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Abstract

Abstract

This thesis deals with the search of cytotoxic natural products from selected plants belonging

to the Euphorbiaceae family. The bioguided fractionation of the cytotoxic plant extracts from

Croton glabellus, C. alamosanus and Jatropha neopauciflora led to the isolation and

characterization of the bioactive constituents 117, 118, 119, 120, 128, and 140, being 120 the most

active one. On the other hand, the fractionation processes allowed the structural elucidation of the

non-bioactive secondary metabolites 116, 121-124, 130-139, 144, and 145. Compounds 142 and

143 showed marginal bioactivity and their IC50 values were not determined. The chemical study of

plant materials allowed the characterization of three ent-labdane- (117, 118, 119), three neo-

clerodane- (116, 122, 123), and one cis-ent-clerodane lactone- (121) diterpenes, two cycloaxane-

(132, 133), two cadinane- (134, 135), two isodaucane- (136, 137), one cis-eudesmane- (138) and

one axane-type (139) sesquiterpenes, seven triterpenoids (140, 141, 115, 127, 129, 128 and 125),

one monoterpenoid (144), four flavonoids (120, 124, 142, 143), two coumarins (130, 131), one -

butyrolactone (145), and one carbohydrate (126). Fourteen substances are new compounds (119,

121, 132-141, 144, 145) and seventeen are known natural products (115-118, 120, 122-131, 142,

and 143). Compounds 119, 135, and 137 were identified as derivatives from the natural products

117, 134, and 136, respectively. The structures of all compounds were determined by extensive and

careful analysis of their spectrometric, spectroscopic (including 1D-NMR and 2D-NMR

experiments), spectrophotometric and chiroptic properties. The relative configurations of these

compounds were determined or confirmed by NOESY spectrum, 1D NOE-difference spectrum, and

X-ray analysis. The absolute configurational assignments of terpenoids 118, 122-124, 132-136, and

145 were done by the experimental and, for 118, theoretical circular dichroism method, and

application of specific rules such as the diene-benzoate chirality rule, the diene helicity rule (the

diene quadrant rule), the dibenzoate chirality rule, the benzoate sector rule, the exciton chirality of

the allylic benzoate rule, and the octant rule. On the basis of the absolute configuration assignments

of sesquiterpenes 132-137, and considering the proposed biogenesis for related sesquiterpenoids,

were hypothesized several biogenetic pathways to explain the biosynthesis of natural products 132-

136 considering (_)-germacrene D as the biogenetic precursor. Additionally, the biogenesis of 138

and 139 is proposed.



Resumen

Resumen

Esta tesis se refiere a la bWsqueda de productos naturales con actividad citotUxica a partir de

especies de plantas selectas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae. El fraccionamiento

biodirigido de los extractos orgPnicos citotUxicos de Croton glabellus, C. alamosanus y Jatropha

neopauciflora condujo al aislamiento y la caracterizaciUn de los constituyentes bioactivos 117-120,

140 y 128, siendo 120 el mPs activo. Por otra parte, los procesos de fraccionamiento y purificaciUn

permitieron el aislamiento y la elucidaciUn estructural de los constituyentes inactivos 116, 121-124,

130-139, 144 y 145. Los compuestos 142 y 143 exhibieron actividades citotUxicas marginales, por

lo que no fueron determinados sus valores de CI50. El estudio quSmico de los materiales vegetales

permitiU la caracterizaciUn de siete diterpenos: tres ent-labdanos (117, 118, 119), tres neo-

clerodanos (116, 122, 123) y un cis-ent-clerodano (121), ocho sesquiterpenos: dos cycloaxanos

(132, 133), dos cadinanos (134, 135), dos isodaucanos (136, 137), un cis-eudesmano (138) y un

axano (139), siete triterpenoides (140, 141, 115, 127-129 y 125), un monoterpenoide (144), cuatro

flavonoides (120, 124, 142, 143), dos cumarinas (130, 131), una -butirolactona (145), y un

carbohidrato (126). Catorce substancias son nuevos compuestos (119, 121, 132-141, 144, 145) y

diecisiete son productos naturales conocidos (115-118, 120, 122-131, 142, 143). Los compuestos

119, 135 y 137 fueron identificados como los derivados de los productos naturales 117, 134 y 136,

respectivamente. Las estructuras de los compuestos fueron determinadas mediante el anPlisis

minucioso y exhaustivo de sus propiedades espectromRtricas, espectroscUpicas (incluyendo los

experimentos 1D-RMN y 2D-RMN) y quirUpticas. Las configuraciones relativas de estos

compuestos fueron determinadas y confirmadas mediante el anPlisis de los espectros NOESY,

NOE-diferencial 1D y por difracciUn de rayos X. La determinaciUn de la configuraciUn absoluta de

los terpenoides 118, 122-124, 132-136 y 145 fue realizada mediante el mRtodo de dicroSsmo

circular experimental y teUrico (para 118), y la aplicaciUn de reglas especSficas tales como la

quiralidad del dieno-benzoato, la helicidad del dieno, la quiralidad del dibenzoato, la regla del

sector benzoato, la quiralidad del excitUn de benzoatos alSlicos y la regla del octante. Considerando

las configuraciones absolutas asignadas para 132-137, y con base en ciertas rutas biogenRticas

propuestas previamente para sesquiterpenos relacionados, se hipotetizaron sus rutas biogenRticas a

partir del (_)-germacreno D como el precursor biogenRtico.
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IntroducciIn

Los productos naturales han sido una fuente invaluable de agentes quimioterapRuticos

usados para la prevenciUn, el tratamiento o la cura de las enfermedades que han aquejado a la

humanidad a travRs de su historia. A pesar de que la industria farmacRutica disminuyU su interRs en

la investigaciUn de productos naturales durante las tres dRcadas pasadas, los avances tecnolUgicos

en las estrategias seguidas para la generaciUn de molRculas lSderes han propiciado un interRs

renovado en la bWsqueda de productos naturales Wtiles para el diseTo de fPrmacos mPs potentes,

seguros y eficaces. AsS, la identificaciUn de molRculas lSderes a menudo ha involucrado la

evaluaciUn de compuestos puros o de los extractos, como inhibidores o activadores de un blanco

biolUgico especSfico usando modelos in vitro o in vivo [1].

El advenimiento de tRcnicas de rastreo de alta eficiencia de las bibliotecas quSmicas

naturales o sintRticas disponibles contra blancos moleculares especSficos, los avances en la biologSa

molecular, celular y genUmica, asS como la gran diversidad estructural y la alta especificidad

bioquSmica que muestran los productos naturales, han propiciado que el sector pWblico y privado

retomen su interRs en la bWsqueda de agentes terapRuticos potenciales a partir de fuentes naturales

(plantas, animales y microorganismos) o procedimientos sintRticos (mediante quSmica combinatoria,

y por diseTo asistido por computadora aunado a la sSntesis quSmica) [1].

La labor de investigaciUn pWblica y privada en el sector salud se enfoca principalmente en

cinco Preas relacionadas a las enfermedades con mayor mortalidad en el mundo, tales como: a)

oncolUgicas, b) infecciosas c) cardiovasculares y metabUlicas, d) inmunolUgicas, inflamatorias y

desUrdenes relacionados, y e) neurolUgicas. De estas enfermedades, el cPncer ocupa la segunda

posiciUn en nWmero de decesos por aTo a nivel mundial, lo cual ha originado una bWsqueda intensa

de nuevos agentes anticancerSgenos mPs eficaces y no susceptibles a la resistencia creada por las

cRlulas tumorales. AsS, los anticancerSgenos mPs relevantes, no solo por la complejidad estructural

sino tambiRn por el mecanismo de acciUn, han sido aislados a partir de plantas [1e].

Algunas de las molRculas antineoplPsicas obtenidas como productos naturales o sus

derivados sintRticos usadas en el tratamiento del cPncer son: vinblastina (Velban, 1), vincristina

(Oncovin, 2), vinorelbina (Navelbine, 3), podofilotoxina (4), etopUsido (VP-16, 5), tenipUsido (VM-

26, 6), paclitaxel (Taxol, 7), docetaxel (Taxotere, 8), camptotecina (9), 10-hidroxicamptotecina

(10), topotecano (Hycamtina, 11) e irinotecano (Camptosar, 12) [1b]. Los alcaloides 1 y 2 fueron

aislados de Vinca rosea o Catharanthus roseus (Apocinaceae) y son usados para el tratamiento del
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linfoma de Hodgkin y la leucemia infantil aguda. A partir de estos alcaloides se han diseTado y

sintetizado muchos anPlogos entre los que se destaca 3.
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Por otra parte, el lignano podofilotoxina (4), aislado de Podophyllum peltatum

(Berberidaceae), inhibe el ensamblaje de microtWbulos y por consiguiente inhibe la mitosis en

cPncer pulmonar, testicular, leucemias y linfomas. A pesar de que 5 y 6 se obtuvieron como los

anPlogos semisintRticos de 4, Rstos no mostraron el mismo mecanismo de acciUn sino que

inhibieron la topoisomerasa II con la ruptura consecutiva del ADN, en los mismos tipos de

neoplPsias. Cabe destacar que el paclitaxel (7), constituyente de Taxus brevifolia (Taxaceae), y su

anPlogo sintRtico 8, exhibieron un mecanismo de acciUn opuesto al de 4, es decir, promovieron el

ensamblaje de microtWbulos y la inhibiciUn de la mitosis en las cRlulas de cPncer de mama, cerebro,

endometrio y ovario.
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Por otro lado, los alcaloides 9 y 10, aislados de Camptotheca acuminata (Nyssaceae),

inhiben las cRlulas de cPncer de estUmago, recto, colon, bazo, hSgado, cabeza y cuello, mediante la

inhibiciUn de la topoisomerasa I y la consecuente fragmentaciUn del ADN. Los compuestos 11 y 12
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fueron sintetizados a partir de la camptotecina (9) a fin de mejorar ciertas propiedades de

biodisponibilidad y eficacia [1d].

N

N

O

OHO
9

Camptotheca acuminata Nyssaceae

N

N

O

R

HO
O

OHO
10 R = H

11 R = CH2N(CH3)2HCl

N

N

O

O
O

OHO

O

N

N
HCl

12

AsS, se ha informado que el tratamiento del cPncer, a nivel etnomRdico y clSnico, involucra el

uso de plantas superiores (y sus constituyentes) pertenecientes a las familias Taxaceae, Nyssaceae,

Apocinaceae, Berberidaceae, Liliaceae, Podocarpaceae, Annonaceae y Euphorbiaceae. De Rstas, los

estudios quSmicos y farmacolUgicos dirigidos a especies selectas de la familia Euphorbiaceae han

revelado la presencia de diterpenos estructuralmente complejos con propiedades citotUxicas y

antitumorales relevantes. Por un lado, los estudios quSmicos comprenden a los diterpenos

macrocSclicos (crotofolano, jatrofano, latirano y cembrano) y sus derivados biogenRticos (tigliano,

ingenano, ramnofolano y dafnano) [2]; y por el otro, los estudios farmacolUgicos han informado que

los diterpenos de tipo jatrofano, aislados de Jatropha gossypifolia, poseen propiedades citotUxicas y

antineoplPsicas notables [2b]; y que los diRsteres de forbol (tigliano) y los monoRsteres de ingenol

actWan generalmente sobre la enzima PKC (proteSna-cinasa C). Asimismo, ciertos derivados del

forbol, ingenol y resiniferol mostraron actividades antitumorales y antivirales relevantes por lo que

fueron considerados como posibles agentes quimioterapRuticos [3]. En consecuencia, los hallazgos

sobre este tipo de sustancias han originado una intensa investigaciUn en diferentes lSneas: a)

investigaciUn quSmica y farmacolUgica de otras especies de la familia Euphorbiaceae, b)

caracterizaciUn de la parte farmacofUrica (responsable de la actividad) de las molRculas con

potencial farmacRutico y sus mecanismos de acciUn, c) realizaciUn de sus sSntesis totales, d)

obtenciUn de derivados usando molRculas lSderes de este tipo de diterpenos [3b].
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Considerando que la incidencia de cPncer en MRxico se ha incrementado en los Wltimos aTos

[4] y que algunos diterpenos aislados de las especies de la familia Euphorbiaceae han mostrado

actividades biolUgicas sobresalientes en este rubro, se planteU un proyecto de investigaciUn que

incluyera la evaluaciUn citotUxica de ciertas especies de plantas de esta familia con el propUsito de

rastrear y caracterizar productos naturales bioactivos de estructura novedosa, los cuales pudieran

eventualmente servir como prototipo para el desarrollo de nuevos agentes antitumorales. AsS, la

presente investigaciUn se enfocU al estudio quSmico y biolUgico de dos especies de Croton (C.

glabellus y C. alamosanus) y una de Jatropha (J. neopauciflora), las cuales mostraron actividades

citotUxicas promisorias cuando fueron evaluadas frente a cinco lSneas celulares de tumores

humanos. Las sustancias bioactivas aisladas comprenden diterpenos de tipo labdano (117-119), los

flavonoides 120, 142 y 143, y los triterpenos 127, 128 y 140. Las estructuras de los compuestos

bioactivos, incluyendo la de los inactivos (115, 116, 121-126, 129, 130, 131-139, 144, 145), fueron

determinadas mediante el anPlisis exhaustivo de sus propiedades espectroscUpicas,

espectromRtricas, quirUpticas y mediante la comparaciUn con los datos informados en la literatura

para sus anPlogos estructurales. La determinaciUn de sus configuraciones absolutas fue realizada

mediante el anPlisis de sus propiedades quirUpticas experimentales y teUricas, y mediante la

aplicaciUn de reglas derivadas del mRtodo de dicroSsmo circular. Los resultados derivados del

anPlisis quirUptico permitieron hipotetizar las rutas biogenRticas de los sesquiterpenos 132-139

aislados de J. neopauciflora, considerando el (_)-germacreno D como el precursor biogenRtico y el

trabajo sobre sesquiterpenoides relacionados de KVnig y BXlow [5]. Adicionalmente, se informan

los resultados de las actividades citotUxicas de los compuestos caracterizados en el presente trabajo

y de los derivados obtenidos de los mismos.
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CapHtulo 1

Antecedentes

1.1 Generalidades de la familia Euphorbiaceae

1.1.1 ClasificaciIn taxonImica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

DivisiUn: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

GRneros: Croton, Jatropha, etc.

Especies: Croton alamosanus, Croton glabellus, Croton niveus, Croton pseudoniveus, Croton

roxanae, Jatropha neopauciflora, Jatropha platyphylla, etc.

La familia Euphorbiaceae ocupa la sexta posiciUn en cuanto a nWmero de especies en el reino

de las plantas superiores despuRs de las familias Orchidaceae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae y

Rubiaceae. EstP constituida por aproximadamente 320 gRneros y 8,700 especies distribuidos a

travRs de los dos hemisferios en regiones tropicales, subtropicales y templadas. Se divide en 5

subfamilias: Euphorbioideae, Crotonoideae, Acalyphoideae, Phyllanthoideae, Oldfieldiodeae. A su

vez, cada una de las 5 subfamilias se dividen en tribus que estPn integradas principalmente por los

siguientes gRneros: Euphorbia (1,840 especies), Croton (1225 especies), Pedilanthus (15 especies),

Acalypha (465 especies), Glochidon (280 especies), Macaranga (240 especies), Manihot (108

especies) y Jatropha (188 especies) [2a, 2c].

En MRxico, la familia Euphorbiaceae contribuye a un 3% de la flora vascular nacional,

estimada en 22 000 especies, pues se calcula que estP integrada por 43 gRneros y 782 especies.

Entre los gRneros nacionales con mayor nWmero de especies se destacan: Euphorbia con 241,

Croton con 124, Acalypha con 108, Jatropha con 48 y Phyllantus con 41, lo cual representa el 72%

de las especies de Euphorbiaceae en MRxico. AsS, las subfamilias de territorio nacional estPn

representadas por:
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Subfamilias GRneros Especies

Euphorbiodeae 10 296

Crotonoideae 7 223

Acalyphoideae 16 203

Phyllantoideae 8 55

Oldfieldiodeae 2 5

1.1.2 Importancia biolIgica

Las propiedades biolUgicas que han sido informadas para muchas especies de plantas de la

familia Euphorbiaceae son consecuencia de la gran diversidad estructural que exhiben. Algunas

plantas son conocidas por sus propiedades tUxicas, irritantes a mucosas y piel, inductoras de

inflamaciUn, promotoras de cPncer, etc. Otras plantas de esta familia son reconocidas por sus

propiedades medicinales, piscicidas, alimenticias y econUmicas (plantas ornamentales, fuentes de

combustible, goma, lubricantes, etc.) [6].

La diversidad quSmica es debida principalmente a la gran cantidad de diterpenos con

diferentes arreglos en sus esqueletos, dentro de los que se pueden destacar a los diterpenos

macrocSclicos y sus derivados biogenRticos (tigliano, dafnano, ingenano, ramnofolano), diterpenos

de tipo labdano, clerodano, pimarano etc. De las especies de plantas que integran la familia

Euphorbiaceae (subfamilia Crotonoideae) se han aislado diterpenos altamente tUxicos que

promueven procesos de inflamaciUn y formaciUn de tumores, y otro tipo de diterpenos que no

exhiben estas propiedades tUxicas y que han mostrado aplicaciones farmacolUgicas contra ciertos

tumores. Algunos diterpenos macrocSclicos han mostrado propiedades antitumorales siendo

considerados como agentes potencialmente anticancerSgenos. Por otra parte, ciertos diterpenos de

tipo tigliano, dafnano e ingenano son bien conocidos por sus propiedades promotoras de cPncer e

inflamaciUn. Las investigaciones subsecuentes sobre la quSmica de esta familia han aportado una

gran variedad estructural de dichos diterpenos macrocSclicos y sus derivados biogenRticos, algunos

de los cuales han mostrado actividad citotUxica, antitumoral y anti-VIH [7]. Por otro lado, se ha

informado de la presencia de agentes hipotensores (tetrametilpirazina) en Jatropha podagrica;

compuestos cianogRnicos en Croton lobatus, C. punctatus, C. scouleri; metabolitos secundarios

cocarcinogRnicos (promueven y potencian tumores en presencia de sustancias cancerSgenas) o

anticancerSgenos en Croton tiglium, Euphorbia ingens y de compuestos usados en cosmRticos

aislados a partir de Euphorbia antisyphilitica, etc. [6].
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1.1.3 Perfil quHmico

Los diterpenos quSmica- y biolUgicamente mPs importantes que han sido aislados de la

familia Euphorbiaceae, se clasifican en diterpenos macrocSclicos como los de tipo casbano,

jatrofano, latirano, jatrofolano, crotofolano y ramnofolano; asS como, en diterpenos de tipo tigliano,

dafnano, ingenano, clerodano y labdano, principalmente (figura 1) [2].

Tigliano Dafnano Ingenano Latirano

Jatrofano-A Jatrofano-BCasbano

Crotofolano

Jatrofolano

Ramnofolano

H

labdano

H

clerodano

O

H

Figura 1. Tipos estructurales de diterpenos aislados de la familia Euphorbiaceae.

1.1.4 ComposiciIn quHmica de Jatropha

El gRnero Jatropha biosintetiza principalmente diterpenos (jatrofinas, jatrofonas

jatrogrossidionas, etc.), pRptidos cSclicos (curcasinas y chevalierinas), triterpenos, lignanos,

alcaloides, componentes fenUlicos, etc. [8 y referencias citadas ahS]. A continuaciUn se describe una

sinopsis de los constituyentes quSmicos de algunas especies del gRnero Jatropha.

A partir de las raSces de J. curcas se han caracterizado diterpenos de tipo ramnofolano:

curcusonas A (13), B (14), C (15) y D (16); diterpenos de tipo latirano: curculatirano A (17) y el

glicerol-tetracosanoato (18). De las partes aRreas se ha aislado el triterpeno jatrocurina (19).
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De las raSces de J. grossidentata se han caracterizado diterpenos de tipo latirano:

isojatrogrossidiona (20), 2-epi-isojatrogrossidiona (21), 2-hidroxi-isojatrogrossidiona (22), 2-epi-

hidroxi-isojatrogrossidiona (23), jatrogrossidentadiona (24), (4-E)-jatrogrossidentadiona (25), (4-E)-

15-epi-jatrogrossidentadiona (26), (4-Z)-jatrogrossidentadiona (27); diterpenos de tipo ramnofolano:

jatrogrossidiona (28) y 2-epi-jatrogrossidiona (29). De la corteza se han aislado diterpenos de tipo

ramnofolano: caniojano (30) y 1,11-bis-caniojano (31), mientras que de las raSces de J. zeyheri se

caracterizU el 2-epi-isojatrogrossidiona (21).
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Por otro lado, a partir de las raSces de J. gossypifolia se han caracterizado diterpenos

macrocSclicos: jatrofona (32), 2 -hidroxijatrofona (33), 2 -hidroxi-5,6-isojatrofona (34), jatrofolona

A (35) y B (36) y jatrofol (37).
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Asimismo, de las partes aRreas de J. gossypifolia se han aislado triterpenos y lignanos:

2,24,25-trihidroxitirucal-7-en-3-ona (38), 2,24,25-trihidroxitirucal-1,7-dien-3-ona (39), prasantalina

(40), dihidroprasantalina (41), sushilactona (42) [37] y gossipifano (43).
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Del lPtex de J. multifida se han caracterizado multifidol (44), 2-O- -glucopiran-multifidol

(45) y labaditina (46).
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A partir de las raSces de J. dioca se aislaron citlalitriona (47) y riolozatriona (48).
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De las raSces de J. macrorhiza se han obtenido el diterpeno macrocSclico jatrofatriona (49) y

el alcaloide jatrofam (50). De las partes aRreas de J. weddelliana se aislU el diterpeno jatrowediona

(51).
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De la raSz de J. podagrica se aislU el curculatirano A (17). Por otra parte, de las raSces de J.

aureus se obtuvo el diterpeno curculatirano B (52).
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Mientras que, la xochitlolona (53) fue aislada de las raSces de J. multiloba.
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1.1.5 ComposiciIn quHmica de Croton

El gRnero Croton biosintetiza una gran variedad estructural de productos naturales, tales

como los diterpenos de tipo crotofolano, tigliano, ramnofolano, cembreno, labdano, clerodano;

triterpenos de tipo lupano y oleanano; alcaloides; lignanos, etc. A continuaciUn se describirPn

sucintamente algunos constituyentes de este grupo de plantas.

Un ejemplo muy representativo de una especie de Croton usada en la medicina tradicional es

C. tiglium, cuyo aceite de las semillas y la corteza se utilizan para tratar los tumores. El tratamiento

comprende la apoplejSa, cPncer, verrugas, disenterSa, esquistosomiasis, tambiRn se usan ciertas

partes de la planta como purgante, vesicante, catPrtico, etc. El aceite de las semillas contiene

sustancias cocarcinogRnicas y sustancias antitumorales como los Rsteres de forbol. Adicionalmente,

puede destacarse la presencia de diterpenos de tipo crotofolano: crotofolina (54), aislada de C.

coryfolius; de tipo ramnofolano: 13,15-seco-4,12-didesoxi-4 -forbol-20-acetato (55), aislado de C.

rhamnifolius; de tipo tigliano: 12,13-diRsteres de forbol aislados de C. tiglium (56, 57) y C. flavens

(58, 59) [2a].
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Por otra parte, se ha reportado que C. oblongifolius contiene diterpenos de tipo cembreno:

Pcido crotocembraneico (60), el Pcido neocrotocembraneico (61) neocrotocembranal (62);

diterpenos de tipo labdano: labda-7,12(E),14-trieno (63), labda-7,12(E),14-trien-17-al (64), labda-

7,12(E),14-trien-17-ol (65), Pcido labda-7,12(E),14-trien-17-oico (66), 2-acetoxi-3-hidroxi-labda-

8(17),12(E),14-trieno (67), 3-acetoxi-2-hidroxi-labda-8(17),12(E),14-trieno (68) y 2,3-dihidroxi-

labda-8(17),12(E),14-trieno (69) [9].
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A partir de C. cajucara se han aislado diterpenos de tipo clerodano: crotonina (70), cis-

deshidrocrotonina (71), trans-crotonina (72), trans-deshidrocrotonina (73), cis-cajucarina B (74),

trans-cajucarina B (75), sacacarina (76), cajucarinUlida (77) e isocajucarinUlida (78) [10].
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Por otro lado, a partir de C. schiedeanus se han reportado diterpenos de tipo clerodano: 5 -

hidroxi-cis-dehidrocrotonina (79), 12(R)-12-hidroxicascarillona (80), (_)-16-hidroxi-19-nor-2-oxo-

cis-cleroda-3,13-dien-15,16-Ulida-20-oato de metilo (81), (+)-15-metoxifloridUlida (82), Pcido (_)-

12,16-dihidroxi-cis-clerodane-3,13-dien-15,16-Ulida-18-oico (83), floridUlida A (84) y Pcido

haplopPpico (85) [11].
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A partir de C. eluteria se aislaron diterpenos de tipo neo-clerodano: cascarillina B (86), C

(87), D (88), E (89), F (90), G (91), H (92) e I (93) [12].
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De C. zambesicus se aislaron diterpenos de tipo labdano, clerodano, traquilobano:

crotocorilifurano (94), crotozambefurano A (95), B (96) y C (97), Pcido 7 -acetoxitraquiloban-18-

oico (98), traquiloban-7 ,18-diol (99), crotonodiol (100), ent-18-hidroxitraquiloban-3-ona (101) y

ent-traquiloban-3-ona (102) [13]. Por otro lado, a partir de C. joufra se han aislado diterpenos de

tipo labdano y pimarano: 2 ,3 -dihidroxilabda-8(17),12(13),14(15)-trieno (103) y 3 -hidroxi-19-

O-acetilpimara-8(9),15(16)-dien-7-ona (104) [14]. De C. jatrophoides se han aislado

tetranorditerpenos: zumketol (105), zumsenina (106) y zumsenol (107) [15].
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A partir de C. arboreous se aislaron diferentes sesquiterpenos: 5 ,7 ,10 H-3-patchulen-2-

ona (108), 5 ,7 ,10 H-4-patchulen-2 -ol (109), 9 ,10 -dihidroxi-2 ,4 -peroxi-1 ,5 ,7 H-

guayane (110), espatulenol (111), teucatriol (112), 5 ,10 -4(15)-eudesmen-1 ,6 -diol (113) y

5 ,10 -4(15)-eudesmen-1 ,6 -diol (114) [16].
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CapHtulo 2

2.1 DicroHsmo Circular

La actividad Uptica es una propiedad que poseen las sustancias de rotar el plano de la luz

polarizada trasmitida linealmente que incide sobre ellas. Este fenUmeno comWnmente se conoce

como rotaciBn Bptica y fue descubierto por Arago en 1811 y por Biot en 1815 cuando trabajaban

con sUlidos (cuarzo) y lSquidos, respectivamente. La luz polarizada linealmente se caracteriza

porque su vector elRctrico (E) se propaga en forma de una vibraciUn coseno plana (onda) siempre en

la misma direcciUn (figura 2).

Figura 2. Luz polarizada linealmente.

De acuerdo con Fresnel, un haz de luz polarizada linealmente puede ser expresado por la

superposiciUn de dos rayos polarizados circularmente con direcciones opuestas de rotaciUn y con la

misma longitud de onda e intensidad. Para un haz de luz polarizada circularmente, el vector

elRctrico (E), de longitud constante, cambia su direcciUn de manera proporcional al tiempo

describiendo una hRlice, donde E se propaga en el sentido de las manecillas del reloj para la luz

polarizada girada circularmente a la derecha, o bien, en el sentido opuesto para la luz polarizada

girada circularmente a la izquierda (figura 3).

Figura 3. Luz polarizada circularmente a la izquierda.
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Entonces, si la fuente de luz emite, simultPneamente y en la misma direcciUn, haces de luz

polarizada de la misma longitud de onda e intensidad pero girados circularmente a la izquierda

(lpcl) y a la derecha (lpcr), la sobreposiciUn de los dos haces produce una vibraciUn polarizada

linealmente (figura 4).

Figura 4. SobreposiciUn de de los vectores elRctricos Er de lpcr y El de lpcl.

Por el contrario, la sobreposiciUn de los dos haces (lpcl y lcpr) propagados con diferentes

intensidades y longitudes de onda a travRs de la sustancia bajo investigaciUn, implica que el vector

elRctrico resultante se propague como un haz de luz polarizada elSpticamente o una hRlice

deformada (figura 5) [17].

Figura 5. Haz de luz polarizada elSpticamente. SobreposiciUn de los vectores elRctricos Er de lpcr y

El de lpcl.
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En la regiUn de una banda de absorciUn, la luz polarizada girada circularmente a la derecha y

a la izquierda se absorbe diferenciadamente y se propaga con diferentes velocidades por un medio

Upticamente activo. AsS, la luz polarizada linealmente emerge de la muestra quiral como luz

polarizada elSpticamente con el vector elRctrico resultante trazando una elipse (figura 6).

Figura 6. Luz polarizada elSpticamente.

En la elipse trazada por el vector elRctrico resultante (lSnea punteada mPs elongada, figura

7), la inclinaciUn del eje mayor a representa el Pngulo de elipticidad de la luz polarizada

linealmente (lSnea continua mPs elongada, figura 7).

Figura 7. Luz polarizada elSpticamente. El Pngulo de elipticidad producido desde la luz polarizada

linealmente hasta la luz polarizada elSpticamente estP dado por el desplazamiento del eje mayor a de

la elipse.
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El cambio desde la luz polarizada linealmente hasta la luz polarizada elSpticamente se mide

por la elipticidad (figura 7), la cual se define como la tangente del radio del eje menor b al eje

mayor a de la elipse.

= arctan(b/a) 2.1)

Este comportamiento se conoce como dicroSsmo circular (DC) y se describe mediante la

absorciUn dicroica diferencial ( ), la cual proviene de la diferencia de los coeficientes de extinciUn

molar de la luz polarizada girada circularmente a la izquierda ( L) y a la derecha ( R).

= L _ R 2.2)

En tanto que, la elipticidad especSfica se define como:

[ ] = /lc 2.3)

donde estP expresada en grados, c en g/mL y l en cm.

A partir de la elipticidad especSfica se puede calcular la elipticidad molar:

[ ] = ([ ]) (Peso Molecular)/100 2.4)

la cual estP relacionada al max por la ecuaciUn:

[ ] 3300 max 2.5)

AsS, cuando una sustancia Upticamente activa presenta una banda de absorciUn en

determinada regiUn del espectro, se observarPn curvas de DC denominadas curvas efecto Cotton

(positiva o negativa) en honor a A. M. Cotton quien observU este comportamiento anormal. La

intensidad de una transiciUn de dicroSsmo circular se mide de forma aproximada por el max, pero

puede ser medida con mayor exactitud mediante la fuerza rotatoria (R) que expresa el Prea de una

curva de dicroSsmo circular en el rango de longitud de onda 1 a 2 (ademPs de que la magnitud de

R puede ser positiva o negativa indicando el tipo de efecto Cotton observado o calculado):

R = 2.297 x 10-39 ( max/ ) d 2.6)
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En una molRcula bajo excitaciUn con la onda de la luz, la fuerza rotatoria, asociada con la

promociUn de un electrUn desde un orbital molecular en el estado basal hasta un orbital molecular

no ocupado, puede ser expresada en tRrminos del momento de transiciUn de dipolo elRctrico (�e): R

= �e x �m. AsS, R depende del momento elRctrico (�e) y magnRtico (�m) durante la promociUn de

una molRcula desde su estado basal hasta su estado excitado. Para una molRcula quiral que presente

actividad Uptica fuerte se espera que R sea diferente de cero; es decir, que �e y �m sean diferentes de

cero. Entonces, el fenUmeno de la actividad Uptica y sus parPmetros medibles en dicroSsmo circular

estPn directamente relacionados con la presencia de un cromUforo (o mPs) en la molRcula. AdemPs,

la condiciUn geomRtrica necesaria para la existencia de un efecto Cotton es que la molRcula sea

quiral; es decir, una molRcula que no posea eje de reflexiUn-rotaciUn (Sn, ni plano de reflexiUn ni

centro de inversiUn).

2.1.1 CromIforos Ipticamente activos

Los cromUforos pueden ser clasificados en tres tipos considerando sus propiedades de

simetrSa, sus naturalezas y sus transiciones electrUnicas: 1) CromUforos Inherentemente SimRtricos

Perturbados DisimRtricamente (cetonas saturadas, cetonas , _insaturadas, enlaces dobles,

benzoatos, compuestos aromPticos, etc.). Cuando la simetrSa de un cromUforo, aislado de

perturbaciones por Ptomos vecinos, es muy alta, el �e y �m serPn iguales a cero (R = 0). Por el

contrario, cuando el cromUforo es perturbado por los Ptomos vecinos, el signo positivo o negativo

de la fuerza rotatoria permitirP inferir sobre la estereoquSmica del ambiente molecular

extracromofUrico. 2) CromUforos Inherentemente DisimRtricos (dienos conjugados, cetonas , -

insaturadas, hexahelicenos). La geometrSa del cromUforo carece de un eje de rotaciUn-reflexiUn y

por tanto �e y �m son diferentes de cero. 3) CromUforos que presentan efectos Cotton debidos a las

interacciones dipolo-dipolo entre dos o mPs de ellos, cuyos orbitales no se sobreponen mutuamente

(1,1b-biarilantrilos, biopolSmeros).

Resumiendo, cuando la luz es absorbida por un cromUforo, un electrUn es excitado desde un

orbital molecular ocupado a un orbital molecular de antienlace no ocupado y si estos orbitales

moleculares son quirales, entonces puede esperarse un efecto Cotton intenso. La presencia de

alguno de estos cromUforos en molRculas orgPnicas e inorgPnicas ha conducido al desarrollo de

reglas que permiten correlacionar los signos de sus efectos Cotton con la configuraciUn absoluta de

las mismas [18].
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2.1.2 Regla de los octantes

Una de las reglas de mayor aplicaciUn en el estudio conformacional y configuracional de

molRculas quirales es la regla de los octantes de cetonas cSclicas. Las cetonas saturadas exhiben una

banda dRbil en aproximadamente 300 nm atribuida a la transiciUn n del grupo carbonilo. La

regla de los octantes inicialmente aplicada a ciclohexanonas se representa en la figura 8a, en la cual

se divide el espacio que rodea al grupo carbonilo en ocho octantes mediante tres planos: un plano

vertical A que bisecta al grupo carbonilo (el orbital n tiene un plano nodal, el cual es idRntico con el

plano (x, z); figura 8b), un plano B que atraviesa el oxSgeno y es perpendicular a A, y un plano C

que pasa por la mitad del enlace doble C=O y que es perpendicular a A y B (para el orbital , el

plano (x, z) y una superficie perpendicular a esta intersectan el enlace C=O por la mitad; figura 8c)

[17b, 19].

O
OO

A

B

C

a) b) c)

Figura 8. a) Regla de los octantes de cetonas cSclicas saturadas. b) Plano vertical A de la figura a).

c) Plano vertical B de la figura a).

Los sustituyentes de la molRcula que se encuentren localizados en los cuatro octantes posteriores

(atrPs del plano C) son los mPs importantes en las contribuciones al efecto Cotton, mientras que

aquellos que residan sobre los planos A, B o C anteriores no contribuirPn (figura 9). AsS, los

sustituyentes localizados en los octantes posterior-inferior-izquierdo y posterior-superior-derecho

contribuyen a un efecto negativo, en tanto que, aquellos sustituyentes en los octantes posterior-

inferior-derecho y posterior-superior-izquierdo tienen una contribuciUn negativa.

O

OCTANTES POSTERIORES

A

B

Figura 9. Octantes posteriores de la regla de los octantes.
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2.1.3 Regla de helicidad de cetonas , -insaturadas

Las cetonas , -insaturadas exhiben una banda dRbil entre 320 y 350 nm atribuida a la

transiciUn n del grupo carbonilo conjugado a la ligadura doble. A diferencia de la simetrSa

local del cromUforo carbonilo de cetonas saturadas que exhibe dos planos ortogonales de reflexiUn,

las cetonas , -insaturadas pierden uno o ambos planos por lo que la regla de los octantes no es

aplicable a este cromUforo. La reducciUn de la simetrSa local de este cromUforo inherentemente

disimRtrico permitiU analizar la banda de la transiciUn del grupo C=C_C=O que aparece

entre 230 y 260 nm. Considerando esta transiciUn electrUnica se establecieron reglas empSricas que

permitieran predecir los signos de los efectos Cotton para enonas cSclicas [19].

Ha sido establecido que las helicidades de las cetonas , -insaturadas s-cis o s-trans estPn

relacionadas con las direcciones relativas de los `orbitales-pa en el carbono al carbonilo y el

Ptomo de carbono del C=O (figura 10). El signo del efecto Cotton para la banda de transiciUn n

en ca. 320 nm y el signo opuesto para la transiciUn en ca. 240 nm pueden predecirse para

este tipo de enonas (figura 10). Si se considera la conformaciUn preferida de la molRcula aunado a la

ausencia de heteroPtomos en la proximidad del sistema enona, puede establecerse la configuraciUn

absoluta de la molRcula; de otra forma, la presencia de grupos _donadores _ al grupo enona

pueden ocasionar una inversiUn de los signos de los efectos Cotton originando interpretaciones

errUneas [19a].

. 320 nm (+) EC

. 2
0 nm (�) EC
C O

C

C
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O
C

C

enona

C

Figura 10. Helicidad de cetonas , -insaturadas.

2.1.4 Regla de helicidad del dieno

En 1961 se propuso la regla de helicidad del dieno que permite relacionar el signo del efecto

Cotton para la transiciUn en ca. 235 nm y el sentido de la helicidad del cromUforo dieno

inherentemente disimRtrico [17a, 20]. AsS, el efecto Cotton positivo o negativo se propuso como el

resultado de la helicidad derecha o izquierda del dieno, respectivamente. Posteriormente, se observU

que la helicidad del dieno podSa ser afectada por sustituyentes alAlicos axiales, lo cual originU la

regla del cuadrante del dieno, en la que se ponderaron las contribuciones Upticas de sustituyentes
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alSlicos al dieno. Para ello se empleU un diagrama cWbico regional para el 1,3-dimetilciclohexadieno

con simetrSa Cs, donde el enlace alSlico C5_C6 es colocado en el eje (z) para fijar el espacio de este

cromUforo. AsS, el enlace C2_C3 se encuentra detrPs del plano (z, x) y su punto medio intersecta el

eje (y); de tal manera que, los enlaces dobles C1=C2 y C3=C4 se localizan en cuadrantes con el

mismo signo exhibiendo una helicidad derecha (quiralidad positiva (A)), o bien, una helicidad

izquierda (quiralidad negativa (B)) (figura 11) [20c].
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Figura 11. Regla del cuadrante dieno o helicidad del dieno.

El diagrama de cuadrantes muestra el sentido quiral del dieno y la localizaciUn de los

sustituyentes alSlicos quasi-axiales que pueden tener contribuciones rotatorias. La magnitud de estas

contribuciones fueron estimadas teUricamente, determinando que el sentido de helicidad del dieno

tiene una contribuciUn inherente al efecto Cotton total, que los sutituyentes alSlicos tienen una

contribuciUn rotatoria opuesta a la helicidad del dieno y que la magnitud de esta contribuciUn

depende de la orientaciUn del sustituyente con respecto al enlace doble. El efecto se magnifica si el

sustituyente se encuentra quasi-axial (ca. 90) y se minimiza si su orientaciUn es quasi-ecuatorial

(ca. 0-30). Los sustituyentes considerados son el Ptomo de hidrUgeno y el grupo metilo, siendo el

hidrUgeno alSlico axial el que mayor contribuciUn rotatoria ejerce. En la figura 11 se observa que los

Ptomos de hidrUgeno ejercen una contribuciUn rotatoria opuesta a la que exhibe el sistema dieno; no

obstante, los estudios sistemPticos de dienos cSclicos quirales sustituidos demuestran que la

magnitud de esa contribuciUn no es mayor a la ejercida por el dieno. Con base en lo antes descrito

es posible determinar la conformaciUn y la configuraciUn absoluta de dienos quirales mediante la

regla de helicidad del dieno [20c].

2.1.5 Regla del dieno plano

Como una extensiUn a la regla de helicidad del dieno se propuso la regla del dieno plano, la

cual se aplica para determinar la configuraciUn absoluta de 1,3-dienos planos acSclicos quirales. Las
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consideraciones de esta regla indican que todos los Ptomos que componen el cromUforo 1,3-dieno

son colocados en un solo plano para representar la direcciUn del momento de transiciUn dipolo

elRctrico de este sistema conjugado. AsS, los Ptomos o grupos de Ptomos que residan por arriba del

plano ejercerPn una contribuciUn positiva al efecto Cotton para la banda de transiciUn del

dieno plano en ca. 230 nm; mientras que, aquellos Ptomos que residan por abajo del plano

constituirPn un efecto Cotton negativo (figura 12) [17a, 21].

HH

H3C

H

Figura 12. Regla del dieno plano.

