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Simbolos y abreviaturas.

SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

[a] Rotacion especifica

A Angstrom

Ac Acetato

Ang Angelato

AcOEt Acetato de etilo

) Desplazamiento quimico

c Concentracion

°C Grados Celsius

CDCl; Cloroformo deuterado

cm Centimetro

CLAR Cromatografia de liquidos de alta resolucion
cm Centimetros

CMI Concentracién Minima Inhibitoria
d Doble

dd Doble de dobles

ddd Doble de dobles de dobles

dsext Doble de séxtuples

DCC N,N -Diciclohexilcarbodiimjda
DFT Density Functional Theory

d.i. Diametro interno

DMAP 4-N,N--dimetilaminopiridina

Epang Epoxiangelato

EtOH Etanol

g Gramos

Glc Glucosa

HETCOR Heteronuclear Correlation

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence



Simbolos y abreviaturas.

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
kg Kilogramo

Hz Hertz

IsoBu Isobutirato

Isoval Isovalerato

nm Nanometro

Meacr Metilacrilato

MeBu Metilbutirato

mg Miligramos

ml_ Mililitros

MHz Megahertz

MeOH Metanol

ppm Partes por millén

p.f. Punto de fusion

R Relacion de frente

R Tiempo de retencion

RMN Resonancia Magnética Nuclear

RMN de 'H Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
RMN de ®C Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
Sen Senecioato

Tigl Tiglato

TMS Tetrametilsilano
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Resumen.

ABSTRACT

Chromatographic separation of the hexane extracts from the roots of Stevia
pilosa allowed the isolation of natural products 47, 48, 52-59 and 63-64, which
were characterized by their 'H and "*C NMR spectroscopic data. Compound 56 is
a new natural product, whereas compounds 52, 53 and 55 have not been
isolated from Stevia species before.
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Resumen.

Chiral ester moieties derived from short-chain-length fatty acids are commonly
found in terpenoids. In most cases, reports on the structure of these substances
focus on the stereochemical assignment of the main framework, but lack
information about the absolute configuration of ester residues. As a continuation
of a research line devoted to establish the stereochemistry of such esters, we
describe herein the chirality of the a-methylbutyryl residues found in longipinene
derivatives 48 and 63 as S by means of Chemical correlation with (S)-(+)-benzyl
o-methylbutyrate (82) prepared from commercially available (S)-(+)- a-
methylbutyric acid. This is the first time that the absolute configuration of the a-
methylbutyryl residues of natural products is elucidated by chemical correlation.
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on the other hand, the phytochemical study of Stevia tomentosa H.B.K. allowed
the isolation of the antispasmodic compound (-)-valeranone (44), which is a
rearranged sesquiterpene with a cis-decalone framework and two vicinal
stereogenic quaternary carbon atoms. It is known that this substance causes
suppression of rhythmic contractions and relaxed potassium stimulated
contractures in guinea-pig ileum. The structure of 44 was established by Hikino et
al. and further confirmed by total syntheses. Since then, there have been
several other synthetic constructions of 44 conducted to secure its
stereochemistry, which was once a focus of dispute. Up to date, the 'H and *C
NMR assignment of this important sesquiterpene has not gone beyond the
methyl group assingments, and no conformational evaluation based on NMR
data is known.

Therefore, we decided to study, theoretically and experimentally, the
conformational behavior of this sesquiterpene, as well as to complete the 'H



Resumen.

and "*C NMR assignment by the combined use of DFT calculations, spectral
simulation and 2D NMR spectroscopy.

44

Also, in continuation of our studies on the conformation of natural products, we
describe the DFT molecular models and conformational behavior of three
representative  sesquiternes of Stevia pilosa: (4R,5S,7R,10R,11R)-7-
angeloyloxylongipin-2-en-1-one (58), a-isocomene (52) and y-cadinene (54).

58 52 54
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1 INTRODUCCION

1.1 Productos Naturales

Un producto natural es todo compuesto de origen organico o inorganico, que se
halle en la naturaleza y que pueda ser procesado por el hombre." Generalmente,
en el area de quimica organica, se consideran como productos naturales a
aquellos provenientes principalmente de plantas, hongos, bacterias y organismos
marinos, los cuales llevan a cabo dos tipos de metabolismo, el primario y el
secundario. El metabolismo primario es aquél en el cual los organismos sintetizan y
convierten sustancias para sobrevivir a partir de compuestos simples como el
CO2, H,O, N, y algunos metales, que son transformados en polisacaridos,
proteinas y acidos nucleicos, los cuales son considerados los bloques
fundamentales de la materia viva. Este tipo de metabolismo lo llevan a cabo todos
los organismos vivos. Otro proceso que se lleva a cabo en las plantas, dando
diferentes productos de acuerdo al tipo de especie, es el llamado metabolismo
secundario. Los productos formados por este metabolismo se conocen como
productos naturales y como ejemplos se pueden mencionar a los terpenos, los
alcaloides y los pigmentos. Aunque estos metabolitos no parecen ser esenciales
para la existencia del organismo, juegan un rol importante en la supervivencia o
prevalencia de unas especies sobre otras, ya que se piensa que son utilizados

para la defensa, como atrayentes sexuales, marcadores territoriales, etc.?
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1.2 La medicina tradicional

El uso de la Medicina Tradicional es ancestral y data desde que el hombre tuvo
conciencia de que podia emplear los recursos que le rodeaban para curar sus
enfermedades. Dicha informacién ha sido transmitida de generacion en

generacion en forma oral o a través de codices y otros escritos.’

Por esta razon, se conoce que las plantas contienen principios activos de accion
terapéutica definida, que pueden emplearse para modificar favorablemente los
trastornos patolégicos originados por las enfermedades y recuperar la salud.

Existen algunos principios activos que actuan generalmente sobre las funciones
organicas como la circulacion, la respiracion, etc., o bien sobre el sistema nervioso y
entonces su accion es mas general, obrando sobre el organismo por entero. Estos
principios activos pueden ser dafinos si no se conoce su actividad o no se manejan

con cuidado y precaucion, de alli el peligro de emplear una planta
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empiricamente. Esto nos indica también la importancia del estudio quimico para

conocer las estructuras de los compuestos presentes en los vegetales.4

En las ultimas dos décadas se han aislado una infinidad de compuestos nuevos y
activos, pero son contados los compuestos que han llegado a constituir farmacos y a
utilizarse con fines terapéuticos. En la actualidad, en la gran mayoria de los casos
el uso de la flora se lleva a cabo de manera empirica, y se considera que existe aun

un nimero considerable de especies sin explotar.?
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1.3 La medicina modernay los productos naturales

Los compuestos naturales juegan tres papeles significativos en la medicina
moderna: en primer lugar, proveen un gran numero de drogas empleadas con
fines medicinales, que son de dificil produccién comercial por rutas sintéticas. Esto
incluye diversos grupos de compuestos como los alcaloides, provenientes del
opio, ergot y plantas solanaceas, los glicosidos cardiotonicos o digitalicos, la
mayoria de los antibioticos, y todos los sueros, vacunas y productos relacionados.
En segundo lugar, proveen compuestos basicos que pueden ser modificados para
hacerlos mas efectivos 0 menos téxicos, como ejemplo se encuentran numerosas
variaciones de la morfina, el taxol y la diosgenina.® Y un tercer papel de los
productos naturales es su utilidad como prototipos 0 modelos para la sintesis de
drogas que poseen actividades fisioldgicas similares a los originales. La procaina y

anestésicos locales son ejemplos representativos de esta categoria.

Lo anterior se ve reflejado principalmente en las areas del cancer y enfermedades
infecciosas donde cerca del 70% de los farmacos empleados son de origen natural
(Grafica 1y Tabla 1)
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S*/NM sV B

ND
24%

33%

Grafica 1. Medicamentos reportados en el periodo 1981-2002.

"B": Bioldgico: Péptidos o proteinas que fueron aisladas de un organismo o linea
celular, o que son producidas por mecanismos biotecnolégicos. "N": Producto
Natural. "ND": Derivado de un producto natural y usualmente tiene una
modificacién semisintética. "S": Totalmente sintético, frecuentemente se obtienen de
la modificacion de algun farmaco ya existente. "S*": Obtenido por sintesis total, pero el
prototipo fue un producto natural. "V": Vacuna. "NM": Producto que se obtiene del

conocimiento adquirido del comportamiento de un producto natural
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Tabla 1. Origen de nuevos medicamentos empleados para el tratamiento de
enfermedades durante los afios 1981 a 2002

Crigen de los medicamentos Origen de los medicamentos

Indicacion total B| N|ND| § | §* | V| Indicacion total B|N|ND| S | §" |V
Analaésico 15 131 2 Broncodilatador 8 2 6 |
Aestésico 5 5 Inibidor del |
Ansiolitico 10 10 metabaolismo de 17 89
Anti-Alzheimer 4 1 3 calcio !
| Anti-Parkinson 10 21414 Cardiotonico 13 3155
Antialergénico 15 113N Cicatrizante 5 |2 2 |1
Antianginoso 4 4 Diurético 4 4
Antiarritmico 15 1 12| 2 Quelatante y antidoto | 5 5
Antiartritico 12 | 2 119 Gastroprocinético 4 301
Antiasmatico 12 21812 Hematopoyético 5|5
Antibacteriano 90 9161191 Hemofilico 9 |9
Bnficancerigeno 79 [12] 9 |21 | 25 | 10 | 2 | Hepatiis 77 19
Anticoagulante 16 | 3 12 1 Hipnético " "
Anticonceptivo 6 6 Hipocolesterolémico | 9 31123 1'*"
Antidepresivo 21 19| 2 Hipolipidémico 8 1 7 |
Antidiabético 23 (12|11 2|7 |1 Hormanal 20 (10 10 [
‘Antiemético 7 1186 Hipertrofia prostatica P i[ =] s
Antiepiléptico 10 1| Bl B benigna
Antifiingico 24 | 1 g | 94 Inhibidor de la
Antialaucoma 13 4 | 5] 4 agregacion 4 O
Antihemofilico 9 |9 protoplasmica
Antihistaminico 12 12 Inmunoestimulante 10041821
Antihiperprolactémico | 4 4 Inmunosupresor 10145 1
Antihipertensivo 75 1[40 34 Insuficiencia i |4 5
Antiinflamatorio 50 | 1 13 | 36 respiratoria
Antimigrafioso 10 37 Neuroleptico 10 82|
Antiparasitario 13 25|42 Nootrépico 8 315 '
Antipsoriatico 4 3 1 Relajante muscular 10 4 & |3
Antipsicotico 7 5| 2 Terapia del
Antitrombotico 28 [13][1[5 |72 remplazamiento de | 4 4
Antuiceroso 32 |1 [1]12]18 harmotas
Entviral 35 |2 T 178 |2 Vasodilatador 8 3 8
o 10 = Total 868 | 91|40 | 209 | 386 | 131 11']
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1.4 El organismo humano y los productos naturales

En la mayoria de los casos, los compuestos aislados de las plantas son quirales,

encontrandose solo uno de los enantiomeros. Como algunas de estas sustancias

presentan actividad bioldgica, resulta relevante determinar su estereoquimica y

configuracion absoluta debido a la implicacién en el contexto de la actividad

farmacologica.

Los organismos presentan sitios activos quirales
(parte de una membrana celular o una macromolécula
tal como una proteina o acido nucleico), los cuales
son receptores con alta afinidad para estas
sustancias. La unién de éstas con el sitio activo
desencadena una serie de reacciones que se
traducen en una respuesta biolégica. Esta respuesta
depende del acoplamiento efectivo de la sustancia
con el receptor, siendo diferente para cada

enantiomero (Figura 1).” De ahi la importancia de

determinar la configuracion absoluta de un producto natural, ya que si en un futuro

se conociera que dicho compuesto tiene alguna actividad farmacoldgica y se llevara

a cabo su sintesis, el compuesto sintetizado debe de tener exactamente la misma

configuracion que la presentada por el producto natural para que el

compuesto sea farmacologicamente activo, dado que la estereoquimica

contraria de uno solo de los centros estereogénicos modificara la respuesta

biologica de la molécula.

H H
sustrato —> x /\z X /kY
' Y i i

Sttio active
(receptor)

' z
X
>CF 1T v

Eutomero Distémero

Figura 1. Acoplamiento sustrato-receptor
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1.5 Analisis conformacial, modelo molecular y calculos tedricos.

El analisis conformacional se refiere a la evaluacién de los atributos fisicos y
quimicos de los conférmeros de una molécula. Como los atomos de una molécula
pueden ordenarse espacialmente por medio de la rotacion de uno o mas enlaces
sencillos, esto gracias a que en la mayoria de los casos la energia que se requiere
es muy baja (menor de 3-5 kcal/mol a temperatura ambiente), se pueden tener
diferentes conformaciones de una misma molécula, algunas de las cuales son mas
estables que otras. Para simplificar el estudio conformacional de un compuesto, se
analizan unicamente los conférmeros predominantes. El analisis conformacional
completa el andlisis estructural de una molécula; esto es, la descripcion de la

conectividad, configuracion y conformacion de los atomos que la componen.

Debido a la facil disponibilidad de programas computacionales, actualmente se
pueden comparar los calculos tedricos con los resultados experimentales. En
particular, estos programas se emplean usualmente para generar modelos utiles
en la determinacién de la estructura y conformacion de una sustancia. En
ocasiones, las discrepancias entre los calculos y el resultado experimental se
explican con base en efectos electronicos® o algunos tipos de "efectos

conformacionales" no considerados.

Modelado Molecular. Se denomina modelado molecular al conjunto de métodos
que pretenden predecir las propiedades y el comportamiento de los sistemas
quimicos en forma numérica, apoyandose en entornos graficos para la

manipulacion de moléculas.

El modelado molecular es una técnica de estudio relativamente nueva que
relaciona la estructura molecular y las propiedades quimicas macroscopicas de la
materia. La base del modelado molecular es el uso de métodos computacionales

para simular, explicar o predecir la estructura tridimensional y las propiedades
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fisicoquimicas de la molécula con la ayuda esencial de métodos graficos. Estas

técnicas se encuentran dentro de la quimica computacional.

Para realizar el modelado molecular se recurre a programas de computacion mas o

menos sofisticados que incluyen una o varias de las siguientes funcionalidades

a) Permiten el calculo de energias moleculares y propiedades asociadas
con dichas energias.

b) Permiten el calculo de la estructura tridimensional de las moléculas.

¢) Permiten la visualizacion de las moléculas y de sus propiedades.

d) Permiten el analisis cuantitativo de los resultados del modelado.

e) Permiten la aplicacién de todas las propiedades anteriores a

problemas reales.

De aqui que los componentes del modelado molecular sean los siguientes.

a) Los métodos de calculo (empiricos, semiempiricos, ab initio,
funcionales de la densidad, etc.) forman el corazén de un verdadero
sistema de modelado molecular. Con ellos se calculan las energias
(calores de formacién, energias electronicas, electrostaticas, etc.) y
otras propiedades tales como momentos dipolares, densidad

electrénica, etc.

b) Los procedimientos de manipulacion de la geometria molecular
permiten el estudio de las diferentes conformaciones de un sistema.
Al acoplarse con los métodos de calculo, permiten el estudio de las

propiedades moleculares dependientes de la conformacion.

c) Los métodos graficos, son el tercer gran pilar en que se asienta
el modelado molecular. Permiten la interpretacion visual de las

conformaciones y las propiedades moleculares en forma atractiva.
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d) Los procedimientos de analisis permiten interpretar los datos producidos por
algunos componentes del sistema. Por ejemplo, analizar el grado de

flexibilidad o de rigidez que presentan las distintas zonas de la molécula.

e) Todas las funcionalidades expresadas pueden utilizarse en el estudio de
sistemas quimicos o bioquimicos complicados, como puede ser, por
ejemplo, los estudios de farmacologia tedrica o los estudios de reacciones

quimicas.’

10
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2 ANTECEDENTES

2.1 El género Stevia

El género Stevia, perteneciente a la tribu Eupatorieae, familia Asteraceae, se
extiende desde el suroeste de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina, a
través de México, América Central, los Andes y las Tierras Altas Brasilefias en
ecosistemas localizados entre 1000 y 2000 m sobre el nivel del mar. Se estima
que el numero de especies dentro del género es de 300, de las cuales mas de
80 se encuentran en Norte América, y de éstas, 70 especies son nativas de

México (Figura 2)."

Stevia serrata Stevia eupatoria Stevia tomentosa

Figura 2. Ejemplos de algunas especies de Stevia.

En el estado de Hidalgo, las condiciones climaticas y fisiograficas tan diversas de
la Sierra de Pachuca propician la existencia de un considerable numero de
habitats, lo cual ha favorecido el establecimiento de distintas comunidades
vegetales, entre las cuales se encuentran 21 especies de Stevia: S. eupatoria, S.
hirsuta DC. var hirsuta, S. iltisiana, S. jorullensis, S. latifolia, S. lucida, S.
micrantha, S. aff. monardifolia, S. monardifolia, S. nepetifolia, S. ovata, S. ovata
var. ovata, S. pilosa, S. porphyrea, S. purpusii, S. rhombifolia var. typica, S.
saucifolia, S. salicifolia var. salicifolia, S. serrata, S. tephra y S. tomentosa.*? De
las 21 especies encontradas en el Edo. de Hidalgo, unicamente se han

descrito estudios fitoquimicos de 10 especies.™

11
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2.2 Composicion quimica de Stevia

Debido a que el género Stevia es uno de los mas grandes y reconocidos de la
tribu Eupatorieae, este taxon, morfolégicamente bien delineado en el grupo
Piqueria, tiene una amplia diversidad en su composicién quimica.’ De los
estudios fitoquimicos realizados en aproximadamente 70 especies se han

encontrado metabolitos tales como:

> Aceites esenciales y otros constituyentes volatiles. Como ejemplos se
pueden mencionar: borneol (1), cineol (2), pulegona (3), geraniol (4),
acetato de linalol (5), chamazuleno (6), a-humuleno (7), cariofileno (8), etc.

