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“AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y MODIFICACION QUIMICA DE TERPENOS CONSTITUYENTES DE
Verbesina persicifolia”

RESUMEN INTRODUCTORIO

La investigacién de la composicién quimica, actividad bioldgica y aplicacion de los productos
naturales ha sido durante largo tiempo un campo de gran interés tanto para la comunidad
cientifica como para la comunidad en general, que gusta de las alternativas naturales en el
tratamiento de enfermedades, alimentos, cosméticos, entre otros campos.

Verbesina persicifolia (Familia Asteraceae) conocida tradicionalmente como Huichin, es una planta
arbustiva de hojas ligeramente alargadas y pequefias flores amarillas con formas similares a discos
solares. En la medicina folklérica mexicana (Veracruz y Puebla principalmente), esta planta es
usada tradicionalmente en el tratamiento de la diabetes, afecciones estomacales y dolor de
huesos. En cuanto a su composicién quimica, existen diversos reportes que indican presencia
principalmente de compuestos sesquiterpénicos del tipo eudesmano.

En el presente trabajo se aislaron y caracterizaron 3 compuestos a partir del extracto hexanico de
esta especie, el compuesto 1 fue identificado como un nuevo compuesto con la conformacién
poco frecuente tipo 10-desmetil-1-metileudesmano, del cual no se presentan reportes en la
literatura. Los compuestos 2 y 3 fueron identificados como isdmeros sesquiterpenos del tipo
eudesmano con un grupo cinamato ubicado en la posicion C-4, con reportes previos en especies
del genero Verbesina.

Luego haber separado e identificado los compuestos, se realizaron diversas modificaciones
estructurales por medio de reacciones quimicas, asi mismo se evalud la actividad antioxidante
(TBARS y DPPH) y antiinflamatoria (edema en oreja de ratén inducido por TPA) de los derivados y
las moléculas base (1, 2 y 3), obteniendo informacidn acerca de sus sitios activos para proponer
nuevas modificaciones que podrian elevar la potencia bioldgica de estos compuestos.



CAPITULO I.
ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO
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1. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

1.1. Productos Naturales

Desde tiempos remotos hasta la actualidad, la humanidad se ha beneficiado de las multiples
facultades de las plantas. En la antigliedad, se usaban las plantas, partes de ellas o sus extractos
como medicinas; estos métodos fueron avanzando acorde a como la tecnologia evolucionaba
hasta obtener e identificar metabolitos activos puros, para el desarrollo posterior de su sintesis y
produccién en masa (1).

Los términos producto natural o metabolito secundario, son definidos como cualquier compuesto
guimico producto del metabolismo de un ser viviente y, que con el avance en su investigacion se
ha encontrado diversas funciones que dependen del entorno o ecosistema de la planta, animal o
microorganismo que los produce; el aprovechamiento por el hombre de estos productos se ha
plasmado en diversos sectores, principalmente en el campo farmacéutico y terapéutico; ademas
cabe resaltar el campo de los alimentos y cosméticos (2). Con el paso del tiempo, en el campo
farmacéutico, se considera que los productos naturales aun tienen un rol importante en el
tratamiento y prevencion de diversas enfermedades (3, 4), entre las que se destaca el cancer (5,
6), la diabetes y enfermedades coronarias (7).

En la literatura se encuentran diversos reportes acerca de la amplia diversidad de estructuras
guimicas encontradas como productos de fuentes naturales (8, 9); con esto, diversos métodos de
clasificacién han surgido (tomando en cuenta sus grupos funcionales, entre otros), siendo el
método mas aceptado el que toma en cuenta su origen biosintético, como se muestra en el
Esquema 1. A continuacién se hara hincapié en la biosintesis y aplicaciones de los compuestos
terpénicos, en particular los sesquiterpenos del tipo eudesmano.

1.1.1. Terpenos

Los compuestos terpénicos son una amplia familia de productos naturales provenientes de las
rutas del mevalonato y del metileritriol fosfato, con estructuras compuestas de unidades de
isopreno en uniones generalmente del tipo cabeza-cola. El término “terpeno” es originario de la
palabra traducida del inglés como “Turpentina” (“trementina” en espafiol), también llamada
“resina de arbol de pino”, que es el balsamo viscoso de aroma agradable obtenido al cortar o cavar
el tronco de algunas especies de arbol de pino (Pinaceae). La trementina contiene “acidos de
resina” y algunos hidrocarburos, los cuales fueron originalmente referidos como “terpenos” (10).

11
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Esquema 1. Clasificacion de los productos naturales con respecto a su biogénesis.

Para la sintesis in vivo de estos compuestos, el isopentenil difosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato

(DMAPP) son las sustancias bioquimicamente activas responsables de su formacidon. Se ha

descubierto que éstos son sintetizados por dos rutas metabdlicas (Esquema 2): en la primera,

interviene el acido mevaldnico (MVA) formado por la condensacién de tres moléculas de la acetil

coenzima A, llevandose a cabo principalmente en el citosol a nivel celular; la segunda ruta es la del

2-C-metil-d-eritriol-4-fosfato (metileritriol fosfato, MEP) en la que interviene el acido pirdvico

formado en la glucdlisis, que es realizada principalmente en los plastidos (11).
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Esquema 2. Rutas metabdlicas del IPP y DMAPP en la célula. Fuente: Bouvier et al, 2005 (11).

Los compuestos terpénicos son clasificados de acuerdo al nimero de unidades de isopreno unidas
0 numero de carbonos en su estructura, como se muestra en la Figura 1 (12).
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Figura 1. Clasificacion de los compuestos terpénicos. Fuente: Dewick, 2009 (12).
1.1.2. Sesquiterpenos

Esta familia de compuestos proceden de la unién de tres unidades de IPP y DMAPP, las cuales son
sintetizadas por la ruta del acido mevalénico y conforman el pirofosfato de farnesilo, tras una serie
de reacciones de anillacién y transposicién en su estructura se derivan los multiples arreglos para
este grupo de terpenos (Figura 2) (12, 13, 14).
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Figura 2. Reacciones de biosintesis de los diferentes esqueletos de sesquiterpenos. Fuente: Degenhard,
2009 (14).

Los sesquiterpenos del tipo eudesmano, con su amplia variedad de grupos funcionales y
propiedades bioldgicas, son de vital importancia para este trabajo de investigacién, ya que su
presencia ha sido reportada ampliamente para la familia Asteraceae (15), particularmente en el
género Verbesina y en la planta Verbesina persicifola. La biosintesis de este grupo moléculas es
generada por una serie de movimientos de electrones (transposiciones) catalizados de manera
enzimdtica del farnesil difosfato pasando por el carbocatidon germacranilo (12, 14).

1.2. Genero Verbesina y Verbesina persicifolia

Verbesina es un género de plantas con flores perteneciente a la familia Asteraceae, se caracteriza
por sus flores amarillas similares a discos solares. Su nombre es aludido a su semejanza con el
follaje de la verbena.

Entre la composicidon quimica de este género se destaca ampliamente la presencia de
sesquiterpenos del tipo eudesmano, de manera particular sus ésteres derivados del acido
cindmico; algunos reportes al respecto se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Algunos reportes de sesquiterpenos tipo eudesmano en el género Verbesina.

Planta Compuestos * Ref.

V. glabrata
V. luetzelburgii
V. macrophylla

V. cinérea

%
R, Rs OCinn

V. boliviana
V. pentantha
V. semidecurrens

V. sordescens (17)

V. oerstediana (18)

V. oncophora (19)

V. linndheimeri

V. subcordata (20)

V. turbacensis (21)
(22)

COOH OCinn
V. virginica oH (23)

Cinn= Cum = o
? Los grupos R para los compuestos son generalmente: hidroxilo (OH), carboxilo (COOH), acetato (COCHs), entre otros

1.2.1. Verbesina persicifolia

Es una planta arbustiva, de hojas ligeramente alargadas que miden hasta 14 cm de largo; sus flores
crecen en grupos formando cabezuelas que se crecen numerosas en la planta. Crece alrededor de
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1.5 a 2 m de altura, y presenta un tallo liso color café. En la medicina tradicional e indigena
mexicana la infusion de sus hojas ha sido usada como tratamiento para el dolor en los huesos,
malestares estomacales, enfermedades hepaticas y diabetes (24, 25).

Figura 3. Fotografias de V. persicolia. Fuente: Carlos Velazco (http://www.flickr.com/people/aztekium).

Los reportes realizados a la fecha sobre la composicién quimica de V. persicifolia se citan a
continuacioén:

e En 1982, Avila-Loria y colaboradores (26) reportan el aislamiento e identificacién de tres
sesquiterpenos del tipo eudesmano que se muestran en la Figura 4.

(0]

o

HO

HO OCinn HO OCinn HO OCinn

Figura 4. Sesquiterpenos eudesmanicos aislados de V. persicifolia por Avila-Loria, 1982 (26).

e En 1987, Jakupovic y colaboradores (20) reportan la presencia de a-pineno, y-cadineno,
aromadendreno, cariofileno, germacreno D, espatulenol, cubebol, oxido de cariofileno, 2-
hidroxi-a-curcumeno, a-humuleno, tridecapentaineno y anhidrooplopanona; ademas de
las lactonas sesquiterpénicas arbusculina B y a-ciclocotunolida; y los compuestos
sesquiterpénicos del tipo eudesmano que se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Sesquiterpenos eudesmanicos aislados de V. persicifola por Jakupovic et al, 1987 (20).

e En 2007, Mejia-Flores (27) aisla e identifica el sesquiterpeno eudesmano mostrado en la
Figura 6
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w
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Figura 6. Sesquiterpeno tipo eudesmano aislado de V. persicifola por Mejia-Flores, 2007 (27).

A nivel farmacoldgico, son pocos los estudios que se han realizado a los metabolitos encontrados
en esta planta. En 1997 Pérez-Gutiérrez evalué en ratones diabéticos y normoglucémicos la
actividad hipoglucemiante del extracto hexanico, diclorometdnico y metandlico de V. persicifolia,
presentando actividad significativa, sobre todo en el caso del extracto metandlico (28); En 2010,
Mejia-Flores (29) evalud la actividad citotdxica, antiinflamatoria y genotéxica del compuesto
mostrado en la Figura 6 y un derivado producto de su hidrogenacidn, usando éxido de platino
como catalizador, la actividad del derivado aumentd el efecto citotdéxico en algunas lineas
celulares, pero ninguno mostré genotoxicidad en los ensayos realizados.

1.3. Propiedades Bioldgicas de Productos Naturales

Aunque el espectro de propiedades biolégicas que han sido reportadas en productos naturales es
muy amplio, en esta seccidén se pretenden dar a conocer de manera general, los conceptos y
fundamentos de las metodologias para la medicién de actividad biolégica aplicados en este trabajo
de investigacion:

1.3.1. Actividad Antioxidante

En la naturaleza, los procesos oxidativos estan asociados con una amplia variedad de reacciones
metabdlicas, en las cuales se destaca el envejecimiento celular (mejor conocido como estrés
oxidativo), enfermedades cardiacas e incluso cancer y procesos inflamatorios

En las células existen cuatro fuentes enddgenas que parecen ser las principales productoras de
grupos oxidantes: (a) la respiracién normal anaerobia, en donde las mitocondrias consumen
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oxigeno molecular, reduciéndolo en pasos secuenciales para producir agua. Inevitablemente en
este proceso se forman subproductos como el anidn-radical superdxido (0,"), peréxido de
hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (OH®). (b) El ataque oxidativo de las células fagociticas al
destruir bacterias y/o virus, produciendo 6xido nitrico (ON®), anién-radical superdxido (0,°),
perdxido de hidrogeno (H,0,) e hipoclorito (CIO). (c) Los peroxisomas, los cuales son los organelos
responsables de la degradacién de acidos grasos y otras moléculas, produciendo peréxido de
hidrégeno (H,0,) como subproducto, el cual es degradado por catalasas. (d) Las enzimas
“Citocromo P-450” en los animales constituyen un sistema de defensa primario contra los
compuestos quimicos téxicos de plantas, la mayor fuente de toxinas dietarias.

Las fuentes exégenas mas importantes que proveen gran carga oxidante a las células, acelerando
asi los procesos oxidativos son: (a) Las sales de hierro y cobre que promueven la generacidn de
radicales oxidantes a partir de perdxidos (reaccion de Fenton), aumentando el riesgo de
enfermedades cardiacas y/o cancer asociados a procesos oxidativos. (b) Los 6xidos de nitrogeno
(NOy) en el humo de cigarrillo (cerca de 1000 ppm), causantes de la oxidacion de macromoléculas
y disminucion del nivel de antioxidantes. (c) Los compuestos fendlicos, como los acidos clorofénico
y caféico que generan oxidantes por ciclacién redox, que estan contenidos en dietas a base de
vegetales (30).

Un compuesto antioxidante es definido como cualquier sustancia que, cuando es aplicada en bajas
concentraciones en un sustrato oxidable, disminuye significativamente o previene la oxidacion de
dicho sustrato (31). Este término ha sido aplicado a un amplio nimero de compuestos quimicos en
los campos de la nutricidn y la farmacia, entre ellos se incluyen el B-caroteno, vitaminas Ey C, y
recientemente el selenio (32). En el cuerpo humano los radicales libres, en particular especies
reactivas de oxigeno como el radical superéxido y el radical hidroxilo, entre otras, son producidos
durante el metabolismo celular normal por oxidacion. Los antioxidantes pueden ser sintetizados in
vivo (enzimas antioxidantes) o tomados de la dieta (compuestos antioxidantes), con el fin de
disminuir los efectos colaterales dafiinos de dichas especies reactivas (33).

Los productos naturales juegan un papel importante como compuestos antioxidantes, destacando
en particular los compuestos que presentan conjugacidon en sus estructuras como los derivados
fenilpropanoides (coumarinas, flavonoides, entre otros) y algunos terpenos con grupos aromaticos
como el carvacrol o el terpinoleno. Algunos aceites esenciales extraidos de plantas presentan
actividad en la inhibicién de la oxidacidon, siendo usados en la industria de la preservacion de
alimentos, aromaterapia y fragancias (34, 35, 36).

Existen diversas formas de medir la actividad antioxidante de un compuesto o grupo de
compuestos, algunas metodologias se basan en métodos quimicos colorimétricos o de
fluorescencia para la identificacién de productos intermediarios o finales del metabolismo, a
continuacién se describe el fundamento de las técnicas usadas en el presente trabajo de
investigacion:
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a) Inhibicién de la Peroxidacion de Lipidos

La peroxidacién de lipidos es un proceso complejo tal como se muestra en el Esquema 3. En
primera instancia (Fase de inicio), el compuesto insaturado reacciona con grupos oxidantes y
oxigeno dimolecular mediante reacciones radicalarias formando el radical peroxilo que facilmente
propaga la reaccion, provocando el rompimiento de las cadenas y la formacién de alquenos,
alcanos, cetonas y aldehidos de cadenas cortas, entre los que se destaca la presencia del
malondialdehido (MDA) (37).

INICIO
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Esquema 3. Productos de la peroxidacion de lipidos.

Existen diversas maneras de medir la peroxidacién de lipidos y su inhibicién. El ensayo por TBA
(acido tiobarbiturico por sus siglas en inglés) o TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico),
es uno de los métodos mas antiguos y frecuentemente usado para medir el proceso de
peroxidacion; éste consiste en medir la cantidad de MDA vy otras sustancias generadas por medio
de su reaccion con TBA (Esquema 4), formando un compuesto coloreado que en solucidn 4acida
absorbe luz a 532nm y presenta fluorescencia a 533nm (38).
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Esquema 4. Generacion del aducto coloreado entre TBA y MDA.

b) Capacidad Atrapadora del Radical DPPH

Otra manera de medir la capacidad total antioxidante de un compuesto es mediante su reacciéon
con otras moléculas oxidantes o radicales libres que formen productos facilmente detectables y
medibles. En esta investigacidon se midid la actividad usando el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH, Figura 7), el cual al ser reducido por la acciéon antioxidante (o atrapadora de radicales
libres) del compuesto a probar, disminuye el valor de su absorbancia a 515nm (39).

N
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o” o
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O SO

Figura 7. Estructura del Radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH).

1.3.2. Actividad Antiinflamatoria

Desde una vision general, la inflamacidon es una respuesta fisioldgica-protectora al dafio o
destruccién de tejidos; es una compleja red de respuestas celulares coordinadas disefiadas para
destruir, diluir o “amurallar” el estimulo nocivo y el tejido lastimado. La capacidad de
desencadenar una reaccién inflamatoria resulta esencial para la supervivencia, al estar en
contacto el organismo vivo con patégenos ambientales y lesiones. Muchas teorias han sido
presentadas con respecto a la iniciacién de la respuesta inflamatoria. Primeramente, “la teoria
humoral” argumenta que la respuesta inicial surge de la sangre y fluidos en los tejidos. La teoria
alterna a la inflamacion humoral, es la “teoria celular”, la cual soporta la idea que las células, que
aparecen durante el proceso inflamatorio, son la principal proteccién del cuerpo contra
infecciones microbianas (40, 41).

La inflamacién es usualmente considerada el primer paso en el proceso curativo. Sin embargo, en
algunas instancias el proceso antiinflamatorio llega a ser exagerado o prolongado, lo que resulta
en posterior dafio en el tejido. En estas situaciones, la inflamacidn se convierte en un cuadro
clinico y requiere de tratamiento con compuestos o farmacos antiinflamatorios los cuales
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interrumpen la respuesta inflamatoria del cuerpo. Estos compuestos inhiben la sintesis de
prostaglandina por lo que los nocioreceptores (terminaciones nerviosas libres) no tienen que
responder al dolor, estimulo irritante, y el edema en el tejido es resuelto (42).

La actividad biolégica de los productos naturales ha sido reportada ampliamente en la literatura.
En las plantas destacando a los alcaloides, fenilpropanoides, terpenoides y esteroides como los
grupos con actividad significativa (43, 44). En sesquiterpenos, se han reportado mayoritariamente
compuestos activos en el grupo de las lactonas de diversos esqueletos carbonados (45); para el
tipo eudesmano se ha reportado compuestos que contienen grupos carboxilo en sus estructuras
con altos valores de inhibicion de la inflamacién (46, 47).

Entender el comportamiento bioldgico de los compuestos con relacion a sus estructuras y
derivados es parte fundamental para su futura aplicacidn; esto remarca la importancia de este
trabajo en el que se pretenden estudiar algunas de las caracteristicas bioldgicas y estructuras de
algunos terpenos tipo eudesmano, aislados de la planta mexicana V. persicifolia.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBIJETIVOS

2.1. Planteamiento del Problema

Como se ha fundamentado en los antecedentes, se ha aislado e identificado una gran cantidad de
compuestos sesquiterpénicos del genero Verbesina, pero la investigacion acerca de sus
propiedades quimicas y bioldgicas es poca, por lo que existe la necesidad de realizar estudios con
el fin de ampliar el conocimiento en relacién a estos campos. En este trabajo se propuso continuar
con el estudio fitoquimico de la especie V. persicifolia con el fin de conocer y analizar la actividad
bioldgica de algunos de sus compuestos en relacidn a su estructura.

2.2. Justificacion

En la actualidad en los paises desarrollados, los avances en la sintesis total de productos naturales
con actividad bioldgica y la quimica combinatoria, han disminuido el valor de la investigacién y el
uso de los productos naturales como posibles farmacos en el tratamiento de enfermedades en
seres humanos (48, 3). En Latinoamérica y otros paises del mundo en desarrollo, la gran diversidad
de recursos biolégicos junto con su amplio conocimiento popular o etnofarmacoldégico, fortalece e
incentiva la realizacién de trabajos investigativos con el fin de ampliar el conocimiento sobre Ila
composicion y el uso de los recursos naturales, en este caso particular las plantas.

La importancia de esta investigacion se basa en buscar fuentes naturales, en este caso los
compuestos terpénicos aislados V. persicifolia, para realizar estudios de relacidon estructura-
actividad bioldgica, aprovechando el conocimiento de su accién farmacolégica por medicina
tradicional y fomentando el cultivo de estas plantas para su disposicién.