2.1.6 Regla del sector benzoato

Ha sido observado que el efecto Cotton de un cromUforo inherentemente simRtrico como el

benzoato, se incrementa por la perturbaciUn asimRtrica del sustituyente. La banda de transiciUn de

transferencia de carga intramolecular en ca. 230 nm que exhibe el benzoato ha permitido la

determinaciUn de la configuraciUn absoluta de una variedad de alcoholes secundarios cSclicos

mediante la aplicaciUn de la regla del sector benzoato [24]. La regla consiste en dividir el espacio

alrededor del benzoato en cuatro sectores mediante dos planos de simetrSa A y B y posteriormente,

en ocho sectores mediante dos planos adicionales, C y D, los cuales pasan a travRs de los dos

Ptomos de oxSgeno del Rster (figura 13). En esta regla se asume que los dos Ptomos de oxSgeno son

similares (similar longitud del enlace C=O y C_O) debido a los efectos de resonancia. AdemPs, se

supone que la conformaciUn preferida del grupo benzoato es aquella en la cual Rste se localiza entre

el hidrUgeno del carbinol y el sustituyente menos voluminoso. AsS, el benzoato es visto desde la

posiciUn para (flecha sobre el plano A) y las contribuciones rotatorias al efecto Cotton de los

enlaces , _ y , _ al carbono asimRtrico unido al grupo cromUforo son consideradas. La regla del

sector benzoato establece que los enlaces que caen en las zonas sombreadas tendrPn contribuciones

positivas al signo del efecto Cotton y por el contrario, las contribuciones negativas estarPn dadas

por aquellos enlaces que residan en las zonas no sombreadas (figura 13). Cabe seTalar que, las

contribuciones al signo del efecto Cotton de mayor importancia, estarPn dadas por las ligaduras
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dobles (mayor polarizabilidad) que se encuentren , _ y , _ al carbono asimRtrico enlazado al

benzoato, siendo esta Wltima la que definirP el signo [24].
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Figura 13. Regla del sector benzoato.

2.2 MGtodo de la Quiralidad del ExcitIn [17a, 18]

2.2.1 Generalidades del mGtodo

Es un mRtodo no empSrico porque estP basado en la teorSa del oscilador acoplado, es decir, en el

mecanismo de acoplamiento de los momentos dipolo-dipolo de dos cromUforos idRnticos o

diferentes.

La aplicaciUn del mRtodo puede ser extendida a cromUforos inherentemente disimRtricos y a

cromUforos inherentemente simRtricos perturbados asimRtricamente. Los cromUforos deben tener

coeficientes de extinciUn grandes ( ) y la direcciUn del momento dipolo debe ser conocida (�).

El signo de la curva de dicroSsmo circular estP determinado por la quiralidad de los cromUforos

que interaccionan.

Este mRtodo guarda una relaciUn lineal con el cuadrado del coeficiente de extinciUn.

Los acoplamientos de dos momentos de transiciUn elRctrica dependen de la distancia y el Pngulo

intercromofUrico. Asumiendo que los Pngulos intercromofUricos no cambian, la amplitud de los

efectos Cotton es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia intercromofUrica. En los

casos de estudio, puede encontrarse el anPlisis de esteroides con grupos dibenzoato, en los cuales se

ha reportado que la quiralidad del excitUn aplica significativamente en distancias de 14 O. Por otro

lado, se ha observado que los sistemas dibenzoato vecinales exhiben un efecto Cotton mPximo

cuando el Pngulo diedro de los dos grupos C_O es ca. 70^; mientras que Rste no cambia cuando los

Pngulos intercromofUricos son ca. a 0 y 180^ [22]. El acoplamiento de los momentos de transiciUn

elRctrica de dos cromUforos interactuantes puede ser extendido desde sistemas bicromofUricos
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iguales (dibenzoato) hasta sistemas bicromofUricos diferentes (como la enona-benzoato, el dieno-

benzoato, etc.).

Este mRtodo se aplica ampliamente en la determinaciUn de la configuraciUn absoluta de

productos naturales.

2.2.2 Acoplamiento del excitIn entre cromIforos

Cuando dos o mPs cromUforos (idRnticos o no) cercanos en el espacio constituyen un

sistema quiral intra- o intermolecular, los momentos de transiciUn elRctrica interactuantes exhibirPn

curvas de dicroSsmo circular acopladas. Particularmente, los cromUforos benzoatos p-sustituidos

exhiben dos transiciones principales; es decir, la banda longitudinal (La) y la transversal (Lb), de las

cuales la mPs importante, en sistemas binarios (dibenzoatos), es la banda La debido a que Lb tiene

coeficientes de extinciUn en el ultravioleta mPs bajos. AsS, el acoplamiento de las bandas La de dos

cromUforos (ej. dibenzoato) conducirPn a signos opuestos de la transiciUn desplazada al rojo y la

transiciUn desplazada al azul (figura 14) [18b].
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Figura 14. MRtodo de la quiralidad del excitUn dicroico circular.

En la espectroscopia de UV/VIS (figura 14), estas transiciones muestran dos componentes

espectrales del mismo signo que aparecen como una absorciUn mPxima de doble intensidad. Por el
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contrario, en la espectroscopia de dicroSsmo circular (DC) se observan efectos Cotton de signo

opuesto, es decir, si el sentido absoluto (configuraciUn absoluta) de la quiralidad del excitUn se

presenta en la direcciUn de las manecillas del reloj (quiralidad positiva) la curva de DC exhibirP un

primer efecto Cotton positivo ( larga) y un segundo efecto Cotton negativo ( corta) y viceversa

(figura 15) [18a, 23].
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Figura 15. Quiralidad del excitUn del 1,2-dibenzoato.

2.2.3 Regla de la quiralidad del 1,2-dibenzoato

Con base en las consideraciones quirUpticas establecidas en la regla del sector benzoato se

propuso la regla de la quiralidad del dibenzoato, la cual correlaciona la quiralidad de los glicoles

con los signos de los efectos Cotton observados para las bandas de transiciUn electrUnica de

sus correspondientes dibenzoatos. La interacciUn quiral de los momentos dipolo del sistema

dibenzoato fue denominada, por Harada y Nakanishi, como el mRtodo de la quiralidad del excitUn

[18, 23], el cual puede ser extendido a triol-benzoatos y a la quiralidad del excitUn de otros

cromUforos interactuantes como el sistema enona-benzoato y el dieno-benzoato. La interacciUn

quiral entre estos cromUforos diferentes permitiU el establecimiento de la regla de la quiralidad del

excitUn de benzoatos alSlicos y la regla de la quiralidad del excitUn del sistema dieno-benzoato para

la determinaciUn de la configuraciUn absoluta de molRculas que exhiban dichos grupos funcionales.

La interacciUn de las bandas de transferencia de la carga intramolecular de diol-dibenzoatos

exhibe dos efectos Cotton fuertes, de la misma amplitud pero de signos opuestos, en ca. 233 nm

(primer efecto Cotton) y 219 nm (segundo efecto Cotton). La apertura resultante indica que los dos

efectos Cotton son debidos principalmente a la interacciUn dipolo-dipolo entre los momentos de

transiciUn elRctrica del dibenzoato y que los efectos Cotton estPn separados uno del otro por la

apertura de Davidov ( ). Los signos de los efectos Cotton dependerPn de la quiralidad entre los
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dos momentos de transiciUn dipolo elRctrico del dibenzoato; mientras que la banda de transiciUn de

transferencia de carga intramolecular en 230 nm es dirigida a lo largo del eje del benzoato, es decir,

se encuentra mPs o menos paralelo al enlace del carbinol (C_O). AsS, las quiralidades entre los dos

momentos de transiciUn elRctrica del dibenzoato pueden exhibir rotaciUn en el sentido de las

manecillas del reloj (quiralidad positiva) o en sentido opuesto (quiralidad negativa), lo cual

permitirP establecer el signo del primer efecto Cotton en ca. 233 nm de acuerdo a la regla de

quiralidad del dibenzoato (figura 16). En caso de ser necesario, la banda de la transiciUn electrUnica

del benzoato puede ser desplazada a longitudes de onda mPs largas mediante la introducciUn

de sustituyentes favorables (Cl, Br, OMe, N(CH3)2) en la posiciUn para [18a].
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Figura 16. Quiralidad del excitUn del sistema 1,2-dibenzoato.

Por otro lado, el mRtodo de la quiralidad del excitUn de dibenzoatos puede ser extendido a

trisbenzoatos vecinos o distantes. En este caso, las quiralidades entre los momentos de transiciUn

elRctrica de los sistemas 1,2-, 1,3- y 2,3-dibenzoato exhibirPn signos negativos (o positivos) del

primer efecto Cotton en una forma acumulativa; es decir, la amplitud de la curva de DC serP

aproximadamente la suma de los tres pares bicromofUricos interactuantes (At = AI,II + AI,III + AII,III)

[17, 23b].

2.2.4 Regla de helicidad del sistema dieno-benzoato

El mRtodo de la quiralidad del excitUn fue extendido al anPlisis de molRculas con

sustituyentes cromofUricos diferentes. Por ejemplo, la presencia del cromUforo dieno y de un

alcohol secundario fPcilmente esterificable con el cromUforo benzoato en la periplanona B, permitiU

la determinaciUn de su configuraciUn absoluta mediante el mRtodo de la quiralidad del excitUn

considerando la interacciUn de los momentos de transiciUn elRctrica del sistema dieno-benzoato

[17a, 25]. Lo ambiguo del anPlisis anterior es que las bandas de absorciUn de ambos cromUforos

pueden ser esperadas en la misma regiUn; o sea, en 227 nm para el dieno y en 230 nm para el

benzoato (figura 17).
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Para resolver este inconveniente, es necesario adicionar un sustituyente apropiado en el

cromUforo benzoato a fin de que la banda de absorciUn del benzoato se desplace a longitudes de

onda mPs largas. Por otra parte, el cuadrado de la distancia entre los cromUforos interactuantes es

inversamente proporcional al valor de la amplitud de la curva de DC, lo cual clarifica el efecto de la

distancia en la aplicaciUn del mRtodo de la quiralidad del excitUn.
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Figura 17. Regla de helicidad del sistema dieno-benzoato.

2.2.5 Regla de helicidad de benzoatos al%licos

Esta regla es otra extensiUn derivada del mRtodo de la quiralidad del excitUn, la cual permite

analizar la interacciUn de los momentos dipolo del cromUforo benzoato con la ligadura doble. Como

ha sido mencionado previamente, el benzoato exhibe una banda de transiciUn electrUnica en

230 nm, mientras que el enlace doble muestra una transiciUn polarizada alrededor de 195

nm. Con base en la teorSa del excitUn, si los dos ejes de polarizaciUn del cromUforo benzoato y de la

ligadura doble constituyen una quiralidad positiva, entonces el primer efecto Cotton en ca. 230 nm

para el benzoato es positivo; en tanto que, el segundo efecto Cotton en la longitud de onda mPs

corta (195 nm del cromUforo C=C) es negativo (figura 18).
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Figura 18. Regla de helicidad de benzoatos alSlicos.

AsS, si el benzoato alSlico constituye una quiralidad negativa del excitUn, el efecto Cotton de la

banda de transferencia de carga intramolecular del benzoato en 230 nm debe ser negativa [17a, 26].
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Por otro lado, el cromUforo olefSnico es perturbado asimRtricamente por la presencia de

sustituyentes alSlicos o por la rigidez del esqueleto, lo cual sobrepone efectos Cotton adicionales

complicando el anPlisis de la curva de DC debida al enlace doble. Por el contrario, la transiciUn

electrUnica en 230 nm del benzoato es afectada principalmente por la transiciUn del doble

enlace como resultado del acoplamiento dipolo-dipolo en sistemas no degenerados. Considerando lo

anterior, es posible determinar la configuraciUn absoluta de alcoholes alSlicos mediante el mRtodo

de la quiralidad del excitUn de benzoatos alSlicos [26].

2.3 MGtodos Computacionales

Las investigaciones teUricas tendientes al estudio del comportamiento de molRculas que

poseen flexibilidad conformacional, se ha basado en el empleo de mRtodos que incluyen la fSsica

clPsica (mecPnica molecular) o quSmica cuPntica (ab initio, DFT: teorSa del funcional de la

densidad). AsS, los estudios teUricos de molRculas orgPnicas o inorgPnicas requieren el uso de

expresiones matemPticas, las cuales describan los efectos recSprocos entre las partSculas (nWcleos

atUmicos y electrones) del sistema.

2.3.1 MecEnica Molecular [42]

Este mRtodo reduce el tiempo de cPlculos computacionales pues combina a los nWcleos

atUmicos y a los electrones en partSculas parecidas a Ptomos, las cuales son esfRricas con radios

medibles y poseen una carga neta computarizada. Los efectos recSprocos entre dichas partSculas

estPn basados en el potencial de resorte clPsico y estos determinan la distribuciUn espacial de las

partSculas y sus respectivas energSas. Las expresiones matemPticas del movimiento de resorte

pueden ser usadas para describir la capacidad de elongamiento, flexiUn o torsiUn del enlace. Por otro

lado, los Ptomos no enlazados interactWan en un Prea determinada mediante interacciones de tipo

van der Waals, mediante repulsiones estRricas y mediante atracciones o repulsiones electrostPticas.

El formalismo matemPtico de mecPnica molecular permite calcular geometrSas moleculares

(y sus energSas), las cuales pueden ser comparadas con las experimentales. AsS, la energSa de

mecPnica molecular VMM estP dada por la expresiUn denominada campo de fuerza (incluye la

descripciUn del comportamiento de los diferentes tipos atUmicos y de enlace):
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2.7)

donde, Vr es la energSa potencial resultante de la deformaciUn de la longitud del enlace, V es la

energSa potencial generada por la deformaciUn del Pngulo diedro, V la energSa potencial de la

deformaciUn del Pngulo de torsiUn, y Vnb la energSa potencial de los efectos recSprocos entre Ptomos

no enlazados (vRase arriba), [figura 19].

Figura 19. De izquierda a derecha: deformaciUn de la longitud del enlace, deformaciUn del Pngulo

diedro, deformaciUn del Pngulo de torsiUn y efectos recSprocos de no enlace.

Cada una de las expresiones individuales de energSa de la ecuaciUn de campo de fuerza

pueden ser descritas de la siguiente manera:

a) El potencial resultante de la elongaciUn del enlace entre dos Ptomos Vr, que depende de la

longitud r del enlace, se calcula por si mismo mediante la ley de Hooke:

2.8)

donde nb es el nWmero de enlaces, kb es la constante del resorte y r0 la distancia en equilibrio del

enlace.

b) En la deformaciUn del Pngulo de enlace, el cambio del Pngulo entre tres Ptomos enlazados puede

describir la deformaciUn de la longitud del enlace. El potencial de la deformaciUn del Pngulo de

enlace V , en dependencia del Pngulo de enlace , se calcula por si mismo de forma similar a la ley

de Hooke:

2.9)

donde nw es el nWmero de Pngulos de enlace, k , la constante de elasticidad del Pngulo de resorte, y

0 el Pngulo en equilibrio.
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c) La dinPmica de la deformaciUn del Pngulo de torsiUn entre cuatro Ptomos V , en dependencia del

Pngulo de torsiUn , se calcula por si mismo mediante una funciUn periUdica de la forma:

2.10)

donde nt es el nWmero de Pngulos de torsiUn, k el nWmero simRtrico de rotaciones, y Ak el potencial

de k veces el nWmero de rotaciones. es el desplazamiento del punto nulo del Pngulo de torsiUn

(desplaza la curva en funciUn del Pngulo de torsiUn y sincroniza la energSa V con la geometrSa

molecular calculada).

d) Los efectos recSprocos entre Ptomos no enlazados son debidos a los grados de libertad de

movimiento que presentan Rstos hasta interactuar mutuamente. La energSa de los efectos recSprocos

Vnb se expresa como una funciUn de la distancia rij mediante la suma en pares de las energSas de

todas las posibles interacciones entre los Ptomos i y j no enlazados:

2.11)

donde rij es la distancia entre el Ptomo i y el Ptomo j, Aij es la fuerza de las atracciones de van der

Waals (obtenida mediante medidas de polarizabilidad o cPlculos de mecPnica cuPntica), Bij es una

medida de la dureza del Ptomo (obtenido de datos cristalogrPficos), qi/j es la carga parcial de los

Ptomos i y/o j (obtenidos con cPlculos ab initio o semiempSricos). Los efectos recSprocos de no

enlace aumentan si la distancia rij entre los Ptomos i y j es mPs pequeTa que la suma de los radios de

van der Waals de los dos Ptomos. Los efectos recSprocos electrostPticos son expresados por un

potencial de Coulomb y son inversamente proporcionales a la distancia rij de los Ptomos, donde las

cargas de diferente signo tienen contribuciones negativas y cargas de signo igual tienen

contribuciones positivas.

2.3.2 QuHmica CuEntica [71]

Para llevar a cabo simulaciones de dinPmica cuPntica es necesaria una descripciUn

energRtica del sistema molecular en tRrminos de sus eigenestados (vectores cuya direcciUn no es

afectada durante transformaciones del espacio como rotaciUn, reflexiUn, etc.). La soluciUn de la

ecuaciUn de SchrVdinger independiente del tiempo (ESIT) proporciona la energSa total Etot de la

molRcula en un tiempo dado:
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2.12)

donde el operador de Hamilton molecular mol
� describe todas las interacciones entre los electrones

y nWcleos del sistema. Sin embargo, para una molRcula no existe una soluciUn analStica de la ESIT

por lo que se han desarrollado diferentes aproximaciones numRricas como la de Born-Oppenheimer,

la cual permite separar el movimiento de los nWcleos pesados del movimiento de los electrones

ligeros. AsS, para una molRcula de Nnuc nWcleos con masas Mn, momentos n
P
r
y cargas nucleares Zn

en las coordenadas Cartesianas
n
R
r
rodeadas por Nel electrones con masa me, momento jp

r y carga e

en las coordenadas jr
r , el operador Hamiltoniano molecular completo:

2.13)

incluye tRrminos para la energSa cinRtica de los electrones
el
T� , energSa cinRtica para los nWcleos

nuc
T� , energSa potencial por la interacciUn par CoulUmbica entre electrones

elel
V , nWcleos

nucnuc
V , y

entre electrones y nWcleos
nucel

V :

; ; ; ;

Debido a que los tRrminos del Hamiltoniano molecular dependen de las coordenadas

electrUnicas jr
r que actWan sobre la funciUn de onda el , es posible escribir la ecuaciUn de

SchrVdinger electrUnica para una geometrSa molecular estacionaria:

2.14)

cuya soluciUn provee la energSa electrUnica Eel y la funciUn de onda el
para una geometrSa

nuclear especSfica.

2.3.3 MGtodo de Hartree-Fock (HF)

Debido a que la ecuaciUn de SchrVdinger (ESIT) presenta un problema con el anPlisis multi-

partSculas, se han realizado aproximaciones como el mRtodo de Hartree-Fock. La ecuaciUn de

Hartree-Fock proporciona una soluciUn para el cPlculo de las eigenenergSas i y el espSn-orbital

i( i
x
r ) para cada electrUn i (el espSn-orbital es el producto de un orbital espacial i(

i
r
r ) que depende
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de la posiciUn del electrUn (
i
r
r ) y un espSn orbital ( ) o ( ) que depende de la coordenada de su

espSn):

2.15)

donde el operador de Fock F� consiste de un operador de una sola partScula h� , el cual describe el

moviento de un solo electrUn en el campo de la red nuclear, y del potencial de Hartree-Fock HF
V�

que describe la interacciUn de cada electrUn con los demPs, el cual tambiRn se compone del

operador de Coulomb jJ� y el operador de intercambio jK� . La ecuaciUn de Hartree-Fock es resuelta

calculando jJ� y jK� de forma interactiva generando nuevos espSn-orbitales hasta alcanzar la

convergencia (denominado entonces como campo de auto consistencia).

2.16)

2.3.4 TeorHa del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD-DFT)

La teorSa del funcional de la densidad estP basado en las densidades de carga (r) de

Hohenberg-Kohn, lo cual proporciona suficiente informaciUn para calcular las energSas

moleculares. En el primer teorema de Honenberg-Kohn se establece que el potencial molecular

completo V es un funcional de la densidad de carga (r) y que el potencial molecular es descrito

completamente por el operador de Hamilton H� , por lo que el estado basal total de muchas

particulas de la molRcula es tambiRn un funcional de (r):

2.17)

AsS, es posible calcular la energSa electrUnica total del sistema Eel mediante la minimizaciUn del

funcional de la densidad de carga, la cual depende de la densidad del electrUn el(r):

AnPlogamente a la ecuaciUn de Hartree-Fock, el potencial de Hartree-Fock HF
V� es remplazado por

el potencial DFT como:

2.18)
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donde, el primer tRrmino describe la interacciUn CoulUmbica electrUn-electrUn y XCV� es el potencial

debido a la energSa de correlaciUn e intercambio no clPsica.

La energSa calculada por DFT, dependiente de la densidad, es la suma de los funcionales de

energSa desde la energSa cinRtica de los electrones no interactuantes T[ ], su interacciUn con el

nWcleo V[ ], la repulsiUn electrUn-electrUn U[ ] y la energSa de correlaciUn e intercambio para la

correlaciUn no clPsica del electrUn EXC:

2.19)

La calidad del cPlculo por DFT depende de los funcionales usados para la energSa de

correlaciUn e intercambio. El funcional hSbrido B3LYP (Becke3LYP), que es una mezcla de

intercambio de Hartree-Fock con el funcional de correlaciUn e intercambio de DFT, es usado

comWnmente. En general, el funcional de correlaciUn e intercambio de DFT consiste del funcional

de intercambio Becke 1988 (B o B88) y el funcional de correlaciUn de Lee-Yang-Parr (LYP).

Para los cPlculos de los estados excitados electrUnicos se puede aplicar la teorSa del

funcional de la densidad dependiente del tiempo (TD-DFT) en la forma de un hSbrido funcional

(B3LYP) que mezcla el intercambio de Hartree-Fock con los funcionales de correlaciUn e

intercambio de DFT; ademPs, el cPlculo energRtico puede ser mPs eficiente incluyendo un grupo de

bases (doble- ) que describa funciones polarizadas.
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CapHtulo 3

3.1 �ustificaciIn

La familia Euphorbiaceae es reconocida por la diversidad estructural de los metabolitos

secundarios que se han aislado y caracterizado a partir de las especies que la integran. Como

ejemplos pueden mencionarse a los diterpenos de tipo ingenano [ingenol, 3a], jatrofano [2 -

hidroxijatrofano, 2b] y tigliano [prostratina, 7] (figura 20). AdemPs, es pertinente mencionar que los

informes en la literatura proporcionan evidencia de que ciertos diterpenos macrocSclicos de tipo

latirano y jatrofano inhiben la actividad de la glucoproteSna P (GPP), una proteSna transmembranal

glucosidada que estP involucrada en la resistencia de las cRlulas tumorales a la quimioterapia

anticancerSgena mediante la expulsiUn extracelular del fPrmaco [3c]. Por otra parte, ciertos

diterpenos de tipo ingenano y tigliano han mostrado actividad anticancerSgena y antiviral relevantes,

pero aun se desconoce su mecanismo de acciUn. Por ejemplo, un diterpeno de tipo ingenano

(ingenol-3,20-dibenzoato) aislado de Euphorbia esula mostrU actividad antineoplPsica relevante,

pero su sitio de acciUn no fue a nivel de proteSna-cinasa C como ha sido evidenciado para algunos

de sus anPlogos estructurales [27].
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Figura 20. Diterpenos biodinPmicos en la familia Euphorbiaceae.

Considerando la complejidad estructural que poseen los diterpenos macrocSclicos y los

diterpenos de tipo tigliano e ingenano, asS como la actividad anticancerSgena que han mostrado a

nivel de diferentes sitios celulares, resulta de interRs la realizaciUn de investigaciones tendientes al

descubrimiento de nuevos diterpenos bioactivos que puedan considerarse como molRculas lSderes

para el desarrollo de agentes antitumorales novedosos.
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3.2 HipItesis

Los antecedentes quSmicos y farmacolUgicos informados para las especies de los gRneros

Croton y Jatropha, pertenecientes a la familia Euphorbiaceae, han revelado que Rstas poseen una

gran diversidad estructural de metabolitos secundarios (diterpenoides, triterpenoides, flavonoides,

lignanos, pRptidos, etc); siendo los diterpenos macrocSclicos y sus derivados biogenRticos los de

mayor importancia farmacolUgica por sus propiedades citotUxicas, antitumorales, anti-inflamatorias,

etc. Con base en lo antes descrito, es posible suponer la presencia de productos naturales con

propiedades citotUxicas en especies selectas, relacionadas taxonUmicamente, de la familia

Euphorbiaceae.

3.3 Objetivo

Realizar la detecciUn de la actividad citotUxica de los extractos orgPnicos obtenidos de

ciertas especies de Croton y Jatropha; asS como el aislamiento biodirigido, la caracterizaciUn

estructural y las evaluaciones citotUxicas de los constituyentes puros que muestren propiedades

biolUgicas importantes frente a un panel de cinco lSneas celulares de tumores humanos.

3.4 Metas

Compilar la informaciUn bibliogrPfica referente a ciertas especies pertenecientes a los gRneros

Croton y Jatropha, cuyos criterios taxonUmico, etnomRdico, farmacolUgico y quSmico permitan

presuponer la presencia de productos naturales con actividad citotUxica.

Colectar muestras vegetales, con asesorSa de botPnicos, de cada una de las especies propuestas

en la meta anterior.

Realizar pruebas de extracciUn a escala analStica con disolventes de polaridad diversa y preparar

los extractos orgPnicos correspondientes a escala preparativa.
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Ponderar la bioactividad de los extractos orgPnicos mediante el ensayo de citotoxicidad (usando

el mRtodo colorimRtrico de la sulforrodamina B) frente a cinco lSneas celulares de tumores

humanos: colon (HCT-15), mama (MCF-7), leucemia (K-562 CML), sistema nervioso central (U-

251, glSas) y prUstata (PC-3) [28].

Realizar el fraccionamiento biodirigido de los extractos que hayan mostrado concentraciones

inhibitorias medias del crecimiento celular (CI50) menores o iguales a 20 �g/mL [30]. El

aislamiento y la purificaciUn de los constituyentes bioactivos se realizarP mediante la aplicaciUn de

diversos mRtodos cromatogrPficos y quSmicos convencionales [31].

Elucidar y caracterizar la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos,

mediante el anPlisis de sus propiedades espectroscUpicas, espectromRtricas, quirUpticas y quSmicas

(derivatizaciUn).

Determinar la configuraciUn absoluta de los productos naturales aislados mediante el mRtodo de

dicroSsmo circular y la aplicaciUn de reglas especSficas que han derivado de Rsta tRcnica; o bien,

mediante el mRtodo modificado de Mosher.

Realizar la simulaciUn teUrica del espectro electrUnico de dicroSsmo circular mediante la TeorSa

del Funcional de la Densidad Dependiente del Tiempo (TD-DFT) para confirmar la configuraciUn

absoluta establecida mediante dicroSsmo circular experimental.

Ponderar la actividad citotUxica de las substancias purificadas a partir de las fracciones

bioactivas mediante el ensayo de citotoxicidad (usando el mRtodo colorimRtrico de la

sulforrodamina B).

Correlacionar los resultados quSmicos y farmacolUgicos obtenidos en el presente trabajo con las

relaciones taxonUmicas y el uso etnomRdico informadas para las especies vegetales estudiadas.
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CapHtulo 4

4.1 SecciIn Experimental

4.1.1 Material y equipo

La separaciUn de los constituyentes presentes en los extractos orgPnicos vegetales se efectuU

mediante diversas tRcnicas cromatogrPficas, tales como: cromatografSa en columna a presiUn

reducida (CCPR), cromatografSa en columna relPmpago (CCR), cromatografSa de capa delgada

preparativa (CCDP), cromatografSa de placa preparativa (CPP), cromatografSa de lSquidos de alta

resoluciUn (CLAR). Las diferentes cromatografSas tuvieron como fase estacionaria sSlica gel (SiO2)

de 60 o 40 O, marca Macherey-Nagel, y malla 70/230, 100/200 ASTM. Los disolventes utilizados

como fase mUvil fueron hexano, acetato de etilo, acetona, diclorometano y metanol en distintas

proporciones. Las cromatografSas fueron eluSdas en fase normal excepto la realizada por CLAR,

mientras que la fase mUvil comprendiU el incremento gradual de polaridad (gradiente) y en otros

casos se efectuU de forma isocrPtica. En el caso de la tRcnica CLAR, se usU un aparato Waters

equipado con un detector de arreglo de diodos; la separaciUn se realizU mediante una columna

Lychrosorb 5 RP-18 (Phenomenex) de 5 � y de 250 mm de longitud 4 mm de diPmetro y con la

fase mUvil de gradiente de la mezcla CH3CN:H2O a temperatura ambiente. Por otra parte, el anPlisis

por cromatografSa en capa fina se efectuU en cromatofolios Alugram SilF/UV254. Como reveladores

se utilizaron una lPmpara de rayos UV Spectroline ENF-240C ( de 254 y 365 nm), una soluciUn de

sulfato cRrico amoniacal ((NH4)4Ce(SO4)4) al 1 % en Pcido sulfWrico 2N. Las cromatografSas en

capa fina preparativas se realizaron en placas Merck de 2 mm de grosor y una superficie de 20 20

cm, y en algunos casos se emplearon cromatofolios Alugram SilF/UV254. Los puntos de fusiUn se

determinaron en un aparato Fisher Johns y no fueron corregidos. Los espectros de espectroscopia

de infrarrojo se obtuvieron en un equipo Nicolet Magna FT-IR 750 en CHCl3, o bien, en pastilla de

KBr. Los espectros en el UV fueron determinados en un espectrofotUmetro Shimadzu-UV160. Los

espectros de dicroSsmo circular fueron determinados en un dicrUgrafo Jasco-J720. La determinaciUn

de la rotaciUn Uptica se realizU en un polarSmetro Perkin-Elmer 341. Los espectros de

espectrometrSa de masas se obtuvieron en un espectrUmetro marca Jeol JMS-AX505HA utilizando la

tRcnica de impacto electrUnico con un potencial de ionizaciUn de 70 eV, y una corriente de

ionizaciUn de 100 �a: y Jeol JMX-SX102A para la tRcnica de ionizaciUn por bombardeo rPpido de

Ptomos (FAB). Los espectros de RMN 1H y 13C se obtuvieron en los espectrUmetros: Varian Unity

300 (a 300/75 MHz) y Varian Unity Plus (a 500/125 MHz). Se utilizU como disolvente CDCl3, y en
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algunos casos se usU (CD3)2CO, CD3OD, DMSO-d6, C6D6 y Py-d5, siendo el estPndar interno

tetrametilsilano (TMS) para todos los casos (excepto para piridina deuterada). Los valores de

desplazamiento quSmico de los nWcleos observados estPn registrados en ppm. En algunos casos se

recurriU a experimentos bidimensionales de RMN como COSY, NOESY, DEPT, FLOCK, COLOC,

HSQC, HMBC, Desacoplamiento Homonuclear Diferencial 1D y NOE-diferencial 1D para la

asignaciUn inambigua de las seTales. Adicionalmente, el anPlisis por difracciUn de rayos X fue

realizado mediante un difractUmetro automPtico Bruker Smart Apex con un detector de Prea CCD y

usando radiaciUn monocromada de grafito Mo K ( = 0.71073 O).

4.1.2 Ensayo de citotoxicidad

Las lSneas celulares de tumores humanos, colon (HCT-15), mama (MCF-7), leucemia (K-

562), sistema nervioso central (U-251, glSas) y prUstata (PC-3), fueron proporcionadas por el

Instituto Nacional del CPncer de Estados Unidos de AmRrica. Las propiedades citotUxicas de las

muestras, extractos y compuestos puros frente a dichas cRlulas tumorales, fueron determinadas

usando el ensayo de crecimiento celular mediante el mRtodo colorimRtrico de la sulforrodamina B

(SRB, un colorante de uniUn a proteSnas) [28]. Las lSneas celulares fueron cultivadas en el medio

RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., Ltd., St. Louis, MO, USA), enriquecido con Suero Bovino Fetal

al 10%, 2 �M de L-glutamina, 100 IU/mL de penicilina G, 100 �g/mL de sulfato de estreptomicina

y 0.25 �g/mL de anfotericina B (Gibco). Se mantuvieron a 37 ^C en una atmUsfera de 5 % de CO2 y

95 % de humedad. Para realizar el ensayo, se tomaron suspensiones celulares de 5 104 cRlulas/mL

de K562 y MCF-7; 7.5 104 cRlulas/mL de U251 y PC-3; y 10 104 cRlulas/mL de HCT-15. Se

sembraron 100 �L de las suspensiones celulares en los pozos de un microplato (96 pozos) y se

incubaron para permitir la adhesiUn de las cRlulas a las paredes del pozo. DespuRs de 24 h de

incubaciUn se adicionaron 100 �L de cada muestra (las concentraciones probadas son descritas en la

secciUn de reultados y discusiones) y de la sustancia usada como control positivo. Transcurridas 48

h de haber agregado las sustancias a probar, las cRlulas adheridas fueron fijadas in situ mediante la

adiciUn de 50 �L de Pcido tricloroacRtico (TCA) frSo al 50 % (peso/vol) y se incubaron nuevamente

a 4 ^C por 60 min. El sobrenadante fue descartado y los platos fueron lavados tres veces con agua

destilada y luego secados con aire. Los cultivos fijados con TCA fueron coloreados con 100 L de

una soluciUn de SRB al 0.4% por 30 min. El exceso de colorante fue elimanado mediante lavados

con TCA. El colorante unido a proteSnas fue extraSdo con 10 �M de una base tris sin bufer. Las
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densidades Upticas de las soluciones coloreadas extraSdas fueron leSdas en un Lector Ultra de

Microplatos (Elx 808, BIO-TEK Instruments, Inc.), a una longitud de onda de 515 nm. Los

resultados fueron expresados como concentraciones inhibitorias medias (CI50) y fueron calculados

de acuerdo al protocolo de Monks [28], es decir, la curva dosis-respuesta fue graficada para cada

sustancia y la concentraciUn CI50 obtenida fue estimada mediante las ecuaciones de una regresiUn

lineal. Los valores de CI50 para las sustancias son dadas con el error estPndar (media ] error

estPndar) y se muestran en tablas en la secciUn de resultados y discusiones.

4.1.3 Detalles computacionales

Se generU la estructura de mSnima energSa de 118b usando el campo de fuerza MMX implementado

en el programa PCmodel v. 6.0 [42]. La estructura minimizada mediante mecPnica molecular fue

optimizada geomRtricamente mediante el nivel de teorSa DFT/B3LYP/H-W implementado en el

programa Gaussian 03 [69a]. Los cPlculos del espectro electrUnico de dicroSsmo circular fueron

realizados mediante el programa Gaussian 03 empleando el mRtodo TD-DFT, el hSbrido funcional

B3LYP y los potenciales efectivos del caroso de Hay y Wadt asociados al grupo de bases doble-

[69b, 69c]. Las fuerzas rotatorias fueron calculadas en el formalismo de velocidad y de longitud (los

valores resultaron muy similares). El espectro de DC fue simulado por la sobreposiciUn de la suma

de las funciones Gaussianas para cada estado de excitaciUn de acuerdo con [70]:

Donde es el ancho de la banda en la altura 1/e. E0a y R0a son las energSas de excitaciUn y las

fuerzas rotatorias para los estados 0 a a, respectivamente. Fue usado un valor de de 0.2 eV.
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CapHtulo 5

5.1 Resultados y Discusiones

5.1.1 SelecciIn del sistema de estudio

Para los fines planteados en este proyecto de investigaciUn, se realizU una revisiUn bibliogrPfica

exhaustiva a fin de elegir el material vegetal para el estudio quSmico y biolUgico. Para ello, se

consideraron las especies cuyos antecedentes en la literatura denotaran la presencia de diterpenos

macrocSclicos o sus derivados biogenRticos y se buscaron aquellas especies que guardaran

relaciones taxonUmicas con Rstas. AdemPs, se eligieron aquellas especies cuyo uso etnomRdico

reporta el tratamiento de verrugas y otras infecciones virales (virus del papiloma humano), tumores

y los sSntomas asociados a tumores [29]. Los resultados del anPlisis bibliohemerogrPfico

permitieron seleccionar 23 especies candidatas para el presente proyecto de investigaciUn (tabla 1).

Tabla 1. Especies pertenecientes a la familia Euphorbiaceae propuestas en este proyecto.

Familia Euphorbiaceae

Subfamilia GGnero SecciIn Especie

Eluteria C. reflexifolius, C. niveus, C.

shiedeanus

Valamea C. cortesianus, C. fragilis, C.

rhamnifolius, C. miradorensis

Lasyogine C. bilbergianus

Croton

Adenophyllum C. ciliato-glanduliferus

Peltatae J. podagrica, J. cathartica

Platyphyllae J. platyphylla (J. peltata)

Crotonoideae

Jatropha

Curcas J. pseudocurcas, J. rufescens, J.

hintonii

Tithymalus E. campestris, E. furcillata, E.

lathyris, E. orizabae, E. pelidion, E.

peplus

Galarrhaei E. spathulata

Euphorbiodeae Euphorbia

Adenopetalum E. heterophylla
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El trabajo de campo en los Estados de Veracruz, MRxico y Jalisco permitiU la colecta de

siete especies, de las cuales Croton niveus y Jatropha platyphylla coincidieron con las propuestas;

mientras que las otras fueron identificadas como Croton glabellus, C. alamosanus, C. roxanae, C.

pseudoniveus y Jatropha neopauciflora. No obstante, considerando el criterio taxonUmico, se

decidiU incorporar las Wltimas cinco especies al protocolo de investigaciUn. AsS, todas las muestras

vegetales, excepto J. neopauciflora, fueron separadas en dos partes: ramas y hojas (los frutos y las

flores se incluyeron con las hojas debido a su tamaTo pequeTo y a su escasez). Respecto de J.

neopauciflora sUlo se procesU la corteza. Los vegetales fueron secados a la sombra, pulverizados y

macerados en pequeTa escala (ca. 50 g) con disolventes de polaridad diversa: no polar (Hex),

polaridad media ((CH3)2CO) y polar (mezcla de CH2Cl2:CH3OH, 1:1). Se comparU el perfil quSmico

entre los extractos orgPnicos de cada especie mediante cromatografSa de capa delgada. Dicho

anPlisis permitiU elegir la mezcla polar (CH2Cl2:CH3OH, 1:1) como el mejor sistema de extracciUn

de los constituyentes presentes en las muestras vegetales.

5.1.2 DeterminaciIn de la actividad citotIxica

Los extractos de CH2Cl2:MeOH, obtenidos de la maceraciUn de las muestras vegetales,

fueron concentrados en un rotaevaporador hasta eliminaciUn del disolvente. Los residuos fueron

evaluados en el ensayo de citotoxicidad (usando el mRtodo colorimRtrico de la sulforrodamina B)

frente a un panel de cinco lSneas celulares de tumores humanos [MCF7 (mama), U251 (glSas),

HCT15 (colon), K562 (leucemia), PC3 (prUstata)]. Los resultados obtenidos del rastreo primario de

actividad a una concentraciUn de 50 �g/mL se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Actividad citotUxica* de los extractos orgPnicos de las especies de Croton y Jatropha a 50

�g/mL.

Extractos U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

C. glabellus (HDM/M) 66.15 89.09 75.98 83.97 76.06

C. glabellus (HA) 63.34 80.19 89.87 81.49 61.08

C. glabellus (HH) 56.50 75.71 92.22 71.74 59.89

C. glabellus (RA) 0 41.34 0 20.68 0

C. glabellus (RM) 0 32.80 1.62 12.82 18.95
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ContinuaciUn de la tabla 2. Actividad citotUxica* de los extractos orgPnicos de las especies de

Croton y Jatropha a 50 �g/mL.

Extractos U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

C. alamosanus (HDM/M) 53.05 66.99 83.96 76.88 55.55

C. niveus (HDM/M) 38.13 71.61 61.47 10.13 36.30

C. niveus (RDM/M) 0 0 56.22 0 0

C. roxanae (HDM/M) 22.24 67.93 55.78 17.83 72.94

C. pseudoniveus (HDM/M) 24.19 28.23 48.23 22.89 57.08

J. platiphylla (HDM/M) 19.72 55.62 47.30 17.94 47.57

J. neopauciflora (CDM/M) 94.80 73.50 88.60 71.80 50.60
*Valores expresados en % de inhibiciUn del crecimiento celular. HDM/M: Extracto de diclorometano:metanol de hojas.

HA: Extracto acetUnico de hojas. HH: Extracto hexPnico de hojas. RA: Extracto acetUnico de ramas. RM: Extracto

metanUlico de ramas. CDM/M: Extracto diclorometano:metanol de corteza.

Los resultados mostrados en la tabla 2 permitieron seleccionar los extractos que inhibieron

mPs del 50% del crecimiento celular, a fin de ponderar sus correspondientes concentraciones

inhibitorias medias (CI50) (tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones Inhibitorias Medias* de los extractos orgPnicos mPs activos.