AcO 7 \
M’ —
5 6 7 8

” Derivados de la acetofenona, benzofurano y cromeno. Como ejemplos de
estos compuestos se encuentran: p-hidroxiacetofenona (9), un derivado

del benzofurano (10) y el derivado del cromeno (11)

12
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9 10 11

» Sesquiterpenos funcional/izados, de  los cuales se muestran los

esqueletos de un representante de cada familia.

-Bisabolanos (12) -Longipinanos (13)

-Germacrenos (14) -Elemandlidos (15)

-Eudesmanos (16) -Eremofilanos (17)

-Guaianolidos (18) -Pseudoguaiandlidos (19)
0

f\? ﬁ\.)\\ &9 ”\’ e
y < 33 @4/ 3 S . K

12 13 14 15

16 17 18 19
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» Diterpenos. Los mas comunes son los tetraciclicos.

m Aciclicos y biciclicos, tales como el 20-hidroxigeranilnerol (20), el acido

20, 7a-dihidroxj-8(17),13Z-labdadien-15-oico (21) y el seco-labdano (22).

CO,H
OH f f!

OH

20

ﬁ/ “CO,H
Hopc\/\;(j/
|

H
22
m Tetraciclicos. Representantes caracteristicos de este tipo de diterpenos son
los derivados del enf-kaureno (23-30), de los cuales 23 y 25 son glicésidos

dulces que se emplean como sustitutos del azucar debido a su alto poder

edulcorante y bajo contenido caldrico.
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O~Z7~0H
0—L—1—LOR?

N / )
ﬁf’i 0. /O "““-/'FJF‘H"‘ OH

P L7~ LOH
5 N

COOR!
23R'=Glc; RZ=H 27R'=R%2=Glc
24R'=R%=H 28 R' = Glc; R2 = H
25R'=R%=Glc
26R'=H: RZ2=Glc
L?H
Q s —QOH
— : 2
P = OR" _on
/4&\4 o
(] HO
7/\/ ?H
/=0 P~LT~04
0 \L.7\Z0H
R'O

29R'=H; R%=Glc
30R'=Glc;R?2=H

> Triterpenos y esteroles. Dentro de este grupo de compuestos estan el p-
sitosterol, estigmasterol, campesterol, oleananos, lupanos, taraxasteranos y
friedelanos. Como ejemplos se muestran a continuacion: (B-amirina (31), acido

oleandlico (32), lupeol (33) taraxasterol (34) y friedelina (35).
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e
Fosid

32

33 34 35

> Flavonoides. Los miembros de la familia Asteraceae son una fuente rica
en agliconas flavonoides, las cuales se acumulan principalmente en las partes
aéreas de la planta, encontrandose patrones de sustitucion similares entre

flavonas y flavonoles. Como ejemplo se muestran los flavonoides 40-43.

40 R'=R*=0Me; R*=H; R®*=0H; R"=Me
41 R'=R3=R%=R"=H; R*=Me

42 R'=0H; R3=R%=R’=H; R*=Me

43 R'=R3=R%=R8=H; R"=Me

16
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Los derivados del longipinano constituyen una de las clases mas
representativas de compuestos presentes en Stevia. Este grupo comprende 61
compuestos, 43 longipinanos y 18 longipinenos, los cuales pueden clasificarse
sistematicamente en 18 tipos representativos. Como puede apreciarse en la
Figura 3, los grupos funcionales caracteristicos presentes en estos compuestos
son un grupo carbonilo en C-1 y grupos hidroxilo o esteres en C-7, C-8, C-9 y/o
C-15. En los compuestos saturados el grupo metilo en C-3 se encuentra
siempre con una configuracién a, mientras que el grupo hidroxilo o los grupos
esteres en C-7, C-8 y C-9 tienen siempre una configuracion B, a y a,
respectivamente. Cada una de las especies analizadas generalmente produce
muchas de estas sustancias generando mezclas complejas que dificultan su
separacion. Los esteres mas comunes son angelatos (Ang), tiglatos (Tigl),
senecioatos (Sen), metilacrilatos (Meacr) y acetatos (Ac), aunque también se
han encontrado en menor proporcién epoxiangelatos (Epang), isovaleratos (i-
Val), isobutiratos (i-Bu), sarracenilatos (Sar), acetoxisarracenilatos (Sarac) y a-
metilbutiratos (MeBu)." Este ultimo residuo [MeBu = CH3CH,CH(CH3)CO] sdlo se
ha encontrado unido a tres lactonas sesquiterpénicas aisladas de S. serrata Cav.
y a dos derivados del longipineno aislados de la misma especie. Cabe sefalar
que la configuracion absoluta de dicho residuo no habia sido descrita hasta

ahora.””""
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Figura 3. Tipos de derivados del longipineno aislados de Stevia, donde OR
pueden ser diversos grupos éster.
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R'. R?y R? pueden ser:

o B 0
Ac i Meacr (/L!\T/A MeBu (/Uxi/x
g
i 0 0
-Bu VH\T" i-Val f)\\)\ Sen ¢ /!L\./-‘l-\

0 0 0
Tig! (K,A\ Ang A% Epang (/.l‘“ﬁx)

(@] | ﬂ
Epang® (/“\wl) Sar ("k(\ Sarac ¢ “““ 7N
& |

Estereoquimica absoluta determinada en este trabajo
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2.3 Distribucion de metabolitos secundarios en Stevia

La Tabla 2 muestra la distribucion de metabolitos secundarios en Stevia,

reportados hasta el afio 1998."

Tabla 2. Metabolitos secundarios en Stevia.

Lactonas TT —
Especie Sesquiterpénicas | Lg |Sq|DT| y |Fl|Otros| Colectada .
estudiada
Ge | Gu | Eu | Otr St en \
S. achalensis *: | * £ | % | * - Argentina Aérea
S. aff. tomentosum + México Aérea |
S. alpina + + Argentina Aérea_!
S. amambayensis + + + |+ + + Aérea, Raiz |
S. andina ]+ | * Pert Aérea
S. aristata 4 + + |+ | + + + Paraguay Aérea, Raiz |
S. berlandieri + |+ |+ |+ [+ + México Aérea |
S. boliviensis + + | + + + Bolivia Aérea, Raiz
S. breviaristata + + | * + + Argentina Aérea, Raiz
S. chamaedrys + + + México Aérea
S. cuzcoensis + Perl Aérea
S. elatior + Guatemala Raiz
S. eupatoria W ] |+ México Aérea
S. galeopsidifolia A Pert Aérea
S. gilliesii + Argentina Aerea
S. grisebachiana + |+ + Argentina Aérea
S. h yss_opffoi.fa var. i | 5 i México e
hyssopifolia
S. isomeca + México Aérea
S. jaliscensis + + Aérea, Raiz |
S. jujuyensis + + + |+ |+ Argentina Aérea
S. lemmonia + | * + |+ |+ + México Aérea, Raiz |
S. lucida + + |+ |+ \nﬁ?(?;‘lela' Aérea, Raiz |!
S. maimarensis | + | + Eiil + Argentina Aérea |
S. mandonii + |+ + Bolivia Aérea, Raiz
S. mercedensis + + + |+ + |+ + Argentina Aéra, Raiz
S. microchaeta + México Agérea
S. monardaefolia + il L K + México Aerea |
S. myriadenia + ol + Brasil Aérea, Raiz
| S. nepetifolia + México Aérea
| S. origanoides Ll + |+ México Aérea, Raiz |
México ;
S, ovala o M : 3, A & Janhn ‘cult. Aerga.
(= S. rhombifolia) Gur;t 5 r$1 ala) Raiz
S. paniculata + | + Japén (cult) Aérea
S. phlebophylia + México Aérea
S. pilosa + México Aérea
México, Aérea,
S pelsephple i Guatemala Raiz
S. polyphylla + |+ |+ |+ + Bolivia Aérea |
S. potrerensis + + Argentina Aérea |
S. procumbens + |+ + Argentina Aérea
S. purpurea + + + Aérea,ﬂ
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Paraguay, |
S. rebaudiana + Japon (cult), Aérea ‘
Filipinas {cult)
8. salicifolia México Aérea, Raiz |
8. salicifolia var. - !
salicifolia | Meéxico Aérea |
S. salicifolia var. :
I77:7 T N A A I N O N N I O \
'S samaipatensis | | + R Bolivia Aérea 3|
S. sanguinea + + + Argentina Aerea |
| S. sarensis ) . (R () I - T N I U Bolivia Aérea
S. satureifolia + + Argentina Aérea
S. seleriana e | o México _ Aérea
México, !
S. serrata + + + + + Japon (cult), | Aérea, Raiz
Guatemala |
S. selifera ‘ + + [+ [+ + | Bolivia | Aérea |
S. soratensis i g Pert Aérea |
S. subpubencens [ + + + | México Aérea, Raiz |
S sqbpubenqens + + México Raiz ‘|
var. intermedia |
S. triffora + Venezuela Aérea |
S. vaga + + ¥ + Argentina Aérea |
S. viscida ] + México Raiz |
| S. yaconensis ) L+ |4 + Bolivia Aérea, Raiz
S. yaconensis var. 4 £ Argentina Adica
aristifera | | | | |
8. yaconensis var. :
Sugegfandufosa * | | Awgenting Agrea ]l

Ge: germacrandlidos; Gu: guayandlidos; Lg: Longipinanos; Sq: sesquiterpenos;
DT: diterpenos; TT: triterpenos; ST: esteroles; Fl: flavonoides.
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2.4 Stevia pilosa Lag.

Stevia pilosa Lag. se utiliza como
planta ornamental en el tradicional
dia de muertos en el Estado de
Hidalgo, tal vez por su llamativa flor
morada. De esta planta se encontrd
s6lo un estudio quimico sobre la
parte aérea, de donde se aislé una
sesquiterpenlactona conocida como
leukodina.™

2.5 Stevia tomentosa H.B.K

A partir del extracto hexanico de las
raices de S. tomentosa H.B.K. se
aislaron y caracterizaron los
sesquiterpenos 44 a 48, asi como
los triterpenos: acetato de
dammaranilo (49), 3p-friedelanol
(50), PB-sitosterol y estigmasterol
(51) (Figura 4), los cuales se

caracterizaron mediante sus datos

fisicos y espectroscopicos y por comparacion con datos descritos de sustancias
conocidas o compuestos relacionados. Los datos completos de RMN de 'H y de ™*C del

compuesto 44 no se encontraron descritos.'®
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44 45 46

47| Ang Ang

48 | Ang MeBu

49 50 51 [(-sitosteroal

estigmasterol A20-2

Figura 4. Compuestos aislados a partir del extracto hexanico de las raices de
S. tomentosa H.B.K
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2.6 Actividad antibacteriana de los extractos de S. pilosay S.

tomentosa

Se realizaron pruebas de actividad antibacteriana y determinacién de la
concentracion minima inhibitoria de los extractos de hexano, acetato de etilo y
metanol, de la parte aérea (flor, hoja y tallo) y raices de cada planta, mediante
un ensayo de difusidén en agar, segun la técnica de Kirby Bauer modificada. Las
cepas empleadas fueron bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 2592, Bacillus subtilis ATCC 6633), y bacterias Gram negativas
(Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhymurium ATCC 4028 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031)*° y los resultados obtenidos se
mencionan a continuacion. Se empleé como testigo positivo la estreptomicina
en concentraciones de 0.1y 1.0 mg/mL.

Extractos de S. pilosa Lag. Los diferentes extractos inhibieron a por lo menos
una de las 5 bacterias estudiadas, observandose halos de inhibicion a una
concentracion de 500 mg/mL, excepto para el extracto hexanico de las flores, el
cual inhibié a Staphylococcus aureus encontrandose una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 50 mg/mL. Todos los extractos estudiados mostraron
actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus, mientras que Bacillus
subtilis so6lo fue inhibido por los extractos de flores y hojas. El extracto de
acetato de etilo de las flores fue el Unico capaz de inhibir Escherichia coli. Las
cepas de Klebsiella pneumoniae y Salmonella typhymurium fueron inhibidas
por los extractos de flores. También se observé que los extractos de flores
fueron los mas activos contra las bacterias estudiadas, seguidos por los de
hojas y los de raiz. En general, los extractos de S. pilosa fueron mas activos
contra bacterias Gram positivas, que contra bacterias Gram negativas. La
determinacién de la actividad antibacteriana se considerd positiva al observarse

un halo de inhibicion.
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Extractos de S. tomentosa H.B.K. Los extractos evaluados mostraron
actividad contra por lo menos una de las 5 bacterias estudiadas. Esta actividad
se presentd mediante halos de inhibicidén a las concentraciones de 500 mg/mL,
excepto para los extractos de acetato de etilo obtenidos de las hojas y los
extractos hexanicos obtenidos de la raiz a una concentracion de 330 mg/mL.
Los dos extractos mencionados anteriormente fueron los mas activos contra
Staphylococcus aureus a una concentracion de 330 mg/mL, presentando halos
de inhibicion de 3.75 y 4.00 mm, respectivamente. Todos los extractos
estudiados mostraron actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
mientras que Bacillus subtilis solo fue inhibido por los extractos metandlicos de
las flores y de las hojas, y el extracto de acetato de etilo de las hojas. Las
cepas de Eschehchia coli y Klebsiella pneumoniae no fueron inhibidas por
ningun extracto. Los extractos metandlico y de acetato de etilo de las flores y
de las hojas, respectivamente, fueron los Unicos capaces de inhibir a
Salmonella typhymurium. Se observé que los extractos de flores y hojas fueron
los mas activos contra un mayor numero de cepas, seguido por los de raiz. Los
extractos de esta planta mostraron mayor actividad inhibitoria contra bacterias

Gram positivas.
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En este trabajo se describe el estudio quimico del extracto hexanico de las
raices de S. pilosa, la asignacién de la configuracion absoluta del residuo a-
metilbutanoico en los derivados del longipineno encontrados en esta especie,
asi como el estudio conformacional de los sesquiterpenos: (-)-valeranona,
(4R,5S,7R,10R,11R)-7-angeloiloxilongipin-2-en-1-ona, a-isocomeno y Y-
cadineno. Ademas, se asignaron por completo los espectros de RMN de H y
de *C de (-)-valeranona, mediante la combinacién de calculos de teoria de
funcionales de la densidad (DFT), simulacion espectral y experimentos en dos

dimensiones de RMN.
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3 OBJETIVOS

. Llevar a cabo el estudio quimico del extracto hexanico de las raices de
Stevia pilosa Lag.

. Establecer una metodologia para la determinacion de la configuracion

absoluta de residuos a-metilbutiroilos en productos naturales.

. Determinar la configuracion absoluta del residuo a-metilbutiroilo en los
derivados del longipineno 48 y 63.

. Realizar el analisis conformacional de (-)-valeranona (44), aislada a partir

de las raices de Stevia tomentosa H.B.K.

. Realizar el analisis conformacional del (4R,5S,7R,10R,11R)-7-
angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58), aislado de las raices de S. pilosa Lag.

. Realizar el anélisis conformacional del a-isocomeno (52), aislado de las

fracciones poco polares de las raices de S. pilosa Lag.

. Llevar a cabo el analisis conformacional del y-cadineno (54), el cual se

aislo a partir del extracto hexanico de las raices de S. pilosa Lag.
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4 JUSTIFICACION

Debido a que en la actualidad existe un gran numero de especies vegetales de
las cuales se desconoce su composicidn quimica, y por lo tanto, la estructura
del o los productos naturales que pudiesen presentar alguna actividad
farmacolégica benéfica o dafina, es necesario llevar a cabo el estudio quimico
de las especies que se encuentran a nuestro alrededor.

Como en la mayoria de los casos los compuestos aislados de las plantas son
quirales, encontrandose s6lo uno de los enantiomeros, y algunas de estas
sustancias presentan actividad biologica, resulta importante determinar su
estereoquimica y configuracion absoluta debido a la implicacion en el contexto
de la actividad farmacologica, ya que si en un futuro se encontrara que dicho
compuesto tiene alguna actividad biologica y se llevara a cabo su sintesis, el
compuesto sintetizado debe de tener exactamente la misma configuracidon que
la presentada por el producto natural para que éste sea farmacoldégicamente
activo.

Ademas, debido a que en el organismo humano se tienen receptores
determinados con requerimientos tridimensionales especificos, el estudio
conformacional de un compuesto es un aspecto muy relevante, ya que la
perfecta relacién conformacién-actividad biolégica da como resultado una
buena respuesta farmacoldgica. El estudio del comportamiento conformacional
de las moléculas nos proporciona la informacion necesaria para entender la
relacion que guarda una molécula con su receptor biolégico y poder asi
proponer la sintesis de analogos conformacionales biolégicamente activos, los
cuales no siempre estan representados por el conformero mas estable
energéticamente.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Esta seccidn de la tesis ha sido dividida en tres partes:

5.1 Aislamiento y caracterizacion de los metabolitos de Stevia pilosa 47,48 y 52-64
(Figura 5).

52 53 54

“‘>
fiiy
(SENN

55 56 57

@)
R1 Rz /H\)
MeBu =

58| H H z
59| OAng H i
63| OMeBu H

64| OAc OAng

o)
47| OAng OH _
48| OMeBu OH Ang = (/U\])

Figura 5. Metabolitos aislados de Stevia pilosa Lag.
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5.2 Determinacién de la configuracion absoluta del residuo a-metilbutiroilo en
derivados del longipineno

5.3 Analisis conformacional de compuestos selectos aislados de especies del
género Stevia.

44 58

!

)

52 54
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5.1 Aislamiento y caracterizacion de los metabolitos de Stevia

pilosa Lag.

