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RESUMEN.

El presente proyecto describe la investigacion farmacogndstica que permitié el
aislamiento y la caracterizacién 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 cutineas. El estudio fitoquimico biodirigido mediante
pruebas de citotoxicidad para la linea celular KB derivada del carcinoma nasofaringeo
humano permiti¢ el aislamiento de una 5,6-dihidro-o.-pirona (1) como el tnico principio
responsable del potencial antineoplasico de las partes aéreas de esta planta (KB: CEsp = 1.5
pg/mL). Una segunda aproximacién que utiliz6 como modelo bioldgico la toxicidad para
las larvas del gusano barrenador del maiz, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae),
permitié el 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-ai-pirona, denominada con el nombre trivial de espicigerélida (1), se
elucidé como _la 6R-[3’S,4’S,5’S,6’S—tetracetiloxi-1Z—hepteni1]—5,6-dihidro-2H—piran—2-ona.
Para el establecimiento de la configuracién absoluta de este principio citotéxico se aplico la

siguiente estrategia: a) el efecto Cotton positivo registrado para la transicion n—m* (256
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nm) en la curva de dicroismo circular garantiz6 la configuracion Cs (R) para el Gnico centro
estereogénico del nicleo de la pirona; b) se establecié Ia configuracidn relativa de la cadena
lateral mediante la aplicacion de calculos de. mecanica molecular, Esta metodologia
permitié determinar las conformaciones de minima energia con sus valores
correspondientes de AHy, Evvx y las constantes de acoplamiento 'H-'H vecinales para el
diasterecisomero correcto (3°S,4°S,5’5,6°S) y. cuya propuesta estereoquimica se fundamento
en la comparacion de los valores >Jiuy descritos para una serie de peracetatos derivados de
hexosas; por dltimo, c) se confirmoé la estereoquimica propuesta para la cadena lateral de la
espicigerolida (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.

2 HiCy, O OH
~ O
Yy o (I
HO OH
OH
1 L-ramnosa

il

Las estructuras de los diterpenos ‘de tipo labdano se establecieron con base en
evidencias espectroscopicas y quimicas como: 19-acetoxi-2a,7ct-15-trihidroxiladba-
8(17),13Z-dieno (2), 15,19-diacetoxi-2a,, 7a-dihidroxiladba-8(17),13Z-dieno (3), 70,15,19-
triacetoxi-2oi-hidroxilabda-8(17),13Z-dieno (4), 19-acetoxi-2o., 7a-dihidroxiladba-
8(17),13Z-dien-15-al  (5), 19-acetoxi-20,, 7o.-dihidroxi-14,15-dinorladba-8(17)-en-13-0na
(6), 19-acetoxi-7o.,15-dihidroxiladba-8(17),13Z-dien-2-ona (7) y 2a,70,15,19-tetrahidroxi-
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eni-labda-8(17),13Z-dieno (8). La configuracion absoluta para los esqueletos diterpénicos
se establecio mediante la aplicacién 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 dextrogiros (2-7) y 10-Mea. para el compuesto levogiro (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 dréstico 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.

2 OH CH,OH

3 OH CH,0Ac 6
4 OAc CH:0Ac

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-o-pyrone (1) as
the only antineoplasic principle (KB: ECso = 1.5 pug/mlL). Testing the same extract on the
European corn borer, Ostrinia nubilalis (Lepidoptera; Pyralidae), led to the isolation of
seven new labdane (2-8) with insectictdal 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-o-pyrone, was given the trivial name of spicigerolide (1).
Its structure was elucidated as 6R-[3°5,4°5,5'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—xn* (256 nm) in the CD
spectra provided evidence for a (R)-configuration in the stereogenic center of the
pyrone (Ce);

b) The relative configuration for the side chain was established by application of
molecular mechanics in combination with *Juu 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 AHy, Eyvx and proton spin-spin coupling constants were
established for the correct diasteroisomer (3°5,4°5,5°S,6’5);
¢) The proposed stereochemistry was confirmed by chemical correlation with chiral

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

(g)Ac OAc HyC,, O OH
= : 1
g ”ff/’
OAc OAc H HO™ 7 OH
OH
1 . L-rhamnose

’fhe structure of the labdane diterpenes‘ was established on the basis of sﬁectral and
chemical evidences as: 19-acetoxy-2a;,7a.,15-trihydroxylabda-8(17),13Z-diene (2), 15, i9-
diacetoxy-2a, 7o~-dihydroxylabda-8(1 'Ir;), 13Z-diene 3), Ta,15,19-triacetoxy-2a-
hydroxylabda-8(17), 1‘32~diene (4), 19-acetoxy-2a., 7o~-dihydroxylabda-8(17),13Z-diene-15-
al (5), 19-acetoxy-2c,70-dihydroxylabda-14,15-dinorlabda-8(17)-en-13-one (6), 15-
acetoxy-7c, 15-dihydroxylabda-8(17),13Z-diene-2-one (7) and 2&,7&,15,19-tetrahydroiy—
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-Mef for the dextrorotatory diterpenes (2-7) and 10-Meo. for the laevorotatory
cornppund (85. 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 Hyplis 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 caracterizacién quimica y biologica de entidades
susceptibles de comercializacion per se y, de manera adicional, provee de estructuras
prototipo para el desarrollo de derivados sintéticos con una actividad bioldgica selectiva y
una reducida toxicidad (Cordell er al., 1991, Cragg, 1994).

En especial, la evaluacion de los extractos provenientes de plantas superiores continia
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 cincer 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, 1a 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
Vinblastina R = CHj

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 dé origen vegetal es el hallazgo de principios
activos con una alta selectividad en sﬁs mecanismos de accion, Estos agentes deberan
desarrollar una baja toxicidad para los teji'dos 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
anonaceas, e.g. la bulatacina (fig. 2), ha permitido la exploracién biomédica de estos
agentes citotoxicos y el establecimiento de su mecanismo de accién, La jimenezina, atslada
de la anondcea mexicana Rollinia mucosa, constituye una estructura novedosa con
actividad citotéxica sobre seis lineas celulares derivadas de tumores humanos (Chévez-
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 fosforilacion oxidativa en las mitocondrias (Ahmmadsahib er al, 1993) y, también,



interrumpen la respiracién mitocondrial a través de la inhibicion de la oxidoreductasa

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

§C H3
OH / X
{CHy)g o 0 0
CHy”~ o) o (CHz)3 |
OH OH 0]
Bulatacina
H
HO/,/” OH ‘}\\\C i
C H N
CH3/( 2)8 0 o {CHz)o o)
OH 0O
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 nimero de especies de gran importancia economica y medicinal en
la vida diaria de nuestro pais. Un programa destinado a establecer el potencial citotoxico de
algunas de estas especies ttiles en la medicina tradicional mexicana, demostré la presencia
de compuestos antineoplésicos potentes (CEsy < 1 pg/mL) caracterizados como 6-
poliaciloxialquenil-5,6-dihidro-c.-pironas (Pereda-Miranda, 1995). Estas investigaciones
demostraron un efecto citotdxico 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 disertaqién surgié como parte de un programa de investigacion titulado
“Hvaluacion del potencial citotéxico de especies selectas del género Hyptis (Lamiaceae)
como una fuente potencial de agentes terapéuticos”. La seleccion de cada una de las
especies que han sido sometidas a investigacion fitoquimica se realizé a través de una
propuesta fundamentada en criterios quimiotaxondémicos en conjunto con los resultados de
las evaluaciones preliminares de su potencial citotéxico (Hernindez de Jesis, 1991,
Villavicencio Gonzalez, 1993; Novelo Torres, 1994). La aplicacion de este enfoque
garantiza la obtencion de las 5,6-dihidro-oi-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 el estudio fitoquimico de Hypfis spicigera Lam. que permitid el
aislamiento de una 5,6-dihidro-o-pirona citotoxica, la espicigertlida (1), y de siete
diterpenos labdanicos (2-8) con propiedades insecticidas, la segunda parte diécute la
aplicacién de la mecénica molecular para el calculo de las constantes de acoplamiento

vecinales 'H-"H en la elucidacién 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 tropicos, 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 mas de 512 especies y
27 géneros que pertenecen a seis tribus. La tribu mds 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 nimero de especies, contribuyendo con el 64% del total de
las labladas de México (Ramamoorthy, 1984). Se les encuentra predominantemente en las
montafias, aunque son muy numerosas en casi todos los tipos de vegetacion en condiciones
tan variables como las tierras bajas tropicales, los desiertos y las 4areas alpinas
{Ramamoorthy ef 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, los 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 vitalﬂinas o de
sustancias aromatizantes, entre otras (e.g. pinenos, {+) y (-)-linalol, eugenol). En la
perfumeria, la cosmetologia y en productos para la higiene se aprovechan ampliamente
debido a las propiedades aromaticas y antisépticas. En la industria aIimentq,ria, por sus
cualidades saborizantes se emplean en la pregaracién 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; Heiqrich, 1992; Wagner, 1977), Tal vez,
las materias primas de mayor importancia econdmica obtenidas a partir de las labiadas son
la hierbabuena (Mentha spicata L) y 1a menta (Mentha piperita L.), ampliarﬁente 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 composicion quimicé de sus aceites

esenciales, los cuales contienen terpenoides y compuestos aromaticos 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
antiespasmodicas, vermifugas, carminativas, antiinflamatorias, digestivas, diuréticas,
fungicidas, etc. (Martinez, 1993). De Lavandula angustifolia se obtiene el aceite esencial de
lavanda, de gran utilidad en la 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,
antiespasmédico, 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, la 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 distribucion
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 sélo 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 Rhyfidea, 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 repiblica mexicana (Ramamoorthy ef al., 1998).



Cuadro 1. Secciones del género Hyptis localizadas en México.

Seccidn Nuamero total d¢ | Nimero de especies | Nimero de especies
especies de la de México endémicas de
seceion 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 '

Subsecc. 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 nimero 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 reumaticos,

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 oido y para dolores reumaticos

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

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

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




enfermedades gastrointestinales, para infecciones de la piel, la fiebre intermitente y la
hinchazén de las piernas. Esta planta se utiliza como remedio para la insolacion en
Venezuela. Hyptis mutabilis se utiliza en Colombia para el tratamiento del paludismo, la
infusion de hojas y flores se utiliza contra dolores estomacales y flatulencias. En Argentina,
se utilizan las hojas contra parasitos intestinales. La raiz se emplea para detener la
menstruacion excesiva y en combinacion 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 antimicoticas de los componentes bioactivos de la planta
(Villavicencio Gonzilez, 1993). Hyptis suaveolens se utiliza en Cuba como estimulante y
carminativo; en Aftica, 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 v contra ia bilis (Martinez, 1993). Hyptis verticillata se utiliza para tratar
desordenes gastrointestinales, tales como el dolor de estomago, la indigestion, los colicos y
los parasitos gastrointestinales, también se utiliza contra infecciones de la piel y para
eliminar las verrugas (Heinrich, 1992).

Un programa de evaluacion del potencial antimicrobiano y citotoxico de las especies
medicinales mexicanas del género Hyptis (Hyptis albida, Hyptis mutabilis, Hyptis
pectinata, Hyptis suaveolens e Hypfis verticillata), que se llevd a cabo en el Departamento
de Farmacia de la Facultad de Quimica en la Universidad Nacional Auténoma de México,
demostré una correlacion directa entre los extractos bioactivos y la presencia de principios

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



extractos orgénicos 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 inhibicion del
crecimiento) y fueron citotéxicos contra la leucemia linfocitica de muridos (P-388) a una
concentracidn efectiva media (CEsg) de 2.2 y 4.6 ug/mL, respectivamente y un panel de
ocho lineas celulares derivadas de tumores humanos (CEss 0.3-4.6 ug/ml). El
fraccionamiento biodirigido del extracto de Hypfis verticillata utilizando la linea celular
murina P-388 como bioensayo que permitiera detectar la citotoxicidad, permitio el
aislamiento de diez lignanos del tipo de la podofilotoxina, con acﬁvidades citotéxicas no
especificas (CEsy < 0.01 pg/mL) y algunos de ellc;.s fuertemente inhibitorios sobre el
crecimiento de Candida albicans (CEso 0.2-1.0 pug/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, permitio el aislamiento de cuatro 5,6-dihidro-oc-pirohas (lasl
pectindlidas A-C, 50-52 y la hiptélida 40), las cuales presentaron una alta actividad
antimicrobiana (concentracién minima inhibitoria, MIC 4-10 pg/mL) y demostraron
actividad citotoxica no especifica (CEsp < 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 espécies éonsiste en mezclar las plantas con los
alimentos que almacenan los granjeros de diversas regiones del tropico de América y de
Africa, para controlar la infestacion por insectos de sus césechas almacenadas. Se han
realizado vax;ias investigaciones, enfocadas a la evaluaciéon 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. Hyplis urticoides presenta un
efecto antidegustativo sobre las larvas del gusano cogollero del maiz (Spodoplera
Jfrugiperda) e Hyptis suaveolens demostrd un efecto toxico contra el mosquito doméstico
(Culex quinquefasciatus) (Rodriguez Hernandez, 1982). En México, las especies del género
Hyplis utilizadas por sus propiedades insecticidas son: Hyptis capitata, Hyptis emoryi,

Hyptis verticillata e Hypfis albida (Altschul, 1973),

2.3. Descripcion de Hypfis spicigera.
2.3.1. Caracteristicas botanicas,

Hyptis spicigerg 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 cominmente menor de un metro de alto, llegando a
alcanzar hasta 3 m, mds o menos ramificada, delicadamente hirsuta con pelos diminutos y
escabrosos sobre los dngulos; laminas foliares estrechamente ovadas u ovales, de 3-8 cm de
largo, agudos en el dpice, 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 seccion,
ciliado pectinadas, de 3.5-4 cm de largo; tubo del caliz 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).
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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 propositos, principalmente
por sus propiedades antisépticas y carminativas, Las infusiones de toda la planta se utilizan
para el tratamiento de enfermedades infecciosas de la piel y como cicatrizante (Martinez,
1993). En Africa, se utiliza ampliamente no solo en la medicina tradicional, sino para
condimentar los alimentos y como insecticida para controlar la infestacion de cosechas
almacenadas (Kini ef al., 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
infestacidn por insectos de los granos almacenados mezclindolos con la planta completa.
La evaluacilc")n del extracto etanélico de esta planta permitio establecer sus propiedades
repelentes y antidegustativas, al observarse una reduccibn en la oviposicion y la eclosion de

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

2.3.3. Distribucion.
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 Hypfis.

Desde el punto de vista fitoquimico, las plantas del género Hypfis 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 el metabolismo secundario de estas plantas. Ain cuando las 27
secclones del género se han agrupado con base en la combinacion de varios caracteres
taxonémicos (Epling, 1949), se ha detectado que estos grupos también se correlacionan
desde el punto de vista fitoquimico, como ocutre con la seccidn Mesosphaeria, que se ha

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

2.4.1. Terpenoides.

Estas especies se caracterizan por ser ricas en aceites esenciales, cuyos
constituyentes de naturaleza terpenoide varian ampliamente no solo 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 micleos 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 c-pineno y
sabineno y a los sesquiterpenos B-cariofileno y o-humuleno (Kini ef al, 1993). Por otro
lado, se encontré que el aceite esencial de una especie africana de Hyptis suaveolens
inhibi6 el crecimiento de bacterias gram 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 c-cariofileno (Iwu ef af., 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 et al., 1974).
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9R;=CO;H R;=0H .
10 R, =CH;0H R, = OH

El analisis del aceite esencial de las hojas de Hypfis pectinata demostrd la presencia
del timol como el constituyente mayoritario y, probablemente, este constituyente sea el
responsable de las propiedades antisépticas de esta esencia (Pereda-Miranda et al., 1995).

De las hojas de Hypfis dilatata se aislaron diterpenos triciclicos con esqueleto
abietano (e.g. compuestos 11 y 12) y pimarano (e.g. 13) (Urones ef af., 1998). Un diterpeno
de tipo isopimarano, el (<) salzol (14) se aisl6 de las hojas de Hyptis salzmanii, este
compuesto presentd una actividad antimicrobiana marginal contra Bacillus subfilis
(Messana ef al., 1990). De las raices de Hypftis fructicosa se aislaron tres diterpenos de
abietano con nucleos arométicos 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).

inOAC

QAc

11 Ry =0Me R;=0Ac 13
12R;=0Et R;=0Ac
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Los triterpenoides constituyen los productos del metabolismo secundario més
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 la actividad citotéxica detectada durante el fraccionamiento
biodirigido de los extractos orgénicos derivados de remedios tradicionales pertenecientes a
la familia de las labiadas se asocia con la presencia de grandes cantidades de triterpenoides
moderadamente citotoxicos, entre los que se encuentran los 4cidos betulinico (18),
oleancico (19), ursolico (20), 2c-hidroxiursdlico (21), pomodlico (22) y el lupeol (23)
{Pereda-Miranda, 1995). Los compuestos 19 y 22 presentan actividad anti-HIV; CEsp = 1.7

pug/mL y 1.4 ng/ml, respectivamente (Kashiwada ef al., 1998; Palsson y Jaenson, 1999).

15



Cuadro 2. Principales triterpenos citotoxicos aislados en el género Hyptis.

Compuesto | Fuente* Referencia

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

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

21 HA, HC, 1M, |Pereda-Miranda y Delgado, 1990; Almtorp et al, 1991,

HV Pereda-Miranda, 1988; Novelo et 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 = Hyptis suaveolens, HT = Hyptis tomentosa, HV = Hyptis verticillata.

18 19

i
RZ’I,,””

R0

7
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20 R1=R2:R3=H 23
21 R|=R3=H;R2=OH
22 R;=R2=H;R3=OH
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2.4.2. 5,6-dihidro-a~pironas.

Las 5,6-dihidro~a-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 posicion 6
con un alquilo, un alquenilo o un arilo y, ocasionalmente, estdn sustituidos en otras
posiciones del nicleo de a-pirona, e.g. Cs y Cs. Muchos de estos compuestos poseen
actividad bioldgica, exhibiendo fitotoxicidad, citotoxicidad contra células tumorales
ademis de actividad antimicrobiana y antiftingica (Collet ef al,, 1998). Estas propiedades se
encuentran asociadas al poder alquilante del nicleo de la 8-lactona o, B-insaturada (Pereda-

Miranda, 1995).