Extracto U251 PC3 K562 HCT15 MCF7
C. niveus
(RDM/M) NP NP 43.77 � 1.34 NP NP
C. niveus
(HDM/M) > 100 71.78 � 10.5. 46.42 � 4.03 > 100 > 100

C. alamosanus
(HDM/M) 44.73 � 1.43 45.30 � 2.59 35.64 � 3.39 42.95 � 2.77 40.43 � 4.64
C. roxanae
(HDM/M) > 100 39.91 � 3.55 38.34 � 2.09 > 100 46.96 � 3.27

J.
neopauciflora
(CDM/M) 34.29 � 2.48 71.33 � 8.3 43.12 � 3.63 55.64 � 2.13 34.29� 1.63
C. glabellus
(HDM/M) NP NP 17.79 � 2.97 31.93 � 7.3 NP

Valores expresados en �g/mL � el error estPndar. NP: No Ponderada.
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Pezzuto et al. [30] establecieron que el criterio farmacolUgico para seleccionar un extracto

orgPnico citotUxico promisorio es aquel donde las muestras exhiben concentraciones inhibitorias

medias (CI50) menores a 20 �g/mL. Considerando lo anterior, el extracto orgPnico de hojas de C.

glabellus fue seleccionado ya que exhibiU una CI50 menor a 20 �g/mL contra la lSnea celular K562

(17.79 � 2.97 �g/mL, vRase tabla 3). AsS, el extracto orgPnico de C. glabellus fue sometido a

fraccionamiento biodirigido usando las lSneas celulares K562 y HCT15 para monitorear la actividad

citotUxica de las fracciones. Por el contrario, los extractos orgPnicos de hojas de C. alamosanus y el

de corteza de J. neopauciflora exhibieron CI50 comprendidas entre 31-43 �g/mL contra las lSneas

celulares K562, HCT15 y U251 (vRase tabla 3). A pesar de que las CI50 que exhibieron C.

alamosanus y J. neopauciflora sobrepasan el criterio establecido por Pezzuto et al. [30], se decidiU

realizar el estudio quSmico de sus correspondientes extractos orgPnicos con el fin de establecer la

identidad de las molRculas responsables de las actividades citotUxicas que mostraron dicho material.

Se tomU la decisiUn anterior ya que los resultados de las actividades citotUxicas pueden resultar

falsos positivos o negativos como consecuencia de la presencia de pigmentos, de la baja

concentraciUn a la que se encuentran las molRculas en los extractos, o bien debido a las

interacciones intermoleculares, por lo que es necesario el fraccionamiento y la evaluaciUn de

mezclas menos complejas de compuestos, o bien, de las substancias puras. Los materiales

seleccionados se analizaron de acuerdo al procedimiento fitoquSmico convencional [31], usando dos

de las lSneas celulares mPs sensibles a cada muestra (K562 y HCT15 para las especies de Croton, y

U251 y K562 para la especie de Jatropha) como las cRlulas piloto para realizar el fraccionamiento

biodirigido de los extractos orgPnicos.
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CapHtulo 6

6.1 QuHmica y evaluaciIn citotIxica de Croton glabellus

FotografSa 1. Croton glabellus.

6.1.1 Material vegetal

Croton glabellus fue colectada en Los Tuxtlas, Veracruz, MRxico, en Abril del 2003 y fue

identificada y verificada por la M. en C. VerUnica JuPrez Jaimes del Instituto de BiologSa de la

UNAM. Un espRcimen se encuentra depositado en el Herbario Nacional de la UNAM, con el

nWmero de registro: MEXU-1104456.

6.1.2 Antecedentes generales de C. glabellus

C. glabellus es una planta perenne que se distribuye desde MRxico (Veracruz, Quintana Roo,

Tabasco, Chiapas y Nayarit) hasta el Sur de AmRrica. Puede ser encontrada como un arbusto o un

Prbol de 2-3 m en zonas de clima cPlido (70 msnm) y tropical como el estado de Veracruz. Presenta

hojas ovaladas alternas y lisas de 5-16 cm, inflorescencias blancas con una estSpula amarilla en

racimos simples o solitarios; fruto capsular trilobado y verde. Es conocida tambiRn como C. nitens y

C. eleuteria. Los nombres comunes que se le atribuyen son: canela silvestre, algayubo, almizclillo,

quina blanca [32].

En la medicina tradicional de MRxico, las cocciones de hojas y corteza de C. glabellus son

apreciadas por sus propiedades anticancerSgenas, para aliviar cUlicos estomacales, infecciones de

heridas, detener hemorragias, como cauterizante, como anti-inflamatorio de testSculos, para curar

abscesos y granos bucales, etc. [32c]. Los antecedentes en la literatura indican que la especie nativa

de Colombia contiene compuestos con propiedades hipotensoras. Dichas propiedades fueron

atribuidas a la presencia de los flavonoides caracterizados como ayanina y quercetina.
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6.1.3 ExtracciIn y aislamiento de los compuestos de C. glabellus

Las hojas secas y pulverizadas de C. glabellus (5 kg) fueron maceradas en la mezcla de

CH2Cl2:CH3OH (1:1) por tres dSas en tres ocasiones sucesivas. Los macerados obtenidos fueron

concentrados a presiUn reducida lo que condujo a un residuo verde oscuro (270 g). El residuo fue

disuelto en 500 mL de la mezcla de CH2Cl2:CH3OH (1:1), adsorbido en 370 g de sSlica gel 60 (70-

230 mesh) y procesado mediante cromatografSa en columna a presiUn reducida sobre sSlica gel 60

(70-230 mesh) usando como eluyente Hex, mezclas de Hex:AcOEt, AcOEt y AcOEt:CH3OH en

orden creciente de polaridad. Los eluatos colectados (1L) fueron monitoreados mediante

cromatografSa analStica de placa delgada y reunidos de acuerdo a su similitud cromatogrPfica, lo que

permitiU la obtenciUn de 17 fracciones principales (diagrama 1). De manera simultPnea al proceso

de fraccionamiento, se identificaron algunos constituyentes que son muy comunes en las plantas

superiores; es decir, se estableciU la presencia de ceras, mezclas de Pcidos grasos y de carotenoides,

-sitosterol (115), -D-glucopiranUsido de -sitosterilo (125) y sacarosa (126) (diagrama 1). Los

Wltimos tres compuestos fueron identificados mediante la comparaciUn de algunas de sus

propiedades fSsicas (punto de fusiUn y RMN 1H y de 13C) con las informadas en la literatura.
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6.1.4 Fraccionamiento biodirigido del extracto de C. glabellus

Las fracciones principales fueron evaluadas en el ensayo de citotoxicidad frente a dos lSneas

celulares de tumores humanos. Los resultados obtenidos del rastreo de actividad a 50 �g/mL, de las

fracciones que mostraron porcentajes de inhibiciUn del crecimiento celular mayores al 70%, son

mostrados en la tabla 4.

Tabla 4. Rastreo de actividad citotUxica* de las fracciones obtenidas de C. glabellus.

Fracciones Principales
K562 (%) HCT15 (%)

D 98.8 82.18

E 98.68 70.99

F 98.94 100

G 98.11 100

H 98.33 100

I 98.61 100

J 98.18 97.33

K 98.79 88.21

L 98.67 100

M 98.62 100

N 96.38 38.31

O 100 42.79

P 77.36 46.48
*Los valores estPn expresados en porcentaje de inhibiciUn del crecimiento

Estas fracciones activas fueron reprocesadas mediante diversas tRcnicas cromatogrPficas

hasta el aislamiento y la purificaciUn de los constituyentes bioactivos. A partir de la fracciUn D se

aislaron 32.9 mg de -sitosterol (115) y no fue determinada su actividad citotUxica, pues es

conocido por los informes en la literatura, que es un metabolito secundario con propiedades

citotUxicas y antitumorales. Por otra parte, a partir de la fracciUn E se aislaron 32 mg del diterpeno

de tipo nor-clerodano 116 y 45 mg del labdano 118, siendo 118 el metabolito bioactivo (diagrama

2).
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Por otra lado, a partir de la fracciUn F se aislaron 952 mg de 118 como el compuesto activo.

De la fracciUn G se aislaron tres diterpenos de tipo labdano [117 (16 mg), 118 (4.11 g), 119 (28

mg)], 23 mg del flavonoide 120 y 3.6 mg del diterpeno de tipo cis-ent-clerodano 121, siendo las

sustancias 117-120, las responsables de la actividad. De las fracciones H-I se aislaron 436 mg de

118, 5.3 mg de la mezcla epimRrica de un diterpeno de tipo nor-clerodano (122 y 123) y 38 mg del
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flavonoide 120. A partir de la fracciUn J se aislaron 5 mg del flavonoide 124 y 57 mg de 117. De la

fracciUn K hasta la P se identificaron compuestos ubicuos en la naturaleza, es decir, se estableciU la

presencia del -D-glucopiranUsido de -sitosterilo (125) y sacarosa (126). Durante el proceso de la

caracterizaciUn estructural de los metabolitos secundarios aislados, se realizaron derivatizaciones

quSmicas con el fin de completar dicho proceso. AsS por ejemplo, se obtuvo el derivado diacetilado

118a a partir de 117 y de 118; y el derivado p-bromobenzoilado 118b a partir de 118 mediante

previa derivatizaciUn a 117. Cada uno de los compuestos aislados y purificados (excepto 115, 124-

126) fueron evaluados a 50 �M a fin de ponderar su potencial citotUxico (tabla 5).

Tabla 5. Actividad citotUxica* de productos naturales y derivados de C. glabellus.

Muestra U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

118a 33.89 70.48 64.04

119 57.2 93.89 65.18 59.46 40.47

117 100 86.26 100

120 100 70.09 100

116 29.17 20.05 41.16

118b 66.99 84.52 77.59
*Los valores estPn expresados en porcentaje de inhibiciUn del crecimiento

Los resultados mostrados en la tabla 5 permitieron seleccionar aquellos compuestos que

exhibieron porcentajes de inhibiciUn del crecimiento celular mayores al 70%. AsS, las actividades

citotUxicas (CI50) de los compuestos puros son mostradas en la tabla 6.

Table 6. Actividades citotUxicas* de los compuestos 117-120 y del derivado 118b.

Compuesto U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

117 34.2 � 7.06 18.30 � 1.80 33.94 � 8.92

118 19.83 � 0.56 31.93 � 7.30

118a 32.13 � 1.76 31.34 � 3.25

119 27.93 � 2.14 37.56 � 10.5 32.95 � 5.48

118b 60.77 � 5.46 29.82 � 1.24 44.12 � 5.10 46.82 � 6.02

120 18.32 � 6.07 16.64 � 4.20 20.69 � 1.23

Adriamicina 0.32 � 0.02 0.19 � 0.01 0.28 � 0.01 0.23 � 0.02 0.14 � 0.01
*Valores de CI50 (�M) � error estPndar. La adriamicina fue usada como el control positivo.
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6.2 Propiedades fHsicas de los compuestos de C. glabellus

6.2.1 -Sitosterol (115) [33]

Cristales incoloros (32.9 mg)

pf: 146-150 ZC

RMN 1H (300 MHz, CDCl3), : 5.35 (1H, d, J = 5.0, H-6), 5.16 (1H, dd, J = 8.0, 15.0, H-22), 5.02

(1H, dd, J = 8.0, 15.0, H-23), 3.55 (1H, m, H-3), 1.02 (3H, s, H-19), 0.97 (3H, d, J = 6.4, H-21),

0.84 (3H, t, H-29), 0.83 (3H, d, J = 6.7, H-26), 0.81 (3H, d, H-27), 0.68 (3H, s, CH3-C-13), 0.68-1.3

(28H, m)

RMN 13C (75 MHz, CDCl3), : 36.97 (C-1), 29.68 (C-2), 73.97 (C-3), 38.10 (C-4), 139.63 (C-5),

122.63 (C-6), 31.86 (C-7), 27.75 (C-8), 50.01 (C-9), 36.59 (C-10), 21.01 (C-11), 39.69 (C-12),

42.27 (C-13), 56.65 (C-14), 24.28 (C-15), 28.22 (C-16), 56.00 (C-17), 11.85 (C-18), 19.30 (C-19),

36.14 (C-20), 18.76 (C-21), 33.91 (C-22), 138.29 (C-22b), 26.04 (C-23) 129. 26 (C-23b), 45.82 (C-

24), 29.12 (C-25), 19.80 (C-26), 19.02 (27), 23.04 (C-28), 11.97 (C-29)

HO
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6.2.2 Austroinulina (117) [34]

SUlido blanco (35 mg)

Rf 0.41 (Hex:(CH3)2CO, 65:35)

Pf 76-78ZC

IR CHCl3 max 3415 (OH); 2928, 2872, 1389; 1641, 1008 y 900 cm
-1 (C=C)

[ ]D
25 + 24.77 (c = 0.44, MeOH)

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 6.86 (dd, J = 10.8, 17.2 Hz, H-14); 5.44 (t, J = 7.0 Hz, H-12); 5.20

(d, J = 17.3 Hz, H-15); 5.11 (d, J = 10.8 Hz, H-15); 3.79 (d, J = 9.3 Hz, H-7 ); 3.63 (dd, J = 9.6,

10.8 Hz, H-6 ); 2.45 (dt, J = 15.8, 5.5 Hz, H-11a); 2.24 (dt, J = 15.8, 5.8 Hz, H-11b); 1.79 (d, J =
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0.8 Hz, H-16); 1.56 (m, H-1a); 1.45-1.30 (5H, m, H2-2, H2-3, H-9 ); 1.18 (s, H-17); 1.16 (s, H-18);

1.15 (d, J = 10.8 Hz, H-5 ); 1.05-0.92 (m, H-1b); 1.01 (s, H-20); 0.90 (s, H-19)

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); 133.55 (C-14), 133.29 (C-12), 130.99 (C-13), 113.88 (C-15), 84.99

(C-7), 77.00 (C-8), 71.70 (C-6), 59.57 (C-9), 57.19 (C-5), 43.32 (C-3), 39.84 (C-1), 39.14 (C-10),

36.23 (C-18), 33.74 (C-4), 22.72 (C-11), 22.15 (C-20), 19.87 (C-16), 19.38 (C-17), 18.19 (C-2),

16.93 (C-19)

EM-IE+: m/z (% intensidad relativa) 322 (no observado), 304 (9, [M _ H2O]+), 286 (8, 304 _ H2O),

81 (94), 69 (90), 55 (73), 43 (100), 41 (82), 29 (19)
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6.2.3 6-O-Acetilaustroinulina (118) [34, 35]

SUlido blanco y cristales transparentes (5.541g)

Rf 0.50 (Hex:AcOEt, 55:45)

Pf 162-165ZC

[ ]D
25 + 34.2 (c = 1.0, CHCl3)

IR CHCl3 max 3581 (OH); 2932, 2875; 1726 (C=O); 1253 (C-O); 1641, 975 y 909 cm
-1 (C=C)

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 6.87 (ddd, J = 0.9, 10.8, 17.1 Hz, H-14); 5.44 (t, J = 7.2 Hz, H-12);

5.19 (d, J = 17.4 Hz, H-15); 5.12 (dd, J = 9.9, 11.4 Hz, H-6 ); 5.10 (dd, J = 11.4, 2.1 Hz, H-15);

3.46 (d, J = 10.2 Hz, H-7 ); 2.48 (ddd, J = 1.2, 4.5, 15.9 Hz, H-11a); 2.25 (dt, J = 6.0, 16.2 Hz, H-

11b); 2.12 (s, H3C-Ac); 1.79 (d, J = 1.2 Hz, H3-16); 1.61 (ddt, J = 13.0, 5.0, 1.5 Hz, H-1a); 1.56

(ddt, J = 13.5, 13.0, 4.0 Hz, H-2a); 1.41 (dt, J = 14.5, 5.0 Hz, H-2b); 1.40 (d, J = 11.0 Hz, H-5 );

1.39 (t, J = 5.5 Hz, H-9 ); 1.34 (dtd, J = 113.5, 5.0, 1.5 Hz, H-3a); 1.23 (s, H-17); 1.22 (m, H-3b);

1.01 (s, H-18); 0.96 (s, H-20); 0.95-0.97 (m, H-1b); 0.87 (s, H-19)
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RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); , asignaciUn: 171.81 (C=O-Ac), 133.61 (C-12), 133.16 (C-14),

130.99 (C-13), 113.79 (C-15), 83.67 (C-7), 76.89 (C-8), 73.19 (C-6), 59.15 (C-9), 56.49 (C-5),

43.39 (C-3), 39.81 (C-1), 39.39 (C-10), 35.99 (C-18), 33.33 (C-4), 22.75 (C-11), 22.17 (C-19),

21.79 (CH3-Ac), 19.85 (C-16), 19.54 (C-17), 18.03 (C-2), 16.75 (C-20)

EM-IE+: m/z (% intensidad relativa) 364 (no observado), 346 (10, [M _ H2O]+), 286 (65, 346 _

C2H4O2), 205 (95), 137 (67), 81 (93), 43 (100), 18 (10)

EM-FAB+: m/z (% intensidad relativa) 364 (1, M+), 347 (17, [M _ H2O]
+), 287 (55, 347 _ C2H4O2),

205 (25), 81 (100), 69 (38), 43 (35), 29 (7)

EM-AR-FAB+: Observado: m/z 347.2589; Calculado: 347.2586 [M _ H2O + H]+).
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6.2.4 DerivatiDaciIn quHmica de 6-O-acetilaustroinulina (118)

6.2.5 6,7-Diacetilaustroinulina (118a): 62.5 mg de 118 fueron disueltos en 1 mL de

piridina anhidra y luego se adicionU 1 mL de anhSdrido acRtico. La mezcla de reacciUn se mantuvo

en agitaciUn constante a temperatura ambiente por 3 h, se detuvo la reacciUn adicionando hielo y se

tratU con HCl 10 %, acetato de etilo y disoluciUn saturada de NaHCO3 de acuerdo al procedimiento

convencional. La fase orgPnica fue secada (Na2SO4), concentrada y el derivado acetilado fue

purificado mediante cromatografSa preparativa en capa delgada, usando como sistema de eluciUn

una mezcla de hexano:acetato de etilo 4:1.

Aceite amarillo (59 mg)

Rf 0.42 (hexano:AcOEt, 7:3)
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RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 6.85 (ddd, J = 0.8, 10.8, 17.2 Hz, H-14); 5.43 (t, J = 7.4 Hz, H-12);

5.29 (dd, J = 9.8, 10 Hz, H-6 ); 5.19 (d, J = 16.8 Hz, H-15); 5.10 (dd, J = 1.5, 10.8 Hz, H-15); 4.90

(d, J = 10.0 Hz, H-7 ); 2.45 (m, H-11a); 2.24 (m, H-11b); 2.06 (s, H3C(2b)-Ac); 2.01 (s, H3C(2bb)-

Ac); 1.78 (d, J = 1.2 Hz, H-16); 1.70-1.18 (m, H-1a, H-2a, H2b, H-9, H-5, H-3a, H-3b); 1.22 (s, H-

17); 0.97 (s, H-18); 0.95 (s, H-20); 0.95-0.97 (m, H-1b); 0.88 (s, H-19)
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6.2.6 7-p-BromobenDoHlaustroinulina (118b)

60 mg de 118 fueron sometidos a hidrUlisis en presencia de KOH 10 % (20 mL) obteniRndose 36

mg de 117. Posteriormente, 117 fue sometido al proceso de esterificaciUn con cloruro de p-

bromobenzoSlo en piridina anhidra por 24 h y tratado de manera convencional hasta la obtenciUn del

derivado p-bromobenzoilado 118b (29 mg). Cabe seTalar que, el producto mayoritario se esterificU

preferencialmente en la posiciUn 7, mientras que el alcohol de la posiciUn 6 no reacciona,

presumiblemente por el impedimento estRrico que origina el grupo p-bromobenzoato de la posiciUn

7. El producto fue purificado mediante CCDP usando Hex:(CH3)2CO (7:3) como eluyente.

SUlido blanco amorfo



56 Propiedades f3sicas de los compuestos de C. glabellus
UV [c 1.98 X 10-5, EtOH] 204 (log 4.48), 215 (log 4.17), 241 (log 4.62)

DC [c 1.98 X 10-5, EtOH] [ ]247 + 19 726, [ ]231 _ 5 464, [ ]208 + 5 914

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 7.94 (2H, d, J = 9.0 Hz, AA[MM[), 7.58 (2H, d, J = 8.7 Hz,

AA[MM[), 6.86 (ddd, J = 17.4, 10.8, 0.9 Hz, H-14), 5.45 (t, J = 7.8 Hz, H-12), 5.20 (d, J = 17.1 Hz,

H-15trans), 5.10 (dt, J = 10.8, 1.8 Hz, H-15cis), 5.02 (d, J = 9.9 Hz, H-7), 3.89 (dd, J = 11.2, 9.8

Hz, H-6), 2.50 (dt, J = 15.6, 5.1 Hz, H-11a), 2.23 (dt, J = 16.2, 6.0 Hz, H-11b), 1.78 (d, J = 1.2 Hz,

H3-16), 1.32 (s, H3-17), 1.27 (d, J = 11.1 Hz, H-5), 1.17 (s, H3-18), 1.01 (s, H3-20), 0.96 (s, H3-19)

EM-FAB+: m/z (% intensidad relativa) 504 (2, M+), 505 (3), 507 (2), 487 (7, 505 - H2O), 489 (3,

507 _ H2O), 183 (100, [C7H4OBr]
+), 185 (97, [C7H4OBr]

+), 81 (67, [C6H9]
+).

6.2.7 7-(E)-CinamoHlaustroinulina (118c): 118 (40 mg) fue sometido a una hidrUlisis

alcalina para obtener 117 (31 mg), el cual fue posteriormente esterificado con cloruro de (E)-

cinamoSlo en piridina anhidra hasta obtener 118c (23 mg). UV [c 4.42 X 10-5, MeOH] 238 (log

4.34), 277 (log 4.37); DC [c 4.42 X 10-5, MeOH] [ ]276 + 6 737, [ ]266 + 6 961, [ ]237 _ 15 667,

[ ]217 _ 10 710; RMN 1H (CDCl3, 300 MHz) 7.74 (d, J = 15.9 Hz, AB), 7.53 (m, 2H), 7.39 (m,

2H), 6.87 (ddd, J = 17.1, 10.5, 0.6 Hz, H-14), 6.52 (d, J = 16.2 Hz, AB), 5.46 (t, J = 7.5 Hz, H-12),

5.19 (dd, J = 17.1, 0.6 Hz, H-15trans), 5.10 (dt, J = 10.8, 1.5 Hz, H-15cis), 4.90 (d, J = 9.9 Hz, H-7 ),

3.85 (dd, J = 11.1, 9.9 Hz, H-6 ), 2.50 (dt, J = 15.9, 6.0 Hz, H-11a), 2.23 (dt, J = 16.2, 5.7 Hz, H-

11b), 1.78 (d, J = 1.5 Hz, H3-16), 1.27 (s, H3-17), 1.17 (s, H3-18), 1.02 (s, H3-19), 0.96 (s, H3-20)

6.2.8 PreparaciIn de los derivados esterificados (R)-MTPA y (S)-MTPA de 117 (118d

y 118e): 35 mg de 118 fueron hidrolizados con KOH/MeOH al 10 % hasta obtenciUn de 117 (16

mg). Luego, 2.0 mg de 117 fueron sometidos a reaccionar in situ (en un tubo de RMN) con 6 �L del

cloruro (S)-(+)- -metoxi- -(trifluorometil)fenilacetilo en 0.5 mL de piridina-d5 anhidra [41]. El

tubo de RMN fue agitado cuidadosamente para mezclar la muestra y posteriormente, el curso de la

reacciUn fue monitoreada cada 2 h, mediante RMN 1H, hasta que el Rster derivado (R)-MTPA

(118d) de 117 fue totalmente formado. RMN 1H (Piridina-d5, 300 MHz) 7.2619 (ddd, J = 17.31,

10.77, 0.78 Hz, H-14); 5.7948 (t, J = 7.64 Hz, H-12); 5.7794 (d, J = 9.24 Hz, H-7 ); 5.2552 (dd, J =

17.46, 2.37 Hz, H-15trans); 5.1547 (dt, J = 10.89, 1.59 Hz, H-15cis); 4.0128 (dd, J = 10.0, 8.97 Hz,

H-6 ); 2.9314 (m, H.11a); 2.4171 (m, H-11b). El procedimiento descrito para 118d, fue aplicado

para la formaciUn del Rster derivado (S)-MTPA (118e) de 117 a partir de la mezcla de
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reacciUn del cloruro (R)-(_)- -metoxi- -(trifluorometil)fenilacetilo (6 �L), piridina-d5 anhidra (0.5

mL) y 117 (2.0 mg). RMN 1H (Piridina-d5, 300 MHz) 7.1784 (ddd, J = 17.11, 10.83 Hz, H-14);

5.7429 (t, J = 7.6 Hz, H-12); 5.8456 (d, J = 9.9 Hz, H-7 ); 5.2474 (dd, J = 17.13 Hz, H-15trans);

5.1285 (dt, J = 10.86 Hz, H-15cis); 4.2793 (dd, J = 11.0, 10.83 Hz, H-6 ); 2.8732 (m, H.11a);

2.3764 (m, H-11b). El espectro de RMN 1H proporcionU evidencia sUlo de seTales debidas a la

esterificaciUn preferencial del alcohol de la posiciUn 7. En los espectros de RMN 1H de 118d y 118e

se observaron seTales debidas al cloruro y al Pcido de Mosher.

6.2.9 Isopropilidendioxiaustroinulina (119)

A partir de la fracciUn G se aislU el artefacto acetUnido derivado del producto natural austroinulina

(117), formado durante el proceso de separaciUn y purificaciUn por cromatografia en columna en la

cual se usU (CH3)2CO, CHCl3 y Hex como sistema de eluciUn. Cabe seTalar que no se ha reportado

previamente en la literatura este tipo de artefacto derivado de diterpenos de tipo labdano.

SUlido blanco (28 mg)

Rf 0.45 (hexano:acetona, 7:3)

Pf 106-108ZC

IR CHCl3 max 3460 (OH); 2985, 2921, 2874; 1230 (C-O); 1642, 1091, 896 cm-1 (C=C)

[ ]D25 + 40 (c = 0.075, MeOH)

RMN 1H (CD3COCD3, 500 MHz); 6.95 (ddd, J = 1.0, 11.0, 17.5 Hz, H-14); 5.48 (t, J = 7.0 Hz, H-

12); 5.13 (dd, J = 1.0, 17.0 Hz, H-15); 5.03 (dt, J = 10.8, 1.5 Hz, H-15); 3.61 (dd, J = 9.0, 11.0 Hz,

H-6 ); 3.49 (OH); 3.42 (d, J = 9.5 Hz, H-7 ); 2.50 (m, H-11a); 2.27 (m, H-11b); 1.74 (d, J = 0.5

Hz, H-16); 1.64-1.58 (2H, m, H-1a, H-2a); 1.42-1.34 (3H, m, H-2b, H-9 , H-3a); 1.35 (d, J = 0.5

Hz, H3-2b); 1.33 (d, J = 0.5 Hz, H3-3b); 1.26 (d, J = 11.5 Hz, H-5 ); 1.16 (m, H-3b); 1.18 (s, H-17);

1.04 (s, H-18); 0.97 (s, H-20); 0.96 (s, H-19); 0.93 (d, H-1b)

RMN 13C (CD3COCD3, 125 MHz); 135.68 (C-12), 135.04 (C-14), 130.48 (C-13), 113.48 (C-15),

108.89 (C-1b), 90.76 (C-7), 76.62 (C-6), 74.99 (C-8), 61.51 (C-9), 56.69 (C-5), 42.69 (C-3), 41.46

(C-10), 40.84 (C-1), 35.33 (C-18), 34.12 (C-4), 27.58 (C-3b), 27.06 (C-2b), 22.98 (C-11), 22.49 (C-

19), 19.97 (C-16), 19.04 (C-2), 18.60 (C17), 16.98 (C-20)

EM IE: m/z (% Intensidad relativa), 362 (1, M+), 361 (1, [M _ H]+), 344 (10, [M _ H2O]+), 286

(10), 195 (65), 137 (50), 81 (82), 43 (100), 41 (42), 18 (12)

EM-AR-FAB+: Observado: 363.2889; Calculado: 363.2899, [M + H]+).
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6.2.10 trans-Deshidrocrotonina (116) [10a, 10b]

SUlido blanco amorfo (32 mg)

Rf 0.32 (Hex:AcOEt, 75:25)

Pf: 135 ZC

[ ]D25 + 13 (c = 0.075, CHCl3)

IR CHCl3 max 2958, 2932, 2863; 1753 (C=O anillo -lactona); 1664 (C=O , -insaturado); 1504,

873 (anillo furano); 1154 (C-O); 1622 (C=C); 755 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 7.45 (2H, m, H-15, H-16); 6.41 (dd, J = 1.0, 1.7 Hz, H-14); 5.89

(quint, J = 1.0 Hz, H-3); 5.43 (t, J = 8.6 Hz, H-12 ); 3.18 (t, J = 1.2, 11.5 Hz, H-5 ); 2.54 (dd, J =

3.0, 15.6 Hz, H-1 ); 2.43 (dd, J = 13.9, 8.6 Hz, H-11a); 2.36 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, H-11b); 2.26

(dquint, J = 12.9, 3.0 Hz, H-6a); 2.19 (dd, J = 14.1, 15.6 Hz, H-1 ); 1.97 (t, J = 1.0 Hz, H3-18); 1.85

(m, H-7a); 1.80 (ddd, J = 3.0, 10.4, 13.9 Hz, H-10 ); 1.66-1.69 (m, H-7b); 1.66-1.69 (m, H-8 );

1.17 (m, H-6b); 1.16 (d, J = 6.6 Hz, H3-17)

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); , asignaciUn: 197.82 (C-2), 177.00 (C-20), 166.14 (C-4), 144.30 (C-

15), 139.32 (C-16), 126.69 (C-3), 125.10 (C-13), 107.97 (C-14), 72.35 (C-12), 51.40 (C-9), 46.20

(C-10), 41.70 (C-8), 40.49 (C-11), 39.72 (C-1), 39.54 (C-5), 30.08 (C-7), 28.15 (C-6), 22.04 (C-18),

17.61 (C-17)

EM-IE+: m/z (int. rel. %) 314 (45, M+); 161 (100); 134 (20); 121 (45); 95 (17); 91 (12); 77 (10); 67

(7); 41 (10)



Resultados y discusiones 59

H

CH3

O

1

3 5 7

9

11

13

15

16

17

20

18

H

O

O

O

H

116

6.2.11 MeDcla de cajucarinIlida (122) [10c] y 15-epi-cajucarinIlida (123)

De las fracciones H-I se aislU y purificU un sUlido color beige que se revela como una mancha negra

bien definida bajo la lPmpara de UV254nm y que revela cafR tenue con sulfato cRrico de amonio.

SUlido color beige (5.3 mg)

Rf 0.25 (Hex:(CH3)2CO, 3:2)

Pf 238-240 ZC

UV [c 5.78 X 10-5 M, MeOH] 205 (log 4.15), 235 (log 4.60)

DC [c 5.78 X 10-5M, MeOH] [ ]324 _ 8 399, [ ]271 + 2 506, [ ]243 _ 41 300, [ ]222 + 56 754

IR CHCl3 max 3273 (OH); 2962, 2859; 1753 (C=O anillo -lactona); 1661 (C=O , -insaturado);

1213, 1107 (C-O); 1620 (C=C); 755 cm-1

RMN 1H (CDCl3:DMSO-d6 3:1, 300 MHz); 7.08 (2H, t, J = 1.2 Hz, H-14b, H-14); 6.24 (t, J = 1.2

Hz, H-15b); 6.14 (dd, J = 1.2, 1.8 Hz, H-15); 5.87 (2H, sa, H-3b, H-3); 5.19 (2H, m, H-12b, H-12);

3.09 (2H, sa, H-5b, H-5); 2.60 (m, H-11a); 2.58 (m, H-1a); 2.51 (m, J = 13.8, 8.5 Hz, H-11ab); 2.34

(2H, m, H2-1b); 2.29 (m, H-11bb); 2.23 (2H, m, H-6ab, H-6a); 2.16 (m, H-11b); 2.12 (m, H-1b); 1.97

(6H, d, J = 1.0 Hz, H3-18b, H3-18); 1.82 (2H, m, H-7ab, H-7a); 1.77 (2H, m, H-10b, H10); 1.70 (2H,

m, H-8b, H-8); 1.68 (2H, m, H-7bb, H-7b); 1.19 (2H, td, J = 12.6, 3.3 Hz, H-6bb, H6b); 1.13 (3H, d,

J = 6.6 Hz, H3-17); 1.12 (3H, d, J = 6.6 Hz, H3-17b)

RMN 1H (CDCl3:DMSO-d6 3:1, 500 MHz); 7.09 (t, J = 1.0 Hz, H-14b) 7.08 (t, J = 1.2 Hz, H-14);

6.24 (t, J = 1.2 Hz, H-15b); 6.14 (dd, J = 2.0, 1.5 Hz, H-15); 5.87 (2H, dsept, J = 6.0, 1.5 Hz, H-3b,

H-3); 5.18 (2H, ddd, J = 10.5, 9.0, 2.0 Hz, H-12b, H-12); 3.11 (2H, m, H-5b, H-5); 2.61(4H, m, H-

11ab, H-11a, H2-1); 2.38 (dd, J = 15.5, 2.5 Hz, H-1ab); 2.30 (dd, J = 14.0, 9.0 Hz, H-11bb); 2.26

(2H, dquint, J = 13.5, 3.0 Hz, H-6ab, H-6a); 2.17 (dd, J = 14.5, 9.0 Hz, H-11b); 2.09 (m, H-1bb);
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1.97 (6H, d, J = 1.5 Hz, H3-18b, H3-18); 1.84 (2H, dt, J = 13.0, 7.0 Hz, H-7ab, H7a); 1.78 (2H, m,

H-10b,H-10); 1.72-1.65 (4H, m, H-8b, H-8, H-7bb, H-7b); 1.19 (2H, m, H-6bb, H-6b); 1.13 (3H, d, J

= 6.0 Hz, H3-17b); 1.12 (3H, d, J = 6.5 Hz, H3-17)

RMN 13C (CDCl3:DMSO-d6 3:1, 75 MHz); 197.53 (C-2b), 197.29 (C-2), 176.46 (C-20b), 176.40

(C-20), 168.50 (C-16b, C-16), 165.85 (C-4b), 165.60 (C-4), 144.56 (C-16b), 144.24 (C-14), 136.24

(C-13b), 135.95 (C-13), 126.62 (C-3b), 126.54 (C-3), 98.37 (C-15b), 98.18 (C-15), 71.54 (C-12b, C-

12), 50.89 (C-9b), 50.72 (C-9), 45.52 (C-10b, C-10), 41.54 (C-8b), 41.33 (C-8), 39.59 (C-1b), 39.41

(C-5b, C-5), 39.11 (C-1), 38.56 (C-11b), 38.19 (C-11), 29.92 (C-7b), 29.80 (C-7), 27.93 (C-6b),

27.87 (C-6), 21.81 (C-18b, C-18), 17.34 (C-17b), 17.24 (C-17)

RMN 13C (CDCl3:DMSO-d6 3:1, 125 MHz); 197.15 (C-2b), 196.87 (C-2), 176.04 (C-20b), 175.98

(C-20), 168.50 (C-16b, C-16), 165.44 (C-4b), 165.25 (C-4), 144.16 (C-16b), 143.82 (C-14), 135.68

(C-13b), 135.56 (C-13), 126.20 (C-3b), 126.13 (C-3), 97.95 (C-15b), 97.76 (C-15), 71.11 (C-12b, C-

12), 50.49 (C-9b), 50.32 (C-9), 45.10 (C-10b, C-10), 41.11 (C-8b), 40.92 (C-8), 39.16 (C-1b), 39.00

(C-5b), 38.94 (C-5), 38.69 (C-1), 38.14 (C-11b), 37.77 (C-11), 29.47 (C-7b), 29.36 (C-7), 27.47 (C-

6b), 27.42 (C-6), 21.43 (C-18b), 21.40 (C-18), 16.91 (C-17b), 176.82 (C-17)

EM-FAB+: m/z (int. rel. %) 693 (4, [2(M) + H]+), 347 (82, [M + H]+), 259 (51), 243 (100), 154 (80),

136 (68), 91 (32), 77 (30), 55 (25), 43 (18), 41 (21)
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6.2.12 Marrubiagenina (121) [36a]

SUlido blanco (3.6 mg)

Rf 0.37 (Hex:(CH3)2CO, 7:3)

Pf 174-175 ^C

[ ]D
25 + 54.4 (c = 0.18, CHCl3), ([ ]D

25 _ 60.5, c 0.9, CHCl3, [44]), ([ ]D
25 _ 58, c 2.3, CHCl3, [43])
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UV (c 9.03 x 10-5 M, MeOH) 225 (log 4.38); [MeOH, 208 nm, log 4.30, [44]]; [CH3CN, 209

nm, log 4.30, 36a].

DC (MeOH, c 9.03 x 10-5 M) [ ]210 _ 13 240; [ ]216 _ 9 946; [ ]242 + 18 886; [(MeOH, c 3 x 10-5 M)

[ ]205 + 5,300; [ ]215 0; [ ]235 _ 14,900, [44]]; [(MeOH, : 243 (+ 6.38) = [ ]243 + 21,054; 215 (-

2.16) = [ ]215 _ 7,128, [36a].

