fracciones de cromatografia de la entrada 10, en la fraccién 19 de la
polaridad de 4:1 hexanos-AcOEt al ser analizada por medio de RMN de 'H (figura 18) se
observa la sefial simple ancha del OH en 8.81 ppm, en 6.96 ppm es encuentra una sefial
doble con J = 7.8 Hz asignada al H-5, en 6.71 ppm se observa una sefial simple
correspondiente al H-2 y en 6.64 ppm se encuentra una sefial doble con J = 7.8 Hz, la cual
corresponde al H-6. Estas sefiales son caracteristicas de un anillo trisustituido del timol,
indicando que la oxidacidon ocurridé en posicion bencilica, ademds se puede observar un
cambio en el desplazamiento y multiplicidad de la sefal de los metilos CH3-9 y CH3-10 que

se observan como sefiales simples en 1.66 ppm.

En el espectro de °C de RMN (figura 19) se puede observar en 155.4 ppm la sefial
del carbono cuaternario base de oxigeno C-3, en 139.0 y 128.0 ppm se localizan dos sefales
de los carbonos cuaternarios en posicion C-1 y C-4, respectivamente. En 125.1 ppm se
encuentra la sefial correspondiente al C-5, en 120.3 y 118.1 ppm se observan las sefiales de

los carbonos C-6 y C-2, respectivamente. En 76.0 ppm se observa la sefial del C-8 ahora
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base de OH, en 30.4 ppm se localizan la sefial de los carbonos de metilo del isopropilo C-9
y C-10, y en 20.9 ppm se observa la sefal del carbono del metilo C-7. Los datos
espectroscopicos de RMN de 'H y "°C fueron comparados con la literatura coincidiendo
con el 8-hidroxitimol (50),*" al igual que el anterior tiene alta volatilidad afectando su
aislamiento con un rendimiento de 5%. Este compuesto presenta una relacidon estructural
con compuestos aislados de Vieraea laevigata,”® Colea nelsonii,*'** Inula wissmanniana,™
Eupatorium fortunei.”* En estas especies ademas de contener 8-hidroxitimol (50) también

30-34
1.

contiene derivados de epoxitimo Por lo que puede sugerirse como uno de los

precursores claves para la biosintesis de epoxitimoles.

T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15
1 (ppm)

Figura 18.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 8-hidroxitimol (50), en CDCl;.
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Figura 19.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz del 8-hidroxitimol (50), en CDCls.

Debido a que no pudo ser aislado de la mezcla de productos el compuesto 65 por el bajo
rendimiento y alta volatilidad que presento, se decidio preparar un derivado con mayor peso
molecular y evitar su volatilidad. Se prepar¢ al derivado carbonatado 67 (entrada 11). En su
espectro de RMN de 'H aparecen las sefiales de protones aromaticos entre 7.40 y 7.22 ppm
y se asignan al benceno del carbonato de fenilo, y en entre 7.21 a 7.00 ppm se muestran las
senales caracteristicas de los protones aromaticos del timol HS5, H6 y H-2 (figura 20). Esta

reaccion se llevd a cabo con un 95% de rendimiento.
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Figura 20.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado carbonatado 67, en CDCls.

Una vez obtenido el derivado 67, se procedio a replicar las condiciones de reaccion
favorables para la oxidacion bencilica con H,O; y flujo de O, (entrada 12), el crudo de
reaccion se analizo por RMN de 'H en donde apenas habia indicios de las sefiales esperadas
para los compuestos oxidados de interés, por lo que se optd por aumentar el tiempo de la
reaccion (entrada 13). El analisis del espectro de RMN de 'H del crudo de reaccion muestra
una sefal en 9.97 ppm, la cual indica la presencia de un grupo aldehido, ademas de sefiales
de protones aromaticos entre 7.79 a 6.71 ppm las cuales corresponden a los anillos
aromaticos. En 5.06 a 4.91 ppm aparecen sefiales pertenecientes a protones vinilicos,*
también puede observarse que en 3.30 y 3.17 ppm hay sefales pertenecientes a protones

base de isopropilo (figura 21).
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Figura 21.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion de la entrada
13, en CDCl;.