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

De la familia Lamiaceae se han aislado 29 compuestos con diferentes grados de
oxigenacion en la cadena lateral. Los compuestos mas simples son la umuravumboélida (24)
y la desacetilumuravumboélida (25), aisladas de especies del género Tetradenia. La
configuracion del doble enlace exociclico se propuso originalmente como #rans 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 resolucion
permitié establecer que el doble enlace presenta una estereoquimica cis. La configuracion
3’(S) del centro quiral aciclico se establecié mediante la aplicacion del método de Mosher

(Davies-Coleman y Rivett, 1995).
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La boronoélida (26) se ha aislado de Tefradenia fruticosa y Tetradenia barberae. La
configuracién (R) para el carbono 6 se propuso mediante la aplicacion de la regla de
Snatzke para lactonas al observarse un efecto Cotton positivo a 256 nm al registrar el
dicroismo circular (DC) y la conformacion relativa de los otros centros quirales se
establecid mediante cristalografia de rayos X. La configuracion absoluta de esto Gltimos se
logroé establecer por degradacion quimica hasta el acido D-malico (Davies-Coleman e al.,
1987). Dos compuestos relacionados a la boronélida son sus derivados desacetilados, la
desacetilborondlida (27) y la 1,2-didesacetilborondlida (28) aislados de Tefradenia riparia,
una planta medicinal utilizadas en Africa central. La estructura de estos compuestos se
establecié por RMN protéonica (‘H) y espectrometria de masas (EM) (Van Puyvelde ef al.,
1979; 1981). Se han reportado tres rutas sintéticas para obtener la (+)-boronélida (26), en la
primera estrategia, se sintetizo el racemato al utilizar el dimero acroleina (Jefford y Moulin,
1991). El producto natural (+)-boronélida se logrd sintetizar partiendo de la D-glucosa
(Nagano y Yasui, 1992) y también por sintesis asimétrica a partir del acetileno

CH=C{(CH,),OH (Honda et al., 1996),

24 R=0Ac
25 R=0H 260 R;=R;=R3=0Ac
27 Ri=Ry=Ry=0H
28 R1 =Ry= OH, Ra= OAc
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De las hojas de Symncolostemon rotundifolius se aislé la sinrotdlida (29), su
estructura se establecid a través de experimentos de doble resonancia, mientras que la
estereoquimica relativa de todos los centros quirales y la conformacion cis del doble enlace
se baso en el analisis cristalografico de rayos X. La ozonélisis de la sinrotélida rindié la 6-
desoxi-L-alosa, permitiendo establecer la estereoquimica absoluta del compuesto (Davies-
Coleman y Rivett, 1987).

La sindenolida (30) junto con la desacetilborondlida se aislaron de las partes aéreas
de Syncolostemon densiflorus. La estereoquimica de los centros quirales Cy-Cs- se propuso
mediante argumentos biosintéticos y se sustentd a través de la comparacion de las
constantes de acoplamiento de la borondlida (Davies-Coleman y Rivett, 1994). La
estereoquimica del centro estereogénico Cs» se establecid por un anilisis detallado de los
espectros de RMN del diacetonido; esto es, se establecio la presencia del aceténido de seis
miembros en la posicién Cy y Cs con un metilo ecuatorial (8¢ 30.0) y uno axial (6. 19.8).
La estereoquimica sin de Hs» v Hs' se confirmd por experimentos diferenciales del efecto

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

OCAc OH OAc OH OH

29 30
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Del extracto de acetona de las hojas de Syncolostemon parviflorus se aislaron las
sinparvolidas A-C (31-33). La estructura quimica y la estereoquimica absoluta de los tres
compuestos se basaron en evidencias espectroscopicas, quirépticas y quimicas. La
estereoquimica absoluta del alcohol secundario en 31 se establecié como (S), utilizando el
método de Mosher y la estereoquimica de los carbonos Cs y Cs' se asigno 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 tetradenclida (34) es una 5,6-dihidro-oi-pirona aislada recientemente del extracto
cloroférmico de las hojas de Tetradenia riparia, ni su estereoquimica ni su configuracidn

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

OAc QH
OAC @) OAc

31 32
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CH O |
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Las sinargentdlidas 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 configuraciéon absoluta (Collet ef al, 1998). Por otro lado, la
sinargenttlida B (36) es un epimero en Cs- del compuesto 44, previamente aislado de

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

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

La primera Cg~alquenil-5,6-dihidro-oi-pirona aislada en la familia de las labiadas fue
la hiptolida (40) de Hyptis pectinata, atin cuando el compuesto se habia obtenido desde
1920, en los afios sesenta se reportd su estructura correcta y solo hasta el final de la década

de los ochenta se establecit su configuracion absoluta (Achmad et al, 1987),
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En el género Hypfis, se han descrito otrag doce Cs-alquenil-5,6-dihidro-o.-pironas
caracterizadas por tener la misma estructura general pero con diferentes grados de
oxidacion en la cadena lateral y diferente estereoquimica en los centros quirales aciclicos.
Todas poseen la misma configuracion absoluta para el centro Cs del micleo de 5,6-dihidro-
a-pirona y, al parecer, la configuracion absoluta Ce¢(S) constituye un rasgo biogenético
comun a esta serie de principios biodindmicos.

De una especie sudamericana no identificada de este género, se obtuvieron la
olguina (41) (Alemany ef al., 1979a) y la anamarina (42) (Alemany ef al, 1979), las

estructuras se establecieron mediante métodos espectroscopicos 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 reaccion de
Wittig, se planificé la obtencién de dos sintones quirales que corresponderian al
rompimiento del doble enlace Cy- y Cy de este compuesto. Se logré la sintesis de la cadena
lateral a partir de la D-gulonolactona (Alemany er aol, 197%; 1983) y la porcién
correspondiente a la 5,6-dihidro-ai-pirona a partir de la D-glucosa (Giﬁlard ef al., 1988). La
sintesis total de la enf-anamarina se realizd de manera andloga, utilizando como el sintdn
quiral a la D-glucosa (Lichtenthaler ef al., 1987; Valverde et al., 1987). Por otra parte, la
sintesis total del enantidmero natural de la anamarina (42) se logré a partir de la D-
gulonolactona y del 4cido R,R-tartarico (Lorenz y Lichtenthaler, 1987).

Del extracto acetonico de las partes aéreas de la especie mexicana Hypiis
oblongifolia, se aislaron la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43) (Delgado ef al., 1985), la 6R-
[SR,65-(diacetiloxi)-15,2R-(dihidroxi)-3 E-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona  (44), su
correspondiente derivado diacetilado (45) y la 6R-[SR,6S5-diacetiloxi-1R-(hidroxi)-2R-
(metoxi)-3E-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 pg/mL) contra
las lineas celulares de cancer de pulmén, colon, carcinoma nasofaringeo normal y resistente
a la vinblastina, el carcinoma epidermoide de humanos y la leucemia linfocitica de muridos

(Pereda-Miranda, 1995).
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El estudio quimico del extracto organico de Hyplis capitata condujo al aislamiento
de la 5’-epi-olguina (47) cuya estructura se determind por cristalografia de rayos X
(Almtorp et 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 espectroscopicos. Sin embargo, la
estereoquimica de los centros quirales presentes en la cadena lateral Cy,, C4 y Cg de este

compuesto no se establecid {Romo de Vivar et al., 1991).

OAc
\ClJ;:\/ 0 OAc OAc OAc
47 48
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De las inflorescencias de una especie africana de Hypfis spicigera se aislé la
espicigerolactona (49) y, a pesar de no haberse reportado la estereoquimica absoluta de
ningan centro quiral (Aycard er al, 1993), por comparacion de las constantes
espectroscopicas en la resonancia magnética nuclear y del punto de fusidn, se ha sugerido
que este compuesto corresponde a la S-desacetiloxi-5"-epi-olguina (43) (Collet ef al., 1998)
previamente aislada de Hyptis oblongifolia (Delgado et al., 1985; Pereda-Miranda ef al,
1990).

El fraccionamiento biodirigido del extracto cloroféormico de las partes aéreas de
Hyptis pectinata permitié el aislamiento de las pectinélidas A-C (50-52), compuestos con
actividad citotdxica y antimicrobiana. La esteroquimica absoluta se establecié con base en

evidencias espectroscépicas, quirdpticas y quimicas (Pereda-Miranda et a/., 1993),

0
OAc O
\H\/ |
OAc O
49 50 R[ = Rz =Q0Ac

51 R;=0Ac; R, =OH
52 R;= OH; Ry = OAc

Es posible que exista una relaciéon quimiotaxonémica en la seccion Mesosphaeria
del género Hypfis, ya que cuatro de las cinco especies donde se han aislado 6-alquenil-5,6-
dihidro-ci-pironas (Cuadro 3) pertenecen a esta seccion, lo cual podria confirmarse con el

estudio fitoquimico de otras especies pertenecientes a esta seccion.
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Cuadro 3. Distribucién de las Cs-alquenil-5,6-dihidro-ci-pironas en el género Hypfis.

Especie - Seccion Subseccion Lugar de colecta
Hyptis capitata Muellerohyptis Genuinae Ecuador

Hyptis oblongifolia | Mesosphaeria Pectinaria México

Hyptis pectinata - | Mesosphaeria Pectinaria Indonesia y México
Hyptis spicigera Mesosphaeria Spicaria Africa

Hyptis urticoides Mesosphaeria Pectinqria México

2.4.3. Flavonoides.

Varias flavonas se han aislado de especies del género Hyptis. De Hyplis albida se
obtuvieron seis flavonas, la cirsimaritina (53), la ermanina (54), la nevadensina A (55), la
gardenina B (56), la apigenina-7,4’-dimetiléter (§7) y el kamferol-3,7,4’-trimetiléter (58) y
una flavanona, la isosakuranetina (59), caracterizadas por la metoxilacion en las posiciones
Cs, Cs y Cs. El compuesto 53 presentd un amplio espectro de actividad antimicrobiana
(Pereda-Miranda, 1990; Rojas ef al, 1992), La cirsimaritina también se ha aislado de
Hyptis capitata (Almtorp ef al,, 1991), Durante la busqueda de constituyentes citotdxicos
en algunas especies medicinales de Hyptis, se han aislado flavonas con una ligera actividad
citotoxica; de Hyptis verticillata se aislo la sideritoflavona (60) con una CEsy de 1.6 pug/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 ef

al., 1995). De Hyptis tomentosa, se aislaron dos flavonas citotoxicas, la gardenina B (56) y
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la S5-hidroxi-4’,3,6,7,8-pentametoxiflavona (61) con una CEsy de 6.0 y 1.8 pg/mL,

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

OMe

53 R;=R4=Rs=Rs=H; Ry =0Me; R; =Me 59
54 R;=0Mgeg; R;=R;=R4=Rs=H; Rs =Me

55 Ri=Rs=Rs=H, Rz =Rs=OMe; Rs = Me

56 Ri=Rs=H;R;=R;=0Me, R3=Rs=Me

57 R;=R2=R4=R{,=H;R3=R5=Me

58 R;=0Me;, R; =Rs=Rs=H; R; =Rs=Me

60 R;=Rs=Rs=H; R;=0Me; R3 =Me; R¢ = OH

61 R;=R.=R;=0Me;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 la (+)-naringenina-7,4’-dimetiléter (63)

y una chalcona, la 4,2°,6’-trihidroxi-4’-metoxichalcona (64) (Messana et al., 1990),

OR
0 O MeO OH

OH

MeO .

OH O OH O
62 R=H 64
63 R=Me
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2.4.4. Lignanos,

l.os lignanos se han aislado en algunas especies medicinales de Hypiis vy,
posiblemente, este grupo de compuestos contribuye en gran medida al uso en la medicina |
tradicional de éstas, debido al gran espectro de actividades biologicas que poseen; entre las
que destacaﬁ las propiedades antimitéticas, antivirales, moduladores de diversas actividades
enzimaticas v su toxicidad sobre hongos, insectos y vertebrados, entre otras (Charlton,
1998; MacRae y Towers, 1984).

A través del fraccionamiento biodirigido de los extractos citotoxicos de Hyptis
verficillata, se han aislado siete lignanos con esqueleto de ariltetralina, la 4’-
desmetildesoxipodofilotoxina (65), la S-peltatina (66) (Germén,l971.), la podofilotoxina
(67) (Heinrich et o, 1994), la ﬁ«apopicropodoﬁlinal (68), la isodesoxipodofilotoxina (69),
la desoxipicropodofilotoxina (70) (Novelo ef al., 1993), y la hiptinina (71) (Kuhnt ez a/,
1994); cuatro lignanos con nicleo arilnaftaleno, el éter metilico de la deshidro-f-peltatina
(72), la desoxideshidropodofilotoxina (73), la 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 al., 1994). De las partes aéreas de Hyptis tomentfosa se aislé la
desoxipodofilotoxina (79) (Kingston et al, 1979), La hierba San Martin, como se conoce
en la medicina tradicional oaxaquefia a Hyptis verticillata, representa una fuente alternativa
a las especies de Podophyllum (Berberidaceae) como materia prima para la obtencton de
lignanos andlogos 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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De Hyptis capitata se aislé el 2,3-di-(3’,4’-metilendioxibenci)-2-buten-4-6lida (80),
un lignano con actividad fungicida con esqueleto de dibencilbutirolactona (Gunvor ef al,
1991).

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

(-)-cubebina (82), y la (—)-hinokinina (83) (Messana et al., 1990).
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2.5. Propiedades espectroscépicas y espectrométricas.

2.5.1. 5,6-dihidre-o-pironas.
2.5.1.1. Espectroscopia de infrarrojo y ultravioleta.

Los espectros en el IR de las Cs sustituidas 5,6-dihidro-ot-pironas presentan una
fuerte banda de absorcion en 1710-1740 cm™ debido al grupo carbonilo a, B-insaturado. El
doble enlace de la lactona absorbe a 1590-1640 cm™ y aunque su intensidad es méas débil
que la del grupo carbonilo, se intensifica por la oxigenacion de la posicion C4 6 Cs (Davies-
Coleman y Rivett, 1989). Los sustituyentes en Cs en especial los 6-alquenilos,
generalmente se encuentran sustituidos por hidroxilos o acetatos dando origen a bandas de
absorcion a 3200-3600 cm™, 1710-1730 em™ y 1240-1250 cm’! (Davies-Coleman ef al,
1987).

La longitud de onda (A} de méxima absorcion en el espectro de UV de una Cs-alquil
y Ce-alquenil-5,6-dihidro-o-pirona monosustituida aparece normalmente entre 200-215 nm

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

2.5.1.2. Espectroscopfas de RMN "H y RMN .

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se ha empleado en la
elucidacion estructural de mas de las dos terceras partes de este tipo de compuestos. Las
seffales caracteristicas presentan un patrén de espin de primer orden, con desplazamientos
quimicos (8) y constantes de acoplamiento (/) definidas. Estas constantes se determinan a
través del analisis de los espectros de RMN unidimensionales (proténica, 'H y carbono-13,

¥C) vy bidimensionales ("H-"H y "H-'*C), permitiendo obtener la informacién necesaria
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para la caracterizacién de este tipo de compuestos (Davies-Coleman y Rivett, 1989;
Hernandez de Jesas, 1991; Villavicencio Gonzalez, 1993).

En el espectro de RMN 'H las sefiales correspondientes a!l anillo de la 5,6-dihidro-
a-pirona (84) se caracterizan como sigue: el proton en C; (8 5.9-6.1) se acopla con el
proton de C4 (J/ = 9.7-10.0 Hz), indicando ur; grupo olefinico cis adyacente a un grupo
carbonilo (fig. 3), también se acopla a larga distancia con los dos protones en Cs (J3.56c =
1Hz, J3 5ax = 2-3 Hz). La desproteccion de Hy (8 6.78-7.05) respecto a Hj es tipica para un
carbono P enlazado a un croméforo de carbonilo a,B-insaturado. La multiplicidad de la
sefial para H, aparece como un doble de dobles por su acoplamiento con Hs y con Hisay
(Jasax = 24 Hz) y Hsee (Ju 500 = 4-6 Hz) (fig. 3). Estos valores de J se han utilizado para
determinar la estereoquimica relativa de los sustituyentes en Cs; ademads, este conjunto de
sefiales es sumamente caracteristico en los espectros de RMN 'H de las '5,6-dihidro-o-
pironas sustituidas en Cs 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 niicleo de la 5,6-dihidro-a-pirona presente en la hiptdlida (40).

Los dos protones alilicos en Cs son no equivalentes y presentan un acoplamiento
geminal tipico (Jse, sax = 15-19 Hz) y un acoplamiento con Hs y Hg (Jsecs = 9-12 Hz; Jseo 6 =
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 acetilacion de Cs provoca un desplazamiento a
campo bajo del protén Hs geminal a esta sustitucion (3 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 niicleo Cs.
En el caso de la hiptolida (40), los protones metilénicos en Cs presentan un acoplamiento
con ¢l protén geminal a la funcién etérea de la lactona (Hg), cuyo desplazamiento quimico
se observa en & 5.29, El valor observado de 9.9 Hz sugiere una interaccion frans-diaxial
para los protones Hsp y Hg, de esta manera, se establece la configuracion relativa pseudo-

ecuatorial para la cadena lateral (fig. 4).
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Figura 4. Multiplicidad observada para el nicleo Hs de la S,6-dihidro-ai-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 § 6.90 (Hs) aparece como un doble de doble
de dobles (ddd), por acoplamiento olefinico cis con el proton en § 6.04 (Hs, J34 = 9.9 Hz) y,
un acoplamiento vecinal con el multiplete centrado en § 2.43, que corresponde al metileno
alilico del nicleo de la 5,6-dihidro-ai-pirona (Hs, Je-sp = 5.4 v Ju s = 3.0 Hz). Este sistema
ABXY para los nucleos Hs, Hy y Hs ha permitido establecer una correlacion estructural con
la 5-desacetiloxi~5'-gpiolguina (43) y sus congéneres (44-46I) (Pereda-Miranda er al.,

1990).
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Un segundo ejemplo de las multiplicidades observadas en la RMN 'H del anilio de

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

acetoxilo en la posicién Cs vy, por lo tanto, se observa la presencia de un sistema ABX

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

5.19) (fig. 5) (Hernandez de Jesus, 1991). Las mmuitiplicidades de cada una de las

resonancias para los protones del nicleo de la 5,6-dihidro-o-pirona de la pectinélida A son

analogas a las observadas para la olguina (41), asi como para las pectindlidas By C (51 y

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

pectindlida A (50) (Villavicencio Gonzélez, 1993).

H,
Js4
Ja3
Jss
Jas

Figura §. Patrén de multiplicidad ABX cbservado para la 5,6-dihidro-c-pirona de la
pectinolida 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 dé
Overhauser (nOe) (Davies-Coleman y Rivett, 1989; 1996). Las sefiales base de oxigeno
aparecen entre & 3.3-3.8 (proton geminal a grupo hidroxilo y anillo de oxirano) y 3 4.9-5.9
(proton geminal a grupo acetoxilo), ademas de las sefiales correspondientes al protén del
hidroxilo (3 2.3-2.8) y al metilo- del grupo acetoxilo (§ 1.9-2.1). También, se observa un
doblete o un triplete entre § 0.9-1.4 que corresponde a un metilo terminal. Los protones
vinilicos en la cadena lateral aparecen entre § 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.

43 5 o 21
LR e i e e T Bt e e e e e s A e e o o e e s o o]
7 6 5 4 3 2 3 ppm

Figura 6. Espectro de RMN 'H de la S-desacetiloxi-s’-epi-oiguina (43).
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La simplificaciéon de las seflales después de irradiar un protén determinado ha
permitido corroborar la asignacion de las sefiales. La figura 7 ilustra el empleo de las
irradiaciones selectivas en la asignacién de la RMN 'H de la boronélida (26). Esta
metodologia ha sido desplazada en la actualidad por el empleo de las técnicas de
comrelacion bidimensionales (‘H-'H COSY).