IR CHCl3 max 3500-2636, 1779 (CO-OH); 1746 (C=O anillo lactona); 1679 (C=O Pcido , -

insaturado); 1635 (C=C); 1267, 1173 (C-O) cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); 6.82 (t, J = 4.0 Hz, H-3); 5.86 (quint, J = 1.5 Hz, H-14); 4.76 (2H,

d, J = 2.0 Hz, H-16); 2.75 (ddd, J = 17.0, 11.5, 3.5 Hz, H-6 ); 2.40 (ddd, J = 13.0, 9.0, 4.0 Hz, H-

2 ); 2.27 (3H, m, H-2 , H2-12); 2.06 (m, H-1 ); 1.79 (dd, J = 15.5, 9.0 Hz, H-1 ); 1.73 (dd, J =

10.5, 7.3 Hz, H-11a); 1.55 (dd, J = 10.5, 7.0 Hz, H-11b); 1.47 (m, H-8 ); 1.40 (dd, J = 6.5, 1.0 Hz,

H-10 ); 1.32 (dddd, J = 16.0, 13.5, 3.0 Hz, H-7 ); 1.25 (3H, s, H3-19 ); 1.18 (dddd, J = 16.0, 14.0,

2.0 Hz, H-7 ); 1.11 (ddd, J = 16.5, 13.5, 3.0 Hz, H-6 ); 0.83 (3H, s, H3-20 ); 0.78 (3H, d, J = 6.5

Hz, H3-17 )

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 173.98 (C-15), 171.74 (C-18), 170.88 (C-13), 142.05

(C-3), 137.25 (C-4), 115.13 (C-14), 73.05 (C-16), 45.48 (C-10), 40.26 (C-9), 37.38 (C-8), 36.74 (C-

6), 36.33 (C-5), 35.24 (C-11), 33.35 (C-19), 28.47 (C-7), 24.28 (C-2), 22.22 (C-12), 17.88 (C-20),

16.95 (C-1), 15.91 (C-17)

EM-IE+: m/z (int. rel. %) 332 (7, M+), 333 (2, [M + H]+), 314 (67, [M _ H2O]+), 299 (100, [M _ CH3

_ H2O]
+), 271 (15), 203 (31), 125 (22), 111 (19, C6H7O2

+), 98 (16, C5H6O2
+), 91 (19), 69 (24), 57

(23), 55 (23), 41 (17), 28 (14)

HRFABMS: Observado: 333.2076; Calculado: 333.2066, C20H29O4, [M + H]+).
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6.2.13 5,7,4L-Trihidroxi-3-metoxiflavona o 3-O-metilkaempferol (120) [37]

SUlido amarillo amorfo (61 mg)

Rf 0.35 (Hex:(CH3)2CO, 3:2)

Pf 268-270 ^C

IR CHCl3 max 3494, 3125 (OH); 2942, 2732, 2588, 2492, 2378, 2101; 1650 (C=O , -insaturado);

1604; 1565, 1490, 1358, 1297, 1220, 1165, 1087, 1016, 837, 804, 717, 637, 576

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); HO-C(5) no fue observado en la regiUn de 11.0-12.0 ppm, 7.93 (dt,

J = 8.79, 2.04 Hz, H-6b, H-2b); 6.88 (dt, J = 9.09, 2.07 Hz, H-3b, H-5b); 6.33 (d, J = 2.09 Hz, H-8);

6.14 (d, J = 1.77 Hz, H-6); 3.90 (3H, s, H3-CO-C(3), los cuales correlacionaron, en el experimento

COLOC, con C-3 ( 139.42))

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); 179.96 (C-4), 165.83 (C-7), 163.04 (C-5), 161.63 (C-4b), 158.37 (C-

9), 157.97 (C-2), 139.42 (C-3), 131.39 (C-2b, C-6b), 122.55 (C-1b), 116.53 (C-3b, C-5b), 105.87 (C-

10), 99.75 (C-6), 94.76 (C-8), 60.49 (CH3-O)

EM-FAB+: m/z (int. rel. %) 301 (100, [M + H]+), 300 (35, M+), 286 (12, [M _ CH3]+), 154 (41), 136

(34), 121 (11), 107 (12), 89 (13), 77 (17), 55 (14), 41 (10)
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6.2.14 5,7,3L,4L-Tetrahidroxi-3-metoxiflavona (124) [38 ]

SUlido blanco amorfo (5 mg)

Rf 0.21 (Hex:AcOEt, 1:1)

Pf 254-256 ^C

IR CHCl3 max 3399 (OH); 2918, 2850; 2256, 2128 (Ar); 1653 (C=O , -insaturado); 1600, 1362,

1302, 1174, 1025, 1002, 823, 762 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 12.58 (s, HO-C(5)); 7.69 (d, J = 2.2 Hz, H-2b); 7.56 (dd, J = 8.4, 2.2

Hz, H-6b); 6.97 (d, J = 8.4 Hz, H-5b); 6.39 (d, J = 2.0 Hz, H-8); 6.29 (d, J = 2.2 Hz, H-6); 3.83 (3H,

s, H3-CO-C(3))
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RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); 177.98 (C-4), 163.38 (C-7), 161.46 (C-5), 156.26 (C-9), 155.17 (C-

2), 146.96 (C-4b), 143.85 (C-3b), 137.90 (C-3), 121.07 (C-1b), 120.73 (C-6b), 114.88 (C-2b), 114.61

(C-5b), 104.50 (C-10), 98.43 (C-6), 93.16 (C-8), 59.20 (CH3-O)

EM-IE+: m/z (int. rel. %) 316 (21, M+), 315 (20, [M _ H]+), 111 (36), 97 (58), 83 (62), 71 (64), 69

(73), 57 (100), 55 (67), 43 (62), 28 (72), 18 (63)

124

6.2.15 -D-glucopiranIsido de -sitosterilo (125) [39]

SUlido blanco-verdoso (1.45 g)

RMN 1H (Py-d5, 300 MHz); , (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn): 5.35 (t, J = 2.5 Hz, H-6), 5.04

(d, J = 7.69 Hz, H-1b), 4.55 (dd, J = 2.5, 11.77 Hz, H-6ba), 4.40 (dd, J = 5.2, 11.77 Hz, H-6bb), 4.27

(2H, t, J = 7.50 Hz, H-3b, H-4b), 4.04 (dd, J = 7.69, 7.50 Hz, H-2b), 3.98 (m, H-3), 3.96 (m, H-5b),

2.72 (ddd, J = 1.98, 4.69, 12.94 Hz, H-4a), 2.49 (ddd, J = 1.98, 12.94, 12.94 Hz, H-4b), 2.14 (m, H-

2a), 1.98 (dd, J = 4.3, 12.37 Hz, H-12), 1.95 (ddd, J = 16.0, 2.5, 7.0 Hz, H-7b), 1.85 (m, H-16b),

1.75 (m, 2b), 1.72 (m, H-1a), 1.68 (m, H-25), 1.60 (ddd, J = 2.5, 7.0, 16.0 Hz, H-7a), 1.57 (m, H-

15b), 1.42 (2H, m, H-11), 1.40 (2H, m, H-20, H-22a), 1.36 (m, H-8), 1.30 (2H, m, H28), 1.25 (3H,

m, H-16a, H-23), 1.10 (3H, m, H-12b, H-17, H-22b), 1.05 (m, H-15a), 1.00 (m, H-24), 0.98 (m, H-

1b), 0.98 (d, J = 6.5 Hz, H-21), 0.95 (m, H-14), 0.94 (s, H-19), 0.88 (d, J = 7.5 Hz, H-29), 0.86 (d, J

= 7.0 Hz, H-27), 0.85 (m, H-9), 0.84 (d, J = 7.0 Hz, H-26), 0.66 (s, H-18)

RMN 13C (Py-d5, 75 MHz); , asignaciUn: 140.95 (C-5), 121.90 (C-6), 102.57 (C-1b), 36.36 (C-

20), 12.13 (C-29), 78.54 (C-3b), 78.13 (C-5b), 78.38 (C-3), 75.27 (C-2b), 71.67 (C-4b), 62.82 (C-6b),

50.34 (C-9), 56.25 (C-17), 56.83 (C-14), 46.04 (C-24), 32.04 (C-8), 34.20 (C-22), 39.31 (C-4),

37.46 (C-1), 42.47 (C-13), 36.08 (C-10), 28.50 (C-16), 32.15 (C-7), 18.99 (C-21), 30.21 (C-2),

26.40 (C-23), 24.48 (C-15), 39.95 (C-12), 21.26 (C-11), 19.29 (C-30), 23.28 (C-28), 29.47 (C-25),

11.95 (C-18), 19.39 (C-19), 19.20 (C-26), 19.94 (C-27)
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6.2.16 Sacarosa (126) [40]

SUlido (400 mg)

Pf 179-182 ZC

IR (KBr), max: 3382, 2921, 1647, 1417, 1145, 1049, 925 cm-1

RMN 1H (300 MHz, CD3OD), : 5.38 (d, J = 3.84 Hz, H-1), 4.07 (d, J = 8.3 Hz, H-3b), 4.01 (t, J =

8.3 Hz, H-4b), 3.82 (m, H-5), 3.80 (2H, m, H-6), 3.75 (3H, m, H-1b, H-5b), 3.70 (m, H-3), 3.60 (2H,

m, H-6), 3.42 (dd, J = 3.5, 9.5 Hz, H-2), 3.34 (m, H-4)

RMN 13C (75 MHz, CD3OD), : 105.32 (C-2b), 93.65 (C-1), 83.75 (C-5b), 79.36 (C-3b), 75.71 (C-

4b), 74.61 (C-3), 74.38 (C-5), 73.19 (C-2), 71.34 (C-4), 64.03 (C-6b), 63.39 (C-1b), 62.219 (C-6)

EM-FAB+ m/z (int. rel.): 365 [M + Na]+ (6), 329 (30), 307 (34), 289 (13), 176 (42), 154 (100), 136

(61), 107 (12), 89 (11), 77 (10), 65 (4), 23 (4)
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6.3 DeterminaciIn estructural de los compuestos de C. glabellus

6.3.1 6-O-Acetilaustroinulina (118) [34, 35]

El compuesto 118 presentU un punto de fusiUn de 162-165 ZC. Del espectro de masas se

dedujo la fUrmula molecular C22H34O4 (M
+ = 364 (1%), 347.2586 [M _ H2O + H]

+), la cual integra

para 5 insaturaciones (espectro 1). En el espectro de infrarrojo (espectro 2) se observan bandas de

absorciUn en 3581 (hidroxilo), 1726 (carbonilo) y 1641, 975, 909 cm-1 (ligaduras dobles). Dichos

grupos funcionales pueden ser corroborados en el espectro de RMN 1H (espectro 3). Por un lado, las

seTales en 6.86 (ddd, J = 0.9, 10.8, 17.1 Hz, H-14), 5.19 (d, J = 17.4 Hz, H-15a) y 5.11 (dd, J =

1.2, 10.8 Hz, H-15b) pueden asignarse a un metino y a un metileno de una olefina terminal

conjugada a una ligadura doble trisustituida; esta Wltima, caracterizada por las seTales en 5.44 (t, J

= 7.2 Hz, H-12) y 1.79 (d, J = 1.2 Hz, H-16) correspondientes a un metino ( 133.60) y a un metilo

( 19.84), respectivamente. El dieno plano trans-conjugado fue confirmado por las correlaciones
1H-13C 3J (espectro 4) de las seTales correspondientes a H2-15 ( 5.19 y 5.11) con la seTal del

carbono cuaternario que aparece en 130.9 (C-13), y de la seTal asignada a H-14 ( 6.86) con el

carbono metSnico que resuena en 133.7 (C-12). Por otro lado, la seTal de H-12 resonante en 5.44

presenta correlaciones 1H-1H con las seTales que aparecen en 2.49 (ddd, J = 1.2, 4.5, 15.9 Hz, H-

11a) y 2.22 (m, H-11b) correspondientes a un metileno alSlico, mismas que correlacionan con una

seTal que resuena entre 1.36-1.42 (m) y que puede atribuirse a H-9.

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H puede observarse la presencia de una seTal doble

(J = 10.2 Hz) en 3.46 la cual correlaciona 1H-1H (espectro 5) con la seTal doble de dobles en

5.09 (J = 10.0, 10.0 Hz) que por su desplazamiento quSmico permite suponer su posiciUn geminal a

un Rster, el cual fue caracterizado como un acetoxilo debido a la presencia de las seTales en H 2.12

y C 21.79 para metilo y en C 171.81 para carbonilo. AdemPs, en el espectro de RMN
1H se

observan cuatro singuletes en 1.23, 1.01, 0.96 y 0.87, las cuales integran para 3 hidrUgenos y

pueden ser atribuidas a metilos, uno de ellos ( 1.23, H3-17) desplazado a campo bajo por estar

unido a un carbinol ( 76.89, C-8).

Considerando que el fragmento olefSnico justifica dos insaturaciones y que en el espectro de

IR se observa una banda de absorciUn caracterSstica de carbonilo, se puede deducir que las dos

insaturaciones restantes corresponden a una decalina, tambiRn deducida con base en las 22 seTales

observadas en el espectro de RMN 13C. El anPlisis de los experimentos HECTOR y COSY
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permitieron asignar las seTales de los hidrUgenos restantes y de sus correspondientes carbonos; asS,

el anPlisis del experimento FLOCK permitiU establecer sus conectividades y la posiciUn de cada

grupo funcional, confirmando la presencia de un diterpeno de tipo labdano (118). La comparaciUn

de las propiedades fSsicas descritas resultaron idRnticas a las informadas para el producto natural

denominado 6-O-acetilaustroinulina [34, 35], por lo cual puede establecerse la identidad de 118.
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La configuraciUn relativa de 118 fue deducida del espectro NOESY (espectro 6), en el cual

se observan interacciones relevantes entre H-14 y H2-11; entre H-12 y H-9 y H3-16; entre H-11a y

H3-20 y H-1 ; entre H11b y H3-17, entre H-6 y H3-20, H3-17 y H3-18; y entre H-7 y H-9 o H-

5 , principalmente (figura 21).
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Figura 21. Interacciones NOESY relevantes en 118.

La configuraciUn relativa de 118 quedU confirmada mediante el anPlisis por difracciUn de

rayos X de un cristal de la misma (figura 22, anexo 1).
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Figura 22. Estereovista ORTEP de 118.

Las observaciones espectroscUpicas descritas confirman la identidad de 118 con la de su

homUlogo informado en la literatura [34, 35], cuya configuraciUn absoluta permanece

indeterminada por las inconsistencias en las conclusiones publicadas en dos informes:

En 1987, Bohlmann y colaboradores determinaron la configuraciUn absoluta de 118

mediante el anPlisis de su homUlogo estructural 7-O-acetilaustroinulina (146) y mediante el mRtodo

de dicroSsmo circular y la aplicaciUn de la regla de los octantes [35c] para su derivado oxidado

146a (figura 23), el cual exhibiU un efecto Cotton negativo en su espectro de dicroSsmo circular

( 295 = _ 1.5, dato tomado de la ref. 35c).
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Figura 23. DerivatizaciUn quSmica de 146.

Los autores concluyeron que el efecto Cotton observado se debSa principalmente a la

contribuciUn de uno de los metilos del fragmento gem-dimetilo y concluyeron que 146 pertenece a

los diterpenos de la serie ent-labdPnica, pero no discutieron acerca de la posible contribuciUn

positiva o negativa del fragmento trans-olefSnico o de alguna otra parte de la molRcula. Por otro
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lado, se informU recientemente sobre la determinaciUn de la configuraciUn absoluta de 117 mediante

la aplicaciUn del mRtodo modificado de Mosher [35d], donde los autores concluyeron que 117

pertenece a los diterpenos de la serie labdPnica normal y sugirieron la revisiUn de la configuraciUn

absoluta asignada a 146 [35c]. Para esclarecer estas inconsistencias, se realizaron dos experimentos

tendientes a la aplicaciUn del mRtodo de dicroSsmo circular experimental y teUrico [17, 25, 69, 70] y

del mRtodo modificado de Mosher para determinar la configuraciUn absoluta de 118 [41].

Primero, un estudio conformacional de 118 y sus anPlogos estructurales 117, 118a, 119,

118b y 118c, condujeron al anPlisis de los datos de DC del derivado 146a y permitieron confirmar

la configuraciUn absoluta previamente asignada (serie ent-) [35c]. Para este propUsito, la

comparaciUn entre la conformaciUn de 118 en el estado sUlido y en disoluciUn (figuras 21 y 22)

permitieron establecer que Rstan son muy similares. Adicionalmente, se analizaron los espectros

NOESY de 117, 119 y de los derivados 118b y 118c, lo cual proporcionU evidencia de que la

orientaciUn del dieno plano trans-conjugado no es alterada por la presencia o ausencia de

sustituyentes en C-6 y C-7. En este contexto, la mayor parte del volumen molecular (el fragmento

olefSnico, parte del esqueleto de la decalina, el metilo CH3-20 y el grupo acetato) de la estructura de

mSnima energSa de 146a (modelada con el campo de fuerza MMX que estP implementado en el

programa PCmodel [42]) reside en octantes negativos (figura 24).

Figura 24. ConformaciUn de mSnima energSa 146a y aplicaciUn de la regla de los octantes.

Puede afirmarse que la configuraciUn absoluta de 146a mostrada en la figura 24 se deduce

por el efecto Cotton negativo informado ( 295 = _ 1.5), el cual es debido a la banda de transiciUn

elRctrica n del grupo carbonilo. Este anPlisis permite fundamentar y complementar la
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configuraciUn absoluta propuesta para 146 y sugiere que 117 y 118, informados como

constituyentes de la misma fuente que 146 [35c], poseen la misma configuraciUn absoluta (serie

ent). Para confirmar esto Wltimo y para establecer si la revision de la configuraciUn absoluta de 117

deberSa ser considerada [35d], 118 fue sometido a hidrUlisis alcalina obteniRndose 117, el cual fue

sometido a reacciUn in situ con cloruro de Pcido (S)_ y (R)_ -metoxi- -(trifluorometil)fenilacRtico

en piridina-d5 anhidra. Los correspondientes derivados esterificados de Mosher (118d y 118e)

fueron registrados en RMN de 1H y los valores de los desplazamientos quSmicos de hidrUgenos

selectos observados para el Rster (S)-MTPA (118e) fueron restados de sus homUlogos observados

para el Rster (R)-MTPA (118d) (figura 25). Las diferencias obtenidas de los desplazamientos

quSmicos entre los Rsteres de Mosher permitieron establecer la configuraciUn absoluta 7R para 118.

Este resultado indica que 118 pertenece a la serie de los diterpenos de tipo ent-labdano, como habSa

sido propuesto por Bohlmann [35c], y contrapone la propuesta en la revisiUn de la configuraciUn

absoluta de 117 [35d].
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Figura 25. Valores de S _ R (en ppm) de hidrUgenos selectos de los Rsteres (R)_MTPA (118d) y

(S)_MTPA (118e).

Para confirmar esta conclusiUn, 118 fue hidrolizado y esterificado para producir 118b, el

cual fue sometido a diversas tRcnicas de cristalizaciUn, pero no fue posible obtener cristales

adecuados para su anPlisis por difracciUn de rayos X. No obstante, considerando que 118b posee

dos cromUforos en su estructura y de acuerdo al mRtodo de la quiralidad del excitUn aplicado al

sistema benzoato-dieno [17a, 18, 22, 25], se decidiU analizar a 118b mediante el mRtodo de

dicroSsmo circular. El espectro de DC de 118b mostrU un primer efecto Cotton positivo en 247 nm y

un segundo efecto Cotton negativo en 231 nm, los cuales pueden ser atribuidos a las bandas de

transferencia de carga intramolecular del grupo p-bromobenzoato y del dieno plano
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conjugado trans, respectivamente. A pesar de la baja intensidad del efecto Cotton negativo en 231

nm, el espectro de DC de 118b muestra el patrUn caracterSstico de curvas de DC del excitUn

dividido presentando un primer efecto Cotton positivo (figura 27) [17a, 18, 22, 25], lo cual puede

ser confirmado mediante el anPlisis de los datos de DC del derivado 7-(E)-cinamoSlo 118c donde se

observan curvas efecto Cotton bisignadas de igual intensidad ([ ]276 + 6 737 y [ ]266 + 6 961, [ ]237

_ 15 667). AsS, y de acuerdo con el mRtodo de la quiralidad del excitUn, la quiralidad positiva

observada entre los momentos de transiciUn elRctrica de los cromUforos p-bromobenzoato y el dieno

plano trans-conjugado de 118b (figura 26), permitieron asignar la configuraciUn absoluta mostrada

en la estructura 118. De esta forma fue posible reafirmar que 118 pertenece a la serie de los

diterpenos ent-labdPnicos.

Figura 26. Quiralidad del excitUn del sistema benzoato_dieno de 118b.

La configuraciUn absoluta deducida del modelo de la figura 26 fue corroborada en el

presente trabajo mediante la simulaciUn teUrica del espectro de DC de 118b [70], y mediante la

aplicaciUn del mRtodo modificado de Mosher [41]. AsS, se generU la estructura de mSnima energSa

de 118b mediante el campo de fuerza MMX que estP implementado en el programa PCmodel.

Posteriormente, el confUrmero minimizado fue sometido a una optimizaciUn de geometrSa mediante

la teorSa del funcional de la densidad (DFT) empleando el hSbrido funcional B3LYP, junto con los

Potenciales Efectivos del Caroso (ECP) de Hay y Wadt, y sus grupos de bases doble- asociadas

[69b, 69c], como estP implementado en el programa Gaussian 03 [69a]. La geometrSa optimizada

fue tomada para realizar los cPlculos del espectro EDC mediante el nivel de teorSa TD-

DFT/B3LYP/H-W como estP implementado en el programa Gaussian 03. El espectro de DC

experimental y teUrico de 118b de la figura 27, muestra las curvas de DC caracterSsticas del excitUn

dividido debido a la interacciUn dipolo elRctrico-dipolo elRctrico de los cromUforos p-
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bromobenzoato y dieno trans-conjugado de 118b. Las energSas de excitaciUn calculadas mostraron

un desplazamiento batocrUmico de ca. 0.4 eV relativo a las transiciones experimentales; mientras

que, los efectos Cotton calculados exhibieron intensidades muy similares a las experimentales

(figura 27). El espectro de DC experimental fue reproducido adecuadamente por los cPlculos, ya

que el espectro de DC teUrico mostrU un primer efecto Cotton positivo en ca. 274 nm y un segundo

efecto Cotton negativo en ca. 256 nm confirmando la quiralidad positiva entre los momentos de

transiciUn elRctrica de los cromUforos p-bromobenzoato y dieno trans-conjugado de 118.

Figura 27. ComparaciUn entre el espectro electrUnico de DC experimental (lSnea azul) y teUrico

(lSnea negra) de 118a.

6.3.2 Austroinulina (117)

El compuesto 117 fue aislado como un sUlido blanco amorfo que funde a 76-78 ^C. Del

espectro de masas (espectro 7), en la modalidad de impacto electrUnico, se dedujo la fUrmula

molecular C19H22O4, la cual integra para cuatro insaturaciones. En el espectro de RMN 1H (espectro

8) se observa un patrUn de seTales muy similar al mostrado por el compuesto 118; es decir, se

observan las seTales caracterSsticas del fragmento trans-dieno conjugado en 6.86 (dd, J = 10.8,

17.2 Hz, H-14), 5.44 (t, J = 7.0 Hz, H-12), 5.20 (d, J = 17.3 Hz, H-15) y 5.11 (d, J = 10.8 Hz, H-

15); seTales de dos protones geminales a hidroxilos en 3.79 (d, J = 9.3 Hz, H-7 ) y 3.63 (dd, J =

9.6, 10.8 Hz, H-6 ); seTales de dos protones alSlicos en 2.45 (dt, J = 15.8, 5.5 Hz, H-11a) y 2.24

(dt, J = 15.8, 5.8 Hz, H-11b); y seTales para cinco metilos en 1.79 (d, J = 0.8 Hz, H-16), 1.18 (s,

H-17), 1.16 (s, H-18), 1.01 (s, H-20) y 0.90 (s, H-19), principalmente. En el espectro de IR se

observan las bandas de absorciUn para hidroxilo (3415 cm-1) y para olefina (1641, 1008 y 900 cm-1).

Por otro lado, en el espectro de RMN 13C se observan 20 seTales, lo cual, en complemento con lo



72 Determinaci4n estructural de los compuestos de C. glabellus
observado en el espectro de RMN 1H, permiten establecer la presencia de un diterpeno de tipo

labdano (117). Los valores de las constantes de acoplamiento observados para H-7 y H-6 indican

la misma configuraciUn mostrada en el compuesto 118. La comparaciUn de las propiedades fSsicas

exhibidas por 117 con las informadas en la literatura para estructuras relacionadas permiten

establecer la identidad de 117 como el producto natural denominado austroinulina [34].
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Por otra parte, la obtenciUn del derivado acetilado a partir de 117 permitiU comparar los

datos espectroscUpicos experimentales con los informados para el 6,7-diacetilaustroinulina (118a)

confirmando asS su identidad [35b]. La configuraciUn absoluta de 117 se establece como 7R, ya que

el derivado obtenido de la hidrUlisis alcalina de 118 exhibiU las mismas propiedades fSsicas de 117.

6.3.4 6,7-Isopropilidendioxiaustroinulina (119)

Durante el proceso de aislamiento y purificaciUn se aislU un sUlido blanco que funde a 106-

108 ^C. A partir del espectro de masas de alta resoluciUn, en la modalidad FAB, se dedujo la

fUrmula molecular C23H38O3 ([M + H]+: 363.2889, C23H39O3), la cual integra para cinco

insaturaciones. En el espectro de IR se observan bandas de absorciUn para hidroxilo (3460 cm-1) y

para olefSna (1642, 1091, 896 cm-1). En el espectro de RMN 1H (espectro 9) se observan las seTales

caracterSsticas de un diterpeno de tipo labdano, es decir, las seTales de un fragmento olefSnico [

6.95 (ddd, J = 1.0, 11.0, 17.5 Hz, H-14), 5.48 (t, J = 7.0 Hz, H-12), 5.13 (dd, J = 1.0, 17.0 Hz, H-

15), 5.03 (dt, J = 10.8, 1.5 Hz, H-15)], dos protones geminales a funciUn oxigenada [ 3.61 (dd, J =

9.0, 11.0 Hz, H-6 ); 3.49 (OH), 3.42 (d, J = 9.5 Hz, H-7 )], y siete metilos, principalmente [ 1.74

(d, J = 0.5 Hz, H3-16), 1.35 (d, J = 0.5 Hz, H3-2b), 1.33 (d, J = 0.5 Hz, H3-3b), 1.18 (s, H3-17); 1.04

(s, H3-18), 0.97 (s, H3-20), 0.96 (s, H3-19)]. La presencia de dos metilos adicionales ( 1.35 y 1.33)

y su desplazamiento quSmico a campo bajo permiten suponer que estos son parte de un fragmento

cetPlico. La observaciUn anterior se confirmU en el espectro de RMN 13C (espectro 10) por la

presencia de una seTal en 108.89 (C-1b), la cual puede ser atribuida a un carbono cetPlico en base
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a su desplazamiento quSmico a campo bajo. La evidencia del fragmento cetPlico puede ser atribuida

a la reacciUn de condensaciUn de la acetona, usada como parte del sistema de eluciUn en el proceso

de fraccionamiento, con el diol vecinal del compuesto 117 hasta formaciUn del artefacto 119.
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6.3.5 trans-Deshidrocrotonina (116) [10a, 10b]

A partir de la fracciUn E se purificU un sUlido blanco amorfo (32 mg) con punto de fusiUn

135 ZC. En su espectro de masas, en la modalidad de impacto electrUnico (espectro 11), presenta un

ion molecular en m/e 314 consistente con la fUrmula molecular C19H22O4 que integra para ocho

insaturaciones. En el espectro de IR se observan bandas de absorciUn en 1753 para carbonilo de una

-lactona cSclica, en 1664 para carbonilo , -insaturado, en 1504 y 873 para anillo de furano, y en

1154 cm-1 para carbinol. Los datos experimentales observables en los espectros de RMN resultaron

casi idRnticos con los informados para el diterpeno de tipo clerodano denominado como trans-

deshidrocrotonina (116). AsS, en el espectro de RMN 1H (espectro 12) se observa una seTal mWltiple

en 7.45 (2H, J = 1.0, 2.0 Hz, H-15 y H-16) y una seTal doble de doble (J = 1.0, 1.7 Hz, H-14) en

6.41 atribuidas a un anillo de furano cuyos carbonos pueden ser confirmados en el espectro de RMN
13C (espectro 13) por las seTales resonantes en 144.3 (C-15), 139.3 (C-16), 125.0 (C-13) y 107.9

(C-14). AdemPs, en el espectro de RMN 1H se observa una seTal triple ancha (J = 8.6 Hz, H-12) en

5.43 cuyo desplazamiento quSmico indica que se encuentra geminal a oxSgeno de una -espiro-

lactona. Por otra parte, se observa una seTal quSntuple ancha (J = 1.0 Hz) en 5.89 y una seTal

doble ancha (J = 1.0 Hz) en 1.97 atribuidas a un metino vinSlico (H-3) y a un metilo vinSlico (H3-

18), respectivamente. AdemPs, un hidrUgeno alSlico resonante en 3.18 (t, J = 11.5 Hz) y atribuido

a H-5 mostrU correlaciones 1H-1H con las seTales que resuenan en 2.26 (dq, J = 3.0, 12.9Hz, H-
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6a), 1.17 (m, H-6b) y 1.80 (ddd, J = 3.0, 10.6, 13.7 Hz, H-10). Adicionalmente, en el espectro de

RMN 1H se observa una seTal en 2.54 (dd, J = 3.0, 15.6 Hz, H-1ec), la cual correlacionU 1H-1H

con la seTal que resuena en 2.19 (dd, J = 14.1, 15.6 Hz, H-1ax). Las propiedades fSsicas descritas

previamente para el compuesto 116 permiten confirmar su identidad con la del producto natural

denominado trans-deshidrocrotonina [10a, 10b].
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Los valores de las constantes de acoplamiento exhibidas por H-1ec, H-1ax y H-5ax permiten

confirmar el arreglo conformacional mostrado en la figura 28, el cual puede apoyarse por el

desplazamiento quSmico a campo bajo que presenta el hidrUgeno alSlico (H-5) ya que se encuentra

en el vRrtice de desprotecciUn del oxSgeno del carbonilo de la posiciUn 20, lo que sugiere que este

Wltimo se encuentra orientado hacia la cara del biciclo. La configuraciUn absoluta de 116 fue

establecida mediante el mRtodo de DC y aplicaciUn de la regla de helicidad del benzoato alAlico [26,

10a, 10b].
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Figura 28. ProyecciUn conformacional de 116.

6.3.6 MeDcla de cajucarinIlida (122) [10c] y 15-epi-cajucarinIlida (123)

De las fracciones H-I se aislU y purificU un sUlido color beige que funde a 238-240 ^C. Del

espectro de masas se dedujo la fUrmula molecular C19H22O6, la cual integra para nueve
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insaturaciones (espectro 14). En el espectro de IR (espectro 15) se observan bandas de

absorciUn para hidroxilo (3273 cm-1), para carbonilo de un anillo -lactona (1753 cm-1), para

carbonilo , -insaturado (1661 cm-1) y para ligaduras dobles (1620, 755 cm-1), principalmente. En

el espectro de RMN 1H (espectro 16) se observa el siguiente patrUn de seTales: dos seTales de

protones vinSlicos que se encuentran a grupo carbonilo, los cuales resuenan en 7.09 (t, J = 1.0

Hz, H-14b) y 7.08 (t, J = 1.2 Hz, H-14); y dos protones hemiacetPlicos en 6.24 (t, J = 1.2 Hz, H-

15b) y 6.14 (dd, J = 2.0, 1.5 Hz, H-15), los cuales pueden ser corroborados, mediante correlaciones

HETCOR, con sus correspondientes carbonos resonantes en 97.95 (C-15b) y 97.76 (C-15).

Adicionalmente, puede observarse una seTal en 5.87 (2H, dsept, J = 6.0, 1.5 Hz, H-3b, H-3)

atribuida a dos protones vinSlicos; dos protones geminales a funciUn oxigenada de una -espiro-

lactona conjugada en 5.18 (2H, ddd, J = 10.5, 9.0, 2.0 Hz, H-12b, H-12); y cuatro metilos

resonantes en 1.97 (6H, d, J = 1.5 Hz, H3-18b, H3-18), 1.13 (3H, d, J = 6.0 Hz, H3-17b) y 1.12

(3H, d, J = 6.5 Hz, H3-17). Tanto el espectro de RMN 1H como el de 13C (espectro 17) presentaron

patrones duplicados de seTales, de las cuales un patrUn resultU idRntico a lo informado para el

producto natural denominado cajucarinUlida (figura 29) [10c].
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Figura 29. Desplazamientos de RMN 13C e 1H de la cajucarinUlida (122) [10c].

Cabe destacar que la presencia de seTales adicionales para otro grupo hemiacetal en 6.14

(H-15) y en 97.76 (C-15) indicaron la presencia del epSmero en C-15 de la cajucarinUlida y la

ausencia de su isUmero denominado isocajucarinUlida (figura 30) [10c], el cual exhibe un protUn
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vinSlico a grupo carbonilo en 6.12 (H-14) y un protUn hemiacetPlico en 6.19 (H-16) [datos

tomados de la ref. 10c].

H

H

177.0

17.5

41.8

51.4

30.2

28.2

39.9

45.9

39.5

199.1

126.7

167.9

22.1

H

H

H

H

H

H

H

H

H

H

1.14

1.68-1.76

1.79-1.84

1.212.28

3.11

5.91

2.52

2.09

1.79

1.68-1.76

O

H

O

O

O

OH

O

O

H

O

OH

O

O

O

170.3

98.1

165.2

118.5

73.0

37.8

H

H
H

6.19

6.12

5.32

2.48

2.01

H

Figura 30. Desplazamientos de RMN 13C e 1H de la isocajucarinUlida [10c].

AsS, el protUn vinSlico H-14 no fue observado en el espectro de RMN 1H de la mezcla de 122

y 123, sino mPs bien, fueron encontrados dos protones vinSlicos a grupo carbonilo ( 7.09 y 7.08)

y dos protones hemiacetPlicos ( 6.24 y 6.14). Los datos espectroscUpicos descritos proporcionan

suficiente evidencia de la presencia de la mezcla epimRrica (122 y 123) en C-15 del compuesto

denominado cajucarinUlida (figura 29).
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El espectro de DC de 122 y 123 exhibiU dos efectos Cotton negativos en 324 and 243 nm

(figura 31), los cuales pueden ser atribuidos a las bandas de transiciUn electrUnica n y

, respectivamente.
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Figura 31. Espectro de DC de la mezcla epimRrica 122 y 123.

Con base en la regla de helicidad de enonas [17, 19], el efecto Cotton negativo observado

para la banda de transiciUn en 243 nm estP relacionado a la helicidad negativa del sistema

enona (C(4)=C(3)_C(2)=O), la cual confirma la elipticidad molecular observada en el espectro de

DC ([ ]243 = _ 41 300) estableciendo la configuraciUn absoluta mostrada en las estructuras 122 y

123.

6.3.7 Marrubiagenina (121) [36a]

El compuesto 121 fue aislado como un sUlido blanco Upticamente activo ([ ]D25 + 54.4) con

la fUrmula molecular C20H28O4 establecida mediante el anPlisis de su espectro de masas en la

modalidad FAB (espectro 18) y confirmada por 20 seTales observadas en el espectro de RMN 13C

(espectro 19). El espectro de IR (espectro 20) exhibiU bandas de absorciUn para Pcido carboxSlico

(HO, 3500-2636 y 1779 cm-1; C=O, 1679 cm-1) y para carbonilo de lactona (C=O, 1746 cm-1). En el

espectro de RMN 1H (espectro 21) se observan patrones de espSn similares a los descritos para la

mezcla epimRrica de 122 y 123; es decir, mostrU dos protones vinSlicos posicionados y a grupo

carbonilo en 6.82 (t, J = 4.0 Hz, H-3) y 5.86 (quint, J = 1.5 Hz, H-14), respectivamente; una

seTal simple con una integral para dos hidrUgenos resonante en 4.76 (2H, d, J = 2.0 Hz, H-16) y se

atribuye a dos hidrUgenos magnRticamente equivalentes y geminales a una funciUn oxigenada.
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AdemPs, el espectro de RMN 1H exhibiU tres seTales simples en 1.25 (3H, s, H3-19), 0.83 (3H, s,

H3-20) y 0.78 (3H, d, J = 6.5 Hz, H3-17), las cuales integran para tres hidrUgenos y pueden ser

atribuidas a metilos. Las propiedades fSsicas descritas para 121 fueron casi idRnticas a las

informadas para los diterpenos de tipo cis-clerodano denominados marrubiagenina (figura 32) [43]

y Pcido anfiPcrico (figura 33) [44].
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Figura 32. Desplazamientos de RMN 13C e 1H de la marrubiagenina [43].
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Figura 33. Desplazamientos de RMN 13C e 1H del Pcido anfiPcrico [44].

AsS, los valores de los desplazamientos quSmicos de RMN 1H y de 13C de las figuras 32 y 33

permitieron confirmar la estructura del compuesto 121 cuya configuraciUn relativa fue confirmada

de acuerdo a lo observado en el experimento NOESY (espectro 22), en el cual H-10 ( 1.40)

interaccionU con H3C-C5 ( 1.25), que posee orientaciUn .
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Los informes en la literatura sugieren que las configuraciones absolutas de los diterpenos de

tipo cis-clerodano se pueden establecer mediante RMN 1H [36b]; es decir, el desplazamiento

quSmico de H3-20 a campo alto ( 0.84) define la fusiUn de un 5 ,10 -cis-clerodano. El metilo

H3-20 de 121 mostrU un desplazamiento quSmico de 0.83, lo que confirma su configuraciUn

absoluta 5 ,10 -cis-ent-clerodano. La configuraciUn absoluta de 121 se puede confirmar mediante

la comparaciUn de sus propiedades de rotaciUn Uptica y DC con las informadas para la

marrubiagenina y el Pcido anfiPcrico. Cabe mencionar que la marrubiagenina fue reportada por

primera vez como el producto de la hidrUlisis Pcida del glucUsido denominado marrubiPsido (vRase

abajo, 147) [36a] y posteriormente como un constituyente natural aislado a partir de Baccaris

sagittalis (figura 33) [43]. El Pcido anfiPcrico ([ ]D
25 _ 60.5^) y el producto natural denominado

marrubiagenina ([ ]D
25 _ 58^) exhibieron signos negativos de rotaciUn Uptica, mientras que el

compuesto 121 ([ ]D
25 + 54.4^) mostrU rotaciUn positiva. Los signos negativos de rotaciUn Uptica

informados para el Pcido anfiPcrico y para el producto natural denominado marrubiagenina, no son

congruentes con sus estereoquSmicas relativas informadas; por lo que estas molRculas deben ser

referidas como la misma si consideramos el signo observado para 121. Por otra parte, aun cuando la

rotaciUn Uptica de la aglicona derivada del marrubiPsido no fue informada, sS fueron reportados los

datos de su espectro de DC, por lo que la elipticidad molecular observada para dicha molRcula

puede ser comparada con la informada para el Pcido anfiPcrico y la encontrada para 121. AsS, la

aglicona derivada del marrubiPsido ([ ]243 + 21 054) [36a] y el compuesto 121 ([ ]242 + 18886)

(figura 34) exhibieron efectos Cotton positivos, mientras que el Pcido anfiPcrico mostrU un efecto

Cotton negativo ([ ]235 _ 14 900) [44], lo cual indica que son enantiUmeros.
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Figura 34. Espectro de dicroSsmo circular del compuesto 121.

Para establecer las correspondientes configuraciones absolutas, se consideraron los datos de

DC informados para el dieno derivado 121b (figura 35), el cual mostrU elipticidades positivas en

293 ( + 14.8) y en 219 nm ( + 2.5) [datos tomados de la referencia 36a]c.
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Figura 35. DerivatizaciUn quSmica del producto natural marrubiPsido (147) [36a].

Aplicando la regla de helicidad del dieno [20], puede deducirse que el enantiUmero del

dieno derivado que contribuye al efecto Cotton positivo tiene la configuraciUn absoluta mostrada en

la estructura 121. El cambio conformacional del anillo B (de silla a bote) o la influencia de la alquil-

lactona unida a C-9 no afectan en la aplicaciUn de la regla de helicidad del dieno. AsS, la aplicaciUn

� Los autores tomaron los datos de DC del derivado 121b con la finalidad de establecer la fusion cis
de la decalina del producto natural denominado marrubiPsido [36a].
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de la regla del cuadrante-dieno (figura 36) muestra que el hidrUgeno alSlico unido a C-10 y la

helicidad del sistema dieno constituyen las principales contribuciones positivas al efecto Cotton

observado.
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Figura 36. AplicaciUn de la regla de helicidad del dieno para 121b.

Considerando lo anterior, puede establecerse que 121 y la aglicona derivada de 147 poseen

la misma configuraciUn absoluta, mientras que la correspondiente al Pcido anfiPcrico y al producto

natural denominado marrubiagenina deben ser referidas como se muestra en la estructura del Pcido

anfiPcrico (figura 33) [44]. AsS, 121 representa un nuevo producto natural cuya configuraciUn

absoluta queda determinada como 5S,10R mediante la aplicaciUn del mRtodo de DC retomando e

interpretando los datos informados por Tschesche et al. [36a]; es decir, se estableciU que 121

pertenece a los diterpenos de la serie cis-ent-clerodanos.

Por otra parte, los compuestos 115 [33], 120 [37], 124 [38], 125 [39] y 126 [40] fueron

identificados mediante la comparaciUn de sus propiedades fSsicas con las informadas en la literatura

para sus homUlogos estructurales.
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CapHtulo 7

7.1 QuHmica y evaluaciIn citotIxica de Jatropha neopauciflora

FotografSa 2. Jatropha neopauciflora.

7..1.1 Material vegetal

Jatropha neopauciflora fue colectada en TotomWchil, Estado de MRxico, a 13 Km de

Coyotepec con direcciUn a AcatlPn, en Abril de 2003. Fue identificada y verificada por el Dr. Jaime

JimRnez RamSrez de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Un espRcimen de la misma se encuentra

depositado en el Herbario Facultad de Ciencias de la UNAM, con el nWmero de registro 089165.

7.1.2 Antecedentes generales de J. neopauciflora

J. neopauciflora es un arbusto perenne endRmico de MRxico de 2 m de altura. Se le

encuentra en ciertas zonas arenosas y en vegetaciUn que va desde matorrales xerUfitos hasta selva

baja. Presenta flores rosadas.

Los antecedentes etnomRdicos informan que el lPtex de la planta es usado para tratar

infecciones cutPneas y bucales. Las propiedades antibacterianas del lPtex han sido informadas

recientemente [45]. En el presente proyecto se considerU el estudio quSmico de J. neopauciflora con

el fin de proporcionar evidencia sobre el tipo de compuestos responsables de la actividad citotUxica

(determinada en este trabajo) que exhibiU el extracto orgPnico de la corteza del Prbol y presuponer

sobre los compuestos responsables de la actividad antibacteriana que mostrU el lPtex extraSdo de la

corteza de la misma planta [45].
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7.1.3 ExtracciIn y aislamiento de los compuestos de J. neopauciflora

Los tallos de Jatropha neopauciflora fueron descortezados y deshidratados a temperatura

ambiente. La corteza seca (500.6 g) fue pulverizada y macerada en una mezcla de CH2Cl2:CH3OH

(1:1) en tres ocasiones sucesivas. El residuo obtenido de las maceraciones (17.04 g) fue disuelto en

metanol caliente. El filtrado metanUlico fue concentrado y despigmentado con carbUn

activado/etanol hasta la obtenciUn de un residuo amarillo (10.19 g). El residuo despigmentado fue

evaluado frente cinco lSneas celulares de tumor humano (tabla 2 y 3), lo que permitiU elegir a las

lSneas U251 (glSas) y K562 (leucemia) para el rastreo de la actividad citotUxica durante el

fraccionamiento del residuo despigmentado. Dicho residuo fue adsorbido en 18 g de sSlica gel 60

(70-230 mesh) y fraccionado por cromatografSa en columna a presiUn reducida sobre gel de sSlice 60

(70-230 mesh, 200 g) usando como eluyente Hex, mezclas de Hex:AcOEt, AcOEt, (CH3)2CO y

mezclas de (CH3)2CO:CH3OH en orden creciente de polaridad. Se colectaron eluatos de 200 mL y

se monitorearon mediante cromatografSa analStica para reunirlas de acuerdo a su similitud

cromatogrPfica en 13 fracciones principales. Las fracciones fueron evaluadas en el ensayo de

citotoxicidad mediante el mRtodo colorimRtrico de la sulforrodamina B a 50 �g/mL (tabla 7).

Tabla 7. Rastreo primario de actividad citotUxica* de las fracciones principales obtenidas del

extracto de Jatropha neopauciflora.

Muestra U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

JNCDMM 94.80 73.50 88.60 71.80 50.60

FracciUn 2 100 100

FracciUn 3 100 100

FracciUn 4 100 97.80

FracciUn 5 100 95.70

FracciUn 6 91.81 65.90

FracciUn 7 11.50 100

FracciUn 8 97.50 100

FracciUn 9 100 100

FracciUn 10 44.59 87.70

FracciUn 11 22.32 60.3
*Los valores estPn expresados en porcentaje de inhibiciUn del crecimiento
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Las fracciones 3-11 fueron procesadas, mediante diversas tRcnicas cromatogrPficas y de

cristalizaciUn, hasta el aislamiento y la purificaciUn de sus constituyentes (diagrama 3).
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La actividad citotUxica que mostraron las fracciones 3-6 puede ser atribuida a la presencia de

dos triterpenos de tipo lupano, los cuales fueron caracterizados como calenduladiol (128) y 3 -

trans-cumaroiloxi-16 -hidroxi-20(29)-lupeno (140) (tabla 8). Cabe mencionar que se identificaron

otros triterpenos de tipo lupano y taraxano, que no fueron purificados, pero que pudieran estar

asociados con la actividad citotUxica que mostraron las fracciones, segWn los informes en la

literatura [46].

Tabla 8. ConcentraciUn inhibitoria media del extracto y de 128 y 140.