Con la finalidad de favorecer la oxidacion bencilica de 67 se decidio utilizar DDQ
como agente oxidante de alta selectividad en posiciones bencilicas® ademas de que este
oxidante se puede manipular su grado de oxidacién por medio los disolventes hasta formar
alquenos.” Se procedié a utilizarlo en la reaccion con el derivado 67 (entrada 14 a 16) con
modificaciones en el tiempo que nos pudiera favorecer en la obtencion del compuesto 69.
Al analizar el crudo de reaccion de la entrada 16 en su espectro de RMN de 'H se pudo
observar las sefiales de protones vinilicos en 5.19 y 4.88 ppm que se relacionan con la
presencia del compuesto 69, ademas de encontrarse entre 7.57 a 7.06 ppm las sefiales de los
protones aromaticos y entre 2.25 a 0.88 ppm las sefiales de compuestos alifaticos (figura
22). Este sistema vinilico tiene una estrecha relaciéon con derivados de timol aislados de
Mikania decora,” Eupatorium fortunei,’* Ageratina aromatica,®® Schkuhria multiflora,”’

. . 38 . . 39
Kaunia arbuscularis® y Doronicum pardalianches.
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Figura 22.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del crudo de reaccion entrada 16, en
CDCls.

Con la finalidad de implementar una estrategia alternativa para la obtencion de
intermediarios de timol claves para la formacion de epoxitimoles, se decidio llevar
esfuerzos de halogenacion bencilica, siguiendo las condiciones de reaccion reportadas por
Yangqin shi y colaboradores en 2021* utilizando NBS como agente halogenante y peroxido
de benzoilo (BPO) como catalizador de la reaccién (entrada 17-19). El monitoreo de la
reaccion (entradal7) fue por medio de cromatografia en capa fina, se pudo observar que no
habia cambio de la materia de partida, optando por aumentar la energia de la reaccion por
medio de la temperatura (entrada 18) siguié sin mostrar cambios evidentes, asi que se
aumentaron los equivalentes del agente halogenante (entrada 19), teniendo como resultado
una miel color marrén, la cual fue sometida a columna cromatografica. Las fracciones
fueron analizadas por medio de RMN de 'H (figura 23) mostrando cambios significativos
principalmente en la regién de protones aromaticos. El espectro de RMN de 'H de la
fraccion 22 de la polaridad 4:1 hexanos-AcOEt aparece una sefal simple en 7.29 ppm la
cual indica la presencia de un proton aromatico asignada para el H-5, al igual que en 6.63
ppm hay una sefal simple que fue asignada al H-2, en 3.12 ppm se observa una sefial

séptuple con J = 6.9 Hz caracteristica del H-8 base de isopropilo, por otra parte en 2.29
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ppm se observa una sefal simple que corresponde al CH3-7 y en 1.22 ppm se observa una
senal doble con una J = 6.9 Hz que integra para seis hidrogenos correspondientes a los

metilos de isopropilo CH3-9 y CHj3-10.

En el espectro de RMN de "C, se observan diez sefiales correspondientes al
esqueleto de monoterpeno; en donde se observa en 161.8 ppm una sefial correspondiente al
carbono cuaternario base de oxigeno en la posicion C-3, en 136.8 y 134.0 ppm se tiene dos
seflales correspondientes a los carbonos cuaternarios en la posicion C-4 y C-1,
respectivamente. En 130.0 y 117.6 ppm se localizan las senales de los carbonos C-5y C-2,
en 115.5 ppm se encuentra la sefial del carbono cuaternario base de halégeno C-6, en 26.8
ppm se observa la sefial del carbono base de isopropilo C-8, en 22.4 ppm se localiza la
senal para los carbonos pertenecientes a los metilos de isopropilo C-9 y C-10, y en 22.3 se
observa la sefal que corresponde al carbono de metilo de la posicion C-7 (figura 24). Estas
sefiales fueron comparadas con la literatura® por lo que se determiné la presencia del 6-

bromotimol (70).

1 .ﬁ Lo o
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7.4 72 7.0 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 32 3.0 28 26 2.4 22 20 1.8 1.6 1.4 12 1.0 08 0
f1 (ppm)

Figura 23.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 6-bromotimol (70), en CDCl.
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Figura 24.- Espectro de RMN de °C a 100 MHz del 6-bromotimol (70), en CDCl;.

La miel amarilla de la fraccion 12 obtenida en la polaridad de 4:1 hexanos-AcOEt
de la cromatografia de la entrada 19 fue analizada por de RMN de 'H (figura 25) donde se
puede observar una sefial simple en 7.31 ppm la cual corresponde al H-5 del anillo
aromatico, en 5.67 ppm se observa una sefal simple ancha que es asignada al OH, en 3.25
ppm aparece una sefal séptuple J = 6.9 Hz, la cual es caracteristica del H-8 base de
isopropilo, en 2.33 ppm se tiene una sefial simple que corresponde al CH3-7 y en 1.21 ppm
se observa una sefial doble con una J = 6.9 Hz que integra para seis protones

correspondiente a los metilos de isopropilo CH3-9 y CH;-10.