En el espectro de RMN °C, Ia informacién de mayor importancia que se obtiene es
la siguiente: el desplazamiento quimico del 4tomo del carbonilo C, aparece usualmente
centrado en & 160-169, el C; entre § 120-122 y la sefial de C4 en 8 144-148, El atomo de Cs
aparece a 8 25-30 y la oxigenacién de este niicleo causa un desplazamiento paramagnético
de casi 40 ppm y provoca un efecto menor sobre el desplazamiento quimico de Cs. Sin
embargo, Cs que normalmente aparece en 8 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 (8 12.9-16.6). Los metinos enlazados a oxigeno aparecen centrados

en 8 66-81, los protones olefinicos en 8 121.1-1263 y 8 132,9-144.9. Las sefiales

correspondientes a los anillos de oxirano aparecen centrados en 8 56.5 y 58.9 ppm.

Las correlaciones bidimensionales observadas en la RMN (‘H-'"H COSY) para cada
uno de los nicleos 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. Simplificacion 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:, H,- (8
5.35); C, Hsux (6 2.28); D, Hsco (5 2.49).
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Figura 8. Espectro bidimensional 'H-"H COSY de la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina
(43). '

1

5

L

Fz ]
(ppa}
SI':

5

735
80

e e— . ' — ' . . ,
5.4 5.t 5.0 &8 4.6 4.4 d.z a8 3.8 88 .4 3.2
F1 (pae)

Figura 9. Espectro bidimensional 'H-"C HETCOR de la 5-desacetiloxi-5’-epi-olguina

(43).



La figura 10 ilustra el empleo de la RMN bidimensional 'H-"H COSY que permiti6
distinguir entre las dos posibilidades diastereoisoméricas para las pectinglidas By C (51 y
52) a través de las interacciones entre los protones Hs y Hg del nucleo de a-pirona y entre
losl protones Hy v Hi- de la cadena lateral, La localizacion del grupo hidroxilo en la
posicién Cs- de la cadena lateral en la pectindlida B (51) se establecié por los cuadros de

conectividad que establece el proton Hz: con el metileno de la cadena lateral Hy (8§ 1.60) y

con la sefial vinilica Hy (8 5.76) (Villavicencio Gonzilez, 1993).
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Figura 10. Espectros de RMN 'H bidimensionales COSY de las pectinélidas B (51) 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 "H-">C
(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).
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Figura 11. Espectro de correlacion bidimensional heteronuclear 'H->C HETCOR de la
pectinolida C (52).

Las correlaciones evidentes en los espectros de HMBC entre los hidrogenos de los
carbonos de la cadena lateral y Ios atomos 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,, Cz, Ca' y Cs) de la sindendlida (30) se realizd por la correlacidn observada
a larga distancia (*J) entre el proton Cs y el atomo de carbono del carbonilo del acetato
(Davies-Coleman y Rivett, 1994). El anélisis de los experimentos de desacoplamiento de

RMN 'H demostraron que las constantes de acoplamiento () para los hidrégenos de Cg,
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Cr, Cz y Cs del peracetato de la sindendlida (30, Je 0= 53 Hz, Jy,»» =53 Hz, Jp3 = 4.7
Hz) son similares a los de la borondlida (26, Js1-= 5.7 Hz, Ji-,2» = 5.2 Hz, Jy 3 = 5.5 Hz)
proponiéndose la configuracién absoluta de 6R, I’R, 2’R, 3°S para el derivado peracetilado
de la sindendlida (30). La configuracién absoluta de Cs: en el acetdnido se realizd mediante
el andlisis detallado de los experimentos de exaltacién nOe, ademas de confirmarse la
configuracion de los otros centros quirales. En la figura 12 se ilusfran las exaltaciolnes nOe

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

Figura 12. Exaltaciones nOe observadas en el acetonido de la sindenolida (30)..

2.5.1.3. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas se. utiliza principalmente como una técnica
suplementaria para la determinacion de la estructura quimica de las 5,6-dihidro-ot-pironas,
El anillo de la lactona o, insaturada sufre una serie de fragmentaciones que da origen a
iones de valor diagndstico sustancial, En general, en las 5,6-dihidro-oi-pironas se observa el
ibn molecular en sus espectros de masas, con excepcién de algunos compuestos
polihidroxilados, los cuales sufren descomposicion térmica, pero este problema se puede

resolver con la preparacién de derivados trimetilsililados, El rompimiento o de la cadena
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lateral en Cs (pérdida de la 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 diagnésticos 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, ~CH,=C=0) (Davies-
Coleman y Rivett, 1989, Pereda-Miranda ef al, 1990). Por ejemplo, los picos
caracteristicos en el espectro de masas de la umuravumboélida (24) se presentan en la figura

13 (Vanet al, 1979).

97 + H+ (28 %)
97 (65 %)
O
123 (6 %)
? ST %) -CHICO  mp=210(12%) —H0, maz=192(92%)
CqHy
88 (91 %) o) l - Catlo l C4Ho
155 (54 %) (‘ Ac
(]
43 (100 %) m/z = 153 (65%) m/z = 135 (84%)

Figura 13. Patron de fragmentacion de la umuravumboélida (24) inducido mediante impacto
electrénico (70 eV).

En el espectro de masas de la pectindlida A (50) obtenido por impacto electronico a
20 eV se corrobord la presencia de dos grupos acetoxilo en la molécula mediante [as
pérdidas sucesivas de acido acético o la eliminacién de dos moléculas de cetena. El idn de

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

1693; Villavicencio Gonzilez, 1993).
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electronico (20 eV).



2.5.2. Diterpencides 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 absorcién asociadas con la presencia del grupo hidroxilo (3520 y
3368 cm™) o de 4cido carboxilico (2500-3300 cm™), de grupo carbonilo de 4cido (1700-
1710 ¢cm™) o grupo de éster (1710-1730 cm™ y 1240-1250 cm™). También son frecuentes
las absorciones para grupos carbonilo de cetonas ., B insaturadas (1730, 1660 y 850 cm™)

y aldehido (1720-1740 y 2695-2830 cm™) (Van ef 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 Hjg, Hig y Hyo (5 0.8-1.2) v singuletes ligeramente anchos para
metilos olefinicos (3 1.6-1.9), asi como sefiales para protones olefinicos (§ 5.3-5.1 y 4.8-
5.0) y protones de metino geminales a hidroxilo (8 3.2-3.8) o acetoxilo (5 4.9-5.0)
(O’Mathtina y Doskotch, 1995; Toki ef al., 1999).

Barrero y Altarejos (1993) realizaron la compilacidon de las constantes
espectroscopicas de RMN °C de 91 compuestos de tipo labdano, clasificados en 10 series,
para la asignacion espectroscOpica 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 Cys, Cys,
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Ciyp y Coo. En la figura 15 se presenta el promedio de los valores observados para los
desplazamientos quimicos ($) del micleo de decalina de los anillos A y B de los esqueletos

*de labdano sustituidos con un 4cido carboxilico en Ca.

Figura 15. Promedio de los valores de desplazamiento quimico (8) para el nucleo
labdénico.

La conectividad en el sistema decalina y la asignacién total de las sefiales generadas
en los espectros de RMN 'H y C se ha loérado 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 nicleo 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 &
3.71 (I) se acopla con los metilenos de Cs 8097y 1.8)y de C; (8 1.42 y 1.83). También,
el proton en § 1L42 (Hie) se acopla en W con la sefial en § 0.93 (Me-20); (2) el metilo 18

también se acopla en W con Hs (8 3.87); (3) el protdn carbonilico He (5 3.89) se acopla
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con Hs (5 1.93) y con el metileno C;7 (§ 2.39 y 2.53) y, la sefial en 2,53 ppm (H7,,) se acopla
alilicamente a los dos protones olefinicos (6 4.91 y 5.20) que corresponden a Cy7. 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 (5 1.28) se acopla con C; (6 48.58), C4 (5 41.36), Cs (8 51.0) y Cy5 (5 67.80); (2)
El metilo 20 se acopla con Cs, Co (8 86.64) y Cyo (8 45.68); (3) Hy se acopla con Cs, Cg (8
145.21) y Cy7 (5 114.72); (4) H; se acopla con Cio ¥ Cz0 (5 19.34); (5) Hy7 (5 5.21) se
acopla con C7 (8 44.27) y Cy (O’Mathtna y Doskotch, 1995). La posicién de los grupos
hidroximetileno y del acetoximetileno en C)o se confirmé mediante las interacciones a larga

distancia '"H-C (/) (Tsichritzis y Jakupovic, 1990).

La naturaleza de la cadena lateral (Cy1-C¢) 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 Hye y un par de dobles de dobles para Hy4. Al existir una insaturacion entre Cys-
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Ci4 se observa el metilo sobre doble ligadura (8 ca 2.1) y un protén olefinico (8 ca 5.6)
(Tsichritzis y Jakupovic, 1990). Por ejemplo, si existe una insaturacién en Ci13-Cis y un
hidroximetileno en Cys, en RMN 'H se observa un sistema ABX constituido por el protén
olefini¢o 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 orientacion
del metilo sobre doble ligadura (cis o #rans) con respecto al protén olefinico se ha
determinado por estudios nOe: la irradiacién de Hyq (5:5.34) aumenta la sefial del metilo
Hig (8 1.70) y los protones olefinicos His (8 4.46 y 4.43) en 6 y 3 %, respectivamente. La
irradiacion del metilo provoca sélo el incremento de la sefial del protén olefinico en 8%,
por lo tanto, el metilo y el protén olefinico mantienen una relacion cis (Pcolisnski ef al,
1995). Se ha observado que la sefial del metilo olefinico Hy¢ en los compuestos con
configuracion Z (cis) aparece a campo mas alto (8 1.71) y la sefial para Cis aparece a campo
mas bajo (8 23.3) que los anélogos con configuracién 13E (trans) (Su et al., 1994),

La estereoquimica relativa de los centros quirales se ha asignado por interacciones
nOe y mediante el anilisis de los patrones de acoplamiento interproténicos (Pcolisnski ef
al., 1995; Tasdemir, et al,, 1996). Por ejemplo, en la 6,19-diacetilamendlida A (86) el
protén Hy presenta dos constantes de acoplamiento grandes (/= 11.4 Hz) y dos pequefias (J
= 3.8 Hz), indicando una orientacién axial, El protén Hg presenté esta misma orientacion {J
=11.9, 8.8 y 6.4 Hz), evidenciada a través de las interacciones frans-diaxiales con Hyp (J=
8.8 Hz) y Hs (/ = 11.9 Hz). La configuracién relativa se confirmé mediante los nQOe,
ademas de permitir establecer la posicién de todos los sustituyentes en la cara ot o B del
sistema decalina. Esto permite establecer también la naturaleza de la fusién de los anillos

como se ilustra en la figura 16 para el diterpeno 86 (O’Mathuna y Doskotch, 1994b).
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Figura 16. Porcentaje del incremento en la relajacion 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 fragnientacic')n 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

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

El establecimiento de la configuracién relativa y absoluta de compuestos con uno o
varios centros quirales se realiza a través del empleo de diferentes métodos, que implican la
degradacién quimica, la obtencion de constantes fisicas, la obtencidn de diasteroisomeros
con reactivos quirales o el anilisis conformacional mediante mecénica molecular
complementado con la difraccién de rayos X. El uso de un método o la combinacién de
varios dependera de la informacion disponible en la 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 optica o el dicroismo
circular (DC).

La revisién bibliografica que se presenta a continuacién, Unicamente describe el
empleo de los métodos utilizados para establecér la configuracién relativa y absoluta de los

productos naturales aislados en el presente estudio.

2.6.1. Métodos degradativos.

Una de las 'primefas metodologias empleadas para determinar la configuracion
absoluta de Cg-alquenil-5,6-dihidro-gi-pironas fueron los métodos degradativos, debido a
que generan compuestos oxigenados cuya estereoquimica puede ser determinada facilmente,

La degradaciéon quimica de la boronélida (26) se reali;b a fravés de la
saponificacion, oxidacién con peryodato, ozondlisis oxidativa e hidrélisis basica y 4cida,
para obtener una mezcla de écidos, entre ellos, el 4cido mélico que proviene de los atomos
dg carbono 4, 5, 6y 1 dela bloronélida (26); de esta manera, la configuracioén absoluta‘de

Cs en el producto natural se relacioné con la configuracién absoluta en C, del acido malico,
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el cual se esterifico 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 configuracion (R) para el dcido malico derivatizado de la
boronolida (26) y, por lo tanto, la configuracion absoluta para el centro estereogénico Cs del
producto se establecié como (R). Este resultado se confirmé con el registro del DC del
producto natural, observindose un efecto Cotton positivo a 260 nm (Davies-Coleman y
Rivett, 1987).

La configuracion absoluta de la sinrotolida (29) se establecié también por
degradacidén quimica. Primero se realizd una ozonodlisis reductiva la cual proporcioné dos
productos, la saponificacion del producto principal que provenia de la cadena lateral generd
la 6-desoxialosa y la configuracion absoluta de esta hexosa se determind preparando el
derivado 2-(—)-octil-glicosido, que al ser comparado por cromatografia de gases con los
glicosidos 2-(—)-octil y 2-(%)-octil de la 6-desoxi-D-alosa, permitié establecer una
configuracién (L) para el derivado 6-desoxialosa de la sinrotélida (22) (Davies-Coleman ef

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) y1a C
(52) proporcionaron el mismo producto de degradacion, el dcido 2-acetiloxihexancico y, al
saponificarse genero el &cido (+)-25-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 (As = +1.58),
permitiendo confirmar la configuracion absoluta (S) para el centro estereogénico Cs

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

Una adecuada asignacidon de la configuracién absoluta se logra en numerosas
ocasiones mediante el andlisis de las propiedades quirépticas de-las sustancias quirales.
Estas propiedades surgen de la interaccion no destructiva de los compuestog en estudio con
la radiacién anisotropica (luz circular polarizada) y permiten diferenciar entre los dos
enantidmeros de un compuesto quiral. Los métodos quirdpticos incluyen la rotacién 6ptica,
la dispersidn Optica 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 electronica y bajo estas condiciones se observa un efecto Cotton,
generado por la banda n—n*. En las curvas de DC y DOR, el efecto Cotton podré se
positivo o negativo (fig. 17) dependiendo de la orientacion de los sustituyentes cercanos al

grupo cromoforo (Juaristi, 1991).

| Ag Aty dAe
(2) / \ X \ *
H [Aem“
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]

Figura 17. Curvas de DC (a y b) y de DOR (c y d) con efecto Cotton positivo (a y ¢) y
negativo (b y d).
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Para encontrar la relacion 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 «,f-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 croméforo 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 o,B-insaturada, asumiendo que el
grupo éster permanece coplanar y que la orientacidon de los sustituyentes en Cs 6 Cs se
conoce (Beecham, 1972). Generalmente, la configuracién relativa para el centro Cg se
establece a partir de los valores para las constantes de acoplamiento en la RMN 'H (ver

seccion 2.5.1.2) o mediante difraccion de rayos X.

87 88

Snatzke aplico esta relacién a un compuesto con una estereoquimica absoluta

conocida, el acido (+)-parasorbico (89). Se estableci6 por estudios de RMN que el grupo
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metilo presentaba una orientacién pseudo-ecuatorial y, al registrar un efecto Cotton
positivo, Agmsx = +2.25 a 262 nm se asigné la conformacion 88 con una configuracidén
absoluta (S) para esta 5,6-dihidro-c-pirona (Snatzke, 1968).

En la aspirona (90), los resultados de RMN indicaron que los sustituyentes en Cy y
Cs se encuentran en una orientacion cis diecuatorial y el signo del efecto Cotton n—n'

(A&max = —4.8263 nm) permiti6 determinar la configuracién absoluta (R) (Beecham, 1972).

39 90

Esta regla se ha venido aplicando de manera rutinaria para determinar la
configuracion absoluta del centro quiral Cq en diferentes tipos de compuestos que contienen
en su estructura una 5,6-dihidro-o-pirona. La estereoquimica establecida mediante el
empleo de la regla de Snatéke se ha confirmado con estudios cristalogrificos de rayos X,

degradacion quimica y sintesis (Davies-Coleman y Rivett, 1989).
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La figura 18 ilustra la proyeccidn generada mediante cristalografia de rayos X de la
5-desacetiloxi-5’-¢pi-olguina, en esta proyeccion se observa que el protén Hs se encuentra
en una conformacién o axial, el anillo de la 5,6-dihidro-a-pirona en pseudo-silla, la cadena
lateral pseudo-ecuatorial, Hs-Hy-, Hy-Hs» y Ha-Hs estan en relacion quasi-anti-periplanar y
Hs-Hg- sin-clinal. Al registrar el DC de esta 5,6-dihidro-o-pirona se observd un efecto
Cotton positivo, Esta investigacion confirma la propuesta de Snatzke para la conformacién
de minima energia del nicleo de 5,6-dihidro-o-pirona necesaria para la deduccion correcta
de la configuracion absoluta para el centro Cs (Snatzke, 1968), Ademas, la conformacién en
el estado solido no difiere de la que adopta esta molécula en solucion de acuerdo con los
datos para las constantes de acoplamiento observados (Jizx) en la RMN "H (Delgado ef al,

1985; Pereda-Miranda ef a/., 1990).

Figura 18. Proyeccién generada mediante difraccion 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-oi-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 Cg (Davies-Coleman y Rivett,
1989). Asi, se puede concluir que todas las 5,6-dihidro-a-pironas de las labiadas presentan

la misma configuracion absoluta para el carbono asimétrico Cs del nilcleo de y-lactona.

Cuadro 4. Datos de DC para las C¢-alquenil-5,6-dihidro-ci-pironas aisladas de las labiadas.

Compuesto : DC n—> n* | Estereoquimica para
Ae A nm Cs
Anamarina (42) + 260 )]
Boronélida (26) +2.48 256 )
Desacetilumuravumbdlida (25) +0.9 255 (014]
S-desacetiloxi-5’-epi-olguina (43)| +2.8 256 004)
Hiptolida (40) +23 257 (R
Olguina (41) + 270 (R)
Pectinélida A (50) +2.4 265 )
Sindendlida (30) +2.35 257 R
Sinrotolida (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 segin la regla de Crag-Ingold-Prelog.

Un segundo ejemplo que describe la aplicacion de la regla de Snatzke es la
determinacion de la estereoquimica del centro estereogénico Cs en las pectindlidas A-C
(50-52). En primer lugar, se consideré una orientacién psemdo-ecuatorial de la cadena
lateral en Cs 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 positivo observado (fig. 19) establecié la configuracién absoluta
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(.5) para el centro quiral Cs en estas 5,6-dihidro-a-pironas citotéxicas (Pereda-Miranda e/

al., 1993; 1995).

ocio?