Muestras U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

128 48.44 � 4.31 44.16 � 1.62 31.41 � 3.55 > 100 > 100

140 41.04 � 6.91 > 100 > 100 > 100 > 100

Adriamicina 0.32 � 0.02 0.19 � 0.01 0.28 � 0.01 0.23 � 0.02 0.14 � 0.01

CI50 (�M) � error estPndar. Adriamicina usada como control positivo.

Por otra parte, el estudio quSmico de las fracciones 3-11 permitiU el aislamiento, la

purificaciUn y la caracterizaciUn de compuestos informados en la literatura: lupeol (127),

calenduladiol (128), germanicol (129), -sitosterol (115), -D-glucopiranUsido de -sitosterilo

(125), sacarosa (126), 5-hidroxi-6,7-dimetoxicumarina (130) y 6,7-dimetoxicumarina (131).

Adicionalmente, se caracterizaron sesquiterpenos novedosos: 1R,2R-diacetoxi-4(15)-cicloaxeno

(132); 1R,2R-dihidroxi-4(15)-cicloaxeno (133); (2R)- -cadin-4-en-2,10-diol (134); (2R)- -cadin-

4,9-dien-2-ol (135); 1R,2R-dihidroxi-4-isodaucen-14-ol (136); 1 ,2 -isopropilidendioxi-4-

isodaucen-14-ol (137); (1R,2R,5S,6S,7S,10S)*-5-epi-eudesm-4(15)-eno-1 ,2 ,6 -triol (138);

(1R,2R,5S,6S,7R,10S)*-ax-4(15)-eno-1 ,2 -7 -triol (139). TambiRn, se caracterizaron nuevos

triterpenos pentacSclicos como 3 -trans-cumaroiloxi-16 -hidroxi-20(29)-lupeno (140) y 3 -trans-

cumaroiloxi-16 -hidroxi-18-oleaneno (141) [diagrama 4 y sus subdiagramas (vRase pagina 90), en

los cuales se explica la metodologSa empleada para la purificaciUn de cada uno de los compuestos].
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A continuaciUn se muestra esquemPticamente el proceso empleado en la purificaciUn de

cada uno de los constituyentes presentes en las fracciones 4-8 del extracto de J. neopauciflora.
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7.2 Propiedades fHsicas de los compuestos de J. neopauciflora

7.2.1 (1R,2R)-Diacetoxi-4(15)-cicloaxeno (132)

Aceite Amarillo (14 mg)

Rf 0.60 (Hex:(CH3)2CO, 75:25)

[ ]D
25 = + 23.52^ (0.085, CHCl3)

IR (pelScula): 3076, 3017, 2956, 2872, 1746, 1650, 1460, 1368, 1245, 1040, 905 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 5.38 (d, J = 10.5 Hz, H-1 );

4.89 (t, J = 2.0 Hz, H-15a); 4.86 (t, J = 2.0 Hz, H-15b); 4.84 (ddd, J = 5.5, 10.5, 11.0 Hz, H-2 );

2.63 (ddd, J = 1.0, 5.0, 12.5 Hz, H-3 ); 2.46 (ddt, J = 13.0, 11.0, 1.5 Hz, H-3 ); 1.95 (d, J = 3.5 Hz,

H-5 ); 1.18 (dt, J = 7.5, 3.5 Hz, H-6 ); 0.55 (dt, J = 7.5, 3.0 Hz, H-7 ); 1.33 (m, H-8 ); 1.88 (dd, J

= 6.5, 13.5 Hz, H-9 ); 0.90 (m, H-9 ); 0.90 (m, H-11; 0.91 (6H, sa, H3-12, H3-13); 0.86 (s, H3-14);

2.06 (s, H3-2b); 2.01(s, H3-2bb).

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 75.43 (C-1), 72.03 (C-2), 36.46 (C-3), 141.49 (C-4),

60.47 (C-5), 31.24 (C-6), 47.73 (C-7), 24.57 (C-8), 42.33 (C-9), 58.41 (C-10), 32.13 (C-11), 21.85Y

(C-12), 21.65Y (C-13), 17.98 (C-14), 114.35 (C-15), 171.06 (C-1b), 20.94 (C-2b), 170.32 (C-1bb),

21.07 (C-2bb).

EM-FAB+ m/e (int. rel. %) 321 [M + H]+ (10), 261 [C2H4O2
+] (20), 218 [261-C2H3O]

+ (18), 201

[261- C2H4O2+] (81), 145 [201-C4H8+] (100), 43 [C4H8+] (55).

EM-AR-FAB: Observado 321.2074 ([M + H]+, C19H29O4 ; calc. 321.2066).
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7.2.2 (1R,2R)-Dihidroxi-4(15)-cicloaxeno (133)

Aceite transparente (23 mg)

Rf 0.36 (Hex:(CH3)2CO, 75:25)

[ ]D
25 + 17.06 (c = 0.17, MeOH)

IR (pelScula): 3379, 3073, 3010, 2955, 2929, 2872, 1647, 1462, 1379, 1048, 895, 659 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 3.63 (d, J = 9.5 Hz, H-1 );

3.47 (ddd, J = 4.5, 9.5, 11.0 Hz, H-2 ); 2.48 (ddd, J = 13.0, 5.0, 1.5 Hz, H-3 ); 2.36 (ddt, J = 13.0,

11.0, 1.5 Hz, H-3 ); 1.90 (d, J = 3.0 Hz, H-5 ); 1.06 (dt, J = 7.0, 3.5 Hz, H-6 ); 0.41 (dt, J = 9.0,

3.0 Hz, H-7 ); 1.10 (m, H-8 ); 2.45 (dd, J = 13.5, 6.0 Hz, H-9 ); 0.92 (m, H-9 ); 0.74 (dsept, J =

8.5, 6.5 Hz, H-11); 0.92 (s, H3-12); 0.93 (s, H3-13); 0.91 (s, H3-14); 4.78 (d, J = 1.5 Hz, H-15a);

4.78 (d, J = 1.5 Hz, H-15b); 2.72 (sa, OH)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 77.7 (C-1), 72.1 (C-2), 39.8 (C-3), 144.8 (C-4), 61.2

(C-5), 32.1 (C-6), 48.1 (C-7), 25.1 (C-8), 42.7 (C-9), 58.6 (C-10), 32.5 (C-11), 22.0 (C-12), 21.9 (C-

13), 17.8 (C-14), 112.6 (C-15)

EM-IE: m/e (int. rel. %) 236 (32, [M]+), 218 (20), 203 (23), 175 (40), 161 (39), 147 (58), 139 (100),

121 (69), 105 (55), 91 (56), 41 (44)

EM-AR-FAB: Observado 237.1848 ([M + H]+, C15H25O2; calc. 237.1855)
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7.2.3 1,2-Bis-trans-cinamoHl-4(15)-cicloaxeno (133a):

7 mg de 133 fueron sometidos a reacciUn con cloruro de trans-cinamoSlo en piridina anhidra (en

presencia de malla molecular 4 O) hasta la obtenciUn de un aceite transparente 133a (1 mg), el cual

fue purificado mediante HPLC [Lichrosorb 5 RP-18 column, 250 X 4 mm; eluciUn de gradiente:

H2O:CH3CN (3:7), flujo: 1 mL/6 min, cambio de proporciones H2O:CH3CN (3:7 to 1:9), flujo: 1

mL/14 min]. UV (c 1.21 X 10-5 M, MeOH): 217 (log 4.40), 232 (log 3.69), 278 (log 4.59). DC

(c 1.21 X 10-5M, MeOH): [ ]267 + 62 664, [ ]297 _ 43 986.
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7.2.4 (2R)- -Cadin-4-en-2,10-diol (134)

Aceite transparente (10 mg)

Rf 0.34 (Hex:(CH3)2CO, 7:3)

[ ]D
25 _ 34.76 (c = 0.07, CHCl3)

IR (pelScula): 3413, 2957, 2928, 2870, 1673, 1460, 1377, 1195, 1041 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 1.61 (m, H-1 ); 4.13 (ddd, J =

10.5, 8.0, 6.5 Hz, H-2 ); 1.93 (m, H-3 ); 2.43 (dd, J = 17.5, 6.5 Hz, H-3 ); 5.50 (dcuart, J = 5.5,

2.0 Hz, H-5); 2.55 (ddd, J = 10.5, 5.5, 5.0 Hz, H-6 ); 1.21 (m, H-7 ); 1.42 (2H, m, H-8); 1.60 (2H,

m, H-9); 1.90 (m, H-11); 0.82 (d, J = 7.0 Hz, H3-12); 0.87 (d, J = 7.0 Hz, H3-13); 1.45 (s, H3-14);

1.66 (s, H3-15)

RMN 1H (C6D6, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 1.48 (dd, J = 9.0, 3.5, Hz, H-

1 ); 3.90 (ddd, J = 11.0, 8.5, 6.5 Hz, H-2 ); 1.66 (m, H-3 ); 2.11 (dd, J = 16.5, 6.0 Hz, H-3 ); 5.38

(dquart, J = 5.5, 2.0 Hz, H-5); 2.72 (ddd, J = 10.5, 5.5, 5.0 Hz, H-6 ); 1.16 (m, H-7 ); 1.33 (2H, m,

H-8); 1.66 (2H, m, H-9); 1.96 (dsept, J = 7.0, 3.5 Hz, H-11); 0.87 (d = 7.0 Hz, H3-12); 0.86 (d, J =

7.0 Hz, H3-13); 1.42 (s, H3-14); 1.56 (s, H3-15); 3.24 (s, OH)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 52.29 (C-1), 67.33 (C-2), 42.69 (C-3), 131.07 (C-4),

125.06 (C-5), 36.74 (C-6), 44.17 (C-7), 19.68 (C-8), 35.04 (C-9), 72.43 (C-10), 27.10 (C-11), 15.39

(C-12), 21.49 (C-13), 31.32 (C-14), 22.88 (C-15).

RMN 13C (C6D6, 125 MHz); , asignaciUn: 52.41 (C-1), 66.94 (C-2), 43.14 (C-3), 131.11 (C-4),

125.72 (C-5), 37.02 (C-6), 44.67 (C-7), 19.97 (C-8), 35.19 (C-9), 71.76 (C-10), 27.46 (C-11), 15.52

(C-12), 21.70 (C-13), 32.01 (C-14), 22.98 (C-15).

EM-FAB+ m/e (int. rel. %): 239 (3, [M + H]+), 154 (100), 221 (7, 239 _ H2O), 203 (10, 221 _ H2O),

154 (100, [M _ C10H18O]+), 136 (90, 154 _ C10H16), 55 (98, C4H7+), 43 (89, C3H7+).

EM-AR-FAB: Observado: 239.2030 ([M + H]+, C15H27O2; calc. 239.2011)
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7.2.5 2-p-BromobenDoHl- -cadin-4-en-10-ol (134a): 5 mg de 134 fueron sometidos a

reacciUn con cloruro de p-bromobenzoSlo en piridina anhidra (en presencia de malla molecular 4 O)

hasta obtener 4 mg de un aceite transparente de 134a. UV (c 4.76 X 10-5 M, MeOH): 206 (log

4.30), 218 (log 3.94), 244 (log 4.40). DC (c 4.76 X 10-5M, MeOH): [ ]252 _ 9 489.

7.2.6 (2R)- -Cadin-4,9-dien-2-ol (135)

Aceite transparente (5 mg)

Rf 0.45 (Hex:(CH3)2CO, 75:25)

[ ]D
25 _ 6.6 (c = 0.075, MeOH)

IR (pelScula): 3420, 2957, 2925, 2855, 1672, 1460, 1378, 1052 cm-1

RMN 1H (C6D6, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 2.14 (t, J = 6.0 Hz, H-1 ); 3.97

(dd, J = 11.5, 5.0 Hz, H-2 ); 1.75 (m, H-3 ); 2.06 (d, J = 17.0 Hz, H-3 ); 5.24 (dcuart, J = 5.0, 1.5

Hz, H-5); 2.43 (s, H-6 ); 1.31 (m, H-7 ); 1.97 (m, H-8 ); 1.80 (m, H-8 ); 5.38 (m, H-9); 1.78 (m,

H-11); 0.83 (d, J = 6.5 Hz, H3-12); 0.90 (d, J = 6.5 Hz, H3-13); 1.73 (d, J = 1.5 Hz, H3-14); 1.56 (d,

J = 1.5 Hz, H3-15)

RMN 13C (C6D6, 125 MHz); , asignaciUn: 43.11 (C-1), 68.97 (C-2), 37.93 (C-3), 131.01 (C-4),

125.46 (C-5), 34.95 (C-6), 43.08 (C-7), 24.91 (C-8), 123.07 (C-9), 133.83 (C-10), 27.15 (C-11),

18.82 (C-12), 21.22 (C-13), 23.43 (C-14), 23.65 (C-15).

EM-IE+ m/e (int. rel. %) 220 (5, [M]+), 219 (10, [M _ H]+), 149 (40), 71 (70), 57 (100), 43 (60), 41

(32).

EM-AR-FAB+ m/e Observado: 221.1902, [M + H]+, C15H25O; Calculado 221.1905
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7.2.7 (1R,2R)-Dihidroxi-4-isodaucen-14-ol (136)

Aceite amarillo (51 mg)
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Rf 0.62 (Hex:(CH3)2CO, 6:4)

[ ]D25 = _ 40 (c = 0.055, CHCl3)

IR (pelScula): 3622, 3457, 2975, 2927, 2895, 1449, 1391, 1046, 877 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 3.25 (d, J = 9.0 Hz, H-1 );

3.57 (ddd, J = 12.0, 9.0, 3.0 Hz, H-2 ); 2.46 (2H, m, H-3); 5.48 (d, J = 4.5 Hz, H-5); 2.11 (dd, J =

9.5, 5.5 Hz, H-6 ); 1.76 (2H, m, H-7 , H-8); 1.35 (m, H-8); 1.96 (m, H-9); 1.52 (2H, m, H-9 y H-

11); 0.88 (d, J = 6.5 Hz, H3-12); 0.84 (d, J = 7.0 Hz, H3-13); 3.95 (2H, s, H2-14); 0.96 (s, H3-15)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 87.70 (C-1), 69.52 (C-2), 35.60 (C-3), 137.75 (C-4),

132.15 (C-5), 48.81 (C-6), 50.35 (C-7), 24.83 (C-8), 39.98 (C-9), 49.31 (C-10), 32.11 (C-11), 21.93

(C-12), 19.27 (C-13), 67.82 (C-14), 14.78 (C-15)

EM-IE: 254 (4, [M]+), 253 (3, [M _ H]+), 236 (50, [M _ H2O]
+), 193 (49), 178 (68), 175 (65), 123

(100), 95 (78), 43 (66), 41 (59)

EM-AR-FAB: 255.1967 ([M + H]+, C15H27O3; calc. 255.1960)
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7.2.8 1,2,14-Tris-p-bromobenDoHl-4-isodauceno (136): 10 mg de 136 fueron sometidos a

reacciUn con cloruro de p-bromobenzoSlo en piridina anhidra (malla molecular 4 O) hasta obtenciUn

de 8 mg de 136a. UV (c 5.50 X 10-6M, MeOH): 207 (log 4.67), 220 (log 4.37), 244 (log 4.75).

DC (c 5.50 X 10-6M, MeOH): [ ]237 + 73 587, [ ]254 _ 121 296.

7.2.9 1 ,2 -Isopropilidendioxi-4-isodaucen-14-ol (137)

Aceite amarillo (15 mg)

Rf 0.25 (Hex:(CH3)2CO, 6:4)

[ ]D
25 = _ 47.5 (c = 0.12, MeOH).

IR (pelScula): 3421, 2956, 2934, 2872, 1688, 1457, 1374, 1170, 1125, 1067, 1046, 797 cm-1
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RMN 1H (C6D6, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 3.30 (d, J = 9.0 Hz, H-1 ); 3.58

(ddd, J = 11.0, 8.5, 2.0 Hz, H-2 ); 2.22 (dt, J = 13.5, 1.5 Hz, H-3 ); 2.51 (ddd, J = 14.0, 2.0, 1.0

Hz, H-3 ); 5.45 (dd, J = 3.5, 1.0 Hz, H-5); 1.91 (m, H-6 ); 1.72 (m, H-7 ); 1.32 (2H, m, H-8); 1.87

(m, H-9 ); 1.42 (m, H-9); 1.55 (m, H-11); 0.80 (d J = 6.5 Hz, H3-12); 0.87 (d, J = 6.5 Hz, H3-13) ;

3.66 (2H, s, H2-14); 0.91 (s, H3-15); 1.49 (s, H3-3b); 1.42 (s, H3-2b)

RMN 13C (C6D6, 125 MHz); , asignaciUn: 92.77 (C-1), 72.48 (C-2), 30.67 (C-3), 137.76 (C-4),

129.56 (C-5), 49.35 (C-6), 49.30 (C-7), 24.80 (C-8), 38.83 (C-9), 46.41 (C-10), 31.30 (C-11), 18.52

(C-12), 22.13 (C-13), 67.84 (C-14), 14.05 (C-15), 106.67 (C-1b), 27.45 (C-3b), 27.06 (C-2b)

EI-MS: 294 (no observado), 279 (13, [M _ Me]+), 236 (14), 219 (86), 201 (45), 81 (73), 69 (100),

55 (75), 43 (85), 28 (51), 18 (43)

HR-FAB-MS: 295.2268 ([M + H]+, C18H31O3; calc. 295.2273)
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7.2.10 (1R,2R,5S,6S,7S,10S)*-5-epi-Eudesm-4(15)-eno-1 ,2 ,6 -triol (138)

Aceite transparente (8 mg)

Rf 0.25 (Hex:(CH3)2CO, 6:4)

[ ]D
25 K 83.52 (c = 0.17, CHCl3)

IR (pelScula): 3385, 2958, 2933, 2873, 1648, 1460, 1049, 757 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 3.65 (d, J = 9.5 Hz, H-1 );

3.74 (ddd, J = 5.0, 9.0, 11.0 Hz, H-2 ); 2.60 (ddd, J = 13.0, 5.5, 1.0 Hz, H-3 ); 2.30 (ddt, J = 13.0,

11.0, 2.0 Hz, H-3 ); 1.85 (d, J = 10.0 Hz, H-5 ); 3.55 (t, J = 10.0 Hz, H-6 ); 1.31-1.22 (m, H-7 );

1.31-122 (m, H-8 ); 1.48 (m, H-8 ); 2.08 (ddd, J = 13.5, 3.0, 3.0 Hz, H-9 ); 1.05 (ddd, J = 13.5,

13.5, 3.5 Hz, H-9 ); 2.20 (septd, J = 7.0, 2.0 Hz, H-11); 0.84 (d, J = 7.0 H3-12); 0.94 (d, J = 7.0 Hz,

H3-13); 0.89 (s, H3-14); 5.07 (d, J = 2.0 Hz, H-15a); 4.93 (d, J = 2.0 Hz, H15b); 1.88 (sa, OH)
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RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 73.84 (C-1), 71.91 (C-2), 38.13 (C-3), 143.03 (C-4),

61.32 (C-5), 67.36 (C-6), 49.03 (C-7), 18.08 (C-8), 34.49 (C-9), 39.64 (C-10), 26.42 (C-11), 16.24

(C-12), 20.87 (C-13), 22.54 (C-14), 116.09 (C-15)

EM-IE: 254 (3,M+), 236 (22, [M _ H2O]
+), 218 (24, [236 _ H2O]

+), 123 (100), 107 (42), 95 (77), 43

(26), 41 (31)

EM-AR-FAB: 255.1965 ([M + H]+, C15H27O3; calc. 255.1960)
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7.2.11 (1R,2R,5S,6S,7R,10S)*-Ax-4(15)-eno-1 ,2 -7 -triol (139)

Aceite transparente (8 mg)

Rf 0.25 (Hex:(CH3)2CO, 6:4)

[ ]D
25 K 29.78 (c = 0.235, CHCl3)

IR (pelScula): 3385, 2956, 2872, 1645, 1465, 1052, 759 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 3.46 (d, J = 9.5 Hz, H-1 );

3.59 (ddd, J = 5.5, 10.5, 11.5 Hz, H-2 ); 2.56 (ddd, J = 12.5, 5.0, 1.0 Hz, H-3 ); 2.38 (ddt, J =

13.0, 11.0, 1.5 Hz, H-3 ); 2.23 (d, J = 11.0 Hz, H-5 ); 2.33 (dddd, J = 13.0, 10.0, 8.0, 2.5 Hz, H-

6 ); 3.37 (dd, J = 8.5, 3.5 Hz, H-7 ); 1.91 (m, H-8 ); 1.42 (m, H-8 ); 2.03 (ddd, J = 12.0, 8.5, 2.5

Hz, H-9 ); 1.35 (m, H-9 ); 1.72 (septd, J = 7.0, 3.5 Hz, H-11); 0.94 (d, J = 7.0 Hz, H3-12); 0.84 (d,

J = 7.0 Hz, H3-13); 0.94 (s, H3-14); 5.02 (t, J = 2.0 Hz, H-15a); 4.96 (t, J = 2.0 Hz, H-15b); 1.95 (sa,

OH)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 76.68 (C-1), 72.39 (C-2), 38.76 (C-3), 147.20 (C-4),

61.39 (C-5), 45.09 (C-6), 82.44 (C-7), 25.92 (C-8), 36.30 (C-9), 48.62 (C-10), 31.05 (C-11), 20.21

(C-12), 15.08 (C-13), 19.12 (C-14), 114.24 (C-15)

EM-IE: 254 (2, M+), 255 (1, [M + H]+), 236 (8, [M _ H2O]+), 218 (7, [236 _ H2O]+), 211 (62, [M _

C3H7]
+), 200 (9, [218 _ H2O]

+), 182 (62, [M + C4H8O]
+), 164 (56, [236 _ C4H8O]

+), 147 (57), 123

(45), 122 (100), 107 (43), 93 (32), 81 (30), 55 (32), 43 (31)
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EM-AR-FAB: 255.1971 ([M + H]+, C15H27O3; calc. 255.1960)
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7.2.12 3 -trans-p-Cumaroiloxi-16 -hidroxi-20(29)-lupeno (140)

Cristales incoloros (Acetona:Metanol (1:9), 328 mg)

Rf 0.41 (Hex:CHCl3:(CH3)2CO, 0.6:0.1:0.3)

Pf 288-290 ZC

[ ]D25 + 33 (c 0.1, Piridina)

IR (KBr), max 3423 (OH-Ar), 3143 (OH), 1681 (C=O , -insaturado), 1272 (C-O) cm-1

RMN 1H (Piridina-d5, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 12.27 (s, HO-Ar), 8.04 (d,

J = 16.0 Hz, H-3b); 7.68 (d, J = 9.0 Hz, H-5b,9b); 7.20 (d, J = 9.0 Hz, H-6b,8b); 6.73 (d, J = 16.0 Hz,

H-2b); 5.78 (sa, HO-C16); 4.94 (d, J = 2.0 Hz, H-29b); 4.90 (dd, J = 5.0, 12.0 Hz, H-3 ); 4.78 (d, J

= 1.0 Hz, H-29a); 3.96 (dd, J = 4.5, 11.5 Hz, H-16 ); 2.67 (dt, J = 11.0, 6.0 Hz, H-19 ); 2.09 (m,

H-21 ); 1.96 (m, H-22 ); 1.94 (m, H-15 ); 1.83 (m, H-2 ); 1.82 (m, H-11 ); 1.79 (s, H3C-30);

1.78 (m, H-2 , H-13 ); 1.62 (m, H-1 ); 1.60 (m, H-18 ); 1.59 (m, H-21 , H-15 ); 1.53 (m, H-

22 ); 1.45 (m, H-6 ); 1.43 (m, H2-7); 1.40 (H-12 ); 1.38 (m, H-9 ); 1.36 (m, H-6 ); 1.18 (ta, J =

10.5 Hz, H-11 , H-12 ); 1.13 (s, H3C-28 ); 1.12 (s, H3C-27 ); 1.08 (s, H3C-26 ); 1.01 (s, H3C-

24 ); 0.98 (s, H3C-23 , H-1 ); 0.87 (s, H3C-25 ); 0.84 (d, J = 11.5 Hz, H-5 )
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RMN 13C (Piridina-d5, 125 MHz); , asignaciUn: 167.41 (C=O), 161.86 (C-7b), 151.09 (C-20),

145.38 (C-3b), 131.11 (C-5b,C-9b), 126.66 (C-4b), 117.29 (C-6b,C-8b), 116.28 (C-2b), 110.47 (C-29),

80.95 (C-3), 76.43 (C-16), 56.10 (C-5), 50.61 (C-9), 49.97 (C-17), 48.65 (C-18), 48.51 (C-19),

44.58 (C-14), 41.65 (C-8), 39.23 (C-22), 39.08 (C-1), 38.70 (C-4), 38.32 (C-15), 38.11 (C-13),

37.69 (C-10), 34.98 (C-7), 30.79 (C-21), 28.57 (C-23), 25.71 (C-12), 24.73 (C-2), 21.56 (C-11),

19.93 (C-30), 18.89 (C-6), 17.36 (C-24), 16.88 (C-27), 16.75 (C-25), 16.63 (C-26), 12.83 (C-28)

EM-IE+ m/e (int. rel. %) 588 (17, [M]+), 570 (21), 406 (15), 189 (19), 164 (18), 147 (100), 119 (19),

107 (13)

EM-AR-FAB: 588.4187 ([M + H]+, C39H54O4; calc. 588.4179)
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7.2.13 3 -trans-p-Acetilcumaroiloxi-16 -acetoxi-20(29)-lupeno (140a)

45 mg de 140 fueron sometidos a la reacciUn de esterificaciUn con anhSdrido acRtico en piridina

anhidra hasta la obtenciUn del derivado diacetilado 140a (43 mg).

Cristales transparentes (48 mg)

Rf 0.53 (Hex:(CH3)2CO, 7:3)

Pf 148-150 ^C

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 7.63 (d, J = 15.9 Hz, H-3b);

7.54 (dt, J = 8.7, 2.1 Hz, H-5b,9b); 7.12 (dt, J = 8.7, 2.1 Hz, H-6b,8b); 6.38 (d, J = 15.9 Hz, H-2b);

4.87 (dd, J = 4.8, 11.4 Hz, H-3 ); 4.71 (d, J = 2.1 Hz, H-29b); 4.61 (d, J = 2.4 Hz, H-29a); 4.61 (dd,

J = 4.5, 11.7 Hz, H-16 ); 2.49 (dt, J = 10.5, 3.6 Hz, H-19 ); 2.30 (s, H3-Ac); 2.01 (s, H3-Ac); 1.98-

0.82 (m, H2-1, H2-2, H2-6, H2-7, H2-11, H2-12, H2-15, H2-21, H2-22, H-5, H-8, H-9, H-13, H-18);
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1.68 (s, H3C-30); 1.05 (s, H3C-28 ); 1.05 (s, H3C-27 ); 0.91 (s, H3C-26 ); 0.89 (s, H3C-24 ); 0.89

(s, H3C-23 , H-1 ); 0.85 (s, H3C-25 )

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); , asignaciUn: 170. 67 (C=O), 169. 11 (C=O), 166.65 (C=O), 151.98

(C-7b), 149.81 (C-20), 143.14 (C-3b), 129.14 (C-5b,C-9b), 132.30 (C-4b), 122.06 (C-6b,C-8b), 119.03

(C-2b), 109.95 (C-29), 81.02 (C-3), 79.08 (C-16), 55.39 (C-5), 49.87 (C-9), 47.80 (C-17), 47.54 (C-

18), 47.35 (C-19), 44.19 (C-14), 41.01 (C-8), 38.43 (C-22), 38.02 (C-1), 37.63 (C-4), 37.37 (C-15),

37.06 (C-13), 34.22 (C-10), 33.51 (C-7), 29.70 (C-21), 27.99 (C-23), 24.63 (C-12), 23.76 (C-2),

21.36 (CH3-Ac), 21.11 (CH3-Ac), 20.85 (C-11), 19.22 (C-30), 18.14 (C-6), 16.64 (C-24), 16.18 (C-

27), 16.02 (C-25), 15.92 (C-26), 12.73 (C-28)
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7.2.14 3 -trans-p-Cumaroiloxi-16 -hidroxiolean-18-eno (141)

PelScula cafR semitraslWcida (3 mg)

Rf 0.43 (Hex:CHCl3:(CH3)2CO, 0.6:0.1:0.3)

Pf 275-277 ZC

[ ]D
25 = + 32.5 (c = 0.04, CHCl3).

IR (pelScula), CHCl3 max 3388 (OH-Ar), 2947 (CH-; CH2), 1684 (C=O , -insaturado), 1604 (C-

O), 1169, 757 cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); , (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn): 7.60 (d, J = 16.0 Hz, H-3b),

7.43 (d, J = 8.5 Hz, H-5b, H-9b), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, H-6b, H-8b), 6.30 (d, J = 15.5 Hz, H-2b), 4.98

(d, J = 2.0 Hz, H-19), 4.62 (dd, J = 5.5, 11.0 Hz, H-3 ), 3.47 (dd, J = 5.0, 11.5 Hz, H-16 ), 2.29

(dd, J = 2.0, 8.5 Hz, H-13 ), 1.77 (m, H-1 ), 1.73 (m, H-2 ), 1.70 (m, H-15 ), 1.69 (m, H-22 ),
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1.60 (m, H-22 ), 1.58 (2H, m, H-11 ), 1.55 (m, H-6 ), 1.52 (2H, m, H-12) 1.51 (m, H-7 ), 1.39

(4H, m, H-7 , H-15 , H-21 ), 1.40 (m, H-6 ), 1.30 (m, H-9 ), 1.10 (3H, s, H3-26), 1.08 (m, H-

1 ), 1.03 (m, H-2 ), 0.99 (3H, s, H3-28), 0.96 (6H, s, H3-29, H3-30), 0.93 (3H, s, H3-25), 0.92 (3H,

s, H3-24), 0.89 (3H, s, H3-23), 0.85 (m, H-5), 0.79 (3H, s, H3-27)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 167.13 (C-1b), 157.35 (C-7b), 143.81 (C-3b), 141.14

(C-18), 132.16 (C-19), 129.88 (C-5b, C-9b), 127.58 (C-4b), 116.51 (C-2b), 115.81 (C-6b, C-8b),

80.76 (C-3), 76.52 (C-16), 55.63 (C-5), 50.49 (C-9), 42.49 (C-14), 40.71 (C-8), 40.11 (C-17), 38.67

(C-1), 38.09 (C-4), 37.89 (C-13), 37.14 (C-10), 36.69 (C-15), 34.49 (C-7), 33.44 (C-22), 33.02 (C-

21), 32.12 (C-20), 31.04 (C-30), 29.12 (C-29), 27.98 (C-23), 25.86 (C-12), 23.81 (C-2), 21.05 (C-

11), 18.16 (C-6), 17.99 (C-28), 16.73 (C-24), 16.68 (C-25), 16.06 (C-26), 15.89 (C-27)

EM-IE+ m/e (int. rel. %) 588 (19, [M]+), 570 (18, [M _ H2O]+), 424 (13), 189 (26), 175 (19), 147

[C9H7O2]
+ (100), 95 (18)

EM-AR-FAB: 589.4257 ([M + H]+, C39H57O4; calc. 589.4257)
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7.2.15 5-Hidroxi-6,7-dimetoxicumarina (130) [47]

Agujas blancas (3 mg)

Rf 0.44 (Hex:(CH3)2CO, 6:4)

Pf 168-170 ^C

IR (pelScula), CHCl3 max 3517 (OH-Ar), 2941, 1725 (C=O , -insaturado), 1628, 1466 (C=C),

1142, 1027 (C-O) cm-1
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RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 7.96 (d, J = 9.5 Hz, H-4), 6.45

(s, H-8), 6.21 (d, J = 10.0 Hz, H-3), 6.18 (s, HO-C5), 3.92 (3H, s, H3-O-C7), 3.90 (3H, s, H3-O-C6)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 161.40 (C-2), 155.80 (C-7), 151.84 (C-9), 145.62 (C-

5), 138.46 (C-4), 131.80 (C-6), 111.90 (C-3), 102.53 (C-10), 92.45 (C-8), 61.36 (MeO-C6), 56.21

(MeO-C7)

EM-IE+ m/e (int. rel. %) 222 (13, [M]+), 223 (25, [M + H]+), 154 (100), 137 (58), 136 (62), 107

(19), 89 (14), 77 (12), 65 (5)
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7.2.16 6,7-Dimetoxicumarina (131) [48]

SUlido blanco (3.9 mg)

Rf 0.25 (Hex:(CH3)2CO, 7:3)

Pf 150 ^C

IR (pelScula), CHCl3 max 2962, 2932, 1719 (C=O , -insaturado), 1618, 1463 (C=C), 1279, 1142

(C-O) cm-1

RMN 1H (CDCl3, 500 MHz); (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn), 7.62 (d, J = 9.5 Hz, H-4), 6.29

(d, J = 10.0 Hz, H-3), 6.86 (s, H-5), 6.85 (s, H-8), 3.96 (3H, s, H3-O-C7), 3.93 (3H, s, H3-O-C6)

RMN 13C (CDCl3, 125 MHz); , asignaciUn: 161.90 (C-2), 152.90 (C-7), 150.10 (C-9), 146.50 (C-

6), 143.20 (C-4), 113.60 (C-3), 111.50 (C-10), 108.20 (C-5), 100.14 (C-8), 92.45 (C-8), 61.36

(MeO-C6), 56.21 (MeO-C7)

EM-IE+ m/e (int. rel. %) 206 (5, [M]+), 207 (5, [M + H]+), 167 (20), 149 (100), 113 (21), 105 (5), 77

(5), 71 (24), 57 (33), 43 (23)
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7.2.17 19- H-lupeol (127) [49]

SUlido blanco (57 mg)

Rf 0.46 (Hex:(CH3)2CO, 4:1)

Pf 192-193 ZC

IR CHCl3 max 3356 (OH), 2941 (CH-; CH2), 1639 (C-O) cm-1

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); , (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn): 4.68 (d, J = 2.4 Hz, H-29a),

4.56 (dd, J = 1.5, 2.4 Hz, H-29b), 3.18 (dd, J = 5.1, 10.8 Hz, H-3 ), 2.37 (dt, J = 11.1, 5.7 Hz, H-

19 ), 1.92 (m, H-21a), 1.68 (d, J = 0.6 Hz, H-30), 1.67 (m, H-1a, H-12a), 1.65 (m, H-13), 1.57 (m,

H-15a), 1.51 (2H, m, H-6), 1.44 (m, H-11a), 1.43 (2H, m, H-16), 1.39 (3H, m, H-7, H-22a), 1.36

(m, H-18), 1.35 (m, H-21b), 1.29 (2H, m, H-2), 1.26 (m, H-9), 1.17 (2H, m, H-11b, H-22b), 1.06

(m, H-12b), 1.03 (s, H3-26), 1.01 (m, H-15b), 0.96 (s, H3-23), 0.94 (s, H3-27), 0.91 (m, H-1b), 0.83

(s, H3-25), 0.78 (s, H3-28), 0.76 (s, H3-24), 0.69 (m, H-5)

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); , asignaciUn: 150.95 (C-20), 109.31 (C-29), 78.99 (C-3), 55.30 (C-

5), 50.44 (C-9), 48.31 (C-18), 47.97 (C-19), 42.98 (C-17), 42.83 (C-14), 40.84 (C-8), 39.99 (C-22),

38.84 (C-4), 38.71 (C-1), 38.05 (C-13), 37.16 (C-10), 35.58 (C-16), 34.28 (C-7), 29.85 (C-21),

29.68 (C-2), 27.97 (C-23), 27.43 (C-15), 25.14 (C-12), 20.92 (C-11), 19.29 (C-30), 18.31 (C-6),

17.98 (C-28), 16.10 (C-25), 15.97 (C-26), 15.35 (C-24), 14.52 (C-27)
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7.2.18 Calenduladiol (128) [50]

SUlido blanco (4 mg)

Rf 0.21 (Hex:(CH3)2CO, 4:1)
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RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); , (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn): 4.70 (d, J = 2.5 Hz, H-29a),

4.59 (sext, J = 1.5 Hz, H-29b), 3.60 (dd, J = 5.0, 11.5 Hz, H-16 ), 3.18 (dd, J = 5.0, 11.5 Hz, H-

3 ), 2.49 (dt, J = 11.0, 5.5 Hz, H-19 ), 1.68 (s, H-30), 1.03 (s, H3-27), 0.99 (s, H3-25), 0.97 (s, H3-

23), 0.82 (s, H3-26), 0.79 (s, H3-24), 0.76 (s, H3-28)

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); , asignaciUn: 149.96 (C-20), 109.78 (C-29), 78.96 (C-3), 55.35 (C-

5), 50.04 (C-9), 47.75 (C-18), 47.61 (C-19), 48.61 (C-17), 44.10 (C-14), 40.96 (C-8), 37.73 (C-22),

38.88 (C-4), 38.77 (C-1), 37.29 (C-13), 37.14 (C-10), 77.12 (C-16), 34.27 (C-7), 29.93 (C-21),

27.40 (C-2), 27.99 (C-23), 36.94 (C-15), 24.81 (C-12), 20.89 (C-11), 19.34 (C-30), 18.31 (C-6),

11.68 (C-28), 16.19 (C-25), 16.12 (C-26), 15.35 (C-24), 16.01 (C-27)
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7.2.19 Germanicol:Lupeol (2:1) (129:127) [51]

SUlido blanco (66 mg) fue sometido al proceso de acetilaciUn convencional con piridina y anhSdrido

acRtico por 6 h a temperatura ambiente.

Rf 0.46 (Hex:(CH3)2CO, 4:1)

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); , (multiplicidad, J (Hz), asignaciUn): Germanicol: 4.86 (s, H-19),

4.47 (dd, J = 5.0, 10.0 Hz, H-3 ), 2.27 (dsext, J = 9.9, 1.5 Hz, H-13 ), 2.04 (s, CH3COO), 1.07 (s,

H3-26), 1.01 (s, H3-28), 0.94 (s, H3-29), 0.93 (s, H3-30), 0.85 (s, H3-25), 0.84 (s, H3-24), 0.83 (s, H3-

23), 0.73 (s, H3-27). Lupeol: 4.68 (d, J = 2.4 Hz, H-29a), 4.54 (sext, J = 1.5, Hz, H-29b), 4.49 (dd,

J = 5.4, 9.3 Hz, H-3 ), 2.37 (td, J = 5.7, 10.8 Hz, H-19 ), 2.04 (s, CH3COO), 1.68 (t, J = 0.6 Hz, H-

30), 1.03 (s, H3-27), 0.90 (s, H3-25), 0.85 (s, H3-23), 0.84 (s, H3-26), 0.83 (s, H3-24), 0.78 (s, H3-28)

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); , asignaciUn: Germanicol: 170.99 (AcO), 142.67 (C-18), 129.76 (C-

19), 80.96 (C-3), 55.58 (C-5), 51.14 (C-9), 43.33 (C-14), 40.78 (C8), 38.39 (C-4), 3782 (C-1), 37.37
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(C-16), 37.15 (C-22), 37.08 (C-10), 34.34 (C-7), 34.21 (C-17), 32.36 (C-21), 31.32 (C-20), 29.84

(C-29), 29.18 (C-30), 27.91 (C-23), 27.51 (C-15), 26.18 (C-2), 25.25 (C-28), 23.70 (C-12), 21.30

(AcO), 21.12 (C-11), 18.20 (C-6), 16.75 (C-26), 16.51 (C-25), 16.08 (C-24), 14.52 (C-27). Lupeol:

170.99 (AcO), 150.95 (C-20), 109.34 (C-29), 80.96 (C-3), 55.39 (C-5), 50.35 (C-9), 48.29 (C-18),

48.00 (C-19), 42.98 (C-17), 42.83 (C-14), 40.85 (C-8), 39.99 (C-22), 38.62 (C-4), 38.04 (C-1),

37.69 (C-13), 35.56 (C-10), 34.53 (C-16), 33.33 (C-7), 29.69 (C-21), 27.91 (C-23), 27.43 (C-2),

25.10 (C-15), 23.70 (C-12), 21.30 (AcO), 20.93 (C-11), 19.27 (C-30), 18.15 (C-6), 17.99 (C-28),

16.51 (C-25), 16.17 (C-26), 15.97 (C-24), 14.49 (C-27).
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7.3 DeterminaciIn estructural de los compuestos de J. neopauciflora

7.3.1 (1R,2R)-Diacetoxi-4(15)-cicloaxeno (132)

En el espectro de masas de alta resoluciUn, en la modalidad FAB, se observa un ion

molecular de 321.2074 uma, el cual indica la fUrmula molecular C19H29O4 ([M + H]+) que

corresponde a seis insaturaciones y puede atribuirse a un sesquiterpeno esterificado. La presencia de

un sesquiterpenoide queda evidenciada por las 19 seTales observables en el espectro de RMN 13C

(espectro 23), las cuales corresponden, segWn el experimento DEPT (espectro 24), a siete carbonos

metSnicos (dos geminales a Rster), tres metilenos (uno vinSlico exocSclico), cinco metilos (dos de

acetoxilo y dos de isopropilo) y cuatro carbonos cuaternarios (dos carbonilos de acetoxilo y uno

vinSlico). Por otra parte, en el espectro de IR (espectro 25) se observan bandas de absorciUn en 1746

para carbonilo de acetoxilo, en 1650, 1040 y 905 para funciUn olefSnica; y en 3076, 3017 y 1650 cm-

1 para ciclopropano. Adicionalmente, en el espectro de RMN 1H (espectro 26) se observan seTales
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para hidrUgenos geminales a acetoxilo, metilos de acetoxilo, hidrUgenos vinSlicos, hidrUgenos

alSlicos, y en la regiUn de campo alto se observa una seTal caracterSstica de un protUn de anillo de

ciclopropano. La informaciUn espectroscUpica y espectromRtrica descrita antes, permite inferir la

presencia de un sesquiterpeno tricSclico de tipo 6,8-cicloeudesmano [54a].