Las especies estudiadas se colectaron en su
periodo de floracion, en el mes de octubre del
afo 2001, en el Municipio de Mineral del
Monte y en la localidad conocida como El

Guajolote, Epazoyucan, Hgo.

Localidad El Guajolote

Los especimenes fueron identificados por el
Dr. Jerzy Rzedowski y un ejemplar se depositd
en el Herbario del Instituto de Ecologia A. C,
Patzcuaro, Michoacan, Meéxico [(M. Torres
Valencia 10 (IEB)].

- >

Stevia pilosa Lag.

Los especimenes colectados se secaron al aire libre y en la sombra, se dividieron
en parte aérea (flor, hoja y tallo) y raices. Las raices se sometieron a molienda
mecanica y posteriormente a reflujo durante 6 h empleando hexano como
disolvente, seguido por acetato de etilo y finalmente metanol, filtrado vy
concentracién en rotavapor. De esta manera se obtuvieron los extractos de
hexano, AcOEt y MeOH. Posteriormente, los extractos de hexano y acetato de
etilo se desgrasaron, para lo cual se agregé metanol, se calenté a 50 °C, se dejo
enfriar a temperatura ambiente y después se refrigeraron a 0 °C durante 12 h.
Después se filtraron y se concentraron en rotavapor para obtener asi los extractos

desgrasados.
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El extracto hexanico de las raices de S. pilosa Lag. se sometié a cromatografia
rapida, colectando eluatos de 20 mL y usando hexano, mezclas de hexano-AcOEt
9:1, hexano-AcOEt 8:2, hexano-AcOEt 1:1 y AcOEt como eluyentes. Los eluatos 9-
14 se recromatografiaron empleando gel de silice impregnada con AgNOs;
(20%), hexano como eluyente y colectando fracciones de 2 mL. En los eluatos 21-
37 se obtuvo una mezcla de sesquiterpenos, los cuales se separaron mediante
CCF (Cromatografia en Capa Fina) impregnada con AgNO3; (20%) usando como

eluyentes pentano y CH,Cls.

De la banda de Rf 0.69 se obtuvo un aceite transparente cuyo espectro de RMN
de "H a 300 MHz (Figura 6) mostré en 4.86 ppm una sefial simple ancha del
proton vinilico H5 y en 1.56 ppm un sefial doble para Me14 (J = 1.5 Hz). En 2.0
ppm se observa una sefial quintuple de dobles ancha correspondiente a H9 por
acoplamiento con los protones metilénicos H10a y H10(3, y el metilo Me12 (J = 6.9,
1.8 Hz). La sefal de los protones del metilo Me12 se muestran como una sefal
doble en 0.85 ppm (J = 1.8 Hz). Las sefiales para los protones de los metilos
Me13 y Me15 se observan como sefales simples casi sobrepuestas en 1.03 y
1.04 ppm, la distincion entre Me13 y Me15 se logré mediante el experimento
HMBC. Asi, la sefial para Me13 mostrd correlaciéon con las sefales de C11 y C6 vy,
la sefial del Me15 mostré correlaciéon con las senales de C3 y C5 (Figura 11). Esto
nos condujo a corregir la asignacion descrita®’ respecto al desplazamiento de las
sefales correspondientes a los carbonos C1, C2, C10 y los carbonos de los
metilos 13 y 15 (Figuras 7-11).

Las sefales para los carbonos protonados y de los grupos metilo se asignaron
mediante los experimentos HSQC y HMBC, a partir de la asignacion de las

sefiales en el espectro de H.
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Por comparacion del espectro de RMN de "H con datos descritos®'? se determiné que

se trataba del sesquiterpeno triciclico a-isocomeno (52), el cual pertenece a la familia
de los triquinanos.

3/\1?

2 12
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Figura 6. Espectro de RMN de "H a 300 MHz del u-isocomeno (52) en CDCls.
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Figura 7. Espectro de RMN de "°C a 75.4 MHz del a-isocomeno (52) en CDCls.
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Figura 8. Espectro HSQC (300 MHz) del a-isocomeno (52).
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Figura 9. Ampliacién del espectro HSQC (300 MHz) del a-isocomeno (52).

37



200 10,0

80.0 ‘T(II.O 60.0 50.0 40.0 300
ik il | ] | daal

90|.0

14 =
-~ 12
i1al 3a11b3b
9 1a |10a10b 2b

1500 140.0 130.0 1200 110.0 100.0

S :
4:0 JIO 2:6 ' 110
Figura 10. Espectro HMBC a 300 MHz del a-isocomeno (52).
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Figura 11. Ampliacion del espectro HMBC a 300 MHz del a-isocomeno (52).
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Déla banda de Rf de 0.41 se aislé un compuesto como un aceite transparente, en
cuyo espectro de RMN de 'H a 400 MHz (Figura 12) mostré una sefial simple
ancha en 4.83 ppm caracteristica de un protén vinilico, en 1.61 ppm se observo
una sefal simple de un metilo vinilico, en 0.97 ppm una senal simple que integrd
para 9 protones y que correspondio a tres metilos. Los desplazamientos y
multiplicidad de las sefiales se compararon con datos reportados®-? y se concluyé que

se trataba del sesquiterpeno conocido como modefeno (53).

93
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del modefeno (53) en CDCls.
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De los eluatos 17-22 se aisld el y-cadineno (54) como un aceite transparente. El
espectro de RMN de 'H (Figura 13) mostré en 5.56 ppm la sefial ancha del protdn
vinilico H5 y en 1.69 ppm una senal simple ancha para Me15. En 4.66 y 4.55 ppm se
observaron sefales simples que corresponden a los protones H14 y H14' del
metileno exociclico, pero al obtener una ampliaciéon del espectro de RMN de 'H se
aprecié que en realidad son sefales cuadruples anchas (J = 0.6 Hz), es decir cada
uno de los protones exociclicos se acopla con los protones H1, H9(3 y el respectivo
proton geminal, cuyo valor de la constante de acoplamiento es similar y
tedricamente el mismo. Los protones con los cuales mostraban un acoplamiento
H14 y H14' se determindé después de analizar los angulos diedros teoricos del
conformero de minima energia obtenido mediante calculos de funcionales de la
densidad (DHq4-HI = 116.7°, ®Hy4-HI = 124.2°, OH14-HOb = - 116.2°). La sefal del
protén H9 en 2.39 ppm, se observa como una senal doble de triples (J = 12.8, 3.7
Hz) por acoplamiento con los protones metilénicos H8a y H8p, la asignacion de
esta sefal se llevd a cabo principalmente mediante los experimentos HMQC y
HMBC. La sefal séptuple de dobles en 2.20 ppm corresponde al proton H11 por
acoplamiento con el proton metinico H7 y los metilos Me12 y Me13 (J = 6.9, 3.3
Hz). En 1.49 ppm se muestra la sefial correspondiente al proton H2a, la cual
aparece como una sefial doble de doble de doble de dobles (dddd) debida a la
correlacion con H1, H2B3, H3a y H3pB (J20,,2PB= J2,,i = J2,3/5=11.7; J20,,30. = 6.2 HZz). La
asignacion de la senal doble de doble de doble de dobles (dddd) para el protén H8a
en 1.12 ppm se realizd en base a los valores de las constantes de
acoplamiento observadas (J8a, 8B = J8a,7 = J8,94 = 12.8; Js,,9a = 4.0 Hz) por
acoplamiento con H7, H8a, H8B(3, H9a y HIB. Finalmente, en 0.92 y 0.73 ppm se
observan dos sefiales dobles correspondientes a Me12 y Me13 respectivamente,

por acoplarse con H11 (J = 6.9 Hz).
El compuesto 54 se caracterizé mediante la comparacion de sus datos de RMN en

una y dos dimensiones (Figuras 13-16) con los descritos.?® El valor de su rotacion

dptica [a]*°p = +122.3 (c - 0.11, CHCIl3) también fue de gran utilidad ya que existen
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varios isomeros de acuerdo a la posicion que tienen los dobles enlaces
en la molécula, pero el valor y el signo de la rotacion optica son

caracteristicos para cadauno?
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del y-cadineno (54) en CDCls.
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De las fracciones 42-46 se obtuvo un aceite transparente en cuyo espectro de
RMN de 'H (Figura 17) se observaron dos sefiales mdiltiples anchas en 4.63 y 4.60
ppm respectivamente, las cuales integraron para un protén cada una, ambas
senales corresponden a los protones del metileno exociclico H14. La sefal doble
de triples en 2.34 ppm se asigno al protdon 5a por mostrar acoplamiento con el
proton 58 y H14 (J = 14.6, 2.6 Hz), mientras que la sefal en 2.09 ppm corresponde al
protén H5p el cual sélo se encuentra acoplado al protéon geminal H5a (J = 14.6 Hz),
la diferenciacion de las senales correspondientes a H5a y H5B se llevd a cabo
mediante el analisis de los angulos dihedros tedricos, a partir del conférmero de
minima energia encontrado por teoria de funcionales de la densidad. La sefial
séxtuple que se aprecia en 1.99 ppm corresponde al protén H9 el cual se acopla a
los protones del metileno 10a y 10, asi como a los protones del metilo Me12 (J =
6.9 Hz). En 1.09 y 0.98 ppm se observaron las sefales simples de los metilos
Me13 y Me15, respectivamente. Finalmente, en 0.91 ppm se aprecié una sefal
doble (J = 6.9 Hz) que correspondio al metilo Me12. La asignacion de las sefiales
del espectro de RMN de "*C se hizo en base a las correlaciones observadas en los
experimentos bidimensionales y al espectro de 3c asignado del compuesto 52
(Figura 7) ya que no se observaron cambios significativos en el sistema del

triquinano. Al comparar todas las sefales, tanto del espectro de 'H como de ™C

28u29

(Figuras 17-20) con los datos reportados, concluimos que se trataba del B-

isocomeno (55).
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del p-isocomeno (55) en CDCls.
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Las fracciones 57-65 se sometieron a una recromatografia en columna empleando
gel de silice impregnada con AgNOs; (20%), hexano como eluente y colectando
eluatos de 5 mL Como resultado de esta cromatografia, en las fracciones 23-37
se obtuvo un compuesto cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 21) es similar al
obtenido para el a-isocomeno (52) (Figura 6). A diferencia de 52 la sefal
correspondiente a los protones del metilo Me14 en 1.56 ppm se desplazé a
frecuencias altas, encontrandose ahora en 4.56 ppm, desplazamiento que nos
indicé que el metilo se habia convertido en un metileno base de un éster, y
ademas, en 2.10 ppm se aprecié una sefal simple que integré para tres protones,
caracteristica de un grupo metilo de acetato. Por lo tanto, se concluyé que se
trataba de un derivado acetilado del isocomeno. Esto se comprobé mediante el
experimento HMBC (Figura 24), al observarse la correlacion a tres enlaces de los

protones H14 con el carbonilo del grupo acetilo.

El analisis espectroscopico del compuesto aislado permitié determinar la
estructura del 14-acetoxiisocomeno (56), el cual de acuerdo a la comparacion de
los espectros de RMN (Figuras 21-24) con datos reportados para otros derivados

acetilados del isocomeno?®-*2

resulté ser un compuesto nuevo. La configuracion
absoluta del compuesto 56 se propone como 4S,7S,8R,9R debido a que si se
considera que la ruta biogenética para su formacion es la misma que para el a-
isocomeno, cuya configuracion absoluta se establecid mediante sintesis,33 es

posible suponer que el compuesto 56 tendra la misma configuracion absoluta.
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Cabe resaltar que es la primera vez que se aislan los compuestos 52, 53 y 55 de
plantas de este género. Ademas, se tiene conocimiento de isocomenos en los
cuales un grupo acetato se encuentra en las posiciones 1y 13, pero hasta ahora no

se habia descrito el aislamiento del 14-acetoxiisocomeno (56)
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 14-acetoxiisocomeno (56) en CDCl5.
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En las fracciones 66 a 75 se obtuvo un compuesto como un aceite transparente.
Los datos de RMN indicaron que se trataba de un compuesto hidroxilado, donde
los anillos de seis miembros no presentan cambios significativos con respecto al
compuesto 54 (Figura 13). El espectro de RMN de 'H en CDCls de 57 se muestra en
la Figura 25. En 5.54 ppm se observo una senal simple ancha que se asigno al
protén vinilico H5 y la sefial simple en 1.66 ppm que integrd para tres protones se
asignoé al metilo vinilico Me15. A frecuencias bajas en 2.17 ppm aparece una sefal
séptuple de dobles la cual corresponde al proton H11 (J = 6.9, 3.3 Hz), mientras
que las senales dobles en 0.92 y 0.80 ppm se asignaron a Me12 y Me13 (J = 6.9
Hz). Se asignd la senal simple ancha en 1.22 ppm como Me14 ya que como se
puede observar en la Figura 25 por el desplazamiento que presenta, corresponde a
un metilo unido a un carbono base de un alcohol. El experimento HMBC permitié
llevar a cabo la diferenciacion entre las sefiales de >C de C7 y C1, encontrandose
que la senal en 47.0 ppm corresponde a C7 ya que se observo una correlacion de

dicha sefal con las sefales de H5, Me12 y Me13.

La comparacion de los datos de RMN de "H y *C (Figuras 25-28) con los datos
reportados,® asi como el valor de la rotacion éptica [a]*°p = +3.4 (c 1.3, CHCI3),

nos indicaron que el compuesto aislado era el a-cadinol (57).
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Figura 26. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del a-cadinol (57) en CDCls.
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Las fracciones 99-137 obtenidas de la elucién con hexano:AcOEt (9:1), cada
una de 10 mL, se juntaron para su posterior recromatografia, asi como las
fracciones 146-148.

La recromatografia de las fracciones 99-137 se llevé a cabo mediante
cromatografia rapida, empleando una mezcla de hexano-AcOEt 955 y
colectando fracciones de 10 mL. En los eluatos 165-211 se obtuvo una mezcla
de compuestos, la cual se purific6 por CCF (hexano-AcOEt 9:1, 18
desarrollos) proporcionando los compuestos 58 (Rf 0.74) y 59 (R 0.64). Estos
compuestos se analizaron mediante RMN, en donde se pudo determinar que
se trataba de dos derivados del longipineno conteniendo residuos angeloilo.
La comparacién de sus datos con los reportados nos permitieron determinar
que los compuestos correspondian al (4R,5S,7R,10R,11R)-7
angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58) (Figuras 29-31 ),3° y
(4R,5S,7S,8S,10/?,11R)-7,8-diangeloiloxjlongipin-2-en-1-ona (59) (Figura 32).*~*

58 59
i
Ang = 2 Tf/{/

La configuracion del sistema del longipineno fue establecida por
correlacion quimica del diol 60, el cual se obtuvo como producto de hidrélisis
de los esteres naturales y también como producto de la correlacion
quimica del compuesto conocido como rasteviona (61), con una molécula
relacionada que es la vulgarona B (62). Se compararon las curvas de

dicroismo circular, encontrandose una muy buena correspondencia entre
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ellas. La configuracién absoluta de la vulgarona B 61) fue establecida por correlacion

con el (+)-longipineno.*"%

OH OH

Q }\7 o )’i\ ~OAng o >‘|
1 *_"\ - :H \ /L <A
§; RHTA G \f \5“7;"' OAng | 3 AL 7/

60 61 62

El espectro de RMN de 'H de 58 (Figura 29) mostré sefiales que corresponden a
los protones del residuo angeloilo unido al sistema de longipineno. En 6.09 ppm
aparece una sefal cuadruple de cuadruples del proton vinilico H3' (J = 7.4, 1.5
Hz), la sefal doble de cuadruples en 2.02 que corresponde a H4' se debe al
acoplamiento de H4' con H3'y H5' (J = 7.4, 1.5 Hz) y finalmente la sefial quintuple
en 1.92 ppm se asigné como H5' (J = 1.5 Hz). Con respecto a los protones del
sistema de longipineno, en 5.77 ppm se observa la sefial para el proton vinilico H2
como una sefal simple ancha. La sefal doble de dobles en 4.80 ppm corresponde
al proton H7 por acoplamiento con H8a y H8p (J = 11.4, 1.1 Hz), el valor tan
pequefo de la constante de acoplamiento entre H7 y H8a se debe al angulo
dihedro formado entre ambos protones, el cual tiene un valor de 74° (analisis
mediante relaciones de tipo Karplus). Las sefiales dobles en 2.83 y 2.72 ppm se
asignaron a H11 y H4 respectivamente (J = 6.6 Hz). En 2.22 y 2.04 ppm se
aprecian dos sefales que corresponden a H5 y Me15 respectivamente.
Finalmente, las sefales simples debidas a los metilos del sistema se localizan en
1.05, 0.99 y 0.93 ppm y corresponden a Me12, Me14 y Me15.