T 50 51 52

50 R.l = Rz = 0Ac
' 5t R;=0Ac; R, =0OH

i

52 R;=O0H; R; = 0Ac

"e []
' A[nm)]

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 configuracion absoluta con los desplazamientos quimicos en
RMN para los derivados diasteroisoméricos del wo-metoxi-a-trifluorometilfenilacetato
(MTPA) de alcoholes y aminas fue desarrollada por Dale y Mosher (Dale e? al., 1969).
Inicialmente, el método se utiliz6 para determinar la composicién enantiomérica de
alcoholes y aminas, a través de la formacion de los ésteres diasteroisémericos (R, R) y (R,
S) a partir del carbinol con el R-(+)-MTPA-CI enantioméricamente puro. Se obtienen el
espectro de RMN de flior y/o protonica y, con el registro de las 4reas bajo las curvas de las
sefiales de los dos diasteroisémeros, se calcula la composicion enantiomérica (Dale ef al.,

1969).
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Posteriormente, el método se aplicé para correlacionar la configuracion absoluta de
estos diasteroisémeros con las diferencias en los desplazamientos quimicos en RMN de '°F
v 'H. En este caso, se obtienen los ésteres R-MTPA y 8-MTPA a partir del carbinol quiral
puro y los cloruros de Mosher correspondientes (Ohtani et al., 1991; Sullivan et al., 1973).

Mosher y colaboradores observaron que al registrar la RMN proténica de los
diasteroisomeros preparados a partir de 40 compuestos, los sustituyentes (L, y L)
presentaban un patrén 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 L, ocurria lo contrario. De esta manera, propusieron el modelo para
la conformacion de minima energia en solucion ilustrado en la figura 20. El grupo o-
triflucrometilo se eclipsa con el carbonilo, causando que el grupo Ls del carbinol quede con
una orientacién sin-periplanar con el fenilo del éster (), 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 (8) (Dale y Mosher, 1973; Sullivan ef al., 1973).

Campo més alto en relacién con

Campo mds bajo en relacitn con

Figura 20. Modelo de correlacién configuracional para los ésteres R-MTPA (a) y S-MTPA
(b) segin Dale y Mosher (1973).
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Othani y colaboradores (1991) utilizaron el método de Mosher aplicando la
espectroscopia de alta resolucion FT-NMR. De esta manera, se logré 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 protén 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 Ha 5¢.-RMN
del éster R-MTPA aparecen a campo més alto que las correspondientes al éster S-MTPA.
Lo contrario ocurre con las sefiales para Hxy z... Por lo tanto, al obtener la diferencia de los
desplazamientos quimicos (A8 = 8s — 3g), los protones a la derecha del plano MTPA deben
presentar valores positivos (A > 0} y los correspondientes a los protones del lado izquierdo
al plano deben ser negativos (A8 < 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 dltimo, se establece la configuracion absoluta del compuesto aplicando la regla de

Cahn-Ingold-Prelog.

He Hg

{QMe}) {Ph) ~reerere- {R)-MTPA
0 “ 0 OMa ---enree- (5)-MTPA " OMTPA

w?\ R ARy

Plano MTPA ? H

(a) (b)

Figura 21. Conformacién de maxima estabilidad y plano del MTPA (a). Modelo para
determinar la configuracion absoluta en alcoholes secundarios (b),
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Esta metodologia se valido con la sintesis de los ésteres de Mosher del (—)-mentol,
(-)-borneol, colesterol y ergosterol, cuya estereoquimica absoluta se conocia (Kusumi er
al., 1992; Morita ef al., 1993; Othani ef /., 1991).

El establecimiento de la configuracién absoluta por el método de Mosher se ha
aplicado a un gran nimero de compuestos entre los que se incluyen terpenoides, ésteres de
4cidos grasos hidroxilados (Ono ef al, 1993), carotenoides (Tsushima er al., 1996),
alcaloides de la quinolina (McCormick et af., 1996), polihidroxiesteroides (De Riccardis ef
al., 1996), alcoholes poliacetilénicos (Dai ef al., 1996), y-hidroxibutenolidas (De Rosa ef
al., 1998) y en numerosas acetogeninas (Chavez y Mata 1998; Chavez ef al., 1998; Hui ef
al., 1989; Rieser et al., 1992; Rieser ef al., 1993; Woo ef al., 1995; Zhao ef al., 1996).‘
Recientemente, se describié la determinacién de la configuracion absoluta de un diterpeno
de tipo labdano aislado del insecto Ceroplates pseudocoriferus mediante la aplicacion de
esta metodologia (fig. 22a) (Toki et al., 1999).

El método también se ha aplicado en la determinacién de la configuracién absoluta
de los centros quirales en la cadena lateral de Cg-alquenil-5,6-dihidro-a-pironas. En la
sinparvolida A (31) se establecid la estereoquimica absoluta del alcohol secundario en Cy-

como (§) al aplicar el modelo del plano MTPA (fig. 22b) (Davies-Coleman y Rivett, 1996).

+0.002

R QueA

012 A E 4 0082 QAc £ +0.088 0

+0.08 j N g £

¢ -0.052 A
+0 01
e -0.002 .0.108

MTRPA—O 4 (X C O +0.094

= .0.001 OAc Sos0 i

-0.08 -0,01 ’ 0 087

Figura 22, Diferencias en los desplazamientos quimicos de los ésteres de Mosher (A8 = 8

~ 8g) 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. Mecdanica 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 vy,
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, llamadas 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 (/) con la
estereoquimica en moléculas flexibles (e.g. derivados aciclicos de aziicares) se requiere la
evaluacion 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 conformeros. Masamune y
colaboradores (1986) buscaron reproducir las constantes de acoplamiento vecinales
(valores de >J) con la ayuda de mecénica molecular y la ecuacién 1, utilizando tetra y

hexaalditoles.

m

Jeate = Z ni, (1)

i=]
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Donde, las ./ calculadas {Juis) entre un par de protones a través de un enlace C-C es
el promedio de todos los conformeros que contribuyen, m es el mimero total de
conférmeros a ser considerados, #; es la fraccion molar del iésimo conférmero basado en la
energia estérica relativa de este confoérmero, » + ny+ ... ny = 1, y J; es la constante de
acoplamiento vecinal (Jun) del /ésimo conformero calculada por una ecuacién tipo Karplus
generalizada cuyos valores se parametrizaron al tomar en consideracién la geometria
obtenida por mecanica molecular y las consltantes de acoplamiento experimentales

(ecuacion 2) (Haasnoot ef al., 1980),

=P coszcb' + P; cosd + Py + ZAyi{Ps + Ps cos’ (g + Ps |Axg | )} (2)
Donde: Ay;= Ay;*+ P7 Ay

y A x{étomo o8Py _ x(atomo % 6p) xhidrégeno

Esta ecuacion considera que >Jur depende de tres factores: ¢, el 4ngulo dihedro; la
electronegatividad (Ayi) de cada sustituyente enlazado al fragmentb HC-C-H; v Ia
orientacién de los sustituyentes (g;) que tendrd un valor de +1 6 -1 dependiendo de su
ubicacion con respecto al protdn geminal acoplado. Los parametros P,-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 computo, como
el PCModel o el Altona entre otros, este ultimo fue desarrollado durante el analisis
conformacional de lactonas sesquiterpénicas y derivados de parvifolina y permite calcular

los graficos del 4ngulo 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 poblacion conformacional expresada en fraccién molar (n) se lleva a
cabo utilizando la relacion entre la energia libre de Gibbs (AG) y la constante de equilibrio
(K): AG=-RTInK, donde R = 1.98 x 10” kcal/mol K y 7= 298 K. Considerando que mes’
el nimero total de conformeros a ser considerados, #; es la fraccién del iésimo conférmero,
K -m=mmyKp. m=nu/n yquem+n+ . np=1, y como AS = 0, AG = AH =
AFyyx, se puede sustituir la constante de equilibrio por las fracciones molares en la
ecuacion libre de Gibbs para cada confdérmero en equilibrio y, de esta manera, se obtiene
una serie de ecuaciones de acuerdo al niimero total de conférmeros, que al ser despejadas
permite calcular la fraccion molar de cada uno de éstos. Por ejemplo, considerando tres

conformeros en equilibrio, se aplican las siguientes ecuaciones (Arno ef al, 1998):

m =1/ {exp [(E2 - E1) /RT] + exp [(E, - Es) /IRT] + 1}

ny=nyexp [(E; - E3) /RT], y

m=1-m-m

Esta metodologia se ha aplicado para determinar la proporcién de los diferentes
conformeros de diterpenos tetraciclicos en el sistema biciclo[4.2.0]octano (Arné, 1998). En
proantocianidinas de tipo A se utilizd 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

63



conformacional que sufren los furandsidos al sintetizar oligonucledsidos con un atomo 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 Cs-aril-5,6-dihidro-o-
pironas. Para el acido parasorbico (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-"*C)-acetato, asi como
(1-"C)-malonato de sodio, hay una alta incorporacién isotdpica en Cy, 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
rearreglo 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 C; se forma por dos unidades de acetato

enlazadas cabeza-cabeza.

¢ 0
o=< 0 0
* Ho’u\o"\r‘ o/u\’/*LX/’
HaC—COOH —— o=<2 —_— L o —» /k /”
o 0_\9_(1 ¢ * C T
OH
¢ * Q

o

o

Figura 23. La incorporacion de "*C-acetato en la biosintesis de la aspirona (90).
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Por dltimo, 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 isotdpica con R,8-[2°,3°-1%C,] y S-[1’-'*C]-fenilalanina (fig. 24), la extensién
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-o-pironas de las labiadas, pero podria realizarse a partir de

carbohidratos.

B D glucesil O

COOH COOH T COOH
. — — O
T T Ho
Malonil CoA
o) 0 o
) ! HO HO
! o} T 0
-— & 2H
HO T W -H20 Ho
o} 0
T - T ©
GlcO Glco

Figura 24. Biosintesis de psitolina (91) a partir de fenilalanina.
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2.7.2. Diterpenocides del grupo labdano.

Los terpenoides son compuestos cuyo esqueleto estd formado por unidades de
isopreno. El isopentenil difosfato (IPP) se forma a partir del 4cido mevalénico, que a su vez
proviene de la condensacioén de tres moléculas de la acetil Co A (Cane, 1999), El IPP se
isomeriza a 3,3-dimetilalildifostafo (DMAPP) 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 terpencides
correspondientes (Cané, 1999; Mannito, 1981).

La ciclizacion del GGPP para la formacion de diterpenos biciclicos, especificamente
del grupo labdano, se lleva a cabo a través de la adicion de un proton al doble enlace
terminal (fig. 25) ocurriendo una unién frans 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 conformacion del substrato proquiral (92 6 93) da
origen a dos esqueletos de labdano enantioméricos, 10-Meca-labdano (94) y 10-Mep-
labdano (95). Estas estructuras tienen la misma configuracion relativa en los centros
asimétricos Cs, Co y Cio y, como consecuencia, la determinaciéon 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
dpticamente 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 conformacidn 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).

OpPP OFP
IPP

. GGPP __,

)
l

Labdadienildifosfato

94: 10 Mea-labdano 95: 10 Me[3-labdano

Figura 23, Formacién 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 bioldgico 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
biolégico de interés agroquimico. Al considerar criterios de tipo quimiotaxondémico, la
presente investigacion utiliz como una hipétesis de trabajo la suposicién de que las 5,6-
dihidro-oi-pironas citotéxicas caracteristicas de este género y cuya biosintesis, al parecer, se
limita a las especies incluidas en la seccion Mesosphaeria del género Hypuis, representarian
los principios bioactivos de la especie en estudio, Hyptis spicigera. Estos principios
biodinamicos podrian detectarse utilizando un fraccionamiento biodirigido mediante el

monitoreo de la actividad citotéxica sobre lineas celulares derivadas de tumores humanos.
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4. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo general del presente proyecto de investigacion doctoral consistié en el
aislamiento, la purificacién y la caracterizacion 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 configuracion absoluta de estos

compuestos.

4.1.  Objetivos especificos.

Para el cumplimiento del objetivo general se propusieron los siguientes objetivos
especificos:

1. Establecer el potencial citotéxico e insecticida del extracto.organico total de Hyptis
spicigera.

2 Realizar e] fraccionamiento primario del extracto orgénico total de las partes aéreas de
Hyptis spicigera y monitorear las actividades citotOxica e insecticida de las fracciones
colectadas.

3. Purificar las fracciones bioactivas mediante métodos cromatograficos convencionales y
la cromatografia de liquidos de alta resolucion.

4. Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos, mediante
la aplicacidn de técnicas espectroscOpicas y espectrométricas contemporaneas. La

-

configuracion 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 utiliéando el
bioensayo del gusano barrenador del maiz Ostrinia nubilalis (Lepidoptera; Pyralidae).
Determinar el potencial citotéxico de los compuestos bioactivos utilizando un panél de
tres lineas celulares derivadas de tumores humanos: HCT-15 (carcinoma de colon),

SQC-1UISO (carcinoma escamoso de cervix) y KB (carcinoma nasofaringeo).



5. PARTE EXPERIMENTAL.

S.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 resolucion (CLAR).

5.1.1.1. Cromatografia en columna abierta.
Esta técnica se desarrolldé empacando una columna de vidrio con gel de silice flash
(40 pm, J.T. Baker). La fase movil fue eluida administrando una presién de 7 Ib/pulg® con

una bomba (GE Motors).

5.1.1.2. Cromatografia en capa fina.

Para los andlisis cromatograficos se siguieron las técnicas convencionales,
utilizando cromatoplacas de vidrio (5 x 10 cm, espesor 0.25 mm) cubiertas con gel de silice
60F;54 (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 cromoégeno (12 g de sulfato cérico, 22.5 mL de 4cido sulfirico y 350 g de hielo).
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5.1.1.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La instrumentacién utilizada consistid en dos cromatégrafos marca Waters
(Millipore Corporation, Waters Chromatography Division Milford, MA, EE.UU)
equipados con dos bombas (modelo 600E), dos detectores; uno de indice de refraccién
(modelo 410) y uno de arreglo de diodos (modelo 996), adaptados Aa 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 informacién crométogréﬁca 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 (porasil 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 o en un aparato
digital Biichi (modelo 530) y no se encuentran corregidos. Los espectros de IR se
obtu?ieron en un espectrometro Perkin-Elmer (modelo 1699) en pelicula con nujol y en
pastilla de KBr. Los espectros de masas (EM) registrados mediante bombardeo ré;;ido de
atomos bajo la modalidad positiva (FAB") utilizaron una matriz de glicerol en un
espectrometro Jeol SX (modelo 102-A). Los espectros generados mediante ionizacidn
quimica (CIj se registraron en un espectrémetro Hewllett-Packard {modelo 5985-B). Los
espectros por impacto electronico se registraron a 20 eV y 70 eV en un espectrometro

Hewlett-Packard (modelo 5989-A). Las rotaciones Opticas ([o]p) y los valores de
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dispersion éptica rotatoria (DOR) se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 241. El
dicroismo circular (DC) se registrd en un espectropolarimetro Jasco-600 CD a 25°C en
CHCl. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucion protonica
('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 investigacion, se utilizaron las partes
aéreas 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 Auténoma de México.

3.3. Extraccién del material vegetal.

El material vegetal se dejé secar mediante exposicion al aire libre a temperatura
ambiente, se pulverizo en un molino de cuchillas modelo Wiley 4, obteniéndose 788 g de
material vegetal seco y molido. Se procedio a la extraccién a temperatura ambiente via
maceracion con n-hexano (4 L), en tres ocasiones durante cinco dias, filtrando el disolvente
y concentrandolo después de cada operacion. 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 coloracién verdusca.
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5.4. Fraccionamiento primario del extracto organico total,

El extracto cloroférmico-metandlico se adsorbié en gel de silice flash (30 g) y se
depositd en una columna empacé.da con 450 g de 1a misma fase estacionaria para proceder a
la resolucion primaria del extracto. Se inici6 con CHCly y posteriormente se utilizd 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 analiiaron mediante CCF para
reunir los eluatos tomando en cuenta la homogeneidad cromatografica (R) de sus
constituyentes. De esta forma, se obtuvieron 10 subfracciones combinadas (I-X). Mediante
la aplicacion de un bioensayo para determinar el potencial insecticida de cada una de las
subfracciones (ver seccidén 5.9.1, Parte experimental), se establecié que esta actividad se
concentraba en la subfraccion V. El cuadro 5 resume el fraccionamiento primario del
extracto cloroférmico-metanélico, asi como los sistemas de elucion empleados para la

obtencién de las subfracciones combinadas.

Cuadro 8. Fraccionamiento primario del extracto total de Hyptis spicigera.

Eluyente Proporcion | Numero de | Fracciones | Cantidad | Clave
% Fraccion | combinadas
CHCl, 100 1-5 1-5 I
CHCl3-Me,CO 60:40 : 6-22 6-8 - I
9-16 11
1722 57 mg v
CHClL-MeyCO 40:60 23-45 23-37 bg v
38-45 59 mg V1
Me,CO 100 46-54 46-54 VII
Me;CO-MeOH 70:30 55-62 55-58 VIII
' 59-62 IX
MeOH 100 63-70 63-79 X
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5.5. Aislamiento y purificacién de la 5,6-dihidro-o-pirena citotéxica.

La subfraccion numero V (6 g) se sometid a un segundo fraccionamiento en
columna abierta de gel de silice (200 g). Se utilizo la técnica flash para la elucidon del
mismo sistema de disolventes empleado durante el fraccionamiento primario. Este
procedimiento permitié colectar un total de 120 eluatos de 50 ml cada uno. El analisis
mediante CCF permitié obtener 8 subfracciones, encontrandose que la subfraccion 78-82
(200 mg), eluida con CHCl-Me;CO 7:3 a partir de la fraccién primaria V (ver seccion
anterior), desarrollo una actividad citotoxica significativa (KB: CEsp 2.8 ug/mL). Esta
subfraccion se sometié 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-o-pirona, como el
constituyente citotoxico mayoritario. Este compuesto se denomind con el nombre trivial de

espicigerdlida (1).

Compuesto 1. DC (¢ 0.06, MeOH) Ae (nm) + 2.8 (256), 0 (239), —1.2 (230), —17.7 (204),
+24.7 (200). IR (Nujol) vmay 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), IM — CH40,]" 366 (27.1), [M ~ C;HsQ; — C;H:0]" 324 (3.6), [M —~ 2C;H40; -
C:H,0]" 264 (8.5), [M —~ 3C;H40; — C,H,0]" 204 (18.0), M — C16Hs06]" 195 (5.0), 178
(30.3), 154 (28.2), 153 (57.7), [M — CioHis0s — C:H40,]" 135 (48.0), 134 (39.0), 128
(30.8), 107 (24.5), [M — CsHy0g]" 97 (30.0), 85 (35.0), 81 (29.3), 71 (37.3), 69 (28.1),

(CsH,0]'68 (27.3), 58 (40.4), 57 (44.1), [C;H;0]" 43 (100.0).
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5.6, Aislamiento y purificacion de los constituyentes diterpénicos con

actividad insecticida.

La subfraccién 83-103 (1 g), eluida con CHCl3-Me,CO (2:3) a partir de la fraccién
primaria V, presentaba una fuerte absorcion en la regién que corresponde al alargamiento
del grupo carbonilo de éster en el infrarrojo (Vmax 1730 cm™). Esta fraccién representaba
una mezcla compleja de metabotilos de tipo terpénico, la cual se analizé mediante CLAR
para establecer su composicion. Este andlisis permitié detectar la presencia de seis
compuestos mayoritarios.