En el espectro de RMN de °C, se aprecian diez sefiales figura 26 en donde se
observa en 148.8 ppm una sefal corresponde a carbono cuaternario base de oxigeno
asignado a la posicion C-3, en 134.7 y 134.1 ppm se observan las sefiales para los carbonos
cuaternarios C-4 y C-1, respectivamente, en 129.1 ppm se encuentra la sefial del carbono C-
5, en 1149 y 113.8 ppm se localizan las sefiales de los carbonos cuaternarios base de

heteroatomo C-6 y C-2, respectivamente, en 27.9 ppm se observa la sefal para el carbono
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de metilo C-7, en 23.7 ppm se localiza la senal para el carbono base de isopropilo C-8, en
22.4 ppm se localiza un traslape de sefiales para los carbonos pertenecientes a los C-9 y C-

10. Estos datos fueron iguales a los reportados para el 2,6-dibromotimol (71).”’
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Figura 25.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 2,6-dibromotimol (71), en CDCls.
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Figura 26.- Espectro de RMN de ’C a 100 MHz del 2,6-dibromotimol (71), en CDCl.
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El tercer compuesto obtenido de la cromatografia del crudo de reaccion de la entrada 19,
present un aspecto viscoso amarillo que al ser analizada por RMN de 'H (figura 27) se
pudo observar en 7.02 ppm y en 6.76 ppm dos sefiales dobles con J = 7.8 Hz cada una, que
fueron asignadas para los protones aromaticos H-5 y H-6 la constante de acoplamiento y la
multiplicidad indica la presencia de dos hidrogenos vecinos en el anillo aromatico del
timol, en 5.68 ppm se tiene una sefial simple ancha caracteristica del grupo hidroxilo del
anillo aromatico, en 3.22 ppm se encuentra una sefial séptuple con J = 6.9 Hz
correspondiente al H-8 base de isopropilo, en 2.31 ppm se observa una sefia simple
correspondiente al CH3-7 y en 1.27 ppm se observa una sefial doble con J = 6.9 Hz
correspondientes a los metilos del isopropilo en la posicion C-9 y C-10. Las senales
obtenidas sugieren la presencia de 2-bromotimol (72), que al compararse los datos

r . . . 5
espectroscopicos fueron iguales con la literatura.””’
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Figura 27.- Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 2-bromotimol (72), en CDCl;.
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Con base en los datos experimentales y la literatura se puede proponer una correlacion
biomimética entre p-mentenos y epoxitimoles por intermediarios de timol (49, 50, 65 y 66)
como se muestra en el esquema 9. Por ejemplo, a partir de la reaccion de oxidacion de los
compuestos 1 y 43 fue obtenido el compuesto 49, el cual se correlaciona con los derivados

del 6-hidroxitimol, descritos en algunas especies de Ageratina.''"*°

Por su parte, el derivado
50, que procede de la oxidacion bencilica de timol (1) se puede relacionar con los 8-
hidroxitimoles obtenidos de Calea nelsonii*'™*  Eupatorium fortunei’* e Inula
wissmanniana.”® El derivado 8,9-dehidrotimol (65) puede tener conexiones biosintéticas
con derivados analogos funcionalizados en C-3 y C-6, asi como con compuestos oxidados
en C-10. Adicionalmente, el compuesto 66 tiene una relacion directa con 7-oxotimoles
altamente funcionalizados, como los obtenidos de Ageratina cylindrica,” A. mairetiana® y

Piptothrix areolare ™

De acuerdo a la reactividad quimica de los grupos funcionales incorporados
experimentalmente al esqueleto de timol (1), también puede sugerirse la posible correlacion
de 7-oxotimoles con 6-hidroxitimoles y 8,9-dehidrotimoles. De igual, manera los 8,9-
dehidrotimoles pueden tener una estrecha relacion quimica con los derivados del 8-
hidroxitimol. Finalmente, este ultimo bloque podria correlacionarse con los respectivos
derivados deshidratados que dan paso a la serie 8,9-dehidrotimol, como se observa en el

esquema 9.
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Esquema 9.- Correlacion estructural de derivados oxidados de timol (1) y compuestos aislados de especies vegetales.
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CONCLUSION

A partir del estudio de la reactividad del p-menteno 43, obtenido de la hidrélisis acida del
extracto metandlico de Ageratina glabrata, se pudo obtener el compuesto aromatico 49 que
es un derivado de timol, que a su vez permite correlacionar timoles funcionalizados en
posiciéon bencilica (50, 65 y 66) los cuales tienen estrecha relacion quimica con

epoxitimoles obtenidos de fuentes naturales.