2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo General
Estudiar la quimica y actividad biolégica (antioxidante y antiinflamatoria) de compuestos
terpénicos aislados de V. persicifolia y sus derivados, permitiendo aumentar el conocimiento

cientifico sobre como se ve afectada la actividad de los compuestos con respecto a las
modificaciones quimicas estructurales realizadas.

2.3.2. Objetivos Particulares

e Extraer, purificar e identificar compuestos terpénicos en la planta.
e Evaluar la actividad bioldgica antioxidante y antiinflamatoria de los compuestos iniciales.
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e Analizar los cambios en la actividad bioldgica por medio de la sintesis de derivados en los
diferentes grupos funcionales de las moléculas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material Vegetal

La recoleccion de las plantas fue realizada por la Licenciada en Biomedicina Ada Paulina Vazquez
Candanedo en el municipio de Hueytamalco del Estado de Puebla, y fue identificada como
Verbesina persicifolia DC con el folio nimero 975081, en el Herbario Nacional de México
perteneciente al Instituto de Biologia UNAM.

3.2. Métodos Cromatograficos

Los andlisis de cromatografia en capa fina (CCF) fueron realizados usando placas de silica gel 60
con indicador de fluorescencia a 254nm (Alugram® Sil-G/UV,s;, Macherey-Nagel) de 0.20mm de
espesor en soporte de aluminio.

La separacidon de compuestos por cromatografia preparativa en capa fina (CPCF), se realizaron
usando placas de silica gel 60 con indicador de fluorescencia a 254nm de 2.0mm de espesor en
soporte de vidrio (CCM SIL G-200 UV254, Macherey-Nagel), generalmente cortadas de
dimensiones 10 x 20cm.

La metodologia de cromatografia de columna con vacio, se realizé usando gel de silice de 200-
400mesh (Macherey-Nagel), y columnas de vidrio con filtro de diferentes didametros y dimensiones
gue fueron dispuestas a disposicion de la cantidad de muestra a separar.

3.3. Reactivos Utilizados en las Reacciones de Modificacion Quimica.

Todos los disolventes empleados (hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona) fueron
destilados en columna vigreux previamente a su manejo.

Los reactivos usados para las diferentes reacciones se listan en orden alfabético a continuacion:

e Acido 4-bromobenzoico, 98%, Marca Aldrich-Chemistry

e Acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA), <77%, Marca Aldrich-Chemistry

e Acido trans-cindmico, 97%, Marca Aldrich-Chemistry

e Anhidrido acético, 97% Para analisis, Marca Merck

e Cloruro de oxalilo, Reagentplus® >299%, Marca Aldrich-Chemistry

e Cloruro de tionilo, para sintesis, Marca Merck

e N,N’-Diciclohexilcarbodiimida (DCC), 99%, Marca Aldrich-Chemistry

¢ N,N-Dimetil-4-aminopiridina (DMAP), Reagentplus® 99%, Marca Aldrich-Chemistry
e Piridina anhidra, 99.8%, Marca Sigma-Aldrich
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3.4. Analisis Instrumentales y Espectroscépicos

Todos los analisis fueron realizados en los laboratorios técnicos académicos de Espectrometria y
Polarimetria, Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética Nuclear y Cromatografia,
pertenecientes al Instituto de Quimica UNAM. Los equipos y andlisis usados se listan a
continuacién:

e Los analisis de infrarrojo fueron realizados en un equipo FT-IR Bruker Tensor 27, usando el
método de dilucion en CH5Cl.

e Ladeterminacion de la rotacion éptica se realizd en un polarimetro Perkin Elmer Modelo
343, usando lampara de sodio y celdas de cuarzo.

e Los espectros de masas fueron obtenidos por el método de impacto electrénico usando un
espectrometro de masas Jeol JMS-AX505HA a 70 eV y una corriente de emision de 100
HAMpP.

e Los andlisis de resonancia magnética nuclear de los crudos de reaccidn se realizaron en un
equipo de 200MHz (FT-NMR Varian Gemini 200) para experimentos de 'H-RMN, y en un
equipo de 300MHz (JEOL Eclipse 300) para experimentos de 'H-RMN y C-RMN; los
experimentos realizados a los compuestos y productos de reaccién purificados (*H, °C,
DEPT, COSY, NOESY, HSQC, HMBC) fueron tomados en los equipos Bruker Avance lll de
400 MHz y Varian Unity Inova de 500 MHz; todos los experimentos fueron realizados
usando CDCl; como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Las abreviaciones usadas para la identificacion de los picos y sistemas de multipletes
fueron: singulete (s), singulete ancho (sa), doblete (d), doblete ancho (da), doble de dobles
(dd), doble de triples (dt), doble de doble de dobles (ddd), doble de doble de doble de
dobles (dddd).

e El andlisis de cromatografia de gases acoplados a espectrometria de masas se realizd en
un cromatdgrafo Agilent Technologies 6890N, usando una columna Ultra-5 (Agilent), un
flujo de helio (gas de arrastre) de 1mL/min, y un programa de temperatura que empezd a
30°C aumentando a 8°C/min hasta llegar a una temperatura final de 305°C; el detector
acoplado fue un Espectrometro de Masas Jeol JIMS GCmate II.

e El andlisis de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se realizé en un cromatdgrafo
Hewlett-Packard Serie 1100, con un detector de arreglo de diodos, empleando una
columna Synergy Max-RP, y un gradiente de disolventes asi: inicial acetonitrilo/agua
(40/60) por 20min y final acetonitrilo (100), todo a un flujo de 0.2mL/min.
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3.5. Medidas y Pruebas de Actividad Bioldgica

Las pruebas de actividad bioldgica fueron realizadas en el Laboratorio de Pruebas Bioldgicas del
Instituto de Quimica UNAM por el M. en C. Antonio Nieto Camacho, utilizando los protocolos que
se describen a continuacion:

3.5.1. Técnica para determinar el contenido de TBARS en cerebro de rata inducido con
FeSO, 10uM (microensayo).

Diseccion y homogenizado del cerebro

e Anestesiar a la rata con eter y sacrificar por dislocacién cervical.

e Extraer el cerebro completo y colocarlo en solucién salina 0.9 % fria (congelar a =70 °C si no se
va atrabajar inmediatamente).

e lavar el cerebro con agua destilada para quitar restos de sangre.

e Pesar el cerebro y agregar 10 ml de solucion amortiguadora de fosfatos (9.5 mM, pH= 7.4) por
cada gramo de cerebro (10 ml/g).

e Homogenizar por 60 segundos.

e Centrifugar 10 min a 3000 rpm y recuperar el sobrenadante.

Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry y ajuste a la concentracion deseada

e Tomar por duplicado 5 uL de sobrenadante y colocarlos en un pozo de la placa de 96.

e Agregar 20 uL de H,0 destilada.

e Agregar 150 uL de la siguiente mezcla, agitar muy bien e incubar 10 min a temperatura
ambiente.

49 mL de Na,CO32 % en NaOH 0.1 N
0.5 mL de tartrato de Na/K 2 %
0.5 mLde CuSO,1 %

e Adicionar 25 ulL de reactivo de Folin disuelto en agua (1:1). Mezclar bien, incubar 30 minutos a
temperatura ambiente.

e Medir absorbancia a 540 nm y sustituir los valores en la férmula para obtener el contenido de
proteina en el homogenizado.

proteina (ug A) _ [ A540n8 ;8;;5012) 40

e Ajustar el contenido de proteina a 2.666 mg/ml con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS,
9.5 mM, pH=7.4).

29



Induccidn del estrés oxidativo con FeSO, 10 uM

e Trabajar todo en bafo de hielo.

e Colocar por duplicado 375 pL de sobrenadante (2.666 mg prot/ml) en tubos Eppendorf de 1.5
ml.

e Agregar a todos los tubos 50 pL de EDTA 20 uM disuelto en PBS (concentracién final 2 uM).

e Adicionar 25 uL de la muestra (20 veces mas concentrada). Incubar 30 min a 37 °C con
agitacion.

e Agregar 50 puL de FeSO, 100 uM (concentracion final 10 uM). Incubar 1 horas a 37 °C con
agitacion.

e Agregar 500 uL de reactivo TBA (Mezcla 1:1 de acido tiobarbiturico 0.5 % disuelto en NaOH
0.05 N y acido tricloroacético al 30 %) e incubar 10 minutos en bafio de hielo.

e Centrifugar 5 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. En esta técnica el botdn es tan
compacto que es dificil que se resuspenda.

e Incubar 30 minutos en bafio de agua a 70-80 °C. Tapar y asegurar bien los tubos ya que en este
paso se genera presion.

e Enfriar los tubos a temperatura ambiente y destaparlos para liberar la presion.

e Tomar por duplicado 200 pL de cada tubo y colocarlos en un pozo de la placa de 96 pozos.

e Medir absorbancia a 540 nm e interpolar los valores en la curva estandar para obtener la
concentracidn de TBARS en solucidn.

Az +0.00877

TBARS (4M) =7 07558

3.5.2. Determinacion de la Actividad Antioxidante (Reduccion del Radical Libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo)

La actividad antioxidante de los compuestos puros, extractos o fracciones se realiza midiendo de
manera indirecta la reduccién del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) mediante una
técnica espectrofotométrica.

Se toman por triplicado 50 pL de la solucién problema a diferentes concentraciones (ppm, pug/ml o
UM) y se depositan en una microplaca de 96 pozos, posteriormente se agregan 150 pL de una
solucion etandlica de DPPH 133.33 uM (concentracién final 100 uM). La mezcla se protege de la
luz y se agita durante 30 minutos a 37 °C, posteriormente se lee su absorbancia a 515 nm en
lector de microplacas (Biotek ELx808). La actividad sobre el DPPH se expresa como porcentaje de
reduccion y se calcula con la férmula:
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% de reduccion=(C—-E/ C)100

En donde:
C= DO del control (DPPH 100 uM)
E= DO del experimental (mezcla DPPH 100 uM + compuesto problema)

3.5.3. Determinacion de Actividad Antiinflamatoria por el Método de Edema en la Oreja
de Ratén Inducido con Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA)

El ensayo de edema inducido con acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) se realizé empleando
ratones macho de la cepa CD1 (25-30 g). Los animales (n= 5) se colocaron en cajas de acrilico
transparente a temperatura constante de 24 °C, con un fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad y
con agua y alimento ad libitum. Bajo anestesia general con pentobarbital sédico (31.5 mg/kg, IP),
en la oreja derecha se aplicaron 10 pl de una solucién atendlica de TPA (0.25 mg/ml). Diez minutos
después, en la misma oreja se aplica 1 umol del compuesto disueltos en 20 pl del vehiculo
(metanol, etanol, acetona, diclorometano, acetato de etilo o mezcla de disolventes). La oreja
izquierda (control) recibe solamente 10 pL de etanol y 20 pL del vehiculo del compuesto. Cuatro
horas después a la aplicaciéon del TPA, los animales se sacrificaron con CO, para tomar una
muestra de 7 mm de didmetro de ambas orejas. El incremento del peso de la muestra derecha con
respecto a la izquierda representa el edema. La inhibiciéon del edema se calcula con formula:

% de Inhibicién= [(C-E) / C] 100
En donde
C= Edema del grupo control (tratado con TPA)

E= Edema del grupo experimental (TPA mas el compuesto)

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguida de
una prueba de Dunnett de comparacién multiple para aislar los grupos con diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05).
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4. SECCION EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

4.1. Extraccion y Purificacion de Compuestos

Para este trabajo se utilizo el extracto hexanico obtenido por el método de maceracidn de la hojas
de V. persicifolia, usando 3 Kg de hojas frescas con un volumen aproximado de 5 L de hexano
durante 24 horas, repitiendo la extraccién con nuevo hexano dos veces, obteniendo al final un
total de 60 g (2% rendimiento) de extracto hexanico concentrado.

El fraccionamiento del extracto hexanico (40 g) concentrado se realizé por cromatografia de
columna con vacio usando gel de silice como fase estacionaria, en una relacién 1:3 (Silice-
Muestra), haciendo un gradiente ascendente de polaridad de eluyentes, recolectando fracciones y
reuniéndolas de acuerdo a su similitud en cromatoplaca en 14 fracciones codificadas delaAala N
(Esquema 5). En donde por su rendimiento y por presentar una sola mancha en la cromatoplaca,
se eligieron las fracciones F e I, como objetivos en la busqueda de compuestos terpénicos de la
planta y se procedio con su respectiva purificacion.

a) b)
Fraccion Peso (g) Rendimiento (%)
A 6.74 16.85
B 0.75 1.87
C 1.01 2.52
D 0.93 2.32
E 1.99 4.97
F 3.63 9.07
G 6.79 16.97 <)
H 0.95 2.37
| 3.68 9.20
J 2.25 5.62
K 3.74 9.35
L 0.82 2.05
M 1.35 3.37
N 0.72 1.80

Esquema 5. Resultados columna cromatografica del extracto hexanico de V. persicifolia: a) Rendimientos del
fraccionamiento. b) Cromatoplaca (Hex:AE 75:25) Rev. UV 240 nm. c) Cromatoplaca (Hex:AE 75:25) Rev.
Sulfato Cerico.



La fraccion F (3.63 g) fue nuevamente adsorbida en gel de silice para su purificacion por

cromatografia de columna, para al final obtener un total de 528 mg (=1% Rendimiento en

extracto) de una sola mancha en la cromatoplaca, la cual por analisis de cromatografia de

gases/espectrometria de masas (Figura 8) fue confirmado como un compuesto mayoritario con

m/z 222, el cual fue enviado a anadlisis espectroscépicos de resonancia magnética nuclear,

infrarrojo, masas y rotacién dptica. ldentificando el Compuesto 1 como (-)-(1B, 7a, 10B)-
(10>1)abeo-eudesm-4,5-en-11-ol (Figura 9) no reportado en la literatura.
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Figura 8. Cromatograma (CG/MS) y espectro de masas de fraccion F purificada.

Figura 9. Estructura y numeraciéon del Compuesto 1: (-)-(1B, 7a, 10B)-(10->1)abeo-eudesm-4,5-en-11-ol.
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Los datos fisicos y espectroscépicos obtenidos del Compuesto 1 se muestran a continuacion, sus
espectros se encuentran en el Anexo |, y su elucidacién estructural es descrita en el Capitulo V,
Seccién 5.1.:

e Compuesto 1 (Rf: 0.72 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Verde-Amarillo, C15H»60; [a]*®p —18.72 (c
12.5, CH,Cl,); IR (CHCl3) Vmax 3453.42, 3008.53, 2967.89, 2929.06, 2864.68, 1724.27,
1633.82, 1461.26, 1374.68, 1235.46 cm™; *H RMN (CDCl;, 400MHz) 6 2.63 - 2.56 (2.59, dd,
J=13.2, 2.0 Hz, H-6b), 2.22 - 2.16 (2.19, m, H-3), 2.18 - 2.10 (2.15, m, H-10), 2.05 - 1.98
(2.01, m, H-9b), 1.70 - 1.64 (1.67 m, H-6a), 1.68 - 1.63 (1.65, m, H-8b), 1.63 (dt, J = 1.9, 1.0
Hz, H-14), 1.55 - 1.50 (1.53, m, H-2), 1.55 - 1.48 (1.52, m, H-8a), 1.50 - 1.43 (1.46, m, H-7),
1.35 - 1.25 (1.30, m, H-9a), 1.30 - 1.23 (1.26, m, H-1), 1.19 (s, H-12, H-13), 0.92 (d, J = 6.7,
H-15); **C RMN (CDCl;, 101MHz) & 138.92 (C-5), 131.21 (C-4), 73.99 (C-11), 57.89 (C-10),
48.66 (C-7), 39.31 (C-1), 36.69 (C-3), 32.72 (C-2), 30.01 (C-9), 27.41 (C-13), 27.36 (C-8),
26.47 (C-6), 26.22 (C-12), 22.48 (C-15), 13.97 (C-14); MS-EI ™/, 222 [M]**, 204 [M - H,0]",
189 [M - CHsO]", 175 [M - C,H,0]", 161 [M - C3H40]*, 147 [M - C,H1;0]*, 133 [M - CsH150]",
119 [M - C¢H150]".

La fracciéon | (3.68 g) fue al igual que F purificada por columna cromatografica en gel de silice,
obteniendo 1270 mg (2.5% Rendimiento en extracto) de una mancha en cromatoplaca, la cual fue
enviada a andlisis de resonancia magnética nuclear, infrarrojo y masas, donde en el espectro de
'H-RMN (Figura 10) se observa que la mancha corresponde a una mezcla de dos compuestos con
grupos cinamato sustituyentes en proporciéon molar 57:43, calculado en relacién a las integrales de
los dobletes a 6.369 y 6.301 respectivamente.
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Figura 10. Espectro ‘"H-RMN de la Fraccion | purificada.
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Para confirmar que se trataba de una mezcla, esta fue enviada a un analisis de HPLC (Figura 11),
observandose en el cromatograma la presencia de dos compuestos.

DADT B, Sig=240, 16 Ref=off (WVM00067.D)
mAU

19:971

1750

1500

20.330

1250

1000

750

500

250

5.845
19.029
21.853

0

0 5 o 10 15 20 25 30 35min
Figura 11. Cromatograma (HPLC) de la fraccién | purificada.