Se procedi6 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 inyeccion con un volumen de 500 puL. La concentracién de la muestra problema
correspondid a 0,1 mg/uL, Estas condiciones crdmatogréﬁcas permitieron la purificacién
de 350 mg del compuesto 2 (tr = 26.2 min), 6 mg de 6 (tx = 26,8 min), 20 mg de 7 (tr =
20.6 min), 30 mg de § (tr = 19.1 min), 15 mg de 3 (tg = 15.3 min) vy 4 mg de 4 (ir = 14.6
min), |
La subfraccion 104-109 también se analiz6 mediante CLAR, permitiendo la obtencién de
15 mg del compuesto 8 (tr = 22.0 min), utilizando como fase mévil una mezcla binaria

constituida por AcOEt-MeOH (95:5).

Compuesto 2. [a]p +58 (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) vaux 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.j [M +..H]""3 81 (1,3), M + H, - H,0]" 363 (29.9), [M + H - 2H,0]" 345
(48.7), M + H - 3H,0] 327 (58.6), [M -+ H — 2H,0 — C,1,0]" 303 (27.8), [M + H - 3H,0
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_ C,H,01" 285 (89.4), [M + H — 4H,0 — C,H,0]" 267 (100); EM-FAB" alta resolucién [M

+ HJ" 381.2641 (calculado para C;Hi70s, 381.2640),

Compuesto 3. [o]p 140 (¢ 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 + HJ" 423.

Compuesto 4. [a]p +25 (c 0.1, MeOH); IR (Nujol) vmax 3378, 1730, 1660, 1456, 1372, 1240,

1034 cm™': RMN 'H, ver cuadro 32, fig. 95; EM-FAB" alta resolucion m/z [M + HJ" 465,

Compuesto 5. [o}p +10 (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) vamex 3382, 1732, 1666, 1374, 1246
1128, 1058 cm™: RMN 'H, ver cuadro 32, fig. 96; RMN °C, ver cuadro 34; EM-IQ m/z (%
de int. rel ) [M + HJ' 379 (16.8), [M + H - H,0]" 361 (47.6), [M + H — 2H,0]" 343 (61.0),
[M + H - 2H,0 — C,H,0]" 301 (76.5), [M + H ~ 3H;0 - C,H,0]" 283 (100), [M + H -
4H,0 — C,H,0]" 265 (57.8); EM-FAB" alta resolucién m/z [M + H]" 379.2479 (calculado

para C22H3505, 379.2484).

Compuesto 6. [o)p +66 (¢ 0.1, MeOH); RMN 'H, ver cuadro 32, fig. 97; RMN BC, ver
cuadro 34;: EM-FAB" alta resolucion m/z [M + Na]" 401.2301 (calculado para C,;Hz40sNa,

401.2303).

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Compuesto 7. [o]p +23 (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) vmax 3380, 1732, 1658, 1372, 1244,
1034 cm™; RMN 'H, ver cuadro 33, fig. 98; RMN B¢, ver cuadro 34; EM-IQ m/z (%o de
int, rel.) [M + H]" 353 (1.4), [M + H~H,01" 335 (11.7), [M + H — 2H,0]" 317 (13.8), [M
+ H - C,H01" 309 (8.1), [M + H — 2H,0 —~ C,H;0]" 275 (15.7), [M + H - 3H;0 -
C,H,0]" 257 (50.2); EM-FAB" alta resolucién m/z [M + NaJ* 375.2146 (calculado para

Ca0H205Na, 375.2147),

Compuesto 8. Solido blanco: pf 140-141°C; [a]p =30 (¢ 0.1, MeOH); IR (KBr) Vmax 3336,
1698, 1648, 1452, 1372, 1034 cm™; RMN 'H, ver cuadro 33, fig. 99; RMN B¢, ver cuadro
34; EM-FAB' m/z [M +H]" 339, [M+H ~H0]" 321, [M+H -2H,0]" 303, [M+H -
3H,0]" 285, EM-FAB® alta resolucién m/z [M + Na]* 361.2354 (calculado para

C20H3404Na, 361.23 54)

5.7. Obtencién de derivados.

A continuacion se describe la obtencion de los derivados que permitieron establecer
la configuracion absoluta de los cuatro centros quirales presentes en la cadena lateral de la
espicigertlida (1). Los derivados incluyen la sintesis del sinton quiral 113 que corresponde
al producto de la ozondlisis de la espicigerolida (1), este compuesto se obtuvo utilizando L~
ramnosa como materia prima. El segundo grupo de derivados comprendi6 la preparacion de
tres epimeros de la peracetilsinrotélida (114), cuya sintesis a partir del producto natural (29)
permiti6 la generacign !dg_-;n;)ﬁ'd%{ggﬁ?ﬂa la a}Rlyi?acién del método de mecénica molecular en

la elucidacion de la-esterecquirhica relativ de los centros quirales de la cadena lateral de
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las 5,6-dihidro-ci-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 correlaciéon quimica entre este
labdano y los 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 configuracion absoluta de los nmicleos labdénicos presentes en Hyptis

spicigera.

5.7.1. Derivatizacion de la L-ramnosa para la obtencién del sintén quiral 113,
Para Ia obtencién del sintén 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 reaccion caracterizados.

5.7.1.1. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96).

Se adicionaron 500 pL de H;S04a 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 solucién 9.5 mL de la
mezcla de reactivos conteniendo Ia hidrazina. La reaccion se mezcld y se dejo en reposo a
temperatura ambiente hasta que se observé un precipitado en forma de agujas de color
amarillo claro (aproximadamente a las 3 horas), se refrigerd toda la noche y luego se filtré
con vacio. Los sélidos 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, Solido amarillo, pf 155-156°C; DOR (¢ 0.61, MeOH) {a}sss +34.0, [o]s7e
+37.5, [ot)sas +39.1, [otl4ss absorbe, [ct]s6s absorbe; RMN 'H, ver cuadro 11, fig. 44; RMN
B¢, ver cuadro 12; EM-IE (20 €V) m/z (% de int. rel.) [M]* 344 (1.2), [M ~ CsHs0s3]" 239
(8.2), 194 (11.4), [M ~ C4Hs03 — NO,J* 193 (100.0), 184 (28.1), [CeHsN;04]" 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),

[C,Hs01" 45 (62.9), [C;H30]" 43 (38.8), 30 (30.9).

5.7.1.2. Acetilacion 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 reaccién se mantuvo con agitacion 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 solucidn saturada de NaHCOs, se seco
con Na;SO4 y se concentrd a sequedad. El crudo de reaccion 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 tg = 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 (tg = 45 min).

Compuesto 97. Solido amarillo, pf 103-105°C; DOR (¢ 1.29, CHCl;) [ot]sss +28.8, [a]s7s
+29.5, [at]sas +31.1, [0]a3s absorbe, [ct]sss absorbe; RMN 'H, ver cuadro 11, fig. 45; RMN
"C, ver cuadro 12; EM-IE (20 €V) 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), [C;HaO]" 43 (100); EM-FAB" m/z (% de int. rel.) [M + 1]" 471 (16.2), [M]" 470
(32.3), [M —~ C2H30,]" 411 (40.52), [M — C2H302 — 2C,H40,]" 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 resolucion t70 eV) m/z 470.1270

[l\/l]+ (calculado para ClgH22N40|1, 470, 1285).

5.7.1.3. Acetilacion del compuesto 96 en condiciones dcidas.

Se adicionaron 5 mL de AcCl a 100 mg del compuesto 96 y la mezcla de reaccidn
se mantuvo con agitacioén continua durante 2 horas a temperatura ambiente, Al cabo de este
tiempo, la reaccién se llevé a sequedad y se adicioné un exceso de CHCly y se evaporo la
" solucién mediante una corriente de N, para eliminar residuos de AcCl. Estos
procedimientos permitieron la obtencion de 127 mg de un crudo de reaccion, el cual se
purifico por CLAR a una escala preparativa con n-hexano-AcQEt (7:3), con una velocidad

de flujo = 6.5 mL/min, para proporcionar 73 mg (49 %) del compuesto 98 (tz = 30.3 min).

Compuesto 98. DOR (¢ 1.14, CHCL) {o]sse —14.0, [o]s7s ~14.9, [ot]s46 —17.5, [0]436
absorbe, {ot]365 absorbe; RMN 'H, ver cuadro 11, fig. 46; RMN B¢, ver cuadro 12; EM-IE
(20 eV) m/z (% de int. rel) [M]* 512 (0.1), [M — CoH30,]" 453 (1.1), [M — C,H;0, —
2C;H40,]" 333 (2.1), [M - CoHsOz — 2C,H,0; — C;H,0]" 291 (10.0), 290 (13.9), 251
(15.6), 129 (10.1), 117 (10.3), 111 (11.0), [C,H0]" 43 (100.0); EM-FAB* m/z (% de int.
rel) [M + 117 513 (4.6), [M]" 512 (3.8), [M ~ C;H;0,]" 453 (55.5), [M ~ C;H;0; —
2C;H,0,]" 333 (11.0), [M — CoH30; — 2C,H402 — C;H,0]" 291 (60.7), 154 (30.3), 137

(22,4), 136 (38.4), 111 (10.6), 107 (13.3), 99 (11.0), 77 (14.3), [C2H;0]" 43 (100.0).
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5.7.1.4. Sintesis del etilenditioacetal de la L-ramnosa {99).

Se disolvio 1 g de L-ramnosa en 7.5 mL de AcOH. A esta mezcla se adicionaron 0.1
mL de BFs-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 BFs-eterato y la agitacion se continud
durante 1 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]sz0—4.4, [ot]s7s —4.4,
[ot]sas —5.2, [ot}ase ~9.6, [at)sss —19.3; RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 52; RMN C, ver cuadro
15 EM-IE (20 €V) m/z (% de int. rel) [M + 1]* 241 (0.4), [M ~ C,HsS,]" 147 (68.0), 117
(10.3), 107 (19.7), 106 (74.2), [C3HsS;]" 105 (100.0), 73 (14.8), 61 (25.5), 57 (13.9), 45

(15.3).

5.7.1.5. Acetilacion 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 reaccién (650 mg) se purificod por
cromatografia en columna, utilizando silica gel 60 (Merck, 0.040-0.063 mm, malla 230-
400) y, como sistema de elucién, se utilizé una mezcla de r-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 35-67, Ry 0.27) y 72.5 mg del compuesto 101
(fracciones 25-40, R, 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 pure.

Compuesto 100. DOR (c 3.0, CHCl) [ot]ss0 —26.7, [ct]ss —27.7, [ot]s4s —32.0, [ct]ass —=57.1,
[oJass —97.7; RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 53; RMN *’C, ver cuadro 15; EM-IE (20 eV) m/z
(% deint. rel.) [M ~ C2H402]" 348 (0.4), [M ~ 2C,H,0,]" 288 (35.2), 200 (32.9), 189 (27.7),

186 (15.4), 147 (40.4), [C3HsS,]™ 105 (100.0), 99 (10.7), [CH30]" 43 (33.8).

Compuesto 101, Sélido blanco, pf 110-112°C; DOR (c 3.58, CHCL) [a]sgs —14.5, [ot]s7s
~15.1, [o]sas —16.5, [ct]azs —24.3, [ot]36s —29.3; RMN ‘H ver cuadro 14, fig. 54; RMN °C,
ver cuadro 15; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]" 306 (5.8), [M — CoH40,]" 246 (6.5),
[M — 2C;H40,]" 186 (34.4), [M — 2C;H,0; — CH,|" 171 (33.3), 160 (12.2), 158 (46.9), 130
(9.3), 111 (9.0), [C2H4S,]" 92 (100.0), [C:H30]" 43 (53.4). EM-IE alta resolucién (70 eV)

m/z [M]+306.0595 (calculado para C12H;2058S;, 306.0596).

5.7.1.6. Desulfuracidn del compuesto 100.
§.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 la aleacion niquel-aluminio, agitando suavemente después de cada
adicion. La suspensién alcalina se déjé reposar 10 min, y se colocd en un bafio de vapor
hasta que déj(’) de efervescer, aproximadamente durante 9 horas. La suspénsi()n se dejo eﬁ

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 dejd en 10 mL de EtOH (Augustine, 1965).

5.7.1.6.2. Reaccion de desulfuracion.

Se adicionaron 2 mL. de EtOH y 6 mL de la suspension etandlica de Ni Raney
(aproximadamente 1.5 g de niquel) a 50 mg del compuesto 100. La mezcla de reaccién se
dejo en reflujo durante 10 horas. Posteriormente, ésta se filtrd sobre celita y se concentré.
El ¢rudo de reaccion (21.7 mg) se purificd mediante CC sobre gel de silice (4 g), utilizando
como fase movil 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 reaccidn que corresponde al compuesto 103
(Ry = 0.42; n-hexano-AcOEt, 3:1). Las constantes de acoplamiento (J3.45 y Ja4) del

compuesto 102 se determinaron con la ayuda del programa LAOCOON PC (v. 3.1).

Compuesto 102. DOR (c 1.08, CHCl3) [at]sss ~30.5, [0]s7e —32.4, [0t]sa6 —37.0, [0Jasg ~63.9,
(clses ~103.7; RMN 'H, ver cuadro 14, fig. 55; RMN *C, ver cuadro 15; EM-IE (20 eV)
m/z (% de int. rel) [M — 11" 317 (4), [M = C4Hy0,]" 231 (10.0), [M — C4H70; ~ C;H,0)"
189 (5.0), [M - C4H70; — CoH30,]" 172 (26.0), 149 (14.0), [M - CH,0, — CH,0 —
CoH302)" 130 (61), M — C4H0; — CH,0 — CiHL0,]" 129 (74), 97 (23), 95 (22.0), 83

(64.0), [M — C4H70; — CoH,0 - C;:H40,)" 69 (37.0), 57 (29.0), [C,H50]" 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 bafio de Iagua a 55°C durante 1 hora
(Funabashi ef al., 1999). La mezcla de reaccion se llevo a sequeaad con corriente de argon,
se adicion6 CHCls, se evapor6 el disolvente y se purificé mediante CC en gel de silice (100
g). Se colectaron fracciones de 15 mL con un gradiente de CH;Cl,-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 5154 mg (51.2 %) del
compuesto 104 (R, = 0.43). Este procedimiento permitid, de manera adicional, la obtencion
de los subproductos de reaccién 105 y 106 (235 mg, 36 %, Ry = 0.36; CH,Cl;-MeOH, 9:1).
Esta mezcla (100 mg) fue purificada por CLAR a una escala preparativa, utilizando
CH,Cl,-MeOH (98:2) como fase mévil y una velocidad de flujo de 6 mL/min, recuperando

33 mg del compuesto 105 (tg= 17.1 min) y 58 mg del compuesto 106 (tg = 19.3 min).

Compuesto 104, Sélido blanco; pf 124-126°C; DOR (c 2.91, MeOH) [ot] 0 +48.8, [o]s7s
+51.6, [o]sas +59.8, [ofuzs +119.2, {otfses +228.9; RMN 'H, ver cuadro 16, fig. 59; RMN
BC, ver cuadro 17; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel) [M]* 366 (0.7), [M — CeHsST*
257(44.6), M — CsHeST" 256 (60.4), M — CeHsS — Ha0]" 239 (19.6), 231 (27.9), 177
(19.4), 153 (66.8), 152 (17.2), [M — C¢HsS — CsHoS]* 147 (100.0), [C13Hy1S,]" 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 C13H32048,, 366.0960).
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Compuesto 10S. DOR (c 0.19, MeOH) [ct]sso ~232.6, []575—243.2, [0]sas ~278.4, [0t]azs —
493.2, [olass ~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 ~ C¢H;S —
H,0]" 129 (68.0), 111 (17.0), [CcHeS]" 110 (60.0), [CsHsS]* 109 (16.0), 87 (15.0), [M -
CeH;sS — H,0 — C;H401" 85 (95.0), 83 (14.0), 75 (17.0), 73 (24.0), [M - CeHsS - H;0 —
C2H40 ~ CHa]" 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 Ci,H16048, 256.0769).

Compuesto 106. DOR (c 0.71, MeOH) {asss +70.1, [os7z +73.2, [otlsas +83.3, [ot]ass
+147.3, [ahes +245.5; RMN 'H, ver cuadro 20, fig. 67, RMN *C, ver cuadro 21; EM-IE
(20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]" 256 (7.8), [M ~ CsHsS]' 147 (63.9), [M ~ C¢HsS — H,0]*
129 (49.8), 111 (15.3), [CeHsS]" 110 (47.0), [CeHsST" 109 (12.4), 87 (14.5), [M — CsHsS —
H20 — CH40]" 85 (95.9), [M — C¢HsS ~ HyO ~ C,;H40 - CHy]* 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). EM-IE alta

resolucion (70 eV) m/z [M]" 256.0774 (calculado para Cj2H 6048, 256.0769).

5.7.1.8. Acetilacion del compuesto 104.

Se acetilaron 440 mg del compuesto 104 con 20 mL de AcCl bajo las mismas
condiciones de reaccion descritas anteriormente (seccién 5.7.1.3). La mezcla de reaccién se
purifico por CC en gel de silice (75 g), utilizando como fase mévil un gradiente de
polaridad creciente de #-hexano-AcOEt. La elucién se inici6 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 reaccion
108 (fracciones 33-38, 19.5 mg, 3.3 %, Ry = 0.60), 109 (fracciones 43-50, 67 mg, 12.9 %,

R/= 0.53) y 110 (fracciones 54-57, 23.9 mg, 4.6 %, Ry=0.49).

Compuesto 107. DOR (¢ 1.65, CHCL) [o]sso +20.0, [o]s7e +21.2, [0t]sas +25.5, [ot]ass
+53.9, [ot]ags +104.2; RMN 'H, ver cuadro 16, fig. 60; RMN *C, ver cuadro 17, EM-IE (20
eV) m/z (% de int. rel.) [M]' 534 (0.9), [M - CsHsS]" 425 (77.3), [M — C¢HsS — C;H;0,]"
365 (26.0), 111 (15.3), [CeHsS]" 110 (47.0), [CsHsS]™ 109 (12.4), 87 (14.5), [M — CeH;S ~
H,0 — C,H,0]" 85 (95.9), [M — CeHsS — Hy0 ~ C;H40 ~ CHz]" 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) [a]sss +31.6,{o)s7s +33.2, [ofsas +39.2, [ot}aas
+82.8, [o]ses +164.1; RMN 'H, ver cuadro 16, fig. 61; RMN 3¢, ver cuadro 17; EM-IE (20
eV) m/z (% de int. rel.) [M]" 490 (0.21), [M — CH;]" 475 (0.41), 382 (12.8), [M — .CgHss]'*
381 (57.8), [M ~ CeHsS — C3HsOT" 323 (0.49), [M — CsHsS — C3Hz0 —~ C,H40,]" 263
(0.57), 221 (10.2), [M — CHsS — C3HsO —2 C;H40,]" 203 (30.8), [M — CsHsS — C3HsO ~
CH40, — O] 187 (64.6), [M — CsHsS — C3HsO ~ C;H40; — CeHeS]™ 153 (29.0), [M -

CsH;sS — C3Hs0 — CoHL0, — CyHgST™ 129 (100.0), 127 (46.4), [C:H;0]" 43 (61.2).