La asignacion de las sefiales en el espectro de RMN de *C se llevé a cabo

mediante el analisis de los experimentos bidimensionales HMQC y HMBC y por

comparacion con la base de datos de longipinenos.*
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El espectro de RMN de 'H del compuesto 59 (Figura 32) es similar al de 58,
excepto que ahora encontramos una sefal triple de dobles en 5.43 ppm (J = 11.0,
5.1 Hz). La cual corresponde al proton H8 base del segundo residuo angeloilo, la
presencia de un éster en C8 modifica también la multiplicidad y desplazamiento de
los protones H9, encontrandose ahora a H9p en 2.21 ppm como una sefial doble
de dobles (J = 14.3, 5.1 Hz). Debido a que las sefiales correspondientes a los
protones H3' de los residuos presentes tienen desplazamientos ligeramente
distintos, esto hace que la multiplicidad que presentan las sefiales no se vea de

forma tan clara como en el caso del compuesto 58.
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Fiaura 29. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7R,10R,11R)-7-angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58) en CDCl.
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Figura 30. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del (4R,5S,7R,10R,11R)-7-angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58) en CDCl.
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Figura 31. Espectro HMBC (400 MHz) del (4R,5S,7R,10R,11R)-7-angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58).
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,8S,10R,11R)-7,8-diangeloiloxilongipin-2-en-1-ona (59) en CDCl,.
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De las fracciones 238-280 de la recromatografia de 99-137 se obtuvo una mezcla de
dos compuestos, de los cuales mediante CLAR (MeOH-H,0, 70:30, con un flujo
de 4.5 mL/min, inyectando 2.5 mg) se separé y purifico el compuesto
(4R,5S,7S,8S,10R,11R,2"S)  -7-angeloiloxi-8-(a-metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona
(63), el cual tuvo un tiempo de retencion de 82 minutos. El espectro de 'H (Figura
33) no muestra diferencias significativas con respecto al del compuesto 59,
excepto en que ahora se observan en el espectro de RMN de 'H sefiales
correspondientes a un residuo oc-metilbutiroilo. En 2.26 ppm aparece una sefal
séxtuple debida al acoplamiento de H-2" con el metileno 3"y Me 5" {J = 7.0 Hz).
Las sefiales multiples en 1.58 y 1.45 ppm corresponden a H-3"a y H-3"b.
Finalmente, en 1.06 y 0.84 ppm se observan una sefal doble (J = 7.0 Hz) y una
sefal triple (J - 7.3 Hz) debidas a los metilos 4" y 5", respectivamente. La
asignacion completa del espectro de 'H se realiz6 mediante la comparacién con

datos reportados.®
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,8S,10R,11R,2"S)-7-angeloiloxi-8-(c-metilbutiroiloxi)-
longipin-2-en-1-ona (63) en CDCls.

72



Resultados y Discusion

Délos eluatos 324-329 obtenidos con una mezcla de hexano-AcOEt 9:1 se aisl6é un
compuesto, cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 34) mostré sefales
caracteristicas de un derivado del longipineno, encontrandose presentes dos
residuos angeloilo y un acetilo, ya que se aprecian en el espectro tres sefales
base de grupos éster, la sefial doble en 5.51 ppm (J = 11.7 Hz) corresponde a H7,
en 5.48 ppm se encuentra una sefal doble que se asigné a H9 (J = 3.3 Hz) y la
sefial doble de dobles (J = 11.7, 3.3 Hz) que corresponde a H8 por acoplamiento
con H7 y H9 se muestra en 5.40 ppm. En cuanto a las sefales correspondientes a
los esteres, la multiplicidad y valores de las constantes de acoplamiento son
similares a los ya descritos, unicamente se encuentran pequefnas diferencias en el
valor del desplazamiento de los protones de cada residuo angeloilo presente en
64, encontrandose ademas, una senal simple en 1.90 ppm del metilo del residuo
acetilo. Para determinar la posicién en la cual se encontraban cada uno de los
residuos se obtuvieron los espectros bidimensionales, los cuales se compararon

con los reportados®"*°

y de esta forma se pudo determinar que el compuesto
aislado era la (4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R)-8-acetoxi-7,9-diangeloiloxilongipin-2-en-1-

ona (64) (Figuras 34-35).

64
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R)-7,9-diangeloiloxi-8-acetoxilongipin-2-
en-1-ona (64) en CDCls.

74



Resultados y Discusion

Me-AcO
5

14

15

6 4
5 10
12
4 13
11

"

T T A ARd RABES

e i L] LA S L e T B T Bl i | T RS B il M r igld i blid AL S et WA e LBl Jo R
2100 2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 0.0 80.0 70.0 60.0 500  40.0 30.0 20.0

T

10.0

Figura 35. Espectro de RMN de °C a 100 MHz del (4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R)-7,9-diangeloiloxi-8-acetoxilongipin-

2-en-1-ona (64) en CDCls.
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Finalmente, de las fracciones 146-148 se obtuvo una mezcla de derivados del
longipineno, los cuales se identificaron comparando sus espectros de RMN de H
y'*Ccon los de la literatura.’®*****! Esto nos permitié caracterizar a los derivados del
longipineno 47 y 48 como (4R,55,7S,8S,9S,10R,11R)-7,8-diangeloiloxi-9-

941 (Figura 36) y (4R,5S,7S,8S,9S,10R,11R,2"S)-7-
3942

hidroxilongipin-2-en-1-ona
angeloiloxi — 9 -hidroxi-8-(a-metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1 -ona respectivamente.
Los desplazamientos de los protones del sistema del longipineno, asi como de los

sustituyentes en C7, C8 y C9 se muestran en la Tabla 11 en la parte experimental.

47 48
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,85,9S,10R,11R,2"S)-7,8-diangeloiloxi-9-hidroxilongipin-
2-en-1-ona (47).
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5.2 Determinacién de la configuracion absoluta del residuo a-

metilbutiroilo en derivados del longipineno

5.2.1 Sintesis parcial de derivados del longipineno con el residuo a-

metilbutiroilo.

Debido a que no se habia descrito la configuracién absoluta del residuo MeBu en
derivados del longipineno de Stevia, se decidio llevar a cabo la sintesis de los
productos naturales 48 y 63, a partir del acido (S)-(+)-a-metilbutanoico, el cual es
un reactivo comercial. La comparacion de los datos espectroscopicos del éster
sintético con los del producto natural conduciria a determinar la estereoquimica

completa. Para ello, se plante¢ la ruta de sintesis mostrada en el Esquema 1.
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de raices
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R'=0Ang
RZ= H, OAng, OMeBu, OAc
R;=H, OH, OAng

| 1. KOH/MeOH
reflujo/30 min

2. Cromatografia

'

66 68

Acido (S)-(+)-
a-metilbutanoico
CH5Clyp/t.a./3 h

Acido (S)-(+)-
u-metilbutanoico
CHzClQH.an h

69 70
'1 AngC! AngCl
| CH.Chita. CHoClyft 2.
Jl 48 h 16h
1

Esquema 1. Ruta de sintesis propuesta para la obtencién de los productos naturales 48 y 63

on
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La hidrélisis de una alicuota del extracto hexanico de las raices de S. pilosa,
permitid obtener un aceite amarillo transparente. El producto se separé a través de
una cromatografia rapida, empleando una mezcla hexano:AcOEt (1:1) como
eluyente y colectando 100 eluatos de 20 mL De los eluatos 22 a 31 se obtuvo un
aceite transparente cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 37) mostré sefiales
similares con respecto a 58, caracteristicas de un sistema de longipineno,
encontrandose ahora la senal doble de dobles de H-7 a frecuencias bajas (3.56
ppm) por tratarse ahora de un proton base de OH. Este compuesto se caracterizo
mediante sus datos de RMN de 'H, *C, HMQC y HMBC como (4R,5S,7R,10R,11R)-7-
hidroxilongipin-2-en-1-ona (65).

65
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7R,10R,11R)-7-hidroxilongipin-2-en-1-ona (65) en CDCls.
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En los eluatos 48 a 67 se encontré el compuesto 66 pero no totalmente puro, por
lo que fue necesario recromatografiarlo, empleando una mezcla de hexano:AcOEt
2:1 como eluyente inicial y aumentando gradualmente la polaridad. De los eluatos 6-
7 se obtuvo un compuesto, cuyo espectro de RMN de 'H (Figura 38) mostr6 las
sefales caracteristicas de un sistema de longipineno. Ademas, en el espectro se
puede observar claramente la multiplicidad de los protones 9a y 9p, el protdén 9a
se aprecia como una sefial doble de dobles en 1.73 ppm (Jou.95 = 14.3 Hz; Jgo.83 = 11.0
Hz) y 9(3 se encuentra en 2.26 ppm como una sefial doble de dobles (Jg,.08 -14.3 Hz;
Juse-sp = 4.4 Hz). En el espectro también se observaron dos sefiales que integraron
para seis protones, las cuales corresponden a dos metilos (1.4 y 1.4 ppm),
analizando las condiciones en las que se llevo a cabo la reaccidn, se concluyo
que el compuesto aislado correspondia al acetonido del diol (67). Su formacion
se explica debido a la presencia de acetona al momento de disolver la muestra y el
paso de ésta junto con el compuesto a través de la columna, la cual se encontraba
empacada con gel de silice y hay que recordar que este soporte se comporta como
un acido de Lewis, por lo que pudo llevarse a cabo una reaccion acido base y esto

propicio la formacion del acetonido (Figuras 38-40).

66 67
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del aceténido del diol (67) en CDCls.
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Figura 39. Espectro de RMN de 3C a 100 MHz del acétonido del diol (67) en CDCls.
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Délas fracciones 42-56 (hexano:AcOEt, 1.5:1) se obtuvieron cristales de p.f. 156-
159 °C, los cuales correspondieron al derivado dihidroxilado 66, en cuyo espectro
de RMN de 'H (Figura 41) se observaron las sefiales caracteristicas de un
compuesto derivado del longipineno, en donde las sefales doble en 3.33 ppm (J =
10.3 Hz) y triple de dobles en 3.85 ppm (J = 10.3, 4.8 Hz) correspondientes a H-7 y
H-8, respectivamente, se desplazaron a frecuencias mas bajas con respecto a las
observadas en los espectros de los compuestos 59 y 63 (Figuras 31 y 32), debido
a que ahora son bases de grupos hidroxilo (Figuras 41-42). En el espectro de *C
las diferencias significativas con respecto a los espectros de RMN de 59 y 63 se
presentan en C7 y C8, las cuales se encuentran en 78.65 y 68.38 ppm

respectivamente.

66
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Figura 41. Espectro de RMN de "H a 400 MHz del (4R,5S,7S,8S,10R,11R)-7,8-dihidroxilongipin-2-en-1-ona (66) en CDCls.

87



Resultados y Discusion

B
7
8
11 ” 6
10 14
9 1 13
2 5 ¢
15
3
1
."E:J“mhr - i TR OB TSP RT TS - . i Y S Y bt e o] T

I ~—Trr - : : ey T ; o T pr e ; T ey - - T 1 T
2200 2100 2000 190.0 1800 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 1200 110.00 1000 0.0 80.0 70.0 60.0 50.0 40.0 3.0 20.0 1.0

Figura 42. Espectro de RMN de "*C a 100 MHz del (4R,5S,75.85,10R,11R)-7,8-dihidroxilongipin-2-en-1-ona (66) en CDCl;.
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De las fracciones 84 a 100 se obtuvo el derivado trihidroxilado 68 como un sélido
cristalino de p.f. 164-166 °C, ya que en su espectro de RMN de 'H (Figura 43) no se
observan diferencias significativas en cuando al desplazamiento o multiplicidad délos
protones del sistema del longipineno, la unico que hay que destacar es la presencia
de tres sefales correspondientes a los protones H-7, H-8 y H-9 bases degrupo OH (d,

dd, d en 3.69, 3.81 y 3.93 ppm, respectivamente).

68
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Figura 43. Espectro de RMN de "H a 400 MHz del (4R.5S.7S.8R.9S.10R.11R)-7 .8-trihidroxilonaipin-2-en-1-ona (68) en CDCl,.
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La reaccion de esterificacion de diol 66 con el acido quiral (S)-(+)-a metilbutanoico se
llevd a cabo de la siguiente manera: 25 mg del diol 66 se disolvieron en 2 mL de
CHCl,, después se agregaron 51 mg de diciclohexilcarbodiimida y 4 mg de 4-N, N-
dimetilaminopiridjna. Posteriormente, se agregd a la solucion 0.010 mL del acido
(S)-(+)-a-metilbutanoico. La reaccion se dejo reposar a temperatura ambiente y
después de 4 h se filtré y se concentrd, obteniendo asi un aceite transparente,
el cual se cromatografi6 empleando una mezcla de hexano:AcOEt 3:1) y
colectando eluatos de 20 ml_. En la fraccion conteniendo los eluatos 1-2 se octuvo el
acido (S)-(+)- a-metilbutanoico y en los eluatos 3-8 se encontré la mezcla del
derivado esterificado en C-8 y el derivado esterificado en C-7, por lo que se
intentd recromatografiar estas fracciones para obtener unicamente el derivado
esterificado en C-8. Esto no fue posible, por lo tanto, se variaron las condiciones de
reaccion. En este segundo intento, la reaccion se detuvo cuando el 50% de la
materia prima se convirtid al éster a-metilbutirico en C-8 (69) (Figura 44) y
comenzaban a formarse pequenas cantidades del éster en la posicion C-7. Este
proceso se observdé mediante CCF. De esta forma se obtuvo solamente un 48%
de rendimiento del monoéster en C-8 (69), pero la selectividad de la reaccién con

respecto a la formacién del monoéster en C-7 fue de 98%.

69
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Como otros subproductos de la reaccion del primer intento de esterificacion, se
obtuvieron el (4R,5S,7S,8S,10R,11R 2"S)-8-hidroxi-7-(a-metilbutiroiloxi)-longipin-jn-
2-en-1-ona (71) y (4R,5S,7S,8S,10R,11R 2"S)-7,8-di(a-metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-
1-ona (72) (Figura 45), deducido mediante sus datos de RMN de 'H, por

comparacion con los espectros del compuesto 66 (Figura 41) y datos descritos.*

+OMeBu

OMeBu

71 72
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S.,7S5,8S,10R,11R, 2"S)-7,8-di(a-metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (72).
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Las condiciones de esterificacion para el caso del triol 68 fueron diferentes debido a
la presencia de un tercer grupo OH en la posiciéon 9. Para esta reaccién se
probaron dos lotes de 20 mg del triol. Uno de los lotes se dejé a temperatura
ambiente durante 2 h y el otro lote se mantuvo a 4 °C durante 72 h. Después de

transcurrido el tiempo de reaccién, cada lote se purificé por cromatografia.

Como producto mayoritaho del lote que se dejé a temperatura ambiente se obtuvo el
monoéster en la posicion 7 (73) (Figuras 46-48) y como producto minoritario, el

diéster en las posiciones 7 y 8 (74) (Esquema 2).

Acido (S)-(+)-
a-metilbutanoico
CH5Cly/t.a./2 h

68 73 74

Esquema 2. Tratamiento de 68 con el acido (S)-(+)-a-metilbutanoico a temperatura
ambiente.
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Figura 46. Espectro de RMN de "H a 400 MHz del (4R,55,7S,85,9S,10R,11R, 2" S)-7-(a-metilbutiroiloxi)-8,9-
dihidroxilongipin-2-en-1-ona (73) en CDCls.
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Figura 48. Espectro HMQC (400 MHz) del (4R.,5S,7S,85,95,10R,11R, 2"S)-7-(a-metilbutiroiloxi)-8,9-dihidroxilongipin-
2-en-1-ona (73) en CDCl;.
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En el caso del lote que se traté en condiciones de baja temperatura, se obtuvo
como producto mayoritario monoéster en la posicion 8 (70) (Figura 49), que era el
deseado, asi como los diésteres 74 (Figuras 50-52) y 75 (Figuras 53-55),
Esquema 3). La posicion de los esteres se determind en base a la multiplicidad
observada en el espectro de RMN de "H para los protones H7, H8 y HO.

E Acido (8)-(+)-
a-metilbutanoico
l CHyCly/4 °CI72 h

\ _OH OMeBu
) “_...OMeBu +wOMeBu “_..OMeBu
{ * +
) Mf"OH OMeBu f\OH
70 74 75

Esquema 3. Tratamiento de 68 con el acido (S)-(+)-a-metilbutanoico a baja temperatura.
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Figura 49. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R,2"S)-7,9-dihidroxi-8-(c«-metilbutiroiloxi)-
longipin-2-en-1-ona (70) en CDCls.
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Figura 50. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,85,9S,10R,11R,2"S)-7,8-di-(c-metilbutiroiloxi)-9-

hidroxilongipin-2-en-1-ona (74) en CDCls.
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Figura 51. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del (4R,55,7S,8S,9S,10R,11R,2"S)-7 ,8-di-(a-metilbutiroiloxi)-9-
hidroxilongipin-2-en-1-ona (74) en CDCl;.
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Figura 52. Espectro HETCOR (400 MHz) del (4R,5S5,7S,85,95,10R,11R,2"S)-7 ,8-di-(z-metilbutiroiloxi)-9-
hidroxilongipin-2-en-1-ona (74).
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Figura 53. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (4R,5S,7S,8R,9S,10R,1 1R,2"8S)-7-hidroxi-8,9-di-(a-metilbutiroiloxi)-
longipin-2-en-1-ona (75) en CDCls.
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Figura 54. Espectro de RMN de 3¢ 2 100 MHz del (4R,5S,7S,8R,95,10R, 11 R,2”S)-7—hidroxi-8.9-di-(u-metilbutiroiloxi)—
longipin-2-en-1-ona (75) en CDCls.
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Figura 55. Espectro HETCOR (400 MHz) del (4R,5S,7S,8R,95,10R,11R,2"S)-7-hidroxi-8,9-di-(c-metilbutiroiloxi)-
longipin-2-en-1-ona (75).
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Para llevar a cabo la esterificacion con el cloruro de angeloilo y obtener asi los
productos naturales, dicho cloruro se preparé a partir del acido tiglico como se

muestra en el Esquema 4, de acuerdo a una ruta de sintesis descrita.*?

0 O Br O
B Br, 1. KOH/K,CO5/MeOH I ,L
Ll CCly HO™ °X 2. HyO' HO \f/ 8r
Br
doido tiglico
1. Na, Hg
2. HCI

Y

0] , 6] O -
J Cloruro de oxalilo @ _3/\_1\) . KOH |
el = éter 0] = MeOH HO =

Cloruro de o
angeloilo Acido angélico

Esquema 4. Ruta de sintesis para la obtencion del cloruro de angeloilo.
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La esterificacion de 69 con el cloruro de angeloilo se llevd a cabo a temperatura
ambiente durante 48 h (Esquema 5). El producto se cromatografié para obtener 56
mg de la mezcla de los compuestos 63, 76 y 77, en una relacion aproximada de
1:4:1 respectivamente, determinada mediante RMN de H, la cual no fue posible

separar por cromatografia.

