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RESUMEN. 

EI presente proyecto describe la investigacién farmacogndstica que permitié el 

aislamiento y la caracterizacion estructural de los principios biodinamicos responsables del 

potencial citotdxico e insecticida de Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae), una planta que se 

utiliza principalmente en la agricultura tradicional de las regiones tropicales para evitar la 

infestacion por insectos de los granos almacenados. Esta especie se conoce con el nombre 

de la hierba del burro en la medicina tradicional mexicana y se utiliza ampliamente en las 

poblaciones rurales de la costa del Golfo debido a sus bondades antisépticas para el 

tratamiento de diversas infecciones cutdneas. El estudio fitoquimico biodirigido mediante 

pruebas de citotoxicidad para la linea celular KB derivada del carcinoma nasofaringeo 

humano permitié el aislamiento de una 5,6-dihidro-o-pirona (1) como el tinico principio 

responsable del potencial antineoplasico de las partes aéreas de esta planta (KB: CEso = 1.5 

g/mL). Una segunda aproximacién que utilizs como modelo biolégico la toxicidad para 

las larvas del gusano barrenador del maiz, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae), 

permitio ef aislamiento de los principios insecticidas que correspondieron a siete diterpenos 

novedosos (2-8). La estructura de estos compuestos se elucidé mediante métodos 

espectroscopicos convencionales y técnicas de RMN de alta resolucion (COSY, HMQC y 

HMBC). 

La 5,6-dihidro-c-pirona, denominada con el nombre trivial de espicigerélida (1), se 

elucidd como la 6R-[3’S,4’S,5°S,6’S-tetracetiloxi-1Z-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. 

Para el establecimiento de la configuracién absoluta de este principio citotéxico se aplicé la 

siguiente estrategia: a) el efecto Cotton positivo registrado para la transicion n—>n* (256 

vii



nm) en la curva de dicroismo circular garantiz6 la configuracién Cg (R) para el wmnico centro 

estereogénico del nucleo de la pirona; b) se establecié la configuracién relativa dé la cadena 

lateral mediante la aplicacién de céloulos de. mecdnica molecular. Esta metodologia 

permitid determinar {as conformaciones de minima energia con sus valores 

correspondientes de AH, Exnux y las constantes de acoplamiento 'H-'H vecinales para el 

diastereoisomero correcto (3’5,4’S,5’S,6’S) y, cuya propuesta estereoquimica se fundamenté 

en la comparacién de los valores * Jy. descritos para una serie de peracetatos derivados de 

hexosas; por tiltimo, c) se confirméd la estereoquimica propuesta para la cadena lateral de la 

espicigerdlida (1) mediante la correlacién quimica con el sintén quiral 2,3,4,5-tetra-O- 

acetil-L-ramnosa preparado a partir de la L-ramnosa. 

FsCy, -O. _,OH 
iN 

0 WYyey i) 

5 HO MOK 
OH 

1 L-ramnosa 

  

Las -estructuras de los diterpenos ‘de tipo labdano se establecieron con base en 

evidencias espectroscépicas y quimicas como: 19-acetoxi-2a,7o~15-trihidroxiladba- 

8(17),13Z-dieno (2), 15,19-diacetoxi-2a, 7a-dihidroxiladba-8(17),13Z-dieno (3), 7a.,15,19- 

triacetoxi-2c~hidroxilabda-8(17),13Z-dieno (4), 19-acetoxi-20,7a-dihidroxiladba- 

8(17),13Z-dien-15-al (5), 19-acetoxi-20,70.-dihidroxi-14, 15-dinorladba-8(17)-en-13-ona 

(6), 19-acetoxi-70,, 15-dihidroxiladba-8(17),13Z-dien-2-ona (7) y 20.,7c,,15,19-tetrahidroxi- 
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ent-labda-8(17),13Z-dieno (8). La configuracién absoluta para los esqueletos diterpénicos 

se establecid mediante la aplicacin del método de Mosher. Esta metodologia demostré la 

coexistencia en esta planta medicinal de las dos series labdanicas enantioméricas, i.e., 10- 

Mef para los diterpenos dextrdgiros (2-7) y 10-Mea para el compuesto levdgiro (8). Se 

evaluaron los efectos provocados por cada uno de los diterpenos sobre el crecimiento y la 

supervivencia de Ostrinia nubilalis. De esta manera, se demostré que el compuesto 3 

provoca un drastico efecto en el desarrollo larvario de esta plaga del maiz y, por lo tanto, se 

evidencio el potencial agroquimico para los labdanos del género Hyptis. 

  

R R, 
2 OH CH,OH 
3. OH CH,0Ac 
4 OAc CH,OAc 

5 OH CHO    
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ABSTRACT. 

Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae), a Mexican medicinal plant popularly known as 

“hierba del burro”, is used by farmers in tropical regions to control insect infestation in 

stored grains. In the Gulf of Mexico region, this plant is traditionally used as an antiseptic 

in the treatment of skin infections. Bioactivity-directed fractionation of the extract prepared 

from this plant tested on KB cells led to the isolation of one 5,6-dihydro-a-pyrone (1) as 

the only antineoplasic principle (KB: ECso = 1.5 g/mL). Testing the same extract on the 

European corn borer, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae), led to the isolation of 

seven new labdane (2-8) with insecticidal properties. The structure of these compounds was 

established on the basis of spectroscopic methods and high-resolution NMR techniques 

(COSY, HMQC and HMBC). 

The cytotoxic 5,6-dihydro-c-pyrone, was given the trivial name of spicigerolide (1). 

Its structure was elucidated as 6R-[3’S,4’S,5’S,6’S-tetraacetyloxy-1Z-heptenyl]-5,6- 

dihydro-2H-pyran-2-one. The absolute configuration of this active metabolite was 

determined by using the following methodological sequence: 

a) The positive Cotton effect registered by the transition n>x* (256 nm) in the CD 

spectra provided evidence for a (R)-configuration in the stereogenic center of the 

pyrone (Cg); 

b) The relative configuration for the side chain was established by application of 

molecular mechanics in combination with 7/yu calculations. The comparison with 

coupling constants of hexa-alditol peracetate models was used as the initial criterion to 

select the proper diastereoisomer. The minimun energy conformations were found and 
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their corresponding values of AH;, Evmx and proton spin-spin coupling constants were 

established for the correct diasteroisomer (3’5,4’5,5’S,6’S); 

c) The proposed ‘stereochemistry was confirmed by chemical ‘correlation with chiral 

synton 2,3,4,5-tetra-O-acetyl-L-rhamnose obtained from L-rhamnose, 

  

QAc OAc HyCy, 0. _,OH 
= Nn 

wey cS 

= “ny, 
OAc OAc H HoT ‘yr "0H 

OH 

1 , L-rhamnose 

The structure of the labdane diterpenes was established on the basis of spectral and 

chemical evidences as: 19-acetoxy-20.,7a, 15-trihydroxylabda-8(17),13Z-diene (2), 15, 19. 

diacetoxy-2a,7a-dihydroxylabda-8(1 7), 13Z-diene (3), 70,15,19-triacetoxy-2a- 

hydroxylabda-8(17),13Z-diene (4), 19-acetoxy-20,70-dihydroxylabda-8(17),13Z-diene-15- 

al (5), 19-acetoxy-20,7a-dihydroxylabda-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-one (6), 19- 

acetoxy-7c,, 15-dihydroxylabda-8(17),13Z-diene-2-one (7) and 201,71, 15,19-tetrahydroxy- 

ent-labda-8(17),13Z-diene (8), The absolute configuration of the diterpene skeletons were 

established by application of Mosher’s method. This metodology established the co- 

ocurrence of the normal and enantiomeric series of diterpenes in this medicinal plant, ie. 

10-MeB for the dextrorotatory diterpenes (2-7) and 10-Mea for the laevorotatory 

compound (8). Compound 2 significantly inhibited larval growth of the European corn 

borer. This insecticidal propierties represent an evidence for the agrochemical potencial of 

the labdanes from Hyptis spicigera. 
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1. INTRODUCCION 

Las plantas superiores han constituido una fuente asequible de productos naturales 

bioactivos de utilidad en la medicina y la agricultura. El descubrimiento de compuestos 

biodinamicos novedosos permite la caracterizaci6n quimica y bioldgica de entidades 

susceptibles de comercializacién per se y, de manera adicional, provee de estructuras 

prototipo para el desarrollo de derivados sintéticos con una actividad biolégica selectiva y 

una reducida toxicidad (Cordell et al., 1991; Cragg, 1994). 

En especial, la evaluacién de los extractos provenientes de plantas superiores continua 

representando una alternativa para el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos de 

interés clinico en el tratamiento de enfermedades neoplasicas y, sobre todo, para aquellos 

de tipo refractario como el cancer de mama, pulmon, colén y prostata (Kinghorn, 1995). 

Los agentes quimioterapéuticos de mayor uso comprenden un grupo numeroso de 

compuestos de origen natural y semisintético de gran diversidad estructural que son 

efectivos en aquellas células cancerosas con un alto ritmo de crecimiento. Asi, la mayoria 

de estos productos naturales con propiedades antitumorales que en la actualidad representan 

un gran valor en la clinica son de origen vegetal (Cragg, 1993; Nicolau, 1994; Potier, 

1992). Algunos ejemplos importantes debido a sus propiedades terapéuticas son los 

alcaloides de la vinca, la vincristina (Oncovin®) y la vinblastina (Velban®), aislados de 

Catharantus roseus (Apocynaceae); y el placitaxel (Taxol®), aislado de la corteza de varias 

especies de Taxus (Taxaceae). Las estructuras de estos principios antitumorales se ilustran 

el figura 1.



  

Vincristina R = CHO ‘Taxol 
Vinblastina R = CH3 

Figura 1. Ejemplos selectos de productos naturales con propiedades antitumorales. 

Una de las principales metas asociadas a todos los programas institucionales enfocados 

al descubrimiento de agentes antineoplasicos de origen vegetal es el hallazgo de principios 

activos con una alta selectividad en sus mecanismos de accién, Estos agentes deberan 

desarrollar una baja toxicidad para los tejidos normales de alta proliferacién. Por ejemplo, 

el descubrimiento reciente de un grupo de compuestos de origen vegetal con un alto 

potencial como agentes antineoplasicos, las acetogeninas aisladas de la familia de las 

anondceas, ¢.g. la bulatacina (fig. 2), ha permitido la exploracién biomédica de estos 

agentes citotdxicos y el establecimiento de su mecanismo de accién, La jimenezina, aislada 

de la anon4cea mexicana Rollinia mucosa, constituye una estructura novedosa con 

actividad citotéxica sobre seis lineas celulares derivadas de tumores humanos (Chavez- 

Velazco, 1998), Desde el punto de vista bioquimico, las acetogeninas son unos potentes 

inhibidores de la NADH ubiquinona reductasa, una enzima de gran importancia del proceso 

de fosforilacién oxidativa en las mitocondrias (Ahmmadsahib ef al., 1993) y, también,



interrumpen fa respiracién mitocondrial a través de la inhibicién de la oxidoreductasa 

dependiente de NADH-citocromo C (Oberlies et al., 1997). 

CH 

OH | = 

(CHa)o » 0 
CH3~ o oO (CH2)¢ | 

OH OH 0 

Bulatacina 

CH. 

c H \) H: cH, 2)8 0 oO (CHa)o O 

OH (6) 

Jimenezina 

Figura 2. Ejemplos de acetogeninas aisladas de la familia Annonaceae con un alto 
potencial como agentes antineoplasicos. 

El género Hyptis, un miembro de la familia de las labiadas (Lamiaceae), se encuentra 

conformado por un gran numero de especies de gran importancia econémica y medicinal en 

la vida diaria de nuestro pais. Un programa destinado a establecer el potencial citotéxico de 

algunas de estas especies utiles en la medicina tradicional mexicana, demostré la presencia 

de compuestos antineoplésicos potentes (CEso < 1 pg/mL) caracterizados como 6- 

poliaciloxialquenil-5,6-dihidro-c.-pironas (Pereda-Miranda, 1995). Estas investigaciones 

demostraron un efecto citotéxico especifico de estos principios para los carcinomas de 

colon y ovario, e.g. las pectindlidas (CEso < 0.01 pg/mL) de Hyptis pectinata (Pereda-



Miranda, 1993). De tal suerte que las 5,6-dihidro-a-pironas de las labiadas han sido 

seleccionadas para su posterior evaluacién en modelos murinos in vivo con el objetivo de 

establecer su potencial como agentes antitumorales de posible aplicacion terapéutica. 

La presente disertacion surgié como parte de un programa de investigacién titulado 

“Evaluacién del potencial citotéxico de especies selectas del género Hyptis (Lamiaceae) 

como una fuente potencial de agentes terapéuticos”. La seleccién de cada una de las 

especies que han sidd sometidas a investigacién fitoquimica se realizé a través de una 

propuesta fundamentada en criterios quimiotaxonémicos en conjunto con los resultados de 

las evaluaciones preliminares de su potencial citotoxico (Hernandez de Jests, 1991; 

Villavicencio Gonzalez, 1993; Novelo Torres, 1994). La aplicacion de este enfoque 

garantiza la obtencién de las 5,6-dihidro-c-pironas bioactivas a partir de la especie 

propuesta para el desarrollo del presente estudio, Hyptis spicigera, 

Los resultados reunidos en esta tesis han quedado integrados en dos partes: la 

primera incluye ef estudio fitoquimico de Hyptis spicigera Lam. que permitio el 

aislamiento de una 5,6-dihidro-a-pirona citotéxica, la espicigerdlida (1), y de siete 

diterpenos labddnicos (2-8) con propiedades insecticidas; la segunda parte discute la 

aplicacién de la mecanica molecular para el calculo de las constantes de acoplamiento 

vecinales 'H-'H en Ia elucidacion estereoquimica de la espicigerdlida (1).



2, ANTECEDENTES. 

2.1. Generalidades de la familia. 

La familia Lamiaceae se compone de aproximadamente 224 géneros y 5600 

especies. Una de las caracteristicas anatomicas de la familia es la presencia de glandulas 

secretoras de aceites esenciales en los tejidos epidérmicos foliares. Los aceites de estas 

glandulas proporcionan a estas especies su aroma. 

Los integrantes de esta familia se distribuyen en los trépicos, subtrépicos y en las 

zonas templadas del mundo, abarcando desde el Mediterraneo hasta el centro de Asia 

Central, América, las islas del Pacifico, Africa tropical y China. 

En México, la familia esta representada abundantemente por mds de 512 especies y 

27 géneros que pertenecen a seis tribus. La tribu mas diversa es Mentheae con 11 géneros; 

sin embargo, la tribu Salvieae, representada por dos géneros (Monarda y Salvia), es la que 

presenta una mayor riqueza en numero de especies, contribuyendo con el 64% del total de 

las labiadas de México (Ramamoorthy, 1984). Se les encuentra predominantemente en las 

montafias, aunque son muy numerosas en casi todos los tipos de vegetacién en condiciones 

tan variables como las tierras bajas tropicales, los desiertos y las areas alpinas 

(Ramamoorthy et al, 1998). 

Las labiadas son de gran importancia econémica debido a su utilidad en la 

gastronomia (Origanum), en la medicina tradicional (Salvia, Thymus), en las industrias 

farmacéutica (Mentha, Melissa), de la cosmética (Ocimum) y de la perfumeria (Lavandula), 

ademas de que se cultivan en jardines como plantas ornamentales (Pereda-Miranda, 1995),



En la industria farmacéutica, las aceites esenciales de las labiadas se utilizan 

principalmente para preparar formulaciones galénicas simples, en formas farmacéuticas 

orales y también se emplean como principios activos en formulaciones antisépticas 

externas. En el sector quimico, se utilizan en la sintesis de farmacos, de vitaminas o de 

sustancias aromatizantes, entre otras (e.g. pinenos, (+) y (—)-linalol, eugenol). En la 

perfumeria, la cosmetologfa y en productos para la higiene se aprovechan ampliamente 

debido a las propiedades aromaticas y antisépticas. En la industria alimentaria, por sus 

cualidades saborizantes se emplean en la preparacién de diferentes productos, por ejemplo, 

bebidas no alcohdlicas, confiteria, sopas, salsas, carnes y en alimentos para animales 

(Bruneton, 1993). 

En la medicina tradicional se emplean los extractos y los aceites esenciales de las 

labiadas por sus actividades antibacterianas, antivirales, antifiingicas, nematicidas, 

carminativas y espasmoliticas (Bruneton, 1993; Heinrich, 1992; Wagner, 1977). Tal vez, 

las materias primas de mayor importancia econémica obtenidas a partir de las labiadas son 

la hierbabuena (Mentha spicata L.) y 1a menta (Mentha piperita L.), ampliamente utilizadas 

como agentes saborizantes, especialmente en goma de mascar y para la higiene dental. 

Las labiadas de mayor importancia econémica en el centro y el sur de América estan 

representadas por Ocimum basilicum (la albahaca), Lavandula angustifolia L., Marrubium | 

vulgare L. (el marrubio blanco), Melissa officinalis L., Mentha spp., Rosmarinus oficinalis 

L. (el romero), Pongostemon cablin Benth., Salvia officinalis L. (la salvia), Thymus spp. (el 

tomillo) y, Origanum vulgare (el orégano) (Heinrich, 1992). Por ejemplo, la utilidad de 

Ocimum basilicum en diferentes industrias se debe a la composicién quimica de sus aceites 

esenciales, los cuales contienen terpenoides y compuestos aroméaticos tales como: el



estragol, el cineol, el linalol y el metil-eugenol, entre otros (Bruneton, 1993; Pereda- 

Miranda, 1993), y se emplea en la medicina tradicional principalmente por sus propiedades 

antiespasmédicas, vermifugas, carminativas, antiinflamatorias, digestivas, diuréticas, 

fungicidas, etc. (Martinez, 1993). De Lavandula angustifolia se obtiene el aceite esencial de 

lavanda, de gran utilidad en ja perfumeria y la cosmetologia, este aceite esta constituido 

principalmente por el linalol, el acetato de linalilo y el cineol (Bruneton, 1993), Marrubium 

vulgare 1. se utiliza principalmente en la medicina tradicional contra catarros, el asma, la 

tos rebelde, la obesidad, las enfermedades del higado, la bilis, como vermifugo, febrifugo, 

antiespasmddico, diurético y astringente (Martinez, 1993). 

En particular, el género Hyptis comprende varias especies de gran importancia en la 

medicina tradicional mexicana (e.g. Hyptis suaveolens, la chia; Hyptis albida, \a salvia 

blanca) (Pereda-Miranda, 1995). Este género, con mas de 250 especies, tiene su centro de 

origen y diversificacion en las tierras altas brasilefias siendo el limite en su distribucién 

boreal el sur de los Estados Unidos (Epling, 1949). El género se encuentra dividido en 27 

secciones y, en México, se localizan ocho secciones (Cuadro 1) que agrupan a 33 especies, 

siendo endémicas del pais sdlo 22 especies (Epling, 1949). Estas especies se distribuyen 

principalmente en las partes tropicales del sur y a lo largo de ambas costas del territorio 

nacional. Las secciones Rhytidea, Umbellatae y Laniflorae son las mas notables en México 

y se localizan en el oeste, el occidente y el centro del pais. Las secciones Minthidium, 

Mesosphaeria (subsecc. Pectinaria), Polydesmia (subsecc. Vulgaris), Cephalohyptis 

(subsecciones Marrubiastrae y Genui) y Pusillae tienen una distribucién tropical en el sur 

de la republica mexicana (Ramamoorthy ef al, 1998).



Cuadro 1. Secciones del género Hyptis localizadas en México, 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

Seccion Numero total de | Numero de especies | Numero de especies 
especies de la de México endémicas de 

seccion México 
Rhytidea 2. 2 2 

Umbellatae 3 2 2 

Laniflorae 6 6 5 

Minthidium 11 3 2 

Mesosphaeria 
Subsecc. Pectinaria 14 6 5 
Subsecc, Spicaria 1 1 

Polydesmia , 
Subsece, Vulgaris 11 2 1 

Cephalohyptis 
Subsecc, Marrubiastrae 25 4 1 
Subsecc, Genui 20 6 4 

Pusillae 4 1 

Total 97 33 22         

2.2, Etnobotanica del género Hyptis. 

El género Hypfis cuenta con un gran ntimero de especies utilizadas en la medicina 

tradicional mexicana como remedios caseros para el tratamiento de malestares 

gastrointestinales e infecciones de la piel, asi como, para tratar dolores reuméaticos, 

musculares y calambres, Sin embargo, todas las especies medicinales comparten su uso 

como agentes carminativos y antisépticos (Pereda-Miranda, 1995), En México, las hojas de 

Hyptis albida se utilizan para tratar infecciones del ofdo y para dolores reumaticos 

(Martinez, 1993). Hyptis capitata se utiliza como hemostatico y para curar heridas en 

Colombia. En Costa Rica, una infusion de las hojas se utiliza como carminativo y 

tépicamente para tratar el dolor de muelas. En El Salvador, esta planta se utiliza para tratar 

 



enfermedades gastrointestinales, para infecciones de Ia piel, la fiebre intermitente y la 

hinchazén de las piernas. Esta planta se utiliza como remedio para la insolacién en 

Venezuela. Hyptis mutabilis se utiliza en Colombia para el tratamiento de! paludismo, la 

infusion de hojas y flores se utiliza contra dolores estomacales y flatulencias. En Argentina, 

se utilizan las hojas contra pardsitos intestinales. La raiz se emplea para detener la 

menstruacion excesiva y en combinacién con otras plantas para estimular el apetito. Hyptis 

pectinata se utiliza ampliamente en América Central para el tratamiento del reumatismo y 

para el tratamiento de problemas estomacales. En México, se utilizan las hojas frescas en 

inhalaciones en caso de congestién pulmonar y rinofaringitis, usos que ponen en evidencia 

las propiedades antibacterianas y antimicéticas de los componentes bioactivos de la planta 

(Villavicencio Gonzalez, 1993). Hyptis suaveolens se utiliza en Cuba como estimulante y 

carminativo; en Africa, el humo de la corteza se utiliza como repelente de insectos (Palsson 

y Jaenson, 1999). En México, se utiliza para curar algunas afecciones intestinales, contra el 

estrefiimiento y contra la bilis (Martinez, 1993). Hyptis verticillata se utiliza para tratar 

desérdenes gastrointestinales, tales como el dolor de estomago, la indigestion, los célicos y 

los parasitos gastrointestinales, también se utiliza contra infecciones de la piel y para 

eliminar las verrugas (Heinrich, 1992). 

Un programa de evaluacién del potencial antimicrobiano y citotoxico de las especies 

medicinales mexicanas del género Hyptis (Hyptis aibida, Hyptis mutabilis, Hyptis 

pectinata, Hyptis suaveolens e Hyptis verticillata), que se tlevé a cabo en el Departamento 

de Farmacia de la Facultad de Quimica en la Universidad Nacional Auténoma de México, 

demostré una correlacién directa entre los extractos bioactivos y la presencia de principios 

citot6xicos (Pereda-Miranda, 1995). De las cinco especies estudiadas, se observé que los



extractos orgdnicos con un mayor potencial de actividad biolégica fueron los obtenidos a 

partir de Hyptis pectinata e Hyptis verticillata, los cuales demostraron una fuerte actividad 

inhibitoria contra bacterias gram positivo (7-10 mm de la zona de inhibicién del 

crecimiento) y fueron citotéxicos contra la leucemia linfocitica de muridos (P-388) a una 

concentracién efectiva media (CEsq) de 2.2 y 4.6 ug/mL, respectivamente y un panel de 

ocho lineas celulares derivadas de tumores humanos (CEs) 0.3-4.6 pg/mL). El 

fraccionamiento biodirigido del extracto de Hyptis verticillata utilizando 1a linea celular 

murina P-388 como bioensayo que permitiera detectar la citotoxicidad, permitid el 

aislamiento de diez lignanos del tipo de la podofilotoxina, con actividades citotéxicas no 

especificas (CEso < 0.01 pg/mL) y algunos de ellos fuertemente inhibitorios sobre el 

crecimiento de Candida albicans (CEso 0.2-1.0 pg/mL), resultados que pueden asociarse 

facilmente con los atributos medicinales de esta especie (Novelo ef al, 1993). El estudio 

fitoquimico del extracto de Hyptis pectinata, evaluando la actividad antimicrobiana para el 

fraccionamiento biodirigido, permitid el aislamiento de cuatro 5,6-dihidro-c.-pironas (las 

pectindlidas A-C, 50-52 y la hiptélida 40), las cuales presentaron una alta actividad 

antimicrobiana (concentraci6n minima inhibitoria, MIC 4-10 pg/mL) y demostraron 

actividad citotéxica no especifica (CEso < 4 pg/mL) en contra de un panel de lineas 

celulares derivadas de tumores humanos y la leucemia P-388 (Pereda-Miranda, 1995). 

| Otro uso tradicional de estas especies consiste en mezclar las plantas con los 

alimentos que almacenan los granjeros de diversas regiones del trépico de América y de 

Africa, para controlar la infestaci6n por insectos de sus cosechas almacenadas, Se han 

realizado varias investigaciones, enfocadas a la evaluacién de extractos organicos y de 

compuestos puros de algunas de estas especies las cuales demostraron sus propiedades 
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repelentes (Palsoon y Jaenson, 1999) y antidegustativas. Hyptis urticoides presenta un 

efecto antidegustativo sobre las larvas del gusano cogollero del maiz (Spodoptera 

jrugiperda) e Hyptis suaveolens demostré un efecto t6xico contra el mosquito doméstico 

(Culex quinquefasciatus) (Rodriguez Hernandez, 1982). En México, las especies del género 

Hyptis utilizadas por sus propiedades insecticidas son: Hyptis capitata, Hyptis emoryi, 

Hyptis verticillata e Hyptis albida (Altschul, 1973). 

2.3. Descripcién de Hyptis spicigera. 

2.3.1. Caracteristicas botanicas. 

Hyptis spicigera Lam., se conoce popularmente como hierba del burro, tiene forma 

de espigas muy densas, continuas, el caliz imbricado, de tallos generalmente ramificados y 

de hojas ovoides. Es una maleza anual comunmente menor de un metro de alto, Hegando a 

alcanzar hasta 3 m, mas o menos ramificada, delicadamente hirsuta con pelos diminutos y 

escabrosos sobre los angulos; laminas foliares estrechamente ovadas u ovales, de 3-8 cm de 

largo, agudos en el apice, uniformemente estrechados en la base, irregularmente aserrados, 

ambas superficies semiglabras, menuda y delicadamente hirsutas a lo largo de las venas; 

peciolos de 1-3 cm de largo; flores apretadas en espigas densas, hasta de 8 cm de largo a la 

madurez y de 1.5 cm de didmetro; bracteolas lineares, bastante rigidas para la secci6n, 

ciliado pectinadas, de 3.5-4 cm de largo; tubo del c4liz en flor turbinado, levemente hispido 

de 1.5 mm de largo, los dientes lineares, erectos, casi de 2 mm de largo, el tubo maduro de 

5 mm de largo; niculos de 1.3 mm de largo (Epling, 1949). 

Il



2.3.2, Etnobotanica, 

Hyptis spicigera Lam., al igual que otras especies de este género, se emplea en la 

medicina tradicional mexicana como un remedio para multiples propésitos, principalmente 

por sus propiedades antisépticas y carminativas. Las infusiones de toda 1a planta se utilizan 

para el tratamiento de enfermedades infecciosas de la piel y como cicatrizante (Martinez, 

1993), En Africa, se utiliza ampliamente no sdlo en la medicina tradicional, sino para 

condimentar los alimentos y como insecticida para controlar la infestacién de cosechas 

almacenadas (Kini ef a/., 1993) o para repeler mosquitos al quemar la planta completa 

(Aycard ef al, 1993), 

Los granjeros de las regiones tropicales de América y de Africa controlan la 

infestacién por insectos de los granos almacenados mezclandolos con la planta completa. 

La evaluacién del extracto etandlico de esta planta permitid establecer sus propiedades 

repelentes y antidegustativas, al observarse una reduccidn en la oviposicién y la eclosion de 

las larvas del gorgojo del frijol, Acanthoscelides obtectus (Lambert ef al., 1985), 

2.3.3. Distribucién. 

Esta especie se encuentra extensamente distribuida a través de los tropicos de ambos 

hemisferios, En América, se distribuye desde el norte de México, Cuba y las Antillas hasta 

Brasil y el norte de Argentina (Epling, 1949). 

2.4, Fitoquimica del género Hyptis. 

Desde el punto de vista fitoquimico, las plantas del género Hyptis poseen una gran 

diversidad de constituyentes quimicos y los usos populares de estas especies son un reflejo 
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de la amplia diversidad en e] metabolismo secundario de estas plantas, Aun cuando las 27 

secciones del género se han agrupado con base en la combinacion de varios caracteres 

taxonomicos (Epling, 1949), se ha detectado que estos grupos también se correlacionan 

desde el punto de vista fitoquimico, como ocurre con la seccién Mesosphaeria, que se ha 

caracterizado por la presencia de 5,6-dihidro-c—pironas. 

2.4.1. Terpenoides. 

Estas especies se caracterizan por ser ricas en aceites esenciales, cuyos 

constituyentes de naturaleza terpenoide varian ampliamente no sdlo entre las diferentes 

especies, también se observa una gran variabilidad intraespecifica, es decir, entre las 

mismas especies colectadas en zonas geograficas diferentes (Iwu ef al, 1990). Se han 

aislado monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos triciclicos con nucleos de abietano y 

pimarano y triterpenos pentaciclicos. 

Del aceite esencial de las hojas e inflorescencias de Hyptis spicigera se aislaron 34 

compuestos, encontrandose en un mayor porcentaje a los monoterpenos o-pineno y 

sabineno y a los sesquiterpenos £-cariofileno y a-humuleno (Kini et a/., 1993). Por otro 

lado, se encontré que el aceite esencial de una especie africana de Hyptis suaveolens 

inhibi el crecimiento de bacterias grant positivo y gram negativo, ademas de algunas 

levaduras y hongos; posteriormente, se caracterizaron 32 compuestos, siendo los 

principales constituyentes los sesquiterpenos, el 4,11,11-trimetil-8-metilenbiciclo[7.2.0] 

undec-4-eno y el a-cariofileno (Iwu ef al, 1990). A partir de las hojas de una colecta 

norteamericana de esta especie, se aislaron dos diterpenos, el Acido suavedlico (9) y el 

suaveolol (10) (Manchand ef al, 1974). 
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9R: = COoH R2=OH . 

10 R; = CH2OH Ry = OH 

El andlisis del aceite esencial de las hojas de Hyptis pectinata demostré la presencia 

de! timol como el constituyente mayoritario y, probablemente, este constituyente sea el 

responsable de las propiedades antisépticas de esta esencia (Pereda-Miranda e¢ al., 1995). 

De las hojas de Hyptis dilatata se aislaron diterpenos triciclicos con esqueleto 

abietano (e.g. compuestos 11 y 12) y pimarano (e.g. 13) (Urones ef al., 1998). Un diterpeno 

de tipo isopimarano, el (-) salzol (14) se aislé de las hojas de Hyptis salzmanii, este 

compuesto presentd una actividad antimicrobiana marginal contra Bacillus subtilis 

(Messana ef ai., 1990), De las raices de Hyptis fructicosa se aislaron tres diterpenos de 

abietano con nucleos aromaticos quinoides, la horminona (15), el hiptol (16) y la 14- 

metoxitaxodiona (17), este ultimo con actividad citotoxica (Marletti ef al, 1976; Delle 

Monache ef al., 1977). 

  

11 R;=OMe R2= OAc 13 

12R,;=OEt R2,=OAc 
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16 17 

Los triterpenoides constituyen los productos del metabolismo secundario mas 

abundantes y ampliamente distribuidos entre las especies del género Hyptis (Cuadro 2) y 

representan derivados pentaciclicos con diferentes grados de oxidacién de los esqueletos 

basicos de lupano, oleanano y ursano (Pereda-Miranda, 1988). 

Se ha sugerido que fa actividad citotéxica detectada durante el fraccionamiento 

biodirigido de los extractos organicos derivados de remedios tradicionales pertenecientes a 

la familia de las labiadas se asocia con la presencia de grandes cantidades de triterpenoides 

moderadamente citotéxicos, entre los que se encuentran los dcidos betulinico (18), 

oleanoico (19), ursdlico (20), 2a-hidroxiursélico (21), pomdlico (22) y el lupeol (23) 

(Pereda-Miranda, 1995). Los compuestos 19 y 22 presentan actividad anti-HIV; CEso = 1.7 

ug/mL y 1.4 pg/mL, respectivamente (Kashiwada ef al., 1998; Palsson y Jaenson, 1999). 
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Cuadro 2. Principales triterpenos citotdxicos aislados en el género Hypiis. 

  

  

  

  

  

  

Compuesto | Fuente* Referencia 

19 HA, HE, HS, HT | Pereda-Miranda y Delgado, 1990; Sheth e7 al, 1972; Misra 
et al., 1981; Kingston ef al,, 1979. 

20 HA, HC, HV Pereda-Miranda y Delgado 1990; Almtorp ef al, 1991; 
Novelo e¢ al., 1993, 

4 HA, HC, HM,)Pereda-Miranda y Delgado, 1990; Almtorp ef ai, 1991; 
HV Pereda-Miranda, 1988; Novelo ef al., 1993. 

22 HM Pereda-Miranda y Gascon-Figueroa, 1988 

23 HM Pereda-Miranda y Gascon-Figueroa, 1988     
  

“HA = Hyptis albida, HC = Hyptis capitata, HE = Hyptis emoryi, HM = Hyptis mutabilis, 

HS = Ayptis suaveolens, HT = Hyptis tomentosa, HV = Hyptis verticillata. 

  

Z 
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20 R; =R,=R3 =H 

21 Ri = R; =H; Ro = OH 

22 Ry = R. =H; Rs = OH 
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2.4.2. 5,6-dihidro-a-pironas. 

Las 5,6-dihidro-c-pironas se encuentran ampliamente distribuidas en las plantas y 

en los hongos. En las plantas, estos compuestos se asocian particularmente con las familias 

Lamiaceae, Piperaceae, Lauraceae y Annonaceae. Se han aislado a partir de todas las partes 

de la planta (Davies-Coleman y Rivett, 1989). Se encuentran sustituidos en la posicién 6 

con un alquilo, un alquenilo o un arilo y, ocasionalmente, estén sustituidos en otras 

posiciones del nucleo de o-pirona, e.g. C4 y Cs. Muchos de estos compuestos poseen 

actividad biolégica, exhibiendo fitotoxicidad, citotoxicidad contra células tumorales 

ademas de actividad antimicrobiana y antifiingica (Collet ef al., 1998). Estas propiedades se 

encuentran asociadas al poder alquilante del nucleo de la 5-lactona o,B-insaturada (Pereda- 

Miranda, 1995). 

2.4.2.1, 5,6-dihidro-a-pironas Cs sustituidas aisladas de las labiadas. 

De la familia Lamiaceae se han aislado 29 compuestos con diferentes grados de 

oxigenacion en Ja cadena lateral. Los compuestos mas simples son la umuravumbolida (24) 

y ja desacetilumuravumbdlida (25), aisladas de especies del género Tetradenia. La 

configuracién del doble enlace exociclico se propuso originalmente como trans debido a la 

banda de absorcién intensa en el IR a 965 cm"! (Van Puyvelde ef al., 1979). Sin embargo, el 

analisis de los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucién 

permitié establecer que el doble enlace presenta una estereoquimica c/s, La configuracién 

3°(S) del centro quiral aciclico se establecid mediante la aplicacién del método de Mosher 

(Davies-Coleman y Rivett, 1995). 
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La borondlida (26) se ha aislado de Tetradenia fruticosa y Tetradenia barberae. La 

configuracién (R) para el carbono 6 se propuso mediante la aplicacién de la regla de 

Snatzke para lactonas al observarse un efecto Cotton positivo a 256 nm al registrar el 

dicroismo circular (DC) y la conformacién relativa de los otros centros quirales se 

establecié mediante cristalografia de rayos X. La configuracién absoluta de esto ultimos se 

logré establecer por degradacién quimica hasta el 4cido D-malico (Davies-Coleman et ai., 

1987). Dos compuestos relacionados a la borondlida son sus derivados desacetilados, la 

desacetilborondlida (27) y la 1,2-didesacetilborondlida (28) aislados de Tetradenia riparia, 

una planta medicinal utilizada en Africa central. La estructura de estos compuestos se 

establecié por RMN proténica (‘H) y espectrometria de masas (EM) (Van Puyvelde ef al, 

1979; 1981), Se han reportado tres rutas sintéticas para obtener la (+)-borondlida (26), en la 

primera estrategia, se sintetizo el racemato al utilizar el dimero acroleina (Jefford y Moulin, 

1991), El producto natural (+)-borondlida se logré sintetizar partiendo de la D-glucosa 

(Nagano y Yasui, 1992) y también por sintesis asimétrica a partir del acetileno 

CH=C(CH2),0H (Honda ef al., 1996). 

   
24 R=OAc 
25 R=OH 26 Ri = Ro= R; = OAc 

27 R, = Ro= R;3 = OH 

28 Ry,=R.= OH; Rs = OAc 
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De las hojas de Syncolostemon rotundifolius se aisl6 la sinrotolida (29), su 

estructura se establecié a través de experimentos de doble resonancia, mientras que la 

estereoquimica relativa de todos los centros quirales y la conformacién cis del doble enlace 

se bas6 en el analisis cristalografico de rayos X. La ozondlisis de la sinrotélida rindié la 6- 

desoxi-L-alosa, permitiendo establecer la estereoquimica absoluta del compuesto (Davies- 

Coleman y Rivett, 1987). 

La sindendlida (30) junto con la desacetilborondlida se aislaron de las partes aéreas 

de Syncolostemon densiflorus. La estereoquimica de los centros quirales C)-C3- se propuso 

mediante argumentos biosintéticos y se sustentd a través de la comparacién de las 

constantes de acoplamiento de la borondlida (Davies-Coleman y Rivett, 1994). La 

estereoquimica del centro estereogénico Cs: se establecié por un anélisis detallado de los 

espectros de RMN del diaceténido; esto es, se establecié la presencia del aceténido de seis 

miembros en la posicién C3: y Cs con un metilo ecuatorial (5c 30.0) y uno axial (6, 19.8). 

La estereoquimica sin de H3 y Hs: se confirmé por experimentos diferenciales del efecto 

nuclear de Overhauser (nOe) (Collet ef al, 1997). 

   
OAc OH OAc OH OH 

29 30 
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Del extracto de acetona de las hojas de Syncolostemon parviflorus se aislaron las 

sinparvélidas A-C (31-33). La estructura quimica y la estereoquimica absoluta de los tres 

compuestos se basaton en evidencias espectroscépicas, quirdpticas y quimicas. La 

estereoquimica absoluta del alcohol secundario en 31 se establecid como (5), utilizando el 

método de Mosher y la estereoquimica de los carbonos Cs: y Ce se asigné por argumentos 

biosintéticos. Tomando en consideracién que 32 es un precursor biosintético de 31, se 

propuso la misma configuracién absoluta para ambos compuestos (Davies-Coleman y 

Rivett, 1996), 

La tetradendlida (34) es una 5,6-dihidro-c:-pirona aislada recientemente del extracto 

cloroférmico de las hojas de Tetradenia riparia, ni su estereoquimica ni su configuracién 

absoluta se han descrito todavia (Van Puyvelde y Kimpe, 1998). 

OAc OH    
OAc 0 OAc 

31 32 

OH O | 

OH 

  

33 34 
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Las sinargentolidas A-E (35-39) son compuestos relacionados que se aislaron de 

Syncolostemon argenteus, sus estructuras se asignaron utilizando técnicas DC y RMN. La 

sinargentolida D (38), es térmicamente inestable y debido a su bajo rendimiento no se logré 

establecer por completo su configuracién absoluta (Collet ef al, 1998). Por otro lado, la 

sinargentolida B (36) es un epimero en Cs- del compuesto 44, previamente aislado de 

Hyptis oblongifolia (Pereda-Miranda ef al., 1990). 

   
35 36R=H 

37R= OAc 

  

2.4.2.2. 5,6-dihidro-a-pironas Ce sustituidas aisladas del género Hyptis. 

La primera Cg-alquenil-5,6-dihidro-c.-pirona aislada en 1a familia de las labiadas fue 

la hipt6lida (40) de Hyptis pectinaia, ain cuando el compuesto se habia obtenido desde 

1920, en los afios sesenta se reporté su estructura correcta y slo hasta el final de la década 

de los ochenta se establecié su configuracién absoluta (Achmad ef al., 1987). 
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En el género Hyptis, se han descrito otras doce Cg-alquenil-5,6-dihidro-o.-pironas 

caracterizadas por tener la misma estructura general pero con diferentes grados de 

oxidacién en la cadena lateral y diferente estereoquimica en los centros quirales aciclicos. 

Todas poseen Ia misma configuraci6n absoluta para el centro Ce del nucleo de 5,6-dihidro- 

a-pirona y, al parecer, la configuracién absoluta C(S) constituye un rasgo biogenético 

comin a esta serie de principios biodinamicos. 

De una especie sudamericana no identificada de este género, se obtuvieron la 

olguina (41) (Alemany ef a/., 1979a) y la anamarina (42) (Alemany ef al., 1979b), las 

estructuras se establecieron mediante métodos espectroscépicos y cristalografia de rayos X. 

OAc    OAc OAc OAc 

41 42 
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Se han realizados diferentes investigaciones conducentes a la sintesis parcial y total 

de la anamarina (42). Mediante un analisis retrosintético y, a partir de una reaccién de 

Wittig, se planificé la obtencién de dos sintones quirales que corresponderian al 

rompimiento del doble enlace Cy y Cx de este compuesto. Se logré la sintesis de la cadena 

lateral a partir de la D-gulonolactona (Alemany ef ai, 1979a; 1983) y la porcién 

correspondiente a la 5,6-dihidro-c-pirona a partir de la D-glucosa (Gillard et al., 1988). La 

sintesis total de la enf-anamarina se realizé de manera andloga, utilizando como el sintén 

quiral a la D-glucosa (Lichtenthaler e¢ al, 1987; Valverde et ai., 1987). Por otra parte, la 

sintesis total del enantiémero natural de la anamarina (42) se logré a partir de la D- 

gulonolactona y del Acido R,R-tartarico (Lorenz y Lichtenthaler, 1987). 

Del extracto aceténico de las partes aéreas de la especie mexicana Hyptis 

oblongifolia, se aislaron la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43) (Delgado et al., 1985), la 6R- 

[5R,6S-(diacetiloxi)-1S,2R-(dihidroxi)-3-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (44), su 

correspondiente derivado diacetilado (45) y la 6R-[5R,6S-diacetiloxi-1R-(hidroxi)-2R- 

(metoxi)-3-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (46), caracterizadas por evidencias 

espectroscopicas, quirdpticas y quimicas (Pereda-Miranda ef al., 1990). La 5-desacetiloxi- 

5’-epi-olguina (43) demostré una actividad citotoxica significativa (CEso < 4 g/mL) contra 

las lineas celulares de cancer de pulmén, colon, carcinoma nasofaringeo normal y resistente 

a la vinblastina, el carcinoma epidermoide de humanos y fa leucemia linfocitica de muridos 

(Pereda-Miranda, 1995). 
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43 44 Ri =R.= 0H 
45 Ry = Ro= OAc 

46 R, = OH; Ro = OMe 

El estudio quimico del extracto organico de Hyptis capitata condujo al aislamiento 

de la 5’-epi-olguina (47) cuya estructura se determindé por cristalografia de rayos X 

(Almtorp ef al, 1991). 

A partir del extracto etandlico de las partes aéreas de Hyptis urticoides se aislé la 

hipurticina (48), la estructura se establecié por métodos espectroscépicos, Sin embargo, la 

estereoquimica de los centros quirales presentes en la cadena lateral C3, C4 y Ce: de este 

compuesto no se estableciéd (Romo de Vivar et al., 1991). 

   OAc Lor O OAc OAc OAc 

47 48 
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De las inflorescencias de una especie africana de Hyptis spicigera se aislé la 

espicigerolactona (49) y, a pesar de no haberse reportado la estereoquimica absoluta de 

ningin centro quiral (Aycard ef al, 1993), por comparacién de las constantes 

espectroscépicas en la resonancia magnética nuclear y del punto de fusidn, se ha sugerido 

que este compuesto corresponde a la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43) (Collet ef al., 1998) 

previamente aislada de Hyptis oblongifolia (Delgado et al., 1985; Pereda-Miranda ef al, 

1990). 

EI fraccionamiento biodirigido del extracto cloroférmico de las partes aéreas de 

Hyptis pectinata permitid el aislamiento de las pectindlidas A-C (50-52), compuestos con 

actividad citotéxica y antimicrobiana. La esteroquimica absoluta se establecié con base en 

evidencias espectroscopicas, quirépticas y quimicas (Pereda-Miranda et al., 1993), 

  

0 

OAc 0 

Ve t 

OAc oO 

49 50 Ri=R.=OAc 
51 Ry = OAc; Ro = OH 

52 Ry = OH; Ro = OAc 

Es posible que exista una relacién quimiotaxonémica en la seccién Mesosphaeria 

del género Hyptis, ya que cuatro de las cinco especies donde se han aislado 6-alquenil-5,6- 

dihidro-c-pironas (Cuadro 3) pertenecen a esta seccidn, lo cual podria confirmarse con el 

estudio fitoquimico de otras especies pertenecientes a esta seccion. 

25



Cuadro 3. Distribucion de las Cs-alquenil-5,6-dihidro-c-pironas en el género Hyptis. 

  

  

  

  

  

            

Especie - Seccion Subseccion Lugar de colecta 

Hyptis capitata Muellerohyptis Genuinae Ecuador 

Hyptis oblongifolia | Mesosphaeria Peetinaria México 

Hyptis pectinata ~~ | Mesosphaeria Pectinaria Indonesia y México 

Hyptis spicigera Mesosphaeria Spicaria Africa 

Hyptis urticoides Mesosphaeria Pectinaria México 

2.4.3. Flavonoides. 

Varias flavonas se han aislado de especies del género Hyptis. De Hyptis albida se 

obtuvieron seis flavonas, la cirsimaritina (53), la ermanina (54), la nevadensina A (55), la 

gardenina B (56), la apigenina-7,4’-dimetiléter (57) y el kamferol-3,7,4’-trimetiléter (58) y 

una flavanona, la isosakuranetina (59), caracterizadas por la metoxilacién en las posiciones 

Cs, Ce y Cg. El compuesto 53 presenté un amplio espectro de actividad antimicrobiana 

(Pereda-Miranda, 1990; Rojas e¢ al., 1992), La cirsimaritina también se ha aislado de 

Hyptis capitata (Almtorp et ai., 1991), Durante la busqueda de constituyentes citotéxicos 

en algunas especies medicinales de Hyptis, se han aislado flavonas con una ligera actividad 

citotéxica; de Hyptis verticillata se aislé la sideritoflavona (60) con una CEs de 1.6 g/mL 

contra el carcinoma nasofaringeo (KB) (Novelo ef al., 1993). Esta flavona inhibe la 

actividad de la prostaglandina sintetasa y presenta un efecto antiserotoninérgico (Kuhnt et 

al., 1995), De Hyptis tomentosa, se aislaron dos flavonas citotdxicas, la gardenina B (56) y 
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la 5-hidroxi-4’,3,6,7,8-pentametoxiflavona (61) con una CEsy de 6.0 y 1.8 g/mL, 

respectivamente, contra la linea celular KB (Kingston ef al., 1979). 