Os__H
WOH OH
HO™ " Ho - oH oH + oH T OH
OH
43 49 1 50 65 66

En particular, el compuesto 65 esta relacionado estrechamente con los epoxitimoles,
ya que es un intermediario clave que al sufrir la epoxidacidon bencilica generaria el
respectivo anillo de oxirano. Lo anterior sugiere a este compuesto como un eslabon clave

para la correlacion entre p-mentenos glucosilados y timoles altamente fincionalizados.

OH OH

65

Adicionalmente fue posible obtener derivados halogenados de timol (64, 70-72),

que revelaron la reactividad del anillo aromatico.
Cl Br Br Br Br
OH OH OH OH OH
1 64 70 71 72
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PARTE EXPERIMENTAL

Material Vegetal
La especie vegetal Ageratina glabrata fue colectada en agosto del 2020 a orilla de
la carretera del km 4 de la carretera federal No. 200, Patzcuaro-Opopeo, la cual fue secada

a la sombra por un periodo de una semana.

Obtencion de extractos

Las hojas, flores y tallos de 4. glabrata se maceraron en metanol a temperatura
ambiente durante tres dias, se concentrd en un rotavapor, este proceso se llevo a cabo tres

veces, del cual se obtuvo el extracto total.

Hidrolisis acida

Un lote de 10 g de extracto metanodlico se disolvidé en 100 mL de agua, después se
realizaron particiones liquido-liquido con CH,Cl, (3%100 mL). La fase acuosa fue colocada
en un matraz Erlenmeyer de 200 mL, adicionando lentamente una disolucién de acido
clorhidrico al 2% (4 mL) se dejo en agitacion durante 2 h a temperatura ambiente;
posteriormente, se realizd una extraccion con de CH,Cl, (3x100 mL), la fase organica se
seco y filtré sobre Na,SO4 anhidro y concentrd en rotavapor. Con este proceso se obtuvo

250 mg una miel color marrén.

Obtencion de la materia de partida (52)

En una columna de 2 cm de didmetro empacada con gel de silice, se colocaron 1.5 g
de miel obtenida por la hidrolisis &cida, y fue eluida con mezclas de hexanos-AcOEt en
orden de polaridad ascendente, colectando fracciones de 10 mL. En la polaridad de 3:2
hexanos-AcOEt se obtuvieron 300 mg de cristales con punto de fusion de 166-168 °C, que

correspondieron al monoterpeno tipo p-menteno (43)."'
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. RMN de 'H (400 MHz, CD;0D) & 5.44 (1H, sa, H-2), 3.89 (1H, ta, J =
1l ¢ on 4! Hz H-6), 3.82 (IH, da, J = 9.2 Hz, H-3), 2.09 (1H, dsept, J = 6.8,

? 2.8 Hz, H-8), 1.74 (3H, sa, CH3-7), 1.69 (1H, ddd, J = 13.5, 2.8, 2.8 Hz,
HO"3Y7 ° H-5a), 1.56 (1H, dddd, J = 13.1, 9.2, 2.8, 2.8 Hz, H-4), 1.36 (1H, ddd, J
158 =13.5, 13.1, 4.1 Hz, H-5p), 0.95 (1H, d, J = 6.8 Hz, CH3-9), 0.80 (1H, d,

43 J=6.8 Hz, CHs-10).

Preparacion del compuesto 49

A una suspension de 256 mg de clorocromato de piridino (PCC) en 3 mL CH,Cl; se le
agreg6 100 mg de 3,6-dihidroxi-1-menteno (43) disueltos en 0.5 mL de AcOEt. La mezcla
se dejo reaccionar por 40 min con agitacion constante a temperatura ambiente. El crudo de
reaccion se impregnd directamente en gel silice y se sometid a purificacion mediante

cromatografia en columna, se utilizd6 como fase movil una mezcla de hexanos-AcOEt.