La separacion de los compuestos fue realizada por cromatografia en placa preparativa aplicando
en una placa de 10 x 20 cm (distancia de recorrido 18.5 cm), 50 mg de la fraccion purificada
disueltos en diclorometano, usando una mezcla de hexano - acetato de etilo (70:30) como
eluyente, observando una mancha visible de color verde seguida de una mancha observada bajo la
lampara ultravioleta (254 nm) la cuales fueron separadas, obteniendo al final 15mg y 10mg de los
compuestos separados, los cuales fueron enviados a analisis de resonancia magnética nuclear,
infrarrojo, masas y rotacién éptica. Identificandolos como Compuesto 2 (+)-4B-Cinamoiloxi-1p-
Hidroxieudesm-6,7-eno y su isémero Compuesto 3 (+)-4B-Cinamoiloxi-1B-Hidroxieudesm-7,8-eno
(Figura 12).

a)

Figura 12. Estructuras y numeracion de: a) Compuesto 2: (+)-4B-Cinamoiloxi-1B-Hidroxieudesm-6,7-eno.
b) Compuesto 3: (+)-4B-Cinamoiloxi-1B-Hidroxieudesm-7,8-eno.
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Los datos fisicos y espectroscépicos obtenidos de los compuestos 2 y 3 se muestran a

continuacién, la elucidacién de las estructuras se muestra en el Capitulo V, Secciéon 5.3 y sus
respectivos espectros se encuentran en el Anexo IV:

Compuesto 2 (Rf: 0.42 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Amarillo Pélido; [a]*’p +1.08 (c 5.7,
CH,Cl,); IR (CHCl3) Vmax 3526.22, 3397.78, 3011.79, 2960. 51, 2932.75, 2871.67, 1702.77,
1636.74, 1450.48, 1314.72, 1182.35, 1160.94, 980.69 cm’; *H RMN (CDCl;, 500MHz) &
7.59 - 7.53 (7.56, d, J = 16.0 Hz, H-3’), 7.53 - 7.43 (7.49, m, H-5, H-9’), 7.42 - 7.32 (7.37,d, J
= 4.1 Hz, H-6' — H-8'), 6.34 - 6.27 (6.30, d, J = 16.1 Hz, H-2’), 5.60 - 5.51 (5.56, sa, H-6), 3.43
- 3.31(3.38, dd, J = 11.3, 4.4 Hz, H-1), 3.04 - 2.93 (2.99, dt, J = 15.0, 3.0 Hz, H-3a), 2.37 -
2.28(2.32, dt, J = 23.0, 7.5 Hz, H-11), 2.15 - 2.07 (2.11, m, H-8a), 2.05 - 1.99 (2.04,d, J = 8.7
Hz, H-8b), 1.99 - 1.96 (1.97, d, J = 5.9 Hz, H-9a), 1.87 - 1.79 (1.81, m, H-5), 1.81 - 1.68 (1.74,
m, H-2), 1.62 (s, H-14), 1.50 - 1.38 (1.43, ddd, J = 17.0, 13.8, 4.5 Hz, H-3b), 1.37 - 1.31 (1.33,
dd, J = 11.6, 7.1 Hz, H-9b), 1.09 - 1.06 (1.07, dd, J = 6.8, 3.1 Hz, C**H,, H-13), 1.02 (s, H-15);
3¢ RMN (CDCl; , 125MHz) & 166.20 (C-1’), 144.10 (C-7), 144.05 (C-3’), 134.74 (C-4’),
130.21 (C-7°), 128.98 (C-6’, C-8’), 128.11 (C-5’, C-9’), 120.24 (C-2’), 116.39 (C-6), 82.02 (C-
4),78.36 (C-1), 52.21 (C-5), 38.53 (C-10), 35.72 (C-9), 35,28 (C-11), 33.74 (C-3), 27.16 (C-2),
24.60 (C-14), 22.86 (C-8), 21.91 (C-12), 21.77 (C-13), 12.36 (C-15); MS-El ™/, 367 [M - H]",
236 [M - CgHsO]", 220 [M - CgHg0,]", 203 [M - CoHgOs]", 147 [M - CisH40]", 131 [M -
C15H2502]+'

Compuesto 3 (Rf: 0.46 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Verde; [a]®p +14.57 (c 3.5, CH,CL); IR
(CHCI3) vimax 3528.67, 3014.61, 2932.33, 2871.84, 1702.77, 1636.83, 1450.41, 1315.40,
1176.64, 1025.58, 979.76 cm™; *H RMN (CDCl;, 500MHz) & 7.69 - 7.58 (7.63, d, J = 16.0 Hz,
H-3%), 7.57 - 7.46 (7.52, m, H-5’, H-9’), 7.44 - 7.33 (7.38, d, / = 3.7 Hz, H-6' — H-8'), 6.42 -
6.33 (6.37,d, J =16.0 Hz, H-2’), 5.41 - 5.35 (5.38, d, / = 5.1 Hz, H-8), 3.46 - 3.31 (3.38, dd, J
= 10.8, 4.8 Hz, H-1), 3.09 - 2.97 (3.02, dt, J = 9.0, 1.8 Hz, H-3a), 2.35 - 2.28 (2.32, dd, J =
22.6, 9.6 Hz, H-6a), 2.31 - 2.23 (2.26, m, H-11), 2.22 - 2.10 (2.19, m, H-9a), 2.14 - 2.10
(2.12, m, H-6b), 1.96 - 1.87 (1.90, m, H-9b), 1.70 - 1.63 (1.66, m, H-2), 1.58 (s, H-14), 1.47 -
1.42 (1.44, dd, J = 14.0, 9.4 Hz, H-3b), 1.40 - 1.30 (1.35, ddd, J = 18.2, 14.8, 4.9 Hz, H-5),
1.06 (d, J = 7.0 Hz, H-12, H-13), 1.03 (s, H-15); *C RMN (CDCls;, 125MHz) & 166.06 (C-1'),
144.21 (C-3’), 142.15 (C-7), 134.66 (C-4’), 130.30 (C-7’), 129.01 (C-6’, C-8’), 128.18 (C-5’, C-
9’), 120.07 (C-2’), 116.01 (C-8), 82.64 (C-4), 79.84 (C-1), 49.18 (C-5), 41.20 (C-9), 38.08 (C-
10), 35.06 (C-11), 33.60 (C-3), 26.98 (C-2), 24.92 (C-14), 23.38 (C-6), 21.93 (C-12), 21.44 (C-
13), 12.50 (C-15); MS-EI "/, 367 [M - H]*", 220 [M - CgH30,]*, 187 [M - C1oH430]", 131 [M -
C15H2502]+-

4.2. Reacciones de Modificaciéon del Compuesto 1

La limitacién estérica que provocan los grupos metilicos sobre el grupo hidroxilo en C-11, que

impidid la realizacién modificaciones quimicas sobre este grupo funcional, como acetilaciones y

otras esterificaciones, es por esto que se decidié solo realizar la modificacién sobre la doble

ligadura.
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4.2.1. Epoxidacion

A 104 mg (1 mmol) de compuesto 1 disueltos en 15 mL de CH,Cl, se agregaron 124 mg (1.5 mmol)
de acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA por sus siglas en inglés), procediendo la reaccién por dos
horas a temperatura ambiente; posteriormente se lavd con soluciones acuosas de NaHSO; 10%,
NaHCO; 10%, salmuera y agua hasta la obtener pH neutro en la fase acuosa; la fase orgdnica fue
separada y secada con Na,SO, anhidro y concentrada obteniendo 109.9 mg de crudo de reaccion
el cual por andlisis de cromatografia en capa fina se observé la presencia de dos compuestos de Rf
0.18 y 0.36 (Hex:AcOEt 70:30).

La purificacién de los productos de reaccion se realizé aplicando el crudo de reaccidén en una placa
de cromatografia preparativa de 20 x 10 cm y una mezcla de hexano - acetato de etilo (60:40)
como fase mévil, obteniendo dos productos de reaccién identificados como Epoxido 1 (32 mg,
28.7% rendimiento) y Epoxido 2 (45 mg, 40.3% rendimiento) con las estructuras presentadas en el
Esquema 6.

15
s 9
2
3
6
14
Compuesto 1 Compuesto 1 Compuesto 1

Epoxido 1 Epoxido 2

Esquema 6. Reaccién de epoxidacién del compuesto 1.

Los datos fisicos y espectroscdpicos obtenidos de los compuestos obtenidos se muestran a
continuacioén:

e Compuesto 1 - Epdxido 1 (Rf: 0.33 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Amarillo; IR (CHCl3) Vpax
3450.82, 2962.90, 2931.47, 1724.40, 1603.11, 1463.47, 1380.65, 1234.58, 859.56 cm™*; *H
RMN (CDCl;, 400MHz) & 2.00 - 1.90 (1.95, ddd, J = 13.8, 10.4, 0.8 Hz, H-6a), 1.85 - 1.78
(1.82, ddt, J = 13.3, 8.3, 1.2 Hz, H-3a), 1.78 - 1.69 (1.75, m, H-10), 1.68 - 1.63 (1.65, m, H-
6b), 1.68 - 1.61 (1.64, ddd, J = 8.9, 6.8, 3.5 Hz, H-8a), 1.68 - 1.53 (1.60, m, H-7), 1.65 - 1.58
(1.62, m, H-3b), 1.64 - 1.52 (1.58, m, H-2), 1.54 - 1.46 (1.49, m, H-9a), 1.50 - 1.44 (1.47, m,
H-8b), 1.43 (s, H-14), 1.40 - 1.32 (1.36, m, H-9b), 1.30 - 1.18 (1.24, m, H-1), 1.17 (s, H-13),
1.14 (s, H-12), 0.94 (d, J = 6.7 Hz, H-15); **C RMN (CDCl;, 101MHz) & 73.76 (C-11), 73.16
(C-5), 69.29 (C-4), 52.53 (C-10), 44.48 (C-7), 33.63 (C-2), 33.38 (C-1), 31.75 (C-3), 29.54 (C-
6), 27.85 (C-13), 27.47 (C-8), 25.59 (C-12), 24.85 (C-9), 23.47 (C-15), 16.31 (C-14); MS-EI "/,
238 [M]"™*, 221 [M - OH]*, 205 [M - CHs0]", 179 [M - CsH,0]*, 163 [M - C,H1;0]", 147 [M -
C4H1102]+-

El espectro infrarrojo para este compuesto se encuentra en el Anexo Il.
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e Compuesto 1 - Epdxido 2 (Rf: 0.65 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Amarillo-Verde; IR (CHCl3) Viax
3547.81, 2957.03, 2929.54, 1726.97, 1602.84, 1458.73, 1360.15, 1234.65, 1151.92, 884.31
cm®; *H RMN (CDCl; 400MHz) 6 2.64 - 2.56 (2.61, ddd, J = 12.7, 7.0, 1.6 Hz, H-6a), 2.03 -
1.98 (2.01, dt, J = 6.9, 3.5 Hz, H-7), 1.90 - 1.82 (1.86, ddd, J = 8.7, 7.2, 4.0 Hz, H-9a), 1.88 -
1.82 (1.85, m, H-8a), 1.76 - 1.67 (1.72, ddd, J = 14.6, 10.4, 4.0 Hz, H-2a), 1.66 - 1.60 (1.62,
m, H-6b), 1.62 - 1.55 (1.59, m, H-3), 1.47 - 1.36 (1.44, m, H-1), 1.47 - 1.41 (1.43, m, H-10),
1.45 - 1.39 (1.42, m, H-2b), 1.45 - 1.35 (1.40, m, H-9b), 1.32 (s, H-14), 1.31 (s, H-13), 1.17
(s, H-12), 1.13 - 1.02 (1.07, m, H-8b), 0.87 (d, J = 6.1 Hz, H-15); **C RMN (CDCl;, 101MHz) &
93.19 (C-5), 81.73 (C-11), 79.00 (C-4), 52.11 (C-10), 45.62 (C-7), 39.69 (C-1), 34.91 (C-3),
33.61 (C-2), 31.48 (C-6), 31.20 (C-12), 30.78 (C-9), 24.87 (C-8, C-14), 23.12 (C-13), 22.62 (C-
15); MS-El ™/, 238 [M]*", 223 [M - CHs]", 205 [M - CHsO]*, 162 [M - CH1,0]".

El espectro infrarrojo para este compuesto se encuentra en el Anexo lll.

4.3. Reacciones de Modificacion de la Mezcla de Compuestos 2y 3

La complejidad en la separacidn y los bajos rendimientos obtenidos luego de la purificacidon de los
compuestos 2 y 3 dificultd que se realizaran las modificaciones a los compuestos puros, por lo que
se decidid que las modificaciones siguientes fueran realizadas a la mezcla de estos compuestos:

4.3.1. Acetilacion

Esta reaccion procedio de acuerdo al Esquema 7:

13
Anhidrido acético

Piridina/DMAP
—_—
3 horas
50°C

Mezcla Mezcla

Compuestos #2y #3 Acetatos

Esquema 7. Procedimiento de acetilacion de la mezcla de compuestos 2y 3.

A 107 mg (1 mmol) de la mezcla de compuestos, se agregd 1 mL de anhidrido acético, 3 mL de
piridina y 15 mg de N,N-Dimetil-4-aminopiridina (DMAP); procediendo la reaccidon en agitacién
constante por 3 horas a 50°C, luego del tiempo de reaccidn se afiadid agua y acetato de etilo para
su extraccion; la fase separada de acetato de etilo fue lavada con soluciones acuosas de HCl 10%,
NaHCO; 10%, salmuera y agua hasta la obtencién de pH neutro en la fase acuosa; la fase organica
se separd y secé con Na,SO, anhidro, obteniéndose 111 mg de crudo de reaccién concentrado en
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rotavapor, el cual fue aplicado a una placa de cromatografia preparativa de 20 x 10 cm y eluida en
una mezcla de hexano - acetato de etilo (60:40), separando 71.2 mg (59.8% rendimiento de
reaccion) de producto purificado el cual presentd los siguientes datos fisicos y espectroscdpicos:

Mezcla Compuestos 2 y 3 - Acetilacion (Rf: 0.78 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Amarillo,
Cy6H3404; ; IR (CHCl3) Vimax 2959.96, 2929.83, 1721.42, 1704.10, 1637.08, 1255.02, 1194.06,
1139.53 cm™; *'H RMN (400 MHz, CDCl;) 6 7.67 - 7.54 (7.60, dd, J = 26.5, 16.0 Hz, H-3),
7.54 - 7.46 (7.50, ddd, J = 13.4, 6.6, 2.8 Hz, H-5’, H-9’), 7.41 - 7.34 (7.37, m, H-6’ — H-8’),
6.42 - 6.27 (6.34, dd, J = 28.3, 16.0 Hz, H-2’), 5.55 (sa, 4H-6), 5.32 (sa, sH-8), 4.68 - 4.57
(4.63, dt, /=9.6, 4.9 Hz, H-1), 3.10 - 2.92 (3.02, ddt, / = 14.8, 11.8, 3.1 Hz, H-3a), 2.34 - 2.26
(2.29, m, 43H-8a), 2.33 - 2.14 (2.24, m, H-11), 2.16 - 2.06 (2.09, m, »,H-8a), 2.05 (s, H-2""),
1.96 - 1.88 (1.92, da, J = 14.6 Hz, 4H-5), 1.92 - 1.85 (1.88, m, 43H-9a), 1.84 - 1.70 (1.76, m,
H-2), 1.72 - 1.65 (1.67, m, s»H-9a), 1.63 (s, »,H-14), 1.59 (s, 4sH-14), 1.58 - 1.38 (1.47, dddd,
J=16.0,10.9, 7.5, 4.2 Hz, H-3b), 1.46 - 1.35 (1.40, m, 4H-5), 1.36 - 1.23 (1.29, m, 4xH-9b),
1.07 (dd, J = 6.9, 2.4 Hz, H-12, H-13), 1.04 (d, J = 1.0 Hz, H-15); **C RMN (101 MHz, CDCl;) &
171.14 - 171.01 (C-1"), 166.13 - 165.98 (C-1’), 144.27 (3C-3’), 144.10 (4,C-7, x,C-3’), 142.05
(1,3C-7), 134.70 - 134.61 (C-4’), 130.31 - 130.23 (C-7’), 128.99 - 128.98 (C-6’, C-8'), 128.16 -
128.10 (C-5, C-9’), 120.15 - 119.96 (C-2’), 116.00 (4,C-6), 115.74 (,3C-8), 82.33 - 81.75 (C-
4),81.10 - 79.87 (C-1), 52.35 (4,C-5), 49.34 (4C-5), 40.83 (x3C-9), 37.45 - 37.03 (C-10), 35.63
(#2C-9), 35.20 - 34.99 (C-11), 33.43 - 33.29 (C-3), 24.79 - 24.50 (C-14), 23.60 - 23.44 (C-2),
23.20 (43C-6), 22.75 (4,C-8), 21.88 - 21.86 (C-12), 21.72 - 21.40 (C-13), 21.35 (C-2"'), 13.60 -
13.41(C-15); MS-EI "/, 410 [M]™, 351 [M — C,H30,]", 262 [M — CoH,0,]", 219 [M -
C1:H1105]", 202 [M — Cy1H1,04]%, 187 [M = CioHis04]", 159 [M — Ci4H1504]%, 131 [M —
C17H2703]+'

La relacién molar de la mezcla calculada por medio de las integrales en el espectro de ‘H-RMN
para las sefiales a 6.308 (Compuesto # 2, doblete, CZ'H) y 6.379 (Compuesto # 3, doblete, CZ'H), es
de 55:45 (#2:#3). En la Seccion 5.4 se muestra el andlisis espectroscépico de las estructuras;

espectros realizados al producto de reaccion se encuentran en el Anexo V, y el anadlisis de sus

asignaciones en el Capitulo V, Seccién 5.4.1.

4.3.2. Oxidacion

Esta reaccion procedio de acuerdo al Esquema 8:
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Esquema 8. Procedimiento de oxidacion de la mezcla de compuestos # 2 y # 3.

Se tomaron 100 mg (1 mmol) de la mezcla de compuestos y se disolvieron en 10 mL de acetona,
posteriormente se agregd (gota a gota) el reactivo de Jones (CrOz/H,S0,) hasta un total de 5 gotas
donde la solucidn vird a color verde/azul intenso que indico el final de la oxidacidn. Se agregd agua
y acetato de etilo, la fase de acetato de etilo fue extraida y lavada en repetidas ocasiones con agua
hasta pH neutro en la fase acuosa; La fase orgdnica se separd y secd con Na,SO,y posteriormente
se rota evapord obteniendo 92 mg de crudo de reaccién.

La reaccidn fue purificada en placa de cromatografia preparativa de 20 x 10 cm usando un sistema
de hexano - acetato de etilo (70:30) como eluyente, separando un total de 70 mg (70.3%
rendimiento de reaccion) de la mezcla de compuestos oxidados, que presentaron los datos fisicos
y espectroscopicos a continuacion:

e Mezcla Compuestos 2 y 3 - Oxidacion (Rf: 0.75 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Amarillo Palido;
IR (CHCIl3) vpmax 3030.40, 2963.15, 2930.73, 1705.49, 1636.56, 1232.98, 1201.34, 1174.72
cm’™’; 'H RMN (400 MHz, CDCl5) 6 7.73 - 7.57 (7.65, dd, J = 34.7, 16.0 Hz, H-3), 7.57 - 7.46
(7.51, m, H-5’, H-9’), 7.43 - 7.35 (7.39, m, H-6' — H-8’), 6.46 - 6.32 (6.39, dd, / = 35.8, 16.0
Hz, H-2’), 5.58 (dda, J = 1.7, 0.8 Hz, 43H-8), 5.38 (da, J = 5.8 Hz, 4,H-6), 3.32 - 3.24 (3.27,
ddd, J = 14.7, 5.3, 3.1 Hz, H-3a), 2.83 - 2.72 (2.78, m, H-3b), 2.50 - 2.38 (2.35, m, 43H-6a),
2.35-2.30(2.32, m, 4H-5), 2.30 - 2.19 (2.24, m, H-11), 2.20 - 2.09 (2.15, m, 4, H-8a), 2.06 -
1.95 (2.00, m, 4 H-9a), 1.99 - 1.89 (1.93, m, H-2a), 1.85 - 1.79 (1.82, m, 4H-6b), 1.80 - 1.73
(1.77, m, 43H-9a), 1.77 - 1.72 (1.73, m, 43H-5), 1.74 - 1.64 (1.69, ss, H-14), 1.60 - 1.47 (1.53,
m, H-2b), 1.29 - 1.22 (1.26, m, H-15), 1.11 - 1.01 (1.08, ddd, J = 8.3, 6.9, 1.8 Hz, H-12, H-13);
13 RMN (101 MHz, €DCl5) 6 215.53 - 215.22 (C-1), 166.14 - 166.09 (C-1’), 144.95 (C-3'),
144.67 (4,C-7), 144.59 (C-3’), 141.57 (43C-7), 134.48 - 134.37 (C-4’), 130.53 - 130.42 (C-7’),
129.04 - 129.03 (C-6’, C-8’), 128.23 - 128.13 (C-5’, C-9’), 119.70 - 119.31 (C-2’), 116.16 (4 C-
6), 115.56 (43C-8), 81.83 - 81.29 (C-4), 52.14 - 50.89 (C-5), 46.44 - 46.17 (C-10), 35.85 -
35.13 (C-9), 35.10 - 34.92 (C-11), 34.49 - 34.31 (C-3), 31.09 - 31.03 (C-2), 24.14 - 24.08 (C-
14), 23.89 (43C-6), 22.93 (4,C-8), 21.89 (C-12), 21.78 - 21.37 (C-13), 19.29 - 18.16 (C-15);
MS-EI "/, 366 [M]*", 219 [M — CgH,0,]", 203 [M — C10H110,]%, 131 [M — C45H»30,]".

La relacién molar de la mezcla calculada por medio de las integrales en el espectro de *H-RMN
para las sefiales a 6.346 ppm (Compuesto 2, doblete, CZ'H) y 6.435 ppm (Compuesto 3, doblete,
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CZ'H) es de 42:58 (2:3). Los espectros para el producto purificado se encuentran en el Anexo VI, y
su interpretacién y asignacion en la Seccién 5.4.2, Capitulo V.

4.3.3. Epoxidacion

Al igual que para el compuesto 1, esta reaccidn siguidé el procedimiento como se muestra en el
Esquema 9:

Mezcla Mezcla de Epoxidos

Compuestos 2y 3

Esquema 9. Procedimiento de epoxidacién de la mezcla de compuestos 2 y 3.