OMe 

   
53 R,=R4=Rs=Re = H; Ro = OMe; Rs = Me 59 

§4 R,=OMe; Ro =R3 = Ry =Re = H; Rs = Me 

55 R,=R3= Re =H; Ro = Ry = OMe; Rs = Me 
56 R,=Re =H; Ro = Ry = OMe; Rg = Rs = Me 

57 Ri=R2=Rs=Re =H; R3 = Rs = Me 

58 R= OMe; R2 = R4=Re =H; R3 = Rs =Me 
60 R,=R4=Rs =H; Ro = OMe; R3 = Me; Re = OH 

61 R,=R.=R4= OMe; R3 = Rs = Me; Rg =H 

Por otro lado, en las hojas de Hyptis salzmanii se encontraron tres flavanonas, la 

(~)-isosakuranetina (59), la (+)-sakuranetina (62) y 1a (+)-naringenina-7,4’-dimetiléter (63) 

y una chalcona, Ja 4,2’,6’~trihidroxi-4’-metoxichalcona (64) (Messana et ail., 1990). 

OR 

O Ss MeO OH 

OH 

MeO ° 

OH O OH O 

62 R=H 64 

63 R=Me 
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2.4.4, Lignanos. 

Los lignanos se han aislado en algunas especies medicinales de Hyptis y, 

posiblemente, este grupo de compuestos contribuye en gran medida al uso en la medicina . 

tradicional de éstas, debido al gran espectro de actividades biolégicas que poseen; entre las 

que destacan las propiedades antimitdticas, antivirales, moduladores de diversas actividades 

enzimaticas y su toxicidad sobre hongos, insectos y vertebrados, entre otras (Charlton, 

1998; MacRae y Towers, 1984). 

A través del fraccionamiento bioditigido de los extractos citotéxicos de Hyptis 

verticillata, se han aislado siete lignanos con esqueleto de ariltetralina, la 4’- 

desmetildesoxipodofilotoxina (65), la f-peltatina (66) (Germén,1971), la podofilotoxina 

(67) (Heinrich ef al., 1994), la p-apopicropodofilina (68), la isodesoxipodofilotoxina (69), 

la desoxipicropodofilotoxina (70) (Novelo ef ai., 1993), y la hiptinina (71) (Kuhnt er al., 

1994); cuatro lignanos con nucleo arilnaftaleno, el éter metilico de la deshidro-/-peltatina 

(72), 1a desoxideshidropodofilotoxina (73), 1a deshidropodofilotoxina (74) y la 5- 

metoxideshidropodofilotoxina (75) (Novelo ef al., 1993) y, tres lignanos con esqueleto de 

dibencilbutirolactona, la yateina (76) (Novelo ef al., 1993), el podorrizol (77) y el epi- 

podorrizol (78) (Kuhnt ef ai., 1994), De las partes aéreas de Hyptis tomentosa se aisl6 la 

desoxipodofilotoxina (79) (Kingston et al, 1979), La hierba San Martin, como se conoce 

en la medicina tradicional oaxaquefia a Hyptis verticillaia, representa una fuente alternativa 

a las especies de Podophyllum (Berberidaceae) como materia prima para la obtencién de 

lignanos analogos de la podofilotoxina, compuesto que se emplea como un precursor para 

la semisintesis del etopdsido y tenipdsido, agentes quimioterapéuticos de utilidad en el 

tratamiento de la leucemia y el cancer testicular (Ruiz-Acevedo, 1996). 
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66 Ry =H; R2 = OH; R; = Me 

67 R; = OH; R2 = H; R3 = Me 
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De Hyptis capitata se aislé el 2,3-di-(3’ ,4’-metilendioxibenci)-2-buten-4-dlida (80), 

un lignano con actividad fungicida con esqueleto de dibencilbutirolactona (Gunvor et al., 

1991), 

De las hojas de Hyptis salzmanii se aislaron tres lignanos, la (+)-sesamina (81), la 

(-)-cubebina (82), y la (-)-hinokinina (83) (Messana et a/., 1990). 
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2.5. Propiedades espectroscépicas y espectromeétricas. 

2.5.1. 5,6-dihidro-c-pironas. 

2.5.1.1. Espectroscopta de infrarrojo y ultravioleta. 

Los espectros en el IR de las Ce sustituidas 5,6-dihidro-c-pironas presentan una 

fuerte banda de absorcién en 1710-1740 cm" debido al grupo carbonilo «, B-insaturado. El 

doble enlace de la lactona absorbe a 1590-1640 cm” y aunque su intensidad es mas débil 

que la del grupo carbonilo, se intensifica por la oxigenacién de la posicién C4 6 Cs (Davies- 

Coleman y Rivett, 1989). Los sustituyentes en C,, en especial los 6-alquenilos, 

generalmente se encuentran sustituidos por hidroxilos o acetatos dando origen a bandas de 

absorcién a 3200-3600 cm™, 1710-1730 cm™ y 1240-1250 cm! (Davies-Coleman ef al, 

1987). 

La longitud de onda (A) de maxima absorcidn en el espectro de UV de una Ce-alquil 

y Ce-alquenil-5,6-dithidro-a-pirona monosustituida aparece normalmente entre 200-215 nm 

(e = 8 000-12 000) (Davies-Coleman y Rivett, 1989). 

2.5.1.2, Espectroscopias de RMN 1H y RMN ¥C. 

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se ha empleado en la 

elucidacién estructural de mas de las dos terceras partes de este tipo de compuestos. Las 

sefiales caracteristicas presentan un patron de espin de primer orden, con desplazamientos 

quimicos (8) y constantes de acoplamiento (/) definidas. Estas constantes se determinan a 

través del andlisis de los espectros de RMN unidimensionales (protonica, 'H y carbono-13, 

3C) y bidimensionales (H-'H y 'H-Bo), permitiendo obtener la informacién necesaria 
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para la caracterizacién de este tipo de compuestos (Davies-Coleman y Rivett, 1989; 

Hernandez de Jesus, 1991; Villavicencio Gonzalez, 1993), 

En el espectro de RMN ‘EF, las sefiales correspondientes al anillo de fa 5,6-dihidro- 

a-pirona (84) se caracterizan como sigue: el proton en C3 (6 5.9-6,1) se acopla con el 

proton de C4 VU = 9.7-10.0 Hz), indicando un grupo olefinico cis adyacente a un grupo 

carbonilo (fig. 3), también se acopla a larga distancia con los dos protones en Cs (3-500 = 

1Hz, J3,sax = 2-3 Hz). La desproteccién de Hy (6 6,78-7.05) respecto a Hs es tipica para un 

carbono f enlazado a un croméforo de carbonilo o,f-insaturado. La multiplicidad de la 

sefial para Hy aparece como un doble de dobles por su acoplamiento con H3 y con Hssx 

(V4sax = 2-4 Hz) y Hsec (Vasco = 4-6 Hz) (fig. 3). Estos valores de J se han utilizado para 

determinar la estereoquimica relativa de los sustituyentes en Cs; ademas, este conjunto de 

sefiales es sumamente caracteristico en los espectros de RMN 'H de las 5,6-dihidro-ca- 

pironas sustituidas en Co y puede utilizarse para identificar la presencia de este tipo de 

compuestos en extractos o fracciones (fig. 3) (Davies-Coleman y Rivett, 1989; Pereda- 

Miranda, 1995). 
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Figura 3. Desplazamientos quimicos y multiplicidad caracteristicos para los protones 
olefinicos conjugados del nucleo de la 5,6-dihidro-a.-pirona presente en la hiptélida (40). 

Los dos protones alilicos en Cs son no equivalentes y presentan un acoplamiento 

geminal tipico (sec, sax = 15-19 Hz) y un acoplamiento con Ha y He (Jsec6 = 9-12 Hz; Jsec6 = 

3-6 Hz). Estos dos protones aparecen como un multiplete complejo en la mayoria de los 

casos entre § 2.3-2.8. La hidroxilacién o la acetilacién de Cs provoca un desplazamiento a 

campo bajo del protén Hs geminal a esta sustitucién (6 4.2-5.4). El desplazamiento quimico 

de Hg (5 4.2-5.1) depende de la naturaleza de la cadena olefinica que sustituye al nicleo C,. 

En el caso de la hiptdlida (40), los protones metilénicos en Cs presentan un acoplamiento 

con el protén geminal a la funcién etérea de la lactona (Hg), cuyo desplazamiento quimico 

se observa en 8 5.29, El valor observado de 9.9 Hz sugiere una interaccién trans-diaxial 

para los protones Hsg y Hs, de esta manera, se establece la configuracién relativa pseudo- 

ecuatorial para la cadena lateral (fig. 4). 
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Figura 4. Multiplicidad observada para el nucleo Hg de la 5,6-dihidro-a-pirona. Los valores 
de las constantes de acoplamiento corresponden a la hiptdlida (40), 

De acuerdo con la multiplicidad observada para el resto de las sefiales 

correspondientes al nucleo 5,6-dihidro-o-pirona de la hiptélida (40), se observan los 

siguientes acoplamientos: la sefial centrada en 6 6.90 (Hy) aparece como un doble de doble 

de dobles (ddd), por acoplamiento olefinico cis con el proton en 8 6.04 (Hs, 44 = 9.9 Hz) y, 

un acoplamiento vecinal con el multiptete centrado en 8 2.43, que corresponde al metileno 

alilico del niicleo de la 5,6-dihidro-a-pirona (Hs, Jasp = 5.4 y Jas = 3.0 Hz). Este sistema 

ABXY para los nicleos Hs, Ha y Hs ha permitido establecer una correlacién estructural con 

la 5-desacetiloxi-5’-epiolguina (43) y sus congéneres (44-46) (Pereda-Miranda ef al., 

1990), 

34



Un segundo ejemplo de las multiplicidades observadas en la RMN 'H del anillo de 

la 5,6-dihidro-c.-pirona puede ilustrarse con la pectindlida A (50), en donde existe un grupo 

acetoxilo en la posicion Cs y, por lo tanto, se observa la presencia de un sistema ABX 

correspondiente a los protones vinilicos H3 (8 6.24), Hy (6 6.96) y al proton alilico Hs (6 

5.19) (fig. 5) (Hernandez de Jestis, 1991). Las multiplicidades de cada una de las 

resonancias para los protones del ntcleo de la 5,6-dihidro-a-pirona de la pectindlida A son 

andlogas a las observadas para la olguina (41), asi como para las pectinélidas B y C (51 y 

52), diasteroisémeros que corresponden a los dos productos de monodesacetilacién de la 

pectinélida A (50) (Villavicencio Gonzalez, 1993). 

  

Hy 
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Figura 5. Patron de multiplicidad ABX observado para la 5,6-dihidro-c-pirona de la 
pectindlida A (50). 
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La oxigenacion de la cadena lateral provoca un nimero contiguo de centros quirales 

cuya estereoquimica relativa se ha determinado mediante la aplicacién del efecto nuclear de 

Overhauser (nOe) (Davies-Coleman y Rivett, 1989; 1996). Las sefiales base de oxigeno 

aparecen entre 6 3.3-3.8 (proton geminal a grupo hidroxilo y anillo de oxirano) y & 4.9-5.9 

(protén geminal a grupo acetoxilo), ademds de las sefiales correspondientes al proton del 

hidroxilo (6 2.3-2.8) y al metilo del grupo acetoxilo (8 1.9-2.1). También, se observa un 

doblete o un triplete entre 6 0.9-1.4 que corresponde a un metilo terminal. Los protones 

vinilicos en la cadena lateral aparecen entre 8 5.5-6.5. En la figura 6 se presenta el espectro 

de RMN 'H de la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43), destacdndose los desplazamientos 

quimicos de los protones de la cadena lateral. 
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Figura 6. Espectro de RMN 'H de la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43). 
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La simplificacion de las sefiales después de irradiar un proton determinado ha 

permitido corroborar la asignacién de las sefiales. La figura 7 ilustra el empleo de las 

irradiaciones selectivas en la asignacién de la RMN 'H de la borondlida (26). Esta 

metodologia ha sido desplazada en la actualidad por el empleo de las técnicas de 

correlacién bidimensionales (‘H-'H COSY). 

En el espectro de RMN '°C, la informacién de mayor importancia que se obtiene es 

la siguiente: el desplazamiento quimico del atomo del carbonilo C2 aparece usualmente 

centrado en 6 160-169, el C3 entre § 120-122 y la sefial de Ca en 5 144-148. El atomo de Cs 

aparece a 6 25-30 y la oxigenacién de este nucleo causa un desplazamiento paramagnético 

de casi 40 ppm y provoca un efecto menor sobre el desplazamiento quimico de Cy. Sin 

embargo, Cs que normalmente aparece en 5 72-78, se desplaza paramagnéticamente por 

aproximadamente 35 ppm (Davies-Coleman y Rivett, 1989). Las sefiales correspondientes a 

la cadena lateral son las siguientes: la sefial a campo alto en el espectro corresponde al 

grupo metilo terminal (6 12.9-16.6). Los metinos enlazados a oxigeno aparecen centrados 

en 566-81, los protones olefinicos en 6 121.1-126.3 y 6 132.9-144.9. Las sefiales 

correspondientes a los anillos de oxirano aparecen centrados en 6 56.5 y 58.9 ppm. 

Las correlaciones bidimensionales observadas en la RMN ('H-'H COSY) para cada 

uno de los nticleos de hidrégeno (fig. 8) con sus respectivos carbonos geminales 

(HETCOR, fig. 9), permiten establecer la conectividad para los fragmentos estructurales 

identificados. 
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Figura 7. Simplificacién de las multiplicidades observadas en el espectro de RMN 'H 
(A) de la borondlida (26) después de la irradiacién selectiva de un proton: B, Hy, Hy 6 
9.35); C, Hsax (6 2.28); D, Hyeo (8 2.49). 
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Figura 8. Espectro bidimensional 
(43). 
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Figura 9. Espectro bidimensional 'H-'°C HETCOR de la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina 
(43). 
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La figura 10 ilustra el empleo de la RMN bidimensional 'H-'H COSY que permitié 

distinguir entre las dos posibilidades diastereoisoméricas para las pectindlidas B y C (51 y 

52) a través de las interacciones entre los protones Hs y Hg del nicleo de c-pirona y entre 

los protones Hy y Hy de la cadena lateral, La localizacién del grupo hidroxilo en la 

posicién C3 de la cadena lateral en la pectindlida B (51) se establecié por los cuadros de 

conectividad que establece el protén Hs; con el metileno de la cadena lateral Hy (6 1.60) y 

con la sefial vinilica Ha: (6 5.76) (Villavicencio Gonzalez, 1993), 
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Figura 10. Espectros de RMN 'H bidimensionales COSY de las pectindlidas B (81) y C (52). 

Una vez establecida la conectividad inequivoca de cada uno de los fragmentos 

estructurales identificados en el espectro de RMN 'H bidimensional, estos desplazamientos . 
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quimicos se utilizan en experimentos bidimensionales de correlacién heteronuclear HE-Be 

(HETCOR, HMQC) para asignar o confirmar los desplazamientos de “°C, como puede 

observarse en el espectro de HETCOR de la pectindlida C (52) (fig. 11). 

  

  

Figura 11. Espectro de correlacién bidimensional heteronuclear 'H-3C HETCOR de la 
pectindlida C (52). 

Las correlaciones evidentes en los espectros de HMBC entre los hidrégenos de los 

carbonos de la cadena lateral y los 4tomos del carbonilo del grupo acetoxilo permiten 

establecer la posicién exacta de los sustituyentes (Davies-Coleman y Rivett, 1996). Por 

ejemplo, la localizacién de un grupo acetato en uno de los cuatro 4tomos de carbono de 

oximetino (Cy, C2, C3 y Cs) de la sindendlida (30) se realizé por la correlacién observada 

a larga distancia (/) entre el proton Cs y el 4tomo de carbono del carbonilo del acetato 

(Davies-Coleman y Rivett, 1994), El analisis de los experimentos de desacoplamiento de 

RMN 'H demostraron que las constantes de acoplamiento (/) para los hidrégenos de Ce, 
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Cr, Ca y C3: del peracetato de la sindendlida (30, Joy = 5.3 Hz, Jy, 2" = 5.3 Hz, Jay = 4.7 

Hz) son similares a fos de la borondlida, (26, Je. = 5.7 Hz, Jy, 2 = 5.2 Hz, Joy = 5.5 Hz) 

proponiéndose la configuracién absoluta de 6R, 1’R, 2’R, 3’S para el derivado peracetilado 

de la sindendlida (30), La configuracién absoluta de Cs: en el acetonido se realizé mediante 

el andlisis detallado de los experimentos de exaltacién nOe, ademas de confirmarse la 

configuracién de los otros centros quirales. En la figura 12 se ilustran las exaltaciones nOe 

observadas en el aceténido de la sindendlida (30) (Daviés-Coleman y Rivett, 1994). 

  

Figura 12, Exaltaciones nOe observadas en el acetonido de la sindendlida (30), 

4.5.1.3. Espectrometria de masas. 

La espectrometria de masas se. utiliza principalmente como una técnica 

suplementaria para la determinacién de la estructura quimica de las 5,6-dihidro-ci-pironas. 

El anillo de la lactona o,8 insaturada sufre una serie de fragmentaciones que da origen a 

iones de valor diagnéstico sustancial, En general, en las 5,6-dihidro-c-pironas se observa el 

ién molecular en sus espectros de masas, con excepcidn de algunos compuestos 

polihidroxilados, los cuales sufren descomposicién térmica, pero este problema se puede 

resolver con la preparacién de derivados trimetilsililados. El rompimiento « de la cadena 
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lateral en Ce (pérdida de Ja lactona o,B-insaturada) corresponde al rompimiento mas facil al 

ser inducido por el oxigeno heterociclico y es caracteristico de este grupo de compuestos. 

De esta forma, los picos de m/z 68 y 97 son diagndsticos del grupo lactona. La presencia de 

los grupos acetoxilo se confirma mediante los picos intensos de m/z 43, ademas de 

observarse frecuentemente la pérdida de unidades de cetena (42, -CH2=C=O) (Davies- 

Coleman y Rivett, 1989; Pereda-Miranda et al, 1990). Por ejemplo, los picos 

caracteristicos en el espectro de masas de la umuravumb6lida (24) se presentan en la figura 

13 (Van ef al, 1979). 

97 + Ht (28 %) 
97 (65 %) 

° 
4123 (6 %) 

° 87 (27%) = CH2CO m= 210 (12%) 22°, m= 192 (92%) 
Calg 

68 (91 %) ° | ~ Cag | CaHe 

185 (54 %) é Ac ‘O 

43 (100 %) m/z = 153 (65%) m/z = 135 (84%) 

Figura 13. Patron de fragmentacién de la umuravumbolida (24) inducido mediante impacto 
electrdnico (70 eV). 

En el espectro de masas de la pectindlida A (50) obtenido por impacto electrénico a 

20 eV se corroboré la presencia de dos grupos acetoxilo en fa molécula mediante las 

pérdidas sucesivas de acido acético o la eliminacién de dos moléculas de cetena. El ién de 

m/z 155 se origina por la ruptura a al oxigeno heterociclico (fig. 14) (Pereda-Miranda et al., 

1993; Villavicencio Gonzalez, 1993). 
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Figura 14. Patron de fragmentacién de la ‘pectindlida A (50) inducido mediante impacto 
electrénico (20 eV). 
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2.5.2. Diterpenoides del grupo labdano. 

2.5.2.1. Espectroscopia de infrarrojo. 

En el espectro de infrarrojo de los diterpenos del grupo labdano, se observan con 

frecuencia bandas de absorcion asociadas con la presencia del grupo hidroxilo (3520 y 

3368 cm’) 0 de Acido carboxilico (2500-3300 cm), de grupo carbonilo de Acido (1700- 

1710 cm”) o grupo de éster (1710-1730 om y 1240-1250 cm‘). También son frecuentes 

las absorciones para grupos carbonilo de cetonas c, B insaturadas (1730, 1660 y 850 cm”) 

y aldehido (1720-1740 y 2695-2830 cm") (Van et al., 1979). 

2.5.2.2, Espectroscopia de RMN" Hy RMN °C 

La elucidacién estructural del esqueleto diterpénico que corresponde al micleo 

labdano se ha realizado principalmente a través del andlisis de las constantes 

espectroscopicas generadas en la RMN 'H y de °C (O’Mathina y Doskotch, 1995), 

El espectro de RMN 'H se caracteriza por la presencia de singuletes finos debido a 

los metilos angulares His, His y Hao (6 0.8-1.2) y singuletes ligeramente anchos para 

metilos olefinicos (6 1.6-1.9), asi como sefiales para protones olefinicos (8 5.3-5.1 y 4.8- 

5.0) y protones de metino geminales a hidroxilo (6 3.2-3.8) 0 acetoxilo (8 4.9-5.0) 

(O’Mathtina y Doskotch, 1995; Toki ef al., 1999), 

Barrero y Altarejos (1993) realizaron la compilacién de las constantes 

espectroscopicas de RMN "°C de 91 compuestos de tipo labdano, clasificados en 10 series, 

para la asignaciOn espectrosc6pica de compuestos similares. En la serie que incluye 

labdanos dicarbociclicos con un doble enlace exociclico A®'” se observa la constancia de 

los desplazamientos quimicos para el sistema decalina incluyendo los carbonos Cy7, Cig, 
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Ciy y Coo. En la figura 15 se presenta el promedio de los valores observados para los 

desplazamientos quimicos (8) del nucleo de decalina de los anillos A y B de los esqueletos 

‘de labdano sustituidos con un Acido carboxilico en C4. 

106.7 

  

177.6 

Figura 15. Promedio de los valores de desplazamiento quimico (6) para el micleo 
labdanico. 

La conectividad en el sistema decalina y la asignacién total de las sefiales generadas 

en los espectros de RMN 'H y "C se ha logrado con el empleo de experimentos de 

desacoplamiento homonuclear y estudios bidimensionales exhaustivos (H-'H COSY, 

correlacién 'H-'°C a dos y tres ligaduras, e.g. COLOC o HMBC, entre otros). Los estudios 

nOe han permitido determinar la configuracién relativa del nucleo de decalina (O’Mathina 

y Doskotch, 1994a). Por ejemplo, en el espectro COSY de la amendlida K (85) se 

observaron seis unidades acopladas, al combinar tres de estas unidades se formé el sistema 

biciclico correspondiente al anillo A y B con un doble enlace exociclico: (1) el carbinol a 8 

3.71 (Hg) se acopla con los metilenos de C3 (6 0.97 y 1.8) y de C; (6 1.42 y 1.83). También, 

el protén en 5 142 (Hio) se acopla en W con la sefial en 5 0.93 (Me-20); (2) el metilo 18 

también se acopla en W con Hip (6 3.87); (3) el protén carbonilico He (8 3.89) se acopla 
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con Hs (6 1.93) y con el metileno Cy (6 2.39 y 2.53) y, la sefial en 2.53 ppm (Hy,) se acopla 

alilicamente a los dos protones olefinicos (6 4.91 y 5.20) que corresponden a C17. Los 

experimentos de acoplamiento 'H-C a larga distancia permitieron identificar los cuatro 

carbonos cuaternarios del sistema de anillos A/B y confirmaron el arreglo de las unidades 

de los protones acoplados, siendo las interacciones mas importantes las siguientes: (1) El 

metilo 18 (6 1.28) se acopla con C3 (6 48.58), C4 (5 41.36), Cs (8 51.0) y Cis (5 67.80); (2) 

El metilo 20 se acopla con Cs, Cy (5 86.64) y Cio (6 45.68); (3) Hz se acopla con Cs, Cg (6 

145.21) y Ci7 © 114.72); (4) Hi se acopla con Cio y Cao (8 19.34); (5) Hiz (6 5.21) se 

acopla con C7 (6 44.27) y Cy (O’Mathtna y Doskotch, 1995). La posicién de los grupos 

hidroximetileno y del acetoximetileno en Cyy se confirmé mediante las interacciones a larga 

distancia 'H-'°C (J) (Tsichritzis y Jakupovic, 1990). 

  

La naturaleza de la cadena lateral (Ci1-Ci6) se identificé mediante las sefiales para 

los protones 14 y 16. En una cadena saturada se observa la sefial de un metilo doblete a & 

0.95 para His y un par de dobles de dobles para Hi4. Al existir una insaturacién entre Ci3- 
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Ci4 se observa el metilo sobre doble ligadura (6 ca 2.1) y un proton olefinico (8 ca 5.6) 

(Tsichritzis y Jakupovic, 1990). Por ejemplo, si existe una insaturacién en Cy3-Ci4 y un 

hidroximetileno en Cis, en RMN 'H se observa un sistema ABX constituido por el proton 

olefinico y,los protones del hidroximetileno con Jax = 7.5 Hz (acoplado a tres enlaces) y el 

metilo sobre doble ligadura aparece como un singulete ligeramente ancho, La orientacién 

del metilo sobre doble ligadura (cis o trans) con respecto al proton olefinico se ha 

determinado por estudios nOe: la irradiacion de Hy, (8:5,34) aumenta la sefial de! metilo 

Hie (6 1.70) y los protones olefinicos His (5 4.46 y 4,43) en 6 y 3 %, respectivamente. La 

irradiacién del metilo provoca sélo el incremento de la sefial del proton olefinico en 8%, 

por lo tanto, el metilo y el proton olefinico mantienen una relacién cis (Pcolisnski ef al, 

1995). Se ha observado que la sefial del metilo olefinico His en los compuestos con 

configuracion Z (cis) aparece a campo mas alto (6 1.71) y la sefial para Cis aparece a campo 

mas bajo (6 23,3) que los andlogos con configuracién 13E (trans) (Su et al., 1994), 

La estereoquimica relativa de los centros quirales se ha asignado por interacciones 

nOe y mediante el andlisis de los patrones de acoplamiento interproténicos (Pcolisnski ef 

al, 1995; Tasdemir, ef al, 1996), Por ejemplo, en la 6,19-diacetilamendlida A (86) el 

proton Hz presenta dos constantes de acoplamiento grandes (J= 11.4 Hz) y dos pequefias (/ 

= 3.8 Hz), indicando una orientacién axial. El proton He presento esta misma orientacién (J 

= 11.9, 8.8 y 6.4 Hz), evidenciada a través de las interacciones /rans-diaxiales con Bix U = 

8.8 Hz) y Hs (J = 11.9 Hz). La configuracién relativa se confirmé mediante los nOe, 

ademas de permitir establecer la posicién de todos los sustituyentes en [a cara a o B del 

sistema decalina. Esto permite establecer también la naturaleza de la fusion de los anillos 

como se ilustra en la figura 16 para el diterpeno 86 (O’Mathtna y Doskotch, 1994b). 
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Figura 16. Porcentaje del incremento en la relajacién de las sefiales producto de los 
experimentos en la espectroscopia diferencial nOe para el compuesto 86. 

2.5.2.3. Espectrometria de masas. 

En la mayoria de los casos, la espectrometria de masas se ha empleado para 

confirmar la estructura establecida por RMN. Los principales picos de fragmentacion se 

originan mediante fragmentaciones multicéntricas tipo McLafferty de la cadena lateral y la 

pérdida del anillo B a través de los procesos de retro Diels-Alder en compuestos con 

insaturacion en C7, Cg (Jefferies et al., 1974). 
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2.6. Métodos empleados para establecer la configuracién relativa y absoluta. 

EI establecimiento de la configuracién relativa y absoluta de compuestos con uno 0 

varios centros quirales se realiza a través del empleo de diferentes métodos, que implican la 

degradacién quimica, la obtencién de constantes fisicas, la obtencién de diasteroisémeros 

con reactivos quirales o el andlisis conformacional mediante mecanica molecular 

complementado con la difraccién de rayos X, El uso de un método o la combinacién de 

varios dependera de la informacién disponible en Ia literatura con relacion a compuestos 

similares, ya que en ocasiones se podra establecer la configuracién absoluta con solo la 

obtencién de una constante fisica experimental, e.g. la rotacién dptica o el dicroismo 

circular (DC). 

La revision bibliogréfica que se presenta a continuacién, Unicamente describe el 

empleo de los métodos utilizados para establecer la configuracion relativa y absoluta de los 

productos naturales aislados en el presente estudio. 

2.6.1. Métodos degradativos. 

Una ‘de las .primeras metodologias empleadas para determinar la configuracién 

absoluta de C,-alquenil-5,6-dihidro-c-pironas fueron los métodos degradativos, debido a 

que generan compuestos oxigenados cuya estereoquimica puede ser determinada facilmente. 

La degradacién quimica de la boronélida (26) se realizd a través de la 

saponificacién, oxidacién con peryodato, ozondlisis oxidativa e hidrélisis basica y Acida, 

para obtener una mezcla de acidos, entre ellos, el Acido malico que proviene de los 4tomos 

de carbono 4, 5, 6y 1 de la borondélida (26); de esta manera, la configuracién absoluta de 

Cg en el producto natural se relaciond con la configuracién absoluta en C2 del Acido milico, 
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el cual se esterificé para obtener el derivado 2-(+)-dibutilo y se compard por cromatografia 

de gases con los ésteres L-malato de 2-(+)-dibutilo y DL-malato de 2-(+)-dibutilo. Esta 

metodologia permitié establecer la configuracin (R) para el Acido malico derivatizado de la 

boronolida (26) y, por lo tanto, la configuracién absoluta para el centro estereogénico Cg del 

producto se estableci6 como (R). Este resultado se confirmé con el registro del DC del 

producto natural, observandose un efecto Cotton positivo a 260 nm (Davies-Coleman y 

Rivett, 1987). 

La configuracion absoluta de la sinrotdlida (29) se establecid también por 

degradacién quimica. Primero se realiz6 una ozondlisis reductiva la cual proporciond dos 

productos, la saponificacién del producto principal que provenia de la cadena lateral generd 

la 6-desoxialosa y la configuracién absoluta de esta hexosa se determind preparando el 

derivado 2-(—)-octil-glicosido, que al ser comparado por cromatografia de gases con los 

glicdsidos 2-(—)-octil y 2-(+)-octil de la 6-desoxi-D-alosa, permitid establecer una 

configuracion (L) para el derivado 6-desoxialosa de la sinrotélida (22) (Davies-Coleman e¢ 

al., 1987). 

Para las pectindlidas A-C (50-52), también se empled la técnica de ozondlisis en la 

determinacion de la configuracién absoluta de la cadena lateral. La pectinélida A (50) y la C 

(52) proporcionaron el mismo producto de degradacién, el acido 2-acetiloxihexancico y, al 

saponificarse genero el acido (+)-2S-hidroxihexanoico, que fue idéntico al obtenido a través 

de la ozondlisis de la pectindlida B (51). Con el registro del DC de este acido se observé un 

débil efecto Cotton negativo a 244 nm (Ae = -0.01) y positivo a 209 nm (Ae = +1.58), 

permitiendo confirmar la configuracién absoluta (S) para el centro estereogénico C3. 

(Pereda-Miranda ef al., 1995), 
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2.6.2. Método fisicos, 

Una adecuada asignacién de la configuracién absoluta se logra en numerosas 

ocasiones mediante el anélisis de las propiedades quirépticas de-las sustancias quirales. 

Estas propiedades surgen de la interaccién no destructiva de los compuestos en estudio con 

la radiacion anisotrépica (luz circular polarizada) y permiten diferenciar entre los dos 

enantiémeros de un compuesto quiral. Los métodos quirdpticos incluyen la rotacion optica, 

la dispersién dptica rotatoria (DOR) y el DC, La aplicacién de estas técnicas depende, en la 

mayoria de los casos, de la presencia de un croméforo en el compuesto en estudio (Eliel y 

Wilen, 1994), El croméforo de mayor utilidad hasta ahora es el grupo carbonilo, aunque 

este grupo es simétrico, un medio ambiente asimétrico (sustituyentes) induce la asimetria 

en, Ja distribucion electrénica y bajo estas condiciones se observa un efecto Cotton, 

generado por la banda n—>z*. En las curvas de DC y DOR, el efecto Cotton podra se 

positivo o negativo (fig. 17) dependiendo de la orientacién de los sustituyentes cercanos al 

grupo cromdforo (Juaristi, 1991). 

Ae Ae a (a) x ny :   

(4) 

  (o) [~ 2 w= h 
A / 1008 lta 

Figura 17. Curvas de DC (a y b) y de DOR (c y d) con efecto Cotton positivo (a y c) y 
negativo (b y d). 
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Para encontrar la relacién entre el signo del efecto Cotton y la geometria de la 

molécula, se han realizado estudios empiricos, semiempiricos y tedricos que han llevado a 

establecer diferentes reglas (e.g. la regla del octante) (Minkin ef al., 1977; Snatzke, 1968). 

2.6.2.1. La regla de Snatzke, 

En cetonas «,B-insaturadas, uno o ambos de los planos locales simétricos a través 

del grupo carbonilo se encuentra desviado y, por lo tanto, la regla del octante caracteristica - 

para el cromoforo carbonilo de cetona no se aplica directamente (Juaristi, 1991; Minkin ef 

al., 1977). La regla de Snatzke se basa en el signo del efecto Cotton de un compuesto, para 

asignar la conformacion 87 (—) u 88 (+) para una lactona «,B-insaturada, asumiendo que el 

grupo éster permanece coplanar y que la orientacién de los sustituyentes en Cs 6 Ce se 

conoce (Beecham, 1972). Generalmente, la configuracién relativa para el centro Cs se 

establece a partir de los valores para las constantes de acoplamiento en la RMN 'H (ver 

seccion 2.5.1.2) o mediante difraccién de rayos X. 

87 88 

Snatzke aplic6 esta relaci6n a un compuesto con una estereoquimica absoluta 

conocida, el acido (+)-parasorbico (89), Se establecié por estudios de RMN que el grupo 
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metilo presentaba una orientacién pseudo-ecuatorial y, al registrar un ‘efecto Cotton 

positivo, Agmax = +2.25 a 262 nm se asigné la conformacién 88 con una configuracién 

absoluta (5S) para esta 5,6-dihidro-c-pirona (Snatzke, 1968), 

En la aspirona (90), los resultados de RMN indicaron que los sustituyentes en C4 y 

Cs se encuentran en una orientacién cis diecuatorial y el signo del efecto Cotton n>7° 

(A&max = —4.8263 nm) permitid determinar la configuracién absoluta (R) (Beecham, 1972). 

   
H 

fo
re
 

an
 

89 90 

Esta regla se ha venido aplicando de manera rutinaria para determinar 1a 

configuracion absoluta del centro quiral Cs en diferentes tipos de compuestos que contienen 

en su estructura una 5,6-dihidro-ca-pirona. La estereoquimica establecida mediante el 

empleo de la regla de Snatzke se ha confirmado con estudios cristalograficos de rayos X, 

degradacién quimica y sintesis (Davies-Coleman y Rivett, 1989). 
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La figura 18 ilustra la proyeccién generada mediante cristalografia de rayos X de la 

5-desacetiloxi-5’-epi-olguina, en esta proyecciOn se observa que el proton Hs se encuentra 

en una conformacién o axial, el anillo de la 5,6-dihidro-c.-pirona en pseudo-silla, la cadena 

lateral pseudo-ecuatorial, He-H1, H2~H3- y Hy-Hs: estan en relacién quasi-anti-periplanar y 

Hs-Hg- sin-clinal. Al registrar el DC de esta 5,6-dihidro-c-pirona se observé un efecto 

Cotton positivo, Esta investigacién confirma la propuesta de Snatzke para la conformacién 

de minima energia del nucleo de 5,6-dihidro-o-pirona necesaria para la deduccion correcta 

de la configuracion absoluta para el centro Ce (Snatzke, 1968), Ademias, la conformacién en 

el estado sdlido no difiere de la que adopta esta molécula en solucién de acuerdo con los 

datos para las constantes de acoplamiento observados (Ju) en la RMN 'H (Delgado et al., 

1985; Pereda-Miranda ef al, 1990). 

  

Figura 18, Proyeccion generada mediante difraccién de rayos X de la 5-desacetiloxi-5’-epi- 
olguina (43). 

En el cuadro 4 se presentan los datos de una serie de 5,6-dihidro-c-pironas aisladas 

en la familia de las labiadas donde el efecto Cotton positivo ha permitido confirmar o 
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establecer la configuracion absoluta del centro estereogénico Cs (Davies-Coleman y Rivett, 

1989). Asi, se puede concluir que todas las 5,6-dihidro-c-pironas de las labiadas presentan 

la misma configuracion absoluta para el carbono asimétrico C¢ del nucleo de y-lactona. 

Cuadro 4, Datos de DC para las Cg-alquenil-5,6-dihidro-c.-pironas aisladas de las labiadas. 

  

  

Compuesto . DC n—>7* | Estereoquimica para 

Ag nm Cs 

Anamarina (42) + 260 (R) 

Borondlida (26) + 2,48 _ 256 (R) 

Desacetilumuravumbdlida (25) + 0.9 255 (R) 

5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43)| + 2.8 256 (R) 

Hiptélida (40) +23 257 (R) 

Olguina (41) + 270 (R) 

Pectindlida A (50) +24 265 (s)} 

Sindendlida (30) + 2.35 257 (R) 

Sinrot6lida (29) + 2.45 266 (R) 

Sinparvolida A (31) + 2,37 255 (R)             

"El cambio en el descriptor corresponde a la inversién en la prioridad de los 
sustituyentes segun la regia de Crag-Ingold-Prelog. 

Un segundo ejemplo que describe la aplicacion de la regla de Snatzke es la 

determinacién de la estereoquimica del centro estereogénico Cg en las pectindlidas A-C 

(50-52). En primer lugar, se consideré una orientacién pseudo-ecuatorial de 1a cadena 

lateral en Ce y se establecié que el grupo acetoxilo en Cs tiene una configuracién axial de 

acuerdo al valor de la constante de acoplamiento entre Hs y Hg (J = 2.9 Hz). En segundo 

término, el efecto Cotton positive observado (fig. 19) establecié la configuracién absoluta 
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(S) para el centro quiral Ce en estas 5,6-dihidro-c-pironas citotéxicas (Pereda-Miranda ef 

al., 1993; 1995). 
eu

ro
? 

  

50 Ri=R. = OAc 
[ 51 R;= OAc; Ry = OH 

ve w - te te 52 R\= OH; R, = OAc Alam] 

  

Figura 19. Curvas de DC (MeOH) de las pectindlidas A-C (50-52). 

2.6.3. Métodos quimicos. 

2.6.3.1. Esteres de Mosher. 

La correlacion de la configuracién absoluta con los desplazamientos quimicos en 

RMN para los derivados diasteroisoméricos del c-metoxi-c-trifluorometilfenilacetato 

(MTPA) de alcoholes y aminas fue desarrollada por Dale y Mosher (Dale et al., 1969), 

Tnicialmente, el método se utilizé para determinar la composicién enantiomérica de 

alcoholes y aminas, a través de la formacién de los ésteres diasteroisomericos (R, R) y R, 

5S) a partir del carbinol con el R-(+)-MTPA-CI enantioméricamente puro. Se obtienen el 

espectro de RMN de fluor y/o protonica y, con el registro de las dreas bajo las curvas de las 

sefiales de los dos diasteroisémeros, se calcula la composicién enantiomérica (Dale ef al, 

1969). 
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Posteriormente, el método se aplicé para correlacionar la configuracién absoluta de 

estos diasteroisémeros con las diferencias en los desplazamientos quimicos en RMN de °F 

y 'H. En este caso, se obtienen los ésteres R-MTPA y S-MTPA a partir del carbinol quiral 

puro y los cloruros de Mosher correspondientes (Ohtani ef ai., 1991; Sullivan ef al., 1973). 

Mosher y colaboradores observaron que al registrar la RMN proténica de los 

diasteroisémeros preparados a partir de 40 compuestos, los sustituyentes (lo y Ls) 

presentaban un patron no equivalente; esto es, la sefial del grupo Ls en el éster (R) se 

observaba a campo mas bajo con respecto a la sefial del correspondiente éster (S), mientras 

que con el sustituyente Lz ocurria lo contrario. De esta manera, propusieron el modelo para 

la conformacién de minima energia en solucion ilustrado en la figura 20. El grupo a- 

trifluorometilo se eclipsa con el carbonilo, causando que el grupo Ls del carbinol quede con 

una orientacién sin-periplanar con el fenilo del éster (S), mientras que en el éster (R) se 

encuentra eclipsado con el metoxilo. La anisotropia del fenilo resulta entonces la 

responsable de los desplazamientos de las sefiales a campos mas altos para el grupo Ls del 

éster (S) (Dale y Mosher, 1973; Sullivan ef al., 1973). 

Campo mas alto en relacién con Campo mas bajo en relacién con 

   
Figura 20. Modelo de correlacién configuracional para los ésteres R-MTPA (a) y S-MTPA 
(b) segtin Dale y Mosher (1973). 
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Othani y colaboradores (1991) utilizaron el método de Mosher aplicando la 

espectroscopia de alta resolucién FT-NMR. De esta manera, se logr6 examinar la diferencia 

en los desplazamientos quimicos de un nimero mayor de protones al incluir técnicas 

bidimensionales (e.g. 'H-'H COSY). El modelo de correlacién configuracional de Mosher 

se localiza en el plano del MTPA (fig. 21a), en donde se ubica al proton del carbinol, el 

carbonilo del éster y el trifluorometilo de manera eclipsada (conformacién de maxima 

estabilidad). Debido al efecto diamagnético del anillo de benceno, las sefiales Hapc..-RMN 

del éster R-MTPA aparecen a campo mas alto que las correspondientes al éster S-MTPA. 

Lo contrario ocurre con las sefiales para Hx yz... Por lo tanto, al obtener la diferencia de los 

desplazamientos quimicos (A5 = 5s — 5x), los protones a la derecha del plano MTPA deben 

presentar valores positivos (Aé > 0) y los correspondientes a los protones del lado izquierdo 

al plano deben ser negativos (Aé < 0). Asi, se construye el modelo molecular del compuesto 

en cuestiOn para confirmar que todos los protones asignados con valores de AS positivos y 

negativos se localicen del lado derecho e izquierdo del plano MTPA, respectivamente (fig. 

21b). Por ultimo, se establece la configuracion absoluta del compuesto aplicando la regla de 

Cahn-Ingold-Prelog. 

He He Hy 
(dy a 3) {OMe} (Ph) -sereeee (ALMTPA 

a Ph, ome str teeees (S)-MTPA Hy , He 

" OF. Y BODE YIN 
f° Plano MTPA Hy | Ha 

(a) (b) 

Figura 21. Conformacién de maxima estabilidad y plano del MTPA (a). Modelo para 
determinar la configuracién absoluta en alcoholes secundarios (b). 
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Esta metodologia se validé con la sintesis de los ésteres de Mosher del (—)-mentol, 

(-)-borneol, colesterol y ergosterol, cuya estereoquimica absoluta se conocia (Kusumi ef 

al., 1992; Morita et al., 1993; Othani et al, 1991), 

El establecimiento de la configuracién absoluta por el método de Mosher se ha 

aplicado a un gran numero de compuestos entre los que se incluyen terpenoides, ésteres de 

acidos grasos hidroxilados (Ono ef al, 1993), carotenoides (Tsushima ef a/., 1996), 

alcaloides de la quinolina (McCormick et al, 1996), polihidroxiesteroides (De Riccardis ef 

al., 1996), alcoholes poliacetilénicos (Dai ef al., 1996), y-hidroxibutendélidas (De Rosa ef 

al., 1998) y en numerosas acetogeninas (Chavez y Mata 1998; Chavez et al., 1998; Hui ef 

al., 1989; Rieser ef al., 1992; Rieser ef al., 1993; Woo et al, 1995; Zhao et al, 1996), 

Recientemente, se describié la determinacién de la configuracién absoluta de un diterpeno 

de tipo labdano aislado del insecto Ceroplates pseudocoriferus mediante la aplicacién de 

esta metodologia (fig. 22a) (Toki ef al., 1999), 

El método también se ha aplicado en Ja determinacidn de la configuracién absoluta 

de los centros quirales en la cadena lateral de C,-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas. En la 

sinparvolida A (31) se establecié la estereoquimica absoluta del alcohol secundario en Cy: 

como (8) al aplicar el modelo del plano MTPA (fig. 22b) (Davies-Coleman y Rivett, 1996). 

+0,002 

+0,03 +0.02 E+0.02 A&=0 
+0.12 +0,002 : F 

+0.06      
   

   
+001 

MTPA—o" 
0.08 -0.01 

  

Figura 22. Diferencias en los desplazamientos quimicos de los ésteres de Mosher (A6 = 5s 

~ 8n) del diterpeno aislado del insecto Ceroplates pseudocoriferus (a) y de la sinparvélida 
A (30) (b). 
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2.6.4. Métodos tedricos. 

2.6.4.1. Mecdnica molecular. 

La mecanica molecular se encarga de utilizar métodos de calculo disefiados para 

conocer con bastante precisién las estructuras y las energias minimas de las moléculas y, 

localizar las conformaciones mas estables de una molécula (minimo energético). Los 

calculos de mecanica molecular emplean una serie de ecuaciones derivadas empiricamente 

de la superficie de energia potencial de la molécula en términos de la posicién nuclear. Esta 

serie de funciones potenciales, Ilamadas campo de fuerza incluyen al tipo de enlace y los 

angulos de valencia y dihédrico, con parametros ajustables, tales como geometria, energias 

conformacionales y calores de formacién, que al ser optimizados permiten obtener el mejor 

ajuste entre las propiedades calculadas y experimentales de las moléculas (Burket y 

Allinger, 1982). 

Para correlacionar las constantes de acoplamiento vecinales 'H-'H V) con la 

estereoquimica en moléculas flexibles (e.g. derivados aciclicos de aziicares) se requiere la 

evaluacién exacta de la energia relativa de cada posible conférmero, debido a que las 

constantes de acoplamiento registradas experimentalmente equivalen al promedio 

ponderado de una mezcla en equilibrio de todos los posibles conférmeros. Masamune y 

colaboradores (1986) buscaron reproducir las constantes de acoplamiento vecinales 

(valores de */) con la ayuda de mecanica molecular y la ecuacién 1, utilizando tetra y 

hexaalditoles. 

m 

Seale = mu rd, (1) 

i=] 
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Donde, las J calouladas (Joatc) entre un par de protones a través de un enlace C-C es 

el promedio de todos los conférmeros que contribuyen, m es el nimero total de 

conférmeros a ser considerados, 7; es la fracci6n molar del iésimo conférmero basado en la 

energia estérica relativa de este conférmero, m+ m+... Mm = 1, y 4 es la constante de 

acoplamiento vecinal (Jun) del iésimo conférmero calculada por una ecuacion tipo Karplus 

generalizada cuyos valores se parametrizaron al tomar en consideracién la geometria 

obtenida por mecanica molecular y las constantes de acoplamiento experimentales 

(ecuacién 2) (Haasnoot ef al, 1980). 

Jar = Py cos’ + Pz cosh + P3 + DAyi{Ps + Ps cos? (exp + Pc IA; |)} (2) 

Donde: Ayi= Ayi*+ Py Ayg? 

y A vy Store 6B) _ ry Home 0 6B) oy Tidteegeno 

Esta ecuacién considera que “Jini depende de tres factores: 6, el Angulo dihedro; la 

electronegatividad (Ay;) de cada sustituyente enlazado al fragmento H-C-C-H; y la 

orientacién de los sustituyentes (;) que tendra un valor de +1 6 —1 dependiendo de su 

ubicacién con respecto al protén geminal acoplado. Los paraémetros P1-P; se determinaron 

empiricamente con la ayuda de 315 datos de constantes de acoplamiento. Debido a la 

complejidad de esta ecuacion, se ha implementado dentro de programas de cémputo, como 

el PCModel o ef Altona entre otros, este ultimo fue desarrollado durante el andlisis 

conformacional de lactonas sesquiterpénicas y derivados de parvifolina y permite calcular 

los graficos del angulo dihedro contra la constante de acoplamiento del sistema H-C-C-H a 
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partir de los datos de las constantes de acoplamiento vecinales H-H registradas por RMN 

(Cerda-Garcia-Rojas ef al., 1990). 