AsS, en el espectro de protUn se observan dos seTales triples resonantes en 4.89 y en 4.86

con constantes de acoplamiento gem vinilo (2.0 Hz), las cuales permiten establecer la presencia de

un metileno vinSlico exocSclico (H15a y H15b, respectivamente). En el experimento COSY

(espectro 27) se observa que los hidrUgenos vinSlicos correlacionan con un doblete de doblete de

dobletes (J = 12.5, 5.0, 1.0) resonante en 2.63, cuyo desplazamiento quSmico y constante de

acoplamiento de 1.5 Hz permiten asignarlo a un hidrUgeno alSlico (H3 ) acoplado a cuatro

ligaduras con los hidrUgenos vinSlicos (H15a y H15b). AdemPs, se observa que la seTal atribuida a

H3 correlaciona 1H-1H con un doblete de doblete de tripletes (J = 13.0, 11.0, 1.5) que resuena en

2.46, el cual fue asignado al hidrUgeno alSlico H3 que se encuentra geminal a H3 segWn las

correlaciones heteronucleares (espectro HSQC, 28) con el carbono metileno que resuena en 36.46.

Por otro lado, en el espectro COSY se observa que las seTales resonantes en 2.63 y 2.46

correlacionan con el doblete de doblete de dobletes (J = 10.5, 10.5, 5.5, Hz) de un hidrUgeno (H2 )

desplazado hacia la zona de hidrUgenos geminales a Rsteres ( 4.84) cuyas constantes de

acoplamiento sugieren una orientaciUn transdiaxial al hidrUgeno resonante en 2.46 (J = 11.0 Hz) y

un acoplamiento axial-ecuatorial con el hidrUgeno que resuena en 2.63 (J = 5.0 Hz). El hidrUgeno

(H2 ) que resuena en 4.84 correlaciona COSY con una seTal doble (J = 10.5 Hz) ubicada en

5.38, tambiRn atribuida a un hidrUgeno geminal a Rster (H1 ). La multiplicidad y el valor de la

constante de acoplamiento (10.5 Hz) exhibidas por H1 sugieren un acoplamiento transdiaxial al

hidrUgeno que resuena en 4.84. Los hidrUgenos H1 y H2 se encuentran geminales a acetoxilos,

segWn las correlaciones (espectro HMBC, 29) que exhibieron con los carbonilos C1b ( 171.1) y

C1bb ( 170.3), respectivamente, los que a su vez correlacionaron con los metilos resonantes en

2.06 (H2b) y 2.01 (H2bb). La informaciUn descrita previamente permite deducir el fragmento A,

cuya conectividad se confirma por las correlaciones 3J observadas en el experimento HMBC, entre

H1 ( 5.38) y el carbono C3 ( 36.5) y el carbonilo C1b del acetoxilo ( 171.1), entre H3 ( 2.46)

y H3 ( 2.63) y el carbono vinSlico C15 ( 114.4).
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Por otra parte, en el espectro de RMN 1H se observa una seTal doble en 1.95 (J = 3.5 Hz,

H5 ), la cual correlaciona 1H-1H con una seTal doble de triples (H6 ) que resuena en 1.18 (J =

3.5, 7.5 Hz), cuya constante de acoplamiento de 3.5 Hz confirma el acoplamiento con H5 .

Asimismo, la seTal en 1.18 correlaciona con una seTal doble de triples (J = 3.0, 7.5 Hz) que

resuena en 0.55 (H7 ) y con un multiplete resonante en 1.33 (H8 ). Por otra parte, H8

correlaciona, en el espectro COSY, con una seTal doble de dobles (H9 , J = 13.5, 6.5 Hz) que

resuena en 1.88 y con un multiplete resonante en 0.90 (H9 ). Por otro lado, el desplazamiento

quSmico a campo alto del hidrUgeno que resuena en 0.55 (H7 ), sus correlaciones COSY con H6

y H8 , asS como la multiplicidad y los valores de las constantes de acoplamiento observados, J7 ,6 ;

7 ,8 = 3.5 Hz y J6 ,8 = 7.5 Hz, establecen la presencia de un ciclopropano (fragmento B).

Adicionalmente, H7 correlacionU 1H-1H con un multiplete centrado en 0.90 donde tambiRn

resuenan dos metilos sin multiplicidad definida, pero deducibles del experimento HSQC (espectro

28); es decir, el carbono metSnico que resuena en 32.1 (C11) y los metilos que resuenan en 21.8

(C13) y 21.6 (C12) correlacionan con la seTal mWltiple en 0.90. Con base en la informaciUn

observada en el experimento HSQC y en el espectro de masas (pRrdidas consecutivas de m/e = 43

de los 2 acetoxilos y del isopropilo), se establece que los hidrUgenos que resuenan en la regiUn de

0.90 corresponden a un fragmento de isopropilo. Lo descrito antes permite establecer el fragmento

B, cuya conectividad quedU confirmada con el experimento HMBC, en el cual se observaron

correlaciones 3J entre H5 ( 1.95) y los carbonos C6 ( 31.2) y C7 ( 47.9); correlaciones de H9

( 1.88) con C8 ( 24.6), C6 ( 31.2), C7 ( 47.9), y correlaciones de H7 con C5 ( 60.5), C9 (

42.3), C11 ( 32.1), C12 ( 21.6) y C13 ( 21.8).
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Las orientaciones relativas de los hidrUgenos del fragmento B fueron deducidas del

experimento NOESY (espectro 30), tal como serP discutido mPs adelante, y no mediante el criterio

establecido en la ecuaciUn de Karplus, ya que no es directamente aplicable a anillos de

ciclopropano.

Por otra parte, en el espectro HMBC se observU que los hidrUgenos H9 ( 1.88) y H3 (

2.46) correlacionaron 3J con C1 ( 75.4) y con el carbono cuaternario C10 ( 58.4), lo cual permite

deducir que el carbono C1 del fragmento A estP unido al fragmento B a travRs del carbono

cuaternario C10. AsS tambiRn, H5 ( 1.95) correlacionU 3J con los carbonos C1 ( 75.4), C9 (

42.3), C7 ( 47.9), C10 ( 58.4), C4 ( 141.5), C15 ( 114.4) y adicionalmente con el carbono de un

metilo (C14, 17.9) el cual mostrU una correlaciUn cruzada con C10. La informaciUn

espectroscUpica y espectromRtrica descrita anteriormente permite establecer la presencia de un

sesquiterpeno de tipo cicloaxano (132).
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La conectividad del sistema ciclopentano-ciclopropano se confirmU con el experimento

HMBC, en el cual se observaron correlaciones 3J del H5 ( 1.90) con los carbonos C6 ( 31.2) y

C7 ( 47.9); correlaciones de H9 ( 1.88) con C8 ( 24.6), C6 ( 31.2), C7 ( 47.9) y correlaciones

de H7 con C5 ( 60.5) y C9 ( 42.3). Adicionalmente, se realizU el experimento de

desacoplamiento homonuclear de nWcleos selectos de hidrUgeno para confirmar inambiguamente la

conectividad del sistema ciclopentano-ciclopropano (figuras 37 y 38). El desacoplamiento espSn
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nuclear de H6 generU un singulete para H5 , un doblete de dobletes para H7 , y un doblete de

doblete de dobletes para H8 (figura 37). Similarmente, la irradiaciUn de H5 generU que H6

resonara como un doblete de dobletes.

Figura 37. Desacoplamiento homonuclear de 1H. IrradiaciUn de H6 ( 1.18).

Por otro lado, la irradiaciUn de H7 generU un doblete de dobletes para H6 y un doblete de

doblete de dobletes para H8 . AdemPs, la irradiaciUn de H8 generU un doblete de dobletes para

H7 , un doblete de dobletes para H6 y un doblete para H9 (figura 39).

Figura 38. Desacoplamiento homonuclear de 1H. IrradiaciUn de H7 ( 0.55) y H8 ( 1.33).
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Por otra parte, la configuraciUn relativa mostrada en 132 se dedujo de las interacciones

espaciales observadas en el espectro NOESY (espectro 30), entre H1 y H3 , H9 , H6 , H8 por

un lado; y por el otro, H6 y H8 interaccionaron con H11 del isopropilo con orientaciUn .

Adicionalmente, se observaron interacciones espaciales importantes entre H5 y H7 y el metilo 14

orientado ; asimismo, el metilo 14 interaccionU con H2 , lo cual permitiU establecer la fusiUn cis

del anillo perhidroindano. La configuraciUn relativa deducida del experimento NOESY quedU

avalada inambiguamente por los resultados observables en el experimento NOE diferencial, en el

cual se puede establecer la orientaciUn espacial de los hidrUgenos interactuantes mediante

irradiaciUn selectiva. AsS, la irradiaciUn del doblete producido por H1 permitiU observar que las

seTales atribuidas a H3 , H6 , H8 y H9 experimentaron una interacciUn NOE importante

indicando que se encuentran hacia la cara del triciclo (figura 39).

Figura 39. NOE diferencial. IrradiaciUn de H1 ( 5.38).

Adicionalmente, la irradiaciUn del doblete producido por H5 permitiU observar

interacciones NOE con las seTales de H7 , H3-14 , asS como uno de los hidrUgenos vinSlicos

(H15b) (figura 40).
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Figura 40. NOE diferencial. IrradiaciUn de H5 ( 1.95).

De esta manera puede establecerse que el arreglo conformacional en soluciUn preferido por

132 es el que se muestra en la figura 41.
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Figura 41: Interacciones NOESY relevantes en 132.

La informaciUn descrita permitiU establecer que el sesquiterpeno tricSclico de tipo cicloaxeno

presentaba una fusiUn cis del esqueleto perhidroindano, lo cual contrasta con la fusiUn trans

informada, hasta la fecha, para los 6,8-cicloeudesmanos mostrados en la figura 42 [54].
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Figura 42. Sesquiterpenos de tipo 6,8-cicloeudesmano.

Los informes bibliogrPficos, permitieron encontrar la discusiUn estructural de los tres

sesquiterpenos mostrados en la figura 42, los cuales fueron aislados de las plantas superiores Torilis

japonica [54a] y Magnolia fargessi [54b] y de las algas marinas Laurencia microcladia [54c]. La

presencia de dichos sesquiterpenos proporciona evidencia de su limitada existencia en la naturaleza;

no obstante, se han encaminado investigaciones tendientes a explicar el origen biogenRtico de este

tipo de sesquiterpenos tricSclicos. Yamamura y colaboradores [55] informaron sobre la conversiUn

de (_)-epoxigermacreno D, en presencia de alWmina, en el sesquiterpeno tricSclico aislado de Torilis

japonica; luego, mediante oxidaciUn con el reactivo de Jones se obtuvo la correspondiente cetona

caracterizada mediante difracciUn de rayos X (figura 43). El anPlisis cristalogrPfico confirmU la

configuraciUn relativa mostrada para dicho sesquiterpeno.
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Figura 43. TransformaciUn de (_)-epoxigermacreno D.

Por otra parte, recientemente KVnig y BXlow [5] informaron sobre el origen biogenRtico de

este y otros tipos de sesquiterpenos, usando (_)-germacreno D como el posible precursor. Los

resultados informados por KVnig y BXlow tienen sustento por la evidencia experimental derivada de

las trasposiciones inducidas en el (_)-germacreno D mediante reacciones tRrmicas, fotoquSmicas o

catalizadas por Pcido. Es a partir de las reacciones catalizadas por Pcido que KVnig y BXlow

proponen una ruta biogenRtica hacia la formaciUn de los sesquiterpenos tricSclicos con fusiUn trans

del esqueleto perhidroindano; pero ademPs, dan evidencia de la formaciUn de sesquiterpenos
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tricSclicos con fusiUn cis del esqueleto perhidroindano a los cuales denominaron sesquiterpenos de

tipo 4(15)-cicloaxeno (esquema 1).

De acuerdo con el diagrama de biosSntesis propuesto por KVnig y BXlow en el esquema 1, se

sugiere que el (_)-gremacreno D es protonado para generar el catiUn M1, el cual puede

interconvertirse al catiUn M2 mediante rotaciUn de los enlaces C1_C10_C9. Es a partir del catiUn

M2 que se forma el catiUn P2, el cual da origen a la fusiUn cis del esqueleto de indano, es decir, a la

formaciUn del sesquiterpeno de tipo 4(15)-cicloaxeno. Las observaciones derivadas del trabajo de

KVnig y BXlow representan el primer informe sobre un sesquiterpeno de tipo 6,8-cicloeudesmano

de origen sintRtico, el cual posee fusiUn cis del esqueleto perhidroindano.
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Retomando la elucidaciUn estructural de 132, su configuraciUn absoluta 1R,2R se establece

por analogSa con la configuraciUn absoluta determinada para 133 (vRase discusiUn estructural de

133), ya que ambas molRculas poseen el mismo esqueleto, la misma configuraciUn relativa, el

mismo signo de rotaciUn Uptica, y el derivado acetilado de 133 exhibiU las mismas propiedades

fSsicas que las descritas para el producto natural 132.

7.3.2 (1R,2R)-Dihidroxi-4(15)-cicloaxeno (133)

En el espectro de masas de alta resoluciUn, modalidad FAB, se observa un ion molecular de

237.1848 uma del cual se deduce la fUrmula molecular C15H25O2 ([M + H]+) que indica cuatro

insaturaciones. En el espectro de RMN 13C (espectro 31) se observa la presencia de 15 seTales, de

las cuales siete son metinos (dos geminales a hidroxilo), tres son metilenos (uno de metileno

vinSlico exocSclico), tres son metilos (dos de isopropilo) y dos son cuaternarios (uno vinSlico), segWn

lo observable en el experimento DEPT. En el espectro de infrarrojo se observan bandas de

absorciUn en 3379 para hidroxilo, en 1647 y 1048 para ligadura doble y en 3073, 3010 y 1647 cm-1

para anillo de ciclopropano. En el espectro de RMN 1H (espectro 32) se observan seTales

caracterSsticas de protones vinSlicos, protones geminales a hidroxilo, protones de isopropilo y

protones de un anillo de ciclopropano. La informaciUn deducida de los espectros de masas, IR,

RMN 1H, 13C y DEPT y la comparaciUn con los datos espectroscUpicos descritos para 132, permite

inferir sobre la presencia de un sesquiterpeno de tipo 4(15)-cicloaxeno que en adiciUn a la funciUn

olefSnica satisface las cuatro insaturaciones deducidas del espectro de masas.

Las bandas de absorciUn en el IR proporcionan evidencia de la ausencia de carbonilos de

Rsteres en el compuesto 133, lo que aunado al anPlisis del espectro de RMN 1H confirma la

presencia de dos hidroxilos. En el espectro de RMN 1H se observan seTales caracterSsticas de dos

hidrUgenos geminales a hidroxilos resonantes en 3.63 (d, J = 9.5 Hz, H1 ) y 3.47 (ddd, J = 4.5,

9.5, 11.0 Hz, H2 ). La multiplicidad y constantes de acoplamiento de H1 y H2 indican

acoplamientos transdiaxiales con H2 y H3 (ddt, J = 13.5, 11.5, 1.5 Hz, 2.36) y axial-ecuatorial

(J = 5.0 Hz) con H3 (ddd, J = 13.0, 5.0, 1.5 Hz, 2.48). H3 y H3 mostraron correlaciones

COSY (espectro 33) y HMBC con dos hidrUgenos vinSlicos homotUpicos resonantes en 4.78 (d, J

= 1.5 Hz, H15a y H15b); es decir, H3 ( 2.36) y H3 ( 2.48) correlacionaron con el carbono

vinSlico C15 ( 112.6) [vRase fragmento A de 132]. Asimismo, en el espectro de RMN 1H se

observa una seTal doble en 1.90 (J = 3.0 Hz, H5 ), dos seTales dobles de triples en 1.06 (J =
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3.0, 7.0 Hz, H6 ) y 0.41 (J = 9.0, 3.0 Hz, H7 ) y un multiplete centrado en 1.10 (H8 ), las

cuales mostraron correlaciones COSY entre sS indicando la presencia del sistema ciclopentano-

ciclopropano exhibido por 132. Lo anterior queda sustentado por el desplazamiento quSmico a

campo alto de H7 y los valores de las constantes de acoplamiento observados, J7 ,6 ; 7 ,8 = 3.0 Hz

y J6 ,8 = 7.0 Hz, al igual que en 132 (vRase fragmento B de 132). Adicionalmente, H7 mostrU

correlaciones 1H-1H y HMBC con el fragmento isopropilo resonantes en 0.74 (H-11), 0.92 (s, H3-

12) y 0.93 (s, H3-13).

Por otra parte, en el espectro HMBC se observa que H9 ( 2.45) y H3 ( 2.36)

correlacionan 3J con los carbonos C1 ( 77.7) y C10 ( 58.6), lo que establece la uniUn del

fragmento A con el fragmento B a travRs del carbono cuaternario C10. AsS tambiRn, H5 ( 1.9)

correlaciona 3J con los carbonos C1 ( 77.7), C9 ( 42.7), C10 ( 58.6), C4 ( 144.8), C15 ( 112.6)

y adicionalmente con el carbono de un metilo (C14, 17.8) que se encuentra unido al carbono

cuaternario C10, lo que permite unir los fragmentos A y B para formar el sesquiterpeno 133, un

anPlogo estructural de 132.
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La configuraciUn relativa mostrada en 133 se dedujo de las interacciones espaciales

relevantes, observadas en el espectro NOESY (espectro 34), entre H1 y H3 , H9 , H6 , H8 por

un lado; y por el otro, H6 y H8 interaccionan con H11 del fragmento de isopropilo lo que permite

orientarlo . Adicionalmente, se observan interacciones espaciales importantes entre H5 y H7 y

el metilo 14 orientado ; asimismo, H3-14 interacciona con H2 . La informaciUn deducida del

espectro NOESY permite establecer que el arreglo conformacional en soluciUn preferido por 133 es

igual al establecido para 132 (figura 44).
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Figura 44. Interacciones NOESY relevantes para 133.

Considerando que 133 es un anPlogo estructural de 132, entonces se decidiU preparar el

derivado acetilado mediante reacciUn con anhSdrido acRtico y piridina anhidra. El derivado acetilado

exhibiU las mismas propiedades fSsicas descritas para 132.

Tanto 132 como 133 poseen el mismo esqueleto y la misma configuraciUn relativa, lo que

permite inferir que 133 es el precursor biogenRtico de 132. Ahora bien, considerando que 133 posee

dos hidroxilos secundarios, se decidiU aplicar el mRtodo de la quiralidad del excitUn del 1,2-

dibenzoato [17, 18, 23] con el objetivo de establecer la configuraciUn absoluta de 133. AsS, 133 fue

sometido a la reacciUn de esterificaciUn con el cloruro de trans-cinamoSlo en piridina anhidra hasta

la obtenciUn del derivado 133a (figura 45).
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Figura 45. DerivatizaciUn quSmica de 133.

El grupo cromUforo elegido fue el cloruro de trans-cinamoSlo, ya que el enlace doble , al

carbonilo permite que ambos hidroxilos sean esterificados; lo cual no ocurre cuando se usa el

cloruro de benzoSlo pues el impedimento estRrico que origina el grupo benzoato al reaccionar con el

alcohol de la posiciUn 2 desfavorece que se esterifique el alcohol de la posiciUn 1. Por otra parte, el

efecto Cotton esperado para 133a exhibirP un alargamiento de la longitud de onda mPxima (ca. 297

nm) debida a la banda de transferencia de carga intramolecular * del anillo aromPtico
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conjugado a una ligadura doble trans. En el espectro de DC de 133a (figura 46) se observa la curva

caracterSstica de un efecto Cotton negativo con una longitud de onda mPxima en 297 nm. La

distancia intercromofUrica es pequeTa y Rsta puede ser deducida debido a que la apertura de

Davydov es grande; es decir, la distancia que separa los mPximos de absorciUn entre 267 y 297 nm

es inversamente proporcional a la distancia que separa los grupos cromUforos [22].
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Figura 46. Espectro de dicroSsmo circular de 133a.

AsS, el espectro de DC mostrado en la figura 46 proporciona evidencia de un acoplamiento

dipolo elRctrico-dipolo elRctrico incrementado porque el Pngulo diedro entre los grupos cromUforos

es aproximado a 63.7^, siendo un valor muy cercano al Pngulo de 70^ en el que se alcanza el

mPximo acoplamiento entre los grupos cromUforos [22]. AsS, el efecto Cotton negativo observado

en la figura 46 indica que la orientaciUn de los grupos cinamato constituyen una quiralidad negativa

entre las transiciones elRctricas de ambos cinamatos y por consiguiente una configuraciUn absoluta

1R,2R para 133 con base en el mRtodo de la quiralidad del excitUn acoplado (figura 47).
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Figura 47. MRtodo de la quiralidad del excitUn del 1,2-dibenzoato de 133a.
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La biogRnesis de 133 puede ser hipotetizada considerando la propuesta biogenRtica

establecida por KVnig y BXlow (esquema 1) [5], mediante dos oxidaciones sucesivas en el

sesquiterpeno de tipo 4(15)-cicloaxeno. Adicionalmente puede hipotetizarse que mediante dos

esterificaciones consecutivas, el sesquiterpeno 133 puede dar origen a 132 (esquema 2).
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Esquema 2. Propuesta biogenRtica para la formaciUn de 132 y 133.

7.3.3 (2R)- -Cadin-4-en-2,10-diol (134)

En el espectro de masas de alta resoluciUn, modalidad FAB, se observa un ion molecular de

239.2030 uma, el cual indica la fUrmula molecular C15H27O2 ([M + H]+) que integra para tres

insaturaciones. En el espectro de RMN 13C (espectro 35) se observan 15 seTales atribuibles, segWn

lo observable en el experimento DEPT, a seis metinos (uno vinSlico, uno geminal a hidroxilo, uno

alSlico), tres metilenos (uno alSlico), cuatro metilos (uno vinSlico, uno geminal a hidroxilo) y dos

carbonos cuaternarios (uno geminal a hidroxilo). La informaciUn deducida del espectro de masas,

aunado a la obtenida de los espectro de RMN 13C, permiten inferir la presencia de un sesquiterpeno

de tipo cadineno con una insaturaciUn en alguno de los anillos de la decalina. En el espectro de

infrarrojo (espectro 36) se observan bandas de absorciUn en 3413 asignable a hidroxilo, y en 1673,

1460 y 1041 cm-1 asignables a olefSna.

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H (espectro 37) se observan seTales para hidrUgeno

vinSlico, hidrUgeno geminal a hidroxilo, hidrUgenos alSlicos, metilo vinSlico, metilo geminal a

hidroxilo y metilos caracterSsticos de un sistema isopropilo. AsS, en el espectro de RMN 1H se

observa un doblete de cuartetos (J = 5.0, 2.0 Hz) en 5.50 correspondiente a un hidrUgeno vinSlico

(H5) acoplado (espectro COSY 38) a cuatro enlaces con un metilo vinSlico que resuena en 1.66
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como una seTal simple ancha y con un hidrUgeno alSlico que resuena en 2.55 (H6 ) como un

doblete de doblete de dobletes (J = 10.5, 5.5, 5.0 Hz). La seTal en 2.55 (H6 ) correlaciona en el

experimento COSY con dos multipletes centrados en 1.61 (H1 ) y en 1.21 (H7 ), cuyas

orientaciones relativas pueden ser deducidas de las constantes de acoplamiento de 5.0 y 10.5 Hz

mostradas por H6 . Esto indica un acoplamiento pseudoaxial-pseudoaxial con H1 y un

acoplamiento transdiaxial con H7 , respectivamente. El hidrUgeno que resuena en 1.61 (H1 )

correlaciona 1H-1H con un doblete de doblete de dobletes (J = 10.5, 8.0, 6.5 Hz) que resuena en

4.13 atribuida a un hidrUgeno geminal a hidroxilo (H2 ), por su desplazamiento quSmico

caracterSstico. Los valores de las constantes de acoplamientos que exhibiU H2 permiten establecer

dos acoplamientos de tipo axial-axial (J = 10.5, 8.0 Hz) y uno axial-ecuatorial (J = 6.5 Hz), lo cual

establece su orientaciUn relativa. El hidrUgeno que resuena en 4.13 correlaciona 1H-1H con un

doblete de dobletes (J = 17.5, 6.5 Hz) en 2.43 atribuible al hidrUgeno alSlico H3 , que a su vez

correlaciona con su hidrUgeno geminal H3 ( 1.93). De esta manera, es posible establecer el

fragmento C cuya conectividad queda confirmada mediante el anPlisis del experimento HMBC

(espectro 39), en el cual se observa que el hidrUgeno vinSlico (H5) correlaciona con los carbonos C1

( 52.3), C3 ( 42.7), C6 ( 36.7) y C15 ( 22.9). AdemPs, el hidrUgeno alSlico H3 correlaciona

con los carbonos C4 ( 131.1), C5 ( 125.1), C2 ( 67.3), C1 ( 52.3) y C15 ( 22.9), y el hidrUgeno

alSlico H6 presenta correlaciones con los carbonos C4 ( 131.1), C5 ( 125.1), C2 ( 67.3), C1 (

52.3) y C7 ( 44.2).
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Por otro lado, el hidrUgeno que resuena en 1.21 (H7 ) correlaciona 1H-1H con un

hidrUgeno que resuena en 1.90 (H11) como un multiplete atribuible al metino de isopropilo, pues

Rste presenta correlaciones 1H-1H con dos seTales dobles (J = 6.5 Hz) que resuenan en 0.87 (H3-

13) y en 0.82 (H3-12). Adicionalmente, se observan correlaciones
1H-1H del hidrUgeno que resuena

en 1.21 (H7 ) con un multiplete centrado en 1.42 (H8), que a su vez correlaciona con otro

multiplete centrado en 1.60 (H9). Las seTales que resuenan en 1.42 y en 1.60 corresponden a
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dos metilenos (C8, 19.68 y C9, 35.04) segWn las correlaciones observables en el espectro HSQC

(espectro 40). Por otra parte, en el espectro de RMN 1H se observa una seTal simple en 1.45 que

integra para tres hidrUgenos, y que por su desplazamiento quSmico corresponde a un metilo que se

encuentra geminal a un hidroxilo (H3-14), que a su vez muestra correlaciones a larga distancia
3J

con los carbonos C-1 ( 52.3), C-10 ( 72.4) y C-9 ( 35.1). La integraciUn de la informaciUn

espectroscUpica y espectromRtrica descrita, permite extender el fragmento C hasta la estructura 134,

la cual corresponde a un sesquiterpeno de tipo -cadineno.
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La configuraciUn relativa mostrada en 134 fue deducida de las interacciones observables en

el espectro NOESY (espectro 41). Las interacciones mPs relevantes ocurrieron entre el hidrUgeno

vinSlico H5 y el hidrUgeno de metino (H11) del fragmento isopropilo y los hidrUgenos de uno de los

metilos del isopropilo (H3-12). Asimismo, H2 presentU interacciones importantes con el hidrUgeno

alSlico H3 y el hidrUgeno de la posiciUn H7 , lo cual permitiU establecer que el isopropilo se

encuentra orientado hacia la cara del biciclo y que la fusiUn del anillo de decalina es cis (figura

48).
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Figura 48. Interacciones NOESY relevantes de 134.

Adicionalmente, se observU una interacciUn entre el metilo de la posiciUn 14 con el

hidrUgeno alSlico H6 , que a su vez interaccionU con H1 reafirmando de manera inequSvoca la

fusiUn cis del cadineno.
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La revisiUn bibliogrPfica de estructuras anPlogas a 134 revelU la existencia de dos isUmeros,

los cuales poseen fusiUn trans del anillo de decalina (figura 49) [56].
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Figura 49. AnPlogos estructurales de 133 [56].

La orientaciUn relativa de H3-14 en el isokhusinodiol (figura 49), fue determinada con

base en su desplazamiento quSmico a campo bajo, aunado a su interacciUn NOESY con el hidrUgeno

H1 [56a]. Por el contrario, el H3-14 del khusinodiol fue orientado debido a su desplazamiento

quSmico a campo alto [56a]. Lo antes mencionado puede ser explicado mediante las polarizaciones

estRricamente inducidas de los enlaces C_H, las cuales ocasionan los efectos de protecciUn sobre los

hidrUgenos del metilo, tal como sucede en el khusinodiol. En lo que respecta a 134, la orientaciUn

de H3-14 fue establecida Wnicamente por su interacciUn NOESY con los hidrUgenos de las

posiciones 1 y 6 ya que la fusiUn de la decalina es diferente a la de los khusinodioles. El CH3-14

de cis-9-metildecalinas presenta un desplazamiento quSmico de 13C a campo bajo ( 30 ppm).

Por otra parte, la comparaciUn de los datos de RMN 1H informados para ambos

khusinodioles y los datos obtenidos en la presente investigaciUn para 134, muestra diferencias

notables en los desplazamientos quSmicos y en los patrones de acoplamiento espSn-espSn (tabla 9),

lo cual permite inferir que 134 posee un arreglo conformacional y configuracional diferente. AsS, la

fusiUn trans del anillo de decalina en los isUmeros Isokhusinodiol y khusinodiol implica que el

Pngulo diedro H5-C5-C6-H6 sea aproximado a 90^ y con base en la ecuaciUn de Karplus [57] se

puede predecir que la constante de acoplamiento J5,6 sea ca. cero; de tal manera que, el espectro de

RMN 1H de ambos isUmeros mostrarP una seTal simple para el hidrUgeno vinSlico H5 (tabla 9). Por

lo tanto, el patrUn de acoplamiento espSn-espSn del hidrUgeno vinSlico determina la orientaciUn del

hidrUgeno alSlico (H6) en este tipo de sesquiterpenos donde la fusiUn del anillo de decalina es trans.
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Tabla 9. Datos de RMN 1H tomados en CDCl3 para 134 y sus anPlogos estructurales.

PosiciIn Isokhusinodiol KhusinodiolF 134

H-1 1.20 (dd = 10.6, 9.6) 1.61 (m)

H-2 4.06 (ddd = 9.6, 9.4, 5.6) 3.85 4.13 (ddd = 10.5, 8.0, 6.5)

H-3 2.09 (m) 1.93 (m)

H-3 2.43 (dd = 16.6,5.6) 2.43 (dd = 17.5, 6.5)

H-5 5.47 (s) 5.34 5.50 (dcuart = 5.5, 2.0)

H-6 1.97 (m) 2.55 (ddd = 10.5, 5.5, 5.0)

H-7 1.30 (m) 1.21 (m)

(2) H-8 1.30 y 1.41 (m) 1.42 (m)

(2) H-9 1.42 y 1.62 (m) 1.60 (m)

H-11 2.09 (m) 1.90 (m)

CH3-12 0.90 (d = 7.0) 0.95 0.82 (d = 7.0)

CH3-13 0.75 (d = 7.0) 0.76 0.87 (d = 7.0)

CH3-14 1.46 (s) 1.28 1.45 (s)

CH3-15 1.67 (s) 1.67 1.66 (s)

Ref. [56a] (400 MHz). Q Ref. [56b] (100 MHz). c Datos experimentales a 500 MHz. TMS: estPndar interno.

Los datos espectroscUpicos de 134 (tabla 9) permiten inferir que la diferencia mPs notable

con respecto al khusinodiol e isokhusinodiol radica en la multiplicidad mostrada por el hidrUgeno

vinSlico H5, el cual resuena como un doblete de cuartetos con constantes de acoplamiento de 5.5 y

2.0 Hz. Los acoplamientos espSn-espSn observados para H5 sugieren que el Pngulo diedro H5-C5-

C6-H6 es ca. 50^ (J5,6 = 5.5 Hz), lo que implica que el hidrUgeno alSlico de la posiciUn 6 se

encuentre orientado o pseudo-axial en cis-decalinas. Adicionalmente, H6 presenta una constante

de acoplamiento de 5.0 y 10.5 Hz, lo cual indica un acoplamiento pseudoaxial-pseudoaxial con H1

y un acoplamiento transdiaxial con H7 , respectivamente. Por otra parte, el hidrUgeno geminal a

grupo hidroxilo (H2 ) exhibe constantes de acoplamiento (J = 10.5, 8.5, 6.5 Hz) similares a las

informadas para el isokhusinodiol (J = 9.6, 9.4, 5.6) lo cual indica que difieren en la configuraciUn
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de C1 y C2; es decir, H2 presenta dos acoplamientos de tipo axial-axial (J = 10.5, 8.5 Hz) con

H3 y H1 , y uno axial-ecuatorial (J = 6.5 Hz) con H3 . El patrUn de acoplamiento espSn-espSn

mostrado por el hidrUgeno vinSlico (H5), el hidrUgeno alSlico (H6 ) y el hidrUgeno geminal a

hidroxilo (H2 ) es congruente con la configuraciUn relativa asignada mediante las interacciones

NOESY mostradas en la figura 49.

Debido a la existencia de las dos series enantiomRricas de este tipo de sesquiterpenos, se

realizU la determinaciUn de la configuraciUn absoluta de 134 considerando que posee un hidroxilo

secundario esterificable para la aplicaciUn del mRtodo de la quiralidad del excitUn mediante la regla

del sector benzoato [24]. AsS, 134 fue sometido a la reacciUn de esterificaciUn con el cloruro de p-

bromobenzoSlo en presencia de piridina anhidra para la obtenciUn del derivado 134a.

Posteriormente, se registrU el espectro de DC de 134a, en el cual se observU un efecto Cotton

negativo en 252 nm (figura 50).
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Figura 50. Espectro de dicroSsmo circular de 134a.

De acuerdo al resultado observado en la figura 50, es posible plantear el modelo de la

figura 51, en el cual se muestra que las principales contribuciones al efecto Cotton negativo

provienen del enlace doble , _ al grupo benzoato y de los grupos metilo e hidroxilo que se

encuentran _ al carbono asimRtrico C2 (modelo B, figura 51).
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A B

Figura 51. AplicaciUn de la regla del sector benzoato a 134a (B) y su enantiUmero (A).

Por lo anterior, se establece que la configuraciUn absoluta del C2 en 134 es R.
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7.3.4 (2R)- -Cadin-4,9-dien-2-ol (135)

La muestra 134 recuperada de RMN presentU una sustancia adicional, la cual fue atribuida a

la transformaciUn de 134 en las condiciones ligeramente Pcidas del cloroformo deuterado

(conversiUn ca. 50%). Dicha sustancia fue purificada y caracterizada mediante el anPlisis de sus

propiedades espectroscUpicas, espectromRtricas y Upticas como (2R)-hidroxi-amorfa-4,9-dieno

(135), y se dedujo que proviene de la deshidrataciUn del alcohol terciario de la posiciUn C10 en 134.
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Considerando que 135 representa un compuesto con una conformaciUn y configuraciUn relevante

por la fusiUn cis de su esqueleto, se describirP sucintamente su elucidaciUn estructural.

En el espectro de masas de alta resoluciUn, en la modalidad FAB, se observa un ion

molecular de 221.1902 uma, el cual indica la fUrmula molecular C15H25O ([M + H]+) de la que se

deducen cuatro insaturaciones. En el espectro de RMN 13C se observan 15 seTales correspondientes,

segWn lo observable en el experimento DEPT, a siete metinos (dos vinSlicos, uno geminal a

hidroxilo y dos alSlicos), dos metilenos (alSlicos), cuatro metilos (dos vinSlicos) y dos carbonos

cuaternarios (dos vinSlicos). La evidencia de cuatro carbonos olefSnicos permitiU inferir la presencia

de una olefina trisustituida en 135, la cual proviene de la deshidrataciUn de 134. Lo anterior puede

ser confirmado en el espectro de RMN 1H (espectro 42), ya que se observa una seTal (dcuart, J =

5.0, 1.5 Hz) en 5.24 que corresponde al hidrUgeno vinSlico H5, el cual se encuentra acoplado a

cuatro enlaces con el metilo vinSlico H3-15 que resuena en 1.56 (d, J = 1.5 Hz); ademPs, se

observa otra seTal en 5.38 (m) que se atribuye al hidrUgeno vinSlico H9, el cual correlaciona 1H-
1H con el metilo vinSlico H3-14 que resuena en 1.73 (d, J = 1.5 Hz). La presencia de un metilo

vinSlico adicional establece que 134 experimentU una deshidrataciUn del alcohol terciario de la

posiciUn C9, lo cual quedU avalado en el espectro de RMN 1H por el doblete de dobletes ancho (J =

11.5, 5.0 Hz) que resuena en 3.97 y que fue asignado a un hidrUgeno geminal a hidroxilo (H2 )

por su desplazamiento quSmico caracterSstico.

La fusiUn cis del compuesto deshidratado 135 quedU establecida inequSvocamente por la J5,6

= 5.0 Hz que mostrU H5 (para mPs detalles, vRase discusiUn estructural de 134) y por la

multiplicidad observada para H1 (t, J = 8.0 Hz) que resuena en 2.14 y para H3 (d, J = 17.0 Hz)

resonante en 2.06. Por otro lado, el fragmento isopropilo quedU evidenciado por el metino que

resuena en 1.78 (m, H11), el cual mostrU correlaciones 1H_1H con dos seTales dobles (J = 6.5 Hz)

centradas en 0.83 (H12) y en 0.90 (H13). AsS, la conectividad de 135 se confirmU mediante el

anPlisis del espectro HMBC, en el cual los hidrUgenos del metilo vinSlico H3-14 exhibieron

correlaciones con los carbonos C10 ( 133.0), C1 ( 43.1) y C9 ( 123.1).

El anPlisis y la integraciUn de la informaciUn espectroscUpica y espectromRtrica observada

para la estructura 135 confirma que Rsta corresponde al -cadineno derivado de la deshidrataciUn

del alcohol terciario del (2R)- -cadin-4-en-2,10-diol (134).
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La configuraciUn relativa mostrada en 135 fue confirmada mediante las interacciones

observables en el espectro NOESY (espectro 43). Las interacciones mPs relevantes ocurrieron entre

el hidrUgeno vinSlico H5 y H7 y H3-12. Asimismo, H2 presentU interacciones importantes con el

hidrUgeno alSlico H3 y con H7 , lo cual reafirma que el isopropilo se encuentra orientado hacia la

cara del biciclo y que la fusiUn del anillo de decalina es cis (figura 52). Adicionalmente, se

observU una interacciUn entre el metilo vinSlico H3-14 con H-2 , y por otra parte, H-6 mostrU una

interacciUn NOESY con H-1 y con el metilo de isopropilo H3-12.
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Figura 52. Interacciones NOESY relevantes para 135.

Por otra parte, la bWsqueda en la literatura de anPlogos estructurales permitiU encontrar un

diasterUmero denominado (+)-amorfan-4,9-dien-2-ol (148) [58].
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Los datos de RMN 1H informados para 148 muestra diferencias notables con los datos

espectroscUpicos obtenidos en la presente investigaciUn para 135 (tabla 10). AsS, los modelos

Dreiding revelaron que la orientaciUn relativa de los sustituyentes en C2 y C7 tienen una influencia

importante en el Pngulo diedro H5-C5-C6-H6 y por consiguiente en el valor de la constante de

acoplamiento J5,6; es decir, para 148 el Pngulo diedro H5-C5-C6-H6 es aproximado a _63^ lo que

implica que, considerando la ecuaciUn de Karplus [57], la constante de acoplamiento J5,6 sea menor

o igual a 3.0 Hz (tabla 10).

Tabla 10: Desplazamientos quSmicos de 1H de 148 y 135.

PosiciUn 148 135c

H-1 2.30 (s) 2.14 (t, J = 6.0)

H-2 3.82-3.85 (m) 3.97 (dd, J = 11.5, 5.0)

H-3 2.12-2.18 (m) 1.75 (m)

H-3 1.85 (dd, J = 5.0, 16.0) 2.06 (m)

H-5 5.14 (s) 5.24 (dcuart, J = 5.0, 1.5)

H-6 2.62 (s) 2.43 (s)

H-7 1.05-1.12 (m) 1.31 (m)

H-8 1.93-2.00 (m) 1.97 (m)

H-8 1.57-1.66 (m) 1.80 (m)

H-9 5.49 (d, J = 4.0) 5.38 (m)

H-11 1.49 (m) 1.78 (m)

CH3-12 0.87 (d, J = 7.0) 0.83 (d, J = 6.5)

CH3-13 0.91 (d, J =7.0) 0.90 (d, J = 6.5)

CH3-14 2.01 (s) 1.73 (d, J = 1.5)

CH3-15 1.57 (s) 1.56 (d, J = 1.5)

Datos tomados en CDCl3, 300 MHz [58].
c Datos tomados en C6D6, 500 MHz. Se usU TMS como estPndar interno.

Por el contrario, el modelo Dreiding de 135, el cual posee la configuraciUn relativa opuesta

en C2 y en C7, revelU que el Pngulo diedro H5-C5-C6-H6 es ca. _ 40^ y con base en la ecuaciUn de

Karplus [57] se espera que la constante de acoplamiento J5,6 sea mayor a 3.0 Hz. AsS, la constante

de acoplamiento J5,6 exhibida por 135 (tabla 10) fue de 5.0 Hz, lo cual estP de acuerdo con lo

predicho en el arreglo conformacional y configuracional modelado para 135. Por otra parte, la

multiplicidad observada para H2 en 135 proporciona evidencia de la orientaciUn relativa del
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hidroxilo, es decir, con base en los modelos Dreiding pueden predecirse dos acoplamientos

transdiaxiales (~ 9.0_12.0 Hz) y uno axial-ecuatorial (~ 5.0 Hz) (tabla 10).