Compuesto 109. Sélido blanco; pf 97-99°C; DOR (c 3.67, CHCl3) [at]sgo +6.0, [ot]s7s +6.3,
[a]ses +7.6, [a]ass +16.9, [a)ses +36.2; RMN 'H, ver cuadro 19, fig. 62; RMN °C, ver

cuadro 19; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]* 432 (1.1), [M — CsHsS]" 323 (1.0), [M -
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CeHsS — CaHLO,]" 263 (9.0), 204 (15.0), [M ~ CeHsS -2 C;H404]" 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), [C;H;0]" 43 (31.0).

Compuesto 110. DOR (c 2.41, CHCL) [o]sso +7.0, [c]s7e +7.5, []sas +9.5, [at)ass +24.1,
[ct)ss +54.8; RMN 'H, ver cuadro 19, fig. 63; RMN *C, ver cuadro 19; EM-IE (20 eV) m/z
(% de int. rel) [M]" 432 (4.0), [M — C¢HsS]" 323 (9.6), 264 (17.6), [M — C¢HsS ~ C;H404)"
263 (100.0), 221 (34.1), [M — CeHsS ~ 2C,Hs0,]" 203 (13.7), 153 (14.3), 123 (16.4), 111

(36.9), 69 (19.1), [C;H50]" 43 (54.8).

Por otro lado, la mezcla de los compuestos 105 y 106 (135 mg) se acetilo utilizando
las mismas condiciones de reaccion 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-
AcQOEt, iniciando con una relacién 95:5 hasta alcanzar una proporcion 88:12. Las
fracciones 41-50 proporcionaron 45.2 mg (22.5 %) del compuesto 111 (Ry = 0.42) (Pozsgay
y Jennings, 1988) vy las fracciones 53-62 proporcionaron 64.5 mg (32.1 %) del compuesto
112 (Ry=0.35). El sistema de elucion utilizado para el registro de los valores de Ry para los

compuestos 107-112 en la CCF correspondi6 a la mezcla de n-hexano-AcOEt (7:3).

Compuesto 111, Sélido blanco; pf 114-116°C; DOR (¢ 9.71, CHCl3) [ct]sso —89.9, [ot}s7s —
94.0, [ot]s46 —107.4, [cr]azs —185.5, [0]s¢s —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

— CeHsS]* 273 (66.7), [M — CeHsS — CoH4O,]" 213 (19.6), [M — C4HsS — C;H,O — C;H,0]"
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171 (27.2), 154 (9.5), [M - CgHsS - HyO — C;H40 — C;H,0 ~ Hy0]" 153 (100.0), 129 (9.9),
[M ~ CeH;S ~ 2C,H4O — C,H,0]" 111 (92.4), [M ~ CoHsS — 2C,H40 — CoH;0 — COJ* 83

(31.0), [C;H507" 43 (59.2).

Compuesto 112, DOR (c 6,35, CHCL) [ot]sso +35.5,[0t)s78 +37.5, [ot] 546 +42.5, [ot]azs +71.6,
[a)sss +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 — CsHsS]" 273 (65.4), [M — CsHsS — C,H,0,]" 213
(16.7), [M = CsHsS ~ C;H40 ~ C;H,0]" 171 (26.9), [M — CsHsS — H20 ~ C;H40 — CoH0 —
H,0]" 153 (100.0), [M — C¢HsS ~ 2 C;H40 — C.H,0]" 111 (84.3), [M — CsHsS — 2C,H,0 -

CoH,0 — COJ" 83 (43.9), [C,H30]" 43 (88.3).

5.7.1.9. Desproteccion 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
n_xezcla de reaccion se agit6 durante 90 min. Posteriormente, se adicionafon 96 mg de
Naz$5;03:5H;0 y 33 mg de NaHCOs; finamente pulverizados a la mezcla de reaccidn, la
cual se agité 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 argdn y se
adicion6 un exceso de cloroformo, el cual se lavd 4 veces con agua. La fase organica se
secO con NaySO4 y se concentrd a sequedad con corriente de argén. Esta fase se purificd
por CC en gel de silice (5 g) desactivada con 25 % de agua, utilizando como fase movil n-
hexano-AcOEt (7:3) y se colectaron fracciones de 5 mL. El producto de reaccién (113) se

recupero en las fracciones 9-14 y se purifico mediante una columna adicional utilizando
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CH,Cl,-MeOH (99:1) para proporcionar 7.7 mg (44.3 %; Ry = 0.34; CH;Cl,-MeOH, 19:1)

(Miljkovic ef al., 1984).

Compuesto 113, DOR (¢ 0.47, CHCl3) [o)sso —1.91,[ct]s78 —2.12, [] 546 —2.33, [ot]azs ~4.03,
[0]ses —5.52; RMN 'H, ver cuadro 23, fig. 72; RMN B¢, ver cuadro 23; EM-IE (20 eV) m/z
(% de int. rel.) [M + 11" 333 (0.32), M - C;H,0,]" 273 (5.3), [M ~ C;H40, ~ COJ" 245
(1.2), [M - CH40, - CO - C,H,01" 201 (19.9), 184 (17.9), [M — C;H40; - CO - 2C,H,0]"
157 (88.0), 142 (32.6), 129 (14.1), [M - C2H40; — CO — 2C,HO — C;H,0]" 115 (66.8), 99

(39.2), 73 (10.5), 44 (2.9), [C:H;0]" 43 (100), [CHOJ" 29 (1.11).

5.7.2. Epimerizacién de la sinrotélida (29).
Con el fin de epimerizar las posiciones C4 y Cs de la sinrotolida (29) se realizaron
las reacciones indicadas en la figura 27, para generar la sinrotdlida peracetilada (114) y los

correspondientes epimeros en las posiciones Cs: (123), C4 (126) y C3 (127).

5.7.2.1. Acetilacion parcial de la sinrotolida (29).

La sinrotolida (29, 50 mg) se disolvié en una mezcla de Ac,O (7.5 pL) y piridina
(250 pL) y se mantuvo con agitacion magnética a —10°C durante 1 hora. Al cabo de este
tiempo, se adiciond una cantidad igual de la mezcla de Ac,O-piridina, dejando la mezcla de
reaccion con agitacidén continua, a la misma temperatura, hasta completar 3 horas. La
mezcla de reaccion se llevd a sequedad con N; gaseoso, se adiciond un exceso de CHCl; y

se evapord con una corriente de N para eliminar los residuos volatiles.
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Figura 27. Secuencia de reacciones para la epimerizacion de la 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 sinrotdlida (29, tr = 35.9 min), ademas de
obtener los siguientes productos de reaccion: 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, tg = 26.8

min) y 4.8 mg (8.1 %) de 5’-acetilsinrotélida (116, tg = 25.1 min).

Compuesto 114. Solido blanco, pf 101-102°C; DOR (¢ 1.62, CHCl3) [ot]sss —8.6, [at])s7s
—8.0, [alsas 9.8, [0t]aze —7.3, [at]zes +19.0; RMN 'H, ver cuadro 24, fig. 77, RMN Be, ver
cuadro 25; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M]" 426 (18.5), 367 (12.0), [M — C;H;0,]"
366 (59.8), [M ~ C,H40; — C;H,0]" 324 (6.5), [M - 2C;H40; — C,H;0]" 264 (8.5), 230
(23.2), [M = 3 C;H40; — CH,0]" 204 (50.4), [M ~ C16H;506]" 196 (9.6), 195 (88.0), 179
(18.1), 178 (71.4), 165 (26.8), 154 (19.2), 153 (5§7.7), 149 (19.3), 137 (23.6), 136 (100.0),
[M - C1oHi505 — C;H40,]7 135 (81.0), 130 (22.2), 129 (53.8), 118 (24.1), 108 (25.5), 107

(44.2), [M — C1sHz1 O5]" 97 (12.7), 81 (21.1), [C4HLO] 68 (37.4), [C2H:01" 43 (61.5).

Compuesto 115. Sélido blanco, pf 152-154°C; DOR {c¢ 1.26, CHCh) [a}sss 0, [0]s7s 0
[o)sas O, [ot]ass +17.5, [odass +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 — H;0]" 366 (3.5), [M — C;H40,]"
324 (5.7), [M ~ CaHz0,]" 297 (1.6), [M — CaH70, — C.HLO4]" 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 - C13H150,]" 97
(7.3), 81 (42.1), 79 (11.1), [CsHLO]" 68 (39.5), [C:H30]" 43 (100.0).
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Compuesto 116, DOR (c 0.59, CHCL3) [o]sss O, [0t]s72 0, [ot]sas +2, [0t]ass 15, [ot]ass +64,
RMN ‘H, ver cuadro 24, fig. 79; RMN C, ver cuadro 25; EM-IE (20 eV) m/z (% de int,
rel.) M]" 384 (0.3), [M — H,0]" 366 (0.9), [M — C;H405]" 324 (2.2), [M - 2C;H40,]" 264
(1.0), 236 (8.1), [M — 3C2H,04]" 204 (20.6), [M = CsHis0s]" 195 (18.1), [M — CgHi30s -
H,0]" 177 (26.6), 165 (20.4), 154 (38.4), 153 (38.6), 148 (19.8), 137 (17.8), 136 (66.8), [M
— CsH30s — CoH40,]" 135 (62.1), 129 (40.7), 118 (20.2), 108 (28.3), 107 (47.1), [M -

C13H104]" 97 (16.4), 81 (28.2), [C4H40]" 68 (33.1), [C;H30]" 43 (100).

5.7.2.2. Oxidacién de los compuestos 115y 116,

Se disolvieron 18 mg del compuesto 115 en 800 pL de AcOH y se adiciond una
solucidn acuosa de CrO; (18 mg/1600 pL) a 0°C. La mezcla de reaccion se dejo 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 diluyo
con agua y se extrajo con EtO. Posteriormente, se lavo la fase orgénica por cuatro
ocasiones con solucion saturada de NaHCOs, se sec;ﬁ con Na)SO4 v se concentrd a
sequedad. El crudo de reaccion (14.6 mg) se purific por CLAR, utilizando las condiciones
cromatograficas descritas en la seccidon 5.7.2.1, obteniendo 6 mg (33.5 %) del 4’-acetil-5’-
oxosinrotélida (117, tr = 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 la 5’-acetil-4’-oxosinrotolida (118) y de 5 -acetil-

3’-oxosinrotdlida (119).
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Compuesto 117. RMN 'H, ver cuadro 26, fig. 81; RMN 3¢, ver cuadro 28; EM-IE (20 eV)
m/z (% de int. rel.) [M]"™ 382 (0.2), [M ~ H;0]" 367 (0.4), [M - C;Hs0,]" 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 — Ci3H;707]* 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), [C.H4O]" 68 (35.6), 60 (12.8),

57 (43.5), 55 (11.5), [C;H50]" 43 (84.7).

Compuesto 118. RMN 'H, ver cuadro 26.

Compuesto 119. RMN 'H, ver cuadro 26.

5.7.2.3. Reduccion de los compuestos 117-119.

6 mg del compuesto 117 se disolvieron en 500 uL de MeOH y se adiciond gota a
gota una solucion de NaBH; en MeOH (1 mg/mL) hasta agotar la materia prima, lo cual
ocurrié después de adicionar un total de 475 pL de la solucién reductora. Se evapor6 el
MeOH con una corriente de N, se extrajo con AcOEt para obtener 3.6 mg del crudo de
reaccion que se purificé mediante CLAR, utilizando las condiciones cromatograficas
previamente descritas en la seccidn 5.7.2.1. Estos procedimientos permitieron la obtencion
de 0.9 mg (14.9 %) de la 5’—epi-acetilsinrotdlida (121, tg = 29.6 min), 0.6 mg (10.0 %) de
una mezcla de los compuestos 115 y 122 (tg = 26.3 min), ademas de 0.4 mg (6.6 %) del
compuesto 116 (tx = 24.7 min). Para la reduccion de la mezcla de los compuestos 118 y

119, se utilizaron las mismas condiciones experimentales, permitiendo la obtencidén de un
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crudo de reaccién (1.5 mg) conteniendo a la 5'-acetil-4’-epi-sinrotolida (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 V)
m/z (% de int, rel) [M — H;07" 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), [C4H4OT" 68 (61.6), 57 (44.0), [C,H;0]" 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 — CoH404]" 324 (1.8), [M — CsH70,]" 297 (4.3), [M — C;H70, — C;H40,]" 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
4L7), M - CisHig07]" 97 (43.0), 84 (21.2), 81 (22.3), 73 (20.4), 71 (100.0), 70 (28.8), 69

(25.3), [C4H407" 68 (11.7), 57 (99.0), [C;H;0]" 43 (100.0),

5.7.2.4. Acetilacion de los compuestos 121, 124 y 125,

Se adicionaron 100 pL de AcCl a un vial que contenia 0,9 mg del compuesto 121.
La mezcla de reaccion se dejo en reposo durante 90 min a temperatura ambiente. Al cabo
de este tiempo, se llevd a sequedad utilizando una corriente de N,. Se adiciono un exceso
de CHCl; y se evapord de nueva cuenta con N, para eliminar posibles residuos de AcCl

Posteriormente, el crudo de reacciéon se purifico por CLAR a una escala analitica,
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utilizando como fase movil n-hexano-AcOEt (1:1) a una velocidad de flujo = 0.5 mL/min y
una linea de inyecci6n con un volumen de 20 pL. De esta manera, se obtuvieron 0.7 mg
(70.1 %) del peracetato de la 5’-gpi-sinrotdlida (123, tg = 22.3 min). El crudo de reaccién
conteniendo a los compuestos 124 y 125 (ver seccion anterior) se sometieron al mismo
proceso de acetilacion y se purificd por CLAR, utilizando las condiciones experimentales
descritas anteriormente para obtener 0.5 mg (30.1 %) del peracetato de la 4’-epi-sinrotélida
(126, tg = 23.2 min) y 0.5 mg (30.1 %) del peracetato de la 3’-epi-sinrotdlida (127, tr =

21.1 min),

Compuesto 123. DOR (c 0.06, CHCl3) [at]sgo +32, [a]s78 +33, [ot)sas +48, [0t]azs +97, [ot)sss
+210; RMN 'H, ver cuadro 27, fig. 83; RMN B¢, ver cuadro 28; EM-IE (20 eV) m/z (% de
int rel) [M — C;H40,]" 366 (0.7), [M — C.H40; ~ C,H,07" 324 (4.6), [M - 2C,H,0, -
C,H,0]" 264 (11.7), 230 (39.5), 205 (20.1), [M — 3C,H40; — C,;H;0]" 204 (65.2), [M -
CioH1506]" 196 (10.9), 195 (11.7), 179 (20.6), 178 (69.2), 165 (29.7), 159 (23.1), 154
(18.9), 153 (54.5), 149 (23.9), 137 (26.9), 136 (100.0), [M — C;oH;50s — C;H40;]" 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—
C1sH210:]" 97 (32.1), 85 (22.8), 81 (29.0), 71 (40.4), 69 (20.1), [C4H40]" 68 (50.4), 57

(42.3), [C2H30]" 43 (59.8).

Compuesto 126, RMN 'H, ver cuadro 29, fig. 84; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.} [M -
CH40,1" 366 (0.4), [M - C.HyO, —~ C;H,01" 324 (1.4), (M - 2C,H,0, - CH,07" 264
(3.4), 230 (14.1), 205 (9.6), [M - 3C,H40, — C;H,0]" 204 (16.2), [M -~ CoH;s06]" 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 — Cy1oH;506 — C:H:0,]" 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 — C1sHy Os]* 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 — C4H40]" 68 (16.4), 57 (98.7), [C:H30]" 43 (27.3).

Compuesto 127. RMN 'H, ver cuadro 29, fig. 85; EM-IE (20 eV) m/z (% de int. rel.) [M —
CoH404]7 366 (0.5), M — C;H40; - C;H017 324 (2.6), M - 2C;H,0, — C;H,0]" 264
(5.7), 230 (40.0), 205 (29.1), [M — 3C,H40, — C;H,;0]" 204 (29.6), [M — C1oH;1505]" 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 —
CigHis50s — C:H,0,]" 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 — CysHz10s]" 97 (27.1), 85 (21.0), 84 (32.0), 83 (54.1), 82 (32.0),

81 (64.0), 71 (57.2), 69 (70.1), [M ~ C4H4OT" 68 (25.0), 57 (82.1), [C:HsO]" 43 (63.0).

5.7.3. Derivatizacién de los diterpenos.

Con el fin de establecer la configuracién 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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Figura 28. Reacciones de correlacién quimica de los diterpenos minoritarios (3-6) con el
diterpeno principal (2) y obtencién de derivados de los productos naturales 6-8.
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5.7.3.1. Acetilacidn total del compuesto 2.

El compuesto 2 (178 mg) se disolvié en 2.5 mL de una mezcla de AcyO-piridina
(2:1) y se dejé con agitacién continua durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluyd con agua y se extrajo con AcOEt, se lavé con una solucién saturada
de NaHCO;, se secod con Na,SO;4 y se concentrd a sequedad, procediendo a purificar por
CC con silica gel flash (25 g). Se colectaron fracciones de 25 mL, utilizando como sistema
de elucion n-hexano-AcOEt (3:1) para obtener 45 mg (19 %) del peracetato 128 (Ry= 0.65;

CHCl13-MeyCO, 1:1) a partir de las fracciones 12-16.

Compuesto 128. Aceite: [o]p +20 (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) v 1738, 1658, 1442, 1366,
1240, 1030 ¢cm™; RMN 'H, ver cuadro 33, fig. 91; RMN 3¢, ver cuadro 34; EM-FAB" m/z
(% de int. rel.) [M + HJ* 507 (1.6), [M + H — C;H40,]" 447 (1.5), [M + H — 2C;H,0,]" 387

(1.3), [M + H — 3C;H,0,]" 327 (4.0).

5.7.3.2. Acetilacion parcial del compuesto 2.

48 mg del compuesto 2 se disolvieron en AczO (15 pL) y piridina (11 pL). La
mezcla de reaccion se agité a una temperatura de —5°C durante 10 min y se mantuvieron las
mismas condiciones experimentales indicadas anteriormente para la reaccion 5.7.3.1. El
crudo de reaccién se resolvié 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 (tg = 20.3 min), 1.5 mg (2.6 %) del triacetato 4 (tx = 15.6 min) y 3.0 mg (4.8
%) del peracetato 128 (tx = 13.5 min), adem4s de recﬁperarse 16 mg (33.3 %) dela materia'

prima (2, tg = 51.9 min).
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5.7.3.3. Acetilacion del compuesto 6.

El producto natural 6 (3 mg) se peracetild utilizando las mismas condiciones de reaccion
para la acetilacion total del compuesto 2 (ver seccidén 5.7.3.1). El producto se purificé 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 (tz = 14.6 min).

5.7.3.4. Acetilacion del compuesto 8.

Se obtuvieron 1.7 mg (28.2 %) del peracetato 130 (tg = 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 purifico por CLAR utilizando las condiciones cromatograficas

descritas en la seccion 5.7.3.3.

Compuesto 130. Aceite: Las constantes de IR, RMN 'H y "°C fueron idénticas a las del

compuesto 128, DOR (c 0.80, MeOH) [a]sss —2.5, [a]s7e —2.5, {at)sas —=3.7, [ot}azs —6.1,

[ct]3s5 —8.6.