El calculo de la poblacién conformacional expresada en fraccién molar (7) se lleva a 

cabo utilizando la relacién entre la energia libre de Gibbs (AG) y la constante de equilibrio 

(K): AG = -RT In K, donde R = 1.98 x 10° kcal/mol K y 7 = 298 K. Considerando que m es” 

el nimero total de conférmeros a ser considerados, n; es la fraccién del iésimo conférmero, 

Km sn = no /m y Kaa nm = Mma y que ny + M2 + ....%m = 1, y como AS = 0, AG = AH = 

AEwsrx, se puede sustituir la constante de equilibrio por las fracciones molares en la 

ecuacion libre de Gibbs para cada conférmero en equilibrio y, de esta manera, se obtiene 

una serie de ecuaciones de acuerdo al ntimero total de conférmeros, que al ser despejadas 

permite calcular la fraccién molar de cada uno de éstos. Por ejemplo, considerando tres 

conformeros en equilibrio, se aplican las siguientes ecuaciones (Arno et al, 1998): 

n= 11 {exp [(Eq— Ex) /RT] + exp [(Ex - Es) RT] +1) 

3 =m exp [(Ez - Es) /RT], y 

m=1-m-ny; 

Esta metodologia se ha aplicado para determinar la proporcién de los diferentes 

conformeros de diterpenos tetraciclicos en el sistema biciclo[4.2.0]octano (Arnd, 1998). En 

proantocianidinas de tipo A se utilizS para conocer las conformaciones de maxima 

estabilidad y determinar la influencia en las constantes de acoplamiento al derivatizar al 

producto natural (Calzada ef al., 1999). También se ha empleado para establecer el cambio 
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conformacional que sufren los furandésidos al sintetizar oligonucledsidos con un 4tomo de 

azufre (Beevers ef al., 1999). 

2.7. Biosintesis. 

2.7.1, 5,6-dihidro-o.-pironas. 

Se han realizado estudios biosintéticos con Ce-alquil y Cg-aril-5,6-dihidro-o- 

pironas. Para el acido parasdrbico (89), se sugiere que la ruta biosintética principal es la via 

del acetato malonato, ya que se observé que al utilizar (1-'“C)- y (2-'4C)-acetato, asi como 

(1-C)-malonato de sodio, hay una alta incorporacién isotépica en Ci, Cs y Cs. 

Se han realizado investigaciones biosintéticas exhaustivas con la aspirona (90), 

aislada del hongo Aspergillus melleus, encontrandose que ésta ocurre a través de un 

reatreglo tipo Favorskii de una cadena lineal de policetona (fig. 23). Al utilizar como 

precursor acetato marcado doblemente con "C se logré establecer que 90 proviene de tres 

unidades intactas de acetato y tres carbonos provenientes del rompimiento de unidades de 

acetato, ademas de que el enlace entre los C3 y C7 se forma por dos unidades de acetato 

enlazadas cabeza-cabeza. 

ot 9 re) 

Ho oy AY ye 
H3C-—-COOH ———» oO 

oO 

~ A 
HO O 

Figura 23. La incorporacion de '*C-acetato en la biosintesis de la aspirona (90). 
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Por ultimo, la fenilalanina es el principal precursor en la biosintesis de la psitolina 

(91), aislada de Psilotum nudum. La ruta biosintética se propuso mediante los estudios de 

incorporacién isotépica con R,S-[2’,3’-'*Cy] y S-[1’-!*C]-fenilalanina (fig. 24), la extension 

de la cadena lateral se lleva a cabo por la adicién de una unidad de acetato como malonil 

CoA (Davies-Coleman y Rivett, 1989), Sin embargo, no se han realizado estudios sobre la 

biosintesis de las 5,6-dihidro-c-pironas de las labiadas, pero podria realizarse a partir de 

carbohidratos. 
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2.7.2. Diterpenoides del grupo labdano. 

Los terpenoides son compuestos cuyo esqueleto esté formado por unidades de 

isopreno. El isopentenil difosfato (IPP) se forma a partir del Acido mevaldnico, que a su vez 

proviene de la condensacién de tres moléculas de la acetil Co A (Cane, 1999), El IPP se 

isomeriza a 3,3-dimetilalildifostafo (OMAPP) y se condensa a través de enlaces cabeza- 

cola a otra molécula de IPP para producir geranilpirofosfato (GPP). Esta condensacion se 

repite por reacciones adicionales del producto con IPP para generar una serie de ésteres de 

pirofosfato llamados prenilogos: farnesilpirofosfato (FPP), geranilgeranilpirofosfato 

(GGPP) y geranilfarnesilpirofosfato (GFPP) que dan origen a los terpenoides 

correspondientes (Cane, 1999; Mannito, 1981). 

La ciclizacion del GGPP para la formacién de diterpenos biciclicos, especificamente 

del grupo labdano, se [leva a cabo a través de la adicién de un proton al doble enlace 

terminal (fig. 25) ocurriendo una unién fans entre los anillos A y B mediante un 

mecanismo concertado, en el cual el doble enlace no conjugado sufre multiples adiciones. 

La conformacion de la cadena poliénica durante el proceso de ciclizacién corresponde a la 

llamada silla-silla y, dependiendo de la conformacién del substrato proquiral (92 6 93) da 

origen a dos esqueletos de labdano enantioméricos, 10-Meci-labdano (94) y 10-MeB- 

labdano (95). Estas estructuras tienen la misma configuracién relativa en los centros 

asimétricos Cs, Cy y Cio y, como consecuencia, la determinacién de la configuracién 

absoluta de cualquiera de estos carbonos asimétricos es suficiente para determinar la de 

todos los restantes. La formacion enantioespecifica de estos compuestos indica un proceso 

controlado enzimaticamente y se ha encontrado que pueden coexistir en una misma planta 

(Cane, 1999; Mannito, 1981). En la literatura existen varios ejemplos de especies vegetales 
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que biosintetizan ambas series de labdanos pero se ha comprobado la existencia de labdanos 

Opticamente puros a través de un aislamiento cuidadoso a partir de su fuente natural 

(Carman y Duffield, 1993). De esta manera, es necesario realizar estudios enzimaticos 

exhaustivos que permitan detectar la presencia de enzimas especificas en las especies que 

producen ambas series enantioméricas. Numerosos compuestos de tipo labdanico son 

transformados en las plantas en diterpenos tri-, tetra-, y pentaciclicos a través de 

mecanismos que involucran una conformacién estereoquimica definida por las ciclasas que 

controlan estos procesos y, evidentemente, estos compuestos también se presentan en las 

dos series enantioméricas (Herbert, 1989; Mannito, 1981). 

| OPP OPP 
IPP» = GGPP _, ¢ —» 

HON 

Labdadienildifosfato 

  

94: 10 Mea-labdano 95: 10 MeB-labdano 

Figura 25. Formacion de las dos series enantioméricas para el esqueleto de labdano a partir 

de la unidad isoprenoide. 
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3. HIPOTESIS. 

La informacion etnobotanica relacionada con el empleo de las especies medicinales 

mexicanas del género Hyptis (Lamiaceae) para el tratamiento de enfermedades 

gastrointestinales e infecciones de la piel constituye un claro indicador de la presencia de 

principios biodinamicos cuyo potencial biologico podra utilizarse en el desarrollo de 

nuevos agentes terapéuticos. Al mismo tiempo, el empleo de estas plantas en las practicas 

agricolas debido a sus propiedades insecticidas evidencia de manera adicional su potencial 

biologico de interés agroquimico. Al considerar criterios de tipo quimiotaxondémico, la 

presente investigacién utilizé como una hipétesis de trabajo la suposicién de que las 5,6- 

dihidro-x-pironas citotéxicas caracteristicas de este género y cuya biosintesis, al parecer, se 

limita a las especies incluidas en la seccion Mesosphaeria del género Hyptis, representarian 

los principios bioactivos de la especie en estudio, Hyptis spicigera. Estos principios 

biodinamicos podrian detectarse utilizando un fraccionamiento biodirigido mediante el 

monitoreo de fa actividad citotoxica sobre lineas celulares derivadas de tumores humanos. 

69



4, OBJETIVO GENERAL. 

E! objetivo general del presente proyecto de investigacién doctoral consistid en el 

aislamiento, la purificacién y la caracterizacién de la estructura molecular de los 

metabolitos secundarios responsables de la actividad citotoxica e insecticida del extracto 

cloroformo-metandlico obtenido de las partes aéreas de Hyptis spicigera (Lamiaceae). 

Adicionalmente, se planed el establecimiento de la configuracién absoluta de estos 

compuestos. 

4.1. Objetivos especificos. 

Para el cumplimiento del objetivo general se propusieron los siguientes objetivos 

especificos: 

1. Establecer el potencial citotoxico e insecticida del extracto organico total de Hyptis 

spicigera. 

2 Realizar el fraccionamiento primario del extracto organico total de las partes aéreas de 

Hyptis spicigera y monitorear las actividades citot6xica e insecticida de las fracciones 

colectadas. 

3. Purificar fas fracciones bioactivas mediante métodos cromatogrdficos convencionales y 

la cromatografia de liquidos de alta resoluci6n. 

4. Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos, mediante 

la aplicacién de técnicas espectroscépicas y espectrométricas contemporaneas. La 
‘ 

configuracién absoluta de los metabolitos secundarios bioactivos se establecera 
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empleando correlaciones quimicas, estudios de mecanica molecular y aplicando el 

método de Mosher. 

Determinar la actividad insecticida de los compuestos bioactivos utilizando el 

bioensayo del gusano barrenador del maiz Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae). 

Determinar el potencial citotéxico de los compuestos bioactivos utilizando un panel de 

tres lineas celulares derivadas de tumores humanos: HCT-15 (carcinoma de colon), 

SQC-1UISO (carcinoma escamoso de cervix) y KB (carcinoma nasofaringeo).



§. PARTE EXPERIMENTAL. 

5.1. Procedimientos generales. 

5.1.1. Técnicas cromatograficas. 

Se emplearon tres diferentes técnicas de cromatografia de adsorcion: 

a) Cromatografia en columna abierta (CC). 

b) Cromatografia en capa fina (CCF). 

c) Cromatografia de liquidos de alta resoluci6n (CLAR). 

5.1.11. Cromatografia en columna abierta. 

Esta técnica se desarrolls empacando una columna de vidrio con gel de silice flash 

(40 um, J.T. Baker). La fase mévil fue eluida administrando una presién de 7 |b/pulg” con 

una bomba (GE Motors). 

5.1.1.2, Cromatografia en capa fina. 

Para los analisis cromatograficos se siguieron las técnicas convencionales, 

utilizando cromatoplacas de vidrio (5 x 10 cm, espesor 0.25 mm) cubiertas con gel de silice 

60F 254 (Merck) y para detectar los constituyentes en la placa cromatografica, se empled luz 

UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (365 nm), ademas de sulfato cérico como 

agente cromdgeno (12 g de sulfato cérico, 22.5 mL de acido sulfirico y 350 g de hielo). 
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5.1.1.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion. 

La instrumentacién utilizada consisti6 en dos cromatégrafos marca Waters 

(Millipore Corporation, Waters Chromatography Division Milford, MA, EE.UU.) 

equipados con dos bombas (modelo 600B), dos detectores, uno de indice de refraccién 

(modelo 410) y uno de arreglo de diodos (modelo 996), adaptados a una computadora 

(Optiflex 466/LE, DELL). El control de los equipos, 1a adquisicién de los datos, asi como, 

el procesamiento y el manejo de la informacion cromatografica se realizaron con el 

programa Millenium 2000 (Waters). La resolucién de las fracciones cromatograficas y/o de 

los crudos de reaccién, asi como la purificacién de los compuestos, se efectuaron 

empleando columnas de gel de silice (ISCO, 125 A, tamafio de particula 10 um) en las 

escalas analitica (yporasil Waters de 3.9 x 300 mm), semipreparativa (ISCO, 10 mm x 250 

mm) y preparativa (ISCO, 21.2 x 250 mm). 

5.1.2, Instrumental analitico. 

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns 0 en un aparato 

digital Bichi (modelo 530) y no se encuentran corregidos. Los espectros de IR se 

obtuvieron en un espectrometro Perkin-Elmer (modelo 1699) en pelicula con nujol y en 

pastilla de KBr. Los espectros de masas (EM) registrados mediante bombardeo rapido de 

atomos bajo la modalidad positiva (FAB*) utilizaron una matriz de glicerol en un 

espectrémetro Jeol SX (modelo 102-A). Los espectros generados mediante ionizacién 

quimica (cy se registraron en un espectrémetro Hewlett-Packard (modelo 5985-B). Los 

espectros por impacto electrénico se registraron a 20 eV y 70 eV en un espectrémetro 

Hewlett-Packard (modelo 5989-A). Las rotaciones dpticas ([a]p) y los valores de 
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dispersién éptica rotatoria (DOR) se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 241. El 

dicroismo circular (DC) se registré en un espectropolarimetro Jasco-600 CD a 25°C en 

CHCls. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucién proténica 

(‘H; 500 MHz) y de carbono-13 (°C; 125.7 MHz), asi como los experimentos DEPT, 

COSY, NOESY, HMQC y HMBC se registraron en un aparato Varian Unity Plus 500 o en 

un Bruker AMX-500. Los espectros de RMN 'H (300 MHz) y °C (75.5 MHz) se generaron 

en un aparato Varian Unity Inova 300. 

5.2. Material vegetal. 

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacién, se utilizaron las partes 

acreas de una poblacién de Hyptis spicigera Lam. (Lamiaceae) colectadas en Noviembre de 

1989 en el Km 16 de la carretera Jalapa-Veracruz, estado de Veracruz, México. Un 

ejemplar de esta especie se deposité en el Herbario Nacional (Voucher M-21851), Instituto 

de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de México. 

5.3. Extraccion del material vegetal. 

El material vegetal se dejé secar mediante exposicién al aire libre a temperatura 

ambiente, se pulverizé en un molino de cuchillas modelo Wiley 4, obteniéndose 788 g de 

material vegetal seco y molido. Se procedié a la extraccian a temperatura ambiente via 

maceracion con m-hexano (4 L), en tres ocasiones durante cinco dias, filtrando el disolvente 

y concentrandolo después de cada operacidn. El material vegetal residual se extrajo con una 

mezcla de cloroformo-metanol (1:1) siguiendo el mismo procedimiento, resultando 34.5 g 

de un extracto con una coloracion verdusca. 
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5.4. Fraccionamiento primario del extracto organico total. 

EI extracto cloroférmico-metandlico se adsorbid en gel de silice flash (30 g) y se 

deposité en una columna empacada con 450 g de la misma fase estacionaria para proceder a 

la resolucién primaria del extracto. Se inicié con CHCl, y posteriormente se utilizé un 

gradiente de cloroformo-acetona y acetona-metanol para finalizar con MeOH, eluyendo un 

total de 79 fracciones de 200 mL cada una, las cuales se analizaron mediante CCF para 

reunir los eluatos tomando en cuenta la homogeneidad cromatogréfica (R) de sus 

constituyentes. De esta forma, se obtuvieron 10 subfracciones combinadas (1-X). Mediante 

la aplicacién de un biocensayo para determinar el potencial insecticida de cada una de Jas 

subfracciones (ver seccién 5.9.1, Parte experimental), se establecié que esta actividad se 

concentraba en la subfraccién V. El cuadro 5 resume el fraccionamiento primario del 

extracto cloroférmico-metandlico, asi como los sistemas de elucién empleados para la 

obtencién de las subfracciones combinadas. 

Cuadro 5. Fraccionamiento primario del extracto total de Hyptis spicigera, 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                

Eluyente Proporcién | Numero de | Fracciones | Cantidad | Clave 
% Fraccién | combinadas 

CHCl, 100 1-5 1-5 I 

CHCh-Me,CO 60:40 | 6-22 6-8 Il 

9-16 Il 

17-22 57 mg IV 

CHCh-Me,CO 40:60 23-45 23-37 6g Vv 

38-45 [59mg VI 
Me,CO 100 46-54 46-54 Vil 

Me.CO-MeOH 70:30 55-62 55-58 vit 

‘ 59-62 IX 

MeOH 100 63-70 63-79 x 
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5.5. Aislamiento y purificacién de la 5,6-dihidro-a-pirona citotéxica. 

La subfraccion numero V (6 g) se sometid a un segundo fraccionamiento en 

columna abierta de gel de silice (200 g). Se utilizé la técnica flash para la elucién del 

mismo sistema de disolventes empleado durante el fraccionamiento primario. Este 

procedimiento permitid colectar un total de 120 eluatos de 50 mL cada uno. El anilisis 

mediante CCF permitié obtener 8 subfracciones, encontrandose que la subfraccién 78-82 

(200 mg), eluida con CHCh-Me2CO 7:3 a partir de la fraccién primaria V (ver seccién 

anterior), desarrollo una actividad citotoxica significativa (KB: CEso 2.8 g/mL), Esta 

subfraccién se sometid a un procedimiento de purificacién mediante CCF a escala 

preparativa, utilizando como sistema de elucién n-hexano-AcOEt (75:25). La banda con Ry 

= 0.48 (n-hexano-AcOEt, 6:4) proporciond 12 mg de una 5,6-dihidro-c-pirona, como el 

constituyente citotoxico mayoritario. Este compuesto se denominé con el nombre trivial de 

espicigerdlida (1). 

Compuesto 1. DC (c 0.06, MeOH) Ae (nm) + 2.8 (256), 0 (239), -1.2 (230), -17.7 (204), 

+24.7 (200). IR (Nujol) Vinx 1740, 1720, 1630, 1374, 1266, 1238, 1026, 820 cm™?; RMN 

'H, ver cuadro 7, fig. 31; RMN C, ver cuadro 7, fig. 32; EM-IE (20 eV) m/z [M]* 426 

(7.5), (M — C2H402]" 366 (27.1), [M - CoHsO. — CoH,O]* 324 (3.6), [M — 2C,HsO2 - 

C,Hz,O]* 264 (8.5), [M — 3C2H402 — CoH,O]* 204 (18.0), [M — CioHisOc]* 195 (5.0), 178 

(30.3), 154 (28.2), 153 (57.7), [M — CroHisO¢ — C2H4O2}* 135 (48.0), 134 (39.0), 128 

(30.8), 107 (24.5), [M — CisHa1Os]* 97 (30.0), 85 (35.0), 81 (29.3), 71 (37.3), 69 (28.1), 

[CsHsOJ"68 (27.3), 58 (40.4), 57 (44.1), [CoHLO]* 43 (100.0). 
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5.6. Aislamiento y purificacién de los constituyentes diterpénicos con 

actividad insecticida. 

La subfraccién 83-103 (1 g), eluida con CHCl3-Me2CO (2:3) a partir de la fraccién 

primaria V, presentaba una fuerte absorcién en la region que corresponde al alargamiento 

del grupo carbonilo de éster en el infratrojo (Vmax 1730 cm’), Esta fraccién representaba 

una mezcla compleja de metabotilos de tipo terpénico, Ja cual se analizé mediante CLAR 

para establecer su composicién, Este andlisis permitid detectar la presencia de seis 

compuestos mayoritarios. 

Se procedié a resolver esta mezcla por CLAR a escala preparativa, utilizando una 

elucién isocratica con n-hexano-AcOEt (1:4), una velocidad de flujo de 6 mL/min y una 

linea de inyeccién con un volumen de 500 wL. La concentracién de la muestra problema 

correspondiéd a 0,1 mg/WL, Estas condiciones cromatograficas permitieron la purificacion 

de 350 mg del compuesto 2 (tg = 26.2 min), 6 mg de 6 (tp = 26.8 min), 20 mg de 7 (tp = 

20.6 min), 30 mg de 5 (tr = 19.1 min), 15 mg de 3 (tg = 15.3 min) y 4 mg de 4 (tp = 14.6 

min). . 

La subftaccion 104-109 también se analizé mediante CLAR, permitiendo la obtencién de 

15 mg del compuesto 8 (tp = 22.0 min), utilizando como fase movil una mezcla binaria 

constituida por ACOEt-MeOH (95:5). 

Compuesto 2. [a]p +58 (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) vax 3368, 1724, 1658, 1456, 1374, 

1246, 1034 cm™; RMN 'H, ver cuadro 31, fig. 89, RMN °C, ver cuadro 31, fig. 88; EM-IQ 

m/z (% de int. rel.) [M ‘aia 8i aa, IM H,- H,O]* 363 (29,9), [M + H — 2H,0]* 345 

(48.7), [M+ H - 3H,0]° 327 (58.6), [M + H ~ 2H,O — C,H,0]" 303 (27.8), [M+ H - 3H,0 
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~ C;H,0]" 285 (89.4), [M + H - 4H,0 — C,H,O]" 267 (100), EM-FAB* alta resolucion [M 

+ H]’ 381.2641 (caloulado para Cx2H370s, 381.2640). 

Compuesto 3. [aJp +40 (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) Vmax 3380, 1730, 1664, 1374, 1240, 

1112, 1058 cm™!; RMN 'H, ver cuadro 32, fig. 94; RMN °C, ver cuadro 34; EM-FAB" alta 

resolucién m/z [M + H]* 423. 

Compuesto 4. [a:Jp +25 (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) Vinax 3378, 1730, 1660, 1456, 1372, 1240, 

1034 cm’: RMN 'H, ver cuadro 32, fig. 95; EM-FAB* alta resolucién m/z [M + HJ" 465. 

Compuesto 5. [a}p +10 (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) Vinx 3382, 1732, 1666, 1374, 1246 

1128, 1058 cm7!: RMN 'H, ver cuadro 32, fig. 96; RMN BC ver cuadro 34; EM-IQ m/z (% 

de int. rel) [M + H]’ 379 (16.8), [M +H - H,O]* 361 (47.6), [M + H — 2H,OJ" 343 (61.0), 

[M + H - 2H,0 - C,H,0]* 301 (76.5), [M + H ~ 3H,0 - C,H,O]" 283 (100), [M+ H - 

4H,O — C)H,0]' 265 (57.8); EM-FAB” alta resolucién m/z [M + H]” 379.2479 (calculado 

para CyH350s, 379.2484). 

Compuesto 6. [oJp +66 (¢ 0.1, MeOH); RMN yy ver cuadro 32, fig. 97; RMN BC ver 

cuadro 34; EM-FAB* alta resolucion m/z [M + Na]” 401.2301 (calculado para C22H34OsNa, 

401.2303), 

ESTA TESIS NO. SALE 
DE LA BIBLIOTECA 
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Compuesto 7. [o]p +23 (c 0.1, MeOH); IR Ovejod Vmax 3380, 1732, 1658, 1372, 1244, 

1034 cm; RMN 'H, ver cuadro 33, fig. 98; RMN “°C, ver cuadro 34; EM-IQ m/z (‘A de 

int. rel.) [M + H]* 353 (1.4), [M+H ~ H,0]° 335 (11.7), [M+ H- 2H,0]° 317 (13.8), [IM 

+ H — CHAO] 309 (8.1), [M + H - 2H,0 ~ C,H,O]" 275 (15.7), [M + H - 3620 - 

CyH,0]" 257 (50.2); EM-FAB* alta resolucién m/z [M + Na]” 375.2146 (calculado para 

C29H4205Na, 375.2147). 

Compuesto 8. Sélido blanco: pf 140-141°C; [a]p -30 (¢ 0.1, MeOH); IR (KBr) Vinax 3336, 

1698, 1648, 1452, 1372, 1034 om; RMN 'H, ver cuadro 33, fig. 99; RMN "°C, ver cuadro 

34: EM-FAB* m/z (M+ H]’ 339, [M+H—H,0]* 321, [M+H - 2H,0]* 303, [M+H- 

3H,0]* 285; EM-FAB* alta resolucién m/z [M + Na]* 361.2354 (calculado para 

Cr9FH3404Na, 361.23 54). 

5.7. Obtencién de derivados. 

A continuacién se describe la obtencién de los derivados que permitieron establecer 

la configuracién absoluta de los cuatro centros quirales presentes en la cadena lateral de la 

espicigerdlida (1). Los derivados incluyen la sintesis del sint6n quiral 113 que corresponde 

al producto de la ozondlisis de la espicigerdlida (1), este compuesto se obtuvo utilizando L- 

ramnosa como materia prima. El segundo grupo de derivados comprendié la preparacion de 

tres epimeros de la peracetilsinrotélida (114), cuya sintesis a partir del producto natural (29) 

permitié la generacion de madglos, para la aplicacion del método de mecanica molecular en 

la elucidacién de la‘estereoquithica relativa de los centros quirales de la cadena lateral de 
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las 5,6-dihidro-c.-pironas mediante la prediccién de las constantes de acoplamiento 

vecinales en la RMN 'H. También, se describen las reacciones quimicas que se realizaron 

con el constituyente mayoritario 2 para la caracterizacién de su estructura diterpénica y se 

incluyen aquellas reacciones que permitieron establecer una correlacién quimica entre este 

labdano y fos constituyentes minoritarios 3-6. Por ultimo, se presenta la metodologia 

utilizada para la obtencién de los ésteres de Mosher de los compuestos 3 y 7 que permitié 

establecer la configuracién absoluta de los nucleos labdénicos presentes en Hyptis 

Spicigera. 

5.7.1. Derivatizacién de la L-ramnosa para la obtencién del sintén quiral 113. 

Para la obtencién del sinton quiral (113) se evaluaron tres estrategias de sintesis, las 

cuales se presentan en la figura 26, ilustrando de manera esquematica todas las secuencias 

de reacciones que se llevaron a cabo y los subproductos de reaccién caracterizados. 

5.7.1.1. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96). 

Se adicionaron 500 UL de H2SO4a 300 mg de la 2,4-dinitrofenilhidrazina. También, 

se adiciond una solucién de 2 mL de agua y 7 mL de EtOH. Por otro lado, se disolvieron 

500 mg de L-ramnosa en 3 mL de EtOH y se adicionaron a esta solucion 9.5 mL de la 

mezcla de reactivos conteniendo la hidrazina. La reaccién se mezclé y se dejé en reposo a 

temperatura ambiente hasta que se observ6 un precipitado en forma de agujas de color 

amarillo claro (aproximadamente a las 3 horas), se refrigeré toda la noche y luego se filtré 

con vacio. Los sdlidos se recristalizaron de EtOH (90 %) y se obtuvieron 312.5 mg (45.7 

%) de la 2,4-dinidrofenilhidrazona de L-ramnosa (96). 
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Compuesto 96, Sdlido amarillo, pf 155-156°C; DOR (¢ 0.61, MeOH) [a]seo +34.0, [ox]s78 

+37,5, [a]sag +39.1, [Jase absorbe, [c:]36s absorbe; RMN 'H, ver cuadro 11, fig. 44; RMN 

°C, ver cuadro 12; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 344 (1.2), [M — CaHyO3]* 239 

(8.2), 194 (11.4), [M ~ CaHoO3 — NO2]* 193 (100.0), 184 (28.1), [(CoHsN3O,]* 183 (43.3), 

177 (21.1), 167 (15.2), 165 (11.0), 164 (21.9), 153 (27.9), 129 (26.1), 91 (20,9), 90 (11.3), 

85 (29.4), 79 (29.9), 78 (19.7), 75 (23.7), 73 (25.2), 71 (46.9), 61 (19.1), 60 (37.5), 

[CoHsO}’ 45 (62.9), [CoH30]* 43 (38.8), 30 (30.9). 

5.7.1.2. Acetilacién del compuesto 96 en condiciones bdsicas. 

100 mg del compuesto 96 se disolvieron en 5 mL de una mezcla de Ac,O-piridina 

(1:1). La reaccion se mantuvo con agitacién continua a temperatura ambiente durante 24 

horas. Posteriormente, se adicioné agua y se extrajo con AcOEt. La fase organica resultante 

se extrajo consecutivamente con HCI 1 N y con una solucién saturada de NaHCOs, se secd 

con Na,SOx y se concentré a sequedad. El crudo de reaccién se resolvié mediante CLAR a 

una escala preparativa, utilizando como fase mévil n-hexano-AcOEt (3:2) y una velocidad 

de flujo de 6 mL/min, colectando el pico mayoritario con tp = 25.9 min, el cual se purificé 

reinyectandolo en la misma columna, utilizando como fase mévil n-hexano-AcOEt (7:3) 

para obtener 50 mg (36.5 %) del compuesto 97 (tp = 45 min). 

Compuesto 97. Solido amarillo, pf 103-105°C; DOR (¢ 1.29, CHCIs) [o]sa9 +28.8, [a]sce 

+29.5, [ot]sas +31.1, [cx]aae absorbe, [c]scs absorbe; RMN 'H, ver cuadro 11, fig. 45; RMN 

"°C, ver cuadro 12; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 470 (3.7), 411 (1.9), 306 (9.1), 

291 (10.2), 273 (17.1), 213 (7.7), 193 (8.8), 171 (20.2), 153 (73.5), 129 (11.2), 111 (69.2), 
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83 (25.1), [CxH30]" 43 (100); EM-FAB* m/z (% de int. rel.) [M + 1]* 471 (16.2), [MJ" 470 

(32.3), [M - CoHs02]* 411 (40.52), [M ~ CoH302 — 2C,H402]* 291 (22.57), 273 (54.9), 171 

(20.7), 155 (27.3), 154 (100.0), 153 (68.3), 138 (35.7), 137(60.1), 136 (88.59), 111 (68,32), 

107 (25.6), 89 (24.2), 83 (25.7), 77 (22.0), EM-IE alta resolucién (70 eV) m/z 470.1270 

{M]” (calculado para CygHa2N401;, 470.1285). 

5.7.1.3. Acetilacién del compuesto 96 en condiciones dcidas. 

Se adicionaron 5 mL de AcCl a 100 mg del compuesto 96 y la mezcla de reaccién 

se mantuvo con agitacion continua durante 2 horas a temperatura ambiente, A! cabo de este 

tiempo, la reaccién se llevé a sequedad y se adicionéd un exceso de CHCl; y se evaporé la 

~ solucién mediante una corriente de N2 para eliminar residuos de AcCl. Estos 

procedimientos permitieron la obtencién de 127 mg de un crudo de reaccidn, el cual se 

purificd por CLAR a uria escala preparativa con n-hexano-AcOEt (7:3), con una velocidad 

de flujo = 6.5 mL/min, para proporcionar 73 mg (49 %) del compuesto 98 (tr = 30.3 min). 

Compuesto 98. DOR (¢ 1.14, CHCls) [ot]ss9 -14.0, [o]s7g -14.9, [a]sae -17.5, [or]aae 

absorbe, [o]365 absorbe; RMN 'H, ver cuadro 11, fig. 46; RMN °C, ver cuadro 12; EM-IE 

(20 eV) m (% de int. rel.) [MJ 512 (0.1), [M — C2H30.]* 453 (1.1), [M — CoH302 - 

2C2H4O.]* 333 (2.1), [M - CoH302 - 2C,H,O2 - C,H2,OJ* 291 (10.0), 290 (13.9), 251 

(15.6), 129 (10.1), 117 (10.3), 111 (11.0), [C2H30]* 43 (100.0); EM-FAB* m/z (% de int. 

rel.) [M + 1]* 513 (4.6), [MJ* 512 (3.8), [M — C,H30.]* 453 (55.5), [M — CoH302 — 

2CoH4O2}" 333 (11.0), [M — CoH302 — 2C:H4O. — C2H,O]* 291 (60.7), 154 (30.3), 137 

(22,4), 136 (38.4), 111 (10.6), 107 (13,3), 99 (11.0), 77 (14.3), [CoH3O]* 43 (100.0). 
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5.7.1.4. Sintesis del etilenditioacetal de la L-ramnosa (99). 

Se disolvid 1 g de L-ramnosa en 7.5 mL de AcOH. A esta mezcla se adicionaron 0.1 

mL de BF3-eterato y 2.5 mL de 1,2-etanditiol y se mantuvo en agitacién continua por 10 

min. Posteriormente, se adicionaron 0.2 mL de BF3-eterato y la agitacion se continud 

durante | hora a temperatura ambiente. Se filtré un precipitado al vacio, el cual se lavé con 

cloroformo para obtener 476.4 mg (36.1 %) del compuesto 99. 

Compuesto 99. Sélido blanco, pf 166-168°C; DOR (c 1.35, MeOH) [o]se9—-4.4, [ot]s7s ~4.4, 

[ax]sas —5.2, [ar]a36 -9.6, [ct]s6s -19.3; RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 52; RMN 3C ver cuadro 

15, EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M + 1]* 241 (0.4), [M ~ CoHsS]* 147 (68.0), 117 

(10.3), 107 (19.7), 106 (74.2), [CsHsS2]* 105 (100.0), 73 (14.8), 61 (25.5), 57 (13.9), 45 
(15.3). 

5.7.1.5. Acetilacién del compuesto 99. 

Se utilizaron las mismas condiciones de reaccién descritas en la seccion 5.7.1.3 con 

370 mg del compuesto 99 y 5 mL de AcCl. El crudo de reaccion (650 mg) se purificé por 

cromatografia en columna, utilizando silica gel 60 (Merck, 0.040-0.063 mm, malla 230- 

400) y, como sistema de elucién, se utilizd una mezcla de n-hexano-AcOEt (85:15 y 

80:20). Se colectaron un total de 97 fracciones de 15 mL que permitieron obtener 365 mg 

(58.1 %) del compuesto 100 (fracciones 955-67, Ry 0.27) y 72.5 mg del compuesto 101 

(fracciones 25-40, Ry 0.37; n-hexano-AcOEt, 3:1). El compuesto 101 se sometié, de nueva 

cuenta, a un procedimiento de cromatografia en columna con n-hexano-AcOEt (95:5), 
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eluyendo fracciones de 10 mL, las fracciones 24-30 proporcionaron 30.5 mg (6.5 %) de 

este compuesto completamente puro. 

Compuesto 100. DOR (¢ 3.0, CHCl) [o1]sg9 -26.7, [cr]s78 -27.7, [ct}s46 -32.0, [o¢]436 —57.1, 

[ct}s6s -97.7, RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 53; RMN °C, ver cuadro 15; EM-IE (20 eV) m/z 

(% de int. rel.) [M ~ CzH40.]* 348 (0.4), [M — 2C,H402]" 288 (35.2), 200 (32.9), 189 (27.7), 

186 (15.4), 147 (40.4), [CsHsS2]* 105 (100.0), 99 (10.7), [C:H30]* 43 (33.8). 

Compuesto 101. Sdlido blanco, pf 110-112°C; DOR (¢ 3.58, CHCls) [a]sg9 -14.5, [a]s78 

~15,1, [a]s4s —16.5, [ot]a36 ~24.3, [a]ses -29.3; RMN 1 ver cuadro 14, fig. 54; RMN 3C, 

ver cuadro 15; EM-IE (20 eV) mz (% de int. rel.) [M]* 306 (5.8), [M — C2H402]* 246 (6.5), 

[M ~ 2C2H,02]" 186 (34.4), [M — 2C2H402 - CHs]* 171 (33.3), 160 (12.2), 158 (46,9), 130 

(9.3), 111 (9.0), [C2H4S.]* 92 (100.0), [CoH30]* 43 (53.4), EM-IE alta resolucién (70 eV) 

m/z [M]* 306.0595 (calculado para Ci2Hig0sS2, 306.0596), 

5.7.1.6. Desulfuracién del compuesto 100. 

5.7.1.6.1, Preparacidn de niquel Raney. 

A 200 mL de una solucién de NaOH al 30 % en bafio de hielo se adicionaron 

lentamente, 2.5 g de Ja aleacién niquel-aluminio, agitando suavemente después de cada 

adicién. La suspension alcalina se dejé reposar 10 min, y se colocé en un bafio de vapor 

hasta que dejé de efervescer, aproximadamente durante 9 horas. La suspensi6n se dejd en 

reposo toda la noche y se decantd, lavando el precipitado primero con agua hasta alcanzar 
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un pH neutro y enseguida con EtOH para eliminar el exceso de agua. Finalmente, el 

precipitado se dejo en 10 mL de EtOH (Augustine, 1965). 

5.7.1.6.2. Reaccion de desulfuracién. 

Se adicionaron 2 mL de EtOH y 6 mL de la suspensién etandlica de Ni Raney 

(aproximadamente 1.5 g de niquel) a 50 mg del compuesto 100. La mezcla de reaccién se 

dejé en reflujo durante 10 horas. Posteriormente, ésta se filtré sobre celita y se concentré. 

El crudo de reaccién (21.7 mg) se purificé mediante CC sobre gel de silice (4 g), utilizando 

como fase mévil n-hexano-AcOEt (90:10) y colectando fracciones de 5 mL. Las fracciones 

9-14 proporcionaron 10 mg (25.6 %) del compuesto 102 (R= 0.51) y de la fraccién 5-6 se 

obtuvieron 3 mg (9.4 %) de un subproducto de reaccién que corresponde al compuesto 103 

(Ry = 0.42; n-hexano-AcOEt, 3:1). Las constantes de acoplamiento (23.45 y J34) del 

compuesto 102 se determinaron con la ayuda del programa LAOCOON PC (v. 3.1). 

Compuesto 102. DOR (c 1.08, CHCls) [ct]se9 -30.5, [a]572 -32.4, [or]sas -37.0, [ol]as¢ ~63.9, 

[o]s6s -103.7; RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 55; RMN C0, ver cuadro 15; EM-IE (20 eV) 

m/z (% de int. rel.) [M ~ 1]° 317 (4), [M - C4H,02]* 231 (10.0), [M - C4H7O2 ~ CxH,0)* 

189 (5.0), [M - C4HyO2 — CoH30.]* 172 (26.0), 149 (14.0), [M ~ CiH)O. — C;H,0 - 

C2H302)" 130 (61), [M — C4H,Q2 - C2H2O - C2H,0,]* 129 (74), 97 (23), 95 (22.0), 83 

(64.0), [M — C4HyO2 — C2H20 — C2H402)* 69 (37.0), 57 (29.0), [CoH30]* 43 (100.0). 

Compuesto 103. RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 56; RMN *3C, ver cuadro 15. 
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5.7.1.7. Sintesis del difenilditioacetal de la L-ramnosa (104). 

Una mezcla de 500 mg de L-ramnosa, 1.5 mL de bencenotiol y 5 mL de acido 

trifluoroacético al 90% se sometid a reflujo en un baiio de agua a 55°C durante 1 hora 

(Funabashi ef al, 1999), La mezcla de reaccién se llevd a sequedad con corriente de argon, 

se adicioné CHCh, se evaporé el disolvente y se purificé mediante CC en gel de silice (100 

g). Se colectaron fracciones de 15 mL con un gradiente de CHzCh-MeOH, iniciando con 

una relacién 98:2 para la mezcla de disolventes hasta alcanzar la polaridad proporcionada 

por la mezcla 90:10, Las fracciones 39-54 proporcionaron 515.4 mg (51.2 %) del 

compuesto 104 (Ry= 0.43), Este procedimiento permitié, de manera adicional, la obtencién 

de los subproductos de reaccién 105 y 106 (235 mg, 36 %, Ry = 0.36; CH2Cl-MeOH, 9:1). 

Esta mezcla (100 mg) fue purificada por CLAR a una escala preparativa, utilizando 

CE)Ch-MeOH (98:2) como fase movil y una velocidad de flujo de 6 mL/min, recuperando 

33 mg del compuesto 105 (tp= 17.1 min) y 58 mg del compuesto 106 (tg= 19.3 min). 

Compuesto 104, Sdlido blanco; pf 124-126°C; DOR (¢ 2.91, MeOH) [alsso +48,8, [o]s7s 

+51.6, (O}sa5 +59.8, [ollase +119.2, [ol]ses +228.9; RMN 'H, ver cuadro 16, fig, 59; RMN 

8c, ver cuadro 17; EM-IE (20 eV) mz (% de int, rel.) [M]* 366 (0.7), [M — CeHsS]* 

257(44.6), [M — CeHeS]" 256 (60.4), [M — CoHsS ~ H.0]* 239 (19.6), 231 (27.9), 177 

(19.4), 153 (66,8), 152 (17.2), [M ~ CcHsS — CeHeS]* 147 (100.0), [CisH11$2]* 135 (36.2), 

129 (26.2), 123 (37.9), 119 (29.4), 110 (20.6), 109 (12.3), 91 (17.2), 85 (20.0), 79 (23,3), 75 

(26.6), 61 (13.4), 45 (37.3), EM-IE alta resolucién (70 eV) m/z [M]* 366.0960 (calculado 

para CigH220482, 366.0960), 
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Compuesto 105. DOR (c 0.19, MeQH) [c]ss9 -232.6, [o]s7g-243.2, [o]s46 -278.4, [ot]ass — 

493.2, [o}s6s ~842.7; RMN 'H, ver cuadro 20, fig. 66; RMN 'C, ver cuadro 21; EM-IE (20 

eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 256 (25), [M — CsHsS]* 147 (100.0), 146 (13), [M ~ CoHs$ - 

H,O]" 129 (68.0), 111 (17.0), [CeéHgS]*” 110 (60.0), [CcHsS]* 109 (16.0), 87 (15.0), [M — 

CeHsS - Hp — CzH,O]" 85 (95.0), 83 (14.0), 75 (17.0), 73 (24.0), [M — CoHsS - H20 - 

C2H,O — CH2]* 71 (93.0), 61 (27.0), 60 (10.0), 59 (40.0), 58 (10.0), 57 (40.0), 55 (18.0), 45 

(23.0), 43 (37.0), 41 (20.0), 31 (9.0), 29 (14.0). EM-IE alta resolucién (70 eV) m/z [M]" 

256.0774 (calculado para C12H 5048, 256.0769). 

Compuesto 106. DOR (c 0.71, MeOH) [o]seo +70.1, [o]s7s +73.2, [ot]s4s +83.3, [oxJase 

+147.3, [ol]ses +245.5; RMN 'H, ver cuadro 20, fig. 67, RMN "C, ver cuadro 21; EM-IE 

(20 eV) m/z (% de int. rel.) [MJ* 256 (7.8), [M ~ CeHsS]* 147 (63.9), [M ~ CoHsS — HOT" 

129 (49.8), 111 (15.3), [CéHeS]” 110 (47.0), [CcHsS]* 109 (12.4), 87 (14.5), [M - CcHs8 ~ 

120 — CoH4O]" 85 (95.9), [M - CeHsS — H20 ~ C,H,O - CH,]* 71 (100.0), 59 (43.9), 58 

(11.1), 57 (46.9), 55 (20.5), 45 (28.0), 43 (44.7), 41 (26.2), 31 (12.1), 29 (17.2). BM-IE alta 

resolucion (70 eV) m/z [M]" 256.0774 (calculado para Cy2Hi¢04S, 256.0769). 

5.7.1.8. Acetilacién del compuesto 104. 

Se acetilaron 440 mg del compuesto 104 con 20 mL de AcCl bajo las mismas 

condiciones de reaccién descritas anteriormente (seccién 5.7.1.3). La mezcla de reaccién se 

purificé por CC en gel de silice (75 g), utilizando como fase mévil un gradiente de 

polaridad creciente de n-hexano-AcOEt. La elucién se inicié con una relacién de 9:1 para la 

mezcla de disolventes hasta alcanzar la polaridad de la mezcla correspondiente, a una 
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proporcién de 4:1. Se colectaron fracciones de 15 mL. Las fracciones 67-77 proporcionaron 

206.4 mg (32.2 %) del compuesto 107 (Ry= 0.46), ademas de los subproductos de reaccién 

108 (fracciones 33-38, 19.5 mg, 3.3 %, Ry = 0.60), 109 (fracciones 43-50, 67 mg, 12.9 %, 

Ry= 0.53) y 110 (fracciones 54-57, 23.9 mg, 4.6 %, Ry= 0.49). 

Compuesto 107, DOR (c 1.65, CHCl) [a]sso +20.0, [or]s7g +21.2, [or]sae +25.5, [r]aae 

+53.9, [o]ses +104.2; RMN ‘Ey ver cuadro 16, fig. 60; RMN C, ver cuadro 17; EM-IE (20 

eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 534 (0.9), [M — CoHsS]* 425 (77.3), [M — CoHsS - C.H,0,]" 

365 (26,0), 111 (15,3), [CéHsS]* 110 (47.0), [CsHsS]* 109 (12.4), 87 (14.5), [M — CoHsS - 

H2O — CoH,O]* 85 (95.9), [M — CeHsS ~ H20 — C,H4O ~ CHa]* 71 (100.0), 59 (43.9), 58 

(11.1), 57 (46.9), 55 (20.5), 45 (28.0), 43 (44.7), 41 (26.2), 31 (12.1), 29 (17.2), | 

Compuesto 108, DOR (¢ 4.18, CHCl) [o]seo +31.6,forls7s +33.2, [lsas £39.2, [or]ase 

+82.8, [o]ses +164.1; RMN 'H, ver cuadro 16, fig. 61; RMN °C, ver cuadro 17; EM-IE (20 

eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 490 (0.21), [M — CHs]" 475 (0.41), 382 (12.8), [M ~ CeHsS]* 

381 (57.8), [M — CeHsS - CsHeO]* 323 (0.49), [M - CoHsS - CsHsO -— CoHyO2]* 263 

(0.57), 221 (10.2), [M — CoHsS - C3H¢0 —.2 CoH402]" 203 (30.8), [M - CeéHsS — C3H¢0 - 

CoHyO2 — OJ" 187 (64.6), [M — CéHsS — C3HeO ~ CyHyO2 - CéHeS}* 153 (29.0), [M - 

CHs8 — C3HeO — C2H402 - CsHeS]* 129 (100.0), 127 (46.4), [CoH30]" 43 (61.2). 

Compuesto 109, Sdlido blanco; pf 97-99°C; DOR (c 3.67, CHCls) [o]s99 +6.0, [o]s7g +6.3, 

[ox]s4¢ +7.6, [o]ass +16.9, [oJses +36.2; RMN 'H, ver cuadro 19, fig. 62; RMN BC, ver 

cuadro 19; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]" 432 (1.1), [M - CoHsS]* 323 (1.0), [M— 
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CeHsS — C3H4O2]* 263 (9.0), 204 (15.0), [M - CeHs$ -2 CzH402]* 203 (100.0), 177 (4.0), 

149 (4.0), 139 (7.0), 137 (5.0), 111 (8.0), 110 (7.0), 97 (5.0), 83 (14.0), 71 (6.0), 69 (7.0), 

57 (8.0), 44 (6.0), [C2H;O]’ 43 (31.0). 

Compuesto 110, DOR (c¢ 2.41, CHCls) [c]seo +7.0, [o]s7g +7.5, [o]sas +9.5, [Jase +24.1, 

[o]s6s +54.8; RMN 'H, ver cuadro 19, fig. 63; RMN Bo ver cuadro 19; EM-IE (20 eV) mz 

(% de int. rel.) [M]* 432 (4.0), IM - CsHsS]* 323 (9.6), 264 (17.6), [M — CeHs8 - Co2H,02]° 

263 (100.0), 221 (34.1), [M — CeHsS — 2C2H4O2]" 203 (13.7), 153 (14.3), 123 (16.4), 111 

(36.9), 69 (19.1), [CoH3O]* 43 (54.8). 