A 100 mg (1 mmol) de la mezcla de compuestos disueltos en 15 mL de CH,Cl, se agregaron 200 mg

(4.2 mmol) de m-CPBA, procediendo la reaccién por dos horas a temperatura ambiente;

posteriormente la fase orgdnica fue lavada con soluciones acuosas de NaHSO3; 10%, NaHCO; 10%,

salmuera y agua hasta la obtener pH neutro en la fase acuosa; la fase organica fue separada y

secada con Na,SO, anhidro y concentrada obteniendo 98.7 mg de crudo de reaccion.

La purificacién de los productos de reaccion se realizé aplicando el crudo de reaccidn en una placa

de cromatografia preparativa de 20 x 10 cm y una mezcla de hexano - acetato de etilo (25:75)

como fase mavil, obteniendo un total de 52 mg (49.5% rendimiento) de la mezcla de epdxidos que

presento los siguientes datos espectroscopicos:

Mezcla Compuestos 2 vy 3 - Epoxidacidon (Rf: 0.18 Hex:AcOEt 70:30): Aceite Amarillo Palido,
C24H3003; ; IR (CHCI3) vimax 3609.76, 3500.62, 2963.60, 2940.11, 2875.72, 1703.54, 1637.03,
1450.23, 1313.21, 1179.69, 1024.18, 979.45 cm™; *H RMN (500 MHz, CDCl5) & 7.73 - 7.59
(7.65, dd, J = 37.7, 16.0 Hz, H-3’), 7.56 - 7.49 (7.52, m, H-5’, H-9’), 7.42 - 7.36 (7.39, m, H-6’
— H-8), 6.47 - 6.32 (6.39, dd, J = 42.2, 16.0 Hz, H-2’), 5.46 (sa, #,H-6), 3.31 - 3.25 (3.27, m,
H-1), 3.02 - 2.99 (3.01, da, J = 6.1 Hz, 43H-8), 3.02 - 2.96 (2.99, m, 4H-3a), 2.16 - 2.09 (2.13,
m, s3H-9a), 2.08 - 1.97 (2.02, m, 4H-6), 1.95 - 1.85 (1.90, dt, J = 24.1, 5.3 Hz, H-2a), 1.87 -
1.81 (1.84, dt, J = 15.6, 5.0 Hz, 4,H-8a), 1.79 - 1.73 (1.76, m, »,H-9a), 1.77 - 1.71 (1.74, m,
wH-11), 1.71 - 1.64 (1.67, m, 4»H-5), 1.67 - 1.61 (1.65, m, 4 H-3a), 1.62 - 1.56 (1.59, m, 4H-
11), 1.59 - 1.56 (1.57, m, 43H-9b), 1.55 (s, s3H-14), 1.57 - 1.52 (1.51, m, u,H-3b), 1.55 - 1.47
(1.50, m, »,H-9b), 1.43 (s, »H-14), 1.40 - 1.34 (1.37, m, wH-3b), 1.33 (s, »H-15), 1.31 - 1.23
(1.27, m, 43H-5), 1.10 - 1.06 (1.07, dd, J = 6.9, 2.5 Hz, »3H-12, s3H-13), 1.05 (s, s3H-15), 0.94 -
0.89 (0.91, dd, J = 6.0, 6.0 Hz, »,H-12, 4»H-13); *C RMN (126 MHz, CDCl;) 6 166.74 - 165.76
(C-1"), 145.50 - 144.32 (C-3’), 134.53 - 134.41 (C-4’), 130.54 - 130.38 (C-7’), 129.03 - 128.99
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(C-6", C-8’), 128.33 - 128.14 (C-5’, C-9’), 119.86 - 118.52 (C-2’), 83.03 (4x3C-4), 80.47 - 79.50
(C-1), 74.25 (4,C-7), 72.53 (1,C-6), 72.12 (4,C-4), 64.35 (453C-7), 56.55 (13C-8), 46.98 - 45.11
(C-5), 41.19 (1,C-3), 40.40 (13C-9), 38.89 - 37.33 (C-10), 35.25 (43C-11), 34.39 (4,C-9) - 33.50
(43C-3), 32.69 (1C-11), 29.88 (4,C-14), 27.76 (4x,C-8), 26.89 - 26.83 (C-2), 24.81 (45C-14),
20.32 (53C-6), 18.60 - 18.02 (53C-12, 43C-13), 16.37 - 16.11 (1,C-12, ,C-13), 13.31 - 13.26 (C-
15); MS-El ™/, 384 [M + 1]*", 367 [M = OHJ", 236 [M — CoH50,]", 219 [M — CoH0s]", 175 [M
— C15H1705]",136 [M — C15H2005]", 131 [M — C45H,505]".

La relacion molar de la mezcla calculada por medio de las integrales en el espectro de *H-RMN
para las sefiales a 6.346 (Compuesto 2, doblete, CZ'H) y 6.430 (Compuesto 3, doblete, CZ'H) es de
50:50 (2:3). Los espectros del producto purificado se encuentran en el Anexo VI, y su andlisis se
encuentra consignado en la Seccién 5.4.3, Capitulo V.

4.3.4. Esterificacion con Acido p-Bromobenzoico

Esta reaccion se efectud como se muestra en el Esquema 10:

Br

O OH
DCC/DMAP

_—>
CH.CI,
6 horas

50°C

Mezcla

Compuestos 2y 3

Mezcla de Esteres

Esquema 10. Procedimiento de esterificacion con acido p-bromobenzoico de la mezcla de compuestos 2y
3.

Para llevar a cabo esta reaccion se disolvieron 100 mg (1 mmol) de la mezcla de compuestos en 15
mL de CH,Cl,, a esta mezcla se agregd 300 mg (2 mmol) de 4cido p-bromobenzoico, 300 mg (5.3
mmol) de N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 50 mg (1.5 mmol) de N,N-dimetil-4-aminopiridina
(DMAP) y se sometié a calentamiento a reflujo a 50°C y agitacion constante por 6 horas,
observandose la formacion de precipitado color blanco descrito en la bibliografia (49) como N,N’-
diciclohexilurea, el balon de reaccidn fue enfriado en bafio de hielo para promover la precipitacidn
de la urea y luego esta fue filtrada por gravedad y el residuo filtrado fue lavado con solucién
acuosa de NaHCO; 10%, salmuera y agua hasta obtener pH neutro en la fase acuosa.
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La fase orgdnica separada se secé con Na,SO, y se concentré cuidadosamente sumergiendo en
repetidas ocasiones el balén en bafio de hielo para promover la formacién de nuevos cristales de
urea que fueron retirados por filtracion, para asi obtener al final 60 mg de crudo de reaccién libre
de urea, el cual fue aplicado a una placa de cromatografia preparativa de 20 x 10cm y eluida con
una mezcla de hexano - acetato de etilo (60:40), separando 31 mg (21.3% rendimiento) del
compuesto esterificado de interés con los siguientes datos fisicos y espectroscdpicos:

e Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificaciéon Ac. p-Bromobenzoico (Rf: 0.86 Hex:AcOEt 70:30):
Aceite Amarillo Palido, C31H35BrOy; ; IR (CHCI3) viax 3017.30, 2959.94, 2929.49, 1707.21,
1636.97, 1591.26, 1273.82, 1116.41, 1013.70, 982.01 cm'l,' 'H RMN (400 MHz, CDCl;) &
7.92 - 7.86 (7.89, m, H-4”, H-6"), 7.69 - 7.58 (7.62, m, H-3'), 7.59 - 7.55 (7.57, m, H-3"”, H-
7”), 7.54 - 7.48 (7.51, ddd, J = 13.3, 5.9, 3.8 Hz, H-5’, H-9’), 7.42 - 7.36 (7.38, m, H-6" — H-
8’), 6.44 - 6.31 (6.37, dd, J = 28.4, 16.0 Hz, H-2’), 5.58 (sa, x»H-6), 5.31 (sa, xH-8), 4.92 -
4.84 (4.88, m, H-1), 3.18 - 3.01 (3.08, ddt, / = 15.4, 12.4, 3.4 Hz, H-3a), 2.37 - 2.18 (2.26, m,
H-11), 2.24 - 2-17 (2.20, dd, J = 16.0, 8.0 Hz, 43H-6a), 2.08 - 2.01 (2.05, m, &H-5), 2.06 - 1.98
(2.02, m, x»,H-8b), 2.00 - 1.95 (1.96, d, J = 9.8 Hz, 43H-9a), 1.85 - 1.76 (1.81, m, H-2), 1.71 -
1.68 (1.69, m, x»H-9a), 1.66 - 1.62 (s, H-14), 1.60 - 1.53 (1.57, ddd, J = 11.8, 8.6, 4.0 Hz, H-
3b), 1.58 - 1.49 (1.54, m, 4H-5), 1.40 - 1.37 (1.38, m, x»H-9b), 1.25 - 1.22 (s, H-15), 1.10 -
1.04 (1.07, m, H-12, H-13); *C RMN (101 MHz, CDCl;) § 166.14 - 165.99 (C-1’), 165.71 -
165.61 (C-1"), 144.39 (4,C-7. ,C-3’), 144.21 (4C-3’), 142.14 (4C-7), 134.68 - 134.59 (C-4’),
131.83 (C-3”, C-7”), 131.23 (C-4”. C-6"), 130.38 - 130.30 (C-7’), 129.71 (C-2"), 129.03 -
129.02 (C-6’, C-8’), 128.20 - 128.13 (C-5’, C-9’), 128.09 (C-5”), 120.11 - 119.91 (C-2),
115.93 (4,C-6), 115.67 (43C-8), 82.29 - 82.08 (C-4), 81.72 - 80.79 (C-1), 52.38 (4,C-5), 49.38
(#3C-5), 41.02 (:3C-9), 37.87 - 37.44 (C-10), 35.83 (4,C-9), 35.22 - 34.99 (C-11), 33.44 - 33.30
(C-3), 24.79 - 24.50 (C-14), 23.69 - 23.52 (C-2), 23.25 (43C-6), 22.76 (4,C-8), 21.89 - 21.87 (C-
12), 21.73 - 21.44 (C-13), 13.99 - 13.79 (C-15); MS-EI ™/, 550 [M-H]**, 402 [M — CsHs0,]",
351 [M - C7H4Br02]+, 202 [M - C15H138r04]+, 184 [M - C24H3103]+, 159 [M - ClgHzoBrO4]+,
131 [M - C22H288r03]+.

La relacién molar de la mezcla calculada por medio de las integrales en el espectro de ‘H-RMN
para las sefiales a 6.335 (Compuesto 2, doblete, C*H) y 6.406 (Compuesto 3, doblete, C*H) es de
53:47 (2:3). Los espectros tomados al producto de reaccién purificado se encuentran en el Anexo
VIl con los que realizo su analisis y asignacion como se encuentra en la Seccidn 5.4.4, Capitulo V.

4.3.5. Esterificacion con Acido Cinamico

En primera instancia se realizaron pruebas para esterificar la mezcla de compuestos de la misma
forma que para con el dcido p-bromobenzoico usando DCC/DMAP como catalizadores pero esta
no generd la mezcla de esteres esperada; es por esto que se realizé un nuevo procedimiento de
esterificacion como se muestra en el Esquema 11:
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Esquema 11. Procedimiento de esterificacidon con acido cinamico de la mezcla de compuestos 2 y 3.

El primer paso para llevar a cabo la reacciéon fue la preparacion in situ del cloruro de cinamoilo,
para esto se pesaron 200 mg (2.48 mmol) de acido trans-cindmico y se agregaron 5 mL de cloruro
de tionilo (SOCI,), calentando esta mezcla de reaccidn a 50°C en agitacion constante por 3 horas;
pasado el tiempo, se elimind el exceso de cloruro de tionilo con ayuda de una bomba de alto
vacio, obteniendo un sélido amorfo blanco correspondiente al cloruro de acido esperado.

Por otra parte, 200 mg (1 mmol) de la mezcla de compuestos y 15 mg (0.22 mmol) de N,N-dimetil-
4-aminopiridina (DMAP), fueron disueltos en 10 mL de piridina y mezclados con el cloruro de
cinamoilo recién formado y se llevd a cabo la reaccidon en agitacion constante a temperatura
ambiente por 12 horas. Transcurrido el tiempo de reaccion, se agregd agua y acetato de etilo
esperando la formacidn de fases y extrayendo tres veces la fase de acetato de etilo, la cual fue
lavada con soluciones acuosas de HCI 10%, NaHCO3; 10%, salmuera y agua hasta obtener pH neutro
en la fase acuosa; la fase organica lavada se separd, secd con Na,SO, y concentrd en rotavapor
obteniendo 187 mg de crudo de reaccién.

La reaccion fue purificada por cromatografia de columna con vacio absorbiendo el crudo de
reaccion en 1 g de gel de silice para 5 g de gel de silice de recorrido, usando hexano — acetato de
etilo (95:5) como eluyente obteniendo al final 83 mg (30.6% rendimiento) del compuesto
esterificado y 97mg de la mezcla inicial de compuestos.

Los datos fisicos y espectroscopicos para el compuesto esterificado con acido cindmico se
muestran a continuacion:
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e Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificacion Ac. Cindmico (Rf: 0.82 Hex:AcOEt 70:30): Aceite,
CaiH3sBrOs; ; IR (CHCl3) Vimax 3030.41, 2961.14, 2930.23, 2873.29, 1703.26, 1637.53,
1312.15, 1182.39, 1167.25, 979.65 cm™; *H RMN (400 MHz, CDCl;) & 7.73 - 7.56 (7.64, m,
H-3’, H-3"), 7.56 - 7.46 (7.51, dd, J = 9.1, 7.0 Hz, H-5’, H-9’, H-5"", H-9""), 7.43 - 7.33 (7.38,
m, H-6" — H-8", H-6"" — H-8"), 6.49 - 6.39 (6.42, m, H-2"), 6.44 - 6.30 (6.38, m, H-2’), 5.57
(sa, ,H-6), 5.33 (sa, »sH-8), 4.83 - 4.74 (4.79, m, H-1), 3.13 - 2.99 (3.06, td, J = 12.1, 2.8 Hz,
H-3a), 2.35-2.18 (2.26, m, H-11), 2.18 - 2.13 (2.15, d, J = 8.4 Hz, 43H-6b), 2.06 - 1.98 (2.02,
dd, J = 21.4, 6.5 Hz, x,H-8b), 2.02 - 1.97 (1.99, dd, J = 6.9, 5.2 Hz, x»H-5), 2.01 - 1.93 (1.96,
m, ssH-9a), 1.79 - 1.69 (1.74, ddd, J = 19.4, 11.3, 5.5 Hz, H-2), 1.72 - 1.67 (1.69, m, x,H-9a),
1.65 - 1.61 (s, H-14), 1.52 - 1.44 (1.48, m, 4H-5), 1.56 - 1.39 (1.47, m, H-3b), 1.38 - 1.26
(1.32, m, »H-9b), 1.19 - 1.17 (s, H-15), 1.11 - 1.02 (1.06, m, H-12, H-13); 3¢ NMR (101
MHz, CDCl;) 6 166.94 - 166.81 (C-1"), 166.15 - 165.99 (C-1’), 144.69 (4,C-7, C-3’), 144.33 -
144.28 (C-3"), 144.12 (C-3’), 142.01 (4C-7), 134.63(C-4’), 134.60 (C-4’, C-4""), 134.55 (C-4"),
130.34 (C-7’, C-7"), 130.32 (C-7"), 130.23 (C-7’), 128.99 (C-6’, C-8’, C-6’, C-8"’), 128.19 (C-
5’, C-5”, C-9”), 128.12 (C-9’), 120.19 - 119.99 (C-2’), 118.69 (C-2"), 116.01 (4,C-6), 115.83
(43C-8), 82.38 - 81.80 (C-4), 81.14 - 79.88 (C-1), 52.39 (4C-5), 49.39 (43C-5), 40.90 (43C-9),
37.73 - 37.31 (C-10), 35.69 (4,C-9), 35.22 - 35.00 (C-11), 33.50 - 33.34 (C-3), 24.81 - 24.52
(C-14), 23.73 - 23.56 (C-2), 23.23 (43C-6), 22.79 (4,C-8), 21.89 - 21.87 (C-12), 21.73 - 21.41
(C-13), 13.80 - 13.59 (C-15); MS-EI "/, 498 [M-H]™*, 351 [M — CgH,0,]", 203 [M — C15H1504]",
159 [M — C;H»304]%, 131 [M — Cy4H3,05]".

La relacién molar de la mezcla calculada por medio de las integrales en el espectro de ‘H-RMN
para las sefiales a 5.57 (Compuesto 2, singulete, C°®H) y 5.33 (Compuesto 3, singulete, C*H) es de
33:67 (2:3). Los espectros del producto purificado se encuentran en el Anexo IX y su analisis y
asignacién se encuentran en la Seccidn 5.4.5, Capitulo V.

4.3.6. Reaccion con Cloruro de Oxalilo

En el proceso de producir nuevos ésteres de la mezcla de compuestos 2 y 3 con acidos derivados
del cinamico como el acido 4-nitrocinamico y 4-metoxicindmico, usando cloruro de oxalilo como
precursor para la formacidn in situ de los cloruros de acido respectivos, para posteriormente su
reaccion con la mezcla de compuestos en piridina/DMAP, se encontrd que todas las reacciones
llegaban a un producto con Rf en TLC iguales (Rf = 0.8, Hex:AcOEt 70:30) e iguales sefiales en su
espectroscopia, que al ser analizada se encontré la formaciéon de una especie de compuesto
dimerizado por un grupo 1,2-dicarbonilo entre la mezcla de compuestos con uno de los grupos
cinamato hidrolizado, causado por un exceso de cloruro en la esterificacién, como se muestra en
el Esquema 12.
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Esquema 12. Procedimiento para la reaccién de la mezcla de compuestos 2 y 3 con cloruro de oxalilo.

Todas la reacciones fueron realizadas usando para la formacidn de los cloruros de dcido 200 mg en
cada caso de acido cinamico (4.9 mmol), 4cido 4-nitrocindmico (3.8 mmol) y acido 4-
metoxicinamico (4.1 mmol), a los cuales se agregaron 2 mL de cloruro de oxalilo, procediendo esta
reaccién a temperatura ambiente por tres horas y posteriormente se evapord el cloruro usando
vacio hasta obtener pequeiias cantidades de liquido. Luego de la formacién del cloruro de acilo
respectivo, 100 mg (1 mmol) de la mezcla de compuestos y 15 mg (0.22 mmol) de DMAP fueron
disueltos en 10 mL de piridina y agregados junto con el cloruro, para asi proceder la reaccién por
12 horas a temperatura ambiente en agitacidn constante.

Transcurrido el tiempo de reaccién, se agregé agua y acetato de etilo esperando la formacién de
fases y extrayendo tres veces la fase de acetato de etilo, la cual fue lavada con soluciones acuosas
de HCl 10%, NaHCO; 10%, salmuera y agua hasta obtener pH neutro en la fase acuosa; la fase
organica lavada se separd, secé con Na,SO,; y concentrd en rotavapor obteniendo 97 mg (con
acido cindmico), 105 mg (con acido 4-nitrocindmico) y 90 mg (con acido 4-metoxicinamico) de
crudo de reaccion.