5.7.3.5. Oxidacidn del compuesto 2.

Se disolvieron 25 mg del compuesto 2 en 2 mL de THF y se adicionaron 250 mg de
MnQ, activo. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion por 16 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, ésta se filtrO sobre celita, se eliminé el disolvente a presién
reducida y se purific6 por CLAR a una escala semipreparativa (fase moévil: n-hexano-
AcOEt, 1:4; velocidad de flujo, 1.5 mL/min) para obtener 22.7 mg (91.5 %) del compuesto

5. Se observo que al mantener el compuesto 5 en solucion, se isomeriza al compuesto 131.
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Compuesto 131, RMN 1H, ver cuadro 33; RMN '30, ver cuadro 34,

5.7.3.6.Oxidacion del compuesto 4.

El producto natural 4 (2 mg) se disolvié en 0.5 mL de acetona, La solucion se
mantuvo a 0°C y se adiciond gota a gota el reactivo de Jones (CrOs;-AcOH) hasta que la
coloracién naranja que adquirié la mezcla de reaccion persistio. Después de 5 min, la
solucién se diluyd con agua y se extrajo con CHCL, se secd y se eliminé 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 analiz6 mediante CG-EM,

demostrando que ambos compuestos eran idénticos.

5.7.3.7. Preparacion de los ésteres C;, Cr-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 pL de CDClg y se adicionaron 1.6 mg de 4-(dimetilamino)-piridina
y 23.6 pL del cloruro de R-(-)-o-metoxitrifluorometilfenilacetilo. Las reacciones se
dejaron 24 horas ;en reposo bajo atmésfera de N;. Se registrd la RMN 'H de las mezclas de
reaccion, indicando la completa conversion de los Iproductos naturales a los ésteres de
Mosher 132 y 134, respectivamente (Ward y Rhee, 1991). La reaccion del producto natural
3 con el cloruro de S-(+)-a-metoxitrifluorometilfenilacetilo generd el éster de Mosher 133.
Para el aislamiento del derivado 134 preparado a partir del compuesto 7, se verti6 la mezcla
de reaccion en solucidn saturada de NaFICO;3 y Et,0, y se agité vigorosamente por 10 ﬁin

para hidrolizar el exceso de MTPA-CI (Rieser, ef al., 1992). La fase organica se lavé con
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HCI 0.5 N, se seco con Na;SO, y se concentro a sequedad, quedando un residuo aceitoso de
color amarillo, que fue purificado por CLAR a una escala semipreparativa (fase movil, n-
hexano-AcOEt (7:3); velocidad de flujo, 3 mL/min) para obtener 1.2 mg (19.2 %) del éster
Ca,C7-bis-S-MTPA (134, tg = 7.21 min). El éster C,,C7-bis-R-MTPA (135, 1.3 mg, 20.8 %,
tg = 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 (4 H, m, ArH), 7.43 (6 H, m, ArH),
543 (1 H, m, Hy), 529 (1 H, s, Hyy), 5.28-5.25 (2H, m, Hz y Hy), 4.80 (1 H, 5, Hy7), 4.54
(1H,dd, /=75,11.0Hz, H;s5), 449 (1 H, dd, /= 7.5, 11.0Hz, H5"), 4.17 (1 H,d, J=11.0
Hz, Hys), 3.79 (1 H, d, /= 11.0 Hz, Hys), 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, Melsj, 1.06 3 H, 5, Meys), y 0.74 (3

H, s, Mezo).

Compuesto 133. RMN 'H (CDCls, 500 MHz) § 7.55 (4 H, m, ArH), 7.42 (6 H, m, ArH),
543 (1H, m, Hy,), 5.28 (1 H, s, Hyv), 5.25 2H, m, H, y Hy), 479 (1 H, 5, Hy2), 4.55 (1 H,
dd, J=17.6, 11.5 Hz, Hys), 4.49 (1 H, dd, J= 7.6, 11.5 Hz, H;s), 419 (1 H, d, /= 11.1 Hz,
Hys), 3.80 (1 H, d, /= 11.1 Hz, Hs'), 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, Mejs), 1.07(3H, s, Mejs), y0.72 3 H, 5,

Mezo).
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Compuesto 134. Aceite, fr = 7.21 min; [ajp +41 (¢ 0.1, MeOH), RMN 'H (CDCl,, 500
MHz) & 7.56-7.53 (4 H, m, AcH), 7.43 (6 H, m, ArH), 5.25-5.20 (2 H, m, Hy y Hy), 5.09 (1
H, s, Hy), 465 (1 H, s, Hy7), 408 (1 H, d, J=11.2 Hz, Hys), 3.88 (1 H, d, /= 11.2 Hz,
Hys), 3.56 (3 H, sa, OMg), 3.55 (3 H, sa, OMe), 2.12 (3 H, sa, Meg), 2.03 (3 H, 5,
OCOMe), 1.05 (3 H, s, Meys), v 0.83 (3 H, s, Meg), fig. 100; EM-FAB" (% de int. rel.) [M
+ H]" 785 (2), [M -+ H ~ 234 (MTPA-OH)T* 551 (10), [MTPA — OH — H,0), [533 -

C.H,0]" 491 (4), 409 (7.0), 391 (6.0), [M + H - 2MTPA-OH]" 317 (20).

Compuesto 135, Aceite, tz = 6.95 min; [at]p ~10 (¢ 0.1, MeOH); RMN 'H (CDCls, 500
MHz) 5 7.58-7.53 (4 H, m, ArH), 7.42 (6 H, m, AcH), 5.25-5.19 (2 H, m, Hy y Hy), 4.86 (1
H, s, Hy7), 4.56 (1 H, s, Hy7), 411 (1 H, d, J= 11.2 Hz, Hyy), 3.92 (1 H, d, J = 1.2 Hz,
His), 3.60 (3 H, sa, OMe), 3.56 (3 H, sa, OMe), 2.10 (3 H, sa, Me¢), 2.06 (3 H, s,
OCOMe), 1.07 (3 H, s, Meis), y 0.82 (3 H, s, Mey), fig. 100; EM-FAB™ (% de int. rel.) [M
+ H]' 785 (1), [M + H — 234 (MTPA-OH)]" 551 (15), [551 - H,01" 533 (3), [533 -

C2H,07" 491 (2), 409 (5), 391 (5), [M + H ~ 2MTPA-OH]" 317 (25).

5.8. Cilculos de mecanica molecular.

Se realizaron calculos de mecanica molecular con la espicigerétida (1) y la
sinrotlida peracetilada (114). Para el proceso de minimizacién energética por el método
MMX se establecid el nimero de conformeros a ser analizados por el giro de los grupos
acetato de los enlaces Cy-Cyq, C4-Cs' y Cs-Ce' en tres diferentes posiciones: + 60° (A), +

180° (B) y ~60° (C):
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OAc QAc OAc

QAc : 3?' : AcO

OAc

Al hacer todas las combinaciones de los tres enlaces a girar en las tres diferentes

posiciones, se tenian 27 posibles conformeros los cuales se presentan en el cuadro 6.

Utilizando calculos de campo de fuerza se generaron las estructuras de minima

energia de las estructuras bajo estudio considerando los siguientes critertos:

a)

b)

d)

Sélo se consideraron las conformaciones alternadas (A, B y C) para el inicio del
procedimiento de minimizacion, excluyendo los conférmeros eclipsados.

Al inicio del procedimiento de minimizacién, todos los grupos acetato se
orientaron en la conformacion de mayor estabilidad, es decir con los sustituyentes

del enlace acetoxi-alquilo en posicion anfi-clinal (Lopez-Calahorra ef al., 1990;

o H
Hsc/u\c\)‘&g'c

El nicleo de 5,6-dihidro-o-pirona se considera como una unidad fija en la

Osawa ef al., 1991):

conformacion de pseudo-silla de mayor estabilidad inferida a partir de los estudios
de difraccion 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, i.e., los que presentaron las secuencias A-C para el fragmento C3:-Cy-Cs y/0

C-A para el fragmento C4-Cs:-Cg (ver Cuadro 6).
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Cuadro 6. Combinaciones rotaméricas A, B 'y C para los enlaces Cy-Cy, C4-Cs» y Cs-Cer
de la espicigerélida (1).

Numero de | Enlace 3°-4° Enlace 4°-5° Enlace 5°-6’
conférmero

1 A A A

2 A A B
3 A A C
4 A B A
5 A B B
6 A B C
7 A C A

8 A C B
9 A C C
10 B A A
11 B A B
12 B A C
13 B B A
14 B B B
15 B B C
16 B C A
17 B C B
18 B C C
19 C A A
20 C A B
21 C A C
22 C B A
23 C B B
24 C B C
25 C C A
26 C C B
27 C C C
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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 version 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 AHy (entalpia de formacién) y Enmx

(energia relativa de acuerdo a mecanica molecular).
Enseguida, se procedié al calculo de la poblacion conformacional, expresada en
fraccion molar para los 22 conformeros evaluados, utilizando las siguientes ecuaciones

derivadas a partir de la energia libre de Gibbs para cada par de conformeros en equilibrio

(Arné et al., 1998):

E;—Ei=-RTInnn;, By —Es=-RTInnyfns .. . Ez — Exn=-RT In ny1/nan
Expresando las ecuaciones en funcién de #; se tiene que:

ny = nyf exp {(E2 - E1)/ -RT]}

n3 = 1yl exp [(E2 — E3) —-RT)

na = nyf exp {[(E2 - Es)/ -RT] - [(E3 - E4)/ -RT}}

ns = ny exp {[(E2 — E3)/ -RT] - [(Es - E4)/ -RT] - [(Es - E5)/ -RT]}

s =/ exp {[(E2 = Es)/ -RT] - [(Es ~ Ea)/ -RT] - [~ Es)/ -RT] - [(Bs - E)/ ~RT}}

132 = mf exp {[(Ez— Es) -RT] - [(Es — EsYl —RT] - [(Ea — Es) ~RT] - [(Es — Ec)/ ~RT] - [(Es ~

E) -RT] - [(E7 - Eg) -RT] - [(Eg — Eo) —RT] - [(Es — Ewo) -RT] - [(Ew — En) -RT] - [(En
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— Ex)/ -RT] - [(Er2 = Eis) ~RT] - [(Bra — EvaY -RT] - [(Erg = Ers)/ -RT] - [(Ers — Eve) -RT] -
[(Ei6 — EvY —RT] - [(Ey7 — Erg)f -RT} - [(Erg ~ E1o) —RT] - [(Er9 — Ego) -RT] - [(E20 — Ean)/
~RT] - [(Fa1 — Ex) -RT]}

Considerando que:

Mot gt st gt L= 1

entonces:

ny =1/ exp ([(E2 = E1) -RT] + [(Ez ~ Es) -RT] + {[(£2~ Es) -RT] « [(Es - Eg)/ -RT]} +
{[(s - Ea) -RT} - [(Fs - Eg) -RT] - [(Es ~ Es) -RT]} + {[(E2 — Es)/ -RT] - [(Fa - Ea)/ -
RTY - [(Eq ~ Es) ~RT] - [(Es = Ee)l <RTR+ « .« + ([(Ex~ Es)/ -RT] - [(Es ~ Eq)/ -RT] - [(F
~ Es)l RT} - [(Es ~ Ee)! -RT] - [(Es — E7) -RT1 - [(Ey - Eg)/ -RT} - [(Eg — Es)/ -RT] - [(Es -
Ey)l -RT) - [(Bro - En)/ -RTY - [(Byy ~ Eyg)l -RT] - [(Era - By -RT] - [(Ers - )/ RT]
[(Eva - Eis)/ -RT] - [(Ers — Er)/ ~RT] - [(Erg - Evz) —RT) - [(Evr - Exg)/ -RT] - [(Ers ~ Evo)/

-RT] - [(Ero ~ Exo) ~RT} - [(Fgo — En)/ -RT] - [(Ba1 - Ex)/ -RT]} + 1)

Por Gltimo, se calcularon las constantes de acoplamiento tedricas mediante la
sumatoria del producto de la constante de acoplamiento calculada por la ecuacion de Altona

multiplicado por las fracciones molares de cada conformero (Masamune et al., 1986).

5.9. Ensayos biologicos.

5.9.1. Bioensayo con el gusane barrenador del matz,
La actividad insecticida del exiracto y de los compuestos puros se determind

.empleando como insecto de prueba las larvas del gusano barrenador del maiz (Ostrinia
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nubilalis Hitbner, Lepidoptera: Pyralidae). En todos los casos se evalué el efecto de los
compuestos sobre el peso promedio y el porcentaje de mortalidad de las larvas a lo
largo de un periodo de 25 dias. Estas evaluaciones se realizaron en el laboratorio del
Dr. John Thor Arnason (Universidad de Ottawa, Canadi), de acuerdo 2 los

procedimientos descritos en la literatura (Arnason, ef al., 1987, Bernard, ef 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 la 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 atmoésfera de COz 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 realizd en microplacas de plastico con 96 cavidades (250 pL) de
acuerdo con los procedimientos descritos por Skehan, et 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 solucion conteniendo la muestra de
prueba, [as 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 pL de la suspension celular a evaluar y 10 pL de

m



112

"DMSO al 10 %. Por otro lado, se depositaron 190 uL 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 4cido 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 pL de una solucién de
sulforodamida B (0.4 %) en 4cido acético (1 %) durante 30 minutos. Se eliminé el
exceso de tincién lavando coﬁ 4cido acético al 1 % por cuatro ocasiones y se secaron
con una corriente de a:ire. 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 registrd la densidad optica en un
espectrofotdmetro 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 6ptica de las concentraciones de prueba, C es el promedio de
la densidad optica en los ensayos de control y Co es el promedio de la densidad optica
inicial. A través de un andlisis de regresion lineal de los graficos semiilogaritmicos
obtenidos entre las dosis y el porcentaje de crecimiento celular, se determiné la
concentracion efectiva del compuesto de prueba necesaria para inhibir el crecimiento
celular en un 50 % {CEso pg/mL). Se utilizo la elipticina como un control positivo:

CEso 0.10 (KBY; 0.17 pg/mL (HCT-15); 0.41 (SQC-1 UISO).



6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Fraccionamiento biodirigido del extracto orginico total de las partes

aéreas de Hyptis spicigera.

Las pérdidas ocasionadas en los granos almacenados debido a la infestacion 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 infestacioén 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 Hypftis spicigera, tomando en
cuenta el uso en la agricultura tradicional de la planta como insecticida y la actividad
citotdxica desarrollada por el extracto total (CEsp 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 Hypfis 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 someti6 a la determinacion de su potencial insecticida para establecer que esta actividad
se concentraba en la fraccion V. Un segundo fraccionamiento de esta fraccion activa en
columna abierta de gel de silice permiti6 obtener 8 subfracciones (ver Parte Experimental,
seccion 5.5). La subfraccién 78-82 desarrollé una actividad citotoxica significativa contra
la linea celular de carcinoma nasofaringeo (KB) con una CEso = 2.8 ug/mL y al someterla a
un proceso de purificacién mediante cromatografia en capa fina a escala preparativa
proporciond una 5,6-dihidro-a-pirona, denominada con el nombre trivial de espicigerélida
(1), como el unico principio bioactivo presente en esta subfraccion (KB: CEs = 1.5
pg/mL). La subfraccién 83-103 resultd estar constituida por una mezcla de diterpenos y su
purificacién mediante cromatografia de liquidos de alta resofuciéon (CLAR) permitio la
obtencion de seis compuestos mayoritarios (2-7, fig. 29), responsables de las propiedades
insecticidas. Por tltimo, la subfraccion 104-109 también se purificd por CLAR
proporcionando ¢! titimo labdano de mayor polaridad (8) aislado de la especie vegetal en
estudio,

La espicigerélida (1) es el tnico metabolito con propiedades citotoxicas aislado de
las partes aéreas de la planta (1.5 x 10 % peso seco). El compuesto 2 constituye el
metabolito mayoritario (4.4 x 107 % peso seco), mientras que los compuestos 3-8
representan constituyentes minoritarios (3.8-0.4 x 10° % peso seco) de la fraccion

insecticida.

114



2/6

1206.00-

1000.00-

£00.00-

600.60-

160.00-

200.00: 4 \

D " _

0.00 5.0 10,00 15,00 20000 25,00  30.00  35.00  40.00 45,

Minutes

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 isomerizacion del labdano 5 obtenido
durante Ia oxidacion del compuesto 2.

Debido al bajo rendimiento obtenido de la espicigerolida (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 configuracion relativa se lograron elucidar
mediante estudios de RMN 'H y "C. Para establecer la configuraciéon absoluta se
combinaron diferentes metodologias de modelaje molecular y correlacion quimica. Este
andlisis se inicié con la comparacién de las constantes espectroscopicas del producto
natural (1) con las descritas en la literatura para la sinrotdlida (29) y la anamarina (42).
También, se realiz6 una comparacion de las constantes de acoplamiento (Jix) de los
protones en la cadena lateral (Hs-Hs') con las > /iy reportadas en Ia literatura para una serie
de aldonitrilos (Velazco ef al., 1990) v aldohexosas peracetiladas (Masamune ef al., 1986),
proponiéndose que la estereoquimica relativa mas probable para la cadena lateral de la
espicigerdlida (1) correspondia a la presente en la 6-desoxi-L-manosa. Con el fin de
verificar esta hipotesis, se calcularon las conformacilones de minima energia del
diastereoisdmero propuesto y para cada una de éstas se establecieron sus valores
correspondientes de entalpia de formacion (AHy), minima energia (Fmmx), fraccidon molar
(ni) y las constantes de acoplamiento vecinales (*Jun) calculadas mediante la ecuacion de
Altona para los conférmeros de mayor estabilidad. Estos parametros permitieron estimar la

constante de acoplamiento poblacional para cada uno de los hidrégenos unidos a los centros
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quirales de la cadena lateral (Hs-Hg') tal y como se explicé en la Parte Experimental (ver
seccion 5.8). |

Con ¢! fin de confirmar la estereoquimica propuesta para la cadena lateral de la
espicigerélida (1) y mediante un anélisis retrosintético (fig. 30), se planificé la obtencion

del sinton quiral (113) a partir de la L-ramnosa (6-&esoxi-L-manosa).

OH

HO OH

Figura 30. Analisis retrosintético para la obtencién de {a cadena lateral de la espicigerdlida
(1) a partir de la L-ramnosa.

Ouinl
w

6.2. Caracterizacion de la espicigerolida (1).

El constituyente aislado de la fraccién ‘citotéxica de Hypﬁs spicigera presenté la
formula molecular Constm,‘ determinada por espectrometria de masas con la técnica de
impacto electrénico (EM-IE) a 20 eV. En el espectro de IR se observé una absorcion
intensa en 1740 cm™ y bandas de menor intensidad en 1630 y 820 cm’, absorciones
caracteristicas de un carbonilo oc,B-ins;:tturado. 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
caracterizacion de una 5,6-dihidropirona o,B-insaturada a través de un sistema de

multiplicidades de tipo ABXY para los nacleos Hs, Hy, Hsay y Hiseo!
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1. Se detectaron un par de resonancias para protones olefinicos centrados en & 6.06
(1H, ddd, /=9.7, 2.5y 1.3 Hz, Hz) y § 6.90 (1H, ddd, /=9.7, 5.2 y 2.5 Hz, H,);

2. Dos protones alilicos no equivalentes (Hs) centrados en & 2.35 (1H, dddd, J =
18.5,11.0, 25 y 2.5 Hz) y & 2.52 (1H, dddd, J = 18.5, 5.2, 4.5 y 1.3 Hz), el valor de la
constante de 18.5 Hz indic6 un acoplamiento geminal (Jsax, sec);

3. Un protdén geminal a la funcion etérea de una lactona centrado en & 5.35 (1H,
dddd, J = 11.0, 9.5, 4.5 y 1.0 Hz, Hg) (Davies-Coleman y Rivett, 1989, Pereda-Miranda,
1995).