En esta forma, se comprueba la configuraciUn relativa de 134, en tanto que, la configuraciUn

absoluta de 135 puede asignarse como 2R considerando que 135 proviene de la deshidrataciUn de

134.
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Esquema 3. Propuesta biogenRtica para la formaciUn de 134 y 135.

Con base en las configuraciones absolutas mostradas para 134 y 135, pueden hipotetizarse

sus orSgenes biogenRticos, partiendo de (_)-germacreno D como el precursor biogenRtico y

considerando el trabajo de KVnig y BXlow [5]. Los pasos de reacciUn biogenRtico implican una

isomerizaciUn de (_)-germacreno D a iso-(_)-germacreno D, seguida de una protonaciUn y un

cambio conformacional del catiUn N. Este Wltimo sufre una rotaciUn del enlace doble 1(10) y

posterior ciclizaciUn para formar el catiUn cadinenilo, el cual darP origen a 134 mediante

oxidaciones consecutivas y a 135 mediante pRrdida de un protUn (esquema 3).

7.3.5 (1R,2R)-Dihidroxi-4-isodaucen-14-ol (136)

En el espectro de masas de alta resoluciUn, en la modalidad FAB, se observa un ion

molecular de 255.1967 uma que indica la fUrmula molecular C15H27O3 ([M + H]+) con una integral
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para tres insaturaciones (espectro 44). En el espectro de RMN 13C (espectro 45) y en el experimento

DEPT se observan 15 seTales de carbonos correspondientes a seis metinos (un vinSlico, dos

geminales a hidroxilo), cuatro metilenos (uno de alcohol primario), tres metilos y dos carbonos

cuaternarios. La combinaciUn de la informaciUn obtenida del espectro de masas y de los espectros

de RMN 13C permiten deducir la presencia de un sesquiterpeno bicSclico con una insaturaciUn. En el

espectro de infrarrojo (espectro 46) se observan bandas de absorciUn en 3622 y 3457 atribuida a

hidroxilo, en 1449 y 1046 asignable a una olefSna.

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H (espectro 47) se observan seTales para hidrUgeno

vinSlico, hidrUgenos geminales a hidroxilo, hidrUgenos alSlicos y metilos caracterSsticos de

isopropilo. AsS, en el espectro de hidrUgeno se observa una seTal doble (J = 9.0 Hz) en 3.25 cuyo

desplazamiento quSmico indica que se trata de un hidrUgeno geminal a hidroxilo (H-1 ), el cual

exhibe un acoplamiento 1H-1H con otro hidrUgeno tambiRn geminal a hidroxilo que resuena en

3.57 (H-2 ) como un doblete de doblete de dobletes (ddd, J = 11.5, 8.5, 2.0 Hz). Entonces, el valor

de la constante de acoplamiento mostrada por H-1 (J = 9.0 Hz) permite establecer una orientaciUn

transdiaxial de ambos hidrUgenos que se encuentran geminales a hidroxilo. Por otro lado, la

multiplicidad que exhibiU H-2 sugiere que tambiRn se encuentra acoplado a dos hidrUgenos,

quedando evidenciado por sus correlaciones COSY con los hidrUgenos H-3 y H-3 que resuenan

en 2.46 como un multiplete. Los hidrUgenos del metileno de la posiciUn 3 presentaron

correlaciones a larga distancia con los carbonos C-4 ( 137.75) y C-5 ( 132.15) correspondientes a

una funciUn olefSnica y con el carbinol C-1 ( 87.70). De la funciUn olefSnica, el metino C-5 (

132.15) presentU correlaciUn HSQC (espectro 48) con su correspondiente hidrUgeno vinSlico que

resuena en 5.48 como una seTal doble (J = 4.5 Hz), el cual mostrU una correlaciUn cruzada

(HMBC) con un metileno (H2-14) de alcohol primario ( H 3.95, C 67.82). Lo descrito hasta el

momento permite construir el fragmento D.
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A partir de la olefSna, se observa que el hidrUgeno vinSlico H-5 presentU un acoplamiento

COSY con un hidrUgeno alSlico (H-6 ) resonante en 2.11, el cual mostrU una multiplicidad de
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doblete de dobletes (J = 9.5, 5.5 Hz) debido a un acoplamiento 1H-1H adicional con otro hidrUgeno

(H-7 ) que aparece en 1.76. La orientaciUn de H-7 fue deducida del valor de la constante de

acoplamiento antiperiplanar (J = 9.5 Hz) que presentU H-6 . Por otra parte, H-7 mostrU

correlaciones 1H-1H (espectro 49) y 3J 1H-13C con las seTales debidas a un isopropilo resonante en

1.52 y 32.11 del metino CH-11; en 0.88 y 21.93 del metilo CH3-12 y en 0.84 y 19.27 del metilo

CH3-13. Adicionalmente, H-7 exhibiU correlaciones 1H-1H con los hidrUgenos de un metileno (H2-

8) resonantes en 1.76 y 1.35 como multipletes, los que a su vez presentaron correlaciones con dos

seTales de un metileno (H2-9), las cuales aparecen en 1.96 y 1.52 como multipletes. Aunado a lo

anterior, una seTal simple ( 0.96, H3-15) que integra para tres hidrUgenos y que puede ser asignada

a un metilo por su correlaciUn HSQC con el carbono C-15 ( 14.78), presentU correlaciones a larga

distancia con los carbonos asignados arbitrariamente a C-9 ( 39.98), C-10 ( 49.31) y C-1 (

87.70). Las asignaciones correctas de cada uno de los carbonos antes mencionados y de sus

correspondientes hidrUgenos se definieron por las correlaciones observadas en el espectro HSQC y

HMBC. Cabe seTalar que las correlaciones mPs importantes que ayudaron en la asignaciUn

inambigua de los hidrUgenos que aparecieron con el mismo desplazamiento quSmico (H-7 y H-8, H-

9 y H-11), fueron las exhibidas entre H-5 ( 5.48), H-9 ( 1.96), H3-12 ( 0.88) y H3-13 ( 0.84) con

C-7 ( 50.35), lo cual permitiU extender el fragmento D hasta el sesquiterpeno de tipo isodaucano

136.
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La configuraciUn relativa de 136 quedU sustentada por los valores de las constantes de

acoplamiento y por las interacciones NOESY mPs relevantes observadas en el espectro 50. AsS, H-

6 exhibiU una multiplicidad doblete de dobletes (J = 9.5, 5.5 Hz) debida a su acoplamiento con el

hidrUgeno vinSlico H-5 (J5,6 = 5.5 Hz) y con el metino H-7 (J6,7 = 9.5 Hz), lo cual determina la

orientaciUn antiperiplanar de H-7 . De forma similar, H-1 y H-2 se encuentran con orientaciUn

antiperiplanar segWn los valores de las constantes de acoplamiento observadas (J1,2 = 9.0 Hz) para
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ambos hidrUgenos. Lo anterior queda confirmado por las interacciones espaciales, observadas en el

experimento NOESY, entre los hidrUgenos H6 y H-1 , entre H-7 y H3-15 , entre H-2 y H3-

15 ; entre H-6 y H-11, entre H-5 y H3-12, entre H3-15 y H-9 ( 1.96). AsS, la informaciUn

previamente descrita permite establecer que el sesquiterpeno 136 posee una fusiUn trans del

esqueleto de azuleno y la configuraciUn relativa mostrada en la figura 53.
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Figura 53. Interacciones NOESY relevantes para 136.

La revisiUn bibliogrPfica de estructuras anPlogas a 136 revelU la existencia de pocos

sesquiterpenos de tipo isodaucano, los cuales fueron aislados de especies de plantas de la familia

Compositae y la mayorSa poseen fusiUn cis del esqueleto de azuleno (figura 54). Cabe seTalar que la

configuraciUn absoluta sUlo ha sido determinada para los sesquiterpenos que poseen configuraciUn

cis del azuleno, siendo el (_)-mintsulfuro el primer sesquiterpeno al cual se le determinU la

configuraciUn absoluta mediante difracciUn de rayos X [59]. Por otra parte, a los sesquiterpenos

denominados afanamol I y II se les determinU la configuraciUn absoluta mediante sSntesis quSmica

[60].
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Figura 54. Compendio de sesquiterpenos de tipo isodaucano aislados a la fecha.
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Figura 54. Compendio de sesquiterpenos de tipo isodaucano aislados a la fecha.

Considerando que los antecedentes de este tipo de sesquiterpenos son escasos y que la

configuraciUn absoluta de los sesquiterpenos con fusiUn trans del esqueleto de azuleno no se

conoce, se procediU a la determinaciUn de la configuraciUn absoluta de 136 mediante el mRtodo de

la quiralidad del excitUn por dicroSsmo circular [17, 18, 22, 23, 26]. AsS, 136 fue sometido a la

reacciUn de esterificaciUn con el cloruro de p-bromobenzoSlo en piridina anhidra hasta la obtenciUn

de 136a (figura 55).
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Figura 55. DerivatizaciUn quSmica de 136.

Posteriormente, se procediU al registro del espectro de DC de 136a y a su interpretaciUn

mediante la propuesta de modelos adecuados que permitieran explicar el efecto Cotton negativo

observado en la figura 56.
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Figura 56. Espectro de dicroSsmo circular de 136a.
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El efecto Cotton negativo observado en la figura 56, fue analizado de acuerdo a lo

establecido en el mRtodo de la quiralidad del excitUn de benzoatos alSlicos [26] y mediante el

mRtodo de la quiralidad del excitUn del 1,2-dibenzoato [17, 18]. En este Wltimo, tambiRn se

consideraron las contribuciones debidas al acoplamiento dipolo-dipolo a larga distancia, es decir,

las contribuciones acumuladas por la presencia de tres grupos cromUforos iguales no equidistantes

[23].

De acuerdo al mRtodo de la quiralidad del excitUn del 1,2-dibenzoato se pueden proponer

modelos para el enantiUmero 136a, los cuales explican las contribuciones al efecto Cotton negativo

observado en la figura 56. La imagen izquierda representa el confUrmero de mSnima energSa del

enantiUmero 136a modelado con el programa PCmodel [42] y el modelo A muestra una proyecciUn

de Newmann vista a travRs del enlace C(2)-C(3), lo cual proporciona evidencia de la contribuciUn

negativa esperada en el efecto Cotton (figura 57). Cabe mencionar que, el Pngulo diedro entre los

grupos -dibenzoatos es de ~68^, lo cual permite deducir que el efecto Cotton observado es casi

mPximo [22].

Adicionalmente, pueden plantearse dos modelos resultantes del acoplamiento de los

momentos dipolares a larga distancia y trazando un eje imaginario desde el carbono C-14 hasta el

carbono C-1 (modelo C), o bien, desde C-14 hasta C-2 (modelo B), los cuales tendrPn

contribuciones nula y positiva al efecto Cotton, respectivamente (figura 57). Posiblemente, el

acoplamiento 1,2-dibenzoato observado en el modelo B (figura 57) y el acoplamiento

intercromofUrico del benzoato alSlico con el benzoato unido a C-1 (modelo C, figura 57) alineados

paralelamente, no contribuyen de manera importante al efecto Cotton observado en la figura 56.

Figura 57. MRtodo de la quiralidad del excitUn del 1,2-dibenzoato para 136a.
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Por otra parte, aplicando el mRtodo de la quiralidad del excitUn de benzoatos alSlicos, es

posible plantear el modelo A (figura 58), en el cual se espera una contribuciUn negativa al efecto

Cotton debida al acoplamiento del dipolo elRctrico del grupo benzoato alSlico (C-14) con el dipolo

elRctrico del enlace doble C(4)-C(5).

Figura 58. AplicaciUn de la regla de la helicidad del benzoato alSlico a 136a.

AsS, el efecto Cotton negativo observado permite establecer que 136 posee la configuraciUn

absoluta 1R,2R.

Considerando el resultado derivado del anPlisis quirUptico, puede hipotetizarse la formaciUn

biogenRtica de 136 partiendo de la consideraciUn de que el (_)-germacreno D es el precursor mPs

plausible. La ruta biogenRtica implica la protonaciUn del (_)-germacreno D, seguida de equilibrio

conformacional que favorecerP la ciclizaciUn para la formaciUn del trans-7,5-biciclo fusionado, el

cual puede formar a 136 mediante oxidaciones consecutivas (esquema 4).
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Esquema 4. Propuesta biogenRtica para la formaciUn de 136.
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7.3.6 1 ,2 -Isopropilidendioxi-4-isodaucen-14-ol (137)

El compuesto 137 mostrU en el espectro de masas de alta resoluciUn, en la modalidad FAB+,

un ion molecular de 295.2268 uma que indica la fUrmula molecular C18H31O3 ([M + H]+) e integra

para cuatro insaturaciones. En el espectro de RMN 13C (espectro 51) se observan 18 seTales de

carbonos correspondientes a seis metinos (uno vinSlico, dos geminales a hidroxilo, uno alSlico),

cuatro metilenos (uno geminal a hidroxilo y otro alSlico), cinco metilos (dos de isopropilo) y tres

carbonos cuaternarios (uno vinSlico y otro de grupo hemicetal) segWn lo observable en el

experimento DEPT. En el espectro de infrarrojo (espectro 52) se observan bandas de absorciUn en

3421 para grupo hidroxilo, en 1688, 1457 y 1067 para funciUn olefSnica.

En el espectro de RMN 1H (espectro 53) de 137 se observU un doblete (J = 9.0 Hz) en 3.30

(H-1 ) caracterSstico de un hidrUgeno geminal a oxSgeno, el cual se acopla 1H_1H, con un doblete

de doblete de dobletes (J = 11.5, 8.5, 2.0 Hz) en 3.58 atribuido a otro hidrUgeno geminal a

oxSgeno (H-2 ). Asimismo, H-2 se acopla a dos hidrUgenos alSlicos que resuenan en 2.51 (dddd,

J = 14.0, 2.0, 1.0 Hz) y 2.22 (td, J = 13.5, 1.5 Hz) atribuidos a H-3 y a H-3 considerando las

constantes de acoplamiento axial-ecuatorial (J = 2.0 Hz) y axial-axial (J = 13.5 Hz),

respectivamente. Ambos hidrUgenos alSlicos mostraron correlaciones a larga distancia (3J) con los

carbonos de una funciUn olefSnica resonante en 137.76 (C-4) y 129.56 (C-5). A su vez, uno de los

carbonos vinSlicos ( 129.56) correlacionU con su correspondiente hidrUgeno H-5, el cual resuena en

5.45 como una seTal doble de dobles (J = 3.5, 1.0 Hz) debida a su acoplamiento 1H-1H con el

hidrUgeno de metino H-6 ( 1.91) que aparece como un doblete de doblete de dobletes (ddd, J =

10.0, 4.5, 2.0 Hz). La multiplicidad exhibida por H-6 establece su acoplamiento alSlico con H5 (J

= 4.5 Hz) y su orientaciUn antiperiplanar con H7 (m, 1.72). Adicionalmente, H5 ( 5.45) mostrU

correlaciones cruzadas 3J con el carbinol C14 ( 67.84) y con C7 ( 49.30); asimismo, H2-14 (

3.66) presentU una correlaciUn con C5 ( 129.56). La presencia de un carbono hemicetPlico ( C

106.67) y de dos metilos desplazados a campo bajo [ H 1.49 (s, H3-3b) y 1.42 (s, H3-2b)] indicU la

presencia de un fragmento acetUnido condensado en el sistema 1,2-diol.

Por otra parte, H7 presentU correlaciones COSY con un multiplete centrado en 1.55

(H11) y con H2-8 resonante en 1.32; ademPs, presentU una correlaciUn HMBC con el carbono C5

( 129.56). A su vez, el metino de la posiciUn 11 exhibiU correlaciones COSY con dos seTales
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dobles que resonaron a campo alto (J = 6.5 Hz) en 0.87 y 0.80, las cuales fueron atribuidas a los

metilos de un fragmento de isopropilo, H3_13 y H3_12, respectivamente. Ambos metilos exhibieron

correlaciones HMBC con C7 ( 49.30) y con C11 ( 31.30). AdemPs, H11 mostrU correlaciones a

larga distancia con C6 ( 49.35) y C7 ( 49.30). Por otro lado, H1 presentU correlaciones cruzadas

con un metileno atribuido a CH2-9 ( H 1.87 y 1.42, C 38.83) y con un metilo atribuido a CH3-15

( H 0.91, C 14.05); aunado a su correlaciUn con el carbono cuaternario que resuena en C 46.41, el

cual se atribuyU a C10 pues Rste presentU una correlaciUn cruzada con el metilo CH3-15 ( H 0.91).

Las conectividades antes descritas permiten establecer la estructura 137.
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La configuraciUn relativa de 137 fue confirmada mediante el anPlisis del experimento

bidimensional NOESY (espectro 54). Las interacciones mPs relevantes ocurrieron entre H1 y H6 ,

H3-3[, H3 ; entre H7 y H3-15 ; entre H2 y H3-15 , H3-2[; entre H6 y H3-12; entre H5 y H3-12;

entre H3-15 y H9 ( 1.87) (figura 59). La informaciUn descrita confirma la fusiUn trans del

esqueleto de azuleno y la configuraciUn relativa establecida para 136.
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Figura 59. Interacciones NOESY relevantes para 137.
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7.3.7 (1R,2R,5S,6S,7S,10S)*-5-epi-Eudesm-4(15)-eno-1 ,2 ,6 -triol (138)

Del espectro de masas de alta resoluciUn, modalidad FAB+, se dedujo la fUrmula molecular

C15H26O3 (255.1965, [M + H]+), la cual integra para tres insaturaciones (espectro 55). Del espectro

de RMN 13C (espectro 56) y del experimento DEPT, se infiere la presencia de 15 carbonos, de los

cuales seis corresponden a metinos (tres geminales a hidroxilo), cuatro a metilenos (un metileno

vinSlico exocSclico), tres a metilos y dos a carbonos cuaternarios (uno vinSlico). La informaciUn

proporcionada por el espectro de RMN 13C en conjunto con la obtenida del espectro de masas,

permite deducir que la estructura en cuestiUn corresponde a un sesquiterpeno bicSclico con una

olefina exocSclica. En el espectro de infrarrojo (espectro 57) se observan las bandas de absorciUn

caracterSsticas de hidroxilo en 3385 y para ligadura doble en 1648, 1460 y 1049 cm-1.

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H (espectro 58) se observan seTales caracterSsticas de

dos protones vinSlicos, tres protones geminales a hidroxilo, y dos dobletes a campo alto que integran

para tres hidrUgenos cada uno, los cuales son caracterSsticos de un isopropilo. AsS, el hidrUgeno

vinSlico que resuena en 5.07 (H15a) como una seTal triple (J = 2.0 Hz) correlacionU en el espectro

COSY (espectro 59) con la seTal triple (J = 2.0 Hz) resonante en 4.93 (H15b), cuyas constantes de

acoplamiento confirman su acoplamiento geminal vinSlico. Ambos hidrUgenos olefSnicos exhibieron

correlaciones COSY a cuatro ligaduras con los hidrUgenos de un metileno alSlico (C3, 38.13), los

cuales resonaron en 2.60 (H3 ) como un doblete de doblete de dobletes (J = 13.0, 5.5, 1.0 Hz) y

en 2.30 (H3 ) como un doblete de doblete de tripletes (J = 13.0, 11.0, 2.0 Hz). Por otra parte, los

hidrUgenos alSlicos (H3 y H3 ) mostraron correlaciones, en el experimento COSY, con un doblete

de doblete de dobletes (J = 11.0, 9.0, 5.0 Hz) centrado en 3.74 (H2 ), cuyo desplazamiento

quSmico sugiere que se encuentra geminal a hidroxilo y cuyas constantes de acoplamiento indican

una orientaciUn antiperiplanar a H3 (J = 11.0 Hz) y una orientaciUn axial-ecuatorial a H3 (J =

5.5 Hz). Asimismo, H2 mostrU correlaciUn COSY con una seTal doble (J = 9.5 Hz) resonante en

3.65 (H1 ). La multiplicidad y el valor de la constante de acoplamiento (9.5 Hz) de H1 ( 3.65)

sugiere un acoplamiento antiperiplanar al hidrUgeno que resuena en 3.74 (H2 ). Esta informaciUn

permite integrar el fragmento E, cuya conectividad queda confirmada por las correlaciones 3J

observadas en el experimento HMBC (espectro 60) de H1 ( 3.65) con el carbono C3 ( 38.13), y

de H3 ( 2.30) y H3 ( 2.60) con el carbono vinSlico C15 ( 116.09).
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Por otra parte, en el espectro de RMN 1H se observa una seTal doble (J = 10.0 Hz) en 1.85

(H5 ), la cual correlaciona 1H-1H con una seTal triple (J = 10.0 Hz) en 3.55 (H6 ). El valor de la

constante de acoplamiento J5,6 = 10.0 Hz sugiere un acoplamiento transdiaxial, lo que permite

establecer las orientaciones y relativas de H5 y H6, respectivamente. De forma anPloga, H6

exhibiU una correlaciUn COSY con un multiplete centrado en 1.22-1.33, el cual se atribuyU al

hidrUgeno del metino, H7, por su correlaciUn HSQC con C-7 ( 49.03). H7 se encuentra , de

acuerdo a la constante de acoplamiento axial-axial (J = 10.0 Hz) exhibida por H6 . El multiplete en

1.22-1.33 incluye uno de los hidrUgenos del metileno ( C 18.08) de la posiciUn 8, ya que los

hidrUgenos del metileno de la posiciUn 9 ( 2.08 y 1.05) mostraron correlaciones COSY con dicho

multiplete. Las correlaciones 1H_1H observadas entre las seTales resonantes en 2.08 (H9 , ddd, J

= 13.5, 3.0, 3.0 Hz) y en 1.05 (H9 , ddd, J = 13.5, 3.5 Hz) con el multiplete en 1.22-1.31 (H8 )

y con la seTal en 1.48 (H8 ), proporcionan evidencia de la secuencia del esqueleto del fragmento

F. Por otro lado, se observU que el carbono C7 ( 49.03) presenta correlaciones a larga distancia con

los hidrUgenos de dos metilos que se observan en 0.94 (H13) y en 0.84 (H12) como dos seTales

dobles (J = 7.0 Hz), las cuales se encuentran acopladas, vSa COSY, con un septuplete de dobletes (J

= 7.0, 2.0 Hz) resonante en 2.20 (H11), proporcionando evidencia de que H7 se encuentra

geminal a un fragmento isopropilo (m/z 43 uma en el espectro de masas). Adicionalmente, H7

mostrU una correlaciUn 1H-1H con la seTal que resuena en 1.48 y la cual se atribuyU a H8 con

base en lo observado en el experimento HMBC, donde se observan correlaciones 3J de H5 ( 1.85)

con los carbonos C6 ( 67.36) y C7 ( 49.03); correlaciones de H9 ( 1.05) con C7 ( 49.03); de

H6 con C11 ( 26.42); de H8 ( 1.48) con C6 ( 67.36) y correlaciones de H12 ( 0.84) y H13 (

0.94) con C7 ( 49.03) [fragmento F].
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Adicionalmente, en el espectro HMBC se observa que H9 ( 1.05) correlaciona 3J con el

carbono C1 ( 73.84); que H9 ( 2.08) correlaciona 3J con C5 ( 61.32) y con un carbono

cuaternario en 39.64 asignado a C10 por las correlaciones cruzadas que presentU con H5 ( 1.85)

y con H9 ( 1.05). H5 correlacionU 3J con los carbonos C1 ( 73.84), C3 ( 38.13), C4 (

143.03), C15 ( 116.09) y con el carbono del metilo, CH3-14, que resuena en 22.54. Por otra

parte, CH3-14 ( H 0.89 y C 22.54) mostrU correlaciones HMBC con C10 ( 39.64), C9 ( 34.49)

C5 ( 61.32) y C1( 73.84). AsS, el carbono C1 del fragmento E se encuentra unido al fragmento F

a travRs del carbono cuaternario C10, y C5 estP unido a C4, lo cual permite establecer la estructura

molecular de un sesquiterpeno de tipo eudesmano (138).
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Tanto la fusiUn cis del anillo de decalina en 138 como la configuraciUn relativa mostrada,

fueron establecidas mediante las interacciones espaciales relevantes observadas, en el espectro

NOESY (espectro 61), entre H1 y H3 , H8 y muy importantemente con H6 ; por otro lado, H6

mostrU interacciones con H3 y H8 (el cual interaccionU con H13, 0.94). Adicionalmente, se

observaron interacciones espaciales importantes entre H5 y H7 , H9 , H15a, y el metilo CH3-14

permitiendo orientar a Rste Wltimo hacia la cara del biciclo. La Wltima deducciUn quedU apoyada

por la interacciUn NOESY observada entre H2 y CH3-14, el cual a su vez, exhibiU interacciUn

NOESY con H9 . La informaciUn deducida del espectro NOESY permite establecer que el arreglo

conformacional en soluciUn preferido por 138 es el que se muestra en la figura 60, quedando

evidencia de la fusiUn cis del sesquiterpeno de tipo eudesmano.
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Figura 60. Interacciones NOESY relevantes para 138.

Los informes en la literatura revelan la existencia de sUlo un sesquiterpeno de tipo cis-

eudesmano sin configuraciUn absoluta determinada [61], lo cual indica que la particularidad de una

decalina con fusiUn cis es poco frecuente en la naturaleza. Considerando las configuraciones

absolutas establecidas para los sesquiterpenos 132-136 y presuponiendo el mismo precursor

biogenRtico ((_)-germacreno D), es posible hipotetizar el origen biogenRtico de 138. La secuencia

de reacciones implica la isomerizaciUn de (_)-germacreno D a iso-(_)-germacreno D, posterior

protonaciUn para formar el catiUn M1 que mediante un cambio conformacional a M2 favorecerP la

ciclizaciUn cis para formar el catiUn cis-eudesmilo N. Posteriormente, N puede formar el compuesto

138 mediante reacciones oxidativas consecutivas (Esquema 5).
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Esquema 5. Propuesta biogenRtica para la formaciUn de 138.
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7.3.8 (1R,2R,5S,6S,7R,10S)*-Ax-4(15)-eno-1 ,2 -7 -triol (139)

Del espectro de masas, modalidad FAB, se dedujo la fUrmula molecular C15H26O3

(255.1971, [M + H]+), la cual integra para tres insaturaciones (espectro 62). En el espectro de IR

(espectro 63) se observan bandas de absorciUn en 3385 atribuible a hidroxilo, y en 1645, 1462 y

1048 asignable a ligadura doble. En el espectro de RMN 13C (espectro 64) y en el experimento

DEPT se observa la presencia de 15 seTales, de las cuales seis corresponden a metinos (tres

geminales a hidroxilo), cuatro a metilenos (un metileno vinSlico), tres a metilos (dos de isopropilo) y

dos a carbonos cuaternarios (uno vinSlico). La informaciUn obtenida de los espectros de RMN 13C,

masas e infrarrojo, permiten deducir la presencia de un sesquiterpeno bicSclico con una funciUn

olefSnica, satisfaciendo asS las tres insaturaciones.

En el espectro de RMN 1H (espectro 65) se observa un patrUn de seTales muy similares a las

exhibidas por 138; es decir, se puede deducir la presencia de protones vinSlicos, de protones

geminales a hidroxilo, y de protones de metilos de un fragmento isopropilo. AsS, el hidrUgeno

vinSlico que resuena en 5.02 como una seTal triple y con una constante de acoplamiento gem

vinilo de 2.0 Hz (H15a), correlaciona (espectro COSY, 66) con una seTal (t, J = 2.0 Hz) que resuena

en 4.96 atribuible al hidrUgeno vinSlico geminal H15b. Ambos protones vinSlicos exhiben

acoplamiento a cuatro enlaces con los hidrUgenos que resuenan en 2.56 (H3 , ddd, J = 13.0, 5.0,

1.0 Hz) y en 2.38 (H3 , ddt, J = 13.0, 11.0, 1.5 Hz). H3 y H3 mostraron correlaciones COSY

con un hidrUgeno geminal a hidroxilo que resuena en 3.59 (ddd, J = 11.5, 10.5, 5.5 Hz, H2 ), el

que a su vez exhibiU correlacionU con la seTal en 3.46 (d, J = 9.5 Hz, H1 ). Los valores de las

constantes de acoplamiento exhibidas por H3 ( 2.38), H3 ( 2.56), H2 ( 3.59) y H1 ( 3.46)

resultaron idRnticas a las descritas para el fragmento E de 138, el cual puede confirmarse por las

correlaciones HMBC (espectro 67) de H1 ( 3.46) con C3 ( 38.76) y de H3 ( 2.38) y H3 (

2.56) con el carbono vinSlico C15 ( 114.24).

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H se observa una seTal doble en 2.23 (J = 11.0 Hz,

H-5 ), la cual correlaciona 1H-1H con una seTal en 2.33 (J = 10.5, 10.0, 8.5, 7.5 Hz, H6 ), cuyas

constante de acoplamiento de 10.5 Hz indica un acoplamiento transdiaxial con H5 ( 2.23).

Adicionalmente, la seTal de H6 presentU correlaciones COSY con las seTales resonantes en 3.37

(dd, J = 8.5, 3.5 Hz, H7 ), 1.42 (m, H8 ) y 1.91 (m, H8 ), por lo que pueden deducirse otros dos

acoplamientos transdiaxiales entre H6 y H7 ( 3.37) y H8 ( 1.42). El anPlisis de la seTal

correspondiente a H8 mostrU correlaciones COSY con las seTales resonantes en 1.91 (m, H8 ),
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2.03 (ddd, J = 12.0, 8.5, 2.5 Hz, H9 ) y 1.35 (m, H9 ), las cuales exhibieron correlaciones HSQC

con dos seTales de carbonos metilenos observados en 25.92 (C8) y 36.30 (C9). Por otra parte,

H7 correlacionU 1H-1H con un hidrUgeno que resuena en 1.72 (dsept, J = 7.0, 3.5 Hz, H11), la

cual a su vez correlacionU con dos seTales dobles (J = 7.0 Hz) que resonaron en 0.94 (H3-12) y

0.84 (H3-13) con una integral de tres hidrUgenos cada una. Lo antes descrito puede ser atribuido a

un fragmento isopropilo con base en el valor de las constantes de acoplamiento y las multiplicidades

que exhibieron H11, H3-12 y H3-13. De esta manera se establece el fragmento G, cuya conectividad

se confirmU con el experimento HMBC, ya que se observaron correlaciones de H5 ( 2.23) con C6

( 45.09) y C7 ( 82.44); correlaciones de H9 ( 2.03) con C8 ( 25.92), C6 ( 45.09), C5 (

61.39); de H7 con C5 ( 61.39), C8 ( 25.92), C11 ( 31.05), C12 ( 20.21) y C13 ( 15.08) y

correlaciones de H313 ( 0.84) con C11 ( 31.05) y C7 ( 82.44).
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Adicionalmente, se observa que H9 ( 2.45) y H3 correlacionan 3J con los carbonos C1 (

76.68) y el carbono cuaternario C10 ( 48.62), lo que permite deducir que el carbono C1 del

fragmento E estP unido al fragmento G a travRs de C10. AdemPs, H5 ( 2.23) correlaciona 3J con

los carbonos C1 ( 76.68), C9 ( 36.30), C10 ( 48.62), C3 ( 38.76), C4 ( 147.20), C15 (

114.24) y con CH3-14 ( 19.12); a su vez, CH3-14 presentU correlaciones HMBC con C10. La

integraciUn de la informaciUn anterior permitiU establecer el esqueleto de perhidroindano del

sesquiterpeno de tipo axano 139.
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La configuraciUn relativa mostrada en 139 se dedujo de las interacciones espaciales

relevantes, observadas en el espectro NOESY (espectro 68), entre H1 y H3 , H9 , y H6 ; entre

H6 y H8 ; y entre H8 y H11. Adicionalmente, se observaron interacciones espaciales

importantes entre H5 y H7 , H9 , CH3-14 y H15a. Asimismo, CH3-14 exhibiU interacciones

con H2 ; mientras que H3 interaccionU con H15b. La informaciUn deducida del espectro NOESY

permite establecer que el arreglo conformacional en soluciUn preferido por la molRcula 139 es el

que se muestra en la figura 61, quedando evidencia del perhidroindano con fusiUn cis en este

sesquiterpeno de tipo axano.
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Figura 61. Interacciones NOESY relevantes de 139.

Los informes previos sobre sesquiterpenos de tipo axano revelan que Rstos son escasos en la

naturaleza [62]. A partir de la esponga Axinella cannabiana se aislaron algunos sesquiterpenos de

tipo axano con fusiUn cis- del anillo de perhidroindano, cuyas configuraciones absolutas fueron

determinadas mediante correlaciUn quSmica y experimentos de DC [62a]. Adicionalmente, se ha

reportado un sesquiterpeno de tipo axano aislado de la planta Teclea nobilis, cuya configuraciUn

absoluta permanece indeterminada [62b]. Para el presente trabajo puede considerarse el mismo

criterio biogenRtico descrito para 138 y proponer una ruta biogenRtica para 139. La ruta biogenRtica

implica la protonaciUn de (_)-germacreno D para formar el catiUn O1, cuyo cambio conformacional

a O2 permitirP la ciclizaciUn cis para formar el cation cadinenilo P. Es a partir de P que puede

ocurrir una transposiciUn tipo Wagner-Meerwein para formar el esqueleto de perhidroindano Q, el

cual puede dar origen a 139 mediante una serie de oxidaciones consecutivas (Esquema 6).
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Esquema 6. Propuesta biogenRtica para la formaciUn de 139.

7.3.9 3 -trans-p-Cumaroiloxi-16 -hidroxi-20(29)-lupeno (140)

En el espectro de masas de alta resoluciUn se observa un ion molecular de 588.4187 uma que

establece la fUrmula molecular C39H56O4, la cual integra para 12 insaturaciones y puede ser

atribuida a un triterpeno pentacSclico esterificado con un grupo cumaroSlo. La deducciUn anterior,

puede apoyarse por el anPlisis del espectro de IR y de RMN 1H y 13C. AsS, en el espectro de RMN
13C se observan 39 seTales de carbonos (espectro 69), de las cuales 13 corresponden, segWn la

informaciUn obtenida del experimento DEPT, a metinos [seis metinos olefSnicos; dos metinos

unidos a funciUn oxigenada], 10 a metilenos [uno vinSlico] y siete a metilos [uno vinSlico]. En tanto

que, en el espectro de IR se observan bandas de absorciUn en 3423 y 3143 asignables a hidroxilos,

en 1681 atribuible a carbonilo , -insaturado y en 1598 y 1512 cm-1 para funciUn aromPtica. Por

otra parte, en el espectro de RMN 1H (espectro 70) se observan seis seTales simples para metilos en

0.87, 0.98, 1.01, 1.08, 1.12 y 1.13; ademPs, se observa una seTal simple para metilo vinSlico en

1.79 (CH3-30) y una seTal doble en 4.94 con integraciUn para dos hidrUgenos vinSlicos (H29a y

H29b), las cuales son caracterSsticas de grupo isopropenilo en un triterpeno de tipo lupano.

Adicionalmente, en el espectro de RMN 1H se observan seTales caracterSsticas de un grupo trans-p-

cumaroSlo evidenciadas por dos seTales dobles en 8.02 (J = 16.0 Hz, H3b) y en 6.70 (J = 16.0 Hz,

H2b) atribuibles a dos hidrUgenos vinSlicos vecinales de configuraciUn trans, aunado a dos seTales

dobles en 7.65 (J = 9.0 Hz, H5b, H9b) y en 7.17 (J = 9.0 Hz, H6b, H8b), las cuales integran para

dos hidrUgenos cada una siendo caracterSsticas de un sistema AAbMMb de un anillo aromPtico para-

disustituido. El sustituyente en posiciUn para es atribuido a un hidroxilo cuyo hidrUgeno resuena en
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campo bajo ( 12.25) como una seTal simple ancha. Con la informaciUn descrita previamente puede

inferirse la presencia de un triterpeno de tipo lupano esterificado con un grupo trans-p-cumaroSlo en

alguno de los cinco anillos. Mediante las correlaciones a distancia 3J se establece que el p-

cumaroiloxilo se encuentra en la posiciUn 3 del triterpeno de tipo lupano pues los carbonos del gem-

dimetilo (CH3-23, 28.6 y CH3-24, 17.4) y el carbonilo de Rster ( 167.4, C1b) correlacionan con

el hidrUgeno cuyo desplazamiento quSmico a campo bajo ( 4.90, H3 ) indica que se encuentra

geminal a Rster. El hidrUgeno geminal a Rster (H3 ) presenta un patrUn de acoplamiento espSn-espSn

de doblete de dobletes (J = 11.5, 4.5 Hz), cuyas constantes de acoplamiento determinan su

orientaciUn . AsS, el grupo gem-dimetilo fue tomado como el fragmento clave para determinar la

conectividad de la molRcula con base en las correlaciones 1H-1H, las correlaciones heteronucleares
1H-13C y las correlaciones a larga distancia 3J observadas en el experimento HMBC. Por un lado, se

observa que los carbonos del gem-dimetilo (C23 y C24) correlacionan 3J con el hidrUgeno H5 (

0.84), el cual presenta una correlaciUn cruzada con el CH3-25 ( C 16.75). De manera similar, se

continuU con la determinaciUn de las correlaciones homo y heteronucleares para establecer las

asignaciones estructurales del triterpeno pentacSclico de tipo lupano.

Por otra parte, en el espectro de 1H se observa una seTal doble de dobles (J = 11.5, 4.5 Hz,

H16) en 3.96, cuyo desplazamiento quSmico indica que se encuentra geminal a hidroxilo. Las

constantes de acoplamiento observadas para H16 permiten deducir su orientaciUn ya que se

acopla axial-axial a H15 y axial-ecuatorial a H15 . Dicho hidrUgeno (H16 ) fue establecido en la

posiciUn 16 pues se observU que Rste correlaciona 3J con el CH3-28 ( C 12.83). Asimismo, los

hidrUgenos de CH3-28 correlacionaron 3J con el metino C18 que resuena en 48.7 y su

correspondiente hidrUgeno (H18) correlacionU 1H-1H con el hidrUgeno alSlico (H19) al isopropenilo,

el cual resuena en 2.67 (J = 11.0, 6.0 Hz) como una seTal triple de dobles. H19 correlacionU 3J

con los carbonos del isopropenilo; es decir, con el metileno vinSlico y con el metilo vinSlico que

resuenan en C 110.5 y 19.9, respectivamente. La informaciUn antes descrita permite establecer la

estructura 3 -trans-p-cumaroiloxi-16 -hidroxi-20(29)-lupeno (140).
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El triterpeno, 3 -trans-p-cumaroiloxi-16 -hidroxi-20(29)-lupeno (140), fue sometido al

proceso de acetilaciUn con piridina anhidra y anhSdrido acRtico obteniRndose el derivado diacetilado

140a, el cual confirma la presencia de los dos hidroxilos.

La configuraciUn del triterpeno 140 quedU confirmada mediante el anPlisis por difracciUn de

rayos X de un cristal de esta muestra (anexo 1). En la figura 62 se muestra la imagen computarizada

obtenida del anPlisis cristalogrPfico.

Figura 62. Estereovista ORTEP de 140.

7.3.10 3 -trans-p-Cumaroiloxi-16 -hidroxiolean-18-eno (141)

En el espectro de masas de alta resoluciUn se observa un ion molecular de 589.4257 uma que

permite establecer la fUrmula molecular C39H57O4 ([M + H]+) la cual integra para 12 insaturaciones
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y puede ser atribuida a un triterpeno pentacSclico esterificado con un grupo p-cumaroSlo

anPlogamente a 140. La informaciUn deducida del espectro de masas se sustenta por lo observable

en el espectro de RMN 13C (espectro 71) y el experimento DEPT, los cuales exhibieron 39 seTales

de carbonos correspondientes a 12 metinos (siete olefSnicos, dos unidos a funciUn oxigenada), nueve

metilenos, ocho metilos y 10 carbonos cuaternarios (tres olefSnicos y un carbonilo). Por otra parte,

en el espectro de infrarrojo se observan bandas de absorciUn en 3388 asignable a hidroxilo, en 1684

atribuible a carbonilo , -insaturado, y en 1604 y 1514 cm-1 para funciUn aromPtica. En el espectro

de RMN 1H (espectro 72) se observan seTales caracterSsticas de un anillo de benceno p-disustituido

y de una olefSna de configuraciUn trans, lo que sugiere un grupo p-cumaroSlo. El (E)-p-

cumaroiloxilo se deduce del espectro de RMN 1H por las seTales dobles observadas en 7.43 (J =

8.5 Hz, H5b, H9b) y en 6.83 (J = 8.5 Hz, H6b, H8b) caracterSsticas de un sistema AAbMMb de

benceno 1,4-disustituido; aunado a las seTales dobles en 6.30 (J = 15.5 Hz, H2b) y en 7.60 (J =

16.0 Hz, H3b) atribuidas a dos hidrUgenos vinSlicos de configuraciUn trans que se encuentran y

a carbonilo, respectivamente. La seTal del carbonilo ( 167.6) del cinamato correlaciona 3J con el

hidrUgeno que resuena en 4.62 como una seTal doble de dobles (J = 11.0, 5.5 Hz, H3 ), cuyo

desplazamiento quSmico a campo bajo es debido a su posiciUn geminal a Rste Rster y cuyos valores

de las constantes de acoplamiento permiten deducir un acoplamiento transdiaxial (11.0 Hz) y un

acoplamiento axial-ecuatorial (5.0 Hz) con los hidrUgenos de un metileno ( 1.73 y 1.03, H2-2). Por

otro lado, el hidrUgeno geminal al Rster de p-cumaroSlo presenta correlaciones a larga distancia con

los carbonos de un gem-dimetilo que resuenan en 27.98 (CH3-23) y 16.73 (CH3-24), lo cual

proporciona evidencia de que el gem-dimetilo se encuentra en el C4 y el hidrUgeno geminal a Rster

en el C3, como ha sido informado en muchos triterpenos. Este grupo gem-dimetilo fue tomado

como el fragmento estructural clave para determinar la conectividad de la molRcula mediante la

combinaciUn del anPlisis de las correlaciones observables en los espectros COSY, HSQC y HMBC.