Los crudos de reaccidon fueron absorbidos en 1 g de gel de silice para ser purificados por
cromatografia de columna con vacio con 5 g de gel de silice de recorrido, usando hexano — acetato
de etilo (95:5) como eluyente obteniendo al final 51.6 mg (28.3% rendimiento, con acido cinamico)
58.7 mg (32.2% rendimiento, con acido 4-nitrocindmico) y 67.5mg (37.0% rendimiento, con acido
4-metoxicindmico) del compuesto con los siguientes datos fisicos y espectroscépicos:

e Mezcla Compuestos 2 y 3 — Reacciéon Cloruro de Oxalilo (Rf: 0.80 Hex:AcOEt 70:30): Aceite
, C31H3sBrOy4; ; IR (CHCl3) viax 3498.80, 2962.13, 2928.88, 2872.42, 1759.52, 1735.16,
1702.92, 1636.78, 1449.31, 1315.03, 1185.47, 1137.95, 978.10 cm'l,' 'H RMN (400 MHz,
CDCl;) 6 7.67 - 7.53 (7.60, dd, J = 27.1, 16.0 Hz, H-3'), 7.54 — 7.45 (7.50, m, H-5', H-9’), 7.41
-7.35(7.38, td, J = 4.8, 3.2 Hz, H-6' — H-8'), 6.41 - 6.27 (6.34, dd, J = 28.7, 16.0 Hz, H-2),
5.54 (Sa, #2H'6’, #2H'6’"), 5.31 (da, J=3.8 Hz, #3H-8, #3H-8’”), 4.80-4.73 (476, dt, J= 107,
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4.1 Hz, H-1, H-1""), 3.14 - 3.01 (3.08, m, H-3a, H-3a’”), 2.34 - 2.16 (2.24, m, H-11, H-11""),
2.17 - 2.12 (2.14, m, 43H-6a, »3H-6a""), 2.12 - 1.98 (2.04, m, »,H-8, »,H-8"), 1.98 - 1.91 (1.95,
m, wH-5, »H-5""), 1.98 - 1.88 (1.93, m, »3H-9a, »sH-93""), 1.86 - 1.74 (1.79, m, 43H-6b, sH-
6b”’), 1.85 - 1.67 (1.76, m, H-2, H-2""), 1.75 - 1.67 (1.72, m, 4H-9b, 4»sH-9b”"), 1.63 - 1.60
(ss, H-14, H-14""), 1.52 - 1.40 (1.46, m, H-3b, H-3b""’), 1.49 - 1.40 (1.44, m, 4H-5, H-5"),
1.40 - 1.28 (1.34, m, x,H-9b, ,H-9b™), 1.16 - 1.13 (s, H-15, H-15""), 1.08 - 1.02 (1.05, m, H-
12, H-13, H-12"”, H-13""); **C RMN (101 MHz, CDCl;) & 166.08 - 165.92 (C-1’), 158.26 -
158.22 (C-1”), 158.12 - 158.08 (C-2"), 144.44 (4,,C-7, C-3’, ,C-7""), 144.24 (C-3’), 142.04
(sC-7, C-7""), 134.64 - 134.54 (C-4’), 130.38 - 130.30 (C-7’), 129.02 - 129.00 (C-6’, C-8’),
128.18 - 128.12 (C-5, C-9’), 120.03 - 119.82 (C-2’), 115.68 (4x,C-6, C-6""), 115.56 (4C-8,
C-8"), 84.41 - 83.17 (C-1, C-1""), 81.99 - 81.43 (C-4, C-4""), 52.24 (45C-5), 49.30 (43C-5),
40.76 (5C-9, 1C-9"”), 37.66 - 37.27 (C-10, C-10""), 35.58 (1,C-9, »C-9"”), 35.19 - 34.99 (C-
11, C-11'”), 33.33 - 33.19 (C-3, C-3"""), 24.75 - 24.45 (C-14, C-14""), 23.28 (C-2, C-2""), 23.10
(C-2, C-2”, 43C-6, 43C-6""), 22.72 (1,C-8, 4,C-8'""), 21.84 (C-12, C-12"), 21.72 - 21.34 (C-13,
C-13"), 13.54 - 13.50 (C-15), 13.35 - 13.31 (C-15""); MS-El ™/, 498 [M-H]*", 351 [M —
CoH70,]", 203 [M = C15H1504]", 159 [M — C21H3304]", 131 [M — Cp4H3:05]".

La relacién molar de la mezcla calculada por medio de las integrales en el espectro de ‘H-RMN
para las sefiales a 6.304 (Compuesto 2, doblete, CZIH) y 6.375 (Compuesto 3, doblete, CZ'H) es de
58:42 (2:3). Los espectros obtenidos del producto purificado se encuentran en el Anexo X y su

interpretacion y asignacidn se encuentra detallada en la Seccién 5.4.6, Capitulo V.

4.4. Actividad Bioldgica

Debido a que no se encontraron evidencias reportadas para estos compuestos y sus derivados, se

decidid realizar andlisis primarios para:

Actividad Antioxidante: usando las metodologias de inhibicién de la peroxidacién de
lipidos en cerebro de rata (TBARS) vy actividad reductora sobre el radical
difenilpicrilhidrazilo (DPPH).

Actividad Antiinflamatoria: usando la metodologia del modelo de edema en oreja de ratén
inducido con TPA.

Los resultados obtenidos se muestran en los items a continuacion:

4.4.1. Inhibicidén de la Peroxidacidn de Lipidos en Cerebro de Rata (TBARS)

La informacion obtenida en los experimentos se muestra en la tabla 2:

48



Tabla 2. Resultados del ensayo de TBARS para 1y la mezcla de compuestos 2 y 3 y sus respectivos derivados.

Muestra Concentracion (uM)  TBARS (" /peorot)  Inhibicion (%)

Compuesto 12 1 7.998 8.30
10 7.585 13.04

100 0.546 93.74

Compuesto 1 - Epéxido 1° 1 6.533 9.65
10 5.928 18.02

100 6.288 13.04

Compuesto 1 - Epéxido 2 ° 1 7.267 0.00
10 6.983 3.43

100 6.695 7.41

Mezcla de Compuestos (M.C.) 2y 3° 1 8.409 3.60
10 8.084 7.32

100 7.198 17.48

M.C. 2y 3 - Acetilacidn b 1 6.748 6.68
10 6.328 12.49

100 6.017 16.79

M.C. 2 y 3 - Oxidacién © 1 8.607 0.00
10 8.379 1.86

100 7.873 7.79

M.C. 2 y 3 - Epoxidacién © 1 8.660 0.00
10 8.230 3.60

100 8.303 2.75

M.C. 2y 3 - Est. Ac. p-bromobenzoico b 1 7.099 1.83
10 7.549 0.00

100 6.973 3.57

M.C. 2 y 3 - Est. Ac. cindmico © 1 8.528 0.12
10 8.332 2.40

100 8.332 2.40

M.C. 2 y 3 - Reaccién Cloruro Oxalilo 1 8.875 0.00
10 8.822 0.00

100 8.686 0.00

Hidroxitolueno Butilado (BHT) 1 8.045 5.77
10 1.069 87.48

100 0.321 96.24

?Muestras realizadas con blanco = 0.331 "™ /g prot Y control (FeSO, + Vehiculo) = 8.723 ™™ g prot-

® Muestras realizadas con blanco =0.272 "™ ™"/, .y control (FeSO, + Vehiculo) = 7.231 "™ T**%
 Muestras realizadas con blanco = 0.321 /mgprot Y control (FeSO,4 + Vehiculo) = 8.538

/mg prot-

nmol TBARS nmol TBARS

/mg prot-

4.4.2. Actividad Reductora sobre el Radical DPPH
Debido a la baja actividad obtenida en los ensayos por TBARS, se decidié agregar la concentracion

de 1000uM para tener un mayor espectro de informacion para este experimento; la informacion
obtenida en los experimentos se muestra en la tabla 3:
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Tabla 3. Resultados del ensayo DPPH para 1y la mezcla de compuestos 2 y 3 y sus respectivos derivados.

Concentracion Absorbancia Reduccion de DPPH
(nM) (515nm) (%)

Muestra

Compuesto 1 1 0.735 2.35
10 0.734 2.48

100 0.738 1.90

1000 0.708 5.93

Mezcla de Compuestos (M.C.) 2y 3 1 0.736 0.00
10 0.734 0.00

100 0.788 0.00

1000 0.702 3.79

M.C. 2y 3 - Oxidacion 1 0.727 3.37
10 0.732 2.79

100 0.732 2.79

1000 0.706 6.20

M.C. 2y 3 - Est. Ac. p-bromobenzoico 1 0.747 0.00
10 0.728 0.23

100 0.720 1.42

1000 0.662 9.32

M.C. 2y 3 - Reaccion Cloruro Oxalilo 1 0.746 0.93
10 0.738 1.95

100 0.730 2.97

1000 0.717 4.69

Tocoferol 1 0.735 0.00
10 0.669 8.40

100 0.120 83.61

1000 0.090 86.89
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4.4.3. Actividad Antiinflamatoria en Modelo de Edema Inducido con TPA

Luego de realizados los ensayos los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4:

Tabla 4. Resultados obtenidos para la reduccion de inflamacion inducida con TPA para 1y la mezcla de
compuestos 2 y 3y sus respectivos derivados (dosis = 1 “m°'/0,eja).

Muestra Edema Inhibicion
(mg) (%)
Compuesto 12 15.07 + 0.29 3.62
Compuesto 1 - Epdxido 1 o 15.83 + 0.46 -4.80
Compuesto 1 - Epdxido 2 b 15.20+1.01 -0.66
M.C.2y3? 10.27 £+ 0.42 * 34.33 *
M.C. 2y 3 - Acetilacion ® 12.60 + 0.98 16.56
M.C. 2y 3 - Oxidacién ° 14.43 £ 0.93 4.47
M.C. 2 y 3 - Epoxidacion® 9.58 + 1.56 ** 36.59 **
M.C. 2y 3 - Est. Ac. p-bromobenzoico ° 11.53 £ 0.40 * 23.68 *
M.C. 2y 3 - Est. Ac. cindmico ® 8.85 +0.77 ** 41.39 **
M.C. 2 y 3 — Reaccién Cloruro Oxalilo ° 8.55 +0.33 ** 43.38 **
Indometacina 1.99 +0.68 ** 83.73 **

? Resultados obtenidos con un edema control de 15.63mg + 0.41

b .
Resultados obtenidos con un edema control de 15.01mg + 1.36
Los datos representan el promedio de cuatro animales + el error estandar de la media (x + EEM). Los resultados se analizaron mediante
una prueba t de student y los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al
control.
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CAPITULO V.
DISCUSION DE RESULTADOS
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Caracterizaciéon del Compuesto 1

El compuesto 1, obtenido en una cantidad considerable (528 mg de 40 g de extracto hexanico), fue
identificado como un nuevo compuesto sesquiterpénico, no descrito para ninguna fuente natural,
del tipo 10-desmetil-1-metileudesmano, este tipo de esqueleto carbonado solo ha sido descrito
para Ocotea corymbosa (50) y para el hongo enddfito Nodulisporium sp. del cedro Juniperus cedre
(51), pero sus estructuras difieren en la ubicacion de grupos funcionales (Figura 13).

b) c)

Figura 13. Comparacién del compuesto 1 con otros compuestos 10-desmetil-1-metileudesmanos
reportados: a) Compuesto 1 extraido de V. persicifolia b) Extraido de O. corymbosa y Nodulisporium sp. c)
Extraido de O. corymbosa.

La caracterizaciéon de este compuesto empezd al analizar su espectro de masas (Figura 14),
encontrando un pico para el ion molecular a 222 ™/,, seguido del pico base a 204 "/, [M — 18]" que
representa la pérdida de un grupo OH como H,0 en la molécula, a lo que prosigue la pérdida de un
grupo metilo para 189 "/, [M — 18 — 15]"y subsecuentes perdidas de grupos metileno 175 "/, [M
- 18 - 15-14]%, 161 ™/, [M — 18 — 15 — 14 — 14]"debidas probablemente a la contraccién de los
anillos alifaticos en la molécula; seguidas asi de nuevas pérdidas de grupos metileno y metilo.

53



[ Mass Spectrum 1
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Figura 14. Espectro de masas del compuesto 1.

En el analisis del espectro infrarrojo (Figura 15) debido a la poca diversidad de grupos funcionales
en la molécula solo se puede observar caracteristicamente las absorciones a 3553.42 cm™ debida
al estiramiento de grupos OH y a 1633.82 cm™ debida al estiramiento de C=C tetrasustituido.

Instituto de Quimica, UNAM Labcratorio de Espectroscopia
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Figura 15. Espectro i‘n‘frarrojo del compuesto 1.
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En el andlisis al espectro "H-RMN (Figura 16), se observan sefiales de protones alilicos entre 2.61y
1.95 ppm; se encuentran ademas de forma caracteristica diversos sistemas para los grupos metilos
gue se encuentran en la molécula: sistema doble de triples (dt, ] = 1.9, 1.0 Hz) para un metilo de
tipo vinilo a 1.63 ppm; singulete intenso que integra para 6 protones (dos grupos metilos) en 1.19
ppm y un doblete intenso (d, J = 6.7 Hz) a 0.92 ppm que indico que este metilo estaba enlazado a
un carbono tipo metino y no a uno cuaternario, siendo esta la primera evidencia de una posicion
alterna de uno de los grupos metilo en el esqueleto eudesmano.

UNAM. Instituto de Quimica (H. Rios)

Dr-M-Jimenez
Clave: MIJE/DFL-2Verb-2
No. Registro: 1458 H;C H
Experimento: RMN-1H 15\ 5 H H o~
Solvente: CDCI3 ; 2
BrukerAvance400MHz (H) 1 9 -
Junio-23-2011 HZC 2 10 8 H
H
3 > ! CH
H2C / "o. 11 ’13 3
4
- 1\ OH
14CHg H [H3Ci2
28
— o
| o o
o T e
o
&
\
|

1.8 1.7
f1 (ppm)

Figura 16. Espectro "H-RMN y algunas asignaciones del compuesto 1.

En el andlisis al espectro de *C-RMN (Figura 17) y **C-DEPT (Figura 18, espectro ampliado entre 60
y 12.5 ppm), se denotan las sefiales 138.92 y 131.21 ppm para carbonos con hibridacién sp®
cuaternarios, la sefial a 73.99 ppm para un carbono sp® cuaternario unido a heteroatomo (oxigeno
en este caso); tres carbonos sp’ tipo metino (CH) a 57.84, 48.66 y 39.31 ppm; cinco carbonos sp®
tipo metileno (CH,) a 36.69, 32.72, 30.01, 27.36 y 26.47 pm; y cuatro carbonos sp* tipo metilo (CHs)
a 27.41, 26.22, 22.48 y 13.97 ppm. La suma de todos los carbonos e hidrégenos tomando en
cuenta que el carbono cuaternario en 73.99 ppm se encuentra enlazado a un grupo OH cuya
evidencia ya habia sido confirmada en los analisis de infrarrojo y espectrometria de masas, genera
la férmula molecular C4sH,60 con su peso molecular 222 UMA que corrobora el pico para el ion
molecular en el espectro de masas (Figura 14).
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Figura 17. Espectro BC-RMN y algunas asignaciones para el compuesto 1.
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Figura 18. Espectro BC-DEPT para el compuesto 1.
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El experimento de resonancia magnética bidimensional HSQC (Anexo 1) realizado al compuesto,
ayudo a confirmar las asignaciones de la molécula de acuerdo a como se muestra en la Tabla 5:

Tabla 5. Asignaciones RMN para el compuesto 1.

#e °C (ppm) [DEPT] ** *H (ppm) >
1 39.31 [CH] 1.30- 1.23 (1.26, m)
2 32.72 [CH,] 1.55-1.50 (1.53, m)
3 36.69 [CH,] 2.22-2.16(2.19, m)
4 131.21[C]
5 138.92[C]
6 26.47 [CH,] 1.70 - 1.64 (1.67 m, H)
2.63 - 2.56 (2.59, dd, J = 13.2, 2.0 Hz, H")
7 48.66 [CH] 1.50 - 1.43 (1.46, m)
8 27.36 [CH,] 1.55- 1.48 (1.52, m, H’)
1.68 - 1.63 (1.65, m, H°)
9 30.01 [CH,] 1.35-1.25 (1.30, m, H?)
2.05-1.98 (2.01, m, H?)
10 57.89 [CH] 2.18-2.10(2.15, m)
11 73.99 [C]
12 26.22 [CH;] 1.19 (s)
13 27.41 [CH;] 1.19 (s)
14 13.97 [CHs] 1.63 (dt, J = 1.9, 1.0 Hz)
15 22.48 [CH;] 0.92(d,/=6.7)

al3

CRMN (101 MHz, CDCl,).

®'H RMN (400 MHz, CDCl5).

¢ Las asignaciones de carbono e hidrégeno fueron confirmadas con el experimento de HSQC (400 MHz, CDCls).
Las correlaciones encontradas en el espectro del experimento heteronuclear HMBC (por sus siglas
en inglés, Anexo 1), confirmd las asignaciones realizadas. En la Figura 19 se observan graficadas las
correlaciones mds importantes para la molécula y en la Tabla 16 en el anexo | se encuentran
consignadas todas las asignaciones encontradas en el espectro.

13

14
Figura 19. Correlaciones importantes en el espectro de HMBC para el compuesto 1.

La estereoquimica del compuesto se determind tomando en los pardmetros espectroscdpicos a
continuacioén:
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e La constante de acoplamiento J = 13.2 Hz en las sefales correspondientes a los protones
de C-6 indica, en concordancia con lo reportado por Raharivelomana et al. (52), que el
hidrogeno en C-7 se encuentra en posicion pseudo-ecuatorial a los protones en C-6,
posicionando el grupo isopropanoil en posicién a.

e De acuerdo a las tablas para desplazamientos quimicos en anillos alifaticos (53), el
desplazamiento de 39.91 ppm para C-1 indica que el grupo metilo sustituyente se
encuentra en posicion ecuatorial; y los desplazamientos de 27.36 (C-8), 30.01 (C-9) y 57.89
(C-10) indican que la posicion del hidrogeno en C-10 es B.

Tomando en cuenta lo dicho anteriormente se propone la estereoquimica mostrada en la Figura
20, para ser nombrada como (-)-(1B, 7a, 10B)-(10->1)abeo-Eudesm-4,5-en-11-ol.

H
H
\
“""K
o OH

Figura 20. Estructuras y estereoquimica del compuesto 1: (-)-(1B, 7a, 10B)-(10->1)abeo-Eudesm-4,5-en-11-
ol.

Una vez establecida la estructura del compuesto se propuso un arreglo del esqueleto eudesmanico
para la biogénesis de estos compuestos (Esquema 13), en el cual el grupo metilo en C-10 migra al
realizarse una ciclopropanacion entre C-1, C-10 y C-15, probablemente por un mecanismo similar a
la biogénesis de triterpenos como el cicloartenol (12), abriendo el ciclo generando la reubicacién
del grupo metilo y posteriormente neutralizando el carbocation formado en C-10 con grupos
donadores de hidruro en las células (NADH o NADPH), y por ultimo una fase de adicién y oxidaciéon
de posiciones especificas que dan lugar a los grupos funcionales encontrados para esta
conformacion (50; 51).
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Esquema 13. Propuesta de biogénesis de compuestos 10-desmetil-1-metileudesmanos.

N

5.2. Caracterizacion de los Epoxidos del Compuesto 1

Como confirmaciéon de la estructura del compuesto 1, se encontré para su epoxidacién la
formacidn de dos productos, el primero de ellos es el producto esperado para la epoxidacion de 1
y el producto adicional es una subsecuente reaccién en la que el grupo OH en C-11 realiza un
ataque nucleofilico tipo Sy1 sobre el C-5, posiblemente causado por la catdlisis acida provocada
por el acido m-clorobenzoico (m-CBA) subproducto de la reaccion de epoxidacion, protonando el
epoxido y propiciando su apertura. El mecanismo propuesto para esta reaccidon se muestra en el

Esquema 14.
Q OH
H
—D'I
ey m-CBA 2 o
OH OH ’o\ OH
Compuesto # 1 - Epoxido # 1 H
Apertura del
Epoxido

Ataque Nucleofilico

"OH

Compuesto # 1 - Epoxido # 2

Esquema 14. Mecanismo de reaccién propuesto para la formacion del "Compuesto 1 - Epdxido 2".
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El andlisis del mecanismo de reaccién permitié suponer la estereoquimica de los productos
tomando en cuenta el producto de partida, ya que la reaccién se ve favorecida, ademas de la
protonacion del epdxido por el m-CBA, a la cercania del grupo hidroxilo en C-11 a la cara anti (de
menor impedimento estérico) del epoxido, propiciando el ataque nucleofilico anti y asi la apertura
del epdxido obteniendo la estereoquimica propuesta para ambos epdxidos.