Por otro lado, la mezcla de los compuestos 105 y 106 (135 mg) se acetilé utilizando 

las mismas condiciones de reaccién y se resolvid a través de CC sobre gel de silice (20 g), 

se colectaron fracciones de 10 mL con un gradiente de polaridad creciente de n-hexano- 

AcOEt, iniciando con una relacién 95:5 hasta alcanzar una proporcién 88:12. Las 

fracciones 41-50 proporcionaron 45.2 mg (22.5 %) del compuesto 111 (Rr = 0.42) (Pozsgay 

y Jennings, 1988) y las fracciones 53-62 proporcionaron 64.5 mg (32.1 %) del compuesto 

112 (Rr= 0.35). El sistema de elucion utilizado para el registro de los valores de Ry para los 

compuestos 107-112 en la CCF correspondié a la mezcla de n-hexano-AcOEt (7:3). 

Compuesto 111. Sélido blanco; pf 114-116°C; DOR (¢ 9.71, CHCl) [o]se9 -89.9, [ols7e — 

94.0, [cx]s46 -107.4, forass -185.5, [o1]s6s -297.0; RMN 'H, ver cuadro 20, fig. 68; RMN "°C, 

ver cuadro 21; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]” 382 (0.1), 275 (1.69), 274 (9.2), [M 

— CgHs$]* 273 (66.7), [M - CoHsS - CoH,02]* 213 (19.6), [M - CoHsS - CoH,O ~ CHO)" 
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171 (27.2), 154 (9.5), [M - CcHs8 ~ H20 — CzH,0 — C2120 ~ H,0J* 153 (100.0), 129 (9.9), 

[M ~ CoHsS ~ 2C2H,O - CoH,O]* 111 (92.4), [M ~ CoHs8 - 2C,H40 - C2H,O — COJ' 83 

(31.0), [CxH30]* 43 (59.2). 

Compuesto 112, DOR (c 6.35, CHCIs) [o]ss9 +35.5,[0]s7a +37.5, [ol] sa +42.5, [ox]aae +71.6, 

[orJacs +110.2; RMN 'H, ver cuadro 20, fig, 69; RMN 'C, ver cuadro 21; EM-IE (20 eV) 

m/z (% de int. rel.) [M]" 382 (0.27), [M - CeHsS]* 273 (65.4), [M — CcHsS ~ CoH4O2]* 213 

(16.7), [M — CeHs$ — CaH40 ~ CoO] 171 (26.9), [M - CeHsS ~ HO ~ C2H40 - C2H20 - 

H,0]" 153 (100.0), [M — CéHs$ ~ 2 CyH4O ~ CoH, OJ" 111 (84.3), [M — CoHsS - 2C2H,0 - 

C2H20 ~ COJ* 83 (43.9), [CoH30]" 43 (88.3). 

5,7.1.9. Desproteccién del compuesto 107. 

28 mg del compuesto 107 se disolvieron en 2 mL de acetona y se adicionaron a 140 

mg de N-bromosuccinimida disueltos en 10 mL de acetona acuosa al 97 % a -2°C. La 

mezcla de reaccién se agit6 durante 90 min. Posteriormente, se adicionaron 96 mg de 

NazS203'5H20 y 33 mg de NaHCO; finamente pulverizados a la mezcla de reaccién, la 

cual se agit6 durante 30 min a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo, la mezcla de 

reaccién se filtré con vacio, se evapord la acetona mediante una corriente de argén y se 

adiciond un exceso de cloroformo, el cual se lavé 4 veces con agua. La fase organica se 

seco con Na2SOx y se concentré a sequedad con corriente de argon. Esta fase se purificd 

por CC en gel de silice (5 g) desactivada con 25 % de agua, utilizando como fase mévil n- 

hexano-AcOEt (7:3) y se colectaron fracciones de 5 mL. El producto de reaccién (113) se 

recuperé en las fracciones 9-14 y se purificd mediante una columna adicional utilizando 
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CH2Cl.-MeOH (99:1) para proporcionar 7.7 mg (44.3 %; Rp = 0.34; CH2Ch-MeOH, 19:1) 

(Miljkovic et al., 1984). 

Compuesto 113, DOR (c 0.47, CHCls) [o]seo ~1.91,[a]s7g —2.12, [ot]s4s ~2.33, [or]ase ~4.03, 

[a]s6s -5.52; RMN ‘Hy, ver cuadro 23, fig. 72; RMN 3, ver cuadro 23; EM-IE (20 eV) mZ 

(% de int. rel.) [M + 1]* 333 (0.32), [M - C2H,0,]° 273 (5.3), [M — C2H,O2 — COJ* 245 

(1.2), [M — C2H4O2— CO - CzHyOJ* 201 (19.9), 184 (17.9), [M - CzH,O2- CO - 2C2H,0]" 

157 (88.0), 142 (32.6), 129 (14.1), [M — C2H,02— CO - 2C,HyO — CzH,O]* 115 (66.8), 99 

(39.2), 73 (10.5), 44 (2.9), [CoH3O}* 43 (100), [CHO]* 29 (1.11). 

5.7.2, Epimerizacion de la sinrotélida (29). 

Con el fin de epimerizar las posiciones C4 y Cs: de la sinrotélida (29) se realizaron 

las reacciones indicadas en la figura 27, para generar la sinrotélida peracetilada (114) y los 

correspondientes epimeros en las posiciones Cs (123), Cy (126) y C3 (127). 

5.7.2.1. Acetilacion parcial de la sinrotélida (29). 

La sinrotélida (29, 50 mg) se disolviéd en una mezcla de Ac,O (7.5 pL) y piridina 

(250 pL) y se mantuvo con agitacién magnética a -10°C durante 1 hora. Al cabo de este 

tiempo, se adicioné una cantidad igual de la mezcla de Ac,O-piridina, dejando la mezcla de 

reaccién con agitacién continua, a la misma temperatura, hasta completar 3 horas. La 

mezcla de reaccién se llevé a sequedad con N2 gaseoso, se adicioné un exceso de CHCl: y 

se evaporé con una corriente de N2 para eliminar los residuos volatiles. 
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Figura 27. Secuencia de reacciones para la epimerizacion de a sinrotdlida (29). 
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Posteriormente, se procedié a resolver el crudo de reaccién por CLAR a una escala 

preparativa, utilizando n-hexano-AcOEt (1:4) como fase mévil y una velocidad de flujo de 

5 mL/min, recuperando 4.9 mg (9.8 %) de sinrotélida (29, tg = 35.9 min), ademas de 

obtener los siguientes productos de reaccién: 7.5 mg (11.5 %) del peracetato de la 

sinrotdlida (114, tg = 20.7 min), 18.5 mg (31.3 %) de la 4’-acetilsinrotolida (115, tp = 26.8 

min) y 4.8 mg (8.1 %) de 5’-acetilsinrotdlida (116, tp= 25.1 min). 

Compuesto 114. Sdlido blanco, pf 101-102°C; DOR (¢ 1.62, CHCls) fa]seo -8.6, [o]s78 

-8.6, [a]sa6 -9.8, [or]ax6 -7.3, [@]365 +19.0; RMN 'H, ver cuadro 24, fig. 77, RMN BC ver 

cuadro 25; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 426 (18.5), 367 (12.0), [M — C2H,0.]* 

366 (59.8), [M ~ C2H,02 — C2H,O]* 324 (6.5), [M — 2C.H,02 — C,H,O]" 264 (8.5), 230 

(23.2), [M — 3 CoH,O2 - C2H,O]* 204 (50.4), [M ~ CyoHsOc]* 196 (9.6), 195 (88.0), 179 

(18.1), 178 (71.4), 165 (26.8), 154 (19.2), 153 (57.7), 149 (19.3), 137 (23.6), 136 (100.0), 

[M ~ CioHisO¢ — CoHsO2]* 135 (81.0), 130 (22.2), 129 (53.8), 118 (24.1), 108 (25.5), 107 

(44.2), [M — CisHa:Os]" 97 (12.7), 81 (21.1), [CaHs0]" 68 (37.4), [CoH301* 43 (61.5). 

Compuesto 115. Sdélido blanco, pf 152-154°C; DOR {e 1.26, CHCl) [a]seo 9, [a]s7s 0 

[c]s4¢ 0, [Jase +17.5, [ci]aes +77.1; RMN 'H, ver cuadro 24, fig. 78; RMN "C, ver cuadro 

25; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 384 (0.7), [M — H20]* 366 (3.5), [M ~ C2H,0.]* 

324 (5.7), [M - CaH02]* 297 (1.6), [M — C4H702 ~ CzH,0.]* 236 (18.0), 204 (27.5), 178 

(38.8), 177 (23.7), 165 (18.2), 154 (22.7), 153 (37.8), 149 (21.5), 148 (23.2), 137 (18.8), 

136 (75.8), 135 (57.2), 129 (27.9), 118 (21.4), 108 (25.1), 107 (50.6), [M — CisH907]" 97 

(7.3), 81 (42.1), 79 (11.1), [CaH,O]" 68 (39.5), [C2H30]* 43 (100.0). 
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Compuesto 116. DOR (¢ 0.59, CHCls) [a]ss0 0, [ot]s7a 0, [ce]sas +2, [oe]aa6 +15, [a]ses +64; 

RMN 'HL, ver cuadro 24, fig. 79; RMN 'C, ver cuadro 25; EM-IB (20 eV) m/z (% de int. 

rel.) [MJ" 384 (0.3), [M - H,0]* 366 (0.9), [M — CaH40x]" 324 (2.2), [M — 2CoHA02]" 264 

(1.0), 236 (8.1), [M — 3CzH402]* 204 (20.6), [M ~ CeHi3Os]* 195 (18.1), [M — CeHisOs ~ 

H,0}" 177 (26.6), 165 (20.4), 154 (38.4), 153 (38.6), 148 (19.8), 137 (17.8), 136 (66.8), [M 

= CgllisOs ~ CzH4O2]" 135 (62.1), 129 (40,7), 118 (20.2), 108 (28.3), 107 (47.1), [M - 

C13Ej9O7]" 97 (16.4), 81 (28.2), [CaHsO]" 68 (33.1), [CoH3O]* 43 (100). 

5.7.2.2. Oxidacién de los compuestos 115 y 116. 

Se disolvieron 18 mg del compuesto 115 en 800 pL de AcOH y se adicioné una 

solucién acuosa de CrO3 (18 mg/1600 pL) a 0°C. La mezcla de reaccién se dejé en reposo a 

temperatura ambiente por 2 horas, y se adicionaron dos porciones de 800 pL de la solucion 

de CrOs, dejando reposar 30 min después de cada adicion. La mezcla de reaccion se diluyé 

con agua y se extrajo con Et,O. Posteriormente, se lavé la fase orgénica por cuatro 

ocasiones con solucién saturada de NaHCOs, se secd con Na,SOq4 y se concentré a 

sequedad. El crudo de reaccién (14,6 mg) se purificé por CLAR, utilizando las condiciones 

cromatograficas descritas en la seccién 5.7.2.1, obteniendo 6 mg (33.5 %) del 4’-acetil-5’- 

oxosinrotélida (117, tz = 19.4 min). El compuesto 116 (5 mg) se oxidé utilizando las 

mismas condiciones experimentales para el compuesto 117, proporcionando 3 mg del crudo 

de reaccién que contenia una mezcla de 1a 5’-acetil-4’-oxosinrotélida (118) y de 5’-acetil- 

3’-oxosinrotdlida (119). 
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Compuesto 117. RMN 'H, ver cuadro 26, fig. 81; RMN BC, ver cuadro 28; EM-IE (20 eV) 

m/z (Y% de int. rel.) [M]* 382 (0.2), [M — H,O]” 367 (0.4), [M — CaH40.]* 322 (0.7), 167 

(17.3), 166 (17.1), 165 (39.5), 153 (23.9), 149 (40.1), 148 (52.8), 147 (31.4), 137 (18.4), 

136 (20.0), 135 (35.5), 115 (23.1), [M — CisHi7O7]* 97 (29.3), 95 (15.0), 87 (18.2), 85 

(19.4), 81 (100.0), 73 (14.9), 71 (35.7), 70 (13.7), 69 (29.0), [CaH,O]" 68 (35.6), 60 (12.8), 

57 (43.5), 55 (11.5), [C2H3O]* 43 (84.7). 

Compuesto 118. RMN 'H, ver cuadro 26. 

Compuesto 119, RMN 'H, ver cuadro 26. 

5.7.2.3. Reduccién de los compuestos 117-119. 

6 mg del compuesto 117 se disolvieron en 500 wL de MeOH y se adicioné gota a 

gota una solucién de NaBH, en MeOH (1 mg/mL) hasta agotar la materia prima, lo cual 

ocurrid después de adicionar un total de 475 yL de Ia solucién reductora. Se evaporé el 

MeOH con una corriente de No, se extrajo con AcOEt para obtener 3.6 mg del crudo de 

reaccién que se purificd mediante CLAR, utilizando las condiciones cromatograficas 

previamente descritas en la seccién 5.7.2.1. Estos procedimientos permitieron la obtencién 

de 0.9 mg (14.9 %) de la 5’-epi-acetilsinrotélida (121, tp = 29.6 min), 0.6 mg (10.0 %) de 

una mezcla de los compuestos 115 y 122 (tp = 26.3 min), ademas de 0.4 mg (6.6 %) del 

compuesto 116 (tg = 24.7 min). Para la reduccién de la mezcla de los compuestos 118 y 

119, se utilizaron las mismas condiciones experimentales, permitiendo la obtencidn de un 
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crudo de reaccién (1.5 mg) conteniendo a la 5’-acetil-4’-epi-sinrotélida (124) y la 3’- 

desacetoxi-4’,5’-diacetilsinrotdlida (125). 

Compuesto 121. RMN 'H, ver cuadro 27, fig. 82; RMN °C, ver cuadro 28; EM-IE (20 eV) 

m/z (% de int, rel.) [M — HaO}" 366 (9.3), 306 (1.0), 231 (28.9), 204 (47.8), 179 (18.2), 178 

(59.3), 165 (26,9), 159 (21.0), 154 (19.1), 153 (51.7), 149 (21.3), 137 (26.2), 136 (98.3), 

135 (75,8), 130 (22.8), 129 (61.8), 118 (19.2), 108 (30.9), 107 (51.3), 97 (32.3), 81 (33.1), 

71 (42.3), 70 (15.5), 69 (25.0), [CaH4O]" 68 (61.6), 57 (44.0), [Co2H3O]* 43 (100.0). - 

Compuesto 122. RMN 'H, ver cuadro 27; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M — H,0}* 

366 (0.3), [M — CoH402]* 324 (1.8), [M — C4702] 297 (4.3), [M — CgH702 - CoH,O2]" 236 

(2.0), 231 (17.8), 204 (27.5), 178 (8.9), 177 (7.6), 165 (10.9), 154 (13.6), 153 (15.3), 149 

(18.4), 148 (5.5), 141 (22.8), 137 (14.4), 136 (19.9), 135 (26,6), 129 (22.7), 127 (27.6), 125 

(23.4) 118 (15.1), 117 (20.1), 113 (38.8), 112 (23.7), 111 (34.2), 108 (6,3), 107 (14.3), 99 

(41.7), [M — CisHi907]" 97 (43.0), 84 (21.2), 81 (22.3), 73 (20.4), 71 (100.0), 70 (28.8), 69 

(25.3), [CaH,O]" 68 (11.7), 57 (99.0), [C2H30]" 43 (100.0). 

5.7.2.4, Acetilacion de los compuestos 121, 124 y 125. 

Se adicionaron 100 WL de AcCl a un vial que contenia 0.9 mg del compuesto 121. 

La mezcla de reaccidn se dejé en reposo durante 90 min a temperatura ambiente. Al cabo 

de este tiempo, se llevé a sequedad utilizando una corriente de Nz. Se adicioné un exceso 

de CHCl y se evapord de nueva cuenta con N2 para eliminar posibles residuos de AcCl. 

Posteriormente, el crudo de reaccién se purifics por CLAR a una escala analitica, 
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utilizando como fase mévil n-hexano-AcOEt (1:1) a una velocidad de flujo = 0.5 mL/min y 

una linea de inyeccién con un volumen de 20 pL. De esta manera, se obtuvieron 0.7 mg 

(70.1 %) del peracetato de la 5’-epi-sinrotolida (123, tg = 22.3 min). El crudo de reacci6n 

conteniendo a los compuestos 124 y 125 (ver seccién anterior) se sometieron al mismo 

proceso de acetilacién y se purificé por CLAR, utilizando las condiciones experimentales 

descritas anteriormente para obtener 0.5 mg (30.1 %) del peracetato de la 4’-epi-sinrotolida 

(126, tz = 23.2 min) y 0.5 mg (30.1 %) del peracetato de la 3’-epi-sinrotolida (127, tp = 

21.1 min). 

Compuesto 123. DOR (c 0.06, CHCIs) [a]ss9 +32, [ot]s7g +33, [ox]sa6 +48, [or]as6 +97, [cx}s6s 

+210; RMN 'H, ver cuadro 27, fig. 83; RMN BC, ver cuadro 28; EM-IE (20 eV) m/z (% de 

int rel.) [M — C2H,Q.]° 366 (0.7), [M — CoHsO2 — C2H,O]* 324 (4.6), [M - 2C2HyO. — 

CoH,O]" 264 (11.7), 230 (39.5), 205 (20,1), [M - 3C2HsO - C,H,O]* 204 (65.2), [M - 

CioH1sO6]" 196 (10.9), 195 (11.7), 179 (20.6), 178 (69.2), 165 (29.7), 159 (23.1), 154 

(18.9), 153 ($4.5), 149 (23.9), 137 (26.9), 136 (100.0), [M - CioHisO6 — C,H,0.]* 135 

(75.3), 130 (23.0), 129 (65.6), 118 (38.5), 117 (23.1), 108 (30.6), 107 (43.4), 99 (20.4), [M- 

CysHo1Os]’ 97 (32.1), 85 (22.8), 81 (29.0), 71 (40.4), 69 (20.1), [CaH,O]" 68 (50.4), 57 

(42.3), [CzH30]° 43 (59.8). 

Compuesto 126, RMN 'H, ver cuadro 29, fig. 84; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M - 

CoH,O2}* 366 (0.4), [M - CoHyO. — CoH,OJ* 324 (1.4), [M — 2C,H,02 — CxH,O]* 264 

(3.4), 230 (14.1), 205 (9.6), [M - 3C2HiO2 — CzH,O]* 204 (16.2), [M — CioHisOc]* 196 

(13.1), 195 (7.3), 179 (10.4), 178 (19.2), 167 (21.5), 165 (10.1), 159 (8.2), 154 (18.5), 153 
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(9.5), 152 (17.9), 149 (20.8), 137 (18.0), 136 (27.8), [M — CyoHysOc— CoH,O2]" 135 (9.6), 

130 (23.0), 128 (30.0), 118 (12.3), 117 (9.3); 108 (6.8), 107 (10.7), 105 (57.0), 99 (38.0), 98 

(21.3), [M — CisHa1Os]" 97 (32.1), 85 (22.8), 84 (24.4), 83 (43.3), 82 (19.7), 71 (100.0), 70 

(32.7), 69 (19.0), [M — C4H4OT* 68 (16.4), 57 (98.7), [CoH3O]* 43 (27.3). 

Compuesto 127, RMN 'H, ver cuadro 29, fig. 85; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M- 

C2Hs02]" 366 (0.5), [M — CzH4O2 — C2H,0]" 324 (2.6), [M - 2C2H,O2 - C2H,O]* 264 

(5.7), 230 (40.0), 205 (29.1), [M — 3C2H4O2 — CoH,O]" 204 (29.6), [M — CioHisOg]* 196 

(2.0), 179 (8.0), 178 (62.1), 165 (2.7), 153 (42.2), 149 (34,3), 137 (30,0), 136 (100.0), [M — 

CioHisO¢ — C2H4O2]* 135 (63.3), 130 (6.0), 129 (91.1), 118 (3.0), 109 (22.0), 108 (15,6), 

107 (13.4), 99 (29.0), [M ~ CysEl21Os]* 97 (27.1), 85 (21.0), 84 (32.0), 83 (54.1), 82 (32.0), 

81 (64.0), 71 (37.2), 69 (70.1), [M ~ CaHyO]" 68 (25.0), 57 (82.1), [CoH3O]' 43 (63.0). 

5.7.3. Derivatizacién de los diterpenos. 

Con el fin de establecer la configuracion absoluta del esqueleto labdanico de los 

diterpenos, se realizaron correlaciones quimicas de los compuestos minoritarios con el 

diterpeno principal (2) y se sintetizaron los ésteres de Mosher (132-135), como se ilustra en 

la figura 28. 
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5.7.3.1. Acetilacion total del compuesto 2. 

El compuesto 2 (178 mg) se disolvié en 2.5 mL de una mezcla de Ac,O-piridina 

(2:1) y se dejé con agitacién continua durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla 

de reaccidn se diluyé con agua y se extrajo con AcOEt, se lavé con una solucién saturada 

de NaHCOs, se secé con NagSOx y se concentré a sequedad, procediendo a purificar por 

CC con silica gel flash (25 g). Se colectaron fracciones de 25 mL, utilizando como sistema 

de elucién n-hexano-AcOEt (3:1) para obtener 45 mg (19 %) del peracetato 128 (Ry= 0.65; 

CHC}:-Me.CO, 1:1) a partir de las fracciones 12-16. 

Compuesto 128. Aceite: [a]p +20 (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) Vinx 1738, 1658, 1442, 1366, 

1240, 1030 cm™!; RMN 'H, ver cuadro 33, fig. 91; RMN "°C, ver cuadro 34; EM-FAB* m/z 

(% de int. rel.) [M + HJ" 507 (1.6), [M+ H - CxH,02]" 447 (1.5), [M+ H - 2C:H,0z]* 387 

(1.3), [M + H — 3CgH402]" 327 (4.0). 

5.7.3.2. Acetilacién parcial del compuesto 2. 

48 mg del compuesto 2 se disolvieron en Ac,O (15 pL) y piridina (11 WL). La 

mezcla de reaccién se agité a una temperatura de -5°C durante 10 min y se mantuvieron las 

mismas condiciones experimentales indicadas anteriormente para la reaccién 5.7.3.1. El 

crudo de reaccién se resolvid por CLAR a escala preparativa utilizando n-hexano-AcOEt 

(1:1) como fase mévil, a una velocidad de flujo de 5 mL/min para obtener 6.6 mg (12.4 %) 

del diacetato 3 (te = 20.3 min), 1.5 mg (2.6 %) del triacetato 4 (ty = 15.6 min) y 3.0 mg (4.8 

%) del peracetato 128 (tr = 13.5 min), ademas de recuperarse 16 mg (33.3 %) de la materia 

prima (2, tp = 51.9 min). 
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5.7.3.3, Acetilacién del compuesto 6. 

El producto natural 6 (3 mg) se peracetil6 utilizando las mismas condiciones de reaccién 

para la acetilacién total del compuesto 2 (ver seccién 5.7.3.1). El producto se purificd por 

CLAR a una escala semipreparativa (fase movil: n-hexano-AcOEt, 1:1; velocidad de flujo, 

1.0 mL/min), proporcionando 1.2 mg (31.4 %) del peracetato 129 (tr = 14.6 min). 

5.7.3.4, Acetilacién del compuesto 8. 

Se obtuvieron 1.7 mg (28.2 %) del peracetato 130 (tp = 13.5 min) partiendo de 4 mg 

del compuesto 8 y utilizando el procedimiento de acetilacion total indicado en la seccion 

5.73.1. Este derivado se purificé por CLAR utilizando las condiciones cromatograficas 

descritas en la seccién 5.7.3.3. 

Compuesto 130. Aceite: Las constantes de IR, RMN 'H y °C fueron idénticas a las del 

compuesto 128; DOR (¢ 0.80, MeOH) [c]se9 -2.5, [oi]s7z -2.5, {or]sas -3.7, [ot]ass -6.1, 

[o]a65 -8.6. 

5.7.3.5. Oxidacién del compuesto 2. 

Se disolvieron 25 mg del compuesto 2 en 2 mL de THF y se adicionaron 250 mg de 

MnO) activo. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacion por 16 horas a temperatura 

ambiente. Posteriormente, ésta se filtrd sobre celita, se elimind el disolvente a presion 

reducida y se purific6 por CLAR a una escala semipreparativa (fase mdvil: n-hexano- 

AcOEt, 1:4; velocidad de flujo, 1.5 mL/min) para obtener 22.7 mg (91.5 %) del compuesto 

§. Se observé que al mantener el compuesto 5 en solucidn, se isomeriza al compuesto 131. 
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Compuesto 131, RMN ‘H ver cuadro 33; RMN 3C, ver cuadro 34. 

5.7.3.6. Oxidacién del compuesto 4. 

E! producto natural 4 (2 mg) se disolyid en 0.5 mL de acetona, La solucion se 

mantuvo a 0°C y se adicioné gota a gota el reactivo de Jones (CrO3-AcOH) hasta que la 

coloracién naranja que adquiriéd la mezcla de reaccién persistié, Después de 5 min, la 

solucién se diluyé con agua y se extrajo con CHCh, se secé y se elimind el disolvente para 

analizar el residuo por CLAR a una escala semipreparativa (fase movil: n-hexano-AcOEt, 

1:1; velocidad de flujo, 1.5 mL/min) detectandose un pico principal con tr = 14.6 min. Este 

derivado se coeluyd por CLAR con el peracetato 129 y se analizé mediante CG-EM, 

demostrando que ambos compuestos eran idénticos. 

5.7.3.7, Preparacion de los ésteres Cz, C~bis-MTPA de 3 y 7. 

Las reacciones se llevaron a cabo en tubos de RMN secos. Se disolvieron 2.8 mg del 

compuesto 3 6 7 en 750 UL de CDCh y se adicionaron 1.6 mg de 4-(dimetilamino)-piridina 

y 23,6 pL del cloruro de R-(—)-ci-metoxitrifluorometilfenilacetilo, Las reacciones se 

dejaron 24 horas en reposo bajo atmésfera de Nz. Se registré la RMN 1H de las mezclas de 

reaccién, indicando la completa conversion de los productos naturales a los ésteres de 

Mosher 132 y 134, respectivamente (Ward y Rhee, 1991). La reaccién del producto natural 

3 con el cloruro de S-(+)-c-metoxitrifluorometilfenilacetilo generd el éster de Mosher 133. 

Para el aislamiento del derivado 134 preparado a partir del compuesto 7, se vertié la mezcla 

de reaccién en solucién saturada de NaHICO3 y Et,0, y se agité vigorosamente por 10 min 

pata hidrolizar el exceso de MTPA-Cl (Rieser, ef al., 1992), La fase organica se lavé con 
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HCI 0.5 N, se secd con Na2SO, y se concentro a sequedad, quedando un residuo aceitoso de 

color amarillo, que fue purificado por CLAR a una escala semipreparativa (fase mévil, n- 

hexano-AcOEt (7:3); velocidad de flujo, 3 mL/min) para obtener 1.2 mg (19.2 %) del éster 

C2,C7-bis-S-MTPA (134, tp = 7.21 min). El éster C2,C7-bis-R-MTPA (135, 1.3 mg, 20.8 %, 

tr = 6.95 min) se obtuvo utilizando el cloruro de S-(+)-MTPA y el mismo procedimiento 

descrito anteriormente para la reaccion de esterificacion. 

Compuesto 132. RMN 'H (CDCl, 500 MHz) 7.54 (4H, m, ArH), 7.43 (6 H, m, ArH), 

5.43 (1 H, m, Hi4), 5.29 (1 H, s, Hz), 5.28-5.25 (2 H, m, He y Hy), 4.80 (1 H, s, Hiv), 4.54 

(1H, dd, J= 7.5, 11.0 Hz, ys), 4.49 (1 H, dd, J= 7.5, 11.0 Hz, His), 4.17 (1H, d, J= 11.0 

Hz, His), 3.79 (1H, d, = 11.0 Hz, His’), 3.56 (3 H, sa, OMe), 3.55 (3 H, sa, OMe), 2.05 (3 

H, s, OCOMe), 2.04 (3 H, s, OCOMe), 1.76 (3 H, sa, Mere), 1.06 (3 H, s, Meis), y 0.74 (3 

H, 8, Mezo). 

Compuesto 133. RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) 5 7.55 (4 H, m, ArH), 7.42 (6 H, m, ArH), 

5.43 (1 H, m, Hiya), 5.28 (1H, s, Hi), 5.25 (2 H, m, Hp y Hy), 4.79 (1H, s, Hin), 4.55 (1H, 

dd, J= 7.6, 11.5 Hz, His), 4.49 (1H, dd, J= 7.6, 11.5 Hz, His), 4.19 (1 H, d, J= 11.1 Hz, 

Hs), 3.80 (1 H, 4, ./= 11.1 Hz, His), 3.60 (3 H, sa, OMe), 3.56 (3 H, sa, OMe), 2.06 (3 H, 

s, OCOMe), 2.04 (3 H, s, OCOMe), 1.75 (3 H, sa, Meas), 1.07 (3 H, s, Meis), y 0.72 (3 H, s, 

Meio). 
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Compuesto 134. Aceite, tr = 7.21 min; [a]p +41 (c 0.1, MeOH); RMN 1H (CDC, 500 

MHz) & 7.56-7.53 (4H, m, ArH), 7.43 (6 H, m, ArH), 5.25-5.20 (2 H, m, Hz y Hy), 5.09 (1 

H, s, Hy), 4.65 (1 H, s, Hi7), 4.08 (1 H, d, J = 11.2 Hz, His), 3.88 (1 H, d, J = 11.2 Hz, 

His’), 3.56 H, sa, OMe), 3.55 (3 H, sa, OMe), 2.12 (3 H, sa, Meise), 2.03 (3 H, 5, 

OCOMe), 1.05 (3 H, s, Meig), y 0.83 (3 H, s, Mezo), fig. 100; EM-FAB* (% de int. rel.) [M 

+ HJ’ 785 (2), [M+H _ 234 (MTPA-OH)]* 551 (10), [MTPA —- OH — H,0), [533 - 

CoH,O]' 491 (4), 409 (7.0), 391 (6.0), [M +H — 2MTPA-OH]" 317 (20). 

Compuesto 135. Aceite, tr = 6.95 min; [Jp ~10 (¢ 0.1, MeOH); RMN 'H (CDCl, 500 

MHz) 8 7.58-7.53 (4 H, m, ArH), 7.42 (6H, m, ArH), 5.25-5,19 (2 H, m, Hy y Hy), 4.86 (1 

H, 8, Hi), 4.56 (1 H, s, Hi), 4.11 (1H, d, J= 11.2 Hy, His), 392(1 Hd J= 112 Hz, 

His), 3.60 (3 H, sa, OMe), 3.56 (3 H, sa, OMe), 2.10 (3 H sa, Meis), 2.06 (3 H, 8, 

OCOMe), 1.07 (3 H, s, Meis), y 0.82 (3 H, s, Mezo), fig. 100; EM-FAB* (% de int. rel.) [M 

+ Hy’ 785 (1), [M + H - 234 (MTPA-OH)]* 551 (15), [551 - H,O]" 533 (3), [533 - 

CoH.OT' 491 (2), 409 (5), 391 (5), [M + H - 2MTPA-OBJ" 317 (25). 

5.8. Calculos de mecanica molecular. 

Se realizaron célculos de mecdnica molecular con la espicigerdlida (1) y la 

sinrotolida peracetilada (114). Para el proceso de minimizacion energética por el método 

MMxX se establecié el mimero de conférmeros a ser analizados por el giro de los grupos 

acetato de los enlaces C3-Ca, Ca-Cs: y Cs-Ce en tres diferentes posiciones: + 60° (A), + 

180° (B) y -60° (C): 
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OAc OAc OAc 

OAc , 2 C AcO 

OAc 

A B Cc 

Al hacer todas las combinaciones de los tres enlaces a girar en las tres diferentes 

posiciones, se tenian 27 posibles conférmeros los cuales se presentan en el cuadro 6. 

Utilizando célculos de campo de fuerza se generaron las estructuras de minima 

energia de las estructuras bajo estudio considerando los siguientes criterios: 

a) 

b) 

d) 

Solo se consideraron las conformaciones alternadas (A, B y C) para el inicio del 

procedimiento de minimizacién, excluyendo los conférmeros eclipsados. 

Al inicio del procedimiento de minimizacién, todos los grupos acetato se 

orientaron en la conformacién de mayor estabilidad, es decir con los sustituyentes 

del enlace acetoxi-alquilo en posicion anti-clinal (Lopez-Calahorra et al., 1990; 

Osawa ef al., 1991): 

El nicleo de 5,6-dihidro-a-pirona se considera como una unidad fija en la 

conformacién de pseudo-silla de mayor estabilidad inferida a partir de los estudios 

de difraccién de rayos X utilizando compuestos relacionados, e.g. la hiptélida (40) 

y la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43). 

Aquellas conformaciones con interaccién 1,3-oxigeno-oxigeno se excluyeron de la 

serie, 7.2., los que presentaron las secuencias A-C para el fragmento C3~Cy-Cs: y/o 

C-A para el fragmento C4-Cs--Ce: (ver Cuadro 6). 
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Cuadro 6. Combinaciones rotaméricas A, B y C para los enlaces Cy-Cy, Ca-Cs: y CoCo 
de la espicigerdlida (1). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Numero de | Enlace 3’-4’ Enlace 4-5’ Enlace 5’-6’ 

conformero 

1 A A A 

2 A A B 

3° A A Cc 

4 A B A 

5 A B B 

6 A B Cc 

7 A Cc A 

8 A Cc B 

9 A Cc Cc 

10 B A A 

11 B A B 

12 B A Cc 

13 B B A 

14 B B B 

15 B B Cc 

16 B Cc A 

17 B Cc B 

18 B Cc C 

19 Cc A A 

20 Cc A B 

21 Cc A Cc 

22, Cc B A 

23 C B B 

24 Cc B Cc 

25 Cc Cc A 

26 Cc Cc B 

27 Cc Cc Cc         
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De esta manera, el nimero de conférmeros a ser minimizados se redujo de 27 a 22, 

procediendo a generar las estructuras de minima energia utilizando el cAlculo de campo de 

fuerza MMX, que es una versién derivada del programa MM2, desarrollado por Allinger e 

implementado en el programa PCModel v. 6.0 (Serena software, Bloomington, IN. USA). 

Esta versién utiliza la ecuacién de Altona para obtener los valores de las constantes de 

acoplamiento entre los protones unidos a los enlaces que se giraron de cada uno de los 

conformeros, ademas de calcular los valores de AH; (entalpia de formacién) y Evmx 

(energia relativa de acuerdo a mecanica molecular). 

Enseguida, se procedid al calculo de la poblacién conformacional, expresada en 

fraccién molar para los 22 conférmeros evaluados, utilizando las siguientes ecuaciones 

derivadas a partir de la energia libre de Gibbs para cada par de conformeros en equilibrio 

(Arno et al., 1998): 

Ey, -E, =-RT|n m/m; E, - Es= -RT In ming... Ex — Ex, =-RT In may/n 

Expresando las ecuaciones en funcién de m se tiene que: 

my = no exp (Ea ~ A) -RT] 

13 = Mp exp [(E2 - E3)/ -RT] 

na = mf exp {[(Eo - Es) RT] - [Es - Es)/ RT} 

ns = of exp {[(E2 — Es)/ -RT] - [Es — Ea/ -RT] - [Es - Es) -RTY} 

ne = raf exp {[(E2 - Es) RT] -[(Es ~ Ea) RT] - (Ea ~ Bs RT]: [Es — Es -RT} 

2 = rol exp {[(F. - E3y -RT] . [Bs - Es -RT] . (Es —Esy -R7] . [Es _ Es)/ -R7] . [Be 7 

Ex) RT]: ((E7— Es)/ -RT] - (Es - Eo)/ -RT] - [Es - Ero)/ ~RT] - [Ero - Eur RT] - [Eun 
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~ Ep -RT| [Esa ~ Fis)! -R7]* (Eis — Ea)! -RT] [Era - Es)/ -RT] « (Es ~ 2ie)/-R7]- 

[((E1s ~ Evry RT] + [E17 — Eng -RT] « [(E1g — Er)/ -RT] [E19 - Exo)! -RT] - [E20 — En 

-RT] | [a - En) -RT}} 

Considerando que: 

mtmtmtingtustist ...tm=1 

entonces: 

m= 1 / exp ([(Ex ~ Ey) -RT] + [Ea - Es RT] + [2 — Es) -RT] + (Ea - Ex) -RT} + 

{[(G ~ Es)/ -RT] - (Es ~ Ea)/ -RT] - [Gea ~ Es)/ -RT]} + {£2 - Esl -RT) « [Ea ~ Ea) - 

RI] ((Ey~ 3) “RT| (Es ~ EQ -RT+ «0. + (Ex — Es -RT] - (Es - Ee RT) “WE 

— Es)! RT] « [(@s — Eo) RT] « [Es ~ Ex)! -RT] « [Ey - Es)! “RT « (Bs ~ Eo)/ -RT] - [Eo - 

E\oV -RT]- [Eo ~ Er -RT] « [En ~Ep)/ -R7] - (Ev - E13 -R7] - [3 - Fa) -R7] - 

[E14 - Eis)/ RT] - [Eis ~ E16)/ -RT) « [Ere ~ E17 RT) « (Er ~ Fig) -RT] « [Eis ~ F9)/ 

-RI] : (Eig ~ Exo! RT) « [E20 - En -RT] « [Ean ~ Ea) -RT} + 1) 

Por ultimo, se calcularon las constantes de acoplamiento tedricas mediante la 

sumatoria del producto de la constante de acoplamiento calculada por la ecuacién de Altona 

multiplicado por las fracciones molares de cada conférmero (Masamune ef al., 1986). 

5.9. Ensayos biolégicos. 

5.9.1, Bioensayo con el gusano barrenador del maiz. 

La actividad insecticida del extracto y de los compuestos puros se determind 

cempleando como insecto de prueba las larvas del gusano barrenador del maiz (Ostrinia 
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nubilalis Hiibner, Lepidoptera: Pyralidae). En todos los casos se evalud el efecto de los 

compuestos sobre ef peso promedio y el porcentaje de mortalidad de las larvas a lo 

fargo de un periodo de 25 dias. Estas evaluaciones se realizaron en el laboratorio del 

Dr, John Thor Arnason (Universidad de Ottawa, Canada), de acuerdo a los 

procedimientos descritos en la literatura (Arnason, ef al., 1987; Bernard, et al., 1995). 

5.9.2. Ensayo de citotoxicidad. 

Los procedimientos para el establecimiento de los cultivos celulares de las lineas 

cancerosas se fundamentaron en los protocolos previamente descritos en Ja literatura 

(Likhitwitayawuid, 1993; Novelo, ef al., 1993). Se utilizaron tres lineas celulares 

cancerosas humanas: carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma de colon (HCT-15) y 

carcinoma de células escamosas de cervix (SQC-1 UISO). Estas lineas se mantuvieron 

en medio RMPI 1640 (10X), suplementado con 10 % de suero bovino fetal. Todas las 

lineas se cultivaron a 37°C bajo atmosfera de CO2 al 5 % en aire y 100 % de humedad 

relativa y se utilizaron para el ensayo cuando se encontraban en la fase logaritmica de 

crecimiento. 

El bioensayo se realizé en microplacas de plastico con 96 cavidades (250 uL) de 

acuerdo con los procedimientos descritos por Skehan, ef al. (1990) y Pereda-Miranda 

(1994). Se depositaron en cada una de las cavidades de la placa 190 uL de las 

suspensiones celulares y se adicionaron 10 pL de la solucién conteniendo la muestra de 

prueba, fas cuales se evaluaron en las concentraciones de prueba correspondientes a 

20.0, 4.0, 0.8, 0.16 y 0.032 pg/mL, por triplicado. Paralelamente, se prepararon 

ensayos de control, utilizando 190 wL de la suspension celular a evaluar y 10 pL de 
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‘DMSO al 10 %. Por otro lado, se depositaron 190 yL de la suspensién celular en una 

placa adicional y se determind su densidad Optica inicial. Las placas que contenian las 

muestra de prueba y los controles se incubaron a 37°C durante 72 horas, en tanto que 

las placas etiquetadas como iniciales se incubaron a 37°C durante 30 min. Al concluir 

el periodo de incubacién, las monocapas celulares se sometieron a un proceso de 

fijacién adicionando 50 pL de acido tricloroacético al 50 % en cada una de las réplicas 

del bioensayo y se incubaron a 4°C durante 30 min. Todas las placas se lavaron con 

agua de hielo por cuatro ocasiones, se tifieron con 100 wL de una solucién de 

sulforodamida B (0.4 %) en Acido acético (1 %) durante 30 minutos. Se eliminé el 

exceso de tincién lavando con Acido acético al 1 % por cuatro ocasiones y se secaron 

con una corriente de aire, Posteriormente, el colorante unido a las proteinas se 

solubilizé agitando moderadamente con 200 pL de Tris base 10 mM (tris-hidroximetil- 

aminometano) a un pH de 10 durante 5 min. Se registré la densidad optica en un 

espectrofotémetro a una longitud de onda de 564 nm. El porcentaje de sobrevivencia 

celular se determiné mediante la formula (T-Co/C-Co) x 100, donde T representa el 

promedio de la densidad dptica de las concentraciones de prueba, C es el promedio de 

la densidad dptica en los ensayos de control y Co es el promedio de la densidad dptica 

inicial. A través de un andlisis de regresién lineal de los graficos semilogaritmicos 

obtenidos entre las dosis y el porcentaje de crecimiento celular, se determindé la 

concentracién efectiva del compuesto de prueba necesaria para inhibir el crecimiento 

celular en un 50 % (CEso pg/mL), Se utilizé la elipticina como un control positivo: 

CEso 0.10 (KB); 0.17 pg/mL (HCT-15); 0.41 (SQC-1 UISO).



6. RESULTADOS Y DISCUSION. 

6.1. Fraccionamiento biodirigido del extracto organico total de las partes 

aéreas de Hyptis spicigera. 

Las pérdidas ocasionadas en los granos almacenados debido a la infestacién por 

insectos han repercutido enormemente en la economia de los pequefios agricultores, 

quienes no utilizan insecticidas sintéticos debido a sus precios elevados y, en algunos casos 

a su poca eficiencia (Benner, 1993). Una alternativa de la agricultura tradicional, en 

numerosas regiones tropicales, consiste en mezclar las semillas almacenadas con una planta 

local que posea propiedades repelentes contra las pestes. La planta Hyptis spicigera se 

utiliza en algunos paises africanos para controlar la infestacion de los granos almacenados 

por larvas del gorgojo Callosobruchus sp. 

El objetivo de la presente investigacién se concentré en el aislamiento de los 

constituyentes bioactivos presentes en las partes aéreas de Hyptis spicigera, tomando en 

cuenta el uso en la agricultura tradicional de la planta como insecticida y la actividad 

citotoxica desarrollada por el extracto total (CEso 18.5 pg/mL). De esta manera, se 

utilizaron como bioensayos de prueba la toxicidad para el gusano barrenador del maiz, 

Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae) (Bernard ef al., 1995) y la evaluacién de la 

actividad citotéxica contra lineas celulares derivadas de tumores humanos (Novelo ef al, 

1993). 

En primer lugar, el extracto organico total de las partes aéreas de Hyptis spicigera se 

sometid a un fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna abierta 

utilizando gel de silice para generar un total de 10 fracciones primarias. Cada una de éstas 
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se sometid a la determinacion de su potencial insecticida para establecer que esta actividad 

se concentraba en la fraccién V. Un segundo fraccionamiento de esta fraccién activa en 

columna abierta de gel de silice permitié obtener 8 subfracciones (ver Parte Experimental, 

seccién 5.5). La subfraccién 78-82 desarrollé una actividad citotéxica significativa contra 

la linea celular de carcinoma nasofaringeo (KB) con una CEso = 2.8 g/mL y al someterla a 

un proceso de purificacién mediante cromatografia en capa fina a escala preparativa 

proporcioné una 5,6-dihidro-c-pirona, denominada con el nombre trivial de espicigerdlida 

(1), como el Unico principio bioactivo presente en esta subfraccion (KB: CEso = 1.5 

pg/mL). La subfraccion 83-103 resulté estar constituida por una mezcla de diterpenos y su 

purificacién mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) permitié la 

obtencién de seis compuestos mayoritarios (2-7, fig. 29), responsables de las propiedades 

insecticidas. Por ultimo, la subfraccién 104-109 también se purificd por CLAR 

proporcionando e! ultimo labdano de mayor polaridad (8) aislado de la especie vegetal en 

estudio, 

La espicigerdlida (1) es el unico metabolito con propiedades citotdxicas aislado de 

las partes aéreas de la planta (1.5 x 10% % peso seco), El compuesto 2 constituye el 

metabolito mayoritario (4.4 x 10? % peso seco), mientras que los compuestos 3-8 

representan constituyentes minoritarios (3.8-0.4 x 10° % peso seco) de la fraccion 

insecticida. 
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Figura 29. Cromatograma generado mediante CLAR de la subfraccién 83-103 que ilustra 
la separacion de los compuestos 2-7. Condiciones cromatograficas: columna de fase 
normal (21.2 x 250 mm, 10 mm), detector de indice de refraccién; fase movil: n-hexano- 
AcOEt (1:4); velocidad de flujo = 5 mL/min. 
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A partir de los productos naturales 2-4, 6 y 8, se prepararon los derivados 

peracetilados 128-130 y con los diterpenos 7 y 3 se sintetizaron los ésteres de Mosher 132- 

135. El compuesto 131 representa un producto de isomerizacién del labdano 5 obtenido 

durante la oxidacién del compuesto 2. 

Debido al bajo rendimiento obtenido de la espicigerdlida (1) a partir del material 

vegetal estudiado su elucidacién estructural completa represent6 un reto sin precedente en 

este grupo de sustancias. Tanto su estructura y configuracién relativa se lograron elucidar 

mediante estudios de RMN 'H y "°C. Para establecer la configuracién absoluta se 

combinaron diferentes metodologias de modelaje molecular y correlacién quimica. Este 

analisis se inicié con la comparacién de las constantes espectroscépicas del producto 

natural (1) con las descritas en la literatura para la sinrotélida (29) y la anamarina (42). 

También, se realiz6 una comparacién de las constantes de acoplamiento (Jun) de los 

protones en la cadena lateral (Hs--He) con las °Jy3 reportadas en la literatura para una serie 

de aldonitrilos (Velazco et al., 1990) y aldohexosas peracetiladas (Masamune ef al., 1986), 

proponiéndose que la estereoquimica relativa mas probable para Ja cadena lateral de la 

espicigerélida (1) correspondia a la presente en la 6-desoxi-L~manosa. Con el fin de 

verificar esta hipdtesis, se calcularon las conformaciones de minima energia del 

diastereoisémero propuesto y para cada una de éstas se establecieron sus valores 

correspondientes de entalpia de formacién (AH), minima energia (Emmx), fraccién molar 

(ni) y las constantes de acoplamiento vecinales ?Jy.u) calculadas mediante la ecuacién de 

Altona para los conférmeros de mayor estabilidad. Estos parametros permitieron estimar la 

constante de acoplamiento poblacional para cada uno de Jos hidrégenos unidos a los centros 
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quirates de la cadena lateral (H3-He-) tal y como se explicd en la Parte Experimental (ver 

seccion 5.8). | 

Con el fin de confirmar la estereoquimica propuesta para la cadena lateral de la 

espicigerolida (1) y mediante un andlisis retrosintético (fig. 30), se planificé la obtencién 

del sinton quiral (113) a partir de la L-ramnosa (6-desoxi-L-manosa). 

HAC, 0 On “ny, 

ede hoy 

Figura 30, Andlisis retrosintético para la obtencién de la cadena lateral de la espicigerdlida 
(1) a partir de la L-ramnosa. 
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6.2. Caracterizacién de la espicigerélida (1). 