69

AngCl

OANg

OMeBu

63 76 77
Esquema 5. Tratamiento de 69 con cloruro de angeloilo.

La formacion de 76 se puede explicar tomando en consideracidn los antecedentes
de los procesos de transesterificacién intramolecular que se llevan a cabo en
sistemas del longipineno con grupos hidroxilo libres.** Es conocido que en
presencia de medio acido o disolventes como el MeOH o el H,O ocurre la
protonacioén o polarizacion del carbonilo del éster que permite el ataque del OH en
la posicion vecina, formando un intermediario similar a un acetonido. Cuando el
oxigeno regresa un par de electrones para recuperar el carbonilo, el éster cambia
a una posiciéon vecina. En este caso, el medio acido se debe a la presencia de HCI
formado como producto de la reaccion. Por otro lado, la formacion de 77 pudiera
explicarse considerando la transesterificacion del MeBu a la posicién 7, la
esterificacion del cloruro de angeloilo en la posicion 8 y la isomerizacién del

angelato al tiglato debido al medio acido generado en la reaccion.
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En el caso de la esterificacion del compuesto 67 a temperatura ambiente por 16 h,
esta sustancia no dio como producto de reaccion el compuesto deseado 48, sino
qgue se obtuvo el éster 73 mediante una transesterificacion, es decir el residuo

MeBu en C8 migré a C7 (Esquema 6).

OH

9}‘5>/ \[OMeBu AngCl wOH

W \ / o

>., L f OH 16 h, 25°C OMeBu
70 73

Esquema 6. Tratamiento de 70 con cloruro de angeloilo.

Finalmente, con el objetivo de preparar esteres derivados del longipineno
conteniendo residuos angélicos en C8 y C9, y a-metilbutiricos en C7, y que sus
datos fisicos y espectroscopicos pudieran ayudar a determinar la estructura de
posibles productos naturales, el éster 73 se traté con el cloruro de angeloilo para
obtener los esteres 78 y 79, los cuales se caracterizaron completamente mediante

sus datos espectroscopicos (Figuras 56-57) (Esquema 7).

OH OAng
»/i \OH \OAn
| &L 1 LR R
/\ /SOMeBu  48h.25°C ‘\f\OMeBu
73 78 79

Esquema 7. Tratamiento de 73 con cloruro de angeloilo.
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del (4R,5S,7S,8S,9S,10R,11R,2"S)-8-angeloiloxi-9-hidroxi-7-(c:-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (79) en CDCls.
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Figura 57. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del (4R,5S,7S,8S,9S,10R, 11R,2"S)-8-angeloiloxi-9-hidroxi-7-(c-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (79) en CDCls.
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5.2.2 Correlacion quimica con el (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo

Debido a que no fue posible purificar la mezcla que se obtuvo al esterificar el
compuesto 69 con el cloruro de angeloilo, y a que de los intentos que se realizaron
para esterificar 70 y obtener asi 63 no dieron como resultado el compuesto
deseado debido a problemas de transesterificacion, se buscd un camino alterno
para determinar la configuracion absoluta del residuo MeBu. Esta ruta consistié en
la preparacion del (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo (82), a partir del acido (S)-
(+)-a-metilbutanoico comercial (80), y la comparacion de los datos fisicos vy
espectroscopicos de 82 con los datos del a-metilbutanoato de bencilo obtenido a

partir de los esteres naturales que contienen el residuo MeBu (S)-82.

El acido (S)-(+)-a-metilbutanoico (80) se esterificé con el alcohol bencilico (81)
para obtener 82, como se puede apreciar en el Esquema 8. El compuesto 82 se
obtuvo con 50% de rendimiento y se caracterizé mediante sus datos fisicos y
espectroscopicos principalmente por RMN de 'H (Figura 58) y de "*C (Figura 59).
En el espectro de 'H se observa en 7.40-7.30 ppm una sefal mdltiple que
corresponde a los protones aromaticos o, m y p. La sefial simple en 5.12 ppm que
integro para dos protones se asigno a H7, mientras que la sefial séxtuple en 2.43
ppm corresponde a H2 por acoplamiento con H3a, H3b y Me5 (J = 7.0 Hz). En
1.71 y 1.49 ppm se aprecian dos sefales multiples que se asignaron a los
protones H3a y H3b. Finalmente, se observan una sefnal doble en 1.17 ppm (J =
7.0 Hz) y una senal triple en 0.90 ppm (J = 7.3 Hz) las cuales corresponden a los
protones de los metilos Me5 y Me4 respectivamente. Este compuesto mostré
[0]*°p=+12(c=1.87, CHCl).

0 JOL
T HO™ Y ~ N .
SN /L\OH + \“/ j % - \If ‘“O/\//‘:\:T
] N DMAP JL o
80 81
82

Espauema 8 . Prenatacinndelpstandar3?
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo (82) en CDCls.
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Figura 59. Espectro de RMN de "°C a 100 MHz del éster de (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo (82) en CDCls.
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Una vez preparado el (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo (82) se procedio a
obtener el acido a-metilbutanoico natural de la forma como se describe en el
Esquema9.

R2 R3
: R’ 1. KOH/MeOH 0 X wOH Mezcla de acidos
2. HCl,pH=3 Y " a-metilbutanoico
OAng o > OH y angélico
Rt = O 66 R%= H
#R'= OMeBu, H o Ty

Esquema 9. Obtencion del acido a-metilbutanoico

Asi, la fraccion de longipinenos obtenida mediante la cromatografia del
extracto hexanico, cuyo espectro de 'H (Figura 60) mostré como productos
mayoritarios los compuestos 48 y 63, se traté con KOH/H,O, seguido por HCI
hasta pH de 3, para obtener la mezcla de los acidos a-metilbutanoico y angélico
(Figura 61).

La esterificacion de la mezcla de acidos, obtenida de la hidrdlisis de los
derivados del longipineno, con el alcohol bencilico, dio lugar a la formacién de
varios esteres, los cuales se separaron mediante cromatografia en
columna y CLAR y se caracterizaron por RMN y espectrometria de
masa. Como resultado, se identificaron los esteres a-metilbutanoato de
bencilo (S)-82 (Figuras 62-63) y el angelato de bencilo (83) (Figura 64).

&HOLOAO

83
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Figura 60. Espectro de RMN de H a 400 MHz de la fraccion de longipinenos de la cromatografia del extracto
hexanico de las raices de S. pilosa Lag en CDCla.
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Figura 61. Espectro de RMN de "H a 400 MHz de la mezcla de &cidos anaélico y a-metilbutanoico en CDCls.
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Fig. 62. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del a-metilbutanoato de bencilo de origen natural (S)-82 en CDCl3.
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Figura 63. Espectro HMBC (400 MHz) del a-metilbutanoato de bencilo de arigen natural (S)-82.
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del angelato de bencilo (83) en CDCls.
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La comparacion de los datos espectroscopicos, principalmente de RMN (Figura
65), y el valor de la rotacion éptica: [0]*° p=+12 (¢ = 0.20,CHCI3) del o-
metilbutanoato de bencilo proveniente de la hidrdlisis de los esteres naturales,
con los del éster sintético (S)-82 [0]*° p = +12 (c = 1.87, CHCI3), nos permitid
determinar la configuracion absoluta del centro estereogénico en C-2 del residuo
MeBu como S

Estos resultados, junto con reportes previos*-*

para la asignacion de residuos a-
metilbutiricos en productos naturales funcionalizados, contribuye al conocimiento
de la configuracion absoluta de acidos alifaticos ramificados de cadena corta, lo
cual es relevante para reforzar el origen biogenético propuesto para estos
residuos, que es a partir de aminoacidos? (Esquema 10). Estudios biosintéticos
indican que la L-isoleucina se convierte en a-metilbutirii CoA que a su vez es

7

transformada en derivados del a-metilbutirato en muchas especies,*’ incluyendo

algunas plantas del género Datura®® Esta ruta también ha sido considerada para

la biosintesis de metabolitos secundarios producidos por bacterias.**"*® Sj |

a
biogénesis de los residuos a-metilbutiricos inicia a partir de la L-isoleucina, la cual
posee la configuracidon 2S,3S°'"? |os residuos formados deberan tener siempre la
configuraciéon S. Sin embargo, existen algunos ejemplos donde el isémero R es el
predominante, como es el caso de las plantas medicinales del género Rheum®® y

Veratrum.>*

NH» ‘ 0 J
HO. l\ 5 _~ —— HO. ,-u\_s/
s TS
O O -
L-isoleucina ac. a-cetobutirico
(0] (0]
I o I
RO ™ CoAS™ <
productos naturales a-metilbutiril CoA

Esquema 10. Analisis estereoquimico de la biosintesis de residuos a-metilbutiroilo en

productos naturales a partir de L-isoleucina.
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Figura 65. Comparacion de los espectros de 'H a 400 MHz, espectro superior (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo (82),

espectro inferior el del a-metilbutanoato de bencilo de origen natural (S)-82.
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El presente estudio refuerza la presencia de la ruta de la L-isoleucina en la
biosintesis de metabolitos secundarios en Stevia pilosa Lag. como se
muestra en el Esquema 10. El centro quiral en C-2 en el residuo a-
metilbutiroilo es S, esto concuerda con la quiralidad del atomo de carbono de
la L-isoleucina a partir de la cual se originan los residuos a-metilbutiricos. Por
lotro lado, se ha propuesto una ruta alterna a partir de la L-treonina®
(Esquema 11), en la que este aminoacido se convierte en un acido a-
cetobutirico por medio de la treonina dehidratasa. Enseguida, por medio de
un complejo enzimatico se forma el acido a-ceto--metilvalérico y finalmente,
se descarboxila. La coexistencia de ambas rutas se puede explicar en
aquellos casos en los cuales esté presente una mezcla de los (S)-(+)- y R-(-)-

a-metilbutiratos.

NH5 O
HO. S\\.':.;‘/" - HO. ,-J‘\,./
O OH 0
L-treonina ac. a-cetobutirico
i
1
@]

o _MNxr |
HO_JLT,J S f o

productos naturales ac. 2-oxo-3-metil pentanoico

Esquema 11. Analisis estereoquimico de la biosintesis de residuos a-metilbutiroilo en

productos naturales a partir de L-treonina.
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15.3 Analisis conformacional de compuestos selectos aislados de Stevia.

Como se comento previamente, debido a que en el organismo humano se tienen
sitios activos quirales con requerimientos tridimensionales muy especificos, la
determinacion de la conformacion, asi como de la configuracién absoluta de un
compuesto es un aspecto muy relevante. Aunque por ahora no se tiene
conocimiento de la actividad farmacolégica de todos los compuestos aislados,
siempre existe la posibilidad de que en un futuro se les encuentre alguna
aplicacion bioldgica y sera necesario contar con la mayor informacién posible para
poder plantear rutas de sintesis apropiadas y no agotar asi la fuente natural. El
conocimiento de la configuracion absoluta ayudara principalmente al
planteamiento de sintesis enantioselectivas, ya que como es conocido, en el caso
de tener la estereoquimica contraria en uno de los centros estereogénicos de la
estructura, se pueden modificar las propiedades farmacologicas de dicha
sustancia. Por otro lado, al existir en el organismo humano receptores
especificos en donde es de gran importancia la relacién conformacién-actividad
biolégica para que pueda existir una buena respuesta farmacologica, el estudio
del comportamiento conformacional de las moléculas nos proporciona la
informacion necesaria para entender la relacion que guarda una molécula con
su receptor biolégico y poder asi proponer la sintesis de analogos
conformacionales biolégicamente activos, los cuales no siempre estan

representados por el conformero mas estable energéticamente.
Por lo anterior, en el presente trabajo se decidi6 llevar a cabo el estudio

conformacional de cuatro compuestos representativos de los metabolitos aislados

de S. pilosa Lag. y S. tomentosa H. B. K., los cuales se muestran a continuacion.
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5.3.1 Analisis conformacional de (-)-valeranona aislada de S. tomentosa

H.B.K.

La (-)-valeranona (44), aislada por primera vez por Stoll y colaboradores,”® es un
sesquiterpeno reordenado con esqueleto de una c/s-decalina y dos carbonos
cuaternarios estereogénicos vecinales. Este compuesto se encuentra ampliamente
distribuido entre los miembros de la familia Valerianaceae,’” incluyendo la especie
medicinal Valeriana officinalis®® De hecho, se sabe que esta sustancia suprime las
contracciones ritmicas y relaja las contracciones estimuladas por el potasio en
musculo liso.?® La estructura de 44 fue establecida de forma definitiva por Hikino y
colaboradores®’ y posteriormente, confirmada por sintesis total a partir de (-)-
carvomentona® y (+)-carvomentona.®® Desde entonces, han surgido muchas otras
rutas de sintesis de 44 con la finalidad de confirmar su estereoquimica, la cual fue
una vez tema de discusion.®’ Hasta la fecha, la asignacion del espectro de RMN
de 3C de este sesquiterpeno antiespasmaddico no se habia llevado a cabo,
ademas el estudio de su espectro de RMN de 'H no se habia descrito mas alla de
la asignacion de los grupos metilo y no existia ningun estudio conformacional
basado en datos de RMN. Algunos trabajos previos, enfocados principalmente a

61_63

propuestas sintéticas, s6lo mencionan los desplazamientos quimicos de RMN

de *C de 44 con fines de identificacion.

44
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El estudio conformacional de valeranona aislada del extracto hexanico de las
raices de S. tomentosa H.B.K. inici6 con el calculo de la geometria mediante
mecanica molecular, usando el método Monte Cario, el cual explora de manera
automatizada las estructuras de minima energia que presenta una molécula. Esta
exploracion condujo a 14 estructuras minimizadas, cuya energia oscilaba entre 0-
110 kcal/mo!. De aqui se escogieron 4 estructuras con un rango energético de 0-5
kcal/mol y que representaron una poblacion del 99.99 %. Estas cuatro estructuras
se llevaron a una optimizacién de la geometria usando teoria de funcionales de la
densidad (DFT) a un nivel de calculo B3LYP/6-31G*, lo cual condujo a las
estructuras 44a-44d que se muestran en la Figura 66. Las tres primeras
estructuras representan isomeros conformacionales debidos al giro del enlace
sencillo entre C-7 y C-11 (grupo isopropilo), mientras que la estructura de mas alta

energia representa la inversion de los anillos.
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44d
Eper = —662.49229 hartrees
Eqe = 3.387 kcal/mol
Poblacién = 0.1%

44c
Eper = —662.49729 hartrees
Ee1 = 0.249 kcal/mol
Poblacion = 25.9%

44b
Eper = —662.49756 hartrees
Ee = 0.079 kcal/mol
Poblacién = 34.5%

44a
Eper = —662.49769 hartrees
Erei = 0.000 kcal/mol
Poblacién = 39.4%

Figura 66. Distribucion conformacional de valeranona (44).
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Usando una ecuacion generalizada de tipo Karplus, los angulos dihedros
teéricos H-C-C-H permitieron obtener las constantes de acoplamiento
vecinales 'H-"H correspondientes, las cuales se usaron como datos iniciales
para la simulacion espectral de 44 [Figura 67(b) y 67(c)]. Después de varias
iteraciones se observo luna excelente correlaciéon con el espectro de RMN de
'"H experimental [Figura 167(a)]. Los valores de las *J(H,H) calculadas
fueron muy parecidas a las experimentales, excepto en la constante entre
el hidrogeno axial alfa al grupo carbonilo y el hidrégeno ecuatorial beta al
grupo carbonilo (Jzp,Jap) (Tabla 3). La diferencia se explica de la siguiente
forma: debido a que la densidad electrénica del HOMO se encuentra muy
incrementada en los alrededores de los nucleos H-2p3 y H-33 (Figura 68) se
obtiene una mejor transmision de la informacién spin-spin incrementando asi el
valor de la constante de acoplamiento. El espectro simulado, junto con los
experimentos en dos dimensiones de RMN permitieron asignar por i completo
los espectros de RMN de 'H y "*C de este interesante sesquiterpeno (44) (Tabla
4).

Figura 68. Orbital molecular mas alto ocupado (HOMO) de valeranona (44).
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Figura 67. (a) Espectro experimental de RMN de 'H a 400 MHz de valeranona (44), (b) espectro simulado del sistema
de espines del anillo A, y (c) espectro simulado del sistema de espines del anillo B. El Me-15 no se incluyo en la

simulacion y las sefales en la region de 1.6-1.7 ppm se deben a impurezas.
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Tabla 3. Angulos dihedros obtenidos por la teoria de funcionales de la densidad y
constantes de acoplamiento vecinales calculadas de valeranona (44), comparadas

con las observadas experimentalmente.

Hi—C—C—H, PoFT" Jealed”
X,y

44a  44b  44c 44a  44b  44c

10,20 +56.6 +56.4 +559 360 363 372 36 3.9
10,28 -604 -606 -609 284 281 276 28 28
1B,20c +171.9 +171.6 +171.0 13.13 1311 13.07 13.1 134
1B.2p +54.9 +546 +542 400 406 414 41 53
20,3 -50.3 -506 -496 482 477 498 48 48
20,38 -169.2 -169.4 -168.3 13.06 13.08 1299 13.0 135
2p3a +65.9 +655 +665 198 203 189 20 21
283 531 533 -522 441 436 458 44 75
60,7 +59.2 +63.1 +626 3.33 278 284 3.0 35
6p,7 +174.8 +178.8 +179.0 1229 1236 1236 123 127
780 -565 -595 590 372 327 329 34 35
7.8 -1727 -176.3 -1755 1222 1233 1231 123 125
711 +1791 ~-644 +66.2 1146 217 196 58 59
80,90 +54.2 +550 +541 413 398 414 41 45
80,95 -60.7 -60.2 -612 282 290 274 28 26
8,90 +169.8 +170.8 +170.1 13.08 13.15 13.10 13.1 13.2
8p,9p +549 4556 +548 396 381 397 39 4.1

"En grados, calculadas con la base B3LYP/6-31G*.
’En Hz, calculadas con el programa Altona.
“En Hz, obtenidas por simulacién espectral.
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos de RMN de 'H y de ™C (ppm) y

constantes de acoplamiento (Hz) de valeranona (44).