7 Obtenido en las fracciones 12-28 con polaridad 4:1 hexanos: AcOEt, el

compuesto timohidroquinona (49) en forma de cristales incoloros, con

un punto de fusion de 125-127 °C. '

RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) § ppm 6.63 (1H, s, H-3), 6.54 (1H, s,

10 8 H-6), 3.13 (1H, sept, J = 6.8 Hz, H-8), 2.17 (3H, s, CH3-7), 1.21 (6H,
* d, J= 6.8 Hz, CH3-9 y CH3-10).

RMN de 13C (100 MHz, CDCI3) 8 ppm 147.6 (C, C-6), 146.2 (C, C-3), 133.0 (C, C-1),

121.5 (C,C-4),117.6 (CH, C-2), 1129 (CH, C-5), 26.8 (CH, C-8), 22.6 (CH,, C-9, CH,, C-

10), 15.3 (CH;, C-7).

Oxidacion de timol (1) con CrO;

A una solucién de 500 mg (3.32 mmol) de timol (1) en 5 mL de CH,Cl, y CrOs hidratado
en 0.1 mL de H,O, se le agregé 1 mL de H,O,, la mezcla se dejé reaccionar por 2h a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion el crudo de reaccion se impregno
directamente en gel silice y se sometid a purificacion mediante cromatografia en columna,

se utilizd como fase movil una mezcla de hexanos-AcOEt con polaridad ascendente.
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7 Se obtuvo el compuesto 6-clorotimol (64) en forma de cristales incoloros
cl. ] con un rendimiento de 25%. Su punto de fusion fue de 94 - 96 °C.
Su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 6.93 (1H, s, H-5),
6.66 (1H, s, H-2), 4.65 (1H, s, OH-3), 3.19 (1H, sept, J = 6.9 Hz, H-8),

10 8 9 1.98 (3H, s, CH3-7), 1.25 (6H, d, J = 6.9Hz, CH3-9 y CH3-10).

64
RMN de °C (100 MHz, CDCl3) § ppm 151.4 (C, C-3), 134.6 (C, C-4), 134.1 (C, C-1),
131.2 (C, C-6), 128.0 (CH, C-5), 116.4 (CH, C-2), 26.8 (CH, C-8), 22.8 (CHs, C-9), 22.6
(CHs, C-10), 19.5 (CHs, C-7).

Oxidacion aerobica de timol (1) con O, y H,0;

A una solucion de 500 mg (3.32 mmol) de timol (1) en 5 mL de CH3;CN se le
agreg6d 1mL (10mol) de H>O,, al mismo tiempo y usando como catalizador 5 mg (0.01) de
FeCls, se hace pasar un flujo O; en la reaccion, llevandose a reflujo. Trascurrido el tiempo
de reaccion fue extraida con CH,Cl, realizando lavados con agua, la miel obtenida se
impregno directamente en gel silice y se someti6 a purificacion mediante cromatografia en

columna, se utilizO como fase moévil una mezcla de hexanos-AcOEt con polaridad

ascendente.
O.7_H El compuesto 3-hidroxi-4-isopropilbenzaldehido (66) se obtuvo en forma
1 de miel color amarillo, con un rendimiento de 5%.,el RMN de 'H (400
° ’ MHz, CDCl3) 6 ppm 9.90 (1H, s, H-7), 7.42 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-6), 7.37
° 4] 3 OH (1H, d, J = 8.0 Hz, H-5), 7.26 (1H, s, H-2), 5.17 (1H, s, OH-3), 3.29 (1H,
10 8 g sept, J = 6.8 Hz, H-8), 1.35 (3H, d, /= 6.8 Hz, CH3-9) y 1.21 (3H una, d, J
66 = 6.8 Hz, CH;-10).

El compuesto 8-hidroxitimol (50) fue obtenido en forma de miel color amarillo, con un
rendimiento de 5%.
7 RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & ppm 8.81 (1H, s, OH-3), 6.96 (1H, d, J =

66} 7.8 Hz, H-5), 6.71 (1H, s, H-2), 6.64 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-6), 2.28 (3H, s,
|
3 OH

I CHs-7), 1.66 (6H, s, CH; -9, CHj -10).
4
8
AR
10 OH 9 48




RMN de "°C (100 MHz, CDCls) 8 ppm 155.4 (C, C-3), 139.0 (C, C-1), 128.0 (C, C-4),
125.1 (CH, C-5), 120.3 (CH, C-6), 118.1 (CH, C-2), 76.0 (C, C-8), 30.4 (CHs, C-9, CHs, C-
10), 20.9 (CHs, C-7).