E! constituyente aislado de la fraccién citotoxica de Hyptis spicigera presenté la 

formula molecular CaH26010, determinada por espectrometria de masas con la técnica de 

impacto electrénico (EM-IE) a 20 eV. En el espectro de IR se observ una absorcién 

intensa en 1740 cm™ y bandas de menor intensidad en 1630 y 820 cm, absorciones 

caracteristicas de un carbonilo o1,B-insaturado, También, se observaron bandas en 1720 y 

1238 cm” asociadas con la presencia de grupos ésteres (Silverstein ef al., 1991). 

En el espectro de RMN 'H (fig. 31) se observaron sefiales que permitieron la 

caracterizacién de una 5,6-dihidropirona o,B-insaturada a través de un sistema de 

multiplicidades de tipo ABXY para los nicleos Hs, H4, Hsax y Hsec: 

118



1. Se detectaron un par de resonancias para protones olefinicos centrados en 6 6.06 

(1H, ddd, /= 9.7, 2.5 y 1.3 Hz, Hs) y 6 6.90 (1H, ddd, 7=9.7, 5.2 y 2.5 Hz, Hy); 

2. Dos protones alilicos no equivalentes (Hs) centrados en 5 2.35 (1H, dddd, J = 

18.5, 11.0, 2.5 y 2.5 Hz) y & 2.52 (IH, dddd, /= 18.5, $.2, 4.5 y 1.3 Hz), el valor de la 

constante de 18.5 Hz indicé un acoplamiento geminal (sax, sec); 

3. Un proton geminal a la funcion etérea de una lactona centrado en 6 5.35 (1H, 

dddd, J = 11.0, 9.5, 4.5 y 1.0 Hz, H) (Davies-Coleman y Rivett, 1989, Pereda-Miranda, 

1995). 

Se observaron tres singuletes centrados en 5 2.12 (6H), 2.04 (3H) y 2.03 (3H) que 

indicaron cuatro grupos metilo de funciones acetoxilo. El resto de las sefiales debe 

corresponder a la cadena lateral y por su desplazamiento quimico se asignaron a: (1) un 

grupo metilo secundario centrado en 8 1.19 (3H, d, J = 6.2 Hz, Hy); (2) cuatro protones 

base de grupos acetoxilo entre 5 5.41 y 5 4.96; y (3) dos protones vinilicos centrados en 5 

  

    
    

  

5.79 y 85.49. 
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Figura 31. Espectro de RMN 'H dela espicigerdlida (1) (S00 MHz, CDC\). 
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Los espectros de RMN #C y °C-DEPT (fig. 32) confirmaron la presencia del 

nucleo de 5,6-dihidro-a-pirona sustituida, a través de las siguientes resonancias: el 

desplazamiento quimico del carbonilo C, se observd centrado en 5,163.7; las sefiales para 

los carbonos olefinicos conjugados (C3 y C4) se observaron en § 121.5 y 144.8; el metileno 

alilico (Cs) se asigné a la sefial centrada en 5 29.2 y, por ultimo, la sefial del metino 

centrado en 6 73.7 se asigné al centro estereogénico Ce, evidenciando la presencia de una 

cadena lateral en la posicién C¢ del nicleo de la 5,6-dihidro-a-pirona. 

  

Joint 

7? 

      wlan I nano 
140 120 Oe re) 

Figura 32. Espectros de RMN “C (A) y DEPT (B) de la espicigerélida (1) (75 MHz, 
CDCl). 
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Con respecto al sustituyente en Ce, se confirmé que se trataba de una cadena 

olefinica compuesta de siete 4tomos de carbono al identificar las siguientes sefiales: (1) las 

dos sefiales centradas en 8 132.8 y 128.6, adicionales a las sefiales de C3 y C4 del nticleo de 

ja 5,6-dihidro-c-pirona, indicaron la presencia de una insaturacion, (2) cuatro carbonos 

geminales a las funciones acetoxilo en forma de metinos centradas en & 66.3, 66.9, 69.2 y 

71.0; y (3) la sefial a campo més alto del espectro se asignd a un grupo metilo terminal (6 

16 6). 

Con el analisis del espectro bidimensional homonuclear ('H-'H COSY, fig. 33) se 

corroboré la asignacién de las resonancias del nucleo 5,6-dihidro-a-pirona y se logro 

establecer la conectividad de los fragmentos estructurales identificados para la cadena 

lateral a través de las siguientes observaciones: (1) se presenté un cuadro de correlacion 

entre la sefial centrada en 5 6.90 (H,) con el protén centrado en 8 6.06 (Hs) y con los dos 

protones del metileno Hs centrados en § 2.35 y 2.52; (2) las sefiales para este ultimo (2 Hs) 

también presentaron interacciones con el proton geminal a la funcién etérea de la lactona 

(Hg) centrado en 6 5.35; (3) la sefial olefinica centrada en 5 5.79 (ddd) se asigno al nucleo 

H,- mediante la interaccién con Hg y el segundo cuadro de conectividad de esta sefial con el 

proton olefinico centrado en 5 5.49 permitid la asignacion del protén Hy. De esta manera, 

se logré establecer que la cadena lateral contenia el doble enlace disustituido en las 

posiciones 1’ y 2’, separados por cuatro atomos de carbono portadores de grupos acetoxilo 

del grupo metilo terminal cuya multiplicidad correspondia a un doblete; (4) la sefial base de 

acetoxilo centrada en & 4.96 con una multiplicidad de doblete de cuartetos (dc) se asigné 

facilmente al proton He y se corroboré por el cuadro de conectividad en el espectro COSY 

entre He y Hy. La asignacidn de las resonancias para los protones H3-, Ha y Hs: no result, 
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a primera vista, tan evidente en-el espectro COSY debido a la proximidad de las sefiales, 

pero se logré confirmar cada una de las asignaciones a través de los valores para las 

constantes de acoplamiento de estos protones: 5 5.41 (1H, dd, J = 9.0 v 9.0 Hz, H3:), 5.37 

(1H, ddd, J = 9.0, 2.0 y 1.0 Hz, Hy) y 5.30 (1H, dd, J = 8.5, 2.0 Hz, Hs), 
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Figura 33. Espectro de RMN bidimensional COSY de la espicigerdlida (1) (500 MHz, 
CDC\,). Principales correlaciones ‘H-'H °): 1, Hs-Hy; 2, Hy-Hs; 3, Hy-Hy; 4, Hp-He: 
5, Hs--He. 

La figura 34 ilustra la expansion del espectro de RMN 'H de la espicigerélida con 

las asignaciones realizadas para cada una de las sefiales descritas anteriormente, La 

constante de acoplamiento de 10.5 Hz para los protones Hy: y Hz permitié establecer una 

configuracién cis para el doble enlace exociclico, siendo consistente con los valores 
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reportados en la literatura (Davies-Coleman y Rivett, 1989, Pereda-Miranda ef al., 1993) 

para Ja hiptolida (40, Jp. = 10 Hz), la pectindlida A (50, J.) = 11 Hz) y la 

umuravumbolida (24, Ji. = 11 Hz). 
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Figura 34. Regidn de las sefiales base de oxigeno del espectro de RMN 'H de la 
espicigerdlida (1) para la asignacién de los protones H3--Hs de la cadena lateral. 

El conjunto de evidencias espectroscdpicas descritas en los parrafos anteriores 

permitié establecer que la estructura de la espicigerdlida (1) corresponde a la 6-[3,4,5,6- 

(tetraacetiloxi)-1Z-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona, El cuadro 7 presenta los valores 

de los desplazamientos quimicos para los micleos de 'H y °C, ademas de las constantes de 

acoplamiento vecinales registradas (Jay). 
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H y °C de la espicigerélida (1).” 

  

  

Posicion | 8 'H eon? 8°c 
Q [rosso 163.7 
3 |6.06ddd |9.7,2.5,13 121.5 
4  |6.90ddd (9.7, 5.22.5 144.8 

Sax |2.35dddd |18.5,11.0,2.5,2.5 ~ 29.2 
Sec |252dddd |18.5,5.2,45,13  ] 9 <eeee 

6  |5.35dddd | 11.0, 9.5, 4.5, 1.0 B7 
1 |5.79ddd ‘$10.5, 9.5, 1.0 132.8 
2  |5.49dddd | 10.5, 9.0, 1.0, 1.0 128.6 
3 | 5.41 dd 9.0, 9.0 66.3 

4  |537ddd —|9.0, 2.0, 1.0 69.2 
5 |530dd  |8.5,2.0 71.0 
6 |496de ~ |8.5,6.2 66.9 
Tr |1i94 6.2 16.6 

COMe |2:12s 21.0 
2.128 21.0 
2.04 § 20.9 
2.03 s 20.7 

COMe 170.0 
169.9 
169.9 
169.8             

*CDCls, "H (500 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante H- 

‘H COSY. °C (125.7 MHz), 5 en ppm. 
‘Constantes de acoplamiento en Hz. 
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6.2.1. Determinacién de la configuracién absoluta de la espicigerélida (1). 

Para el establecimiento de la configuracién absoluta de la espicigerdlida (1) se 

aplicaron las siguientes metodologias: 

1) El registro del dicroismo circular para establecer el signo del efecto Cotton para 

la transicion n->n* (250 nm) y determinar la configuracién absoluta del centro 

estereogénico Ce al aplicar la regla de Snatzke (Beecham, 1972; Snatzke, 1968), 

2) La comparacién de la configuracién absoluta para los diversos centros 

estereogénicos de las 5,6-dihidro-o-pironas de las labiadas a través de consideraciones de 

tipo biogenético (Davies-Coleman y Rivett, 1996), 

3) La comparacion de las constantes de acoplamiento experimentales del producto 

natural con las reportadas en la literatura para una serie de peracetil derivados de 

aldohexosas (Masamune ef al., 1986; Osawa ef al., 1991, Velasco et al., 1990); 

4) El empleo de la mecanica molecular para el calculo de las conformaciones de 

minima energia de los diasteroisémeros probables; 

5) El calculo de las constantes de acoplamiento poblacionales (Jcaic) (Arno ef al., 

1998) a través def establecimiento de las constantes de acoplamiento te6ricas CJ) para 

los protones de la cadena lateral mediante la ecuacién de Altona (Cerda-Garcia-Rojas ef al, 

1990; Hasnoot ef al., 1980) y la determinacién de la fraccién molar (Héltje y Folkers, 1996) 

de los conférmeros de mayor estabilidad. 

6.2.1.1 Estereoquimica absoluta para los centros estereogénicos Cs y Co. 

Para conocer la estereoquimica absoluta del centro estereogénico C, se determind, 

en primer lugar, una configuracién relativa psevdo-ecuatorial para la cadena lateral de 
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acuerdo con los valores observados para las constantes de acaplamiento entre los protones 

Hs y Hg Usax6 = 11 Hz y Jsec6 = 4.5 Hz). De esta manera, el anillo de la 5,6-dihidro-c- 

pirona podria adoptar cualquiera de las dos conformaciones enantioméricas ilustradas en la 

figura 35. 

H H 
o. oO 

0. RH Hp oO 

H H 

A B 

Efecto Cotton: C) 4) 

Figura 35, Conformaciones enantioméricas alternativas para el micleo de 5,6-dihidro-c- 
pirona y signo del efecto Cotton establecido por la regla de Snatzke (1968). 

Al aplicar la regla de Snatzke, se establecié la estereoquimica absoluta (R) al centro 

quiral Cs, mediante la correlacién del efecto Cotton positivo obtenido en la curva de 

dicroismo circular (Amex 256 nm, Ae = + 2.8, fig. 36) para la transicién nn del carbonilo 

de la pirona, cuya conformacidn corresponderia al enanti6mero B (fig. 35). 

La estereoquimica absoluta C.(R) se fundamenta de manera ddicional en 

consideraciones biogenéticas, ya que todas las 5,6-dihidro-c.-pironas naturales aisladas de 

las labiadas presentan la misma configuracién absoluta, deducida por evidencias 

adicionales de tipo quimico-degradativas y cristalograficas (Davies-Coleman y Rivett, 

1987; Van Puyvelde et ai, 1981). 

126



  es 

  

      pri\Ar a te be ba 

200 220 240 260 280 300 
  

Figura 36. Espectro de dicroismo circular de la espicigerdlida (1). 

También, resulta importante destacar que el centro estereogénico Ce presenta una 

configuracién absoluta constante entre todas las 6-heptil-5,6-dihidro-a-pironas de las 

labiadas, es decir Co(S} (Davies-Coleman y Rivett, 1996). Asi, se limitaron las 

posibilidades diasteroisoméricas a sdlo ocho posibles estructuras al considerar la 

configuracién absoluta S para este centro estereogénico. La figura 37 ilustra cada uno de 

estos diasteroisO6meros y se incluye la configuracién de la peracetil aldohexosa con la 

estereoquimica absoluta correcta que hipotéticamente permitiria establecer una correlacién 

quimica con la cadena lateral de la espicigerdlida (1). 

127



QAe OAc 
5 

      

   

10 ci ‘CHO 
OAc OAc © OAc OAc 

Manosa Alosa 

A B 

OAc OAc 

wo Oe 
One OAc 

Glucosa 

OAs OAc 

¥ CHO z ACO 
OAc OAc 

Talosa 

one one OAc OAs 

cho 
ACO a 

One OAs OAc OAc 

OAc OAc 
Idosa 

Galactosa 

G H 

Figura 37. Posibilidades diasteroisoméricas y sus carbohidratos peracetilados de origen 
para establecer la configuracién absoluta de la cadena lateral de la espicigerdlida (1). 
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6.2.1.2. Estereoquimica absoluta de los centros estereogénicos Cy-C3. 

El primer paso para el establecimiento de la configuracién absoluta de los centros 

quirales Cy-Cs- consistié en la comparacién de las constantes espectroscépicas de la 

espicigerdlida (1) con los compuestos descritos en Ja literatura con una cadena lateral de 

heptenilo y una tetraoxigenacién anéloga. De esta manera, los compuestos que fueron 

comparados con la espicigerdlida (1) correspondieron al derivado peracetilado de la 

sinrotélida (114) y al is6mero geométrico cis de la anamarina (42), mismos que 

representaban las posibilidades diasteroisoméricas B y D, respectivamente (fig, 37). La 

sinrotélida (29) es una 5,6-dihidro-q-pirona aislada de las hojas de Syncolostemon 

rotundifolius, cuya estructura se establecid a través de experimentos de RMN 'H y “°C. La 

configuracién absoluta de este producto se establecié mediante dicroismo circular y 

cristalografia de rayos X (Davies-Coleman et al, 1987a). En la figura 38, se presenta una 

comparacién entre los espectros de RMN 'H de los compuestos 1 y 114; como puede 

apreciarse, una de las principales diferencias observadas correspondié al desplazamiento 

quimico para los dos hidrégenos del grupo metileno Cs del micleo de la 5-lactona. Estas 

sefiales se observaron en forma de sefiales independientes centradas en 5 2.35 y 6 2.52 en la 

espicigerdlida (1). En tanto que para la sinrot6lida peracetilada (114), estas sefiales 

aparecen en forma de un multiplete complejo centrado en 6 2.45-2.42, Ademas, las 

constantes de acoplamiento vecinales (Jiu) para los protones a lo largo de la cadena C3 

Cs de estos dos compuestos fueron completamente diferentes (Cuadro 8). Asi, estas 

diferencias espectroscépicas descartaban la posibilidad configuracional B para la 

estereoquimica de la cadena lateral de Ja espicigerdlida (1). 
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Figura 38. Comparacién de los espectros de RMN 'H de la espicigerdlida (1) y la 
sinrotélida peracetilada (114). 

La anamarina (42) se aisié de una especie sudamericana no identificada del género 

Hyptis, estableciendo su estructura mediante andlisis espectroscépico y cristalografia de 

rayos X (Alemany et al., 1979b). La estereoquimica absoluta se ha confirmado con la 

sintesis total del producto natural y de su enantiémero (Lorenz y Lichtenthaler, 1987; 

Valverde et al., 1987). En el cuadro 8, se comparan los desplazamientos quimicos 

generados en la RMN °C de la espicigerélida (1) y la anamarina (42), indicando que las 

principales diferencias entre estos compuestos corresponden a las sefiales de los carbonos 

de la cadena lateral (C)--C;-). De esta manera, la comparacién de los desplazamientos de 

3C permitieron descartar la configuracién D derivada de la glucosa. 
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Cuadro 8. Constantes de acoplamiento de la espicigerdlida (1) y de la sinrotélida 

peracetilada (114), y desplazamientos quimicos de ‘°C de la espicigerdlida (1) y de la 
anamarina (42). 
  

{3 

  

  

        

Posicién 3a BC 

1 114 1 42 

2 163.7 163.1 

3 9.7, 2.5, 1.3 10.0, 2.0, 2.0 121.5 121.4 

4 9.7, 5.2, 2.5 10.0, 4.5, 4.0 144.8 144.2 

Sax | 18.5, 11.0, 2.5,2.5 m 29.2 29.1 

Sec 18.5, 5.2, 4.5, 1.3 m | wees wees 

6 11.0, 9.5, 4.5, 1.0 | 8.5, 8.5, 7.5, 1.0 73.7 67.3 

r 10.5, 9.5, 1.0 10.5, 8.5, 0.5 132.8 125.5 

2 10.5,9.0,1.0,1.0]} 10,5, 9.5, 1.0 128.6 132.8 

3 9.0, 9.0 9.5, 4.0, 0.5 66.3 75.7 

4 9.0, 2.0, 1.0 7.0, 4.0 69,2 19 

5 8.5, 2.0 7.0, 4.0 71.0 718 

6 8.5, 6.2 6.5, 4.0 66.9 70.4 

| 7 6.2 6.5 16.6 15.8       
Para lograr el establecimiento de la configuracién de los centros C3--Cs-, de manera 

preliminar, se compararon sus constantes de acoplamiento con las constantes de 

aldohexosas y aldonitrilos peracetilados (fig. 39). Estos compuestos presentan una similitud 

estructural con Ja cadena lateral de la espicigerdlida (1) y, al mismo tiempo, la elucidacion 

estereoquimica de estas aldohexosas se puede realizar mediante la aplicacién de la 

mecanica molecular (MMX) para el calculo de las constantes de acoplamiento vecinales 

Cnn) (Masamune ef al., 1986; Osawa ef al., 1991; Velasco ef al., 1990). 
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Como se ilustra en la figura 39, el derivado peracetilado de la manosa presenta las 

constantes de acoplamiento mas proximas a las registradas para la espicigerdlida (1), por lo 

cual se procedié a realizar el estudio de mecanica molecular de una 6-[3,4,5,6- 

tetracetiloxi)-1Z-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona con la estereoquimica de la manosa, 

Evidentemente, el diasteroisomero propuesto (fig. 37, isomero A) deberia incluir la 

configuracién absoluta (S) para el centro estereogénico Cg: de la cadena lateral y (R) para el 

niicleo Ce de la pirona de acuerdo con las postulaciones descritas anteriormente (ver 

seccion 6,2.1.1.). 

    
OAc OAc 

1 

OAc QAc ~ OAc QAc OAc OAc OAc OAc 
Aco AR sta AcOLUA 20K. CN Acs solos aos syh on 

Tat) ‘OAc a5 yr 8s OLAS SES “otc By aly 
OAc GCAc OAc OAc OAc OAc OAc OAc 

Manosa Alosa 

OAc OAc OAc OAc OAc OAc OAc QAc 
Aco siA aed 5; noo 54 a en acoss Lins a Acoso 244 cn 

BYE “OAc Bay 5a CPE None aor 

OAc OAc OAc OAc OAc OAc GAc OAc 

Gulosa Glucosa 

OAc OAc OAc QA OAc OAc Ode QAc 

AsO T2AT9 A 61 ACO 83A, BTA, ON AD BIA LAT A TOA, 823A, CN 
aryss ‘OAc a4 33 37 ‘OAc 2B" 2: 

OAc OAc OAc OAc OAc OAc OAc OAc 

Altrosa ‘ Talosa 

OAc OAc OAc OAc 

AcO 58K, 60A, 58 ACO. 568A 4. CN 
5 5 ‘OAc 59 6. 

  

OAc OAc OAc Ode 

Galactosa 
Idosa 

Figura 39. Comparacion de las constantes de acoplamiento de la cadena lateral de la 
espicigerdélida (1) con aldohexosas y aldonitrilos peracetilados. 
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6.2.1.3. Cdlculos de mecénica molecular. 

6.2.1.3.1. Minimizacién energética para los conférmeros de la espicigerdlida (1). 

Al considerar el ntiimero de enlaces susceptibles a rotacin, ie. 3’-4’, 4’-5’y 5’-6’, 

asi como la magnitud de este giro (A: 60°, B: 180° y C; -60°) se obtuvieron 27 conférmeros 

(ver Parte Experimental, seccién 5.8). El andlisis de las secuencias establecidas para cada 

conformero, permitid descartar todos aquellos con la secuencia A-C para el fragmento C;- 

Ca-Cs: y/o C-A para el fragmento Cy-Cs-Ce, debido a que en estos casos se presentan 

interacciones 1,3 oxigeno//oxigeno que corresponden a conformaciones altamente 

inestables. La figura 40 ilustra el conformero 7 (ACA, Cuadro 6) con una relacién anti- 

clinal para todos los grupos acetoxilo. Esta orientacién resulta en dos interacciones 

desestabilizante 1,3-OAc//OAc (AG = 2.0 Kcal/mol) para los sustituyentes en Ca y Co 

(Eliel y Wilen, 1994). Por lo tanto, la minimizacién energética sdlo se realizd con los 22 

conférmeros que no presentaron este tipo de interaccion. Cada conformero se sometié a un 

proceso de optimizacién energética exhaustivo con !a ayuda del programa PCModel v. 6.0 

(Serena Software) obteniendo la energia minima (Zymx), la entalpia de formacién (AH) y 

las constantes de acoplamiento entre los protones localizados en los enlaces que se rotaron 

(fragmento Ce--Cs--C4y-C3-). Los resultados obtenidos para cada uno de los conformeros 

minimizados se presentan en el cuadro 9. Los conférmeros 14 (BBB) y 17 (BCB) son los 

de mayor estabilidad (n > 4%) de acuerdo a su fraccién molar calculada (0.3165 y 0.6012, 

respectivamente). Al mismo tiempo, los valores para las constantes de acoplamiento 

calculadas para estos conférmeros son los mas cercanos a los registrados 

experimentalmente para la espicigerdlida (1). En la figura 41 se ilustra la conformacién de 

mayor estabilidad (17, BCB) de la espicigerélida (1), en la cual se observa a los grupos 
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acetoxilo en la posiciones Cy-Cy y Cs-Ce con un arreglo anti-periplanar y con una 

disposicion sin-clinal entre Cy-Cs-. 

La fraccién molar (n) se calculd a través de un programa de cémputo que considerd 

la contribucién de cada una de las 22 ecuaciones indicadas en la parte experimental (ver 

seccién 5,8) (Cerda-Garcia-Rojas y Pereda-Miranda, 1999). 

  
Figura 40. Conférmero ACA de alta inestabilidad energética (AHj= —428.10 + 4 kcal/mol) 
de la espicigerdlida (1) debido a las interacciones 1,3 oxigeno//oxigeno (OAc//OAc). 
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Cuadro 9. Pardmetros registrados para cada uno de los conférmeros minimizados de la 

espicigerdlida (1). 

  

Conférmero AH; Jy 4 Jas J5+6° nr nF 4 ny s: ns 6° 

(kcal/mol) 

1(AAA) | -424.45 | 1.31 [10.17] 1.93 | 1.7x 10 1.2.x 10% 0.0001 | 18x 104 
  

  

2(AAB) | -425.84 | 1.82 |10.26| 8.42 | 1.8x 10%) 3.2x10"| 0.0002 | 0.0001 

3 (AAC) | -427.57 | 1.19 | 9.52 | 2.35 | 0.0003 | 0.0004 | 0.0031 | 0.0008 
  

  

4(ABA) | -426.60 | 3.01 | 3.41 } 2.73 6x 10° | 0,0002 | 0,0002 0.0002 

5 (ABB) | -428.78 | 3.28 | 3.11 | 9.28 | 0.0026 | 0.0085 | 0.0080 | 0.0239 
  

  

6 (ABC) | -425.03 | 2.86 | 4.16/0.88} 4x 10913x10°/ 19x 10" 4x 10° 
  

10 (BAA) | -426.49 | 9.17 | 9.45 | 0.90 | 5.4.x 10°] 0.0005 | 0.0005 | 4.8.x 10° 
  

11 (BAB) | -428.97 | 8.88 | 8.18 | 8.79 | 0.0035 | 0.0315 | 0.0291 | 0.0312 
  

12 (BAC) | -428.41 | 9.35 | 9.24 ] 2.30 | 0.0013 | 0.0126 | 0.0125 | 0.0031 
  

13 (BBA) | -429.39 | 9.42 | 3.50 | 3.55 | 0.0072 | 0.0680 | 0.0253 | 0.0256 
  

14 (BBB) | -431.63 | 9.41 | 3.47 | 9.29} 0.3091 | 2.9800 | 1.1000 | 2.9400 

15 (BBC) | -427.08 | 9.41 | 4.21 | 0.88 | 0.0001 | 0.0014 0.0006 | 0.0001 
  

  

17 (BCB) | -432.01 | 9.42 | 1.20 | 9.08 | 0.5871 | 5.6600 | 0.7210 | 5.4600 
  

18 (BCC) | -430.14 | 9.42 | 0.26 | 2.33 | 0.0249 | 0.2410 | 0.0066 | 0.05960 
  

19 (CAA) | -426.35 | 2.97 | 10.03] 1.25 4.1x 10°] 0.0001 | 0.0004 |5.2x 10° 
  

20 (CAB) | -429.68 | 2.23 | 9.86 | 9.23 | 0.0115 | 0.0256 | 0.1130 | 0.1060 
  

21 (CAC) | -429.62 | 2.21 | 9.96 | 1.91 | 0.0104 | 0.0230 | 0.1030 | 0.0198 
  

22 (CBA) | -424.59 | 143} 7.42| 1.59] 2x104 3x10% 16x10) 3x 10° 
  

23 (CBB) | -428.97 | 1.68 | 4.54 | 9.28 | 0.0035 | 0.0059 | 0.0161 | 0.0330 
  

24 (CBC) | -424.61 | 1.90] 8.18|226| 2x104 4x10%18x 10" $x 10° 
  

26 (CCB) | -430.35 | 2.76 | 0.79 | 9.11 ] 0.0365 | 0.1010 | 0.0288 | 0.3320 
  

27 (CCC) | -428.85 | 2.84 | 0.24 | 2.89 | 0.0028 | 0.0082 | 0.0007 | 0.0084 

Sumatoria 1.00 8.96 2.12 8.83 
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Figura 41, Conférmero de mayor estabilidad energética de la espicigerélida (1). 

6.2.1.3.2. Caleulo de las constantes de acoplamiento tedricas. 

Las constantes de acoplamiento tedricas corresponden a la sumatoria de los valores 

calculados para cada conférmero en funcién de la fraccién molar (Cuadro 9). Asi, la 

comparacion de los valores calculados para el diasterois6mero con la estereoquimica 

3'S,4°S,5°S,6°S en la cadena lateral (fig. 37, isémero A) con los obtenidos 

experimentalmente para la espicigerdlida (1) indicaron una gran correspondencia (Cuadro 

10). 
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Cuadro 10, Comparacién de los valores de las constantes de acoplamiento registradas 

mediante RMN y las calculadas por la ecuacion de Altona para los protones H3~Hg: de la 
cadena lateral de la espicigerdlida (1). 

  

  

  

Iya Jy Js.6° 

Experimental 9.0 2.0 8.5 

Tedrica 91 1,9 8.9           
  

Esta aproximacién que incluyé los calculos de mecanica molecular (Emmx) para la 

prediccién de los valores de las constantes de acoplamiento Jan) de la cadena lateral de la 

espicigerdlida (1) representa una aplicacién del analisis conformacional en solucién y, al 

mismo tiempo, confirma la propuesta hecha por Masamune y Osawa para la identificacién 

de la configuracién relativa de compuestos polihidroxilados aciclicos naturales 0 sintéticos 

mediante este enfoque (Masamune ef al, 1986; Osawa ef a/., 1991). Por lo tanto, la 

estructura de la espicigerdélida (1) corresponde a la 6R-[3’S,4’S,5’S,6’S-tetracetiloxi-1- 

heptenil]-5,6-dihidro-2-piran-2-ona. 

6.2.2. Obtencién del sintén quiral 113. 

Con el objetivo de confirmar la configuracién propuesta en la cadena lateral de la 

espicigerdélida (1) y establecer una correlacién quimica con la L-ramnosa se propuso la - 

preparacion del sintén quiral 113. De esta forma, se confirmaria de manera inequivoca la 

configuracion para los centros estereogénicos de la cadena lateral de la espicigerdlida (1). 
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Se evaluaron tres posibles estrategias sintéticas para lograr la obtencién del producto 

deseado (fig. 42). Adicionalmente, se identificaron los subproductos de reaccién principales 

de cada una de las rutas sintéticas. Todos estos compuestos se caracterizaron a través del 

registro de diferentes experimentos en la RMN (CH, °c, 4y-'H COSY, HMQC, HMBC y 

NOESY). 

NO2 

    

  

OAc OAc 

HsCyy,_-O~ ,,OH 2 0 

ol “T 5 HO : ley OAc OAc H 

OH 
113 

L-ramnosa ’ 
QAc OAc 

Le 5 SCeHs 

OAc OAc SCeHs 
107 

Figura 42, Estrategias sintéticas evaluadas para la obtencidn del sintén quiral 113. 

6.2.2.1. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96). 

La primera estrategia de sintesis para la obtencién del sinton quiral 113 contempl6 

la formacién de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa, debido a que este grupo puede 

facilmente regenerar el carbonilo del cual se partid; ademas, el empleo de la 2,4- 

dinitrofenilhidrazina ha permitido la generacion de compuestos cristalinos menos 

propensos a la oxidacién o la ciclizacion (Buckingham, 1969). 
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Se sintetizé la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96) utilizando el método 

de Brady’s modificado (Behforouz ef al., 1985). Se procedié a la acetilacién del compuesto 

96, observando que al utilizar un medio basico (anhidrido acético/piridina) se generaba un 

compuesto ciclico, la 2,4-dinitrofenilhidrazina de la 2,3,4-tri-O-acetil-B-L-ramnopiranosa 

(97) y al utilizar condiciones Acidas (cloruro de acetilo) se obtiene el tetraacetato de la 2,4- 

dinitrofenilhidrazona (98) (fig. 43). 

  

  

| Ac2O/C5Hs5N [ac 

OAc 

AcOm, OAC oN QAc OAc O2N 

H3c™ ~o wean SA 010 
OAc OAc 

97 98 

Figura 43. Productos de acetilacion de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96). 

Estos compuestos se caracterizaron mediante el registro de sus constantes 

espectroscopicas. Las figuras 44-46 ilustran los espectros de RMN 'H de los compuestos 

96-98, éstos son de primer orden, facilitando la asignacién de las sefiales para todos los 

protones y el registro de las constantes de acoplamiento. Las asignaciones se confirmaron a 

través del registro del espectro bidimensional homonuclear 'H-'H COSY. Posteriormente, 

se asignaron las sefiales de RMN '°C utilizando el espectro bidimensional heteronuclear 'H- 

3 HETCOR. 
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  a a 

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm 

Figura 44. Espectro de RMN 'H dela 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96) 
(300 MHz, CsDsN). 

COMe 

  

NH 3’ 6 

hile es | 
PLT TTT TY TATE TTT TAT TTT TT TTT TOTTI TE TTT PTT TET PTET PTT ITT TT UTP TTT TTT ey TTT TTT 

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm 

  

  

Figura 45. Espectro de RMN 'H de la 1-(2,3,4-tri-O-acetil-B-L-ramnopiranosil)-2-(2,4- 

dinitrofenil)hidrazina (97) (300 MHz, CDCI). 
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6 

3 
6 1 32 

NH 4 
s° | 5 

TEPOTTPTTT PITT TTA TTT TIT T TTT TT 

i 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm 

Figura 46. Espectro de RMN 1H de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil- 

L-ramnosa (98) (500 MHz, CDC\s). 

El nucleo piranésido del compuesto 97 se identificd al realizar las siguientes 

observaciones en el espectro de RMN 'H (fig. 45): (1) el proton vinilico de la 2,4- 

dinitrofenithidrazona (Hj) no se observé (5 7.3); (2) sdlo se registraron sefiales para tres 

grupos acetoxilo; (3) Ia sefial para Hs (dc) aparecid centrada en 6 3.57, indicando un 

desplazamiento quimico para una sefial geminal a una funcidn oxigenada; (4) habia una 

sefial adicional a 6 4.52 (d, J= 11.4 Hz) acoplada con la sefial centrada en 5 4.40 (dd, J = 

11.4 y 1.2 Hz, H,) que desaparecié durante el intercambio con D.O. El analisis mediante 

cristalografia de rayos X de la 2,4-dinitrofenilhidrazina de la 2,3,4-tri-O-acetil-B-L- 

ramnopiranosa (97) permitid demostrar la orientacion B ecuatorial en C; de la 2,4- 

dinitrofenilhidrazina, los protones Hi-H2 y H2-H3 en relacion sin-clinal, mientras que Hs- 

H, y Ha-Hs adoptan una relaciin anti-periplanar (fig. 47). 
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Figura 47, Proyeccién generada mediante cristalografia de rayos X de la 1- (2,3,4-t11-0- 

acetil-B-L-ramnopiranosil)-2-(2,4-dinitrofenil)hidrazina (97). : 

La estereoquimica del doble enlace del compuesto 98 se establecié como E 

mediante el registro del experimento NOESY, que permitié observar la interaccién del 

proton de la hidrazina (6 11.08) con el protén vinilico H, (5 7.35) (fig. 48). En los cuadros 

11 y 12 se presentan los valores para los desplazamientos quimicos en la RMN Wy! 

respectivamente, de los compuestos 96-98. 

he | 
Figura 48. Interaccién registrada en el espectro NOESY que permitid asignar la 

estereoquimica (£) en el doble enlace del compuesto 98. 
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Cuadro 11. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 96-98." 

  

  

        

Posicién 96° 97° 98 

l 462d 4.40 dd 7.35 dd 

(0.6) (11.4, 1.2) (6.0, 1.0) 

2 4.66 dd 5.62 dd 5.50 dd 

G.0, 0.6) G.3, 1.2) (8.0, 6.0) 

3 4.13 dd 5.00 dd 5.58 dd 

(9.3, 3.0) (10.2, 3.3) (8.0, 3.0) 

4 4.24 dd (t) 5.08 dd 5.36 dd 

(9.3, 9.0) (10.2, 9.3) (8.0, 3.0) 

5 3.74 de 3.57 de 5.04 de 

(9.0, 6.0) (9.3, 6.3) (8.0, 6.5) 

6 1.67 d 132d 124d 

(6.0) (6.3) (6.5) 
NH 10.31 s 9.63 sa, 11.08 s 

4.52d 

(11.4) 

3’ 9.07 d 9.07d 9.12 dd 

(2.7) (2.7) (2.5, 0.5) 

5° 8.30 dd 8.27 dd 8.35 ddd 

(9.6, 2.7) (9.6, 2.7) (9.5, 2.5, 1.0) 

6 789d 7.68 7.96 d 

(9.6) (9.6) (9.5) 

OAc | ween 2.23 § 2.128 

2.08 s 2.12 s 

2.00 s 2.06 s 

2.04 s   
  

*CDCls, 300 MHz, (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante Ty- HW COSY, 

8 en ppm. "CsDsN. “500 MHz. 
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Cuadro 12. Desplazamientos quimicos en la RMN “°C para los compuestos 96-98." « 

  

  

  

Posicién 96° 97 98° 

1 71.4 85.7 144.0 

2 88.3 68.9 69.9 

3 159 1S 68.8 

4 73.8 70.1" 70.9 

5 74.8 721 66.9 

6 18.6 17.4 16.3 

v * 450.1 148.9 144.6 

2. 129.9 129.7 129.8 

3 124.0 123.6 123.1 

4 136.5 137.3 138.9 

5? 130.0 , 130.1 130.1 

6 116.3 115.6 116.7 

COMe anaes 20.7 21.0 
wen 20.7 20.7 
neee 20.5 20.7 
— wen 20.6 

COMe ee 170.1 169.9 
wane 170.0 169.9 
wees 169.8 169.8 
— ---- 169.4         

*CDCls, 75.4 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-°C HETCOR o HMQC, 5 
en ppm, "CsDsN. °125.7 MHz. 
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El compuesto 98 presenta el mismo sistema de multiplicidades que el observado 

para la cadena lateral de la espicigerdlida (1) y, por lo tanto, se utilizaron los 

desplazamientos quimicos de °C para las sefiales de la cadena lateral como un modelo de 

comparacién que permitiera evidenciar la estereoquimica relativa propuesta para el 

producto natural (fig. 49). De esta manera, esta similitud en los desplazamientos quimicos 

(A6 = 0) para las sefiales de los carbonos base de los grupos acetoxilo (Cuadro 13) permitid 

apoyar la estereoquimica relativa propuesta para la espicigerdlida (1), ya que los micleos de 

carbono serian lo suficientemente sensibles para identificar algunas diferencias en la 

configuracién absoluta de los centros estereogénicos que constituyen la cadena lateral de 

estos compuestos. El Aé negativo para C3: se explica al considerar el efecto electronegativo 

B del nitrégeno de la 2,4-dinitrofenilhidrazona. 

Cuadro 13. Diferencias en los desplazamientos quimicos (AS) de los valores registrados en 
°C para las sefiales C3-Ce de la cadena lateral de la espicigerdlida (1) y la 2,4- 
dinitrofenilhidrazona 98. 

  

  

8c AS 
C 1 c 98 

3? 66.3 2 69.9 -3.6 

’ 69.2 3 68.8 0.4 

3 71.0 4 10.9 0.1 

6” 66.9 5 66.9 0             
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98 

Fas 68,0 6778 ppm 
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160 ap 120 100 ao 20 ppm 
  

Figura 49, Comparacion de los espectros de RMN “°C de la espicigerélida (1) y del 
compuesto 98. 
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Para hidrolizar la 2,4-dinitrofenilhidrazona y recuperar el compuesto con el grupo 

carbonilo libre se encuentran descritos en la literatura diferentes metodologias, la mas 

utilizada emplea un Acido inorganico (H2SO,) junto con un exceso de un segundo 

compuesto con grupos carbonilicos que funcione como aceptor de la arilhidrazina, como 

los aldehidos aromaticos, a-cetoacidos, a-dicetonas y B-dicetonas (Harrison y Eisenbraun, 

1966). Otras metodologias contemplan la reduccién de la 2,4-dinitrofenilhidrazona con 

cloruro estanoso (Cullinane y Edwars, 1958), cloruro cromoso (Elks y Oughton, 1962) 0 

hiposulfito de sodio para formar la 2,4-diaminofenilhidrazona, la cual facilmente se 

hidroliza (Buckingham, 1969). En este proyecto de investigacién se evaluaron tres 

metodologias diferentes para la hidrdlisis del compuesto 98, las cuales se ilustran en la 

figura 50. 

QAc OAc O>N 

SA 2 ne, 
OAc OAc 

  

(CH,CO),O/HCV/SnCl, CHO 
NO, 

CH,COCH,CH,COOH/HC! MCI 

OAc OAc 

    > cHoO <-—---—~ 

OAc OAc 

Figura 50. Estrategias de hidrolisis empleadas para recuperar el sintén quiral 113. 
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Para hidrolizar con los Acidos levulinico y clorhidrico (Keeney, 1957) se utilizaron 

diferentes condiciones de reaccién observando que atin cuando la materia prima (98) se 

agotaba, la purificacién de la mezcla de reaccién generaba Gnicamente subproductos de 

color amarillo sin lograr aislar algtin producto que sdlo absorbiera en UV. El andlisis por 

CCF de la mezcla de reaccién obtenida durante !a reduccion del compuesto 98 con cloruro 

estanoso indicaba la presencia de un producto amarillo menos polar que la 2,4- 

dinitrofenithidrazona original, que deberia corresponder a la 2,4-diaminofenilhidrazona. Sin 

embargo, atin cuando se dejé en reflujo durante un tiempo prolongado no se observ 

ningun cambio posterior de la mezcla de reaccién. Por ultimo, la hidrélisis con 2- 

nitrobenzaldehido utilizando Acido clorhidrico o Acido sulfirico como catalizadores 

proporciond dos compuestos que sdlo absorbian en UV y al revelar con hidrazina 

generaban un color amarillo, indicativo de la presencia de aldehidos. El registro de sus 

espectros de RMN 'H determind que correspondian a subproductos del nitrobenzaldehido 

ya que se observaron sefiales aromaticas y no las correspondientes a los protones geminales 

a los grupos acetoxilo. Debido a que ninguna. de estas condiciones permitieron obtener el . 

sinton quiral 113, se procedié al desarrollo experimental de la segunda metodologia 

sintética propuesta (fig. 42, seccién 6.2.2). 

6.2.2.2. Sintesis del etilenditioacetal de la L-ramnosa (99). 

Se evalud fa obtencién del ditioacetal de la L-ramnosa utilizando mercaptoetanol y 

1,2-etanditiol, Con mercaptoetanol, se utilizé Acido clorhidrico concentrado (Collins y 

Ferrier, 1995; Wolfrom, 1929) y acido acético sin tener éxito en la obtencién del producto 

deseado, Al emplear 1,2-etanditiol se utilizé Acido acético y eterato de trifluoruro de boro 
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(Meléndez Rodriguez, 1992). Los productos generados a partir de la segunda metodologia 

sintética son indicados en la figura 51. 

QOH OH HC, -Ox OH Cy 2 Ce es LE Ho yon Brae Ob, a, LD 
OH 99 

| AcCl 

OAc OAc AcO, OAc 
= CS 
~ Ss 

= Way, oS 
OAc OAc S Hc” 0 T> 

100 101 § 
Ni Raney 

OAc OAc QAc 

OAc 6Ac OAc Ac 

102 103 

Figura 51. Compuestos generados durante la segunda estrategia sintética para obtener el 
sinton quiral 113. 

Después de sintetizar el etilenditioacetal de la L-ramnosa (99; fig. 52) se procedié a 

la acetilacion generandose dos productos principales, el etilenditioacetal de la 2,3,4,5-tetra- 

O-acetil-L-ramnosa (100; fig. 53) y el etilenditioacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L- 

ramnosa (161; fig. 54). Este ultimo, se caracteriz6 mediante el andlisis de su espectro de 
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RMN 'H (fig. 54); en primer lugar, sdlo se observaron dos sefiales para grupos acetato (5 

2.06 y 2.03) y sus respectivas sefiales para los hidrégenos geminales a ellos (5 4.93, 4.87, 

H3 y Hy). También, se registraron dos sefiales desplazadas a campo mas alto 

correspondientes a hidrégenos geminales a una funcién oxigenada cuyos desplazamientos 

quimicos se observaron centrados en 5 3.20 (dd, J= 10.5 y 9.5 Hz, H2) y § 3.66 (de, I =9.5 

y 6.5 Hz, Hs). Las tnicas sefiales duyo desplazamiento quimico no’ se afectaron con 

respecto a las observadas para el tetraacetato 100 fueron las correspondientes a la posicién 

H, (6 4.61) y al grupo metilo terminal He (5 1.24). 

  

  
  

  

6 

1 

3 4 

25 CH,CH 

T ery wT ST my TTT I TT TT ] TT TT T TT TT T TT TT re TTT T TFT wT 

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3,0 2.5. 2.0 PPM 1.5 

Figura 52. Espectro de RMN 'H del etilenditioacetal de la L-ramnosa (99) (300 MHz, 
CsDsN). 
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Figura 53. Espectro de RMN 'H del etilenditioacetal de 1a 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa 
(100) (500 MHz, CDCh). 
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Figura 54, Espectro de RMN 'H del etilenditioacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L- 
ramnosa (101) (500 MHz, CDCI). 
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El compuesto 100 se sometid a una desulfuracién por hidrogendlisis con niquel 

Raney para lograr la generacion de un grupo metilo en la posicién en donde originalmente 

se encontraba el grupo carbonilo, esta reduccién involucra la ruptura del enlace C-S y la 

formacién de un nuevo enlace C-H via radicales libres (March, 1992). De esta manera, se 

generaron dos compuestos de menor polaridad que la materia prima y, al registrar sus 

espectros de RMN 'H, se establecié que el producto mayoritario correspondia al tetra-O- 

acetil-1,6-didesoxi-L-manitol (102) (fig. 55). El subproducto minoritario (103) _ 

correspondié a la reduccién adicional de la posicién C, que involucra la eliminacion 

adicional del grupo acetoxilo de este centro (fig. 56). En el espectro de’ RMN 'H del 

compuesto 102 se observa una simplificacién de las sefiales debido a la simetria de la 

molécula, para generar un patrén de acoplamiento de tipo AA’, BB’, CC’. De este 

espectro, Unicamente se pudo calcular la constante de acoplamiento de la sefial 

correspondiente al metilo (6 0.91, d, J = 6.5 Hz); por lo cual, se irradié esta sefial y se 

observé la simplificacién de la sefial para los protones H2 y Hs (5 4.93, de distorsionado) 

que presentd un sistema de multiplicidad similar a la sefial para Hs, Hy (8 5.27, dd 

distorsionado). La simulacién del espectro permitid establecer los valores de las constantes 

de acoplamiento J23.45 = 7.2 Hz y Js4 = 2.4 Hz (fig. 57), En los cuadros 14 y 15 se 

presentan los valores para los desplazamientos quimicos en la RMN 'H y “°C de los 

compuestos 99-103. 
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Figura 55. Espectro de RMN 'H del tetra-O-acetil-1,6-didesoxi-L-manitol (102) (500 MHz, 
CDC\k). 
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Figura 56, Espectro de RMN 'H del tri-O-acetil-1,2,6-tridesoxi-L-manitol (103) (500 MHz, 
CDC). 
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Figura 57. Ampliacién de las sefiales geminales a los grupos acetoxilo del compuesto 102 

(A), irradiacion del grupo CH3 (6 1.21 d) (B); simulacién del espectro con el programa 
LAOCOON PC v. 3.1 (C). 
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Cuadro 14. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 99-103," 

  

  

          

Posicién 99° 100 101 102° 103 

1 5.66d 4.624 462d 121d | 0.91t(7.5) 

G.4) (6.0) (9.5) (6.5) 

2 4.61 5.14 dd 3.20 dd 4.93 de 1,54 dde 

(8.4,3.4) | (7.7, 6.0) (10.5, 9.5) (7.2, 6.5) | (7.5, 7.5, 6.5) 

3 4.78 5.53 dd 4.93 dd 5.27 dd 5.09 ddd 

(8.4,1.1) | (7.7,2.2) (10.5, 9.5) (7.2, 2.4) | (7.5, 6.5, 3.5) 

4 4.43 5.24 dd 4.87 dd 5.27 dd 5.13 dd 

(7.4, 4.4) | (8.3, 2.2) (9.5, 9.5) (7.2, 2.4) | (7.0, 3.5) 

5 4.53 4,92 de 3.66 de 4.93 de 4.99 de 

(7.4, 6.2) | (8.3, 6.4) (9.5, 6.5) (7.2, 6.5) | (7.0, 6.5) 

6 1.67d 1.184 124d 121d 120d 

(6.2) (6.4) (6.5) (6.5) (6.5) 

CH2CH, | 3.48-3.34 | 3.22-3.09 3.22ddd =| ----- | ----- 

m m (14.0, 11.5, 2.5) 

3.19-3.07 2.98 ddd 

m (14.0, 4.0, 2.0) 

2.89 ddd 

(14.0, 11.5, 2.5) 

2.76 ddd 

(14.0, 4.0, 2.0) 

OAc | ----- 211s 2.06 s 2.09 s 2.13 s 

ences 2.108 2.03 s 2.09 s 2.06 s 

wee 2.08 s ---ee 2.03 s 2.02 s 

oeee- 2.04 s corre 2.03 s worse     
  

*CDCl;, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H COSY, 5 

en ppm. 