AsS por ejemplo, los carbonos C-23 y C-24 correlacionaron 3J con el hidrUgeno que resuena en

0.85 (H5), el cual correlaciona 3J con el carbono C1 ( 38.67). De esta manera fue posible continuar

la secuencia de correlaciones homo y heteronucleares para establecer el esqueleto del triterpeno

pentacSclico de tipo oleaneno. La asignaciUn del segundo grupo gem-dimetilo (C29 y C30) fue

establecido por las correlaciones observadas entre el hidrUgeno vinSlico H19 ( 4.98, d, J = 2.0 Hz)

y los metilos C29 ( 31.04) y C30 ( 29.12). AdemPs, H-19 presentU correlaciones 3J con el
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carbono alSlico C13 ( 37.89), con los carbonos cuaternarios C20 ( 32.12) y C17 ( 40.11) y con el

metileno C21 ( 33.02).

Por otra parte, el carbono cuaternario vinSlico C18 ( 141.14) correlacionU 3J con el grupo metilo

H28 ( 0.99), el que a su vez mostrU correlaciUn a larga distancia con el carbinol C16 ( 76.52). El

hidrUgeno que corresponde al carbinol C16 resuena en 3.47 (H16 ) como una seTal doble de

dobles (J = 11.5, 5.0 Hz) y presenta acoplamientos 1H-1H con los hidrUgenos que resuenan en

1.70 y 1.39 correspondientes al metileno H2-15; ademPs, presenta correlaciones
3J con el carbono

metileno C22 ( 33.44). Las asignaciones estructurales antes descritas permitiU establecer el

compuesto 3 -trans-p-cumaroiloxi-16 -hidroxiolean-18-eno (141)
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La configuraciUn relativa mostrada para 141 se confirmU mediante las interacciones NOESY

(espectro 73) mPs relevantes que ocurrieron entre H3 y H2 y H3-23( ); entre H3-26( ) y H13 ;

entre H13 y H3-28( ); entre H16 y H3-27( ); y entre H19 y H3-29( ) y H12 (figura 63).
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Figura 63. Interacciones NOESY relevantes de 141.
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Cabe seTalar que, transcurrida una hora de haber disuelto la muestra en cloroformo

deuterado, Rsta experimentU una transformaciUn isomRrica trans-cis del grupo p-cumaroSlo, hasta

alcanzar una proporciUn de 3:1, respectivamente. Lo anterior quedU evidenciado en el espectro de

RMN 1H por las dos seTales dobles en 6.82 (J = 13.0 Hz) y 5.83 (J = 13.0 Hz) atribuidas a dos

hidrUgenos vinSlicos de configuraciUn cis; ademPs, de las dos seTales dobles en 7.65 (J = 8.5 Hz)

y 6.80 (J = 8.5 Hz) que son caracterSsticas de un sistema AAbMMb de un benceno 1,4-disustituido.

Este tipo de isomerizaciUn ha sido previamente informado por ocurrir en triterpenos de tipo

taraxeno esterificados en la posiciUn 3 con un grupo p-hidroxicinamoSlo, los cuales fueron aislados

de la especie Bernardia laurentii Euphorbiaceae [63]. La asignaciUn de las seTales espectroscUpicas

que corresponden al isUmero de configuraciUn cis no fueron descritas porque la proporciUn en que

se encuentra Rste no permite observar todas las seTales de 13C y sus correlaciones 1J y 3J homo- y

heteronucleares observables en los experimentos COSY, HSQC y HMBC.

Por otra parte, la determinaciUn estructural de los compuestos 127 [49], 128 [50], 129 [51],

115 [33], 125 [39], 126 [40], 130 [47] y 131 [48] quedU confirmada mediante la comparaciUn de sus

propiedades fSsicas con las informadas en la literatura para sus homUlogos estructurales.
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CapHtulo 8

8.1 QuHmica y evaluaciIn citotIxica de Croton alamosanus

FotografSa 3. Croton alamosanus.

8.1.1 Material vegetal

Croton alamosanus fue colectada 2 Km al norte de Melaque en el municipio La Huerta del

estado de Jalisco en Julio de 2004. Fue identificada y autentizada por el Dr. Alfredo PRrez del

Instituto de BiologSa de la UNAM. Un espRcimen de la misma se encuentra depositado en el

Herbario Nacional de la UNAM, con el nWmero de registro: MEXU-1166941.

8.1.2 Antecedentes generales de C. alamosanus

Croton alamosanus Rose: Pertenece a la secciUn Anadenocroton G.L. Webster.

Caracterizado como un arbusto monoico o dioco de 1 a 4 m, hojas alternas casi sRsiles, enervaciUn

pinada, sin glPndulas basales, estSpulas enteras, inflorescencias sexuales o bisexuales, flores en

racimos, sRpalos enteros, frutos capsulares trilobados. Se encuentra distribuida en MRxico (Sinaloa,

de Sonora a Oaxaca) y CentroamRrica [32b].

Los antecedentes etnomRdicos en MRxico indican que es apreciada por su propiedad

analgRsico-bucal, para lo cual se aplican los extractos de hojas y tallos en la zona bucal afectada

[32c]. En la presente investigaciUn, C. alamosanus fue evaluada en el ensayo de citotoxicidad frente

a cinco lSneas celulares de tumores humanos exhibiendo propiedades citotUxicas moderadas (tabla 2

y 3), por lo que fue considerada para un estudio quSmico exploratorio que proporcionara evidencia

de sus constituyentes bioactivos.
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8.1.3 ExtracciIn y aislamiento de los compuestos de C. alamosanus

920.3 g de hojas de Croton alamosanus fueron maceradas, 3 veces consecutivas, en una

mezcla de CH2Cl2:CH3OH (1:1), lo que permitiU obtener 110.8 g de un residuo verde-obscuro

despuRs de evaporar los disolventes. Posteriormente, el residuo fue disuelto en 500 mL de la mezcla

CH2Cl2:CH3OH (1:1), adsorbido en 140 g de sSlica gel 60 (70-230 mesh) y procesado mediante

cromatografSa en columna a presiUn reducida sobre sSlica gel 60 (70-230 mesh) usando como

eluyente Hex, mezclas de Hex:AcOEt, AcOEt y AcOEt:CH3OH en orden creciente de polaridad.

Los eluatos colectados (600 mL) fueron monitoreados mediante cromatografSa analStica de placa

delgada y reunidos de acuerdo a su similitud cromatogrPfica obteniRndose 15 fracciones principales

(diagrama 5). El anPlisis quSmico de algunas fracciones permitiU el aislamiento y la caracterizaciUn

de dos flavonoides moderadamente bioactivos (142 y 143), aunado al aislamiento e identificaciUn

de otros constituyentes no activos (144, 145 y 126) [diagrama 5]. La determinaciUn de la actividad

citotUxica de los metabolitos secundarios aislados fue realizada a una concentraciUn de 50 �M

(tabla 11).

Tabla 11. DeterminaciUn de la actividad citotUxica (a 50 �M) de los metabolitos secundarios

aislados de C. alamosanus.

Compuesto U251 PC3 K562 HCT15 MCF7

142 67.51 24.47 54.04 0 6.28

143 41.95 23.53 79.03 0 6.23

144 30.06 18.71 24.39 0 0

Adriamicina 0.32 � 0.02 0.19 � 0.01 0.28 � 0.01 0.23 � 0.02 0.14 � 0.01

Valores en porcentaje de inhibiciUn del crecimiento celular. Adriamicina usado como control positivo.
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8.2 Propiedades fHsicas de los compuestos de C. alamosanus

8.2.1 5-Hidroxi-3,7,4L-trimetoxiflavona (142) [52]

Agujas amarillas

Pf 138-140 ^C

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 12.64 (HO-C(5)), 8.06 (dt, J = 9.2, 2.2 Hz, H-6b, H-2b); 7.01 (dt, J =

9.2, 2.2 Hz, H-3b, H-5b); 6.43 (d, J = 2.3 Hz, H-8); 6.34 (d, J = 2.3 Hz, H-6); 3.89 (3H, s, H3-CO-

C(4b)) 3.87 (3H, s, H3-CO-C(7)) 3.86 (3H, s, H3-CO-C(3))

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); 178.76 (C-4), 165.38 (C-7), 162.02 (C-5), 161.67 (C-4b), 156.73 (C-

9), 155.93 (C-2), 138.84 (C-3), 130.14 (C-2b, C-6b), 122.80 (C-1b), 114.04 (C-3b, C-5b), 106.03 (C-

10), 97.79 (C-6), 92.13 (C-8), 60.11 (CH3-O-C4b), 55.75 (CH3-O-C7), 55.40 (CH3-O-C3)

EM-IE+: 328 (100, M+), 329 (21, [M + H]+), 327 (85, [M _ H]+), 313 (8, [M _ CH3]+), 309 (12), 285

(41), 150 (14), 135 (12)
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8.2.2 3,5-Dihidroxi-7,3L,4L-trimetoxiflavona (143) [53]

SUlido verde-amarillento

Pf 169-171^C

RMN 1H (CDCl3, 300 MHz); 11.71 (HO-C(5)), 7.84 (dd, J = 8.56, 2.10 Hz, H-6b); 7.77 (d, J =

2.06 Hz, H-2b); 7.01 (d, J = 8.61 Hz, H-5b); 6.63 (s, C(3)-OH); 6.49 (d, J = 2.19 Hz, H-8); 6.37 (d, J

= 2.19 Hz, H-6); 3.98 (3H, s, H3-CO-C(4b)); 3.96 (3H, s, H3-CO-C(3b)); 3.89 (3H, s, H3-CO-C(7))

RMN 13C (CDCl3, 75 MHz); 175.16 (C-4), 165.79 (C-7), 160.87 (C-5), 156.82 (C-9), 150.87 (C-

4b), 148.91 (C-3b), 145.50 (C-2), 135.80 (C-3), 123.38 (C-1b), 121.39 (C-6b), 110.97 (C-5b), 110.64

(C-2b), 103.92 (C-10), 97.90 (C-6), 92.28 (C-8), 56.06 (CH3-O-C7), 55.99 (CH3-O-C4b), 55.86

(CH3-O-C3b)
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EM-IE+: 344 (100, M+), 345 (22, [M + H]+), 343 (5, [M _ H]+), 329 (11, [M _ CH3]+), 301 (10), 273

(5)

143

8.2.3 (3R,4R,6S)-p-Ment-1-eno-3,6-diol (144)

Agujas transparentes

Pf 164 ^C

[ ]D
25 K 5.45 (c = 0.22, MeOH)

IR (pelicula): 3257 (OH), 2948, 2882; 1465, 1028 (C=C) cm-1

RMN 1H (CD3OD, 300 MHz); 5.47 (quint, J = 1.5, H-2), 3.85 (da, J = 9.2, H-3 ), 1.60 (dddd, J =

12.5, 9.2, 5.7, 2.9, H-4 ), 1.39 (ddd, J = 13.5, 13.2, 4.0, H-5), 1.72 (dt, J = 13.5, 2.7, H-5), 3.92 (t, J

= 3.02, H-6 ), 2.11 (septd, J = 6.98, 3.1, H-7), 0.82 (d, J = 6.99, H3-8), 0.97 (d, J = 6.93, H3-9),

1.76 (t, J = 1.6, H3-10)

RMN 13C (CD3OD, 75 MHz); 137.62 (C-1), 131.10 (C-2), 70.12 (C-3), 43.06 (C-4), 31.17 (C-5),

68.59 (C-6), 27.28 (C-7), 17.33 (C-8), 21.49 (C-9), 20.76 (C-10)

EM-IE: 170 (3, M+), 169 (3, [M _ H]+), 155 (5, [M _ CH3]
+), 127 (25, [M _ C3H7]

+), 111 (80), 100

(100, [M _ C5H10]+), 71 (89, [M _ C5H7O2]+), 69 (39), 43 (27), 41 (25)
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8.2.4 (2R,4S)-2-Hidroxi-4-metoximetilenilbutanIlida (145)

SUlido blanco y cristales transparentes
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Pf 240 ^C

[ ]D
25 K 100.86 (c = 0.115, MeOH)

UV [c 3.76 X 10-4, MeOH] 244 (log 3.66), 219 (log 3.07), 206 (log 3.65)

DC [c 3.76 X 10-4, MeOH] [ ]241 _ 2 740, [ ]208 + 11 801

IR (KBr): 3257, 3037, 2972, 2933, 2690, 2579, 2536, 2479, 2435, 1626, 1404, 1367, 1367, 1309,

1211, 1078, 728, 708, 489, 460 cm-1

IR (nujol): 3257 (OH), 2923, 2853, 1722 (C=O), 1460, 1264, 1096, 1014, 963, 717 cm-1

RMN 1H (CD3OD, 500 MHz); 4.05 (dd, J = 10.5, 7.5, H-2 ), 2.16 (ddd, J = 14.0, 11.0, 5.0, H-

3 ), 2.44 (ddt, J = 14.0, 7.5, 2.0, H-3 ), 4.48 (sept, J = 2.0, H-4 ), 3.80 (dd, J = 12.5, 4.5, H-5a),

3.07 (dt, J = 13.0, 2.0, H-5b), 3.00 (s, H3-CO)

RMN 1H (D2O, 300 MHz); 4.22 (dd, J = 11.0, 7.5, H-2 ), 2.30 (ddd, J = 14.2, 11.0, 5.0, H-3 ),

2.50 (ddt, J = 14.2, 7.5, 2.0, H-3 ), 4.67 (sept, J = 2.2, H-4 ), 3.99 (dd, J = 13.0, 4.8, H-5a), 3.23

(dt, J = 13.0, 2.1, H-5b), 3.10 (s, H3-CO)

RMN 13C (D2O, 75 MHz); 173.88 (C-1), 71.46 (C-2), 39.39 (C-3), 70.66 (C-4), 63.90 (C-5),

44.36 (C-6)

EM-IE: 146 (no observado), 145 (6, [M _ H]+), 100 (100, [M _ C2H5O]
+), 82 (27, [100 _ H2O]

+), 73

(4, [100 _ CO]+), 18 (22)
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8.3 DeterminaciIn estructural de los compuestos de C. alamosanus

8.3.1 (3R,4R,6S)-p-Ment-1-eno-3,6-diol (144)

El compuesto 144 fue aislado en la forma de agujas transparentes que funden a 164 ^C y con

signo negativo de rotaciUn Uptica ([ ]D
25 K 5.45). Del espectro de masas de baja resoluciUn,

modalidad IE (espectro 74), se dedujo la fUrmula molecular C10H18O2, corroborada, mediante el

espectro de RMN 13C (espectro 75) y el experimento DEPT, por las 10 seTales de carbonos
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correspondientes a cinco metinos (uno vinSlico y dos geminales a hidroxilo), un metileno, tres

metilos (uno vinSlico) y un carbono cuaternario vinSlico. La informaciUn proporcionada por los

espectros de RMN 13C en conjunto con la obtenida del espectro de masas (dos insaturaciones),

permite deducir que la estructura en cuestiUn corresponde a un monoterpeno con una insaturaciUn.

En el espectro de infrarrojo se observan las bandas de absorciUn en 3257 asignable a hidroxilo y en

1465 y 1028 cm-1 atribuible a una olefina.

Por otra parte, en el espectro de RMN 1H (espectro 76) se observa una seTal quSntuple

caracterSstica de un protUn vinSlico en 5.47 (H2, quint, J = 1.5Hz) el cual mostrU correlaciones

cruzadas, en el espectro COLOC, con el metilo vinSlico CH3-10 ( H 1.76 y C 20.76). AdemPs, se

observan dos seTales en 3.85 (da, J = 9.2 Hz, H3 ) y 3.92 (t, J = 3.0 Hz, H6 ), cuyos

desplazamientos quSmicos indican que son protones geminales a hidroxilo. Dichos protones fueron

establecidos en las posiciones 3 y 6, considerando las correlaciones 1H_1H que H3 exhibiU con las

seTales atribuidas a H2 ( 5.47) y a H4 ( 1.60, dddd, J = 12.5, 9.2, 5.7, 2.9 Hz), y que H6

mostrU con las seTales asignadas a los hidrUgenos H2-5 ( 1.39, ddd, J = 13.5, 13.2, 4.0 Hz y 1.72,

dt, J = 13.5, 2.7 Hz). Adicionalmente, se observaron dos seTales dobles en 0.82 (d, J = 6.93 Hz,

H3-8) y 0.97 (d, J = 6.99 Hz, H3-9), las cuales mostraron correlaciones, en el espectro COSY, con el

hidrUgeno que resuena en 2.11 (dsept, J = 6.98, 3.1 Hz, H7) cuya multiplicidad proporciona

evidencia de que se trata de un metino que forma parte de un fragmento isopropilo. El valor de la

constante de acoplamiento exhibida por H3 (da, J = 9.2 Hz) indica un acoplamiento axial-axial

con H4 . Por otra parte, la multiplicidad de H6 (t, J = 3.02 Hz) indica que la conformaciUn

preferida del ciclohexeno (figura 64) es aquella en donde los Pngulos diedros H-6_H-5 son de

aproximadamente 48 a 61^. Dicha conformaciUn puede ser confirmada mediante el anPlisis del

espectro NOESY (espectro 77), en el cual se observan interacciones relevantes entre H3 y H5 y

H3-8.
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Figura 64. ProyecciUn conformacional de 144.
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Los datos espectroscUpicos y espectromRtricos descritos para 144 resultaron casi idRnticos a

los informados para el monoterpeno (+)-(3S,4S,6R)-3,6-dihidroxi-1-p-menteno [64]. Considerando

que los signos de rotaciUn Uptica son opuestos, puede establecerse que estos compuestos son

enantiUmeros. Por lo tanto, 144 tendrP la configuraciUn absoluta (3R,4R,6S). 144 ha sido informado

previamente como el derivado de la oxidaciUn del (R)-(_)-felandreno presente en el aceite de

Eucalyptus dives [65]; asS que Rste es el primer informe de 144 como un producto natural.

8.3.2 (2R,4S)-2-Hidroxi-4-metoximetilenilbutanIlida (145)

Del espectro de masas de baja resoluciUn, modalidad IE, se dedujo la fUrmula molecular

C6H10O4, sustentada por las seis seTales de carbono observadas en el espectro de RMN
13C

(espectro 78) atribuidas, mediante el experimento DEPT, a dos metinos geminales a oxSgeno, dos

metilenos (uno geminal a hidroxilo), un metilo de metoxilo y un carbono cuaternario de carbonilo.

En el espectro de infrarrojo se observa una banda ancha en la regiUn de hidroxilo (3257 cm-1) y una

banda en la regiUn de carbonilos de un anillo de lactona (1722 cm-1). En el espectro de RMN 1H

(espectro 79) se observa una seTal doble de dobles en 4.05 (dd, J = 10.5, 7.5 Hz, H2 ), la cual

mostrU correlaciones 1H_1H con los hidrUgenos de un metileno resonante en 2.44 (ddt, J = 14.0,

7.5, 2.0 Hz, H3 ) y 2.16 (ddd, J = 14.0, 11.0, 5.0 Hz, H3 ). Asimismo, los protones H2-3

mostraron correlaciones COSY con el metino resonante en 4.48 (sept, J = 4.5, 2.0 Hz, H4 ), el

cual a su vez correlacionU, vSa COSY, con los hidrUgenos de un metileno unido a oxSgeno

resonantes en 3.80 (dd, J = 12.5, 4.5 Hz, H5a) y 3.07 (dt, J = 13.0, 2.0 Hz, H5b). La informaciUn

descrita permite inferir que la estructura en cuestiUn corresponde a una -butirolactona eterificada

con un metilo (145). La posiciUn del metilo fue establecida en C5 ( 63.90) debido a su correlaciUn

a larga distancia con los hidrUgenos del metoxilo resonante en 3.00. Dicho grupo funcional puede

ser corroborado en el espectro de masas por el pico base de m/e 100 uma proveniente de la pRrdida

del fragmento C2H5O (45 uma).
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Para establecer la configuraciUn relativa de 145 se consideraron las dos conformaciones de

tipo sobre E3 (A) y 3E (B) preferidas por la -butirolactona (figura 65) [66]. Con base en el anPlisis

de los valores de las constantes de acoplamiento observables para H2 (dd, J = 10.5, 7.5 Hz), H3

(ddt, J = 14.0, 7.5, 2.0 Hz) y H3 (ddd, J = 14.0, 11.0, 5.0 Hz) se puede establecer que la

conformaciUn A es la preferida en disoluciUn. Por otro lado, las interacciones NOESY (espectro 80)

relevantes observables entre H2 y H3 , entre H3 y H4 , y entre H3 y H3CO_C5 proporcionan

evidencia adicional de la preferencia conformacional A en disoluciUn.
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Figura 65. ConfUrmeros tipo sobre E3 (A) y 3E (B) de 145.

De acuerdo con Beecham, la configuraciUn absoluta de C-2 en las -butirolactonas puede ser

establecida con base en el signo del efecto Cotton observado en el espectro de DC para la transiciUn

n del carbonilo de la lactona [67]. Se propuso que el signo y la magnitud de la banda de

absorciUn, el cual determina la quiralidad del anillo de la lactona, se debe a la influencia que ejerce

el sustituyente en C2. Entonces, la configuraciUn absoluta de la -lactona se puede determinar

mediante la aplicaciUn de la regla de los octantes. En el presente trabajo, 145 exhibiU un efecto

Cotton negativo en 241 nm ([ ]241 _ 2 740) lo que permite establecer que 145 posee la

configuraciUn absoluta 2R tal como se muestra en la figura 66.
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Figura 66. AplicaciUn de la regla de los octantes para 145.
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Lo informado en la literatura permitiU establecer que 145 es un producto natural nuevo y que

es un anPlogo estructural de 149 y 150, los cuales presentan una configuraciUn absoluta 2S

determinada mediante sSntesis orgPnica [68]. Cabe mencionar que el diasterUmero 150 es una

sustancia conocida como la `sustancia del hambrea pues es la que desencadena una serie de seTales

bioquSmicas para dar la sensaciUn de hambre o de saciedad [68].
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Por otra parte, la determinaciUn structural de 142 [52] y 143 [53] quedU confirmada

mediante la comparaciUn con las datos espectroscUpicos y espectromRtricos informados en la

literatura para sus homUlogos estructurales.
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CapHtulo 9

9.1 Resumen y conclusiones

El fraccionamiento biodirigido de los extractos, obtenidos de C. glabellus, J. neopauciflora y C.

alamosanus, que mostraron propiedades citotUxicas moderadas frente a cinco lSneas celulares de

tumores humanos, permitiU el aislamiento y la caracterizaciUn de los metabolitos secundarios

bioactivos (117, 118, 120, 127, 140, 142 y 243), siendo 120 el mPs bioactivo.

Las propiedades citotUxicas exhibidas por el extracto orgPnico de C. glabellus y algunos de sus

constituyentes sugieren que el uso etnomRdico de dicho vegetal podrSa ser benRfico en el

tratamiento de cPncer de colon y leucemia (es necesario comprobar mediante farmacologSa).

Las evaluaciones citotUxicas realizadas a los extractos de C. niveus y J. platyphylla no

correlacionaron con su uso medicinal tradicional reportado. Aunque cabe mencionar que, C. niveus

exhibiU una actividad dRbil frente a las lSneas K562 y PC3.

Cabe destacar que los diterpenos de tipo clerodano (116, 121-123) no exhibieron actividades

citotUxicas, no asS los diterpenos de tipo labdano (117-119, 118a, 118b), los cuales resultaron

moderadamente activos sin importar la presencia o ausencia de sustituyentes en las posiciones C6 y

C7 del anillo de decalina.

En la literatura se informa sobre las propiedades citotUxicas y antitumorales (cPncer de pulmUn)

de los diterpenos de tipo nor-clerodano (116, 122, 123). Cabe destacar que en las lSneas celulares

ensayadas en el presente estudio, dichos diterpenos no mostraron actividad importante.

Se aislaron y caracterizaron catorce sustancias nuevas (121, 132-139, 144, 145), algunas de las

cuales son inusuales en la naturaleza (132-139) y otras provienen de la formaciUn de artefactos

(119, 135, 137) obtenidos durante el proceso de aislamiento, purificaciUn y elucidaciUn estructural.

Adicionalmente, se aislaron y caracterizaron diecisiete compuestos previamente informados en la

literatura (115-118, 120, 122-131, 142 y 143).

Se estableciU la configuraciUn relativa y absoluta del diterpeno 118 mediante difracciUn por

rayos X y mediante la aplicaciUn del mRtodo modificado de Mosher. Dicho resultado fue sustentado

mediante DC de su derivado 118b y aplicaciUn del mRtodo de la quiralidad del excitUn del sistema

dieno-benzoato. Los resultados experimentales establecieron que 118 pertenece a la serie de

diterpenos ent-labdPnicos, misma conclusiUn que fue deducida del anPlisis quirUptico del ceto

derivado de 146 aplicando la regla de los octantes [35c]. El anPlisis de DC experimental quedU

confirmado por los resultados obtenidos de la simulaciUn teUrica del espectro EDC de 118b
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mediante el nivel de teorSa TD-DFT/B3LYP/H-W. El espectro de DC experimental fue reproducido

adecuadamente por los cPlculos, ya que el espectro EDC teUrico mostrU el patrUn caracterSstico del

excitUn dividido debido a la interacciUn dipolo-dipolo del sistema benzoato-dieno en 118b. Estas

conclusiones contraponen lo informado en la revisiUn de la configuraciUn absoluta de 117 [35d].

Se caracterizU la mezcla epimRrica del producto natural denominado cajucarinUlida (122, 123) y

se determinU su configuraciUn absoluta mediante DC y aplicaciUn de la regla de helicidad de la

cetona , -insaturada.

Se estableciU la configuraciUn absoluta del cis-ent-clerodano 121, previamente informado como

derivado de su correspondiente glucUsido, mediante DC y la aplicaciUn de la regla de helicidad del

dieno (regla de cuadrante-dieno) del derivado 121b obtenido de 121.

Por otra parte, se determinU la configuraciUn absoluta de los sesquiterpenos 132-136, mediante

el mRtodo de la quiralidad del excitUn por dicroSsmo circular y la aplicaciUn de reglas especSficas y

confiables como la regla del sector benzoato, la regla de helicidad de benzoatos alAlicos, la regla de

helicidad del sistema 1,2-dibenzoato, etc.

La aplicaciUn de modelos adecuados para determinar la configuraciUn absoluta de 118, 121-123,

132-136 mediante dicroSsmo circular y las reglas originadas del mismo, permitiU extender su

aplicaciUn a monoles, dioles y trioles cSclicos secundarios; a dienos conjugados cSclicos y acSclicos;

asS como a cetonas saturadas cSclicas y cetonas , -insaturadas.

La quSmica de J. neopauciflora proporcionU evidencia de su alta especificidad biosintRtica en la

formaciUn de sesquiterpenos con fusiUn cis de sus esqueletos de cicloaxano, cadinano, eudesmano y

axano (132-135, 138, 139).

Los sesquiterpenos de tipo cicloaxano, axano e isodaucano, que son productos naturales poco

frecuentes en la naturaleza, constituyen el primer informe en la quSmica de la familia

Euphorbiaceae.

Los informes previos sobre la biogRnesis de los sesquiterpenoides sugieren un precursor comWn,

el (_)-germacreno D. BXlow y KVnig reportaron algunas rutas biogenRticas con base en los

resultados obtenidos de reacciones fotoquSmicas y catalizadas por Pcido a partir de (_)-germacreno

D [5]. Considerando dicho informe y con base en los resultados obtenidos en la determinaciUn de la

configuraciUn absoluta de los sequiterpenoides aislados de J. neopauciflora (132-139), se

hipotetizaron rutas biogenRticas para explicar la formaciUn de sus esqueletos poco frecuentes en la

naturaleza a partir de (_)-germacreno D como el precursor biogenRtico.
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9.2 Perspectivas

Realizar semisSntesis o biotransformaciones enzimPticas de los metabolitos secundarios

mayoritarios que exhibieron propiedades citotUxicas moderadas (118 y 140) y el correspondiente

estudio QSAR (relaciUn estructura-actividad cuantitativa) que permita evaluar, ponderar y descubrir

nuevas molRculas lSderes con potencial citotUxico y, eventualmente, antitumoral.

Considerando el tipo de terpenos encontrados en la presente investigaciUn y los informes en la

literatura sobre sus propiedades biolUgicas, es plausible proponer que los diterpenoides,

sesquiterpenoides y monoterpenoides sean sujetos al estudio de su potencial anti-inflamatorio,

antimicrobiano, insecticida y herbicida, mediante ensayos in vitro e in vivo adecuados.

El mRtodo de la quiralidad del excitUn por dicroSsmo circular puede ser empleado para llevar a

cabo un estudio sistemPtico de algunos de los productos naturales aislados que exhibieron dioles

vecinales en los esqueletos bicSclicos de tipo labdano, cicloaxano, eudesmano, isodaucano y axano.

Puede considerarse el uso de bis-p-fenilbencilRteres o Pcido 5-(p-metUxifenil)-pentadienoSco para

obtener los derivados 1,2- o 1,3-dicromofUricos.
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Realizar estudios de reactividad quSmica del (_)-germacreno D, mediante reacciones

fotoquSmicas y catalizadas por Pcido, a fin de obtener evidencia sobre la fusiUn cis del anillo de

decalina en 133, 134, 138 y 139, y la fusiUn trans del esqueleto de tipo isodaucano en 136. Es

posible considerar el (_)-epoxigermacreno D como otro intermediario dentro de las rutas de

biogRnesis.
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Table 1. Crystal data and structure refinement for 118.

Identification code 03DLG237 (Solved by: R. A. Toscano)

Project Title 118

Empirical formula C22 H36 O4

Formula weight 364.51

Temperature 294(2) K

,avelength 0.71073 M

Crystal system Orthorhombic

Space group P 21 21 21

Unit cell dimensions a = 6.0067(4) M = 90P

b = 18.178(1) M = 90P

c = 19.173(1) M = 90P

+olume 2093.5(2) M3

Z 4

Density (calculated) 1.156 Mg/m3

Absorption coefficient 0.077 mm-1

F(000) 800

Crystal size / colour / shape 0.488 x 0.144 x 0.114 mm / colorless / prism

Theta range for data collection 2.12 to 27.50P

Index ranges -7 h 7, -23 k 23, -24 l 24

Reflections collected 21049

Independent reflections 4806 [R(int) = 0.0766]

Completeness to theta = 27.50P 100.0 �

Measurement device Bruker Smart Apex CCD diffractometer

Absorption correction Analytical: face-indexed

Max. and min. transmission 0.9943 and 0.9742

Refinement method Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters 4806 / 0 / 247

Goodness-of-fit on F2 1.000

Final R indices [I>2 (I)] R1 = 0.0603, wR2 = 0.0644

R indices (all data) R1 = 0.1188, wR2 = 0.0733

Absolute structure parameter 0.7(13)

Largest diff. peak and hole 0.137 and -0.168 e.M-3
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Table 2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (M2x 103)

for 118. U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij tensor.

________________________________________________________________________________

x y z U(eq)

________________________________________________________________________________

O(1) 7765(3) 6937(1) 8540(1) 58(1)

O(2) 7257(4) 7246(1) 9918(1) 75(1)

O(3) 8749(4) 6064(1) 10866(1) 73(1)

O(4) 4338(4) 7447(1) 8544(1) 93(1)

C(1) 8255(4) 4263(1) 9045(1) 49(1)

C(2) 7876(5) 4059(1) 8285(1) 60(1)

C(3) 8708(4) 4666(1) 7811(1) 60(1)

C(4) 7717(4) 5430(1) 7949(1) 46(1)

C(5) 7974(4) 5608(1) 8738(1) 37(1)

C(6) 7068(4) 6348(1) 8996(1) 44(1)

C(7) 7999(5) 6528(1) 9712(1) 53(1)

C(8) 7357(5) 5956(1) 10261(1) 48(1)

C(9) 8031(4) 5194(1) 9996(1) 39(1)

C(10) 7152(4) 4994(1) 9256(1) 35(1)

C(11) 7609(4) 4594(1) 10560(1) 46(1)

C(12) 9624(4) 4163(1) 10761(1) 44(1)

C(13) 9840(4) 3441(1) 10859(1) 42(1)

C(14) 8072(5) 2932(1) 10715(1) 54(1)

C(15) 8099(5) 2212(1) 10817(1) 83(1)

C(16) 11970(4) 3127(1) 11142(1) 70(1)

C(17) 4934(5) 6047(1) 10486(1) 70(1)

C(18) 5320(4) 5475(1) 7686(1) 66(1)

C(19) 9106(4) 5962(1) 7493(1) 63(1)

C(20) 4609(4) 4880(1) 9253(1) 50(1)

C(21) 6254(7) 7452(2) 8372(2) 68(1)

C(22) 7311(6) 8023(1) 7918(1) 102(1)
________________________________________________________________________________
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Table 1. Crystal data and structure refinement for 140.

Identification code 032DLG04

Project Title 140

Empirical formula C39 H56 O4

Formula weight 588.84

Temperature 291(2) K

,avelength 0.71073 M

Crystal system Monoclinic

Space group P21

Unit cell dimensions a = 10.4619(8) M = 90P.

b = 12.5842(9) M = 95.183(2)P.

c = 13.0219(9) M = 90P.

+olume 1707.4(2) M3

Z 2

Density (calculated) 1.145 g/cm3

Absorption coefficient 0.072 mm-1

F(000) 644

Crystal size / shape / color 0.30 x 0.18 x 0.18 mm / Prism/ Colorless

Theta range for data collection 1.95 to 25.00P.

Diffractometer used /Scan Mode Bruker Smart Apex AXS CCD area detector/ omega

scans

Index ranges -12<= h <=12, -14<= k <=14, -15<= l <=15

Reflections collected 14097

Independent reflections 5987 [R(int) = 0.0414]

Completeness to theta = 25.00P 100.0 �

Absorption correction None

Refinement method Full-matrix least-squares on F2

Data / restraints / parameters 5987 / 1 / 401

Goodness-of-fit on F2 0.834

Final R indices [I>2sigma(I)] R1 = 0.0476, wR2 = 0.0690

R indices (all data) R1 = 0.0925, wR2 = 0.0774

Largest diff. peak and hole 0.178 and -0.112 e.M-3

Solved by Simon HernNndez Ortega
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Table 2. Atomic coordinates ( x 104) and equivalent isotropic displacement parameters (M2x 103) for 140.

U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij tensor.

________________________________________________________________________________

x y z U(eq)

________________________________________________________________________________

O(1) 6050(2) -1698(2) 2068(2) 70(1)

O(2) 1786(2) 6599(2) 1276(2) 76(1)

O(3) 4243(3) -2653(2) 1820(3) 118(1)

O(4) 9685(2) -6616(2) -1071(2) 94(1)

C(1) 4140(3) 245(2) 3558(2) 63(1)

C(2) 5006(3) -707(2) 3383(2) 65(1)

C(3) 5271(3) -758(2) 2265(2) 55(1)

C(4) 5950(3) 223(2) 1892(2) 52(1)

C(5) 5067(3) 1173(2) 2108(2) 47(1)

C(6) 5485(3) 2228(2) 1665(2) 64(1)

C(7) 4365(3) 3017(2) 1607(2) 56(1)

C(8) 3837(3) 3238(2) 2650(2) 47(1)

C(9) 3602(3) 2159(2) 3192(2) 47(1)

C(10) 4698(3) 1313(2) 3227(2) 48(1)

C(11) 3045(3) 2358(2) 4229(2) 59(1)

C(12) 1865(3) 3079(2) 4148(2) 63(1)

C(13) 2068(3) 4114(2) 3564(2) 48(1)

C(14) 2518(3) 3864(2) 2488(2) 46(1)

C(15) 2684(3) 4907(2) 1888(2) 58(1)

C(16) 1539(3) 5663(2) 1875(2) 60(1)

C(17) 1210(3) 5917(2) 2950(2) 53(1)

C(18) 919(3) 4868(2) 3477(2) 50(1)

C(19) 299(3) 5231(2) 4453(2) 58(1)

C(20) -588(3) 4483(3) 4933(3) 69(1)

C(21) -407(3) 6275(2) 4103(3) 76(1)

C(22) -44(3) 6515(3) 3013(2) 68(1)

C(23) 6005(3) 88(3) 726(2) 79(1)

C(24) 7331(3) 298(3) 2386(2) 83(1)

C(25) 5820(3) 1589(3) 4013(2) 74(1)

C(26) 4856(3) 3911(2) 3297(2) 64(1)

C(27) 1487(3) 3222(2) 1827(2) 62(1)
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C(28) 2299(3) 6561(2) 3539(2) 66(1)

C(29) -1529(4) 3913(3) 4285(3) 111(1)

C(30) -555(3) 4426(3) 5979(3) 100(1)

C(1') 5364(4) -2577(3) 1793(3) 78(1)

C(2') 6115(4) -3482(3) 1410(3) 98(1)

C(3') 7182(4) -3413(3) 1048(3) 82(1)

C(4') 7836(3) -4318(3) 529(3) 64(1)

C(5') 7480(3) -5375(3) 602(3) 80(1)

C(6') 8085(3) -6161(3) 68(3) 76(1)

C(7') 9044(3) -5892(2) -541(3) 65(1)

C(8') 9425(3) -4855(3) -584(2) 67(1)

C(9') 8819(3) -4086(2) -52(2) 67(1)
________________________________________________________________________________

Coordenadas cartesianas de la geometrOa optimizada de 7-p-bromobenzoOlaustroinulina

(118b) en el nivel de teorOa DFT/B3L.P/H-,.

Coordenadas Cartesianas:

C -2.560862 -0.697352 -0.132229
C -1.047449 -1.105893 -0.043623
C -0.199008 0.043541 -0.652224
C -0.562626 1.478457 -0.223008
C -2.066786 1.774379 -0.441474
C -2.909232 0.738100 0.428525
C -4.425606 0.996218 0.174327
C -4.843904 2.455131 0.428846
C -4.033722 3.407869 -0.462418
C -2.481046 3.298048 -0.327221
C -2.663113 0.834775 1.965474
C -1.911343 4.125034 -1.518616
C -1.995650 3.969369 0.985154
C -0.533765 -1.524985 1.352393
C -3.461626 -1.866397 0.389770
O -0.986988 -2.275495 -0.935526
O 1.269564 -0.025395 -0.278115
O 0.273032 2.393185 -1.006083
H -0.054876 -2.432036 -1.225405
C 2.104960 -0.984330 -0.791005
H 1.209899 2.124279 -0.889364
C -4.622468 -2.197472 -0.527351
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C -5.928113 -2.430619 -0.210785
C -6.436432 -2.329922 1.170443
C -7.712790 -2.564361 1.566776
O 1.695945 -1.956140 -1.466442
C 3.534170 -0.758958 -0.451487
C 4.494902 -1.645855 -0.986582
C 3.947540 0.302150 0.384382
C 5.308536 0.479589 0.680966
C 5.857397 -1.474274 -0.698596
C 6.249690 -0.410331 0.133502
Br 8.153390 -0.163060 0.542753
C -6.918669 -2.812407 -1.299795
H -2.740916 -0.638338 -1.216863
H -0.243529 -0.029932 -1.747283
H -0.298616 1.598225 0.836658
H -2.288490 1.508707 -1.490115
H -5.023174 0.323945 0.801288
H -4.666491 0.739803 -0.868777
H -5.915358 2.566975 0.208754
H -4.723576 2.721301 1.488240
H -4.322131 4.451596 -0.267956
H -4.300398 3.203458 -1.512261
H -3.266870 1.626419 2.416657
H -1.622960 1.037440 2.234557
H -2.949544 -0.101650 2.458299
H -2.126750 3.634791 -2.478048
H -0.831381 4.252132 -1.448043
H -2.391429 5.114659 -1.532755
H -2.259957 5.035625 0.970544
H -0.904275 3.906333 1.075307
H -2.441012 3.531962 1.884076
H -0.364265 -0.673760 2.017625
H 0.413479 -2.066539 1.251515
H -1.245040 -2.205579 1.827802
H -2.835043 -2.767220 0.424815
H -3.799361 -1.673088 1.413339
H -4.328482 -2.306984 -1.573550
H -5.715196 -2.048810 1.937137
H -8.005037 -2.468285 2.609758
H -8.494956 -2.858461 0.871056
H 4.163133 -2.459837 -1.624006
H 3.208658 0.974164 0.807228
H 5.628356 1.292383 1.324934
H 6.595942 -2.153348 -1.111955
H -7.364479 -3.798334 -1.105530
H -7.745431 -2.090160 -1.360287
H -6.429421 -2.851004 -2.279282






