Hidrégeno 8 en ppm Carbono 4 en ppm
H-1a 1.037 dddd C-1 32.0
H-1p 2.379 ddd C-2 21.8
H-2a 1.830 ddddd C-3 37.0
H-2p 1.894 ddd C-4 217.5
H-3c 2.195 dddd C-5 53.2
H-3p 2.657 ddd C-6 37.5
H-6¢ 1.159 ddd C-7 38.5
H-6p 1.734 dd C-8 24.7
H-7 1.277 ddddd C-9 36.2
H-8a 1.565 ddddd C-10 38.6
H-8p 1.366 ddd C-11 32.9
H-9a 1.534 ddd C-iPr 19.7
H-9p 1.334 ddd C-iPr 19.8
H-11 1.377 dsext C-14 24.9
Me-(iPr) 0.835 d C-15 16.8
Me-(iPr) 0.856 d

Me-14 0.788 s

Me-15 1.037 s

Constantes de acoplamiento en Hz: 1¢,1p = -13.0; 1,20 = 3.9; 10,2 = 2.8; 1,3
=22;1B,20. = 13.4; 1B,2p = 5.3; 20,,2B = — 13.5; 20,3a = 4.8; 20,3p = 13.5; 2B,3u
=21; 2,3p = 7.5; 3a,3p = -14.2; 60.,6p = -12.9; 62,7 = 3.5; 60,80 = 2.0; 64,7 =
12.7, 7,8a. = 3.5; 7,8p = 12.5; 7,11 = 5.9; 8c,8p = —13.5; 8c,9c. = 4.5; 8a,,9B = 2.6,
83,9x =13.2; 83,98 =4.1; 90,98 =-13.1, 11,12=7.0, 11,13 = 7.3.

iPr = isopropilo
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Conformacién del minimo global de valeranona obtenido mediante DFT

Los calculos de DFT permitieron encontrar
el conférmero de minima energia (44a),
cuyo valor fue de Eprr = - 662.49769
hartrees. Las coordenadas cartesianas de
sus atomos (Tabla 5) se emplearon para
alimentar el programa RICON, mediante el

cual es posible conocer la conformacion

exacta de los anillos que forman parte del

44a

sistema.

Tabla 5. Coordenadas cartesianas del minimo global de (-)-valeranona 44a (A)

Atomo X Y 4
C-1 1.911650 - 0.556236 1.391817
C-2 2.938889 0.573859 1.530715
C-3 2.403597 1.875817 0.910005
C-4 1.896860 1.655019 - 0.510511
C-5 0.917364 0.482473 -~ 0.749498
C-6 —0.448537 0.893759 - 0.104338
C-7 - 1.531993 - 0.203907 -0.151514
C-8 —-0.981184 —1.479469 0.512887
C-9 0.368133 -1.919025 - 0.074884
C-10 1.471739 - 0.833063 - 0.072144
C-11 — 2.866673 0.265855 0.493420
C-12 - 3.412693 1.553398 -0.147582
C-13 - 3.950982 -0.825219 0.440746
C-14 2.687098 —1.383128 —-0.852388
C-15 0.723192 0.331943 —2.272253
0-4 2.246619 2.390840 - 1.416545
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A partir de dicho programa se obtuvieron los parametros propuestos por Cremer y
Pople® que son datos que permiten ubicar un vector Q con angulos de 8y @, en una
esfera conformacional en la cual, en los polos (6>= 0° 6 180°) se encuentran las
conformaciones de silla ideal y en el ecuador las conformaciones de bote.
Conforme se asciende o desciende a través de la esfera conformacional (Figura
69), se pasa a través de las conformaciones de bote torcido hasta llegar a la silla.
La ubicacion de este vector en la esfera conformacional permitid conocer la
conformacion exacta de los anillos que forman al sistema de valeranona. Los
parametros de Cremer y Pople obtenidos fueron los siguientes: Anillo A: Q =
0.531, 0 = 6.03°, y ¢= 5.59°% anillo B: Q = 0.555, 0 = 2.62°, y ¢ = 4.59°. Esto
permitio llegar a la conclusion de que ambos anillos estan en la conformacion de

silla ligeramente distorsionada.

Bote
torcido

torcido

Figura 69. Esfera conformacional.
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5.3.2 Analisis conformacional de (4R,5S,7R,11R)-7- angeloiloxilongipin-
2-en-1-ona

En el estudio conformacional de (4R5S,7R,10R,11R)-7-angeloiloxilongipjn-2-en-1-
ona (58) al igual que el de (-)-valeranona, se emplearon calculos de mecanica
molecular usando el método Monte Cario®' para encontrar las estructuras de
minima energia que presenta la molécula. Esto condujo a 5 estructuras
minimizadas, las cuales se llevaron a una optimizacion de la geometria usando
teoria de funcionales de la densidad (DFT) a un nivel de calculo B3LYP/6-31G*.
Como resultado de esta optimizacion se encontraron 5 estructuras, de las cuales
dos fueron descartadas por representar un porcentaje poblacional muy bajo, por lo
tanto, se obtuvieron del analisis conformacional las estructuras 58a-58c que se
muestran en la Figura 70. Las estructuras 58a y 58b representan isémeros
conformacionales debidos al cambio en la conformacién del ciclo de siete
miembros, la diferencia significativa se encuentra principalmente en la orientacion
que adopta H-7, en el caso del conformero 58a se encuentra pseudo-axial y en el
conféormero 58b presenta una orientacion pset/c/o-ecuatorial. En el caso de los
conformeros 58a y 58c existe un giro del grupo angeloilo y un giro del enlace
sencillo O-C=0 de dicho éster, en el conformero 58a el grupo carbonilo se
encuentra cis con H-7 y para el caso del conférmero 58c el grupo carbonilo se

encuentra trans a dicho protén.
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58¢c
Eprr = -1004.62229 hartrees
Ee = 4.841 kcal/mol
Poblacién = 0.01%

58b
Eprr = -1004.62887 hartrees
Ee = 0.709 kcal/mol
Poblacion = 23.2%

58a
Eprr = =1004.63000 hartrees
Ere = 0.000 keal/mol
Poblacién = 76.7%

Figura 70. Distribucion conformacional de (4R,5S,7R,10R, 11R)-7-
angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58).
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Conformacion del minimo global de (4R,5SJR,10R,11R)-7-
angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58) obtenido mediante DFT

Los calculos de DFT nos permitieron conocer el

conférmero de minima energia (58a),

obteniéndose un valor de energia de EDFT= -

1004.63000 hartrees, a la vez que generaron las

coordenadas de sus atomos (Tabla 6).

58a

Tabla 6. Coordenadas cartesianas del minimo global de (4R,5S,7R,10R,11R)-7-
angeloiloxilongipin-2-en-1-ona 58a (A)

Atomo X Y z
C-1 2.175157 -1.316181 -0.082175
C-2 2.481417 0.043796 0.661249
C-3 1.637986 0.793812 -0.445385
C-4 2.049896 -0.408865 -1.365531
C-5 0.143529 1.160343 -0.267148
C-6 -0.763647 -0.084603 -0.158317
C-7 0.851244 -1.986877 0.358304
C-8 -0.309200 -1.120005 0.863326
Cc-9 -0.286122 1.960291 -1.517967
C-10 0.012423 2.069841 0.972918
C-11 3.232184 -2.431098 -0.097946
Cc-12 3.926706 0.446262 0.428352
C-13 3.447168 -0.078464 -1.899157
C-14 4.372130 0.407104 -0.845719
C-15 4762729 0.869233 1.598856
c-1 -3.146565 -0.374912 -0.211551
C-2 -4.439656 0.240570 0.212771
C-3 -5.619596 -0.385084 0.025474
Cc-4' -4.380304 1.597944 0.879645
C-5 -5.924313 -1.718698 -0.586005
0O-1 3.761746 -0.198741 -3.073423
o-7 -2.999779 -1.416222 -0.827544
o-1 -2.095406 0.392408 0.181724
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A partir de las coordenadas cartesianas se obtuvieron los parametros propuestos
por Cremer y Pople, cuyos valores fueron los siguientes: el anillo de cuatro
miembros formado por los atomos 4-5-11-10 unicamente esta representado por el
vector Q = 0.378 y nos indica que se encuentra plegado. Para el caso de los
anillos de 6 y 7 miembros se encontraron dos posibilidades para cada uno, de
acuerdo a los atomos que se consideren para la formacion del anillo. En el caso
del ciclo formado por los atomos 1-2-3-4-5-11, se tienen los parametros: Q =
0.847, 0= 55.76°, y ¢= 0.21°; para el anillo formado por los atomos 1-2-3-4-10-11, Q
= 0.795, 0 = 52.79° y ¢ = 0.53°, en los dos casos el anillo tiene una
conformacién de semi-silla. Para el caso de los ciclos de 7 miembros se
encontraron los siguientes parametros: el anillo formado por los atomos 5-6-7-8-9-
10-11: Q = 0.972, Q(2) = 0.638, Q(3) = 0.734, 1) = 250.45° y #2) = 9-78°; anillo
formado por los atomos 4-5-6-7-8-9-10: Q = 0.998, Q(2) =0.705, Q(3) = 0.707,
#1) = 46.88° y #2) = 61.82°, esto permitié llegar a la conclusion de en ambos
casos el anillo de 7 miembros tiene una conformacion formada por la combinacion

de silla torcida, bote y bote torcido.
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5.3.3 Analisis conformacional del a-isocomeno

El calculo para el estudio conformacional del a-isocomeno (52), se inicié con una
minimizacion de la energia mediante mecanica molecular, usando el método
Monte Cario. De esta forma se obtuvieron 8 estructuras minimizadas, cuya energia
oscilaba entre 1-10 kcal/mol. De aqui se eligieron 4 estructuras con un rango
energético de 5 kcal/mol (Figura 71). La diferencia entre cada uno de los
conférmeros radica en la orientacién que adopta el carbono que se encuentra
fuera del plano en la conformacién de sobre de los anillos A y B. Para el caso del
conférmero 52a, considerando al anillo B como el plano de referencia, C-2 se
encuentra por debajo y C-10 por arriba del plano. En el conférmero 52b, tanto C-2
como C-10 se encuentran por debajo del plano y, finalmente las conformaciones

52c y 52d son ligeramente diferentes a 52b por pequenas torsiones en los anillos.

Las estructuras de minima energia encontradas se sometieron a calculos de DFT
obteniéndose asi las estructuras optimizadas, las cuales se analizaron con el
programa PCModel para conocer los valores de las constantes de acoplamiento
calculadas para cada uno de los protones de los anillos del sistema. Se
compararon los valores de las constantes de acoplamiento calculadas con las
experimentales de H-9, que son las uUnicas que se pueden leer directamente del
espectro de RMN de "H a 400 MHz por ser de primer orden. Los valores de las
constantes de acoplamiento experimentales y las calculadas fueron muy similares
para el caso del conférmero 52a, a diferencia con las obtenidas para los otros 3

conférmeros. Esta similitud apoya que 52a es el minimo global del a-isocomeno.
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52d
Eper = -586.04134 hartrees
E.¢ = 3.266 kcal/mol
Poblacién = 0.2%

52¢
Eper = -586.04231 hartrees
Ee = 2.663 kcal/mol
Poblacién =0.7%

52b
Eper = -586.04607 hartrees
Ee = 0.301 kcal/mol
Poblacion = 37.2%

52a
Eprr = —586.04655 hartrees
Erel = 0.000 kcal/mol
Poblacién = 61.8%

Figura 71. Distribucién conformacional del a-isocomeno (52).
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Conformacion del minimo global del a-isocomeno obtenido mediante DFT

52a

Se obtuvieron las coordenadas cartesianas para el
conformero de minima energia (52a) deducido mediante
los calculos de DFT (EprT = - 586.04655 hartrees)
(Tabla 7). Los valores de las coordenadas se emplearon
para alimentar el programa RICON y obtener asi los
parametros de Cremer y Pople.

Tabla 7. Coordenadas cartesianas del minimo global del a-isocomeno 52a (A)

Atomo X Y Z
C-1 -1.217401 -1.268524 -0.647591
C-2 -0.576339 -0.001777 0.157192
C-3 0.969046 -0.509706 0.319665
C-4 1.1395629 -1.797088 -0.650009
C-5 -0.056281 -1.805438 -1.506993
C-6 1.731814 0.659385 -0.295135
C-7 3.234277 0.720092 -0.310598
C-8 0.916962 1.587659 -0.799898
C-9 -0.555315 1.320542 -0.622600
C-10 -1.308513 0.250636 1.480022
C-11 -1.014067 1.729774 1.755916
C-12 -1.293524 1.410956 -1.972026
C-13 -1.179283 2.352258 0.368509
C-14 1.453391 -0.793482 1.755649
C-15 -1.812179 -2.389313 0.225577
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Los parametros propuestos por Cremer y Pople nos permitieron conocer la
conformacion en la cual se encuentran los anillos de cinco miembros que forman
al sistema del a-isocomeno en 52a. Los valores obtenidos fueron los siguientes:
anillo A: Q =0.416 y ¢= 5.81°; anillo B: Q = 0.024 y ¢= 3.94°; anillo C: Q = 0.408 y
¢ = 9.87°. Al analizar dicha informacién podemos concluir que los anillos Ay C se
encuentran en una conformacion intermedia entre sobre y sobre plegado. En el

caso del anillo B, este presenta una conformacioén planar.
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5.3.4 Analisis conformacional del y-cadineno

Del analisis conformacional del y-cadineno, siguiendo la misma metodologia que
para los sesquiterpenos 44, 58 y 52, se encontraron 4 estructuras de minima
energia (54a-54d) representadas en la Figura 72. Las cuatro estructuras
representan isbmeros conformacionales debidos al giro del grupo isopropilo
(enlace sencillo entre C-7 y C-11). Ademas, el conférmero de mas alta energia
(54d) presentdé un cambio de la conformacion adoptada por el anillo que contiene
el doble enlace exociclico, esto con respecto al conférmero energéticamente mas

estable 54a.
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54d
Eprr = -586.02897 hartrees
Ere = 5.015 kcal/mol
Poblacién = 0.02%

54c
Eprr =-586.03250 hartrees
Eel = 2.800 kcal/mol
Poblacion =0.9%

54b
Eprr = —586.03333 hartrees
Ere = 2.281 kcal/mol

Poblacion = 2.1%

54a
Eprr = -586.03697 hartrees
Ere = 0.000 kcal/mol
Poblacién = 97.0%

Figura 72. Distribucion conformacional del y-cadineno (54).
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Conformacion del minimo global del y-cadineno obtenido mediante DFT

El conférmero (54a) cuyo valor de energia fue de
Eorr = - 586.03697 hartrees, representa la
conformacion de minima energia que adopta el y-

cadineno. Este resultado se obtuvo de los calculos

de DFT, al igual que las coordenadas cartesianas

de sus atomos (Tabla 8).

54a

Tabla 8. Coordenadas cartesianas del minimo global del y-cadineno 54a (A).

Atomo X Y 3
C-1 -1.129708 2.442808 0.679481
C-2 -1.936019 1.223428 0.194971
c-3 -1.192644 -0.109393 0.418473
C-4 0.212217 -0.034547 -0.256342
C-5 1.015320 1.177148 0.301774
C-6 0.249538 2.462120 0.064981
C-7 2.452381 1.150806 -0.226714
C-8 3.183924 -0.112173 0.243566
C-9 2.345874 -1.362646 0.097045
C-10 1.026985 -1.305198 -0.135788
G4 3.080497 -2.673203 0.224037
C-12 -2.043451 -1.346038 0.002062
Cc-13 -2.350085 -1.422763 -1.503230
C-14 -3.340305 -1.452105 0.823381
C-15 0.702807 3.504293 -0.638454
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Se obtuvieron los parametros propuestos por Cremer y Pople mediante el analisis
de las coordenadas cartesianas de 54a en el programa RICON.%* Los valores
obtenidos fueron los siguientes, anillo A: Q = 0.578, §=3.92°y ¢ = 7.47°; anillo B:
Q =0.498, 9=5057°y ¢ = 27.48°. De acuerdo a los parametros encontrados el
anillo A tiene una conformacién de silla ligeramente distorsionada y el anillo B

presenta una conformacion de semi-silla.
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6 CONCLUSIONES

Se lograron separar e identificar 12 productos naturales (52-59, 63-64, 47 y 48) a partir
del extracto hexanlco de las raices de Stevia pilosa Lag. El compuesto 56 es un
producto natural nuevo y los compuestos 52, 53 y 55 no se habian aislado de especies

de Stevia.

52

55 56 57

R1 R2 /(Lj‘\)
MeBu = ¢

58| H H 2
59| OAng H )
63| OMeBu H

64 OAc OAng 6]
47| OAng OH .
48/ OMeBu OH Ang = (
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Se propuso una metodologia para asignar la configuracién absoluta del residuo
a-metilbutanoico presente en derivados del longipineno, que se basa en
separar la fraccion de longipinenos, hidrélisis basica de la mezcla de
longipinenos naturales, esterificaciéon del acido a-metilbutanoico obtenido
con el alcohol bencilico y comparacién de los datos fisicos vy
espectroscopicos del éster obtenido con los datos del (S)-(+)-a-metilbutanoato

de bencilo (82) preparado a partir del acido (S)-(+)-a-metilbutanoico comercial.