*DMSOac, 300 MHz. 
“Las constantes de acoplamiento se calcularon utilizando el programa de cémputo 
LAOCOON PC versién 3.1. ‘ 
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Cuadro 15, Desplazamientos quimicos en la RMN "°C para los compuestos 99-103." 

  

  

Posicién 99° 100 101 102 103 

1 56.0 53.1 79.1 16.1 9.4 
2 74.9 72.3 49.6 67.1 23.9 
3 1.4 10.3 72.3 71.2 72.0 
4 73.5 711 74.4 2 73.8 
5 66.3 67.0 75.2 67.1 67.5 
6 20.9 16.4 17.6 16.1 16.0 
P 38.3 39,3 33.1 wae wee 

2? 37.9 37.9 29.9 wee wee 
COMe a 21.0 20,6 21.0 21.0 

wees 20.9 20,5 21.0 20.8 
~--- 20.9 wae 20.7 20.7 
wees 20.7 a 20.7 wo 

COMe ---- 170.2 170.3 170.1 170.4 
waee 170.0 169.7 170.1 170.2 
---- 169.8 o--- 170.0 170.1 
wane 169.7 wees 170.0 woe               
  

‘CDCl, 125.7 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-°C HMQC, 6 en 
ppm. "DMSO««, 75.4 MHz. 

Al tratar de reducir el compuesto 100 al aldehido, se observé que se obtenian 

compuestos muy polares que correspondian a sulfonas (Miljkovic et al., 1984), por lo que 

se propuso la sintesis de otro ditioacetal que permitiera la desproteccién del carbono 

anomérico, pasando a la tercera estrategia sintética. 

6.2.2.3. Sintesis del difenilditioacetal de la L-ramnosa (104). 

La ultima ruta sintética evaluada para la obtencién del sintén quiral 113 consistié en 

la sintesis del difenilditioacetal de la L-ramnosa (104), sU peracetato correspondiente (107) 

y la reducci6n empleando N-bromosuccinimida, De manera adicional, se caracterizaron los 

cinco subproductos de reaccién que proporcioné esta secuencia de reacciones (fig. 58). 
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Figura 58. Estrategia sintética que permitid la obtencién del sintén quiral 113 y 
subproductos de reaccién. 

El compuesto 104 se obtuvd utilizando la metodologia de Funabashi y 

colaboradores (1999), quienes utilizan Acido trifluoroacético al 90% para condensar 

azucares libres con tioles. Esta metodologia proporciond como producto principal al 

difenilditioacetal de la L-ramnosa (104, fig. 59), el cual fue caracterizado mediante el 

registro de sus constantes espectroscdpicas (cuadros 16 y 17) y la comparacién de sus 

constantes fisicas descritas en la literatura (Horton y Wander, 1970a). 
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Figura 59, Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la L-ramnosa (104) (300 MHz, 
CsDsN). : 

Se acetil6 el compuesto 104 con cloruro de acetilo y la mezcla de reaccién se 

purificé mediante cromatografia en columna, Las fracciones 64-77 proporcionaron el 

difenilditioacetal de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa (107, fig. 60) como producto 

mayoritario, ademas de los subproductos de reaccion 108-110. El compuesto 108 (fig. 61) 

se identificé a través del andlisis de su espectro de RMN 'H como un monoaceténido 

generado a partir del compuesto 104 durante la manipulacin de la muestra en presencia de 

acetona. Se observaron tres sefiales para grupo metilo, una correspondié al metilo terminal 

de la L-ramnosa (6 1.25, d, J= 6.45 Hz) y las otras dos sefiales aparecieron como’ singuletes 

(6 1.36 y 1.03), sdlo habia dos sefiales para grupo acetato (8 2.16 y 2.07) y los protones 

geminales se encontraban centrados en 8 5,33 dd y 4.98 de. Estas evidencias permitieron 

proponer la generacién del aceténido a través de la proteccién de los grupos hidroxilo de 

las posiciones C3 y C4, cuyos protones geminales estaban centrados en 8 4.30 (Hs) y 3.99 
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(Ha). Los desplazamientos quimicos registrados en la RMN 'H y °C para los compuestos 

104, 107 y108 se presentan en los cuadros 16 y 17. 

    
  
  

OAc OAc COMe 

5A 3 A 1 SCeHs 

OAc OAc SCgHs 

6 

1 

3 24 

Lt oe 
PTEPETEV PEP EY PEEP ETP EE TEL TET TTT ETT TTT TT TT TTT TTT TTT 

15 7.0 65 6.0 55 50 45 40 439 30 25 20 15 10 0.6 ppn 

Figura 60. Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L- 
ramnosa (107) (500 MHz, CDCI,). 
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Figura 61. Espectro de RMN 'H del 2,5-di-O-acetil-3,4-isopropiliden-L-ramnosa (108) 
(300 MHz, CDCI). 
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Cuadro 16. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H ‘para los compuestos 104, 
108," 

Posicion 104° 107° 108 

1 6.04 sa 438d 4,72 d 

(3.0) (1.7) 

2 5.07 da 5.34 dd 5.33 dd 
(9.3) (8.5, 3.0) (9.2, 1.7) 

3 5.27 da 5.88 dd 4.30 dd 

(9.3) (8.5, 2.0) (9,2, 6.1) 

4 455m 5.21 dd 3.99 dd 

(8.5, 2.0) (6.1, 3.8) 

5 4.55m 4.85 de 4.98 de 

(8.5, 6.5) (6.5, 3.8) 

6 1.70 d 117d 125d 

(6.1) (6.5) (6.5) 

CoHs 7.81-7.78 7.58-7.56 m 7.61-7.57 m 

7.56-7,54 7.35-7,26 m 7.43-7,25 m 

7.22-7.09 

OAc | — ---~- 2.06 s 2.168 

were 2.018 2.07 s 
weene 1.98 s 

wane 1,98 s 

CH3 [| weee4 fn ee ee 1.368 

ee 1.03 s 
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*CDCI, , 300 Mi, (J en Hz). Las. asignaciones se realizaron mediante "H- "Hl 
COSY, & en ppm. °C;DsN. °500 MHz.



Cuadro 17. Desplazamientos quimicos en la RMN °C para los compuestos 
108.* 

104, 107 y 

  

  

  

          

Posicién 104° 107° 108 
1 61.5 61.4 61.2 
2 72.3 713 75.0 
3 69.4 68.8 76.3 
4 73.3 71.2 81.1 
5 66.4 67.2 70.3 
6 21.0 16.4 14.5 

CeHs 136.1 134.0 134.4 
135.6 133.7 133.9 
130.0 133.2 133.8 
130.0 133.2 133.8 
129.6 133.2 132.3 
129.6 133.2 132.3 
129.0 129.0 129.2 
129.0 129.0 129.2 
128.9 129.0 129.1 
128.9 129.0 129.1 
126.5 128.2 128.4 
126.4 128.2 127.9 

COMe a 21.1 21.3 
-+-- 20.7 20.8 
a 20.6 wees 
wee 20.5 wee 

COMe waee 170.2 170.3 
woes 170.0 170.3 
ea-- 169.6 ---- 
woe 169.4 ~--- 

COMe, ---- ---- 27.3 
---- -+-- 26.9 

COMe, ike ---- 111.2     °CDCk, 75.5 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante }H-°C 
HMQC o HETCOR, 6 en ppm. °CsD;N, °125.7 MHz. 
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Al analizar los espectros de RMN 'H de los subproductos 109 y 110 (fig. 62 y 63) se 

observé que estos presentaban caracteristicas muy similares. Sdlo, se generaron dos sefiales 

para grupos acetoxilo. Las dos sefiales en forma de dobletes se asignaron en funcidn de sus 

desplazamientos quimicos, una sefial correspondia al metilo terminal (ca. 1.2) y, la otra 

sefial a campo bajo correspondia al protén geminal a los grupos tiofenilo (6 4.4, 109; 5 4.8, 

110). Las dos sefiales restantes desplazadas a campo bajo (5 4.7-5.4) debian corresponder a 

los protones geminales a los grupos acetoxilo. De esta manera, unicamente restaba por 

asignar las sefiales localizadas entre 6 3.0 y 4.2 que por su desplazamiento quimico debian 

corresponder a protones geminales a una funcién oxigenada etérea. Se propuso que el 

tetraol 104 sufrid un proceso de ciclizacién intramolecular a través del ataque nucleofilico 

del grupo hidroxilo en Cs sobre el carbono C2 para formar el par de epimeros 109 y 110, 

posiblemente a través de un intermediario olefinico A’ generado por la deshidratacion de 

      
  

  

la posicién C,. 

AcO, OAc COMe 
O . 

rs My SCgeHs 

H3C" 56 mG 6 
SCe5Hs 

| | | i | | | 
a care peepee prt 
80 7.5 7.0 65 60 56 50 45 40 35 256 20 46 41.0 0.5 ppm 

Figura 62. Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L- 
ramnosa (109) (500 MHz, CDCk). 
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Figura 63, Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la 3 »4-di-O-acetil-2,5-anhidro-D- 
quinovosa (110) (500 MHz, CDCI). 

El andlisis mediante mecanica molecular de estos derivados permitid establecer la 

conformacién de minima energia en forma de sobre para los dos epimeros 109 y 110 

(Collins y Ferrier, 1995). Se observé una orientacién quasi-ecuatorial para todos los 

Sustituyentes en 109 cuya conformacién de maxima estabilidad (fig. 64; Evimx = 20.90 y 

AH¢= -195.14 kcal/mol) corresponde al sobre que presenta al C, fuera del plano (‘E). En el 

epimero 110 el sustituyente de mayor volumen [CH(SCsHs))] se encuentra en una 

orientacién guasi-ecuatorial y los sustituyentes restantes tienen una orientacion quasi-axial 

(fig. 65). Esta conformacién de minima energia (Eumx = 21.0 y AMy = -194.96 kcal/mol) 

provoca un cambio en el conformero de sobre situando al Cs fuera del plano formado por 

los cuatro atomos restantes del anillo de furano (E). Las conformaciones establecidas 

mediante estos célculos se confirmaron mediante el registro de los efectos nucleares de 
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Overhauser, El espectro NOESY del compuesto 109 mostré la interaccién esperada entre 

los protones Hz (6 3.05) y Hy (8 4.70) cuando se adopta la conformacién de sobre “E (fig. 

64). En tanto que para la conformacién *E del derivado 110, la interaccién entre Hy (5 4.03) 

y Hs (6 4.16) representé la evidencia para sustentar el cambio conformacional observado 

entre estos dos derivados (fig. 65). El cuadro 18 incluye los nOe observados en el 

compuesto 110 y las constantes de acoplamiento (tedricas y calculadas) para los protones 

del anillo tetrahidrofurandsido de ambos derivados. En el cuadro 19 se presentan los 

desplazamientos quimicos en la RMN 'H y 8c para los compuestos 109 y 110. 

Cuadro 18. Comparacién de las constantes de acoplamiento registradas por RMN 'H y 
calculadas con el programa PCModel. Efectos observados en el espectro NOESY del 
compuesto 110. 

  

  

  

  

    

Posicion 5 Fay 109 Fun 110 nOes 110 
Observada Calculada | Observada Calculada 

Hi-H, 11.0 10.8 4.0 47 _ Hse 
H-Hy 11.0 8.9 4.5 3.6 Hy-He 

H3-H, 9.5 8.6 - 1.0 0.6 H-Hy 

Hy-Hs 9.5 8.3 4,0 4.9           
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        bom   aa 
ops q 4 2 
  

Figura 64, Conférmero energéticamente estable y espectro de RMN 'H bidimensional 
homonuclear NOESY del compuesto 109. Principales efectos nOes: 1, H2-H4; 2, Hj-Hs; 3 

F-Hg; 4, Hs-Hs; 5, Ha-He. 
? 
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Figura 65. Conformacién de maxima estabilidad energética para el compuesto 110. La 
flecha indica el principal efecto nOe observado entre H2-Hs que confirma la orientacién B 
del sustituyente en Cp. 

Durante la sintesis del compuesto 104 se obtuvé una mezcla de dos compuestos de 

menor polaridad que el producto principal (Rf = 0.37), éstos correspondieron a los 

subproductos ciclicos, el 1-tiofenil-a-L-ramnopiranésido (105, fig. 66) y el 1-tiofenil-B-L- 

ramnopirandsido (106, fig. 67). La mezcla se resolviéd mediante CLAR. En la literatura se 

describid previamente la formacién del 1-tiopirandésido como subproducto minoritario 

durante la sintesis de ditioacetales de aziicares que pueden generarse como resultado de la 

exposicion de un ditioacetal aciclico a un medio Acido (Zissis ef al., 1966). Para establecer 

la configuracién relativa del centro anomérico C; de los epimeros 105 y 106, se realizé una 

comparacién de las constantes espectroscépicas con los compuestos 1-tiometil a y B L- 

ramnopirandésidos descritos en la literatura (Pozsgay y Jennings, 1988). 
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Cuadro 19. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H y "°C para los compuestos 109 y 
110° 

  

  

Posicién 109 110 
8'H 8 BC é/H 8 BC 

1 4.45 d (11.0) 86.3 4.84 d (4.0) 16.7 

2 3.05 dd (11.0, 11.0) 52.3 4.03 dd (4.5, 4.0) 60.8 

3 5.16 dd (11.0, 9.5) 74.2 5.39 dd (4.5,1.1) . 85.1 

4 4.70 dd (9.5, 9.5) 74.5 5.14 dd (4.0, 1.0) 78.8 

5 3.43 de (9.5, 6.0) 73.8 4.16 de (6.0, 4.0) 80.8 

6 1,19 d (6.0) 17.5 1.25 d (6,0) 13.6 

CeHs 7,53-7,51 m 134.2 7.51-7.48 m 134.3 

7.48-7.45 m 134.2 7.38-7.35m 134.2 

7.29-7.26 m 133.3 7.31-7.22 m 132.9 

131.7 132.9 

131.5 132.7 

131.5 132.7 

129.0 129.0 

129.0 129.0 

128.8 127.9 

128.8 127.8 

128.3 127.8 

128.0 128.0 

COMe 2.01 5 20.7 211s 20.8 

1,94 s 20.6 2.05 s 20.8 

COMe 170.1 170.2 

169.9 170.0             
  

°CDCh, 'H [500 MHz (J en Hz)]. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H 
COSY. '°C (125.7 MHz): las asignaciones se realizaron mediante 'H-"C HMQC, 6 en 
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Figura 66. Espectro de RMN 'H del 1-tiofenil-o:-L-ramnopirandsido (105) (S00 MHz, 
CsDsN). 

  

  IL 4 

Perper rr A a 

0.5 ppm 

PTT EET TEP ETT Ty T 
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Figura 67. Espectro de RMN 'H del 1-tiofenil- -B-L-ramnopirandsido (106) (500 MHz, 
CsDsN). 
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Una fraccion de los pirandsidos 105 y 106 se acetild y se purificé mediante 

cromatografia en columna para generar los peracetatos 111 y 112 (fig. 68 y 69), 

respectivamente. La comparacién de las constantes espectroscopicas de los compuestos 105 

y 111 con las constantes descritas en la literatura permitieron ratificar la orientacién a del 

grupo tiofenilo (Grooneber ef al., 1993; Pozsgay y Jennings, 1988). Estos compuestos se 

utilizan como intermediarios en la sintesis de oligosacéridos naturales de interés bioldgico, 

por ejemplo, el tetrasacdrido que forma parte del antigeno polisacarido del estreptococo B, 

el cual podria ser utilizado en la busqueda de vacunas contra esta bacteria que ocasiona 

sepsis neonatal bacteriana y meningitis (Pozsgay y Jennings, 1988). También, estos 

pirandsidos se han empleado en la sintesis del fragmento oligosacarido de la calikamicina, 

una enedina natural con propiedades antibiéticas y antitumorales muy potente (Grooneber 

ef al, 1993) y como intermediarios de un ramnolipido producido por Pseudomonas 

aeruginosa, con propiedades antibacteriana, micoplasmicida y antiviral (Duynstee ef al., 

1998). Los desplazamientos quimicos registrados en la RMN 'H y °C para los compuestos 

105, 106, 111 y 112 se presentan en los cuadros 20 y 21, respectivamente, 
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Figura 68. Espectro de RMN 'H del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-a-L-ramnopiranésido 
(111) (500 MHz, CDCh). 
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Figura 69. Espectro de RMN ‘Hy del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-B-L-ramnopiranésido 
(112) (500 MHz, CDCK). 
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Cuadro 20. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 105, 106, 111 y 

  

  

112, 

Posicién 105" 106° we | 12" 

1 6.08 dd 5.35d 541d 4.90d 
(1.4, 0.5) (1.2) (1.6) (1.2) 

2 4.76 dd 4.64 dd 5,50 dd 5.65 dd 
(3.3, 1.5) G.5, 1.2) 3.3, 1.6) G.4, 1.2) 

3 4.44 dd 4.09 dd 5.29 dd 5.00 dd 
(9.3, 3.3) (9.2, 3.5) (3.3, 9.8) (10.1, 3.4) 

4 4,32 dd 4.17 dd 5.15 dd 5,12 dd 
(9.3. 9.3) (9.2, 9.2) (9.8, 9.8) (10.1, 9.4) 

5 4.62 de 3.72 de 4,36 de 3.55 de 
(9.3, 6.2) (9.2, 6.1) (9.8, 6.1) (9.4, 6.2) 

6 1.614 1.58d 1.25d 131d 
(6.2) (6.1) (6.1) (6.2) 

2 CoHs 7.66-7.64 m 7.74-7.31 m 7.48-7.45 m 7,52-7.49 m 
7,30-7.18m 7,30-7.18m 7,34-7.27 m 7.33-7.30 m 

OAc | wweee fee eee 2.145 2.21 
rs 2.08 s 2.05 
eeeee | ween 2.018 1.98         
  “CsDsN, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante ‘H-'H COSY, 6 en 
ppm. "CDCl, 300 MHz, 
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Cuadro 21. Desplazamientos quimicos en la RMN “°C para los compuestos 105, 106, 111 
y 112." 

  

  

Posicién 105 106 111 112 

1 90,0 88.3 85.6 85.5 
2 73.8 74.0 71,2 71.9 
3 73,3 76.1 69.3 71,1 
4 74.0 73.3 71.0 70.4 
5 71.2 775 67.7 75.0 
6 18.4 18.6 . 172 17.8 

CoH 136.1 137.6 133.1 133.4 
1314 129.7 131.7 132.1 
131.4 129.7 131.7 132.1 
129.4 129.2 129.0 129.2 
129.4 129.2 129.0 129.2 
127.2 126.5 127.7 128.1 

COMe woe oe 20.8 20.9 
a = 20.7 20.7 
wae wees 20.5 20.7 

COMe _— a 169.8 170.3 
on a 169.8 170.2 

_— wees 169.7 169.9               *CsDsN, 125.7 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante "H-"C HMQC o 
HETCOR, 5 en ppm. "CDCl, 75.4 MHz. 
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Las diferencias observadas en los desplazamientos quimicos del espectro de RMN 

'H entre los piranésidos peracetilados 111 y 112 se explican al analizar las conformaciones 

de maxima estabilidad. En el cuadro 22 se comparan las constantes de acoplamientos 

observadas y calculadas junto con los valores de energia minima (Zimx) y entalpia de 

formacién (AH;) de estos compuestos. 

Cuadro 22. Comparacion de las constantes de acoplamiento vecinales calculadas y 
observadas’, de las energias minimas (Ewux’) y los AH? de los piranésidos L11 y 112. 

  

  

  

  

  

                  
  

11 1,2 2,3 3,4 45 | Evux | AHr 

3 Joate 1.6 3.1 93 9.2 11.29 | -311.62 

3 Tops 1.6 3.3 9.8 9.8 

112 

Seale 1.2 3.4 9.3 9.2 11.68 | -311.24 

‘obs 1.2 3.4 10.1 9.4 

*Hz. "kcal/mol. 

La figura 70 ilustra la conformacién de maxima estabilidad para el piranésido 111. 

Se observa al grupo tiofenilo con una orientacién axial, presentando interacciones 1,3- 

diaxiales con los protones H3 y Hs que provocan un efecto paramagnético (6 5.29, Hy y & 

4.36, Hs) con respecto al compuesto 112, donde se encuentra el grupo tiofenilo con una 
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orientacién ecuatorial (6 5.00, H3 y 6 3.55, Hs). Este efecto es mayor en Hs (A65 = 0.81) 

debido a que la longitud de los enlaces C-O es menor que la del enlace C-C, 

Evidentemente, esta variacién provoca una diferencia en las distancias intramoleculares 

entre el 4tomo de azufte y los hidrégenos axiales de las posiciones C3 (3.02 A) y Cs (2.83 

A). 

  
Figura 70. Conformacion de maxima estabilidad del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-a-L- 
ramnopirandsido (111). 
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El conformero generado para el compuesto 112 permite observar la interaccién 

anti-clinal del tiofenilo con Ho, provocando un efecto paramagnético de menor magnitud 

(Aé = 0.15) debido a que la distancia entre los sustituyentes 1,2-diecuatoriales es mayor 

que para los sustituyentes 1 ,3-sin-diaxiales (fig. 71). Se esperaria que el epimero de mayor 

estabilidad en términos estéricos corresponderia al compuesto 112 debido a la orientacién 

del grupo tiofenilo ecuatorial. Sin embargo, se observa que el efecto anomérico del grupo 

tiofenilo en el compuesto 111 permitié el aislamiento de ambos compuestos en una 

proporcién 2:3 aproximadamente (Juaristi, 1991), predominando el compuesto 112 

(Cuadro 22). 

  

Figura 71. Conformacién de maxima estabilidad del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-B-L- 
ramnopirandsido (112). 
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Finalmente, se logré obtener el sinton quiral 113 (fig. 72, Cuadro 23) utilizando Ja 

metodologia desarrollada por Miljkovic y colaboradores (1984). En esta técnica se empleo 

la oxidacion del compuesto 107 con N-bromosuccinimida. Previamente, Horton y Wander 

(1970a) intentaron la obtencién de este producto realizando la oxidacioén con cloruro de 

mercurio-carbonato de cadmio sin lograr remover por completo los tiofenilos protectores. 

En la figura 73 se presenta una comparacion de las constantes de acoplamiento entre 

la espicigerdlida (1) y todos los derivados aciclicos peracetilados preparados a partir de la 

L-ramnosa (98, 100, 102, 107 y 113). La correlacién observada entre las constantes de 

acoplamiento de la espicigerdlida (1) con estos derivados confirmé de manera inequivoca la 

configuracién para los centros estereogénicos de la cadena lateral de la espicigerdlida (1). 

COMe 

  

  

90 80 70 60 50 40 30 20 1,0. ppm 

Figura 72. Espectro de RMN 'H de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa (113) (500 MHz, 
CDCh). 

176



Cuadro 23. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H y C para el compuesto 113.7 

  

  

      

Posicion é'H &3C 

1 9.45 d 195.2 

(1.2) 

2 5.03 dd 74.2 

(8.0, 1.2) 

3 5.54 dd 67.3 

(8.0, 2.5) 

4 5.29 dd 713 

(8.5, 2.5) 

5 5.00 de 66.6 

(8.5, 6.2) 

6 121d 16.5 

(6.2) 

COMe 2.18 s 21.0 

2.13 s 20.6 

2.108 20.5 

2.03 s 20.4 

COMe | ~~ ----- 169.9 

cree 169.9 

veces 169.8 

seeee 169.6   
  *CDCls 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron 
mediante 'H-'H COSY. ¥c (125.7 MHz): las asignaciones se 
realizaron mediante 'H-'°C HMBC, 5 en ppm. 

177



Las constantes de acoplamiento.de los derivados de la L-ramnosa correlacionaron 

ampliamente con las constantes descritas por Masamune y colaboradores (1986) para el 

hexaalditol peracetilado derivado de la manosa. De esta manera, es importante destacar que 

la aplicacién de la mecanica molecular para el cdlculo de las constantes de acoplamiento 

vecinales (Jy) para establecer la configuracién de productos naturales polihidroxilados 

aciclicos puede llevarse a cabo con una aproximacién muy alta (Osawa et al,, 1991). 

Por lo tanto, la configuracién de la cadena lateral de la espicigerdélida (1) 

corresponde a la de la manosa y, al considerar la postulacién biogenética referente a la 

configuracion absoluta para el centro estereogénica Cg como (8) (Davies-Coleman y Rivett, 

1996), la cadena lateral del compuesto 1 posee la misma estereoquimica absoluta que la 

presente en la 6-desoxi-L-manosa (L-ramnosa). — 

     
OAc OAc 

  

107 113 Manosa 

Figura 73. Comparacién de las constantes de acoplamiento para la cadena lateral de la 
espicigerdlida (1) con los valores registrados para los derivados aciclicos sintetizados a 
partir de la L-ramnosa (98, 100, 107 y 113) y los valores calculados por Masamune ef al. 
para el hexaalditol peracetilado de la manosa, 
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6.2.3. Epimerizacién de la sinrotelida (29). 

Se logro obtener una donacion de la sinrotolida (29) en cantidades suficientes para 

realizar la epimerizacion de los centros estereogénicos Cy y Cs con el propésito de 

preparar los epimeros correspondientes de 1a sinrotdlida peracetilada (114). De esta manera, 

se registrarian las constantes de acoplamiento experimentales y se procederia a su 

correlacién con las constantes de acoplamiento descritas para las aldohexosas peracetiladas 

que darian origen a la cadena lateral de estos derivados (114, 123 y 126; fig. 74) y, de esta 

manera, evaluar la aproximacién de la metodologia de Masamune en otras 5,6-dihidro-c- 

pironas (Masamune ef al., 1986; Osawa ef a/., 1991). Al mismo tiempo, la preparacion de 

uno de estos epimeros permitiria descartar al isGmero cuya cadena lateral deriva de la 

gulosa (fig. 37, isomero C) como un diasteroisémero portador de la estereoquimica absoluta 

observada en la espicigerélida (1). La figura 75 ilustra la secuencia sintética propuesta para 

la epimerizacion de la sinrotélida (29), Finalmente, con el fin de validar la metodologia 

aplicada en la determinacién de la configuracién de la espicigerdlida (1) se calcularon 

mediante mecanica molecular las constantes de acoplamiento tedricas de la sinrotolida 

peracetilada (114) para compararlas con las constantes observadas y las constantes 

reportadas para el hexaalditol peracetilado de la alosa. 

QAc OAc OAc Ae OAc OAc 

Aco’ ‘CHO Aco CHO aed YO co 

  

OAc Oke    123 

Figura 74. Carbohidratos de origen para la sinrotdélida peracetilada (114), la 5’-epi- 
acetilsinrotolida (123) y la 4’-epi-acetilsinrotélida (126). 
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OAc OH . 

29 

Ac,O/CsHgN 
  

  
Figura 75. Secuencia sintética para epimerizar los centros estereogenicos Cy y Cs de la 
sinrotdlida (29), 

180



La sinrotélida (29) se acetilé parcialmente utilizando cantidades equimolares de 

anhidrido acético-piridina, la resolucién de la mezcla de reaccién mediante cromatografia 

de liquidos de alta resolucién (fig. 76) proporcioné cuatro constituyentes principales: la 

sinrotélida peracetilada (114, fig. 77), la 4’-acetilsinrotélida (115, fig. 78), la 5’- 

acetilsinrotolida (116, fig. 79) y la materia prima recuperada (29). 

  
  

      Sa an         -0.03- 
30.00 iz100 “dato “deras " deroo  Zorad  da-00  d4100 26.00 20100 GOLDS” S2lOb” Salae 9ST OS 30,00 40.9   

Minutes 

Figura 76. Cromatograma generado mediante CLAR de la mezcla de reaccién obtenida 
durante la acetilacion parcial de la sinrotélida (29). Condiciones cromatograficas: columna 
de silica gel preparativa (ISCO 250 mm x 21.2 mm, 125 A, tamafio de particula 10 um), 
fase mévil: n-hexano-AcOEt 1:4, velocidad de flujo = 5 mL/min. Asignacién de los picos: 
tz = 20.7 min, peracetilsinrotolida (114); tg = 25.1 min, 5’-acetilsinrotélida (116); tp = 26.8 
min, 4’-acetilsinrotolida (115); tp = 35.9 min, sinrotélida (29). 

La monoacetilacién de los compuestos 115 y 116 se establecié a través del andlisis 

de sus espectros de RMN 'H (fig. 78 y 79, respectivamente), En primer lugar, se 

observaron sefiales sdlo para tres grupos acetoxilo (8 2.12, 2.08 y 2.02) y una sefial que 

integraba para un protén, cuyo desplazamiento quimico correspondia a un metino geminal a 
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un grupo hidroxilo centradas en 5 3,80 (115) y 3.92 (116), ademas de las sefiales para los 

hidroxilos (6 2.82 y 2.62, respectivamente). La posicién del grupo acetato en Cy 0 Cs: se 

establecié con el registro de los espectros ey COSY; en el compuesto 115, la sefial 

centrada en 6 3.80 (ddd, J = 9.3, 5.5 y 2.6, Hs) presenté cuadros de conectividad con la 

sefial para He (8 4.90, de, J= 6.6 y 2.6) y con la sefial centrada en & 5.08 (dd, J = 9.3 y 2.8, 

H,;). Por lo tanto, el compuesto 115 corresponde a la 4’-acetilsinrotélida. En el compuesto 

116, que deberia corresponder a la 5’-acetilsinrotélida, el hidroximetino (8 3.92, ddd, J = 

9.4, 4.5 y 1.0) presenté interacciones con las sefiales centradas en 8 5.53 (ddd, J = 9.4, 4.5, 

1.0, Hs’) y & 5.06 (dd, J = 7.2 y 3.9, Hs). La interaccién de esta Ultima sefial centrada en & 

5.23 (de, J = 6.5 y 3.9) permitiéd asignar el desplazamiento quimico del protén He. Asi, se 

ratificé la posicién del acetoxilo adicional en Cs: El resto de las sefiales se asignaron 

siguiendo los cuadros de conectividad y a través del registro del espectro HMQC se 

asignaron las sefiales de los espectros de RMN "°C (Cuadros 24 y 25). 

  

  

  

COMe 

? 

v 
OAc OAc 

a se 
4 31 2 64,6 5 

oe | 
TT TTT TTT ITT TT 

7 6 5 4 3 - ee . 1 0 ppm 

Figura 77. Espectro de RMN 'H de la sinrotlida peracetilada (114) (500 MHz, CDCls). 
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  ey 

4.5 ppm 

  

Figura 78. Espectro de RMN 'H de la 4’-acetilsinrotélida (115) (500 MHz, CDCI). 

  

    
  

  

COMe 
, 

3 

4 

° OHS 
4 3723" 6 

6 v 

_A ree _ 
PE Ep 

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.8 3.0 2.5 2.0 15 ppm 

Figura 79, Espectro de RMN 'H de la 5’-acetilsinrotélida (116) (500 MHz, CDCI). 
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Cuadro 24. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 114-116." 

  

  

      

Posicién 114 115 116 

3 6.06 ddd 6.04 ddd 6.04 ddd 

(10.0, 2.0, 2.0) (9.7, 1.8, 1.8) (9.8, 2.2, 1.4) 
4 6.90 ddd 6.90 ddd 6.89 ddd 

(10.0, 4.5, 4.0) (9.7, 4.8, 3.5) " (9.8; 5.2, 3.2) 
Sax 2.45-2,42 m 2.49-2,40 m 2.48-2.42 m 

Sec 2.45-2.42 m 2.49-2.40 m 2.48-2.42 m 

6 5.30 dddd 5.38 dddd 5.27 dddd 

(8.5, 8.5, 7.5, 1.0) | (9.5,8.1,7.1,1.1) | (9.0,8.1, 7.5, 1.0) 
1‘ 5.87 ddd 5.90 ddd 5.88 ddd 

(10.5, 8.5, 0.5) (11,3, 8.1, 0.7) (11.3, 8.1, 1.0) 

2°, 5.64 ddd 5.73 ddd 5.72 ddd 

(10.5, 9.5, 1.0) (11.3, 10.0, 1.1) (11.3, 9.4, 1.0) 

3° 5.69 ddd 5.80 ddd 5,53 ddd 

(9,5, 4.0, 0.5) (10.0, 2.8, 0,7) (9.4, 4.5, 1.0) 

4 5.25 dd 5.08 dd 3.92 ddd 

(7.0, 4.0) (9.3, 2,8) (7.2, 5.5, 4.5) 

5¢ 5.18 dd 3.80 ddd 5.06 dd 

(7.0, 4.0) (9.3, 5.5, 2.6) (7.2, 3.9) 

6° 5.10 de 4,90 de 5.23 de 

(6.5, 4.0) (6.6, 2.6) (6.5, 3.9) 
7 1,22 d 124d 1.28 d 

(6.5) (6.6) (6.5) 

OAc 2.1158 2.125 2,128 

2.118 2.08 s 2.09 s 

2.06 8 2.03 s 2.015 

2.03 s 

OH ceee 2.82 d ° 2.62 d 

(5.5) G.5)     
  *“CDCh, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante H-"A 
COSY, 6 en ppm. 
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Cuadro 25. Desplazamientos quimicos en la RMN °C para los compuestos 114-116." 

  

  

        

Posicién 114 115 116 

2 163.1 163.6 163.6 

3 121.5 121.3 121.5 

4 1443 144.9 144.6 

5 29.7 © 29.5 29.5 

6 73.7 74.2 74.1 

I 133.0 132.8 132.9 

2 126.3 125.8 126.9 

3 67.7 68.5 70.2 

y 71.6 723 72.0 

3’? 71.1 71.2 72.9 

8 66.6 72.0 69.0 

? 15.0 14.2 «(146 

COCH; 21.1 21.2 21.1 

21.0 20.9 21.0 

20.9 20.9 20.9 

20.9 

COCH, 170.0 170.9 170.2 

169.5 169.7 170.2 

169.5 169.7 169.9 

169.4   
  *C (125.7 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante H-"C 
HMOQC y HMBC, 6 en ppm. 
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La figura 80 ilustra la proyeccién generada mediante cristalografia de rayos X de la 

4’-acetilsinrotolida (115). Esta conformacién en estado sdlido presente el anillo de la 5,6- 

dihidro-c-pirona en pseudo-silla, al proton Hs en una orientacion o axial, la cadena lateral 

adopta una posicién pseudo-ecuatorial, Hy-Hy y Hs--Hg se encuentran en una relacién 

sinclinal y Hy-Hs: anti-periplanar. 

  

Figura 80. Proyeccién generada mediante cristalografia de rayos KX de la 4’- 
acetilsinrotolida (115). 
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Se realiz6 la oxidacién de los compuestos 115 y 116 utilizando tridxido de cromo 

para generar los derivados 117 (fig. 81) y 118, respectivamente. El derivado 118 se obtuvo 

formando una mezcla con el compuesto 119 al ocurrir una transesterificacion via un 

equilibrio ceto-endlico favorecida para la formacién de una cetona o,,f-insaturada. Los 

desplazamientos quimicos generados en la RMN 'H para estos tres compuestos se 

presentan en el cuadro 26. 

  

OAc OAc 

119 

  

        
      
  

COMe 

, 

v 
6 

3 1°42’ 
4 3 3 

j 6 
4 ALL 
PT TTT TET TTT TET 

65 60 56 50 45 40 98 30 28 20 165 10 0.5 ppm 

Figura 81. Espectro de RMN 'H de la 4’-acetil-5’-oxosinrotélida (117) (500 MHz, CDCIls). 
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Cuadro 26. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 117-119." 

188 

  

  

  

Posicién “107 118 119 

3 6.03 ddd 6.07 dd 6.05 ddd 

(9.5, 2.5, 1.0) (9.8, 2.6, 1.1) (9.5, 2.6, 1.0) 

4 6,87 ddd 6.92 ddd 6.91 ddd 

(9.5, 5.5, 2.5) (9.8, 5.2, 2.7) (9.5, 4.0, 2.8) 

Sax 2.34 dddd 2.45 dddd 2.39 dddd 

(18.5, 11.0, 2.5, 2.5) | (18.5, 11.1, 2.7, 2.6) | (18.5, 11.7, 2.8, 2.6) 

Sec 2.41 dddd 2.53 dddd 2.75 dddd 

(18.5, 5.5, 5.0, 1.0) | (18.5, 5.2, 5.2, 1.1) | (18.5, 6.0, 4.0, 1.0) 

6 5,32 dddd 5,32 dddd 5.76 dddd 

(11.0, 8.5, 5.0, 1.0) | (11.1, 8.4, 5.2, 1.2) | (11.7, 6.9, 6.0, 1.1) 

i 5.85 ddd 5.96 ddd 6.47 dd 

(11.0, 8.5, 0.5) (11.1, 8.4, 1.1) (1L7, 6.9) 

2’ 5.68 ddd 5.67 ddd 6.53 dd 

(11.0, 10.0, 1.0) (11.1, 8.8, 1.2) (1.7, 1.1) 

3? 5.87 ddd S.91dd |  — weeee 

(10.0, 3.5, 0.5) (8.8, 1.1) 

4 5.70d fw we 5.744 

(3.5) (3.8) 

Pf we ee 5.61 d 5.89 dd 

3.9) (3.8, 3.6) 

6 5.27 ¢ 5.26 de 5,32 de 

(7.0) (6.6, 3.9) (7.1, 3.6) 

T 136d 1.25d 1.42 d 

(7.0) (6.6) WY 

OAc 2.18 s 2.20 8 2.19 § 

2.13 s 2,198 2.128 

2.018 2.04 § 1,96 s         
  

‘CDCl, 500 MHz (/ en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H 

COSY, 6 en ppm.



Se procedié a la reduccién del compuesto 117 empleando borohidruro de sodio. Al 

analizar mediante CLAR esta mezcla de reduccion, se observaron tres picos principales que 

se lograron separar. El registro de RMN 'H establecié que el constituyente con tr = 29.6 

min correspondié a la 5’-epi-acetilsinrotélida (121, fig. 82) generada por la 

transesterificacién del grupo acetato en Cy a la posicién Cs: en la 4’-acetil-5’-epi- 

sinrotdlida (120), uno de los productos de reaccién esperado de la reduccién del grupo ceto 

en el derivado 117 (ver fig. 75); el segundo pico (tp = 26.3 min) correspondié a una mezcla 

de los compuestos 115 y 122, este ultimo generado por una transesterificacion a partir del 

compuesto 126 6 121; y el pico con tg = 24.7 min contenia al compuesto 116 generado por 

una transposicién del grupo acetato en el producto de reduccién 115. La acetilacion del 

epimero 121 proporcioné el peracetato de la 5-epi-sinrotélida (123, fig. 83). Los 

desplazamientos quimicos generados en la RMN 'H para los compuestos 121-123 se 

presentan en el cuadro 27. En el cuadro 28 se indican los desplazamientos quimicos 

generados en 1a RMN "°C para los compuestos 117, 121 y 123. 

  

120 Ac Ac H 
121. Ac H Ac 
122 H Ac Ac 
123) Ac Ac Ac 

189



  

ey 
4 31 23° 4 

Leib 
CETTE TTT TTT TE ETT PTTL TT TT IT TTT TTT TTT TTT TTT PTT TPT TTT 

  

  

  

10640 6:0 85 60 45 40 35 30 25 20 45 10 05 opm 

Figura 82, Espectro de RMN 'H de la 5’-epi-acetilsinrotolida (121) (500 MHz, CDC1s). 
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Figura 83. Espectro de RMN 'H de la 5’-epi-sinrotélida peracetilada (123) (500 MHz, 
CDCh). 
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Cuadro 27. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 121-123." 

  

  

          

Posicién 121 122 123 

3 6.05 ddd 6.06 ddd 6.07 ddd 

(10.0, 2.5, 1.0) (10.0, 2.0, 2.0) (10.0, 2.0, 2.0) 
4 6.90 ddd 6.89 ddd 6.90 ddd 

(10.0, 6.0, 2.5) (10.0, 4.5, 3.0) (10.0, 4.0, 5.0) 

Sax 2.58 dddd 2.44-2.41 m 2.44-2.42 m 

(18.5, 11.5, 2.5, 2.5) 

Sec 2.44 dddd 2.44-2.41 m 2.44-2.42 m 

(18.5, 6.0, 4.0, 1.0) 

6 5.30 dddd 5.38 dddd 5.37 dddd 

(11.5, 7.5, 4.0, 1.0) (9.0, 8.0, 7.5, 1.1) (8.0, 8.0, 8.0, 1.5) 

VP 5.89 ddd 5.76 ddd 5.90 ddd 

(115, 7.5, 0.7) (11.0, 9.0, 1.0) (11.5, 8.0, 1.0) 

2’ 5.58 ddd 5.68 ddd 5.63 ddd 

(iL5, 9.5, 1.0) (11.0, 8.5, 1.0) (11.5, 10,0, 1.5) 

3” 5.43 ddd 4.45 ddd 5.50 ddd 

(9.5, 8.3, 0.7) (8.5, 4.0, 1.0) (10.0, 6.5, 1.0) 

4y 3.86 ddd 5.08 dd 5.32 dd 

(8.3, 8.3, 2.5) (7.5, 3.0) (6.5, 4.0) 

5? 5.11 dd 5.17 dd 5.21 dd 

(7.0, 2.5) (7.5, 6.5) (7.0, 4.0) 

Ce 5.25 de 5.03 de 4.98 de 

(7.0, 6.5) (7.5, 6.5) (7.0, 6.5) 

T 129d 1.25 d 1.21d 

(6.5) (6.5) (6.5) 
OAc 2.08 s 2.148 2.10s 

2.05 s 2.09 s 2.08 s 

2.03 s 2.045 2.05 s 

2.03 s 

OH 2.35 d (8.3) 2.80 d (4.0) ween 
  

*CDCh, 500 MHz (J en Hz), Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H 
COSY, & en ppm. 
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Cuadro 28. Desplazamientas quimicos en la RMN “C para los compuestos 117, 121 y 
123.* 

  

  

          
  

Posicién 117 . 121 123 

2 163.6 163.6 163.6 

“3 121.5 121.4 121.8 

4 144.6 144.8 144.0 

5 29.2 29.7 29.9 

6 73.7 74.6 73.7 

v 133.4 132.9 , 134.4 

2? 125.0 1283 126.3 

3? 673 68.4 66.1 

4 75.0 3 . 70.7 

3 205.3 728 | Wd 

6 73.0 69.9 - 68.6 

T 16.1 16.6 16.3 

COCH; 20.8 21.1 20.8 
20.7 20.9 20.8 

20.5 20.6 20.6 

21.0 

COCH, 170.5 170.0 170,5 

170.0 170.0 ~ 170.3 

169.8 169.8 170.3 

169.4 
“°C (125.7 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante H-°C 
HMQC, 6 en ppm. 
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La mezcla de oxidacion del compuesto 116 se reduj6 empleando también 

borohidruro de sodio para generar los epimeros monoacetilados (124 y 125) y el compuesto 

de partida (116). Esta mezcla se acetilé y purificé por CLAR para generar los peracetatos 

114, 126 y 127. Los espectros de RMN 'H de la 4’-epi-sinrotélida (126) y de la 3’-epi- 

sinrotolida (127) peracetiladas se ilustran en las figuras 84 y 85. En el cuadro 29 se 

presentan los desplazamientos quimicos registrados en la RMN 'H de los compuestos 126 y 

127. 

  

OAc OAc 

R 
125 H 

127 Ac 
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6.0 5.0 4.0 3.0 pon 

Figura 84. Espectro de RMN 'H de la 4’-epi-sinrotélida peracetilada (126) (500 MHz, 
CDC\,). 

  

  1 

5.0 5.0 4.0 3.0 pon 

Figura 85, Espectro de RMN 'H de la 3’-epi-sinrotélida peracetilada (127) (500 MHz, 
CDCI). 
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Cuadro 29. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 126 y 127." 

  

  

      

Posicién 126 127 

3 6.07 ddd 6.06 ddd 

(10.0, 2.0, 1.7) (9.5, 2.5, 1.5) 

4 6.90 ddd 6.88 ddd 

(10.0, 4.5, 4.0) (9.5, 5.9, 2.4) 

Sax 2.44-2.41 m 2.47 dddd 

(18.0, 11.5, 2.5, 2.4) 

Sec 2.44-2.41 m 2.36 dddd 

(18.0, 6.0, 6.0, 1.1) 

6 5.38 dddd $.29 dddd 

(8.0, 8.0, 8.0, 1.0) (11.5, 8.5, 6.0, 1.0) 
v 5.90 ddd 5.80 ddd 

(11.0, 8.0, 0.5) (11.5, 8.5, 0.5) 
2’ 5.63 ddd 5.56 ddd 

(11.0, 10.0, 1.0) (11.5, 8.5, 1.0) 
3’ 5.49 ddd 5.70 ddd 

(10.0, 6.5, 0.5) (8.5, 6.5, 0.5) 

4 5.32 dd 5.33 dd 
(6.5, 3.5) (6.5, 4.5) 

5? 5.21 dd 5.23 dd 

(6.7, 3.5) (5.5, 4.5) 

6 4.98 de 4.94 de 

(6.7, 6.5) (6.5, 5.5) 
T 1.22 d 1.22d 

(6.5) (6.5) 

OAc 2.118 2.128 

2.08 s 2.09 s 

2.05 s 2.09 § 

2.03 s 2.02 s     

*CDCk , 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante ‘HH 
COSY, 5 en ppm. 
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En resumen, las secuencias de reacciones descritas anteriormente permitieron la 

obtencién de tres epimeros de la sinrotdlida peracetilada (114), i e. los peracetatos de la 

5’-epi-sinrotolida (123), la 4’-epi-sinrotélida (126, cis-anamarina) y la 3’-epi-sinrotélida 

(127). De esta manera, se generaron cuatro de las ocho posibilidades diasteroisoméricas 

para establecer la configuracién de la cadena lateral de la espicigerdlida (1) (fig. 37, 

isomeros B, C, D y E, respectivamente). En la figura 86 se ilustra la comparacién de las 

constantes de acoplamiento de la espicigerdlida (1) y los derivados de la sinrotélida con los 

modelos de Masamune y colaboradores (1986). Estos resultados representan una evidencia 

para descartar los diasteroismeros C y E. Para los diasteroisémeros 123 y 126, la 

correlacién establecida mediante la comparacién de las constantes de acoplamiento 

vecinales Cha) para las sefiales de la cadena lateral con las descritas para los modelos de 

gulosa y glucosa permitié verificar la configuracion de los centros quirales de la porcién 

aciclica. Sin embargo, la comparacién de los diasteroissmeros 114 y 127 con los modelos 

de alosa y altrosa evidencié una correlacién poco eficiente que posiblemente sea una 

consecuencia de un equilibrio existente entre un gran mimero de posibilidades 

conformacionales de energia muy similar, cuya diferencia sea menor que el error existente 

en los célculos tanto de mec4nica molecular como en la ecuacién de Altona. De esta 

manera, las *“Ju.y en estos diasteroisémeros representan valores promedio a diferencia de 

las constantes definidas para la espicigerdlida (1) que resultan del predominio de dos’ 

conformaciones de minima energia (ver fig. 73) con una contribucién importante (n > 4%). 
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Figura 86. Comparacién de las constantes de acoplamiento de la espicigerélida (1) con los 
derivados semisintéticos de la sinrotélida (29) y correlacién con las constantes de 
acoplamiento para las aldohexosas reportadas por Masamune ef al. (1986). 
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Cuadro 30. Parametros registrados para cada uno de los conférmeros minimizados de la 
sinrotolida peracetilada (114). 