Carbonatacion del timol (1)

A una solucion de 500 mg (3.32 mmol) de timol (1) en 1 mL de piridina, con agitacion
constante, se agregé 3.3 eq (1mL) de cloroformiato de fenilo formandose un sélido blanco,
al que se le adicion6 CH,Cl, hasta disolver. Se dejo reaccionar por un periodo de 24h.
Transcurrido el tiempo de reaccion se extrajo con CH,Cly, y se hacen 3 lavados (3x100
mL) con HCI al 10%, agua, finalmente con NaHCOs3, se secd con NaSO, anh, se filtro y

concentrod en el rotavapor. El crudo de la reaccion fue analizado por:

7 RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § ppm 7.38 (2H, tt, J= 7.6, 2.2
4||
6 N2 o g5 Hz H47),725(2H, d,J=7.6,H-37),7.23 (IH, tt, J~ 7.6, 2.2
5 M @ Hz, H-5"), 7.21 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5), 7.04 (1H, d, J = 7.8
4 30717072
. Hz, H-6), 7.01 (1H, s, H-2), 3.17 (1H, sept, J = 6.9 Hz, H-8),
109 2.31 (3H, s, CH;-7), 1.25 (6H, d, J = 6.9 Hz, CH3-9 y CH;-10).
67

Halogenacion de timol con NBS

A una solucion de 500 mg (3.32 mmol) de timol (1) en SmL de CHCI; se le
agregaron 1.24g (2eq) de NBS, utilizando como catalizador BPO 16.12 mg (0.02eq), la
reaccion se llevo a reflujo, por un periodo de 4 h, con monitoreo por cromatografia en capa
fina. Trascurrido el tiempo, la reaccion fue extraida con CH,Cl,. Se obtuvo una miel que
fue sometida a purificacion mediante cromatografia en columna, se utilizd6 como fase movil

una mezcla de hexanos-AcOEt con polaridad ascendente.

7 En la fraccién 12 con polaridad de 4:1 hexanos-AcOEt se obtuvo el
Bro | ) compuesto 6-bromotimol (70) como una miel de color amarilla con un
° rendimiento del 30% su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) ¢
° Y 3 0H
10 8 9

70 49



ppm 7.29 (1H, s, H-5), 6.63 (1H, s, H-2), 3.12 (1H, sept, J = 6.9 Hz, H-8), 2.29 (3H, s,
CHs-7), 1.22 (6H, d, J = 6.9 Hz, CH;-9 y CH;-10).

RMN de "°C (100 MHz, CDCls) § ppm 161.8 (C, C-3), 136.8 (C, C-4), 134.0 (C, C-1),
130.0 (CH, C-5) 117.6 (CH, C-2), 115.5 (C, C-6), 26.8 (CH, C-8), 22.4 (CHs, C-9, CH, C-
10), 22.3 (CHs, C-7).

7 De las fracciones 14-16 con polaridad de 4:1 hexanos-AcOEt se obtuvo
Br . o Br 2,6-dibromotimol (71) en forma de miel amarilla, con un rendimiento
2 del 35%, su espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 7.31
4] 2 OH (1H, s, H-5), 5.67 (1H, sa, OH-3), 3.25 (1H, sept, J = 6.9 Hz, H-8), 2.33
10 8 9 (3H, s, CHs-7), 1.21 (6H, d, J = 6.9 Hz, CH3-9 y CH3-10).

7

RMN de "°C (100 MHz, CDCls) § ppm 148.8 (C, C-3), 134.7 (C, C-4), 134.1 (C, C-1),
129.1 (CH, C-5), 114.9 (C, C-6), 113.8 (C, C-2), 27.9 (CHs, C-7), 23.7 (CH, C-8), 22.4
(CH;, C-9, CHs, C-10).

7 El compuesto 2-bromotimol (72) se aisld en forma de una miel amarilla en
6 U, Br las fracciones 14 y 15, con un rendimiento del 10%, su espectro de RMN de
5 'H (400 MHz, CDCl3) § ppm 7.02 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5), 6.76 (1H, d, J =
3 OH
4

7.8 Hz, H-6), 5.68 (Ar-OH), 3.22 (1H, sept, H-8), 2.31 (3H, s, CH3-7), 1.27
108 7y (6H, d, J= 6.9 Hz, CH3-9 y CH;-10).
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