82

La (-)-valeranona (44) aislada de Stevia tomentosa H.B.K. se estudié
conformacionalmente, tanto de manera experimental como tedrica, lograndose
asignar por completo los espectros de RMN de H y de 3C mediante simulacion
espectral y experimentos de RMN en dos dimensiones.

44

Por otro lado, se Illevd a cabo el estudio conformacional de otros
sesquiterpenos representativos de Stevia pilosa Lag., como fueron el de
(4R,5S5,7R,10R,11R)-7-angeloiloxilongipin-2-en-1-ona (58), el a-isocomeno (52)
y el y-cadineno (54)

58 52 54
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7/ PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Generalidades

Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo empleando gel de silice Merck
0.040-0.063 mm (230-400 mesh ASTM), en columnas de vidrio de 1.5, 2.5 y 5 cm de
diametro interno por 40 y 60 cm de largo. La separacion por placa se realizdé en
cromatofolios de gel de silice sobre aluminio de 2.5 x 5§ cm. Para las separaciones
mediante cromatografia de liquidos se empledé un equipo compuesto por una bomba
Varian Prostar 215, un detector UV Varian Prostar 320 operando a 260 nm, y una
columna ChromSpher 5 Si de 250 mm de largo x 4.6 mm de diametro interno, asi como
también un cromatégrafo Perkin EImer Serie 200 usando una columna de fase reversa
Dynamax C 18 de 10 mm de diametro interno x 250 mm de largo + 100 mm (pre-

columna) empleando un detector UV a 254 nm.

Los espectros de masa se determinaron en un espectrometro Hewlett Packard 5989-A,
acoplado a un cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Series Il, mediante impacto
electronico a 70 eV. Los espectros de IR se determinaron en un espectrofotometro
Perkin Elmer 2000 FT-IR en CHCls.

Los espectros de 'H a 400 MHz y de "*C a 100 MHz, asi como los espectros HMQC y
HMBC se determinaron en un equipo eclipse JEOL 400; y los espectros de 'H a 300 y
3C a 75.4 MHz se determinaron en un equipo Varian Mercury 300, usando CDCI3 como

disolvente y TMS como referencia interna.
Para la separacion de algunos de los compuestos se empled gel de silice y

cromatofolios impregnados con AgNO; al 20%, para lo cual, la técnica a seguir fue la

siguiente.
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Preparacion de gel de silice impregnada con AgNO3; al 20%. Se disolvieron 1.5
g de AgNO3; en 40 ml_ de CH3CN. La solucion preparada se agrego a 8.5 g de
gel de silice, esta mezcla se concentrd en el rotavapor hasta sequedad y la gel de
silice resultante se guardd en un frasco ambar.

Preparacion de las placas impregnadas con AgNO3; al 20%. Se prepard una
solucion de 850 mg de AgNO3 en 6 mL de CH3CN, se impregnaron las placas
con la solucion y se secaron con aire caliente antes de aplicar la muestra.

Calculos de Modelado Molecular. Las estructuras se ensamblaron vy
minimizaron | inicialmente mediante calculos moleculares con el campo de
fuerza Merck (MMFF94) como se encuentra implementado en el software de
modelado molecular Spartan'02 de la compafiia Wavefuntion (Irvine, CA).** Una
busqueda sistematica de conférmeros para ambos anillos de seis miembros se
llevo a cabo con ayuda de modelos Dreiding considerando los movimientos de
angulos de torsion de cerca de 30°. Los valores de Eyw S emplearon como
criterio de convergencia y la busqueda se realiz6 de acuerdo con el protocolo
Monte Cario®® considerando un corte de 10 kcal/mol sobre el minimo global. De
acuerdo con este rango, se encontraron 14 conformaciones en donde se
analizé la geometria seleccionando aquellas que se encontraban en un rango
de 5 kcal/mol las cuales se sometieron a calculos de teoria de funcionales de la
densidad (DFT/B3LYP/6-31G*)%°-" en el programa Spartan'02. Los parametros
de Cremer y Pople se calcularon con el programa RICON.®® Las conversiones
de los angulos diedros en constantes de acoplamiento vecinales *J(H-H) para
cada conférmero se hicieron usando el programa Altona.®® La simulacion
espectral se llevé a cabo empleando la version 2.3 del programa MestRe-C.”
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7.2 Obtencién y separacion cromatografica del extracto hexanico de las
raices de Stevia pilosa Lag.

Las raices secas y molidas (1.1 kg) se sometieron a reflujo con hexano
durante 6 h, este proceso se repitid 3 veces, se filtré6 y se concentré en
rotavapor, obteniéndose un aceite amarillo viscoso (65 g), el cual se disolvié en
250 ml_ de MeOH a 50 °C, se llevo a temperatura ambiente y luego aO°C
durante 12 h, con lo cual se logro precipitar el material graso que se eliminé por
filtracion. La solucion obtenida se concentr6 nuevamente en el rotavapor
para obtener el extracto desgrasado. Una alicuota del aceite amarillo obtenido
(5 g) se cromatografio sobre gel de silice (120 g). Se colectaron eluatos de 20 ml_
usando hexano (1 L), mezclas de hexano-AcOEt (9:1, 600 mL), hexano-
AcOEt(4:1, 1 L), hexano-AcOEt (1:1, 500 mL) y AcOEt (100 mL).

a-lsocomeno (52).2'-?° Los eluatos 9-14 (446 mg) se
recromatografiaron mediante CC (2 cm d.i.) usando gel de
silice impregnada con AgNO3 (20%) y empleando hexano

como efuente. Se colectaron fracciones de 2 ml_. En los

eluatos 21-37 se obtuvo una mezcla de sesquiterpenos,
los cuales se separaron en CCF impregnadas con AgNO; usando pentano
como eluyente, permitiendo purificar y caracterizar al a-isocomeno (52) (Rs
0.86). [a]®pb= -70.3 (c 0.23, CHCI3) (miel transparente, 20 mg, 4.5%). EIMS:
miz (rei. int.) = 204 [M]* (61), 189 (94), 162 (99), 147 (70), 133 (66), 119 (100),
105 (98), 94 (90), 79 (50), 67 (26), 55 (39), 51 (11). RMN de "Hy'*C, ver Tabla 9.

Modefeno (53).2*-?° Se aislé de la misma forma que 52 (R 0.69),
(miel transparente, 5 mg, 1.2 %). EIMS: miz (rei. int.) = 204 [M]"
(17), 189 (17), 175 (6), 162 (100), 147 (46), 133 (19), 119 (30),
105 (22), 91 (20), 79(11), 67(6), 55(9).

y-Cadineno (54).%5-?" Se aislé de los eluatos 17-22, como una
miel transparente, (112 mg, 25%). [0]®b= +122.3 (c = 0.11,
CHCI3). RMNde'Hy C, ver Tabla 10.
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I B-lsocomeno (55).22-%° A partir de las fracciones 42-46 se

obtuvo el B-isocomeno (miel transparente, 19 mg,
4.2%) % [a]*°p=-83.0 (c 0.11, CHCI3). IR(CHCI3): Vimax
= 3075, 2944, 2871, 1732, 1655, 1460, 1376, 1271, 1122,
877 crrf'. EIMS: miz (rei. int.) = 204 [M]* (15), 189 (31),
175 (7), 161 (21), 147 (31), 133 (27), 121 (34), 108
(100), 105 (36), 93 (49), 79 (44), 67 (33), 55 (40). RMN de 'H'y *C, ver Tabla 9.

14-Acetoxiisocomeno (56). Las fracciones 57-65 se

g By =

sometieron a una recromatografia empleando gel de
silice impregnada con AgNO3; (20%) y hexano como

eluyente (columna de 2.5 d.i.) y colectando eluatos

OAc de 5 ml_. De las fracciones 23-37 se obtuvo este

compuesto nuevo (56) como una miel transparente
(263 mg, 57.8%). EIMS: miz (rel. int.) = 220 [M]" (26), 205 (10), 189 (40), 178
(100), 163 (31), 145 (36), 133 (19), 119 (23), 105 (26), 91 (24), 77 (14), 55
(14). RMN de "Hy "°C, ver Tabla 9.

a-Cadinol (57).3* Se aislo y purifico de las fraciones
66-75. (Miel transparente, 219 mg, 4.4%). [a]*’p =
+3.4 (c 1.3, CHCI3). EIMS: miz (rei. Int.) = 204 [M]"
(50), 189 (19), 176 (4), 161 (100), 147 (5), 134 (16),
119 (20), 105 (25), 95 (13), 81 (20), 67 (5), 55 (4), 43
(11). RMN de "Hy ®C, ver Tabla 10.

(4R,5S,7R,10R,11R)-7-Angeloiloxilongipin-2-en-1-ona
(58).° Las fracciones 99-137 se reunieron (1.25 g) para su

cromatografia en columna usando hexano-AcOEt 19:1,

colectando fracciones de 10 mL. La mezcla contenida en

los eluatos 165-211 se purific6 mediante CCF (hexano-
AcOEt 19:1, 18 desarrollos) de donde se logro purificar al compuesto 58 (22 mg,
R; 0.74). RMN de'Hy'3C, ver Tabla 11
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(4R,5S,7S,8S,1 OR,11 fR)-7,8-Diangeloiloxilongipin-
2-en-1 - ona (59).35-36 Se aislo y purificd de la misma
forma que 58 (17 mg) mostrando un Rf de 0.64. RMN
de 1Hy 13C, ver Tabla 11.

(4R,5S,7S,8S,10R,11R,2" S)-7-Angeloiloxi-8-(a-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (63).39 La
mezcla presente en las fracciones 238-280 (142 mg)
se purific6 mediante CLAR (MeOH-H20, flujo de 4.5
mL min-1, inyectando 2.5 mg) lo cual permitio purificar
al compuesto 60 (1 mg) con Rt de 82 min. RMN de 1H y 13C, ver Tabla 11

(4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R)-8-Acetoxi-7,9-
diangeloiloxilongipin-2-en-1-ona (64).3640 El
compuesto 61 (126 mg) se aislo de las fracciones 324-
329. RMN de 1H y 13C, ver Tabla 11.

Las fracciones 146-148 proporcionaron
los derivados del longipineno 47 y 48
(109 mg).363941-42 RMN de 1H y 13C,
ver Tabla 11.
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7.3. Determinacion de la configuracion absoluta del residuo

(S)-(+)-a-metilbutiroilo

7.3.1 Sintesis parcial de derivados del longipineno con el residuo (S)-(+)-a-

metilbutiroilo

Hidrdlisis del extracto hexanico. Del extracto se tomaron 2 g y se disolvieron en
20 mL de MeOH, a esta solucion se agregaron 2 g de KOH disueltos en la
minima cantidad de agua, la solucién se sometid a agitacion y reflujo
durante 30 min. Transcurrido el tiempo, la reaccién se concentr6 a % partes,
se vertié sobre hielo-H,O y se extrajo con AcOEt, se lavd varias veces con
H20, se sec6d con Na,SO4 anhidro y se evapord a sequedad, obteniéndose
1.10 g de una miel amarilla transparente. La reaccion de hidroélisis se
repitié tres veces mas para obtener un total de 4.06 g del producto. El
producto de Ila reaccion se separ6 mediante cromatografia rapida
empleando una columna de 4 cm de diametro interno y una mezcla
hexano:AcOEt (1:1) como eluente. Se colectaron 100 eluatos de 20 mL.

(4R,5S,7R,10R,11fR)-7-Hidroxilongipin-2-en-1-ona (65)
Se obtuvo de los eluatos 22 a 31 como una miel
transparente. RMN de'H (400 MHz): 5 5.75 (1H, s, H-2),
3.56 (1H, d, H-7), 2.73 (1H, d, J = 7.0, H-11), 2.68 (1H, d,
H-4), 2.20 (1H, s, H-5), 2.02 (3H, s, Me-15), 0.96 (3H, s,
Me-14), 0.95 (3H, s, Me-12), 0.95 (3H, s, Me-13).

Acetonido del diol (67). Se obtuvo de los eluatos 6-7

durante la recromatografia de 63, en donde se empled

una mezcla de hexano:AcOEt 2:1 como eluyente inicial y
se aumenté gradualmente la polaridad. RMN de 'H (400 MHz): § 5.80 (1H, s,
H-2), 4.04 (1H, ddd, H-8), 3.53 (1H, d, J= 7.0, H-7), 2.85 (1H, d, J=, H-11), 2.68
(1H, d, H-4), 2.70 (1H, dd, H-98), 2.10 (1H, s, H-5), 2.04 (H3, d, Me-15), 1.72
(1H, dd, J= H-9a), 1.43 y 1. 40 (3H, s, Me-acetonido), 1.20 (3H, s, Me-12), 1.12
(6H, s, Me-12, 13). RMN de "*C (100 MHz): 5 204.0 (C-1), 171.2 (C-3), 123.0
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(C-2), 108.8 (C-acet6nido), 84.5 (C-7), 73.3 (C-8), 65.8 (C-5), 58.0 (C-11), 52.5
(C-10), 49.5 (C-4), 42.1 (C-9), 34.0 (C-6), 27.0 (C-Me acetoénido), 26.8 (Me-14),
24.3(Me-15), 23.2 (Me-12).

(4R,5S,7S,8S,10R,11R)-7,8-Dihidroxilongipin-2-en-1 -ona
(66). En las fracciones eluidas con hexano-AcOEt
(1.5:1), se obtuvieron 111 mg de cristales de p.f. 156-159
°C. RMN de "Hy "®C, ver Tabla 12.

(4R,5S8,7S,8R,9S.10R,11R)-7,8,9 Trihidroxilongipin-
2-en-1-ona (68). Se obtuvo de los eluatos 84 a 100, p.f.
164.5-166.5 °C. RMN de 'H ver Tabla 13.

(4R,5S,7S,85,10R,11  R,2"S)-7-Hidroxi-8-(a-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (69).
Un total de 111 mg del diol 66 se disolvieron
en 10 mL de CHyCl,, después se agregaron

226 mg de diciclohexilcarbodiimida y 4 mg de

4-N,N-dimetilaminopjridina, = posteriormente

se agrego a la solucion 77 mg del acido
carboxilico. La reaccion se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 3 h,
se filtr6 y se concentr6. Como producto se obtuvo una miel transparente con
aproximadamente un 50% del compuesto 69 y el resto de materia prima, por lo
tanto, el producto se recromatografio, empleando como eluente una mezcla de
hexano:AcOEt (3:1). En los eluatos 7-11 se obtuvo el compuesto 69 (72 mg).
RMN de' H ver Tabla 12.

(4R,5S,7S,8S,10R,11R,2"S)-8-Hidroxi-7-(a-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (71). Se

obtuvo como subproducto de la reaccién en las

fracciones 3 y 4 durante la obtencion de 69.
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(4R,5S,7S,8S,10R,11R,2" S)-7,8-Di(a-metilbutiroiloxi)-

+OMeBu
longipin-2-en-1-ona (72).>° En las fracciones 12-16,

OMeBu

se obtuvo como subproducto de la reaccién para la
obtencién de 69. RMN de 'H, ver Tabla 12.

Esterificacion de 68 con el &cido (S)-(+)-a-metilbutanoico. En este caso se
probaron dos lotes de 200 mg de 68. En cada uno, el compuesto se disolvio en
10 mL de CHCI,, después se agregaron 387 mg de diciclohexilcarbodiimida,
4 mg de 4-N,N-dimetilaminopiridina y 77 mg del acido carboxilico. Uno de
los lotes se dejo a temperatura ambiente durante 2 h y el otro se mantuvo
a 4 °C durante 72 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, cada lote se filtro, se
concentré y se cromatografi6 mediante la técnica de cromatografia rapida en
una columna de 2 cm de didmetro usando una mezcla de hexano-AcOEt (2:1) y
colectando eluatos de 20 mL.

(4r,5s,7S,8S,9S,10R,11R,R,2"S)-8,9-Dihidroxi-7-(a-
metibutirol)-longipin-2-en-1-ona (73). En el caso del lote

que se tratdé a temperatura ambiente, en los eluatos 6-7 se

obtuvo el compuesto 73 (35 mg). RMN de 'H y "*C, ver
Tabla 13.

(4R,5S,7S,8S,9S,10R,11R,2"S)-8-Hidroxi-7,8-di(a.-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (74). Se obtuvo
también del lote tratado a temperatura ambiente en los
eluatos 11-42 (156 mg). RMN de 'H 'y "*C, ver Tabla 13.

(4R,5S,7S,8R,9S,10R,11f?,2"S)-7,9-Dihidroxi-8-(a-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (70). Del lote que

se tratd en condiciones de baja temperatura, en la fraccion

que contenia los eluatos 8-10 se obtuvo el compuesto 70
(130 mg). RMN de 'H, ver Tabla 13.
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(4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R,2"S)-7-Hidroxi-8,9-di-(a-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (75). Se aislé en

mezcla con 67 (21 mg) en los eluatos 4-6. RMN de 'H y
3C, ver Tabla 14.

(4R,5S,7S,8S,10R,11R,2"S)-7-Angeloiloxi-8-(a-
metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (63). A un lote del
compuesto 69 (110 mg) disuelto en 10 mL de CH,Cl; se
adicionaron 850 mg del cloruro de angeloilo y se dejé en

agitacion a temperatura ambiente durante 48 h diametro,

Posteriormente, se hizo una cromatografia rapida,
empleando una columna de 2 cm de diametro, eluyendo con hexano y luego
con mezclas de hexano:AcOEt. En los eluatos 27-60 (hexano:AcOEt, 9:1) se
obtuvo en mezcla (56 mg) con los compuestos 76 y 77 en una relacion 1:3:1

respectivamente.