  

Conférmero AH Jaa | Jase | Jone: n nds 4 nJy5° nJs6° 

(kcal/mol) 

1 (AAA) | -428.53 | 1.45 | 0.83 | 1.53 | 0.0468 | 0.0679 | 0.0389 | 0.0717 

2 (AAB) | -428,93 | 1.74 | 1.62 | 9.28 | 0.0920 | 0.1600 | 0.1490 | 0.8540 

3 (AAC) | -425.29 | 1.80 | 0.82 | 2.75 | 0.0002 | 0.0003 | 0.0002 | 0.0005 

4(ABA) | -428.15 | 2.44 | 9.79 | 0.97 | 0.0247 | 0.0602 | 0.2410 | 0.0239 

5 (ABB) | -429.24 | 2.09 | 9.78 | 8.88 | 0.1552 | 0.3250 | 1.5200 | 1.3800 

6 (ABC) | -429.13 | 2.1 | 9.76 | 2.46 | 0.1289 | 0.2710 | 1.2600 | 0.3170 

10 (BAA) | -427.88 | 9.38 | 1.72 | 4.61 | 0.0156 | 0.1470 | 0.0269 | 0.0721 

11 (BAB) | 428.89 | 9.42 | 1.23 | 9.14| 0.0860 | 0.8100 | 0.1060 | 0.7860 

12 (BAC) | -425.99 | 9.42 | 1.36 | 2.08 | 0.0006 | 0.0059 | 0.0008 | 0.0013 

13 (BBA) | -426.65 | 9.14 9.79] 0.9 | 0.0019 | 0.0179 | 0.0192 | 0.0017 

14 (BBB) | -427.36 | 9.2 | 9.31} 9.29] 0.0065 | 0.0598 | 0.0605 | 0.0604 

15 (BBC) | -428.75 | 9.48 | 9.79 | 1.56 | 0.0679 | 0.6230 | 0.6650 | 0.1060 

17 (BCB) | -429.38 | 9.39 | 1.08 | 9.28 | 0.1966 | 1.8500 | 0.2120 | 1.8300 

18 (BCC) | -427.46 | 9.24 | 2.54 | 2.22 | 0.0077 | 0.0711 | 0.0195 | 0.0171 

19 (CAA) | -428.14 | 1.01 | 2.89 | 2.14] 0.0235 | 0.0238 | 0.0681 | 0.0504 

20 (CAB) | -427.18 | 0.95 | 3.23 | 9.28 | 0.9046 | 0,0044 | 0.0150 | 0.0432 

21 (CAC) | -424.73 | 1.20} 3.17 | 1.08] 0.2001 | 0.0001 | 0.0002 | 0.0001 

22 (CBA) | -427.94 | 1.27 | 8.85 | 2.41 | 0.0173 | 0.0220 | 0.1530 | 0.0417 

23 (CBB) | -428.55 | 1.31 | 8.62 | 9.21 | 0.0485-) 0.0635 | 0.4180 | 0.4460 

24 (CBC) | -427.78 | 1.22 | 9.24] 1.96 | 0.0132 | 0.0161 | 0.1220 | 0.0259 

26 (CCB) | -428.92 | 3.41 | 2.91 | 8.91 | 0,0905 | 0.3090 | 0.2630 | 0.8060 

27 (CCC) | -425.57 | 2.59 | 2.39 | 2.28 | 0.0003 | 0.0008 | 0.0007 | 0.0001 

Sumatoria 100 | 476 | 520 | 673 
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Esta hipotesis se ilustra claramente con el equilibrio conformacional de la 

sinrotélida peracetilada (114). En el cuadro 30 se presentan los resultados generados 

mediante la minimizacién energética de los 22 conférmeros de mayor estabilidad. Esta 

aproximacion permitid determinar la existencia de por lo menos nueve rotameros de 

minima energia (n > 4%) (fig. 87). Sin embargo, la diferencia energética entre todos los 

conférmeros presentes en la poblacion de esta 5,6-dihidro-ca-pirona no es tan acentuada 

como en el caso de Ia espicigerélida (1). 

6.3. Caracterizacién de los diterpenos de tipo labdano (2-8). 

EI labdano mayoritario 2 se aislé como un aceite incoloro con una rotacién doptica 

positiva ([o.Jp +58). Su espectro de IR presentd absorciones asociadas con la presencia de 

los grupos hidroxilo (Vmox 3368 cm’) y carbonilo (Vmax 1740 em’). La acetilacion parcial 

de este diterpeno proporciond dos derivados idénticos a los productos naturales 3 y 4, que 

al ser sometidos a una peracetilacién proporcionaron el mismo derivado (128; [aJp +20) 

producido por la acetilacién total de 2. 

El espectro de masas (ionizacién quimica) sugirié la formula molecular Cx2Ha60s, la 

cual permitia cinco grados de insaturacién. El espectro de RMN @C y el experimento 

DEPT (fig. 88; Cuadro 31) indicaron 20 carbonos con 30 protones enlazados directamente 

al nicleo diterpenoide, ademas de las sefiales para un grupo acetoxilo, dos dobles enlaces, 

uno exociclico y una olefina trisustituida como parte de Ja cadena lateral. 
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Conférmero 5 

  

Conférmero 6 

  

Conférmero 17 

  
Figura 87, Equilibrio conformacional de la sinrotélida peracetilada (114). 
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En el espectro de RMN 'H (fig. 89; Cuadro 31) se observaron las siguientes sefiales: 

cuatro singuletes para grupos metilo, correspondiendo uno al desplazamiento quimico de un 

grupo acetato (6 2.03), un segundo al de un grupo enlazado a un carbono insaturado (5 

1.71) y los dos restantes se identificaron como grupos terciarios (5 1.03 y 0.70); un grupo 

hidroximetileno (64 4.03, da, He-15; 5¢ 59.0, CH2-15) y dos grupos hidroximetinos (xu 

3.90, m, 2H; dc 64.8, CH-2, 5c 73.7, CH-7). Estas tres funciones alcohdlicas se 

reconocieron inicialmente mediante los fragmentos de m/z 363, 345 y 327 en el espectro de 

masas, indicando la pérdida consecutiva de tres moléculas de agua a partir del ion [M+ Hy" 

(Budzikiewicz et al., 1964; Tsichritzis y Jakupovic, 1990). 
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Figura 88. Espectros de RMN '3C (trazo superior) y DEPT del compuesto 2. 
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Figura 89. Espectro de RMN 'H del compuesto 2 (500 MHz, CDCI). 

‘También se observaron las sefiales para dos protones diasterotopicos a 8 4.14 y 3.75 

(AB, d, H)-19, J = 11.1 Hz), cuyo desplazamiento quimico es caracteristico de un grupo 

acetiloximetileno con una orientacién axial (8c 66.9, CHp-19) (Pereda-Miranda, 1986; 

O’Mathuna y Doskotch, 1994b). Esta funcionalidad se corroboré con el espectro de masas 

a través de la pérdida de una molécula de cetena (-C2H2O, -42 unidades de masa) a partir 

de los fragmentos de deshidratacion para producir picos de m/z 303, 285 y 267 (Kingston ef 

al., 1983), 
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imicos en la RMN 'H y °C (HMQC) para el compuesto 2. 

  

  

  

Cuadro 31. Desplazamientos gu 
Correlaciones heteronucleares “"Jo.u (HMBC).* 

Carbon correlacionado 
Posicién é!lH 8 3C HMQC HMBC 

Vou Jon 

1 2.06 m 47.6t 2 3, 20 

0.94 dd (11.5)° 
2 3.90 m 64.8 d 1,3 

3 2.03 m 45.1t 2 1,18,19 
0.99 dd (12.0)? 

4 | ww ee 38.68 3, 5, 18, 19 

5 1.27 dd (4.09 53.0d 6 1, 18, 20 
6 2.16 m 33.4t 5,7 

1.28 m 

7 3.90 m 73.7d 6 17 

ee 149.25 9,17 6 

9 1.53 dd (10.1)? 53.7d 11 17, 20 
Ce 40,3 s 1, 5, 9, 20 

11 1.64m 21.6 9, 12 
1.53 m 

12 2.06 m 29.9t 14, 16 
1.23 m 

<n 139.8 s 12, 16 11, 15 
14 5.40 t (7.0) 124.9d 15 12, 16 
15 4.03 da (7.0) 59.0t 14 

16 1.71 sa 23.3¢ 12, 14 

17 5.26 sa 104.3 t 9 

4.76 sa 

18 1.03 s 27.7¢ 3, 5, 19 

19 4.144 (11.1) 66.9t 3, 5, 18 
3.75 d (11.1) 

20 0.70s 16.1¢ 1, 5,9 

Me-CO- 2.03 s 20.9.¢ 

Me-CO- 171.1s             
  *CDCh, "H [500 MHz (/ en Hz)]. Las asignaciones se realizaron mediante ‘H-"H 

DaQCOSY. PC (125.7 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-3C HMBC 
(optimizado para Jc.y = 8 Hz); & en ppm. Las multiplicidades para los micleos de °C se 
establecieron mediante experimentos DEPT. 
*Sefial en forma de un triplete aproximado. 
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La sustitucién de la cadena lateral se establecié mediante el acoplamiento observado 

en el espectro de RMN bidimensional H-'H COSY entre el protén olefinico a 8 5.40 (Ha) 

y los protones del hidroximetileno (6 4.03,2 Hs), ademas del acoplamiento alilico con el 

grupo metilo vinilico (6 1.71, Hie) (fig. 90). 
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Figura 90. Espectro de RMN bidimensional homonuclear con filtro de doble coherencia 

cudntica (DOF-COSY) del compuesto 2. Principales correlaciones THALA: 1, Hy-His; 2, 

Hy4-His y 3, His-Hie. 

La naturaleza del esqueleto diterpénico se establecié por medio del andlisis de los 

experimentos bidimensionales 'H-'H COSY, NOESY, HMQC y HMBC, permitiendo la 

construccién de un sistema de irans-decalina con el metileno exociclico en Cg, una cadena 

lateral enlazada en Cy y colocando el grupo acetiloximetileno en C4 para completar un 

esqueleto de labdano normal. 
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La posicién de los dos grupos hidroxilo secundarios en el nucleo biciclico de 

labdano se establecié utilizando el registro de RMN 'H del producto natural peracetilado 

(128, fig. 91) debido a que en el producto natural se presenté una sobreposicion de las 

sefiales correspondientes a los hidrogenos geminales a estas funciones en forma de un 

multiplete centrado en 6 3.92-3.86. En el derivado peracetilado se observé una resolucién 

adecuada para las sefiales en cuestién. La sefial centrada en 5 4.95 (1H, dddd, J = 11.8, 4.1 

Hz) indicé dos interacciones vecinales de tipo diaxial (6 #180°, Jia2, 23a = 11.8 Hz) y dos 

acoplamientos axial-ecuatorial (6 ~60°, Jie.2, 2.3e = 4.2 Hz). Por lo tanto, el primer grupo 

hidroxilo secundario en el esqueleto labdanico correspondié al nicleo C2, ya que esta 

posicion seria la unica que permitiria la multiplicidad observada y orientando al grupo 

hidroxilo c-ecuatorial. El segundo hidrégeno geminal a un grupo hidroxilo secundario 

presenté una multiplicidad en forma de triplete mediante las interacciones vecinales de tipo 

axial-ecuatorial (6 ~60°) y diecuatorial (p ~60°) con un grupo metileno vecinal (Joc = Jeo = 

6 Hz) y, de esta manera, se ubicé al hidroximetino en C7 por ser ésta la Gnica posicién 

restante del nucleo de decalina que proporcionaria esta multiplicidad. En tanto que la 

combinacién de constantes de acoplamiento observada para esta. sefial permitieron 

establecer la orientacién co-axial para el grupo hidroxilo sustituyente. 

La estereoquimica relativa para el centro estereogénico C2 se confirmé mediante las 

correlaciones observadas en el espectro NOESY (fig. 92). Asi, las correlaciones para H2 

con e] grupo metilo Ho y con la sefial para el proton a campo mas bajo (6y 4.14) del grupo 

acetiloximetileno (H2-19) en C4 confirmaron su orientacién axial en la cara B del sistema 

decalina. Finalmente, la geometria del doble enlace de la cadena lateral se establecid como 

(Z) a través de las interacciones nOe observadas entre Hj4 y el metilo His. 
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Figura 91, Espectro de RMN 'H del derivado peracetilado 128 (500 MHz, CDCl). 

EI espectro bidimensional 'H-'"°C HMBC (fig. 93, Cuadro 31) permitié verificar las 

asignaciones de manera inequivoca para los conjuntos de dtomos C\-Cs, C4-Cio y Cs-Cs 

cuyas resonancias podrian intercambiarse debido a la proximidad en su desplazamiento 

quimico. Estos datos proporcionaron la evidencia para formular la estructura del compuesto 

2 como el 19-acetato del 20,70, 15, 19-tetrahidroxilabda-8(17),(13Z)-dieno. 
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Figura 92. Espectro de RMN 'H bidimensional homonuclear NOESY del compuesto 2. 
Principales efectos nucleares de Overhauser (nOes): 1, Hi4-Hie; 2, His-Hoo; 3, His-Ha; 4, 
Hy0-Ho. 
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Figura 93. Espectro de correlacién bidimensional heteronuclear '*C-'H HMBC del 
compuesto 2. 
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Los productos naturales restantes (2-8) presentaron caracteristicas espectroscépicas 

similares a las registradas para el compuesto 2 (fig. 94-99; Cuadros 32-34). Asi, en los 

espectros de RMN ‘Hy se observaron siempre las siguientes sefiales caracteristicas del 

micleo diterpénico labdanico con una sustituci6n analoga a la descrita anteriormente para el 

diterpeno 2; (1) tres singuletes correspondientes a los grupos metilo Hie (6 1.78), His 6 

1.05), y Hye (8 0.75); (2) el doble enlace exociclico Miz (6 5.25 y 4.75), (3) el grupo 

acetiloximetileno His con una orientacién axial (8 4.01 3.70); (4) el proton olefinico His (6 

5.46); (4) los protones del metileno base de oxigeno H)-15, excepto en 5, Las sefiales para 

Hi y His no se observaron en el compuesto 7 proporcionando, de esta manera, la evidencia 

para proponer un esqueleto norlabdinico para este producto. El resto de las sefiales 

correspondieron a la decalina y son compartidas por todos los productos diterpénicos de 

Hyptis spicigera. 

La localizacién de los grupos acetato adicionales en los productos naturales 3 y 4 se 

establecié de la siguiente manera, en el compuesto 3, este grupo se ubicd en el carbinol 

primario en Cis debido a que los protones y el carbono de este metileno sufrieron un 

desplazamiento paramagnético comparados con las sefiales equivalentes del diterpeno 

utilizando como una referencia de comparacién (2), e.g. 5(Cis)3 61.1 - 5(Cis)2 59.0 = 2.1 

(Cuadro 32, fig. 94). En el diterpeno 4, 1a ubicacién del tercer acetoxilo en C7 se 

fundamenté en el desplazamiento a campo mas bajo observado (+1.15 ppm) para su proton 

geminal con respecto a la misma resonancia en los compuestos 2 y 3 (Cuadro 32, fig. 95). 

Estas asignaciones fueron corroboradas con el registro de los espectros 1y'H COSY y 

HMQC. 
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Figura 95. Espectro de RMN 'H del compuesto 4 (500 MHz, CDCI,). 

    
209



El espectro de masas generado mediante ionizacién quimica del compuesto 3 

presenté un pico [M + H]* a mz 379 cuya formula molecular corresponde a Ca2H340s, 

indicando un grado de insaturacién.adicional al compuesto 2. La banda en el espectro de IR 

a 1667 cm” sugirié la presencia de un aldehido «,B-insaturado. Esta funcionalidad se 

confirméd en los espectros de RMN 'H (8 9.78) y °C (8 190.2) (Cuadro 32 y 34, fig, 96). Se 

asigné una configuracién Z a la insaturacién de acuerdo a los valores de desplazamiento 

quimicos registrados para el grupo metilo vinilico (64 1.95 y 80 24.7) (O’Mathina y 

Doskotch, 1995). Estas asignaciones estructurales se corroboraron a través de la correlacién 

quimica del compuesto 5 con 1. La oxidacién de la posicién alilica Cis se llevd a cabo 

mediante el tratamiento del compuesto 1 con MnOy, sin que ocurriera la reaccién del grupo 

hidroxilo en C7 a temperatura ambiente, posiblemente por encontrarse sumamente 

impedido estéricamente debido a su orientacién c-axial, Por otra parte, el compuesto 5 

sufre una isomerizacién del doble enlace en la cadena lateral para dar origen a 131 

(Cuadros 33 y 34), al encontrarse en solucién de CHCl, Esta isomerizacién fue evidente al 

registrar el espectro de RMN 'H del compuesto 5 después de mantenerse en solucién 

durante un tiempo prolongado. Se apreciaron sefiales duplicadas para His, His, His y Hiv. 

Los desplazamientos quimicos para el grupo metilo vinilico (Me-16, 6y 2.14 y 5c 17.6) 

indicaron una configuracién # para el doble enlace (Su et al., 1994). 

El compuesto 6 proporcioné la formula molecular C23H34O; por EM-FAB™. La 

diferencia observada en el espectro de RMN, en comparacién con el compuesto 2, fue la 

ausencia de la sefial para H2 (fig. 97, Cuadro 32), sugiriendo la-oxidacién en C2 del nicleo 

diterpénico, La presencia del grupo carbonilo de cetona en C, se corroboré mediante la 

sefial en 5 209.9 en el espectro de RMN °C (Cuadro 34) (O’Mathina y Doskotch, 1994a), 
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Figura 97. Espectro de RMN 'H del compuesto 6 (500 MHz, CDC\3). 
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Cuadro 32. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 3-6." 

  

  

            

Posicion 3 4 5 s° 6 

1 2.10 m 2.12 m 2.06 m 1.99 m 2.44 d (13.5) 
0.97 dd 0.97 dd 0.93 m 0.74 dd 2.14 d (13.5) 

(9.5, 9.5) (9.0, 9.0) : “(11.0, 11.0) 

3,90 m 3.91 m 3.88 m 3.57m | --+-- 

2.07 m 2.06 m 2.04 m 1.95 m 2.56 d (14.0) 
1.02 dd 1.02 dd 0.98 m 0.84 dd 2.19 d (14.0) 

(10.5,10.5) (9.5, 9.5) (10.5, 10.5) 

5 1.29 m 136m 1.22 m 114m 1,83 dd 

(13.5, 3.0) 
6 2.21m 2,22 m 2.17m 2.03 m 2.27 m 

131m 1,38 m 1,26m 1.40 m 139m 
7 3.90 m 5.05 dd 3.88 m 3.57m 3.99 dd 

(4.2, 4.2) (11.0, 5.0) 
9 1.56 dd 1.64 dd 1,55 dd 1,29 dd 1.77 dd 

(10.0, 10.0) (9.5, 9.5) (10.2, 10.2) | (10.5, 10.5) (7.0, 1.0) 

11 167m 156m 1.75m 139m 1,60 m 
1.60 m 150m 1,63 m 131m 1.48 m 

12 2.09 m 2.10 m 2.65 m 2.41 m 2.10m 

1,26 m 1,27 m 2.48 m 2.33 m 1.18m 
14 5.36 dd 5.37 dd 5.88 d 5,85 d 5.37 dd 

(7.0, 6.9) (7.4, 7.4) (8.1) (8.1) (7.5, 7.5) 
15 4.54 dd 4.53 dd 9.78 d 9,90 d 4.55 dd 

(12.3, 7.2) (10.0, 7.2) (8.1) (8.1) (12.5, 7.0) 

/  4.47dd 4.47 dd 4.45 dd 
(12.6, 7.5) (10.0, 7.2) (12.5, 7.0) 

16 1.75 sa 1.75 sa 1.95 sa 1.44 sa 1.74 sa 

17 5,28 sa 5.12 sa 5.32 sa 5.45 sa 5.34 sa 

4.78 sa 4.76 sa 4.76 sa, 4.58 sa 4.83 sa 
18 1,06 s 1.05 s 1.03 s 0.89 s 115s 

19 4.18d 4.13d 4.15d 4.19d 3.92 d 
(11.1) di. (11.2) dia (11.5) 

3.77d 3.79 d 3.74d 3.72d 3.88 d 
(11.1) (11.1) (11.2) (1.41) (11.5) 

20 0.73 s 0.75 s 0.72 s 0.55 s 0.7458 

19-OAc 2.04 s 2.148 2.03 s 1.69 5 2.05 s 

15-OAc 2.05 s 2,05 s wees wees were 

7-OAc we 2.06 s tees wee ---- 
  

*CDCh, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H DOCOSY, § 
en ppm. °C6De 
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La oxidacién del compuesto 4 con el reactivo de Jones proporcion6 el derivado 129, 

el cual fue idéntico al derivado peracetilado generado a partir del compuesto 6. 

El espectro de masas en modalidad de FAB* del compuesto 7 permitié calcular la 

formula molecular C2oHs20s. La comparacién de los espectros de RMN 3H de los 

compuestos 2 (ver fig. 89) y 7 (fig. 98) confirmd un micleo biciclico trans-decalina con la 

cadena fateral parcialmente degradada para el compuesto 7 (Cuadros 33 y 34). Esta 

propuesta de un esqueleto bisnorlabdanico se evidencid mediante el desplazamiento 

significativo a campo bajo observado para [a sefial del grupo metilo Hig (6 2.03). De esta 

forma, se confirmé la presencia de una funcionalidad de metilcetona (5c 208.7, Cy4; 30.0, 

Mee). 
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Figura 98, Espectro de RMN 'H del compuesto 7 (500 MHz, CDCI). 
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El compuesto 8 presenté una formula molecular de C2oFI340 que fue determinada 

por EM-FAB’*, Este diterpeno polar presenté una rotacion Optica negativa ([a]p -70), en 

contraste con el valor positivo registrado para el resto de los diterpenos aislados de Hyptis 

spicigera. La principal diferencia encontrada con respecto al producto natural 2 fue la 

ausencia de la sefial para el grupo acetato en el espectro de RMN (fig. 99, Cuadros 33 y 34) 

y, por lo tanto, se asumié que 8 representaba el producto desacetilado de un compuesto con 

la misma estereoquimica relativa del diterpeno 2. Las rotaciones épticas en forma de dos 

antipodas en las curvas de dispersién dptica rotatoria registradas para los peracetatos 128 y 

130 (ver Parte Experimental, seccién 5.7.3) de los productos naturales 2 y 8, 

respectivamente, implicaron que las dos series enantioméricas del esqueleto labdanico se 

encuentran presentes en Hyptis spicigera, es decir, 10-Mec, y 10-MeB (Mannito, 1981). 
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16 
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i 

Figura 99. Espectro de RMN 'H del compuesto 8 (500 MHz, CD30D). 
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Cuadro 33. Desplazamientos quimicos en la RMN 1H para los compuestos 7, 8, 128 y 131." 

  

  

          

Posicion 7 8° 128 131 

] 2.06 m 2.16m 2.05 m 2.06 m 

1.04m 0.89 dd 1.04 dd 0.93 m 

(11.0,11.0) (11.5,11.5) 

2 3.88 m 3.79 dddd 4.95 dddd 3.88 m 

(11.5, 4.0) (11.8, 4.1) 

3 2.04 m 2.03 ddd 2.07 m 2.04 m 

1.00 m (12.0, 4.0, 2.0) 1.11 dd 0.98 m 

0.93 dd (12.4, 12.4) 

(11.5,11.5) 

5 126m 1.28m 1.4 dd 1.22m 

(13.4, 11.1) 

6 217m 2.10m 2.15m 217m 

1.26 m 124m 135m 1.26 m 

7 3.88 m 3.84 m 5.01 dd 3.88 m 

(4.2, 4.2) 

9 1.58 dd 1,58 dd 1.64 dd 1.55 dd 

(10.4, 10.4) (10.5, 10.5) (10.0,10.0) (10.2, 10.2) 

11 1.88 m 1.66 m 1.56 m 1.75m 

1.62m 1.55m 1.49 m 1.63 m 

12 2.30 m 2.07m 2.04 m 2.48 m 

2.55 m 2.14m 2.65 m 

144 | — ----- 5.36 dd 5.34 dd 5.83 d 

(7.0,7.0) (7.3, 7.3) (8.0) 

1§ | wweee 4.02 dd 4.50 dd 9.96 d 

(12.5, 7.0) (12.3, 6.6) (8.0) 

3.95 dd 4.44 dd 

(12.5, 7.0) (12.2, 6.6) 

16 2.08 sa 1,73 sa 1.73 sa 2.14 sa 

17 5.21 sa 5.27 sa 5.10 sa 5.26 sa 

4.65 sa 4.77 sa 4,73 sa 4.70 sa 

18 1.03 s 1.02 s 1.02 s 1.045 

19 412d 3.59d 4.06d 4.14d 

1.1 (11.2) (11.3) (11.2) 

3.77d 3.27d 3.87d 3.76 d 

aLyp (11.2) (11.3) (11.2) 

20 0.715 0.89 s 0.77 s 0.7158 

19-OAc 203s | 9 ----- 2.02 s 2.02 s 

15-OAc | 9 ----- | reer 203s | «---- 

TOAC | -reee | wees 201s | ----- 

2-O0Ac | rere | terre 212s | -----   
  

"CDCl, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante "H-'H DQCOSY, 

5 en ppm. °CD,0D. 

215



Cuadro 34. Desplazamientos quimicos en la RMN 3C para los compuestos 3, 5-8, 128 y 

131," 

  

  

Posicién 3 5 5 6 7 8° 428 131 

1 47.6 47.5 476 | 53.7 47.7 41.3 43.5 47.7 

2 64.8 64.7 64.3 | 209.9 | 64.7 65.5 68.1 64.7 

3 45.1 | 45.1 45.3 50.3 45.0 45.1 41.0 45.1 

4 38.6 38.9 38.6 413 38.6 412 38.5 38.6 

5 53.0 52.9 53.0 52.6 52.9 54.4 52.8 52.9 

6 33.2 33.3 33.6 33.6 33.5 34.2 30.0 33.4 

7 73.7 73.4 73.4 73.4 73.7 74.7 74.5 73.6 

8 145.7 | 148.7 | 149.3 | 148.6 | 148.8 | 151.2 | 143.9 | 148.6 

9 53.7 53.6 53.4 53,3 54.0 55.2 54.2 54.4 

10 40.3 40.4 40.2 43.4 40.5 41.3 40.2 40.5 

11 21.5 21.9 21.9 21.5 17.4 22.7 21.8 21.2 

42 30.1 30.6 30.4 .| 29.7 42.1 31.1 30.1 30.6 

13 142.2 | 163.8 | 162.9 | 141.7 | 208.7 |°139.8 | 142.3 | 163.8 

14 419.9 | 129.3 | 1296 | 120.3 | ---- | 126.3 | 119.9 | 127.4 

15 61.1 190.8 | 190.2 | 61.1 sees 59.3 60.9 | 191.2 

16 23.3 24.8 24.2 23.2 29.7 23.5 23.4 176 

17 104.3 | 104.8 | 104.8 | 104.9 | 104.3 ] 104.6 | 105.3 | 104.5 

18 27.7 27.7 27.7 27.7 27.7 28.1 27.7 27.7 

19 66.9 66.9 67.0 67.1 66.9 65.5 66.5 66.9 

20 16.1 16.2 16.1 15.9 15.9 16.7 15.8 16.1 

Me-CO-2 ween | wees | ween | ween ]oteee foeeee 210 wee 

Me-CO-7 ween | ween foweee | weer Joceee footers 20.8 oo 

Me-CO-15 | 20.9 wenn | wee | wees | eee Powe 21.1 sees 

Me-CO-19 | 20.9 20.9 20.4 21.5 20.9 were 21.4 20.9 

Me-CO-2 weee | ween | were | eeee | ee ee [veer | 169.9 | ---- 

Me-CO-7, | ---- | -e-- | cere forte porte foe 170.4 | ---- 

Me-CO-15 | 170.9 | ---- | ---- | cere focore poste 171.0 | ---- 

Me-CO-19 | 174.4 | 171.1 | 170.5 | 170.7 | 171.1 | ---- 174.0 | 171.1                       
'CDCh, 125.7 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante "H-"C HMQC y HMBC 

(optimizado para Jou= 8 Hz), 6 en ppm. °CeDe. °CD30D. 
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E! establecimiento de la configuracién absoluta para cada una de las dos series 

labdanicas enantioméricas y, por lo tanto, su correlacién con el signo de la rotacién dptica 

se realizé mediante la caracterizacion de la estereoquimica del centro asimétrico C, para los 

diterpenos dextrégiros. Para lograr este objetivo, se aplicé la metodologia de Mosher en los 

compuestos 3 y 7, en conjunto con el andlisis empleando la RMN de alta resolucién de los 

ésteres correspondientes (Ohtani e¢ a/., 1991 y Kusumi ef al., 1992). Se registraron los 

espectros de RMN 'H para los ésteres de Mosher 134 y 135 (fig. 100) obtenidos en la 

reaccién de esterificacién del norlabdano 7 con los cloruros de R-(—)-c-metoxi- 

trifluorometilfenilacetilo (MTPA) y S-(+)-MTPA. Posteriormente, se obtuvieron las 

diferencias en los desplazamientos quimicos (A6 = 5s — 6g) para los protones His, Hiz, His, 

His y Hoo. Enseguida se construyeron las proyecciones estereoquimicas (fig. 101) de 

acuerdo con el Modelo de Kakisawa-Mosher (Ohtani ef a/., 1991) para la determinacién de 

la configuracién absoluta mediante fa aplicacién de fa regla de Cahn, Ingold y Prelog. De 

esta manera, se establecié una configuracién (R) para el centro C2 de los diterpenos 2-7. Por 

lo tanto, el esqueleto diterpénico dextrégiro pertenece a la serie de labdanos normales (10- 

Mefs). En tanto que la serie enantiomérica (10-Mec) corresponderia a la configuracion 

absoluta para el compuesto levégiro, es decir C2(S). 
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Figura 100. Espectros de RMN 'H de los ésteres de Mosher 134 y 135 (500 MHz, CDC). 
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MIPAO. 

  

Figura 101. Modelo estereoquimico para los ésteres MTPA en el centro carbinol C, del 
compuesto 7, indicando los valores de A6 registrados por las sefiales en RMN 'H para 
establecer el esqueleto normal del labdano (10-Mef). 

6.4. Evaluaciones biolégicas. 

La espicigerdlida (1) presenté actividad citot6xica significativa contra la linea 

celular de carcinoma nasofaringeo (KB) con una CEs = 1.5 g/mL. 

La evaluacion de la actividad citotoxica de los diterpenos se Ilevé a cabo utilizando 

las lineas celulares de carcinoma de colon (HCT-15), carcinoma escamoso de cervix (SQC- 

1 UISO) y KB. El compuesto 2 presenté una actividad citotéxica marginal con CEsq = 8.7 

ug/mL (HCT-15) y 19.4 ug/mL (KB). La actividad observada para los diterpenos 5 y 6 fue 

menor a la desarrollada por el compuesto 2 (CEso de 11-19 pg/mL). El resto de los 

diterpenos fueron inactivos cuando se evaluaron en niveles de concentracién menores a 20 

pg/mL (Cuadro 35). 
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Cuadro 35. Citotoxicidad de los diterpenos aislados de Hyptis spicigera. 

  

  

  

          
  

Linea celular, CEso (g/ml) * 
Compuesto HCT-15 SQC-1 UISO KB 

2 8.75 >20 19,45 

3 , >20 >20 >20 

5 19,81 >20 11.11 

8 >20, >20 >20 

127 >20 >20 >20 

Elipticina 0.17 0.41 0.10 

*"HCT-15, carcinoma de coldn; SQC-1 UISO, carcinoma escamoso de cervix, KB, carcinoma 

nasofaringeo. 

El compuesto 3 inhibié significativamente el crecimiento de la larva de Ostrinia 

nubilalis (fig. 102), utilizando concentraciones de 5, 50 y 100 ppm. La actividad insecticida 

de los diterpenos restantes fue similar a la desarrollada por el compuesto 3. 
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Figura 102. Evaluacién del crecimiento de Ostrinia nubilalis bajo una dieta artificial con el 
compuesto de prueba 3 a concentraciones de 0 (C1), 5(4), 50(O) y 100(A) ppm. Las barras 
verticales representan las desviaciones estandar para cada lectura. 

220



1, 

7, RESUMEN Y CONCLUSIONES. 

La investigacién fitoquimica biodirigida de las partes aéreas de la especie Hyptis 

spicigera permitid el aislamiento de una 5,6-dihidro--pirona citotdxica, la 

espicigerdlida (1). Se comprobé Ia hipdtesis quimiotaxonémica sobre el aislamiento de 

este tipo de compuesto como parte del metabolismo secundario de las especies del 

género Hyptis pertenecientes a la seccién Mesosphaeria. También, se aislaron siete 

diterpenos novedosos (2-8) con propiedades insecticidas. La presencia de diterpenos de 

tipo labdanico en el género Hyptis no tiene precedente, por lo cual los labdanos aislados 

representan una contribucién a !a quimica de este género. 

La estructura de la espicigerdlida (1), el unico constituyente presente en la fraccién 

citotéxica (KB: CEso 2.8 pxg/mL), se elucidé como la 6R-[3’S,4’S,5’S,’6S-tetracetiloxi- 

1Z-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. Las estructuras de los diterpenos labdanicos, 

constituyentes presentes en la fraccién toxica para las larvas del gusano barrenador del 

maiz (Ostrinia nubilalis), se elucidaron como: 19-acetoxi-2a,,70-15-trihidroxiladba- 

8(17),13Z-dieno (2), 15, 19-diacetoxi-20,7a-dihidroxiladba-8(17),13Z-dieno (3), 

7a,15,19-triacetoxi-20-hidroxilabda-8(17), 13Z-dieno (4), 19-acetoxi-2a,,70- 

dihidroxiladba-8(17), 13Z-dien-15-al (5), 19-acetoxi-2a,7a-dihidroxi-14, 15-dinorladba- 

8(17)-en-13-ona (6), 19-acetoxi-7a, 15-dihidroxiladba-8(17),13Z-dien-2-ona (7) y 

20,70, 15,19-tetrahidroxi-ent-labda-8(17),13Z-dieno (8). Estas estructuras se 

establecieron a través de la aplicacién de diversos métodos espectroscépicos 
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convencionales y técnicas de alta resolucién en la resonancia magnética nuclear 

(COSY, NOESY, HMQC y HMBC). 

La configuracién absoluta de la espicigerdlida (1) se establecid con base en sus 

propiedades quirépticas, mediante calculos de mecanica molecular (MMX) y a través 

de la correlacién quimica con el sintén quiral 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa 

preparado a partir de la L-ramnosa. 

La aplicacién de la mecanica molecular para el calculo de las constantes de 

acoplamiento 'H-'H en Ja elucidacién estereoquimica de la cadena lateral de las 5,6- 

dihidro-o-pironas se realizd exitosamente al emplear derivados semisintéticos de la 

sinrotolida, un producto natural con una configuracién absoluta conocida. 

Se determino 1a configuracién absoluta del esqueleto de labdano mediante el empleo del 

método de Mosher, logrando establecer que los diterpenos dextrdgiros (2-7) pertenecen 

ala serie labdanica 10-MeB y el compuesto levégiro (8) a la serie 10-Mea. 

Los resultados de la investigacién constituyen una contribucién al conocimiento 

fitoquimico de las especies mexicanas de Hyptis y ponen en evidencia el potencial 

medicinal de Hyptis spicigera como una fuente de nuevos principios biodindmicos de 

posible utilidad en la terapéutica y la agroquimica.
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Seven new labdane diterpenes with insecticidal properties were isolated from the aerial parts of Hyptis 
spicigera. Their structures were established on the basis of spectral (MS, 7H NMR, and C NMR) and 
chemical evidences as: 19-acetoxy-20,74, 15-tribydroxylabda-8{17),(13Z)-diene (1); 15,19-diacetoxy-20,70- 
dihydroxyiabda-8(17),(18Z)}liene (2); 7a,15,19-triacetoxy-20-hydroxylabda-8(17),(18Z)-diene (3); 19- 
acetoxy-20,70-dihydroxylabda-8(17),(13Z)-dien-15-al (4); 19-acetoxy-70,15-dihydroxylabda-8(17),(132)- 
dien-2-one (5); 19-acetoxy-2a, 7a-dihydroxylabda-14,15-dinorlabd-8(17)-en-13-one (6); and 2a,70,15,19- 
tetrabydroxy-ent-labda-8(17),(13Z)-diens (7), Absolute configurations ware established by application of 
Mosher’s method. Compound 2 significantly inhibited larval growth of the European corn borer. 

Members of the Lamiaceze (Labiatae) family have 
provided important resources for the Old and New Worlds, 
and their uses in medicine, as condiments in regional 
cuisine, and as pest-control agents are of central impor- 
tance.2-4 The genus Hyptis, in particular, has yielded a 
great number of medicinal and economically important 
species that are frequently used as remedies in the treat- 
tuent of gastrointestinal disturbances and skin infections, 
as well aa insect repellents.5 Bioactivity-guided fraction- 
ation of selected cytotaxic crude extracts have indicated the 
importance of flavonoids,® lignans (H. verticillata and H. 
tomentosa),’ and 5,6-dihydro-o-pyrones (H. pectinate and 
H, oblongifolia as the bioactive principles of this genus. 
In the course of our research directed toward the 

discovery of bioactive constituents from economic and 
medicinal Mexican plants,® we now describe the structure 
and stereochemistry of seven novel diterpenes, compounds 
1—1, from the aerial parts of H. spicigera Lam. This plant 
material, popularly known in Mexico as “hierba del burro”, 
is used by farmers to contro] insect infestations in stored 

grains. The whole plant is strongly scented, and it is burned 
in rooms to repel mosquitoes. The aerial parts of this 
species are used to flavor foods and for medicinal pur- 
poses.!? It has aleo been a traditional practice of farmers 
in many regions of tropical Africa, for example, Burkina 
Faso (Upper Volta) and Sierra Leona, to mix this local weed 
with grain, because of eome antifeedant and/or repellent 
components against bruchid beetles (Callosobruchus sp.), 
whose larvae feed on the grain, causing extensive damage 
and logs 

The efficacy of this traditionally used insecticidal plant 
was previously demonstrated, Ethanolic extracts derived 

from this plant material were found to reduce the ovipo- 
sition and hatching of bean weevils (Acanthescelides ab- 
teetus) under controlled environmental conditions,"! Only 
two previous phytochemical investigations of this plant 
have been conducted. In a preliminary study of the leaves 
and inflorescences, the chemical compasition of their es- 

sential oils was quantified by GC-MS, The oils were 
characterized by a high content of S-caryoahyilane, a-pinene, 
and sabinene.”” Recently, the defatted aerial parts afforded 
a 6-substituted 5,6-dihydro-o-pyrone,”? closely related to 
the cytotoxic constituents from H. oblongifolia.5* 

  

*To whom correspondence should be addressed. Tel: (625) 622-6288. 
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Larval Age (days) 
Figure I. The growth of Ostrinia nubilalis reared on artificial meridic 

diet with test compound 2 at 0 (0), 5 (©), 60 (0), and 100 (4) ppm. 
Vertical bars represant etandard error deviations of the mean. 

Results and Discussion 

Guided by a bioassay that tested for larval toxicity of 
the European corn borer, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: 
Pyralidas), a CHCls—MeOH extract of the aerial parts of 
Hi. spicigera was fractionated mainly by column chroma- 
tography, The insecticidal activity was traced to a fraction 

rich in a mixture of diterpenes. HPLC separation furnished 
seven labdanes. Compound 1 was the major metabolite 
present in the aerial parts of the plant (4.4 x 10-? % whw), 
while 2—7 ware minor components (3.8~0.4 x 10-8 % ww). 
The plant was also shown to contain ursolic and ent-kaur- 
16-en-19-cie acids. Compound 2 significantly inhibited 
larval growth of the model insect (Figure 1), Cytotoxicity 
of the isolated compounds was evaluated with colon and 
nasopharyngeal carcinoma cell lines. Compound 1 dis- 
played marginal cytotoxicity with HCT-16 (EDsp 8.7 ug/ 
mL) and KB (EDgo 19.4 zg/oL) cultures, The responses 
displayed by diterpenes 4 and & were similar to each other 
and twofold leas intense (EDs 11-19 pg/mL) than 1. All 
other diterpenes were inactive at concentrations below 20 
ugfmb. 

Diterpene 1 was obtained us a colorless oil exhibiting a 
Positive optical rotation ([a]p +88°). It formed two deriva- 

tives on partial acetylation, which were identical to natural 
products 2 and 3. Peracetylation of these compounds gave 
the same derivative, indistinguishable (HPLC, NMR, fal 
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Table 1, "H NMR, HMQC, and 1¥MBC Data of Compound 1° 
  

  

correlated carbon 

HMBC 
position o'H 8"CHMQC  YUc-# Ve 

1 2.06 m ATAt 2 3, 20 
0.94 dd (11.5% 

2 3.90 m 64.8d 1,8 
a 2,08 m 46.1t 2 118,19 

0.99 dd (12% 
4 38.65 8,5, 18, 19 
6 1.27 dd (4% 53.04 6 1,18, 20 
6 216m 83.4 8,7 ’ 

1.28 m 
7 3.90 m 37a 6 iv 
8 140.28 9,17 6 
9 1.63 dd (10,1) 58.74 li 17, 20 
10 40.3.8 1, 5,9, 20 
W 164m 216t 9,12 

169 m 
12 2.08 m 20.94 14, 16 

1,25 m 
13 190.8 8 12,18 11, 16 
4 8.40607) 124.9 4 16 12,16 

BF] 4.03 brd (7) 59.0 14 
16 L.71 bre 23.3.4 12,14 
1 6.26 brs 104.8% 9 

4.76 brs 
1g 1,08 g 217 q 3,5, 1 
19 414d(111)  66.9t 8, 5, 18 

8.75 d (11.1) 
20 0.708 16,1q 1,5,9 
MeCO- 2.085 20.9 q 
Me-CO- 17L1s 
  

* Chemical shifta (6) are in ppm relative to TMS; coupling 
constants J (Hz). C-multiplicities were established by DEPT. 
HMBC optimized for Joy, = 8 Hz. * Approximate triplet-like 

+20°) from compound 8 produced by total acetylation of 1, 
thus showing the carbon skeleton, oxygenation pattern, and 
Btereochemistry to be the same for each natural product. 

Chemical ionization MS of the principal component (1) 
suggested the molecular formula CasEy0s, allowing five 
degrees of unsaturation, ™C NMR (DEPT) indicated 20 
carbons, with 90 directly attached protons for the diterpene 
nucleus, in addition to signals ‘for an acatyl group. This 
spectrum also indicated the presence of two double bonds, 
one exocyclic, and a trisubstituted olefin aa part of a side 
chain, The 'H NMR spectrum (Table 1) showed four methyl 
groups as ringlets, of which one was part of an. acetate (3 
2.05), one was attached to an unsaturated carbon (6 1.71), 
and two were identified as tertiary groups (6 1,08 and 0.70). 
Other functionalities that were apparent from the Hf and 
80 NMR data of 1 (Table 1) included an allylic primary 
alcohol (q 4,03 br d, Hy-15; dc 69.0 CHy-15) and two 
Beco) hydroxyl groups (41 3,90 m, 2H; dc 64.8 CH-2, 
and 73.7 CH-7), which were initially recognized by MS 
fragments at m/z 563, 846, and $27, indicating consecutive 
losses of three HyO molecules from the [M-+ HI+. The 
olefinic proton at 4 5.40 (H-14) was coupled to the hydroxyl 
methylene protons (Hy-15) aud displayed allylic coupling 
with the vinylic methyl group (H-16), thus defining the sido 
chain substitution, There were also observed sigmals for 
two diastereotopic protons at dy 4.14 and 3,75 (AB, d, Hy- 
19, J = 11,1 Hz), whose chemical ahifta were characteristic 

of an acetyloxy methylene group with an axial orientation 
(dc 68.9 CH)-19).254¢ The presence of this functionality was 
corroborated in the MS by lous af ketene (C;H,0, 42 mass 
units) from the dehydration fragments to produce peaks 
at m/z 308, 285, and 267, 

Pragoso-Serrano et al. 

The nature of the diterpene skeleton of 1 was established 
by means of the 2D NMR oxperimenta 4H—-!H COSY, 
NOESY, HMQC (4C and 'H chemical shift values are given 
in Table 1), and HMBC (two- and three-bond correlations 
between 40 and 1H are included in Table 1). These results 
allowed the construction of a rans-decalin system with the 
exocyclic methylene at C-8, attachment of the side chain 
at C-9, and placement of the acetyloxy methylene group 
at. C-4 to complete a normal labdano skeleton. Support 
for this assignment was obtained from the HMBC, which 
showed a “Jc_y-interaction between C-18 (dc 27.7) and Ha- 
19. 

The relative stereochemistry was assigned on the basis 
of the observed NOESY correlations for the poracetyl 
derivative 8, although the coupling constants (y+) (Table 
2) for the methine signals H-2 and H-7 provided enough. 
evidence for their spatial orientation. Thus, H-2 displayed 
two large diaxial couplings (Ji.-2 = Je-ag = 11.8 Hz) and ° 
two email axial~equatorial interactions (ipa = J 999 = 
4,1 Hz). The coupling pattern for the triplet-like signal of 
H-7 with amail values (g.—7 = Jgq-7 = 4.2 Hz) required an 
equatorial orientation. NOESY experiments showed cor- 
relations between the H-20 methyl group and H-2, which 
in turn displayed an additional crosa peak with the moat 
shielded proton (dy 4.06) of the acetyloxy mathylene 
functionality (Hz-19) on C-4, confirming their axial orienta- 
tion on the f-face of the decalin system. Finally, the 
geometry of the side chain double bond was established as 
2 by virtue of the NOE interactions between H-14 and H-16 
methyl group. These data provided conclusive evidence for 
‘formulation of 1 as 20,70,16,19-tetrahydroxylabda- 
8(17),(28Z)-diene,19 acetate. 

4H and ®C NMR spectra (Tables 2 and 3) of natural 
products 2 and § ware similar to those of compound 1. After 
measuring the 4H-!H COSY and HMQC, the additional 
acetate group was placed at the primary carbinol group 
an C-18, whose methylene protons and carbon (6(¢-1592 81.1 
= 8ig~1gn 59.0 = 2,1) were paramagnetically shifted in 2. 
Similarly, the data obtained for diterpene 3 supported the 
placement of the third ester substituent at C-7. The signal 
for H-7 was shifted 1.15 ppm downfield relative to the same 
resonances in compounds 1 and 2, 

‘The CIMS of compound 4 exhibited a peak at m/z 379 
IM + 8)" in accordance with the molecular formula 
CaH10s, suggesting-an additional degree of unsaturation . 
dn relation to compound 1. The presence of an «,8- 
unsaturated aldehyde (TR 1667 em) was supported by 1H 
and “C NMR (Tables 2 and 3). Chemical shift values 
regiatered for this vinylic methyl group (4q 1.95 and dc 
24.7) were in agreement with the 2-configuration for the 
13,14 double bond." Final evidence for the relative stereo- 
chemistry of compound 4 was achieved by chemical cor- 
relation with 1, Treatment of 1 with MnO, in THF reeulted 
in oxidation of the allylic position C-15. Surpriaingly, the 
hydroxy! group on C-7 remained unreacted under room- 
temperature conditions, During a prolonged storage in 
CDCls, compound 4 suffered isomerization of the side-chain 
double bond to yield 9. The main diffarences of this 
derivative in relation to 4 were obsarved in the chemical 
shifta for the vinylic methyl group (Me-16, dx 2.14 and dc 
17.6), which indicated an KF configuration for the double 

bond. : : 
Compound 6 yielded a formula of CasHg:Os by FABMS. 