5.2.1. Compuesto 1 - Epoxido 1

Para la identificaciéon del “Compuesto 1 - Epdxido 1”, se encontré el ion molecular de 238 "/,
esperado en el andlisis de espectrometria de masas (Figura 21), seguido de fraccionamientos
similares a los encontrados para 1.

Figura 21. Espectro de masas: "Compuesto 1 - Epdéxido 1".

En el espectro de "H-RMN para el epéxido 1 (Figura 22), se puede observar el desplazamiento a
campo mas alto de los protones antes vinilicos; las sefiales para los grupos metilicos (C-12 y C-13)
gue en el compuesto uno se observan como un singulete de alta intensidad para ambos grupos
metilos, en el epdxido 1 se ven separadas como dos singuletes a 1.17 y 1.14 ppm; las sefial para el
grupo metilo (C-14) se ve desplazada a 1.43 ppm como un singulete intenso a causa del cambio de
funcionalidad de doble ligadura a epdxido; y el grupo metilo (C-15) conserva su multiplicidad de
doblete que confirma la posicién y conformacién de la estructura.
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Figura 22. Espectro 'H-RMN: "Compuesto 1 - Epoxido 1".

El espectro de C-RMN para el epdxido # 1 (Figura 23), muestra de manera importante el
desplazamiento de los carbonos cuaternarios a campo alto por la formacion del epdxido; con el
experimento C-DEPT (Figura 24) se asigné el nimero de protones obteniendo 3 carbonos
cuaternarios, 3 carbonos tipo metino (CH), 5 carbonos tipo metileno (CH,) y 4 carbonos tipo metilo
(CHs), confirmando el nimero de instauraciones y formula C;5H,60, (238 UMA).

Teniendo en cuenta los andlisis anteriores, se realizaron las asignaciones respectivas para
hidrégenos y carbonos (Tabla 6) de la molécula, las cuales fueron confirmadas con ayuda del
experimento HSQC cuyo espectro se encuentra en el Anexo Il. La estereoquimica de la molécula se
asigné teniendo en cuenta el desplazamiento quimico para C-14 (16.31 ppm) que indica posicion
pseudo-axial de este grupo metilo.
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Tabla 6. Asignaciones RMN para el "Compuesto 1 - Epdxido 1".

#C | “c(ppm)[DEPT]* 'H (ppm)"*
1 33.38 [CH] 1.30- 1.18 (1.24, m)
33.63 [CH,] 1.64 - 1.52 (1.58, m)
3 31.75 [CH,] 1.85-1.78 (1.82, ddt, J = 13.3, 8.3, 1.2 Hz, H’)
1.65- 1.58 (1.62, m, H")
4 69.29 [C]
5 73.16 [C]
6 29.54 [CH,] 2.00- 1.90 (1.95, ddd, J = 13.8, 10.4, 0.8 Hz, H’)
1.68 - 1.63 (1.65, m, H")
7 44.68 [CH] 1.68 - 1.53 (1.60, m)
8 27.47 [CH,) 1.68- 1.61 (1.64, ddd, J = 8.9, 6.8, 3.5 Hz, H’)
1.50 - 1.44 (1.47, m, H")
9 24.85 [CH,] 1.54 - 1.46 (1.49, m, HY)
1.40 - 1.32 (1.36, m, H?)
10 52.53 [CH] 1.78 - 1.69 (1.75, m)
11 73.76 [C]
12 25.59 [CH;] 1.14 (s)
13 27.85 [CH;] 1.17 (s)
14 16.31 [CH;] 1.43 (s)
15 23.47 [CHs] 0.94 (d, J=6.7 Hz)

al3

C RMN (101 MHz, CDCl3).
®'H RMN (400 MHz, CDCl3).
¢ Las asignaciones de carbono e hidrégeno fueron confirmadas con el experimento de HSQC (400 MHz, CDCls).

5.2.2. Compuesto 1 - Epdxido 2

Luego del analisis espectroscopico se identificd el compuesto como 10-desmetil-4a-hidroxi-13-
metildihidroagarofurano derivado semi-sintético del producto natural aislado 1. Para su
identificacion, de manera inicial se observé el pico para su ion molecular 238 ™/, en su espectro de
masas (Figura 25), observando que se trataba de un isémero del epdxido 1.

En el espectro "H-RMN (Figura 26), se observé caracteristicamente la separacion marcada en los
desplazamientos de los metilos C-12 (1.31 ppm) y C-13 (1.19ppm) debida a la pérdida del libre giro
del grupo isopropilo, pasando a ser parte del sistema rigido biciclico heterociclico formado en la
reaccion; se observé ademas que se conservaba la configuracién del metilo C-15 unido a CH, por el
doblete a 0,87 ppm; para el grupo metilo C-14 no se observd ningln cambio caracteristico en su
sefial (singulete, 1.32 ppm).
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El andlisis y asignacion para el espectro *C-RMN (Figura 27), debié ser complementado con el
analisis del experimento bidimensional HMBC (Figura 28), en el cual se encontraron las
correlaciones que llevaron a la propuesta de la estructura biciclica.
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En la Figura 29 se muestra en la estructura del compuesto las correlaciones marcadas en la Figura
28, ademas de otras correlaciones importantes que ayudaron a la determinacién de la estructura.

15

Figura 29. Correlaciones importantes de HMBC para el "Compuesto 1 - Epdxido 2".

Finalmente se realizaron las asignaciones para la molécula, tomando en cuenta los experimentos

BC-DEPT y HSQC cuyos espectros se encuentran en el Anexo lll. Las asignaciones se muestran a

continuacién en la Tabla 7. La estereoquimica del grupo metilo C-14 fue determinada tomando en

cuenta su desplazamiento de 24.87 ppm que corresponde a la posiciéon axial de este grupo;
ademas, la constantes de acoplamiento en C-6 (J = 14.6, 10.4 Hz) al igual que en # 1 indican que se

mantiene la posicién pseudo-ecuatorial y por tanto la estereoquimica del protén en C-7.

Tabla 7. Asignaciones RMN para el "Compuesto 1 - Epdxido 2".

#C | “C(ppm)[DEPT]* "H (ppm) ™
1 39.69 [CH] 1.47 - 1.36 (1.44, m)
2 33.61 [CH,] 1.76 - 1.67 (1.72, ddd, J = 14.6, 10.4, 4.0 Hz, H°)
1.45 - 1.39 (1.42, m, H?)
3 34.91 [CH,] 1.62 - 1.55 (1.59, m)
4 79.00 [C]
5 93.19 [C]
6 31.48 [CH,] 2.64 - 2.56 (2.61, ddd, J = 12.7, 7.0, 1.6 Hz, H°)
1.66 - 1.60 (1.62, m, H?)
7 45.62 [CH] 2.03-1.98(2.01, dt, J=6.9, 3.5 Hz)
8 24.87 [CH,] 1.88-1.82(1.85, m, HY)
1.13- 1.02 (1.07, m, H?)
9 30.78 [CH,] 1.90 - 1.82 (1.86, ddd, J = 8.7, 7.2, 4.0 Hz, H?)
1.45 - 1.35 (1.40, m, H?)
10 52.11 [CH] 1.47 - 1.41 (1.43, m)
11 81.73 [C]
12 31.20 [CH,] 1.17 (s)
13 23.12 [CH,] 1.31(s)
14 24.87 [CHs] 1.32(s)
15 22.62 [CHs] 0.87(d,J=6.1Hz)

@B3C RMN (101 MHz, CDCl5).
®'H RMN (400 MHz, CDCls).

¢ Las asignaciones de carbono e hidrégeno fueron confirmadas con el experimento de HSQC (400 MHz, CDCls).
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5.3. Caracterizacion de Compuestos 2y 3

En el género Verbesina, el compuesto 2 ha sido reportado para V. persicifolia (20) y V. oerstediana
(18) y el compuesto 3 reportado para V. oerstediana (18) y V. oncophora (19); en otro género de la
familia Asteraceae, 2 y 3 fueron reportados para Brintonia discoidea (54). Las asignaciones de
estos compuestos se realizaron en comparacién a los reportes como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Comparacion de las asignaciones obtenidas y las asignaciones reportadas para el Compuesto 2y 3.

Asignaciones Obtenidas @ Asignaciones Reportadas ¢
#cC Compuesto 2 Compuesto 3 ] Compuestgz ; Compuestlt: 3
1 13 1 13 H-RMN C-RMN H-RMN C-RMN
H-RMN C-RMN H-RMN C-RMN (18) (54) (18) (54)
1 3.38 (dd) 78.36 [CH] 3.38 (dd) 79.84 [CH] 3.38 (dd) 78.2 [CH] 3.38 (dd) 79.5 [CH]
2 1.74 (m) 27.16 [CH,] 1.66 (m) 26.28 [CH,] 1.68 (da) 27.0 [CH,] 1.65 (m) 26.7 [CH,]
1.74 (dddd)
3 2.99 (dt) 33.74 [CH;] 1.44 (dd) 33.60 [CH;] 2.99 (ddd) 33.6 [CH,] 1.43 (m) 33.4 [CH,]
1.43 (ddd) 3.02 (dt) 1.45 (ddd) 3.02 (ddd)
4 82.02 [C] 82.64 [C] 81.9 [C] 82.4[C]
5 1.81 (sa) 52.21 [CH] 1.35(ddd) | 49.18 [CH] 1.85 (sa) 52.0 [CH] 1.34 (dd) 52.0 [CH]
6 5.56 (sa) 116.39 [CH] | 2.12 (m) 23.38 [CH;] 5.55 (sa) 116.2 [CH] 2.09 (dda) 23.2 [CH,]
2.32 (dd) 2.28 (dda)
7 144.10 [C] 142.15 [CH] 143.7 [C] 141.8 [C]
8 2.11 (m) 22.86 [CH;] 5.38 (da) 116.01 [CH] | 2.07 (m) 22.7 [CH,] 5.37 (da) 115.8 [CH]
2.04 (da)
9 1.33 (dd) 35.72 [CH,] 1.90 (m) 41.20 [CH;] 1.31 (ddda) 35.5 [CH,] 1.92 (da) 41.0 [CH,]
1.97 (d) 2.19 (m) 1.95 (ddd) 2.16 (dda)
10 38.53 [C] 38.08 [C] 38.3 [C] 37.9[C]
11 2.32 (dt) 35.28 [CH] 2.26 (m) 35.06 [CH] 2.24 (qq) 35.1 [CH] 2.24 (m) 34.8 [CH]
12 1.07 (dd) 21.91 [CH3] 1.06 (d) 21.93 [CH3] 1.07 (d) 21.7 [CH5] 1.94 (d) 21.7 [CH5]
13 1.07 (dd) 21.77 [CH3] 1.06 (d) 21.44 [CH3] 1.07 (d) 21.6 [CHs] 1.05 (d) 21.2 [CH;]
14 1.62 (s) 24.60 [CH3] 1.58 (s) 24.92 [CH3] 1.62 (s) 24.4 [CH5] 1.58 (s) 24.7 [CHs]
15 1.02 (s) 12.33 [CHs] 1.03 (s) 12.50 [CHs] 1.01 (s) 12.2 [CH3] 1.02 (s) 12.3 [CH3]
1’ 166.20 [C] 166.06 [C] 166.0 [C] 165.9 [C]
2 6.30 (d) 120.24 [CH] | 6.37 (d) 120.07 [CH] | 6.30 (d) 120.1 [CH] 6.37 (d) 119.8 [CH]
3’ 7.56 (d) 144.05 [CH] | 7.63(d) 144.21 [CH] | 7.56 (d) 143.9 [CH] 7.62 (d) 144.0 [CH]
4’ 134.74 [C] 134.66 [C] 134.6 [C] 134.4 [C]
5 -9 7.49 (m) 128.11 [CH] | 7.52 (m) 128.18 [CH] | 7.50 (m) 128.8 [CH] 7.51 (m) 128.8 [CH]
6’ -8’ 7.37 (m) 128.98 [CH] | 7.38 (m) 129.01 [CH] | 7.37 (m) 127.9 [CH] 7.38 (m) 127.9 [CH]
7’ 7.37 (m) 130.21 [CH] | 7.38 (m) 130.30 [CH] | 7.37 (m) 130.0 [CH] 7.38 (m) 130.0 [CH]

allH RMN (400 MHz, CDCls); 3C RMN (101 MHz, CDCls); Las asignaciones de carbono e hidrégeno fueron confirmadas con el
experimento de HSQC (400 MHz, CDCls).
® ' RMN (400 MHz, CDCl5); *C RMN (101 MHz, CDCl3).

Los valores para las asignaciones con sus respectivas constantes de acoplamiento se muestran en
la Tabla 9. La confirmacidn de la estereoquimica fue igual para ambos compuestos, ya que sus
desplazamientos quimicos, constantes de acoplamiento y correlaciones eran cercanos vy
semejantes. La sefial de protéon en C-1 (3.38 ppm, dd, J=11.3,4.4 Hz para 2y 3.38, dd, /=10.8, 4.8
Hz, para 3) indica la posicidn axial del hidrogeno por su J = 10.8 Hz (Ax-Ax); la correlacion espacial
encontrada entre los protones de C-1 (3.38 ppm 2y 3.38 3) y C-5 (1.81 ppm 2, 1.35 ppm 3) en el
espectro NOESY (Figura 30) muestra que ambos protones se encuentran en la misma posicion; al
no encontrar NOE entre las sefiales de protén para C-1 y el metilo en C-15, se confirma
estereoquimica contraria del protén en C-1y el grupo metilo C-15 ubicando asi al grupo hidroxilo
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en posicién ecuatorial o B. La correlacion entre los metilos C-15 y los protones metileno del grupo

cinamato, confirman que el grupo cinamato se encuentra en posicién axial o B.

Tabla 9. Asignaciones RMN para los compuestos 2 y 3.

Compuesto 2

Compuesto 3

#C
13 13
e o o oo
1 78.36 [CH] 3.43-3.31(3.38,dd,/=11.3,4.4 Hz) 79.84 [CH] 3.46-3.31(3.38,dd, J=10.8, 4.8 Hz)
2 27.16 [CH,] 1.81-1.68(1.74, m) 26.98 [CH,] 1.70-1.63 (1.66, m)
3 33.74[CH,] | 3.04-2.93(2.99, dt,J=15.0, 3.0 Hz) 33.60 [CH,] 3.09-2.97(3.02, dt, /=9.0, 1.8 Hz)
1.50-1.38(1.43, ddd,J=17.0, 13.8, 4.5 Hz) 1.47-1.42(1.44,dd, J=14.0,9.4 Hz)
4 82.02 [C] 82.64 [C]
5 52.21 [CH] 1.87-1.79(1.81, m) 49.18 [CH] 1.40-1.30(1.35, ddd, J =18.2,14.8, 4.9 Hz)
6 116.39 [CH] | 5.60-5.51(5.56,s) 23.38 [CH,] 2.35-2.28(2.32,dd, J=22.6,9.6 Hz)
2.14-2.10(2.12, m)
7 144.10 [C] 142.15[C]
8 22.86 [CH,] | 2.15-2.07(2.11, m) 116.01 [CH] | 5.41-5.35(5.38,d,J=5.1Hz)
2.05-1.99(2.04,d,J=8.7 Hz)
9 35.72 [CH,] 1.99-1.96(1.97,d,J=5.9 Hz) 41.20 [CH;] 2.22-2.10(2.19, m)
1.37-1.31(1.33,dd, J=11.6, 7.1 Hz) 1.96-1.87(1.90, m)
10 38.53 [C] 38.08 [C]
11 35.28 [CH] 2.37-2.28(2.32, dt, J=23.0, 7.5 Hz) 35.06 [CH] 2.31-2.23(2.26, m)
12 21.91 [CH;] 1.09-1.06(1.07, dd, J=6.8,3.1 Hz) 21.93 [CH;] 1.06 (d)
13 21.77 [CH;] 1.09-1.06(1.07, dd, J=6.8,3.1 Hz) 21.44 [CHs) 1.06 (d)
14 24.60 [CH;] 1.62 (s) 24.92 [CHs] 1.58 (s)
15 12.36 [CH3] 1.02 (s) 12.50 [CH3] 1.03 (s)
1 166.20 [C] 166.06 [C]
2 120.24 [CH] | 6.34-6.27(6.30, d,J =16.1 Hz) 120.07 [CH] | 6.42-6.33(6.37,d,J=16.0 Hz)
3’ 144.05 [CH] | 7.59-7.53(7.56, d,J =16.0 Hz) 144.21[CH] | 7.69-7.58(7.63, d,J=16.0 Hz)
4 134.74 [C] 134.66 [C]
57-9” | 128.11[CH] | 7.53-7.43(7.49, m) 128.18 [CH] | 7.57-7.46 (7.52, m)
6”-8" | 128.98 [CH] | 7.42-7.32(7.37, m) 129.01 [CH] | 7.44-7.33(7.38, m)
7 130.21[CH] | 7.42-7.32(7.37, m) 130.30 [CH] | 7.44-7.33(7.38, m)
113

C RMN y **C DEPT, 101MHz, CDCl5,

2
*H RMN y HSQC, 400MHz, CDCls,
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Figura 30. Espectros NOESY y correlaciones importantes para: a) Compuesto 2. b) Compuesto 3.
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5.4. Identificacion de los Derivados Realizados a la Mezcla de Compuestos 2 y 3.

1 (ppm)

La evidencia espectroscdpica para la formacién de los productos de las reacciones de modificacion

es mostrada a continuacion:
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5.4.1. Acetilacion

La acetilacidon de la mezcla se confirmé observando el ion molecular 410 ™/, en el espectro de

masas para el producto de reaccién, el cual corresponde a la suma del peso molecular de

estructura de los compuestos # 2 y # 3 (368 UMA), mas el grupo acetilo adicionado (+ 42 UMA).

Ademas de dos sefiales en su espectro infrarrojo representativas de grupos carbonilo éster a
1721.42y 1704.10 cm™.

Para realizar las asignaciones de la mezcla de compuestos (Tabla 10), en su espectro ‘*H-RMN, un

pico intenso a 2.05 ppm indicé la presencia del grupo metilo de acetato (O=C-CHs), y la sefial para

C-1 a 4.63 ppm, la formacién de un éster unido a un grupo CH; las sefiales para carbonos sp® a

171.14 y 171.01 ppm en el espectro de *C-RMN, son atribuidas a los grupos carbonilo del grupo

acetato para cada una de las moléculas de mezcla, ademas de la sefial a 21.35 ppm que de

acuerdo al espectro HSQC pertenece al carbono metilico del grupo acetato.

Tabla 10. Asignaciones RMN: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Acetilacion".