B NN Em———

OAng (4R,5S,7S,8R,9S,10R,11R,2"S)-8,9-Diangeloiloxi-7-
: OAng (a-metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (78). A un
- lote de 70 (90 mgq) disuelto en 1.0 mL de CCls y 1.0
OMeBu mL de CHCI, se agregaron 30 mg del cloruro de

angeloilo, la mezcla se dejo a temperatura ambiente
durante 16 h.

Posteriormente, se extrajo con AcOEt, se lavd con solucidn saturada de NaHCOs3
y H20, se secd sobre Na,SO4 anhidro, se filtr6 y evaporé a sequedad, para
obtener 73, el cual se analiz6 por RMN de 'H. A este compuesto (73) se
agregaron 335 mg del cloruro y se dej6 a temperatura ambiente 48 h.
Transcurrido el tiempo de reaccidn se extrajo de la misma forma que el producto
anterior y se cromatografidé, empleando una columna de 2 cm de diametro y
eluyendo con mezclas de hexano:AcOEt (3:1, 200 mL), hexano.AcOEt (2:1, 150
mL) y hexano:AcOEt (1:1, 100 mL). En la fraccién que contenia los eluatos 8-13

se encontré una mezcla de los compuestos 78 y 79.
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(4R,5S,7S,8S,9S5,10R,11R,2"S)-8-Angeloiloxi-9-hidroxi-
7-(a-metilbutiroiloxi)-longipin-2-en-1-ona (79). Se
obtuvo de la misma fraccién que 78 y también en los
eluatos 19-24. RMN de "Hy *C, ver Tabla 14.

7.3.2 Correlacién quimica con el (S)-(+)-a-metilbutanoato de bencilo

0 (S)-(+)-a-Metilbutanoato de bencilo (82). Una
/\HLO N solucion de alcohol bencilico (159 mg) en CH2Cl, (10
‘ mL) se tratd6 con wuna solucion 0.1 M de
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 0.24 mL), 1 mg de 4-

N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) y acido (S)-(+)-a-
metilbutanoico (100 mg). La reaccion se dejé a temperatura ambiente durante 5

h, se filtr6 y se concentr6. El producto se cromatografié a través de una
columna de 2 cm de diametro empleando la técnica de cromatografia rapida y
utilizando como eluente hexano. Se colectaron eluatos de 20 mL. De los
eluatos 12 a 26 se obtuvieron 94 mg. [a]® b = +11.6 (c 1.87, CHCl3). IR
(CHCl3):Vmax = 2968, 1735, 1456, 1182, 1147 cm-'. EIMS: m/z (rel, int.) = 192
[M]*(16), 108(22), 91 (100), 77 (8), 65 (16), 57 (34). RMN de'H (400 MHz): 5 7.40-
7.30 (5H, m, H2 a HB), 5.12 (2H, s, H7), 2.43 (1H, sext, J = 7.0, H2"), 1.71 (1H, m,
H3'a), 1.49 (1H, m, H3'b), 1.17 (3H, d, J = 7.0, Me5'), 0.90 (3H, f, J=7.3. Me4").
RMN de *C (100 MHz): 8 176.5 (C1"), 136.2 (C1), 128.5 (C2, C8), 128.1 (C3, C4,
C5), 66.0 (C7), 41.1 (C2"), 26.8 (C3"), 16.6 (C5%), 11.6 (C4").

Mezcla de acidos a-metilbutanoico vy
' ' angélico. Una alicuota de 10 g del extracto

N OH N-"“oH L . .
hexanico de las raices de S. pilosa Lag. se

cromatografié en una columna de 5 cm de

diametro usando la técnica de cromatografia rapida y empleando como
eluentes hexano, hexano-AcOEt (9:1) y hexano-AcOEt (8:2). De cada polaridad
se colectaron eluatos de 1 L. En los eluatos hexano-AcOEt (8:2 y 1:1) se obtuvo
una mezcla de longipinenos, que mostré como productos mayoritarios esteres
del acido angélico y metilbutirico. Dichos eluatos se juntaron (7.2 g) y se
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sometieron a hidrdlisis basica con KOH durante 20 min a temperatura
ambiente. El producto de la reaccion se extrajo con AcOEt, la fase acuosa se
acidificé con HCI hasta un pH de 3.0 y se extrajo con CH,Cl,, obteniéndose como
producto 688 mg de una mezcla de acidos.

a-Metilbutanoato de bencilo proveniente de la
hidrdélisis de los esteres naturales. Una solucion de

LS
) K(Lo/\@ alcohol bencilico (1.46 g) en CH,Cl»(10 mL) se traté con
" Z

una solucion 0.1 M de DCC (2.2 mL), 1 mg de DMAP y

la mezcla de acidos obtenida a partir de la hidrdlisis de

los esteres naturales (687 mg). La mezcla de reaccion se dejé a temperatura
ambiente durante 16 h. Posteriormente se filtr6 y se concentrd. El producto
se cromatografiéo a través de una columna de 2 cm de diametro, colectando
eluatos de 5 ml_ y eluyendo con hexano (600 ml_) y luego con hexano-AcOEt
(19:1, 250 ml_). En los eluatos 150 a 158 (483 mg) se observé una mezcla de los
esteres angelato, metilbutirato e isovalerato de bencilo. Una parte de esta
mezcla (87 mg) se separé mediante CLAR usando como eluyente una mezcla
de hexano-AcOEt (99:1), flujo de 3 mL/min y X = 260 nm. Se inyectaron 2.9
mg/30 |al_ y se colectaron 7 eluatos (A-G) de los cuales B (tr = 1.82 min)
contenia el a-metilbutanoato de bencilo (10 mg, 11%) de forma pura. [0]*°5=+11.6
(C 0.2, CHCIy).

Angelato de bencilo (83). Se aislé en mezcla con el

l\rio ‘ a-metilbutanoato natural, como una aceite transparente

/\© (4 mg, 5%). IR (CHCI3):vmax = 2956, 1710, 1650, 1226,

1206 cm-". UV Xmax (EtOH): 217 nm (log s 3.80). EIMS:

miz (rei. jnt.) =190 [M]" (3), 172 (26), 145 (13), 91 (100), 83 (52), 55 (36). RMN

de'H (300 MHz): 8 7.40-7.30 (5H, m, H-2 a H-6), 6.08 (1H, qq, J = 7.1y 1.5 Hz,

H3'), 5.19 (2H, s, H7), 1.98 (3H, dq, J = 7.1 y 1.5 Hz, Me5'), 1.91 (3H, quint, J =

1.5, Me4'). RMN de "°C (75.4 MHz): 5 167.8 (CV), 138.4 (C3'), 136.3 (C1), 128.5
(C2, C6), 128.0 (C3, C4, C5), 127.7 (C2"), 65.8 (C7), 20.6 (C5'), 15.8 (C4").
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7.4 Calculos de modelado molecular de los sesquitepenos aislados de Stevia
pilosa Lag. y S. tomentosa H.B.K.

Los calculos de modelado molecular de los cuatro sesquiterpenos
seleccionados para llevar a cabo su estudio conformaclonal, se realizaron de
acuerdo a la informacion proporcionada en las generalidades.

Para el caso de los especimenes colectados de S. tomentosa H.B.K. y el

asilamiento de (-)-valeranona, se describen a continuacion sus generalidades.

Especimenes. Los especimenes de Stevia tomentosa H.B.K. fueron colectados
en El Guajolote, Epazoyucan, Estado de Hidalgo, México, en octubre del 2001
y fueron identificados por el Dr. Jerzy Rzedowski (Herbario del Instituto de
Ecologia A. C, Patzcuaro, Michoacan, México), [(M. Torres Valencia 6 (IEB)]

Las raices secas (1.45 kg) de Stevia tomentosa H.B.K. se

extrajeron con hexano proporcionando un aceite amarillo
viscoso (5.0 g), el cual se disolvi6 en MeOH a 50 °C, se

refriger6 a 0 °C durante 12 h y se filtr6 para remover las

e

obtuvo asi un aceite amarillo claro (2.0 g) el cual se sometié a cromatografia en

grasas presentes. El filtrado se evapordé bajo vacio y se

columna empleando gel de silice 60 (Aldrich, 230-400 mesh). Se colectaron
fracciones de 20 mL usando hexano (200 mL), mezclas de hexano-AcOEt (4:1,
500 mL; 3:1, 400 mL; 2:1, 300 mL, 1:1, 100 mL) y AcOEt (100 mL). Las
fracciones 1-10, eludias con hexano, y las fracciones 11-29, eludias con
hexano-AcOEt (4:1), se juntaron y evaporaron bajo vacio proporcionando un
residuo aceitoso (250 mg), el cual se purificé por cromatografia flash en gel de
silice eluyendo con hexano-AcOEt (4:1, 150 mL). Se colectaron fracciones de 5
mL en donde se obtuvo 44 como un aceite incoloro (38 mg, 1.9 %) de las
fracciones 17-20. ElI compuesto (-)-valeranona (44) se identific6 por
comparacion de sus espectros de RMN de "*C con los valores de las sefiales
asignadas y por comparacion del valor de su rotacion éptica ([a]p = -33°, ¢ 0.24,
EtOH) con el valor reportado ([a]p = -40.7°, ¢ 0.87, EtOH).
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Parte Experimental

Tabla 9. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y "*C (100 MHz) de a-isocomeno
(52), p-isocomeno (55) y 14-acetoxiisocomeno (56), & en ppm, disolvente

CDCls, referencia interna TMS.
2 12
3

1

16

52 56

1 52 55 56 Be 52 55 56
5 485sancho 234t 521s 1 - 240 334
5' . 2.10 d . 2 24.0 303 240
9 2.00 quintd  2.00 sext - 3 42.6 41.7 425
12 0854d 093d 0864 4 56.6 495 570
13 1.03s 110s 1.09s 5 1327 480 1358
14 1554 462q 456 6 1428 1623 141.2
14’ - 4.61q . 7 59.9 549  59.2
15  1.04s 099s 1.08s 8 63.8 66.8  64.6
Me-Ac 2.08 s 9 39.9 405 397
10 32.0 346 322

11 37.3 429 384

12 17.3 18.0 17.3

13 24.0 235 235

14 13.0 1008 617

15 23.7 242 235

Me-Ac

21.2
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Parte Experimental

Tabla 10. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y "*C del y-cadineno (54) y a-cadinol

(57) 6 en ppm, disolvente CDCls, referencia interna TMS.
14

14
9 A 3 Qll__"
/\H 5 15 : F% 15
12711 18 12 /1\1\13
54 57

H 54 57 e 54 57
1 . . 1 23.3 46.5
20 1.49 dddd - 2 30.1 22.8
- - 3 41.6 7.7
4 = 4 49.5 134.2
5.56 sancho 5.54 s ancho 5 47.9 122.7

: 6 . .
6 2 - 7 162.2 30.9
7 = - 8 55.0 26.2
8 1.12 dddd - 9 66.5 19.9
9 2.39 di - 10 40.3 40.4
10 - - 11 34.6 70.7
11 2.20 septd  2.17septd 12 42.7 23.8
12 0.92d 0.92 13 17.8 21.3
13 0.73 d 0.80 14 23.4 18:3
14 4.66 gancho 1.22 s ancho 15 101.0 28.4

14" 4.55 gancho - - -
15 1.65 gancho 1.66 s 241 23.8
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Parte Experimental

Tabla 11. Datos de RMN de 'H (400 MHz) de los derivados del longipineno 58,
59, 63, 64, 47 y 48 (5 en ppm), disolvente CDClIs, referencia interna TMS.

v 3
MeBu =

58| H H :
59| OAng H i
63 OMeBu H
OAng 64| OAc OAng o
47| OAng OH /
48| OMeBu  OH Ang = (/U\H
H 58° 59° 63° 64° 47¢ 48"

5.77 sancho 5.81 sancho 5.80 sancho 5.82 sancho 5.82 sancho 5.82 sancho
2724 2794d 2.76d 2.83d 276 d 276 d
2225 2328 231s 2.39s 235s 234 s
4.80 ad 5147 o 5.13 ¢ 5.514d 5.57 d 5.55 d

8p 1.85 5.43 td 5.31 td 5.40 dd 5.52 dd 5.40 dd
9a 1.85 222dd 215 8 5 £
9p 1.85 = 3 5.48 d 3.92 ¢ 3.88 d

11 2.83 4 2.89d 2.86 d 3.15d 3.214d 3.184d
12 093s 0.93 s 0.91s 1.01s 0.91s 0.90 s
13 0.99s 1.03 s 1.01s 0.94 s 115 s 1.14 s
14 1.05s 1.15 s 1.14 s 1.13s 117 s 1.16 s
15 2.04s 2.05s 2.05s 2.08 s 2.06 s 2.08 s

* Ang: 6.08 (qgq), 2.02 (dq), 1.92 (quint)

®Ang: 6.09 (qq), 1.99 (dq),1.84 (quint), 1.77 (quint)

“Ang: 6.15 (gq), 2.02 (dg),1.88 (quint); MeBu: 2.26 (sext), 1.58 (m), 1,45 (m), 1.06 (d), 0.84 (1)
Ang: 6.13 (gq), 6.07 (gq), 2.05 (quint), 2.01 (dg), 1.95 (dq), 1.87 (quint); Ac: 1.90 (s)

®Ang: 6.14 (m), 2.00 (m), 1.82 (dq)

"Ang: 6.14 (m), 2.01 (m), 1.90 (quint); MeBu: 2.27 (sext), 1.65 (m), 1.40 (m), 1.12 (d), 0.86 (1)
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Parte Experimental

Tabla 12. Datos de RMN de 'H (400 MHz) de los compuestos 66, 69 y 72 (5 en
ppm) y *C (100 MHz) de 66, disolvente CDCls, referencia interna TMS

+OMeBu

OMeBu

66 69 72
H 66 69 72 Bc 66
1 - - - 1 204.0
2 579 sancho  5.78 sancho  5.77 sancho 2 122.5
3 - - - 3 171.6
4 2.60 o 271 d 2754d 4 494
5 217 s 2.28s 228 s 5 31.0
6 - - - 6 37.0
7 3.334d 3534 5.05 d 7 78.7
8 3.85 td 5.08 td 5.26 td 8 68.4
9B 2.25 dd 2.19 dd 2.15 dd 9 46.9
9a 1.68 dd e 5 10 g
10 - - - 11 52.6
11 273d 274 d 2.84d 12 57.8
12 1.03 s 0.98 s 1.13 s 13 27.2
13 0.99 s 1.05s 1.01s 14 18.9
14 0.93s 1.06 s 1.10 s 15 24.3
15 2.04 s 2.03s 2.06 s 23.5
o 2.42 sext 2.38 sext
3 1.70 m 1.70 m
1.52m 1.43 m
4' 0.93 ¢ 0.94 t
0.90 ¢
5’ 117 d 1.22d
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Parte Experimental

Tabla 13. Datos de RMN de 'H (400 MHz) de los compuestos 68, 73, 74 y
70 (5 en ppm) y "*C (100 MHz) de 73 y 74, disolvente CDClIs, referencia interna
TMS.

+OMeBu

OMeBu

68 73 70 74
'H 68 73 70 74 g 73 74
1 - - - = 1 203.3 203.1
2 579sancho 5.80 sancho 5.80 sancho 5.81 sancho 2 1225 122.8
3 - 2 . - 3 171.2 169.6
4  257d 258 d 2.66 d 2.71d 4 481 480
5 228s 227s 2.32s 2325 5 65.5 65.2
6 . - “ = 6 36.1 36.7
7  369d 5.14 d 3.89 d 5.45 d 7 748 696
8 381td 388t 517w 5.33 td 8 700 71.0
9 3934 3.914d 3.88 d 3.824 9 771 75.2
10 - - - . 10 555 55.3
11 3.04 d 3134 3.04 ¢ 3.16 d 11 521 518
12 1.01s 1.07 s 115 1125 12 19.3 197
13 098s 0.89s 1.03 s 0.86 s 13 264 215
14  1.16s 117 s 115 1.16 s 14 220 26.8
15  2.05s 2.05s 2.04 s 2.04 s 15 231 230
2 246 sext 250 sext  2.35 sext 415 412
3 1.75m 1.75m 1.70 m 263  36.1
1.50 m 1.54 m 1.46 m - -
4 0.97 t 0.96 t 0.93 ¢ 101 115
1.21d 120 d 1.17 d 16.8 16.7
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Parte Experimental

Tabla 14. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y "*C (100 MHz) de los compuestos
75y 79 (6 en ppm), disolvente CDCls3, referencia interna TMS.

OMeBu OH
\_..OMeBu ..0ANg
OH OMeBu
75 79

H 75 719 ¢ 75 79
1 N : 1 202.0 202.5
2 5.81 sancho 5.80 sancho 2 123.0 123.0
3 - - 3 170.0 170.0
4 276 d 273 d 4 48.1 48.0
5 236s 2.33s 5 66.5 65.2
6 - - 6 41.6 41.5
7 3.86d 545 d 7 70.4 71.0
8 5.22 td 545 td 8 71.5 70.2
9 541d 3.904d 9 75.0 76.1
10 - - 10 §5.1 58.5
11 3.04 ¢ 3.18 d 11 53.0 50.2
12 0.96 s 1.11s 12 18.8 20.2
13 1.04 s 110 s 13 21.0 231
14 2.06 s 1.11s 14 27.2 22.0
15 246 s 202 s 15 235 26.5
2' 2.45 sext E 17.0 142.0

2 2.32 sext - - -
53 1.70 m 6.20 qq 37.0 126.5

3 1.50 m - - -
4 0.98 ¢ 2.03dg 12.0 16.5

4 0.921¢ - - -
5 1.17 d 1.87quint 16.1 20.1

5 116 d - -
2" 2.30 sext 36.0

3" 1.68 m -
3" 140 m 29.4
4" 0.88t 11.5
& 1.08 d 15.8
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