NMR data for 8 were almost identical to thoge of 1 excent, 
for absence of the H-2 signal, suggesting oxidation of the 
parent diterpenes nucleus at this position. The presence of 
a ketone C-2 function was supported by the ¥C NMR signal
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Table 2. 1H NMR Data for Compounds 2-9 (600 MHz in CDC? 
  

  

proton(s) 3 3 4 a 5 8 % 8 8 

Hl 0.97 dd 0.97 dd 0.93 m 0.74 dd 214d 104m 0.89dd 1.04 dd 0.93 m 
(9.5, 9.5) (a, 8) (11, 14) (15.5) (1,1) (U5, 11.5) 

2.10 m 22m 2.08 m 199m 244d 2.08 m 2.16m 2.05 m 2.06 m 

(13.5) 
H-2 3.90 m 3.91 m 388m = 3.57 m 388m 3.79 ddda 4.96 dddd 3.88 m 

{4, 11.5) (4.1, 11.8) 
H-8 1.02 dd 1.02 dd 0.88 m 0.84 dd 219d 100m 0.93 dd llidd 0.98 m 

(10.6, 10.5) (9.5, 9.5) (10.6, 10.6) (14) (115,115) — (42.4, 12.4) 
207m 2,06 m 2.04 ra L056 m 266d 2.04m 2,03 dad 2.07 m 2.046. 

(14) (2, 4, 12) 
H5 129m 136m 122m Li4m 1.83 dd 126m 128m 14dd 122m 

3, 13.5) (14,1, 18.4) 
Hs 13im 138m 126m 140m 139m 126m = 124m 135m 126m 

221m 2.22 1m 217m 2.03 m 227m 217m = 2,10m 2.16 m 217m 
H7 3.90 m 5.06 dd 3.88 m 3.57 m 8.99 dd 388m 3.84m 5.01 dd 888m 

(4.5, 4.5) (5, 11) (4.2, 4.2) 
Hg 1.56 dd 1.64 dd L65dd L20dd LIT dd 158dd = 1.68dd 1.64 dd 1.55 dd 

(10, 10) (8.5, 9.5) (10.2, (60.6, aD (10.4, (10.5, (10, 10) (10.2, 
10.2) 10.5) 10,4) 10.5) , 10.2) 

H-1l 1.60 m 1.60 m 163m 131m 148m 162m 156m 149m 163m 
187m 1.56 m L765 m 139m 1.60 m 188m 166m Lb6m 176 m 

He12 1.26 m 127m 248m 288m 118m 230m 207m 2.04m 2.48 m 
2.09m 2.10 m 2.65 m 241m 210m 2.65 m 214m 2.65 m 

HM 6.36 dd 5.37 da 688d 5.86d 5.37 dd 6.36 dd 5,84dd 5.83 d (8) 
(6.9, 7.0) 4,74 81) (8.1) (7.5, 7.5) GD (7.8, 7.3) 

H-15 4.47 dd 4.47 dd 9.78.4 9.90 d 4.45 dd 3.95 dd 4,50 dd 9.96 d (8) 
(2.2, 12.3) (7.2, 10) @D B.D (7, 12.5) (7, 12.6) (6.6, 12.3) 

4.54dd 4.53 dd 4.55 dd 4.02 da 444dd 
(7.6, 12.6) (7.2, 10) (7, 12.8) (7, 12.6) (6.6, 12.2) 

H-16 176 brs 1.78 brs 195brs 1.44brs Lidbre 208bre L73bre 173 bre 2.14 brs 
HIT 4.78 brs 4.76 bre 4.76brs 4.58 brs 483bre 6.2lbre 4.77brs 4.78 br a 4.70 brs 

5.28 bra §.12 brs 532brs 5.45 brs §.34brs 465bra 5.27 brs 5.10 brs 5.26 bre 
H-18 1.06 6 1.05 8 1038 0.888 116s 1.035 1.028 1.025 1045 
H19 377d 3.794 3.744 3.724 3.88a 3.174 3.278 3.87 d 3.768 

qqaLy (11.1) (11,2) aLy (11.6) (11.1) (11.2) (11.9) (11.2) 
428d 413d 4.164 4.19d 3.924 412d 3.694 406d 414d 
any (iy 1.2) (1.0 (11,5) (ALD (11.2) (11.8) (11,2) 

H-20 O73 8 O.758 0.728 0.55 8 0.746 071s 0.898 O77 s 0.718 
19-OAc 2.045 2.148 2.08 8 1.688 2.068 2,038 2.02 2.02 8 
1B-OAc 2.068 2.05 6 2.03 
TOAL 2.065 2.01 
2-OAc 2.12 
  

* Chemical shifts (3) are in ppm relative to TMS, Observed splittings J (Hz). > In CaD¢. In CDsOD. 

até 209.9 (Table 3). Oxidation of compound 3 with Jones's tiomeric labdane akeletons could be present in the plant 
reagent produced 10, which was identical to the peracety- material, that is, in the 10-Mea. and 10-Mef seriea.!” 
lated derivative of compound 6. 

The FABMS of 6 supported a molecolar formula of 
C29H3205. Examination of the NMR spectra of 1 and 8 
confirmed a common bicyclic trans-decalin moiety, and the 
suggestion for a bisnotlabdanoe skeleton was made evident 
from the H-16 methy! group signal, which shifted signifi- 
cantly downfield (6 2.03). This cbaervation indicated the 
presence of a methyl ketone functionality (6g 208.7 C-14, 

  

80.0 CHy-16) in 6 reminiscent of the partially degraded side i ote 
chain of its biogenetic precursor, diterpene 1. Rh Re & & 5s ReH 
Compound 7 was found to have a molecular formula of 1 OH OH HOH OH WH ReAG 

CroHa,O, as determined by FABMS, This polar diterpene ,e anon t 
displayed a negative specific rotation ({alp —70°), in 40H Off «6H 
contrast with the positive values recorded for the reat of Soe on oe 
the novel compounds isolated from H, apicigera. The major {1 OMTPA OMTPA CHOAc H 
difference from 1 in the NMR spectra was the absence of 
the acetyl moiety. Accordingly, it was assumed that 7 was pen 
the deacetylated form of 1 and, as a consequence, both 

  

natural products would share the sume relative configu- nr 
ration, On acetylation, both compounds afforded perace- RO. 
tates that were identica] by NME and HPLC experiments, 
but exhibited opposite optical rotations. The observed ‘OR 
rotation was positive for peracetate 8 and negative for ‘Gy 

derivative 18 prepared from natural product 7. These «Rew 7 RoR 
optical activity measurements implied that the two enan- 12 RaMTPA Wa ReAs 
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Table 3. °C NMR Spectral Data of Compound 23,4, and 5—8 
(125.7 MHg in CDCl? 

position 2 4 a 8 6 7 8 9 
  

1 47.6 476 476 53.7 47.7 413 486 47.7 
2 648 64.7 643 200.9 64.7 65.5 €8.1 84.7 
8 46.1 46.1 45.3 60.3 45,0 45.1 410 46.1 
4 38,6 88.9 98.6 418 88.6 412 38.5 938.6 
6 59.0 52.9 63.0 526 52.9 644 52.8 52.9 
8 39,2 33.9 336 33.6 39,6 34.2 90.0 93.4 
7 73.7 (184 7394 734 73.7 74.7 745. 73.6 
8 145.7 148.7 149.5 148.6 148.8 151.2 143.) 148.6 
9 53.7 836 634 63,3 64.0 65.2 54.2 54.1 
10 40.8 404 40.2 484 40.5 41.8 40.2 40.6 
li 215 219 219 215 174 227 218 212 

12 30.1 30.6 804 28.7 421 S311 801 306 
1a 142.2 169.8 162.9 141.7 208,7 139.8 142.3 163.8 
14 119.9 129.8 129.6 120.8 126.8 119.0 127.4 
16 61.1 1008 180.2 61.1 59.3 60.9 1012 
16 238.3 248 242 23.2 20.7 23.5 23.4 17.6 
Wy 104.3 104.8 104.8 104.9 104,38 104.6 105.3 104.5 
18 207 QT OT OT 28 BBQ 27.7 814 
1s 66.9 66.9 67.0 67.1 66.9 65.5 66.5 66.9 
20 16.1 162 161 15.9 159 16.7 158 16.1 
Me-CO-2 21.0 
Me-CO-7 20.8 
Me-CO-15 20.9 211 
Me-CO-19 20.9 20.9 204 21.5 20.9 214 20.9 
Me-CO0-2 169.9 
Me-C0-7 170.4 
Me-CO-15 170.9 171.0 
Me-CO-19 171.1 171.1 170.6 170.7 171.1 171.0 1711 

5 Chemical ehifts (d) are in ppm relative to TMS. All agsign- 
ments are based on HMQC and HMBC experiments. * In CeD5- 
*In CD,OD, 
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Figure 2, Stereochesn!cul model for the MTPA estor derivatives 
at carbinol omnter C-4 of compound € showing AS values for 
diagnostic 4H NMR signala on the normal !abdane akeleton. 

Determination of the absolute configuration at the 
asymmetric center C-2 in compounds 2 and 6 by the use of 
high-field NMR application of Mosher’s methodology” 
allowed correlation of the carbon framework of the dex- 
trorotatory natural products 1—6 with the normal labdane 
10-Mef-atereotype. For example, construction of the ster- 
eochemical projection for the MTPA ester derivatives of 
compound 6 according to the Kakisawa—Mosher model” 

is ehown in Figure 2, where the arrangement of the Ad 
{6S — 8R) (ppm) values for diagnostic protons surrounding 
the C-2 carbinol center confirmed the 2 configuration. The 
negative curvature of the optical rotatory dispersion dis- 
played by derivative 18 was used as the argument in favor 
of the enantiomeric absolute configuration for natural 
product 7 (i.¢., 10-Mea-labdane akelaton), in contrast to the 
positive plain ORD curve ahowed by peracetate 8. 

Experimental Section 

General Experimental Procedures. Melting pointa were 
obtained on a Bachi 530 apparatus and are uncorrected, The 
IR spectra were obtained on Perkin-Elmer model 1600. 
Positive ion FABMS was recorded using a glycerol matrix in 
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a JEOL 8X102A mass spectrometer. CIMS waa recorded on a 
Hewlett-Packard 5985-B spectrometer. The optical rotations 
were measured on a Perkin-Elmer 241 polarimeter. 'H (500 
MHz), °C (125.7 MHz), DEPT, COSY, NOESY, HMQC, and 
HMBC NMR spectra were recorded either on a Brucker AMX- 
600 or a Varian XI-800 instrument, Chemical shifts are in 6 © 
(ppm) with TMS as internal reference. Preparative column 
chromatography was performed on Si gel flash (40 ym, J, T. 
Baker). Analytical and preparative TLC were performed on 
$i gel 60 Fag, Merck plates, and the spots were visualized by 
spraying with 10% Ce(§0,); in 2N Hy80,, followed by heating 
at 110°, The instrumentation used for HPLC analysis consisted 
of a Waters (Millipore Corp,, Waters Chromatography Divi- 
sion, Milford, MA) 600E Multisolvent Delivery System equipped 
with a Waters 410 differential refractometer detector and a 
computer (OptiPlex 466/Le, Dell). Control of the equipment, 
data acquisition, processing, and management of chromato- 
graphic information were performed hy the Millennium 2000 
software program (Waters). HPLC separations were perfarmed 
on ISCO Si gel («Porasil, 10 sm) columns: semiproparative 
(250 mm x 10 mm) and preparative (250 x 21.2 mm) scales. 

Plant Material. The aerial parts of H. spicigera were 
collected in November 1989, Km~-18 Xalapa-Puerto de Vera- 
cruz Road, state of Veracruz, Mexico. A voucher specimen (M- 
21851) is deposited at the National Herbarium, Instituto de 
Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México. 

Extraction and Bionssay-quided Isolation Procedures. 
Dried aerial parta (788 g) were extracted by maceration with 
hexane followed by CHCly~MeOH (1:1) at room temperature. 
After filtration, the solvent was romoved under vacuum to 
yield 37.5 g (hexane) and 54,6 g (CHCls-MeOH) of dark-green 
teaidues. The hexane extract afforded 765 mg of ent-kaur-16- 
on-19-cic acid.” The CHCls-MeOH extract was chromato- 

graphed over Si gel (480 g) in & gravity column using a 
gradient of MesCO—MeOH in CHC). A total of 70 fractions 
(200 mL each) was collected. Fractions 9-16 contained 100 
mg of ursolie acid, which was identified by comparing its 
physical and spectral data with those of authentic material 
in our files,"* Combined fractions 23-97 (6 g), eluted from the 
original column with CHCly-MeCO (2:3), were found to 
concentrate the insecticidal activity. These active eluates were 
further rechromatographed aver Si gel (200 g) using the same 
aolvent system to yield the combined subfractions 88-108 (1 
g) abundant in six compounds, The crude mixture was submit- 
ted to preparative HPLC. The elution was isocratic with 
n-hexane—EtOAc (1:4) and a flow rate of 6 mL/min. These 
chromatographic conditions were effective in isolating 350 mg 

of component 1 (f2 26,2 min), 6 mg of 5 (fy 26.8 min), 20 mg of 
7 (te 20.6 min), 30 mg of 4 Gy 19.1 min), 15 mg of 2 (én 16.3 
min), and 4 mg of 8 (tg 14.6 min). The subfractions 104-109 
yielded 15 mg of the compound 6 (2 22 min) by preparative 
HPLC. The mobile phase was EtOAc~MeOH, (95:5; flow rate 
== 6 mL/min). 
Compound 1: oll; [oln +58" (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) v1nas 

3368, 1724, 1658, 1456, 1874, 1246 and 1084 cm™}; +H and 
153¢ NMR, Table 1; CIMS m/z (rel int) (M + H]* 981 (1.8), [M 
+H- H,0}* 363 (29,9), [M + H ~ 2H30)* 845 (48.7), IM+H 
—~ SHsO]* 827 (68.6), [M + H ~ 2H,0 —CxH,0}* 303 (27.8), 
(M + H — 3H,O — C,H20]* 286 (89.4), [M + H — 420 ~ 
CaHyOl* 267 (100); HRFABMS [M + H}* 981.2641 (caled for 

CxgH 70s, 81.2640). 
Compound 3: oil; [ap +40° (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) russ 

9880, 1790, 1664, 1874, 1240, 1112, and 1058 cm™!; FAB-M8 
miz (M + H]* 423; 4H and 3C NMR, Tables 2 and 3. 

Compound 3: oil; [a}p'-+-25° (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) vax 
8878, 1780, 1680, 1456, 1972, 1240, and 1034 em, FABMS 
miz [M+ Ent 465; 1H NMR, ‘Table 2. 

Compound 4: oil; [aln +10° (¢ 0.1, MeOH); TR (Nujol) vas 
3982, 1792, 1666, 1874, 1246, 1128, and 1058 cm™'; 'H and 
38C NMR, Tubles 2 and 3; CIMS miz (rol int) [M + H+ 878 
(26.8), IM + H — H,O}* 861 (47.6), IM + H — 2HyO}* 948 (61.0), 
(M + H — 2,0 — C2H,0]* 801 (76,5), IM + H ~ 3H30 —
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Application of Molecular Mechanics in the Total Stereochemical 

Elucidation of Spicigerolide, a Cytotoxic 6-Tetraacetyloxyheptenyl]-5,6- 

Dihydro-c-Pyrone from Hyptis spicigera* 
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Politécnico Nacional, Apartado Postal 14-740, Mexico City 07000, Mexico 

Abstract-—-Bioactivity-directed fractionation of the crude extract prepared from the medicinal Mexican plant 

Hyptis spicigera (Lamiaceae) tested on KB cells led to the isolation of spicigerolide (1). The structure for this 

novel cytotoxic compound was elucidated as 6R-[3S,4S,55,65-tetraacetyloxy- 1Z-heptenyl]-5,6-dihydro-2H- 

pyran-2-one. The relative stereochemistry of this flexible molecule was determined by a combination of 

molecular mechanics calculations and 'H-'H coupling constant data, while the absolute configuration was 

established according to CD measurements. The MM/Jj;-4 calculations, as applied to 1, was validated with 

model linear compounds prepared from L-rhamnose: 2,3,4,5-tetra-O-acetyl-6-deoxy-L-mannose (5) and tetra- 

O-acetyl-1,6-dideoxy-L-mannitol (8). Both compounds possess the same stereochemistry predicted to be 

present in the acyclic moiety of spicigerolide (1) but lacking the stereochemical influence of the chiral pyrone. 

Keywords: pyrones; molecular mechanics; NMR; stereochemistry; configuration; biologically active 

compounds; plants; Hyptis spicigera. 
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Introduction 

Polyoxygenated 6-hepteny!-5,6-dihydro-c-pyrones occur in several members of the plant 

family Lamiaceae’” although their distribution among the genus Hyptis seems to be 

restricted’ to species belonging to the Mesosphaeria section.’ Many of these compounds 

have displayed antimicrobial, antifungal and phytotoxic activities,’ as well as cytotoxicity* 

against human tumor cells. 

Hyptis spicigera, a herbaceous member of the Mesosphaeria section with a pantropical 

distribution,’ is used in traditional Mexican medicine for the treatment of gastrointestinal 

disturbances, skin infections, as well as wounds and insect bites. The insecticidal efficacy 

of this weed has also been demonstrated in agriculture.” Preceding this report, a 1993 

chemical study on the aerial parts of this plant'® described the isolation of a 5,6-dihydro-c.- 

pyrone named spicigera lactone whose stereochemistry was not established. After 

comparing the NMR data and the melting point evidence for 5-deacetoxy-5’-epiolguine, the 

cytotoxic constituent of H. oblongifolia, it would seem that the two compounds are 

apparently the same. Recently, the chemical investigation of the aerial parts of H. spicigera 

guided by a bioassay that tested for toxicity on the European corn borer larvae allowed us to 

trace the insecticidal activity to a fraction containing a rich mixture of new labdane 

diterpenes.” 

In our ongoing investigations directed toward the discovery of bioactive constituents from 

‘traditionally used Mexican plants,® it was found that the crude extract of H. spicigera was 

‘also cytotoxic (EDso = 18.5 pg/ml) when tested in the in vitro human nasopharyngeal 

carcinoma (KB) assay system. Subsequent bicactivity-directed fractionation of the active 

extract tested on KB cells led to the isolation of a new 6-heptenyl-5,6-dihydro-ca-pyrone as 

the major cytotoxic principle (EDs = 1.5 g/mL), which was named spicigerolide (1). In 

this paper, we describe the application of molecular mechanics calculations and 'H-'H 

' coupling constant analysis (MM/Ji-n) used in the stereochemical elucidation of 

spicigerolide (1), which resulted in the prediction of the relative configuration for the five 

stereogenic centers. Two chiral compounds, 2,3,4,5-tetra-O-acetyl-6-deoxy-L-mannose (5) 

and tetra-O-acetyl-1,6-dideoxy-L-mannitol (8), were prepared from L-thamnose in order to 
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obtain simple flexible models with the same relative stereochemistry predicted to be present 

in the acyclic moiety of spicigerolide (1) but lacking the stereochemical influence of the 

chiral 5,6-dihydro-c.-pyrone nucleus. The remarkable correlation between the molecular 

mechanics calculated coupling constants and the experimentally registered values obtained 

for synthesized models was used to further support the application of this methodology for 

the stereochemical elucidation of polyoxygenated linear compounds, as 1. 

Results and Discussion 

Spicigerolide (1) exhibited a molecular formula of C29EI2g019 based on its HREIMS data. 

The UV (Amax 208 nm) and IR (Vmax 1740 cm) spectra were in accord with the presence of 

an o,B-unsaturated-8-lactone.! The NMR data indicated that compound 1 has a structure 

similar to those of synrotolide!’ and related 6-heptenyl-5,6-dihydro-c-pyrones from the 

Lamiaceae family.'? In particular, the BC NMR spectrum, assisted by ‘hy, H- and yc. 

COSY techniques, was in full agreement with the presence of a 3,4,5,6-(tetraacetyloxy)-1- 

heptenyl moiety at C-6. The discernible 10.5 Hz coupling constant for the two olefinic 

protons at C-1’ and C-2’ demonstrated the cis configuration of the side chain double 

bond. The characteristic coupling constant values between the methylene protons at C-5 

and H-6 (Jsax-6 = 11.0 Hz; Jseq.6 = 4.5 Hz) indicated the pseudo-equatorial orientation of the 

side chain.'!* The stereochemical elucidation of spicigerolide (1) was determined by taking 

into account the following considerations: (1) The positive sign of the CD curve (Aeas6 = + 

2.8) provided evidence for an (R)-configuration in the stereogenic center of the pyrone 

nucleus (C-6)'” according to Snatzke’s rule. (2) The application of molecular mechanics 

and vicinal coupling constant calculations (MMF Jun) to establish the relative 

configuration in the acyclic portion.!15 

Due to the fact that the proton spin system attached to C(3’)}+-C(4’)-C(5’)-C(6’) of 

spicigerolide (1) was not of first order, the spectral simulation method was employed to 

obtain accurate values for the observed coupling constants with a root mean square error of 

0.17 Hz for the fitting of experimental and simulated spectra. The experimental coupling 

constant data (Jobs) for the antiparallel (J34 = 9.0 Hz, Js«: = 8.7 Hz) and gauche oriented 

protons (Js: = 2.1 Hz) were in accord with a planar, zigzag arrangement'® of the side 
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-chain, The comparison of vicinal coupling constants for the side chain (H-3’ through H-6’) 

with peracetylated hexa-aldito! models was used as the initial criterion to select the proper 

. diastereoisomer from among the eight possible hexose configurations.” This approach 

revealed the close similarity for the “Jy; values of spicigerolide (1) and model peracety! 

_derivatives of mannose,'*!” ¢, g. 2R,3R,4R,5R-hexitol hexaacetate Jo-4 = Jas = 9.2 Hz; J3-4 

= 2.4 Hz), which suggested that the 6-deoxy-mannose (rhamnose) configuration must be 

present in the side chain of spicigerolide. The establishment of an (R)-configuration for the 

C-6 in the pyrone nucleus indicated that the stereochemistry for the side chain in the natural 

product could be either diastereoisomer 1 (6R,3’S,4’S,5’S,6’S) or 2 (6R,3’R,4'R,5’R,6'R). 

These structures were analyzed by MM calculations and their minimum energy conformers 

. were calculated after considering the following premises: 

(i) The number of possible conformers were established using a systematic search 

procedure by varying 120° each of the torsion angles around the C(3’)~C(4’)-C(5’)-C(6’) 

fragment in the side chain, and all possible combinations of staggered arrangements'® were 

considered, i.e,, gauche” (dihedral angle of +60°), anti“ (180°) and gauche” (-60°) (Table 

1). Conformers with at least one forbidden gauche’-gauche” sequence!* which resulted in 

_O//O 1,3 interactions were excluded,'* i.e, P-M for the C(3’)-C(4’)~C(5’) fragment and/or 

M-P for the C(4’)-C(5’}+C(6’). 

(ii) The conformation for the acetyloxy moieties was adjusted to the most favorable 

anticlinal'*" geometry prior to the minimization procedure but was left without any 

geometry restriction during the calculations. 

(iii) The initial dihedral angles H(6)-C(6)-C(1’)-H(1’) and H(2”)}-C(2”)-C(3’)-H(3") were 

set at -152° and +147° in agreement with the observed coupling constants J.1: = 9.5 Hz and 

Jy.3' = 9.0, respectively. 

(iv) The pseudo-chair conformation with C-6 at the flap was the starting geometry for the 

5,6-dihydro-c-pyrone moiety according to X-ray analysis of related compounds.” 

The conformation analysis using the above mentioned systematic search - procedure”? 

allowed a total number of 22 conformers. to be geometry-optimized (Table 1). For 

diastereoisomer 1 (6R,3’S,4’S,5°S,6’S), two minimum energy conformers (Fig. 1) 

represented 90% of the total population in contrast with the previously reported even 

_ conformational distribution associated to flexible molecules in solution.'* The most stable 
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conformation corresponded to 1a (AMA, 58.7%) with an Eymx = 12.78 kcal/mol. The 

second minimum conformation was found to be 1b (444A, 30.9%) and its calculated Exyux = 

13.16 kcal/mol. Both conformers defined extreme values for the calculated vicinal 

couplings (among all the protons on the chiral centers of the side chain) which resulted 

from the antiperiplanar disposition for H3—H4 (Jeatc = 9.0 Hz) and Hs—He (8.8 Hz), as well 

as the synclinal arrangement for Hy—-Hs (2.1 Hz). In contrast, the 6R,3’R,4’R,5°R,6'R 

configuration in diastereoisomer 2 induced an increment in the conformational dispersion 

of this molecule (Table 1). In this case, the contribution of the two minimum energy 

conformers stood only for 82% of the whole population (Fig. 1). Furthermore, 4MA 

conformation (2a, 37.4%, Emmx = 16.82 kcal/mol) did not represent the major contributor 

as calculated for 1 since it shared an almost even distribution with the MMA conformer (2b, 

45%, Evmx = 16.71 kcal/mol). This situation provoked a decrement in the calculated value 

for the H3—H, coupling constant (cat = 5.1 Hz) which deviated significantly from the 

value obtained for 1 WJons = 9.0 Hz) as expected from the stereochemical influence exerted 

by the chiral pyrone nucleus over the equilibrium among the three C(3)-C(4) rotamers. The 

biogenetic consideration that all 6-heptenyl-5,6-dihydro-a-pyrones isolated from the 

Lamiaceae possess an (S)-configuration”’ for the stereogenic center at C-6’ was in 

agreement with the correspondence between the molecular mechanics calculated coupling 

constant for diastereoisomer 1 and the measured values for spicigerolide. Therefore, the 

structure for this biodynamic compound was elucidated as 6R-[3S,4S,5S,6S-tetraacetyloxy- 

1Z-heptenyl]-5,6-dihydro-2H-pyran-2-one (1). 

In order to validate this approach, the MM/Ji-y calculations were applied to the 

synthesized compounds 5 and 8. These linear substances were prepared following 

1622.23 and both represented new derivatives of L-thamnose. previously reported procedures 

The conformational analysis revealed that the minimum energy conformer for 5 and 8 

corresponded to AMA which represented 80% of the total population and the same planar 

zigzag conformation adopted by the side chain of spicigerolide (1) was confirmed from the 

experimentally registered °Jjy.4 values for both flexible acyclic compounds. Extreme values 

were recorded for the antiperiplanar oriented H2-Hs, (Jobs = 8.0 Hz; Jeatc = 8.5 Hz) and Hy~ 

Hs (Jobs = 8.5 Hz; Jeate = 8.7 Hz), as well as the synclinal disposed H3~H4 (ors = 2.5 Hz; 

Jeate = 1.9 Hz) in model aldehyde 5 (Eymx = —2.91 kcal/mol). The same trend was observed 
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for compound 8 (Eaux = —0.51 kcal/mol) with calculated values of Jz-3 = J4-s = 7.9 H2 VJons 

= 7.7 Hz) and Jy-4 = 3.0 Hz WJors = 3.4 Hz). The experimental coupling constant values for 

this symmetrical linear substance were measured under irradiation of the methyl group 

signal and employing the spectral simulation method. The high preference for the AMA 

rotamer in the whole population of 8 as opposed to the conformational dispersion 

previously described for peracetyl alditols (e.g., 2R,3R,4R,5R-hexitol hexaacetate)’> is a 

result of the conformer equivalence obtained by substitution of the terminal acetyloxy 

functionality by’ a methyl group. The correlation between the molecular mechanics 

calculated vicinal coupling constants and the observed ones for the synthesized models was 

remarkable, as it was found for the 6-tetraacetyloxyhepteny]-5,6-dihydro-c.-pyrone 1, In this 

way, the application of this approach to the stereochemical elucidation of spicigerolide (1) 

was validated. Finally, this study represents a relevant example of the potentiality 

associated with this approach for determining the stereochemistry in polyhydroxylated 

linear natural products where a limited amount of material for an isolated bioactive 

NL or the 

24,25 
) 

principle might preclude the availability of suitable crystals for X-ray analysis, 

alternative use of chiral chemical methods (e.g. preparation of Moshers’ esters and 

degradative correlations.©"! 

EXPERIMENTAL 

General methods 

Melting point determinations were performed on a Fisher-Johns apparatus and are 

uncorrected, Optical rotations were taken on a JASCO DIP-360 digital polarimeter. CD 

spectrum was registered on a JASCO 720 spectropolarimeter at 25°C. NMR spectra 

including COSY and HMQC experiments”° were recorded on a Varian Unity Plus 500, a 

Varian XL300GS, or a Bruker DMX500. Spectral simulation, was achieved using the 

Varian spectrometer software as implemented by the manufacturer. FABMS were recorded 

on a JEOL DX300 mass spectrometer in the positive mode using NBA as the matrix. EIMS 

data were obtained on a JEOL JMS-AX505HA mass spectrometer. Open column 

chromatography: Si gel 60 (70-230 mesh, Merck). TLC: Si gel 60 F254 (Merck), 
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Molecular modeling calculations 

An exhaustive minimization procedure using molecular mechanics”’ was achieved for each 

conformer using the MMX force field as implemented in the PCMODEL program V 6.00 

(Serena Software, Bloomigton, IN 47402-3076). A cyclic equilibrium at 298 K between the 

22 selected conformers included in Table 1 was assumed, which yielded Kj,2 = 12/1, Ko3 = 

nylm, ... Koay = n/n and m +m +ngt... tm2= 1, 

Taking the Gibbs free energy equation AG = —RT In K and considering AS = 0 and AG = 

AH; = AEvux,* the molecular mechanic energy Evmx was used to obtain the population for 

each conformer n; by solving the following set of equations: 

ny = nofexp[(E2 — Ey)/-RT] 

ng = mofexp[(E2 — E3)/-RT] 

ng = mfexp{[(E2 — E3)/-RT] [(Es — Es)/-RT]} 

ns = nolexp{ [(E — EsV/—RT] [(Es — Ea)/—RT] [(Ea - Es/-RT}} 

rion = nolexp{{ (Ez — Es/—RT] {(Es — Ea)/-RT] [(Es - Es/-RT] ... (E21 — Eoa)/-RT1} 

Conversions from dihedral angles to vicinal coupling constants CJ) for each conformer 

were done using the Altona equation.” The population-weighted average coupling constant 

for each H-C-C-H dihedral fragment was calculated with 3 Toate = mJy + nda + ... + mao2 

(Table 1). 

Cytotoxicity assay 

Human nasopharyngeal carcinoma (KB) cells were maintained in RMPI 1640 (10x) 

medium with 10% fetal bovine serum and cultured at 37°C in an atmosphere of 5% CO, in 

air (100% humidity). The cells at log phase of their growth cycle were treated in triplicate at 

various concentrations of the test samples (0.16-20.0 pg/mL), and incubated for 72 h at 

37°C in a humidified atmosphere of 5% CO>. The cell concentration was determined by the 

sulforhodamine B method.” Results were expressed as the dose that inhibits 50% control 
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growth after the incubation period (EDso). Ellipticine was included as a positive drug 

control: EDso 0.4 pg/mL. 

Isolation and purification of spicigerolide (1) 

Defatted aerial parts of H. spicigera (788 g) were extracted’ by maceration with CHC13- 

MeOH (1:1) at room temperature. After filtration, the solvent was removed under vacuum 

to yield 55 g of a dark-green residue (KB, EDso 18.5 g/mL). The extract was fractionated 

by Si gel column chromatography (450 g) using a gradient of MexCO-MeOH in CHCl. 

Seventy fractions (200 mL each) were collected. Combined fractions 23-37 (6 g), eluted 

from the original column with CHCl;-Me,CO (2:3), were found to concentrate the 

cytotoxic activity (KB, EDs) 10.5 pg/mL). The active eluates were further 

rechromatographed over Si gel (200 g) using the same solvent system and collecting 

fractions of 50 mL each. Cytotoxic activity was identified with a single compound in 

subfractions 78-82 (200 mg; KB, EDso 2.3 ug/mL) which was purified by preparative TLC 

on Si gel, using n-hexane-EtOAc (3:2) as eluent (Ry= 0.48). This major TLC band afforded 

12 mg of 1 (KB, EDso 1.5 g/mL). 

Spicigerolide (1). Oil: CD (c 0.06, MeOH) As (nm) 0 (310) +2.8 (256), +1.2 (246), 0 (239), 

~1,2 (230), +17.1 (204). IR (CHCls) Vmax 1740, 1720, 1630, 1374, 1266, 1238, 1026, 820 

em”: ‘EH NMR (500 MHz, CDCl) & 6.90 (ddd, J = 9.7, 5.2, 2.5 Hz, H-4), 6.06 (ddd, J = 

9.7, 2.5, 1.3 Hz, H-3), 5.79 (ddd, J = 10.5, 9.5, 0.5 Hz, H-1”), 5.49 (ddd, J = 10.5, 9.0, 1.0 

Hz, H-2”), 5.40 (ddd, J = 9.0, 9.0, 0.5 Hz, H-3’), 5.37 (dd, J = 9.0, 2.1 Hz, H-4’), 5.35 

(dddd, J = 11.0, 9.5, 4.5, 1.0 Hz, H-6), 5.30 (dd, J = 8.7, 2.1 Hz, H-5’), 4.96 (dq, J = 8.7, 

6.2 Hz, H-6’), 2.52 (dddd, J= 18.5, 5,2, 4.5, 1.3 Hz, H-Seq), 2.35 (dddd, J= 18.5, 11.0, 2.5, 

2.5 Hz, H-Sax) 2.12 (s, 6H), 2.04 (s, 3H), 2.03 (s, 3H), 1.19 (d, J = 6.2 Hz, CH3-7"); °C 

NMR (125.7 MHz, CDCl) 8 170.0, 169.9 (« 2), 169.8, 163.7 (C-2), 144.8 (C-4), 132.8 (C- 

1), 128.6 (C-2’), 121.5, (C3), 73.7 (C-6), 71.0 (C-5"), 69.2 (C-4”), 66.9 (C-6"), 66.3 (C- 

3°), 29.2 (C-5), 21.0 (x 2), 20.9, 20.7; EIMS (20 eV) m/z (rel. int.) [MJ" 426 (7.5), [M - 

CoH4O.]* 366 (27.1), [M—- CHO) ~ C2H20]" 324 (3.6), [M — 2C]HyO2 - C2H20]" 264 

(8.5), [M — 3C2H4O2 — CoH2O]* 204 (18.0), [M ~ CioHisOg]* 195 (5.0), 178 (30.3), 154 
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(28.2), 153 (57.7), [IM — CioHisOs - CoHaOz]* 135 (48.0), 134 (39.0), 128 (30.8), 107 

(24.5), [M — CisHa10z]* 97 (30.0), 85 (35.0), 81 (29.3), 71 (37.3), [M— CisH210s - CO]" 69 

(28.1), [CaH40]* 68 (27.3), 58 (40.4), 57 (44.1), 43 (100.0); HREIMS m/z 426.1528 (caled 

for CyoH2¢O10, 426.1526). 

6-Deoxy-L-mannose diphenyldithioacetal (3). A mixture of L-rhamnose (500 mg) and 

benzenethiol (1.5 mL) in 90% trifluoroacetic acid (5 mL) was refluxed at 55°C for 1h.” 

The reaction mixture was evaporated to dryness under an Ar flow and the residue was 

purified by column chromatography on Si gel (100 g). Elution with CH2Cl-MeOH (9:1) 

afforded the diphenyldithioacetal derivative 3'6 (Rf = 0.43), as the major product (515 mg, 

51%). Colorless solid; mp 124-126°C; ORD (c 2.91, MeOH) [oi]sgo + 48.8°, [or]s7g +51.6°, 

[or}sas +59.8°, [orJaae +119.2°, [o]aes +228.9°; ‘4 NMR (300 MHz, CsDsN) 8 7.81-7.78, 

7.56-7.54, 7.22-7.09, 6.04 (brs, H-1), 5.27 (brd, J = 9.3 Hz, H-3), 5.07 (brd, J = 9.3 Hz, H- 

2), 4.55 (m, H-4 and H-5); 1.70 (d, J= 6.1 Hz); BC NMR (75.5 Hz, CsDsN) 5 136.1, 135.6, 

130.0 (« 2), 129.6 (x 2), 129.0 (x 2), 128.9 (« 2), 126.5, 126.4, 73.3 (C-4), 72.3 (C-2), 69.4 

(C-3), 66.4 (C-5), 61.5 (C-1), 210 (C-6); EIMS (20 eV) m/z (rel. int.) [M]* 366 (0.7), [M - 

CeHsS]" 257(44.6), [M — CoH¢S]* 256 (60.4), [M - CeHs8 - H,O}* 239 (19.6), 231 (27.9), 

177 (19.4), 153 (66.8), 152 (17.2), [M - CoHsS — CeHeS]* 147 (100.0), [CysH1S2}* 135 

(36.2), 129 (26.2), 123 (37.9), 119 (29.4), 110 (20.6), 109 (12.3), 91 (17.2), 85 (20.0), 79 

(23.3), 75 (26.6), 61 (13.4), 45 (37.3). HREIMS (70 eV) m/z 366.0960 (calcd for 

CigH220482, 366.0960). 

Tetra-O-acetyl-6-deoxy-L-mannose diphenyldithioacetal (4). Compound 3 (440 mg) was 

dissolved in AcCl (10 mL), stirred at room temperature for 2 h and evaporated under a N2 

flow. Column chromatography on Si gel (75 g; n-hexane-EtOAc, 9:1) yielded 206 mg 

(32%) of product 4 (Rf= 0.46),!° as the major product. Oil; ORD (c 1.65, CHCl) [a]ss9 

+20.0°, [ou]s7g +21.2°, [o]sag +25.5°, [o]a36 +53.9°, [or]s65 +104.2° (365); 'H NMR (500 

MHz, CDCly) § 7.58-7.56, 7.35-7.26, 5.88 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-3), 5.34 (dd, J = 8.5, 3.0 

Hz, H-2), 5.21 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-4), 4.85 (dq, 8.5, 6.5 Hz, H-5), 4.38 (d, J = 3.0 Hz, 

H-1), 2.06 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.98 (s, 6H); BC NMR (125.7 MHz, CDCls) 5 170.2, 

170.0, 169.6, 169.4, 134.0, 133.7, 133.2 (x 4), 129.0 (x 4), 128.2 (« 2), 71.3 (C-2), 71.2 (C- 
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4), 68.8 (C-3), 67.2 (C-5), 61.4 (C-1), 21.1, 20.7, 20.6, 20.5, 16.4 (C-6); EIMS (20 eV) m/z 

(rel. int.) [M]* 534 (0.9), [M — CeHsS]* 425 (77.3), [M — CeHsS - C2H402]* 365 (26.0), 111 

(15.3), [CoHeS]* 110 (47.0), [CoHsS]* 109 (12.4), 87 (14.5), 85 (95.9), 71 (100.0), 59 

(43.9), 58 (11.1), 57 (46.9), 55 (20.5), 45 (28.0), 43 (44.7), 41 (26.2), 31 (12.1), 29 (17.2). 

positive FAB-MS m/z (rel. int.) [M + H] 535 (10.0), 534 (8.0), [M + H ~ 60]+ 475 (4.0), 

425 (100), 365 (40), 323 (25), 263 (20), 221 (90), 203 (55); positive HRFAB-MS m/z 

535.1468 [M + H]' (caled for CagH310gS2, 535.1460). 

2,3,4,5-Tetra-O-acetyl-6-deoxy-L-~mannose (5). Derivative 4 (28 mg) dissolved in acetone 

(2 mL) was added to a solution of N-bromosuccinimide (140 mg) in ice-cold 97% aqueous 

acetone (10 ml), and the mixture was stirred for 90 min at -2°C.8 Finely ground 

Na2S203°5H20 (96 mg) and NaHCO; (33 mg) were added, and stirring continued for 30 

min at room temperature. Salts were filtered off and the filtrate was evaporated under an Ar 

flow. The residue was dissolved in CHCl;, and the solution washed with HO, dried with 

Na2SQx,, and evaporated to dryness, The crude reaction mixture was submitted to column 

chromatography on Si gel (5 g; -hexane-EtOAc, 7:3) impregnated with 25% HO (w/w), 

collecting fractions of 5 mL. The reaction product was recovered from fractions 9-14 and 

further purified by column chromatography on Si gel (CH2Clo-MeOH, 99:1) to afford 7.7 

mg (44%) of aldehyde 5 (Rf0.34; CH2Clo-MeOH, 19:1). Oil; ORD (¢ 0.47, CHCIs) [a]sa9— 

1.9, [o]s7g-2.1, [or]sas 2.3, []azs 4.0, [02]36s -5.5; 'H NMR (500 MHz, CDCI) 8 9.45 (4, 

J = 1.2 Hz, H-1), 5.54 (dd, J= 8.0, 2.5 Hz, H-3), 5.29 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, H-4), 5.03 (dd, 7 

= 8.0, 1.2 Hz, H-2), 5.00 (dg, J = 8.5, 6.2 Hz, H-5), 2.18 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 

2.03 (s, 3H), 1.21 (d, J = 6.2 Hz, H-6); °C NMR (125.7 MHz, CDCl) 8 195.2 (C-1), 169.9 

(x 2), 169.8, 169.6, 74.2 (C-2), 71.3 (C-4), 67.3 (C-3), 66.6 (C-5), 21.0, 20.6, 20.5, 20.4, 

16.5 (C-6); EIMS (20 eV) m/z (rel. int.) [M]* 332 (0.3), 272 (5.3), 201 (19.9), 184 (17.9), 

157 (88.0), 142 (32.6), 129 (14.1), 115 (66.8), 99 (39,2), 73 (10.5), 43 (100); positive 

HRFAB-MS m/z 333.1195 [M + HJ" (caled for C14H21Os, 333.1186). 

6-Deoxy-L-mannose ethylenedithioacetal (6). L-Rhamnose (1 g) in AcOH (7.5 mL) was 

treated with a solution of 1,2-ethandithiol (2.5 mL) and Et,O-BF; (0.3 mL) and stirred 

during 60 min. The reaction mixture was left overnight at room temperature affording 476 

mg of 6 (36%), White solid; mp 166-168 °C; ORD (c¢ 1.35, MeOH) [c]sa9 4.4, [o-]s7s 4.4, 
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[a]sas 5.2, [c1]as6 —9.6, [ai]36s -19.3; "H NMR (300 MHz, DMSO-d) 8 5.66 (d, J = 3.4 Hz, 

H-1), 4.78 (dd, J= 8.4, 1.1 Hz, H-3), 4.61 (dd, J = 8.4, 3.4 Hz, H-2), 4.53 (dg, J = 7.4, 6.2 

Hz, H-5), 4.43 (dd, J= 7.4, 4.4 Hz, H-4), 3.48-3.34 (m, 2H), 3.19-3.07 (m, 2H), 1.67 (d, J= 

6.2 Hz, H-6); °C NMR (75.4 MHz, DMSO-d.) 8 74.9 (C-2), 73.5 (C-4), 71.4 (C-3), 66.3 

(C-5), 56.0 (C-1), 38.3, 37.9, 20.9 (C-6); EIMS (20 eV) m/z (rel. int.) [MJ 240 (0.4), 147 

(68.0), 117 (10.3), 107 (19.7), 106 (74.2), 105 (100.0), 73 (14.8), 61 (25.5), 57 (13.9) 45 

(15.3). 

Tetra-O-acetyl-6-deoxy-L-mannose ethylenedithioacetal (7). The procedure used for 

peracetylation of compound 4 was applied for derivatization of product 6 (370 mg). The 

crude reaction mixture was purified by column chromatography on Si gel (n-hexane- 

EtOAc, 4:1) to yield 365 mg of 7 (58%), as the major reaction product (Ry = 0.27). Oil; 

ORD (c 3.0, CHCIs) [c:]sao -26.7, [cr]s78 -27.7, [or] sas ~32.0, [o]a36 ~57.1, [a.]36s -97.7; 'H 

NMR (500 MHz, CDCl) 6 5.53 (dd, J = 7.7, 2.2 Hz, H-3), 5.24 (dd, J = 8.3, 2.2 Hz, H-4), 

5.14 (dd, J = 7.7, 6.0 Hz, H-2), 4.92 (dq, J = 8.3, 6.4 Hz, H-5), 4.62 (d, J = 6.0 Hz, H-1), 

3.22-3.09 (m, 4H), 2.11 (s, 3H), 2.10 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.18 (d, J= 6.4 Hz, 

H-6); °C NMR (125.7 MHz, CDCl) 8 170.2, 170.0, 169.8, 169.7, 72.3 (C-2), 71.1 (C-4), 

70.3 (C-3), 67.0 (C-5), 53.1 (C-1), 39.3, 37.9, 21.0, 20.9 (x 2), 20.7, 16.4 (C-6); EI-MS (20 

eV) m/z (rel. int.) [M — CoH,0.]* 348 (0.4), [M — 2C2H,O2]* 288 (35.2), 200 (32.9), 189 

(27.7), 186 (15.4), 147 (40.4), [C3HsS2]* 105 (100.0), 99 (10.7), 43 (33.8); positive FAB- 

MS m/z (rel. int) [M + H]* 409 (2.5), 349 (20), 331 (45), 289 (75), 187 (100), 105 (50); 

positive HRFAB-MS m/z 409.0999 [M + H]* (calcd for CigH2sOsS2, 409.0991). 

Tetra-O-acetyl-1,6-dideoxy-L-mannitol (8). A solution of 7 (50 mg) in EtOH (2 mL) was 

treated with Raney-Ni (1.5 g) in EtOH (6 mL). The reaction mixture was refluxed for 10 h 

and filtered under Celite. The solvent was removed at reduced pressure. Then, the crude 

product was purified by column chromatography on Si gel (n-hexane-EtOAc, 9:1) to afford 

10 mg (26%) of 8 (Ry= 0.51). Oil; ORD (c 1.08, CHCI3) [a]sg9 -30.5, [o]s7g -32.4, [or]sa6 — 

37.0, [o]a36 63.9, [oJs6s -103.7; 'H NMR (500 MHz, CDCl) 8 5.27 (dd, J = 7.7, 3.4 Hz, 

H-3 and H-4), 4.93 (dq, J= 7.7, 6.5 Hz, H-2 and H-5), 2.09 (s, 6H), 2.03 (s, 6H), 1.21 (d, J 

= 6.5 Hz); °C NMR (125.7 MHz, CDCls) 8 170.1 (x 2), 170.0 (x 2), 71.2 (C-3 and C-4), 
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67.1 (C-2 and C-5), 21.0 (x 2), 20.7 (x 2), 16.1 (C-1 and C-6); EI-MS (20 eV) m/z (rel int.) 

317 (4), 231 (10.0), 189 (5.0), 172 (26.0), 149 (14.0), 130 (61), 129 (74), 97 (23), 95 (22.0), 

83 (64.0), 69 (37.0), 57 (29.0), 43 (100); positive FAB-MS m/z (rel. int.) [M + H]" 319 

(15.0), [M + H ~ CyH,O]* 259 (100); HRFAB-MS m/z 319.1397 [M + H]* (caled for 

Ci4Ha30s, 319.1393). 
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FIGURE CAPTION 

Figure 1. Major molecular mechanics minimum energy conformers of spicigerolide (1) vs. 
its hypothetical diastereoisomer (2). 
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