#C # Compuesto ! 3¢ (ppm) 2 DEPT > 'H (ppm) 3
1 81.10-79.87 [CH] 4.68 - 4.57 (4.63, dt, J=9.6, 4.9 Hz)
2 23.60- 23.44 [CH,] 1.84-1.70(1.76, m)
3 33.43-33.29 [CH,] 3.10-2.92 (3.02, ddt, J = 14.8, 11.8, 3.1 Hz, H?)
1.58-1.38 (1.47, dddd, J = 16.0, 10.9, 7.5, 4.2 Hz,
H®)
4 82.33-81.75 [c]
5 2 52.35 [CH] 1.96-1.88(1.92,da, J=14.6 Hz)
3 49.34 [CH] 1.46 - 1.35(1.40, m)
6 2 116.00 [CH] 5.55 (sa)
3 23.20 [CH,] 2.34-2.26(2.29, m, H?)
7 144.10 - 142.05 [c
8 2 22.75 [CH,] 2.16 - 2.06 (2.09, m, H?)
3 115.74 [CH] | 5.32(sa)
9 2 35.63 [CH,] | 1.72-1.65(1.67, m, HY)
1.36- 1.23 (1.29, m, H?)
3 40.83 [CH,] | 1.92-1.85(1.88, m, HY)
10 37.45 - 37.03 [
11 35.20 - 34.99 [CH] | 2.33-2.14(2.24, m)
12 21.88-21.86, [CHs] | 1.07 (dd, J=6.9, 2.4 Hz)
13 21.72-21.40 [CHs] | 1.07 (dd, J=6.9, 2.4 Hz)
14 24.79 - 24.50 [CH3] | 1.63(s)- 1.59 (s)
15 13.60 - 13.41 [CHs] | 1.04(d,J=1.0Hz)
v 166.13 - 165.98 [cl
2 120.15-119.96 | [CH] | 6.42-6.27 (6.34, dd, J = 28.3, 16.0 Hz)
3 144.27-144.10 | [CH] | 7.67-7.54(7.60,dd, J=26.5, 16.0 Hz)
Fy 134.70 - 134.61 [cl
5.9 128.16-128.10 | [CH] | 7.54-7.46(7.50,ddd, J = 13.4, 6.6, 2.8 Hz)
6 -8 128.99-128.98 | [CH] | 7.41-7.34(7.37,m)
7 130.31-130.23 | [CH] | 7.41-7.34(7.37,m)
1” 171.14 - 171.01 [cl
2" 21.35 [CH3] | 2.05(s)

T . . N . .z N . r
El nimero de compuesto se indica en el caso donde la asignacion de hidrégeno y carbono difieren.

213

CRMN y "*C DEPT, 101MHz, CDCl;,

314 RMN y HSQC, 400MHz, CDCl5,
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La posicién del grupo acetato fue confirmada por medio del experimento HMBC, En la Figura 31 se

observa de manera ampliada la correlacién entre el grupo carbonilo del acetato (171.14 y 171.01

ppm) y el hidrégeno en C-1 (4.63 ppm), que confirma que la acetilacién fue efectuada en la

posicién C-1 en la mezcla de moléculas.
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Figura 31. Espectro HMBC ampliado: "Mezcla Compuestos 2 y 3 - Acetilacion".

5.4.2. Oxidacion
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Formacidn del grupo carbonilo debido a la oxidacién de la mezcla, se observé en un inicio en su

espectro de masas al encontrar su ion molecular 366 ™/, debido a la pérdida de dos hidrégenos

por la oxidacion del grupo hidroxilo.

Para realizar las asignaciones en sus espectros RMN (Tabla 11), Las sefales en 215 ppm en el

espectro *C-RMN indicaron la presencia de un grupo ceténico ciclico en la estructura, cuyas

correlaciones en el experimento HMBC (Figura 32), afirman la ubicacién del grupo carbonilo en la

posicion C-1.
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Tabla 11. Asignaciones RMN: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Oxidacion".

#C # Compuesto ! 3¢ (ppm) 2 DEPT * 'H (ppm) 3
1 215.53 - 215.22 [cl
31.09 - 31.03 [CH,] | 1.99-1.89(1.93, m, H?)
1.60 - 1.47 (1.53, m, HY)
3 34.49-34.31 [CH,] | 3.32-3.24(3.27,ddd, J=14.7,5.3, 3.1 Hz, HY)
2.83-2.72(2.78, m, H°)
4 81.83-81.29 [cl
5 2 52.14 [CH] | 2.35-2.30(2.32,m)
3 50.89 [CH] | 1.77-1.72(1.73,m)
6 2 116.16 [CH] | 5.38(da,)=5.8Hz)
3 23.89 [CH,] | 2.50-2.38(2.35, m, HY)
1.85-1.79 (1.82, m, H°)
7 144.67 - 141.57 [cl
8 2 22.93 [CH] | 2.20-2.09(2.15, m, H)
3 115.56 5.58 (dda, J = 1.7, 0.8 Hz)
9 2 35.85 [CH,] | 2.06-1.95(2.00, m, H?)
3 35.13 [CH,] | 1.80-1.73(1.77, m, HY)
10 46.44 - 46.17 [cl
11 35.10 - 34.92 [CH] | 2.30-2.19(2.24, m)
12 21.89 [CHy] | 1.11-1.01(1.08,ddd,)=8.3,6.9, 1.8 Hz)
13 21.78-21.37 [CHs] | 1.11-1.01(1.08, ddd, ) =8.3,6.9, 1.8 Hz)
14 24.14 - 24.08 [CH3] | 1.74(s)- 1.64 (s)
15 19.29-18.16 [CHy] | 1.29-1.22(1.26,m)
1 166.14 - 166.09 [cl
2 119.70-119.31 | [CH] | 6.46-6.32(6.39, dd, J = 35.8, 16.0 Hz)
3 144.95-144.59 | [CH] | 7.73-7.57(7.65,dd, ) =34.7, 16.0 Hz)
& 134.48 - 134.37 [cl
5.9 128.23-128.13 | [CH] | 7.57-7.46(7.51, m)
6 -8 129.04-129.03 | [CH] | 7.43-7.35(7.39, m)
7 130.53-130.42 | [CH] | 7.43-7.35(7.39,m)

T . . . . . f . e
El nimero de compuesto se indica en el caso donde la asignacion de hidrégeno y carbono difieren.

213

CRMN y **C DEPT, 101MHz, CDCl5.
3’4 RMN y HSQC, 400MHz, CDCls,
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Figura 32. Espectro HMBC ampliado: "Mezcla Compuestos 2 y 3 - Acetilacion".

5.4.3. Epoxidacion

Esta al igual que en las reacciones anteriores fue confirmada al hallar el ion molecular de 386 "/,
debido a la suma de un oxigeno por la epoxidacion de la doble ligadura en el nlcleo eudesmano.
Las asignaciones de sus espectros RMN, fueron realizadas con la ayuda del experimento HMBC, el
cual permitié conocer las ubicaciones de los atomos de carbono en la mezcla en relacién a sus
atomos vecinos, tomando en cuenta las sefiales de los carbonos C-4 (72.12 ppm # 2, 83.03 ppm #
3), C-5 (46.98 ppm # 2, 45.11 ppm # 3) y C-7 (74.25 ppm # 2, 64.35 ppm # 3), en particular
buscando la correlacién de estos carbonos con los protones C-H del grupo epdxido para # 2 (5.45
ppm) vy # 3 (3.01 ppm), y los grupos metilo de la molécula (Figura 33).
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Epoxido del compuesto 2.
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Figura 33. Correlaciones espectro HMBC (Ampliado) de "Mezcla Compuestos 2 y 3 - Epoxidacion”.

Luego de realizadas y ubicadas las diferentes correlaciones, se realizaron las asignaciones de las
sefiales como se muestra en la Tabla 12.

f1 (ppm)
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Tabla 12. Asignaciones RMN: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Epoxidacién”.

#C # Compuesto ! 3¢ (ppm) 2 DEPT * 'H (ppm) 3
1 80.47 - 79.50 [CH] | 3.31-3.25(3.27,m)
26.89 - 26.83 [CH,] | 1.95-1.85(1.90,dt, J=24.1, 5.3 Hz, HY)
1.71- 1.64 (1.67, m, HY)
3 41.19 [CHy | 1.67-1.61(1.65, m, H?)
1.57 - 1.52 (1.51, m, HY)
33.50 [CH,] | 3.02-2.96(2.99, m, H?)
1.40- 1.34 (1.37, m, H?)
4 72.12- 83.03 [cl
5 #2 46.98 [CH] | 1.71-1.64(1.67, m)
#3 45.11 [CH]
6 #2 72.53 [CH] | 5.46 (sa)
#3 20.32 [CH,] | 2.08-1.97(2.02,m)
7 74.25 - 64.35 [cl
8 #2 27.76 [CH,] | 1.87-1.81(1.84,dt,J=15.6, 5.0 Hz, H?)
1.67 - 1.61 (1.65, dd, J = 13.4, 9.5 Hz, H?)
#3 56.55 [CH] | 3.02-2.99(3.01,da, )= 6.1Hz)
9 #2 34.39 [CH,] | 1.79-1.73(1.76, m, H?)
1.55 - 1.47 (1.50, m, H)
#3 40.40 [CH,] | 2.16-2.09 (2.13, m, H?
1.59 - 1.56 (1.57, m, H?)
10 38.89-37.33 [
11 #2 32.69 [CH] | 1.77-1.71 (1.74, m)
#3 35.25 1.62 - 1.56 (1.59, m)
12 #2 16.37 [CHs] | 0.94-0.89(0.91, dd, J=6.0, 6.0 Hz)
#3 18.60 1.10- 1.06 (1.07, dd, J = 6.9, 2.5 Hz)
13 #2 16.11 [CHs] | 0.94-0.89(0.91, dd, J=6.0, 6.0 Hz)
#3 18.02 1.10- 1.06 (1.07, dd, J = 6.9, 2.5 Hz)
14 #2 29.88 [CHs) | 1.43(s)
#3 24.81 1.55 (s)
15 #2 13.26 [CHs) | 1.33(s)
#3 13.31 1.05 (s)
1 166.74 - 165.76 [cl
2 119.86-118.52 | [CH] | 6.47-6.32(6.39,dd, ) =42.2, 16.0 Hz)
3 145.50-144.32 | [CH] | 7.73-7.59(7.65, dd, ) =37.7, 16.0 Hz)
& 134.53 - 134.41 [cl
5 -9 128.33-128.14 | [CH] | 7.56-7.49 (7.52, m)
6 -8 129.03-128.99 | [CH] | 7.42-7.36(7.39, m)
7 130.54-130.38 | [CH] | 7.42-7.36(7.39, m)

YEl nimero de compuesto se indica en el caso donde la asignacion de hidrégeno y carbono difieren.
213C RMN y *>C DEPT, 101MHz, CDCl5.
314 RMN y HSQC, 400MHz, CDCl5,

5.4.4. Esterificacion con Acido p-Bromobenzoico

Esta reaccion se realizé con la finalidad de obtener un derivado cristalino, pero no se obtuvieron
los cristales esperados. El pico para el ion molecular 550 ™/, junto con el pico 552 ™/, (Bromo
isotopico), confirman la formacidn del éster esperado.

En el andlisis de su espectro "H-RMN, se encontré un sistema de sefiales tipo AA’-BB’ en la zona de
los aromaticos a 7.87 y 7.57 ppm perteneciente al grupo anillo aromatico del grupo p-
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bromobenzoato, adicional a los sistemas debidos al grupo cinamato en la molécula y la seiial a
4.88 ppm indica la formacion de un éster; las sefiales para carbonos sp” a 165.71 y 165.61 ppm en
el espectro de *C-RMN, son atribuidas a los grupos carbonilo del grupo p-bromobenzoato para
cada una de las moléculas de mezcla; las asignaciones (Tabla 13) fueron determinadas con ayuda
del experimento HSQC y en comparacion con las sefiales de compuestos 2 y 3.

Tabla 13. Asignaciones RMN: “Mezcla Compuestos 2y 3 - Esterificacion Ac. p-Bromobenzoico”.

#C # Compuesto ! 3¢ (ppm) 2 DEPT ? 'H (ppm) 3
1 81.72 - 80.79 [CH] 4.92 - 4.84 (4.88, m)
23.69 - 23.52 [CH,] 1.85-1.76(1.81, m)
3 33.44-33.30 [CH,] | 3.18-3.01(3.08, ddt, J=15.4,12.4, 3.4 Hz,
HY)
1.60-1.53(1.57,ddd, J=11.8, 8.6, 4.0 Hz,
H")
4 82.29 - 82.08 [C]
5 2 52.38 [CH] 2.08 - 2.01(2.05, m)
3 49.38 [CH] 1.58-1.49 (1.54, m)
6 2 115.93 [CH] 5.58 (sa)
3 23.25 [CH,] | 2.24-2-17(2.20,dd, J = 16.0, 8.0 Hz, H?)
7 144.39 - 142.14 [C]
8 2 22.76 [CH] 2.06- 1.98(2.02, m, H")
3 115.67 5.31(sa)
9 2 35.83 [CH,] 1.71-1.68 (1.69, m, H?)
3 41.02 [CH,] 1.40-1.37(1.38, m, Hb)
2.00-1.95(1.96, d, J = 9.8 Hz, H?)
10 37.87-37.44 [C]
11 35.22 - 34.99 [CH] 2.37-2.18(2.26, m)
12 21.89-21.87 [CH3] 1.10- 1.04 (1.07, m)
13 21.73-21.44 [CH3] 1.10- 1.04 (1.07, m)
14 24.79 - 24.50 [CH3] 1.66 (s) - 1.62 (s)
15 13.99-13.79 [CH3] 1.25 (s) - 1.22 (s)
1 166.14 - 165.99 [C]
2 120.11-119.91 [CH] 6.44 - 6.31 (6.37,dd, J=28.4, 16.0 Hz)
3 144.39 - 144.21 [CH] 7.69-7.58(7.62, m)
q 134.68 - 134.59 [C]
5 -9 128.20- 128.13 [CH] 7.54 - 7.48 (7.51,ddd, J = 13.3, 5.9, 3.8 Hz)
6 -8 129.02 - 129.03 [CH] 7.42-7.36(7.38, m)
7 130.38 - 130.30 [CH] 7.42-7.36(7.38, m)
1” 165.71 - 165.61 [C]
2” 129.71 [C]
37-77 131.83 [CH] | 7.59-7.55(7.57, m)
4"’ -6” 131.23 [CH] 7.92-7.86(7.89, m)
5” 128.09 [C]

TEl nimero de compuesto se indica en el caso donde la asignacion de hidrégeno y carbono difieren.
213C RMN y "*C DEPT, 101MHz, CDCl5.
**H RMN y HSQC, 400MHz, CDCl3,

La posicion del grupo p-bromobenzoato fue determinada por medio del experimento HMBC,
donde en la Figura 34 se observa de manera ampliada la correlacién entre el grupo carbonilo del
sustituyente (165.71y 165.61 ppm) y el hidrogeno en C-1 (4.88 ppm).
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: "Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificacidon Ac. p-Bromobenzoico".

5.4.5. Esterificacion con Acido Cinamico

f1 (ppm)

El pico para el ion molecular 498 ™/,, confirma la adicién de un nuevo grupo cinamato (+ 131 UMA)

en la mezcla de compuestos.

Debido a la similitud de sus sefiales, las asignaciones y la confirmacién de su estructura se hizo
tomando en cuenta las nuevas sefiales para grupos carbonilo en *C-RMN a 166.94 y 166.81 ppm
gue presentan correlacién particular en HMBC (Figura 35) con el protén a 4.79 ppm para la
posiciéon C-1; con esto en consideracion las demds asignaciones (Tabla 14) fueron realizadas con

ayuda del experimento HSQC, comparando ademas con las sefiales para la mezcla de moléculas

inicial.
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Tabla 14. Asignaciones RMN: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificacion Ac. Cinamico”.

#C # Compuesto ! 3¢ (ppm) 2 DEPT * 'H (ppm) 3
1 81.14 - 79.88 [CH] | 4.83-4.74(4.79, m)
2 23.73 - 23.56 [CH,] | 1.79-1.69 (1.74, ddd, J = 19.4, 11.3, 5.5 Hz)
3 33.50 - 33.34 [CH,] | 3.13-2.99(3.06,td, J = 12.1, 2.8 Hz, H?)
1.56 - 1.39 (1.47, m, HY)
4 82.38 - 81.80 [cl
5 2 52.39 [CH] | 2.02-1.97(1.99,dd, J=6.9,5.2 Hz)
3 49.39 [CH] | 1.52-1.44(1.48, m)
6 2 116.01 [CH] | 5.57 (sa)
3 23.23 [CH,] | 2.18-2.13(2.15,d,J=8.4 Hz, H")
7 144.69, 142.01 [cl
8 2 22.79 [CH] | 2.06-1.98(2.02,dd,J=21.4,6.5Hz, H")
3 115.83 5.33 (sa)
9 2 35.69 [CH,] | 1.72-1.67 (1.69, m, H?)
1.38-1.26 (1.32, m, H")
3 40.90 [CH,] | 2.01-1.93(1.96, m, H?)
10 37.73-37.31 [cl
11 35.22 - 35.00 [CH] | 2.35-2.18(2.26, m)
12 21.89 - 21.87 [CH4)
13 21.73-21.41 [CH3]
14 24.81 - 24.52 [CH3] | 1.65- 1.61(ss)
15 13.80 - 13.59 [CHy] | 1.19-1.17 (ss)
1 166.15 - 165.99 [c]
2 120.19-119.99 | [CH] | 6.44-6.30(6.38, m)
3’ 144.69 - 14412 | [CH] | 7.73-7.56(7.64, m)
& 134.63 - 134.60 [c]
5.9 128.19-128.12 | [CH] | 7.56-7.46(7.51,dd,/=9.1,7.0 Hz)
6 -8 128.99 [CH] | 7.43-7.33(7.38, m)
7’ 130.34-130.23 | [CH] | 7.43-7.33(7.38, m)
1” 166.94 - 166.81 [c
2" 118.69 [CH] | 6.49-6.39(6.42, m)
3” 144.33-144.28 | [CH] | 7.73-7.56(7.64, m)
4” 134.60 - 134.55 [c]
5”.9” 128.19 [CH] | 7.56-7.46(7.51,dd, J=9.1, 7.0 Hz)
6’ -8" 128.99 [CH] | 7.43-7.33(7.38, m)
7" 130.34-130.32 | [CH] | 7.43-7.33(7.38, m)

T . - - . . n . e
El nimero de compuesto se indica en el caso donde la asignacion de hidrégeno y carbono difieren.

213

CRMN y *C DEPT, 101MHz, CDCl3,
>4 RMN y HSQC, 400MHz, CDCls,

78



Instituto de Quimica UNAM RG

Dr. M. Jimenez

Clave : MJE/DFL-13-SO-Cin

No Registro : 926

HMBC (400 MHz)

CDCI3

Bruker Avance III

26-04-12

5155
156
157
5158
159
5160
F161

r162
163
;164
;165

166.94 - 166.81 (C-1”") — 4.79 (C-1)

f1 (ppm)

L.
e

166

167

—

168
169
;170
;171

r172
r173
r174

T T T T T T T T 1 - 175
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f2 (ppm)

Figura 35. Espectro HMBC ampliado: "Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificacion Ac. Cinamico".

5.4.6. Reaccion con Cloruro de Oxalilo

Al igual que en la esterificacion de la mezcla con acido cindmico, el espectro *H-RMN, sélo muestra
la sefial a 4.76 ppm que indicé la esterificacion del grupo OH en posicidn C-1; como evidencia de la
unién del grupo 1,2-dicarbonilo se encontraron las sefiales en *C-RMN, para estos en 158.26 —
152.22 ppm (C-1”) y 158.12 — 158.08 ppm (C-2”’), que con ayuda del experimento HMBC se
confirmé que se encontraban enlazados con las posiciones C-1 y C-1" en la molécula, como se
muestra en la (Figura 36). Las asignaciones realizadas se encuentran en la Tabla 15.

La estructura fue finalmente confirmada con el analisis de la fragmentacion de la molécula en el
espectrometro de masas teniendo en cuenta su espectro, en el cual no se logra observar el pico
para ion molecular (660 ™/,), sin embargo se encuentra claramente el ion 642 ™/, que representa
la pérdida de agua en C-4"’; se proponen ademas otros fragmentos como se muestra en el
Esquema 15 que confirman la dimerizacidn de las moléculas.
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Tabla 15. Asignaciones RMN: “Mezcla Compuestos 2y 3 - Reaccion Cloruro de Oxalilo”.

#C # Compuesto ! 3¢ (ppm) 2 DEPT * 'H (ppm) 3
1-1" 84.41-83.17 [CH] | 4.80-4.73(4.76,dt,J=10.7, 4.1 Hz)
2-2" 23.28-23.10 [CH,] | 1.85-1.67(1.76, m)
3-3"” 33.33-33.19 [CH,] | 3.14-3.01(3.08, m, H?)
1.52 - 1.40 (1.46, m, H?)
4-4" 81.99 - 81.43 [
5-5" 2 52.24 [CH] | 1.98-1.91(1.95, m)
3 49.30 [CH] | 1.49-1.40(1.44, m)
6-6" 2 115.68 [CH] | 5.54(sa)
3 23.10 [CH,] | 2.17-2.12(2.14, m, HY)
1.86 - 1.74 (1.79, m, H?)
7-7" 144.44 - 142.04 [cl
8-8" 2 22.72 [CH,] | 2.12-1.98(2.04, m, H?)
3 115.56 [CH] | 5.31(da,/=3.8Hz)
9-9” 2 35.58 [CH,] | 1.98-1.88(1.93, m, H?)
1.40 - 1.28 (1.34, m, H?)
3 40.76 [CH,] | 1.75-1.67(1.72, m, H?)
10 - 10" 37.66 - 37.27 [cl
11-11"” 35.19 - 34.99 [CH] | 2.34-2.16(2.24, m)
12-12"” 21.84 [CHs] | 1.08-1.02(1.05, m)
13-13"” 21.72-21.34 [CHs] | 1.08-1.02(1.05, m)
14-14"” 24.75 - 24.45 [CHs] | 1.63-1.60(ss)
15 13.54 - 13.50 [CHy] | 1.16-1.13 (ss)
1 166.08 - 165.92 [cl
2 120.03-119.82 | [CH] | 6.41-6.27(6.34,dd, J=28.7, 16.0 Hz)
3 144.44 - 144.24 | [CH] | 7.67-7.53(7.60,dd,J=27.1,16.0 Hz)
& 134.64 - 134.54 [cl
5.9 128.18-128.12 | [CH] | 7.54-7.45(7.50, m)
6 -8 129.02-129.00 | [CH] | 7.41-7.35(7.38,td,/=4.8,3.2 Hz)
7’ 130.38-130.30 | [CH] | 7.41-7.35(7.38,td,/=4.8,3.2 Hz)
1” 158.26 - 158.22 [cl
2” 158.12 - 158.08 [cl
15" 13.35-13.31 [CHy] | 1.16-1.13 (ss)

YEl nimero de compuesto se indica en el caso donde la asignacion de hidrégeno y carbono difieren.
213C RMN y **C DEPT, 101MHz, CDCl5,
314 RMN y HSQC, 400MHz, CDCls,
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Esquema 15. Fraccionamiento propuesto por espectroscopia de masas para la "Mezcla Compuestos 2y 3 -
Reaccién Cloruro de Oxalilo".
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5.5. Actividad Bioldgica

Una vez obtenidos e identificados los derivados de los compuestos aislados de V. persicifolia, se
procedio a realizar el analisis de sus propiedades biolégicas como antioxidante y antiinflamatorio
como se muestra a continuacion:

5.5.1. Actividad Antioxidante

La actividad para prevenir y/o evitar la oxidacion de sustratos en los compuestos obtenidos y sus
derivados, mostré de manera general que la actividad radica en la doble ligadura en el esqueleto
eudesmanico, ya que esta se ve disminuida debido al intercambio de grupo funcional por grupos
epoxido o por impedimento estérico sobre la misma. El analisis y discusidén de los resultados
obtenidos para las diferentes pruebas realizadas se muestran a continuacion:

Actividad Inhibitoria de la Peroxidacion Lipidica

En los compuestos evaluados, la inhibicidn de la peroxidacidn solo fue elevada, a nivel del control
positivo (BHT) para el compuesto 1 (93% a una dosis de 100uM), sin embargo, al realizar la
epoxidaciéon de su doble ligadura su actividad se pierde rotundamente para los dos productos de
esta reaccion, como se muestra en la Figura 37, esto indicé que la doble ligadura de este
compuesto tiene la capacidad de inhibir la propagacién de la peroxidacién, posiblemente al
atrapar los radicales por adicion de estos mismos a su estructura.

1001
Il Compuesto# 1

801 Bl Epoxido # 1
< ] Epoxido# 2
< 60- B BHT
o
L
e
i 404
£
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Figura 37. Inhibicién de la peroxidacidn lipidica (dosis: 1, 10 y 100uM), para el compuesto 1y sus Derivados.
La Mezcla de Compuestos 2 y 3 y su grupo de derivados no presentaron actividad significativa para
la inhibicion de la peroxidacion (Figura 38), aunque estos compuestos presenten dobles ligaduras

en el esqueleto eudesmano (al igual que 1), es posible que la presencia del grupo cinamato
impida, por razones estéricas o de repulsiones electrénicas, su reaccidn con los productos de la
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peroxidacién, esto como perspectiva a la investigacidon, se podria comprobar realizando la
hidrolisis del grupo cinamato y probando la actividad de los compuestos con el grupo OH libre.

100 =
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60
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Figura 38. Inhibicidn de la peroxidacion lipidica (dosis: 1, 10 y 100uM), para la mezcla de compuestos 2y 3, y
sus derivados.

Actividad Reductora sobre el Radical DPPH

A diferencia del ensayo TBARS, ninguno de los compuestos y derivados fue activo en el ensayo
usando el radical DPPH (Figura 39), la razén del resultado radica en la diferencia de mediciones en
ambas pruebas, el ensayo de TBARS como se ha indicado antes mide la actividad inhibitoria de la
peroxidacién de lipidos en la cual se forman radicales altamente reactivos sobre atomos de
carbono y oxigeno, mientras que la estructura del radical DPPH le confiere una alta estabilidad,
dificultando su reduccién con sustratos impedidos en condiciones suaves de reaccién (55), como
es el caso del compuesto 1.

Para los extractos acuosos de la planta V. enceliodies (56) se encontré por medio del ensayo con
DPPH que su actividad era baja; ningln reporte adicional fue encontrado para la actividad
antioxidante en el género Verbesina o para compuestos sesquiterpénicos, aportando informacién
al numero de reportes para actividad antioxidante de compuestos sesquiterpénicos eudesmano
en el género.
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Figura 39. Actividad reductora sobre el radical DPPH (dosis: 1, 10, 100 y 1000 uM), para 1y la mezcla de
compuestos 2 y 3y sus respectivos derivados.

5.5.2. Actividad Antiinflamatoria

El Compuesto 1y sus derivados presentaron baja actividad en el ensayo con TPA; la actividad del
extracto hexanico de V. persicifolia fue reportada por Mejia-Flores en 2007 (27), la cual en
comparacion indica que este compuesto no es representativo para la actividad en el extracto. Por
otra parte, en estudios previos se ha encontrado (46; 47) que la actividad antiinflamatoria en
estructuras similares a 1 que presentan grupos carboxilo (COOH) en su estructura, muestran
actividades mayores, siendo una interesante perspectiva para futuros trabajos la modificaciéon de
esta clase de compuestos con el fin de obtener esta funcionalidad y observar los cambios en su

actividad.
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Figura 40. Actividad antiinflamatoria en modelo de edema inducido con TPA del compuesto 1y sus

derivados.
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La mezcla de compuestos 2 y 3, presentd 34% disminucion de la inflamacidn, lo que comparado
con el 63% presentado por el extracto hexanico ya reportado (27), permite deducir que esta
mezcla de compuestos contribuye significativamente a la actividad antiinflamatoria de la planta.

La actividad bioldgica de la mezcla se alterd al realizar las modificaciones en su estructura (Figura
41), realizando las siguientes observaciones:

e La actividad de las moléculas se vio aumentada cuando el grupo OH en posicién C-1 de las
moléculas fue esterificado con acido cindmico y para la formacién del dimero con puente
dicarbonilico; para el caso del acido cindmico, se ha reportado que este acido y sus esteres
poseen actividad antiinflamatoria (57; 58), lo que hace suponer que este grupo tiene
efecto en la actividad. En el caso del dimero, para este aumento se plantea una sinergia
entre ambos nucleos eudesmanicos ademas del grupo cinamato que auln se encuentra en
la estructura.

e Los productos de la reacciéon epoxidacion no presentaron cambios drasticos en la
inhibicion de la inflamacion, lo que podria indicar que la doble ligadura en el esqueleto
eudesmano de estos compuestos no afecta su actividad antiinflamatoria.

e La acetilacién y p-bromobenzoilacion de la mezcla de compuestos disminuyeron su
actividad, lo que da un indicio que el grupo OH en posicién C-1 juega un papel importante
en su actividad, siendo esta actividad selectiva a la clase de sustituyente en dicha posicidn.

e La oxidacion del grupo OH (C-1) genera una perdida rotunda de la actividad, lo que
confirma que el oxigeno con hibridacién sp® en esta posicidn es parte fundamental para su
actividad antiinflamatoria.

Con esto se determind que el grupo hidroxilo en C-1 en sinergia con el grupo cinamato en C-4, son
fuente de la actividad antiinflamatoria de este compuesto, y que la esterificacion de la posicién C-1
con acidos de actividad inflamatoria reconocida podrian aumentar su actividad.

Mejia-Flores en 2007 (27), reportd la actividad antiinflamatoria del sesquiterpeno eudesmano
mostrado en la Figura 6 , cuya diferencia con los compuestos aislados en este trabajo radica en el
grupo hidroxilo adicional en C-3, este aumento en su actividad concuerda con lo ya dicho para la
actividad antiinflamatoria de los compuestos 2 y 3, ademds de los reportes en sesquiterpenos
eudesmano (15), que indican que el patrén de oxigenacidon de estos compuestos es parte vital de
su actividad biolégica, en este caso antiinflamatoria.
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Figura 41. Actividad antiinflamatoria en modelo de edema inducido con TPA de la mezcla de compuestos 2 y
3, y sus derivados.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones

Se separg, purifico e identificd el nuevo compuesto (-)-(1B, 7a, 10B)-(10->1)abeo-eudesm-4,5-en-
11-ol (1) con 1% de rendimiento en el extracto hexanico de las hojas de V. percisifolia, el cual
presenta una transposicion 10-desmetil-1-metil en su esqueleto eudesmano poco usual en este
tipo de estructuras, proponiendose que su biosintesis desde el nlcleo eudesmano es generada por
el intercambio del grupo metilo en C-10 por medio de una reacciéon de ciclopropanacién y su
posterior apertura dando lugar a la migracion del grupo metilo en C-1.

Se aislé e identificd el compuesto (+)-4B-Cinamoiloxi-1B-Hidroxieudesm-6,7-eno (2) y su isémero
(+)-4B-Cinamoiloxi-1p-Hidroxieudesm-7,8-eno (3), encontrando reportes para 2 en V. persicifolia y
otras especies del género; # 3 ha sido reportado en otras especies del género, pero no se
encontraron registros en la planta.

Para el compuesto 1, se obtuvieron dos productos derivados de su reaccién de epoxidacién, uno
de los cuales fue formado por un ataque nucleofilico previo a la epoxidacién normal de la
molécula, produciendo un derivado del tipo 1-metil-10-desmetildihidroagarofurano.

A causa de la complejidad en su separacidn, se realizaron las reacciones de derivatizacion para la
mezcla de compuestos 2 y 3, obteniendo e identificando los productos para las reacciones de
acetilacién, epoxidacién, oxidacidn, esterificacion con acido p-bromobenzoico, esterificaciéon con
acido cindmico y una reaccidon de dimerizacién no esperada del compuesto eudesmanico con
cloruro de oxalilo.

El compuesto 1, presentd una alta inhibicidn de la peroxidacion de lipidos (93% a 100uM), la cual
se vio rotundamente disminuida al realizar la reaccién de epoxidacién, proponiendo que la
actividad inhibidora de la peroxidacién se encuentra en la doble ligadura en posicion C-4; la
actividad en el ensayo de DPPH para este compuesto y sus derivados fue baja, lo cual es debido a
la estabilidad y reactividad de este radical en comparacién con los radicales formados con el
método de TBARS; Por ultimo este compuesto y sus derivados resultaron ser inactivos en las
pruebas antiinflamatorias.

La mezcla de compuestos 2 y 3 y sus derivados, no mostraron actividad en los ensayos de actividad
antioxidante por TBARS y DPPH. Por otro lado, esta mezcla presenté 34% de inhibicién de la
inflamacidn, valor que fue alterado al realizar el andlisis en sus derivados, que al ser analizados se
concluyé que el grupo hidroxilo en la posicidon C-1y el grupo cinamato en la molécula son los sitios
clave de los que depende su actividad.
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Aunque fueron pocos los compuestos obtenidos con valores significativos de actividad bioldgica,
este estudio proporciona informacién importante acerca de sus grupos funcionales, estructuras y
su actividad, ademas de plantear nuevas propuestas de modificacién que podrian llegar a generar
compuestos biolégicamente mds efectivos.

6.2. Recomendaciones y Perspectivas
De acuerdo a los resultados de esta investigacién se recomienda realizar nuevos productos
derivados de estas estructuras de acuerdo a las recomendaciones y referencias presentadas en el

trabajo. Ademas, realizar nuevas pruebas de actividad bioldgica, sugiriendo la actividad citotéxica,
antimicrobiana, entre otras, con el fin de aumentar el rango de conocimiento de las mismas.
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ANEXO I.
Espectroscopia: “Compuesto 1”.

1. Espectro HSQC

UNAM. Instituto de Quimica (H. Rios)
Dr-M-Jimenez

Clave: MJE/DFL-2Verb-2

No. Registro: 1458

Experimento: HSQC

Solvente: CDCI3
BrukerAvance400MHz (H)
Junio-23-2011
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3. Tabla de Correlaciones del Experimento HMBC

Tabla 16. Correlaciones en el espectro HMBC para el Compuesto # 1.

13 HMBC 13 HMBC
#e Clppm) Senial Intensidad #e C(ppm) Senal Intensidad
1 [ 3931 2.22-2.16 (C'H,) Débil s | 27.36 2.63-2.56 (C°H") Media

2.05-1.98 (C’H") Débil 1.55-1.43 (C°H°, C'H) Media
1.70-1.64 (C°H® C*H") Débil 1.35-1.25 (C’H?) Alta
1.55-1.43 (C°H®, C’H, C’H,) Débil 1.19 (C**Hs, C*Hs) Alta
1.35-1.25 (C’HY) Débil
0.92 (C'°Hs) Alta
2 | 3272 1.30-1.23 (C'H) Débil 9 | 3001 2.22-2.16 (C'H,) Media
0.92 (C*°Hs) Alta 2.05-1.98 (C’H") Débil
1.55-1.43 (C°H°, C'H) Débil
1.35-1.25 (C’H?) Débil
3 | 36.69 2.05-1.98 (C'H") Media 10 | 57.89 2.63-2.56 (C°H") Media
1.63 (C''H3) Alta 2.22-2.16 (C'Hy) Débil
1.35-1.25 (C°HY) Débil 2.05-1.98 (C’H") Débil
1.70 - 1.60 (C°H* C°H®, C**H3) Débil
1.55-1.43 (C°H?, C'H, C’H,) Débil
1.35-1.25 (C’H?) Débil
0.92 (C°Hs) Alta
a | 131.21 2.63-2.56 (C°H") Media 11 | 73.99 2.63-2.56 (C'H") Media
2.22-2.10 (C’H,, C'°H) Débil 1.70 - 1.64 (C°H® C°H?) Débil
2.05-1.98 (C’H") Débil 1.55-1.43 (C°H°, C'H) Débil
1.70 - 1.64 (C°H?) Débil 1.19 (C"*H;, C°Hs) Alta
1.63 (C''H3) Alta
1.35-1.25 (C’HY) Débil
5 | 138.92 2.63-2.56 (C°H") Media 12 | 26.22 1.71-1.64 (C°H’ C°H") Débil
2.22-2.10 (C’H,, C'°H) Débil 1.55-1.48 (C°H?) Débil
2.05-1.98 (C’H") Media 1.50-1.43 (C'H) Media
1.70 - 1.64 (C°HY) Débil 1.19 (C*Hs) Alta
1.63 (C''H3) Alta
1.50-1.43 (C'H) Debil
6 | 26.47 2.63-2.56 (C°H") Débil 13 | 27.41 1.71-1.64 (C°H’ C°H") Débil
1.70 - 1.64 (C°H® C°HP) Media 1.55 - 1.48 (C°HY) Débil
1.55-1.43 (C°H?, C'H) Media 1.50-1.43 (C'H) Media
1.35-1.25 (C’HY) Alta 1.19 (C'’Hs) Alta
1.19 (C’H;, C"Hs) Alta
7 | 4866 2.63-2.56 (C'H") Débil 14 | 13.97 1.50-1.43 (C'H) Alta
1.70 - 1.64 (C°H* C°HP) Débil
1.55-1.43 (C°H?, C'H) Débil
1.35-1.25 (C'H?) Débil
1.19 (C*’H;, C"Hs) Alta
15 | 22.48 2.18-2.10 (C'°H) Débil
1.55 - 1.50 (C°H,) Media
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ANEXO II.

Espectroscopia: “Compuesto 1 - Epoxido 1”.

1. Espectro Infrarrojo
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ANEXO Ill.
Espectroscopia: “Compuesto 1 - Epoxido 2”.

1. Espectro Infrarrojo
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3. Espectro HSQC
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ANEXO IV.
Espectroscopia de los Compuestos 2y 3

1. Espectros Infrarrojo
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2. Espectros de Masas
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ANEXO V.

Espectroscopia: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Acetilacion”.

1. Espectro Infrarrojo
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3. Espectro ‘H-RMN
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RG

5. Espectro “*C-DEPT
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7. Espectro HMBC
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ANEXO VI.

Espectroscopia: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Oxidacion”.

1. Espectro Infrarrojo
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3. Espectro ‘H-RMN
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5. Espectro “*C-DEPT
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7. Espectro HMBC
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ANEXO VII.

Espectroscopia: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Epoxidacion”.

1. Espectro Infrarrojo

Instituto de Quimica, UNAM
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7. Espectro HMBC

UNAM. Instituto de Quimica. (H. Rios)

Dr-MJimenez

Clave: MJE/DFL-I3-EPO
No. Registro: 1061
Experimento: HMBC
Solvente: CDCI3
Varian300MHz (G)
16-Mayo-2012

— ?
—
:
_E @ 5
=
5 ®
E ° © o
3 o
— @
— ® >0 00
ll‘ © |-
3 50
_ﬁ'i > ©
= °9 60
3 ¢
3 . 0:0 © 70
b — w5 @ @ s
3 (<]
£
4
T T T T T T T T T T T T ¥90
55 4.5 4.0 2.5 2.0 15 1.0

3.5 3.0
f2 (ppm)

f1 (ppm)

114



ANEXO VIIl.
Espectroscopia: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificacion Ac. p-
Bromobenzoico”.

1. Espectro Infrarrojo

@ Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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5. Espectro “C-DEPT
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7. Espectro HMBC
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Espectroscopia: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Esterificacion Ac.

1. Espectro Infrarrojo

ANEXO IX.

Cinamico”.

Instituto de Quimica, UNAM

Laboratorio de Espectroscopia
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2. Espectro de Masas
[ Mass Spectrum )
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Spectrum Type : Narmal Ion [MF-Linear]
RT : 8.62 min ican# : (7,23)
BP : msz 131.0008 Int, : 4721.76
Output m/z range : @.0000 to 674.1B4@ Cut Level : 2.00 %
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3. Espectro ‘H-RMN
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4. Espectro *C-RMN
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5. Espectro “*C-DEPT
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7. Espectro HMBC
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ANEXO X.

Espectroscopia: “Mezcla Compuestos 2 y 3 - Reaccion Cloruro de

1. Espectro Infrarrojo
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2. Espectro de Masas
{ Mass Spectrum 1
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3. Espectro ‘H-RMN
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5. Espectro “*C-DEPT
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7. Espectro HMBC

Instituto de Quimica UNAM RG
Dr. M. Jimenez

Clave : MJE/DFL-I3-NO2Cn

No Registro ; 505

HMBC (400 MHz)

CDCI3

Bruker Avance IITT
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