Se observaron tres singuletes centrados en § 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, H7); (2) cuatro protones

base de grupos acetoxilo entre 5 5.41 y § 4.96; y (3) dos protones vinilicos centrados en &

579y § 5.49.
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Figura 31. Espectro de RMN 'H de la espicigerélida (1) (500 MHz, CDCls).
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Los espectros de RMN ®C y BC-DEPT (fig. 32) confirmaron la presencia del
nmicleo de 5,6-dihidro-o-pirona sustituida, a través de las siguientes resonancias; el
desplazamiento quimico del carbonilo C; se observéd centrado en 8 163.7; las sefiales para
los carbonos olefinicos conjugados (Cs y C4) se observaron en 8 121.5 y 144.8; el metileno
alilico (Cs) se asignd a la sefial centrada en 8 29.2 y, por ultimo, la sefial del metino
centrado en & 73.7 se asignd al centro estereogénico Cg, evidenciando la presencia de una

cadena lateral en la posicion Cg del nicleo de la 5,6-dihidro-a-pirona.

MWWWMMMMMW

7’

MWW i WMWWWWJ‘UJLMMW

140 120

49 - .20 g

Figura 32. Espectros de RMN C (A) y DEPT (B) de la espicigerélida (1) (75 MHz,
CDCh).
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Con respecto al sustituyente en Cs, se confirmé que se trataba de una cadena
olefinica compuesta de siete &tomos de carbono al identificar las siguientes sefiales: (1) las
dos sefiales centradas en § 132.8 y 128.6, adicionales a las sefiales de C3 y C4 del nticleo de
la 5,6-dihidro-ci-pirona, indicaron la presencia de una insaturacion; (2) cuvatro carbonos
geminales a las funciones acetoxilo en forma de metinos centradas en 5 663,669,692y
71.0; v (3) la sefial a campo mas alto del espectro se asignd a un grupo metilo terminal (5
16 6).

Con el analisis del espectro bidimensional homonuclear (*H-'H COSY, fig. 33) se
corroboré la asignacién de las resonancias del nicleo 5,6-dihidro-a-pirona y se Jogro
establecer la conectividad de los fragmentos estructurales identificados para la cadena
lateral a través de las siguientes observaciones: (1) se presentd un cuadro de correlacion
entre la sefial centrada en 8 6.90 (Hy) con el proton centrado en 3 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 protén geminal a la funcion etérea de la lactona
(Hg) centrado en 8 5.35; (3) la sefial olefinica centrada en & 5.79 (ddd) se asigno al nlcleo
H, mediante la interaccién con Hg v €l segundo cuadro de conectividad de esta sefial con el
proton olefinico centrado en & 5.49 permitid la asignacion del proton Hy.. De esta manera,
se logro establecer que la cadena lateral contenia el doble enlace disustituido en las
posiciones 1’ y 2°, separados por cuatro 4tomos 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 asignd
facilmente al proton Hg y se corrobor por el cuadro de conectividad en el espectro COSY
entre Hg v Hy. La asignacidn de las resonancias para los protones Hy», Hy» y Hs» no result6,
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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: § 5.41 (1H, dd, J = 9.0 v 9.0 Hz, Hy'), 5.37

(1H, ddd, J =9.0,2.0y 1.0 Hz, He) y 5.30 (1H, dd, J = 8.5, 2.0 Hz, Hs").

b3
°
3
.
-

]
6.5

Fi (opn}
|

Figura 33, Espectro de RMN bidimensional COSY de la ts-spici,cg,erc’)lidaJ (1) (500 MHz,
CDCly). Principales correlaciones 'H-"H ¢J): 1, Hs-Hy; 2, Hy-Hs; 3, Hy-Hy; 4, Hy-Hg;
5, Hy-Hg.

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 Hy permiti6 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 et al., 1993)
para la hiptolida (40, Jy-p» = 10 Hz), la pectindlida A (50, Jyp» = 11 Hz) y la

umuravumbolida (24, Jy-» = 11 Hz).

Hy  Hy He
S 4 g 30 J Js 6
Sy 5
Ja /s 4
S
Hy
H;

b AUt Bl T Db Bl M TR bl oo DT PRI AR Wi s w b iy S T T B
5.50 5. A6 S.az S5.38 S.34a 5.30 ppm

Figura 34. Region de las sefiales base de oxigeno del espectro de RMN 'H de la
espicigerolida (1) para la asignacion de los protones Hz--Hs- de la cadena lateral,

El conjunto de evidencias espectroscopicas descritas en los pdrrafos anteriores
permitid establecer que la estructura de la espicigerélida (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 nacleos de 'H y C, ademas de las constantes de

acoplamiento vecinales registradas C/uwg).
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H y °C de la espicigerélida (1).*

Posicion | 8 'H 3T’ 8 °C
7 [------ 163.7

3 |606ddd  |9.7,2.5,13 | 121.5
4 [690ddd  [9.7,52,25 144.8
5ax  |235dddd  |18.5,11.0,25,25 29.2
Sec |2.52dddd  |185,5.2,45, 13 | ee-e-
6 |535dddd [11.0,9.5 4.5, 1.0 73.7

' [579ddd  [105,9.5,1.0 132.8
2 [549dddd  |10.5,9.0, 1.0, 1.0 128.6
3 [5.41dd 9.0,9.0 66.3
4 [537ddd  [9.0,2.0,1.0 69.2
5 |530dd 8.5,2.0 710
6 |496dc ' [85,6.2 66.9
7 |119d 6.2 16.6
COMe |212s 21.0
2125 21.0
2045 20.9
2.03 8 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. Determinacion de Ia configuracién absoluta de la espicigerdlida (1).

Para el establecimiento de la configuracién absoluta de la espicigerolida (1) se
aplicaron las siguientes metodologias:

1) El registro del dicroismo circular para establecer el signo del efecto Cotton para
la transiciébn n—»m* (250 nm) y determinar la configuracidn absoluta del centro
estereogénico Cs 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-ct-pironas de las labiadas a través de consideraciones de
tipo biogenético (Davies-Coleman y Rivett, 1996),

3) La comparacién 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 et al., 1991; Velasco et al., 1990),

4) B! 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 (Jos) (Ao ef dl.,
1998) a través del establecimiento de las constantes de acoplamiento tedricas CJug) para
los protones de la cadena lateral mediante fa ecuacion de Altona (Cerda-Garcia-Rojas ef al,
1990; Hasnoot ef a., 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 Csy Ce»
Para conocer la estereoquimica absoluta del centro estereogénico Cs se determino,

en primer lugar, una configuracién relativa pseudo-ecuatorial para la cadena lateral de
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acuerdo con los valores observados para las constantes de acoplamiento entre los pratones
Hs v Hs (Jsaxs = 11 Hz y Jsees = 4.5 Hz). De esta manera, el anillo de la 5,6-dihidro-a-

pirona podria adoptar cualquiera de las dos conformaciones enantioméricas ilustradas en la

figura 35,
H H
O o)
O r H H g )
H H
A B
Efecto Cotton: -) (+)

Figura 35, Conformaciones enantioméricas alternativas para el micleo de 5,6-dihidro-a-
pirona y signo del efecto Cotton establecido por la regla de Snatzke (1968).

Al aplicar la regla de Snatzke, se establecio la estereoquimica absoluta (R) al centro
quiral Cs, mediante la correlacion del efecto Cotton positivo obtenido en la curva de
dicroismo circular (Amax 256 nm, Ae = + 2.8, fig. 36) para la transicién qﬁn* del carbonilo
de la pirona, cuya conformacion corresponderia al enantidémero B (fig. 35).

La estereoquimica absoluta Ce(R) se fundamenta de manera ddicional en
consideraciones biogenéticas, ya que todas las 5,6-dihidro-ai-pironas naturales aisladas de
las labiadas presentan la misma configuracion absoluta, deducida por evidencias
adicionales de tipo quimico-degradativas y cristalograficas (Davies-Coleman y Rivett,

1987, Van Puyvelde e a/,, 1981).
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Figura 36. Espectro de dicroismo circular de la espicigerdlida (1).

También, resulta importante destacar que el centro estereogénico Cs presenta una
configuracion absoluta constante entre todas las 6-heptil-5,6-dihidro-o-pironas de las
labiadas, es decir Cg(S8) (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 diasteroisdmeros y se incluye la configuracion de la peracetil aldohexosa con la
estereoquimica absoluta correcta que hipotéticamente permitiria establecer una correlacion

quimica con la cadena lateral de la espiciger6lida (1).
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Figura 37. Posibilidades diasteroisoméricas y sus carbohidratos peracetilados de origen
para establecer la configuracion absoluta de la cadena lateral de la espicigerdlida (1),
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6.2.1.2. Estereoquimica absoluta de los centros estereogénicos Cs~Cs.,

El primer paso para el establecimiento de la configuracion absoluta de los centros
quirales Cs--Cs: consistié en la comparacién de las constantes espectroscopicas de la
espicigerdlida (1) con los compuestos descritos en la literatura con una cadena lateral de
heptenilo y una tetraoxigenacién analoga. De esta manera, los compuestos que fueron
comparados con la espicigerdlida (1) correspondieron al derivado peracetilado de la
sinrotélida (114) y al isémero geométrico cis de la anamarina (42), mismos que
representaban las posibilidades diasteroisoméricas B y D, respectivamente (fig. 37). La
sinrotolida (29) es una 5,6-dihidro-c-pirona aislada de las hojas de Symcolostemon
rotundifolius, cuya estructura se estableci6 a través de experimentos de RMN 'H y *C. La
configuracién absoluta de este producto se estableci® mediante dicroismo circular y
cristalografia de rayos X (Davies-Coleman ef /., 1987a). En la figura 38, se presenta una
comparacion 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 8-lactona. Estas
seflales se observaron en forma de seffales independientes centradas en § 2.35y52.52 en la
espicigerolida (1). En tanto que para la sinrotolida peracetilada (114), estas sefiales
aparecen en forma de un multiplete complejo centrado en & 2.45-2.42. Ademas, las
constantes de acoplamiento vecinales (\Jizx) para los protones a lo largo de la cadena Cj--
Cs: de estos dos compuestos fueron completamente diferentes (Cuadro 8). Asi, estas
diferencias espectroscépicas descartaban 1a posibilidad conﬁguyacional B para la

estereoquimica de la cadena lateral de la espicigerélida (1).
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Figura 38. Comparacién de los espectros de RMN 'H de la espicigerélida (1) y la
sinrotdlida peracetilada (114).

La anamarina (42) se aislo de una especie sudamericana no identificada del género
Hyptis, estableciendo su estructura mediante andlisis espectroscopico y cristalografia de
rayos X (Alemany ef al., 1979b). La estereoquimica absoluta se ha confirmado con la
sintesis total del producto natural y de su enantiémero (Lorenz y Lichtenthalet, 1987;
Valverde et al., 1987). En el cuadro 8, se comparan los desplazamiento$ quimicos
generados en la RMN C de la espiciger6lida (1) y la anamarina (42), indicando que las
principales diferencias entre estos compuestos corresponden a las sefiales de los carbonos
de la cadena lateral (Cy~C7). De estd manera, la comparacién de los desplazamientos de
3C permitieron descartar la configracién D derivada de la glucosa.
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Cuadro 8. Constantes de acoplamiento de la espicigerdlida (1) y de la sinrotolida
peracetilada (114), y desplazamientos quimicos de BC de la espicigerdlida (1) y de la
anamarina (42).

Posicion 3 5°C
1 114 1 42

2 163.7 163.1

3 97,25, 13 10.0,2.0, 2.0 1215 121.4

4 97,52,25 100, 4.5, 4.0 1448 144.2
Sax | 18.5,11.0,2.5,25 m 29.2 29.1
Sec | 18.5,52,45, 13 m | e-ae- .

6 11.0,95,45,1.0 | 85,8.5,7.5,1.0 737 673

r 1059510 | 105 8.5 0.5 132.8 1255

> | 105,90,10,1.0 | 105,95 1.0 128.6 1328

3 9.0,9.0 95,40,0.5 66.3 75.7

4 9.0,2.0, 1.0 7.0, 4.0 69.2 71.9

5 8.5,2.0 7.0, 4.0 71.0 718

5 8.5,6.2 6.5, 4.0 66.9 70.4
7 62 6.5 16.6 15.8

Para lograr el establecimiento de fa configuracion de los centros Cs--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 la cadena lateral de la espicigerdlida (1) y, al mismo tiempo, la elucidacién
estereoquimica de estas aldohexosas se puede realizar mediante la aplicacion de la
mecanica molecular (MMX) para el calculo de las constantes de acoplamiento vecinales

(Jnn) (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 préximas 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 diasteroisémero propuesto (fig. 37, isémero A) deberia incluir la
configuracién absoluta (S} para el centro estereogénico Cg- de la cadena lateral y (R) para el

nucleo Cs de la pirona de acuerdo con las postulaciones descritas anteriormente (ver

seccién 6,2.1.1.).

OAc OAc
1
OAc QAc -~ OAc QAc OAc OAc OAc OAc
AcOSLAZAR S AcQJ0A 20 CN A \33/'\5}1\53/\ AcO W\/CN
9,02 OAc 85 M 63 Ot 5N T0Ac sy
OAc OAc OAc OAc OAc OAc OAac OAc
Manosa Alosa
QAc OAc QAc OAc QAc gAc QAc gAc
A0 SLA, 48 1 5, AO 54 3, cN Aoo\ﬁ-yg-ﬁ/’-\ﬁy\ Aw%cm
83 67 TOAc 63y 54y BN Noag B3Ny
OAc OAc OAc OAc OAc DAc OAc OAc
Gulosa Glucosa
OAc QAc OAc QAc OAc QAc OAc OAc
AOIINTGAE] ADIIABIA N Ao SIA TSR rn 20X 825 o
1Y 34 OAc 3y 4, 33Y 37 OAc 28y 2
OAc OAc OAc QAc OAc OAc CAc OAc
Altrosa ' Talosa
CAc QAc OAc OAc
aco 58 R sl 58 A BSER_ 4 cN
53% 5 OAc 58 5.
OAc OAc OAc QAc
ldosa Galactosa

Figura 39. Comparacion de las constantes de acoplamiento de la cadena lateral de la
espicigerolida (1) con aldohexosas y aldonitrilos peracetilados.
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6.2.1.3. Cdlculos de mecdnica molecular.
6.2.1.3.1. Minimizacion energética para los conformeros de la espicigerdlida (1).

Al considerar el mimero de enlaces susceptibles a rotacion, 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 analisis de las secuencias establecidas para cada
conformero, permiti6 descartar todos aquellos con la secuencia A-C para el fragmento Cs--
Cs-Cs yv/o C-A para el fragmento Cs-Cs-Cs, debido a que en estos casos se presentan
interacciones 1,3 oxigeno//oxigeno que corresponden a conformaciones altamente
inestables. La figura 40 ilustra el conférmero 7 (ACA, Cuadro 6) con una relacion anfi-
clinal para todos los grupos acetoxilo. Esta orientacion resulta en dos interacciones
desestabilizante 1,3-OAc//OAc {AG = 2.0 Kcal/mol) para los sustituyentes en Cs y Cg
(Eliel y Wilen, 1994). Por lo tanto, la minimizacion energética sélo se realizé con los 22
conférmeros que no presentaron este tipo de interaccion. Cada conférmero se sometié a un
proceso de optimizacion energética exhaustivo con la ayuda del progréma PCModel v. 6.0
(Serena Software) obteniendo la energia minima (Fymx), la entalpia de formaciéon (AHp) vy
tas constantes de acoplamiento entre los protones localizados en los enlaces que se rotaron
(fragmento Cg-Cs-Cs-Cs:). Los resultados obtenidos para cada uno de los conférmeros
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 conformeros son los mas cercanos a los registrados
experimentalmente para la espicigerdlida (1). En la figura 41 se ilustra la conformacion 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 C3-Cs y Cs-Ce con un arreglo .anti-periplanar y con una
disposicidn sin-clinal entre C4-Cs-.

La fracci6én molar (#) se calculé a través de un programa de cémputo que considerd
la contribucién de cada una de las 22 ecuaciones indicadas en la parte experimental (ver

seccidn 5.8) (Cerda-Garcia-Rojas y Pereda-Miranda, 1999).

Figura 40. Conférmero ACA de alta inestabilidad energética (AH= —428.10 + 4 kcal/mol)
de la espicigerélida (1) debido a las interacciones 1,3 oxigeno//oxigeno (OAc//OAc).
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Cuadro 9. Parametros registrados para cada uno de los conférmeros minimizados de la
espicigerolida (1).

Conférmero| AHy | Jg | Jos | Jog n nly g nJy s nts ¢
(kcal/mol)

1 (AAA) | -424.45 | 1.31 [10.17} 1.93 | 1.7x 109 1.2x 107 0.0001 |1.8x 107
2 (AAB) | -425.84 | 1.82 |10.26] 8.42 | 1.8x103.2x 107 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|273|6x10° | 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 | 088 | 4x1091.3x10°1.9x10% 4x10°
10 (BAA) | -426.49 | 9.17 { 9.45 | 0.90 | 5.4x 107 0.0005 | 0.0005 |4.8x 10°
11 (BAB) | -428.97 | 8.88 | 8.18 | 8.79 | 0.0035 | 0.0315 | 0.0291 | 0.0312
12 (BAC) | -428.41 | 935|924 ]230| 00013 | 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 { 421 | 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) | -42635 | 2.97 |10.03| 1.25 |4.1x 10| 0.0001 | 0.0004 |52x 107
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|742 | 159 2x109 3x109 1.6x107 3x10°
23 (CBB) | -428.97 | 1.68 | 4.54 | 9.28 | 0.0035 | 0.0059 | 0.0161 | 0.0330
24 (CBC) | -424.61 |1.908.18 | 226 | 2x109 4x10918x10% 5x10°
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 espicigerdlida (1).

6.2.1.3.2. Cileulo de las constantes de acoplamiento tedricas.

Las constantes de acoplamiento tedricas corresponden a la sumatoria de los valores
calculados para cada conformerc en funcién de la fraccién molar (Cuadro 9). Asi, la
comparaciéon de los valores calculados para el diasteroisémero con la estereoquimica
3’84°85,5°S5,6’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. Comparacion de los valores de las constantes de acoplamiento registradas
mediante RMN v las calculadas por la ecuacion de Altona para los protones Ha-He' de la
cadena lateral de la espicigerélida (1).

J3"4o J4y.ss JSD’GI
Experimental 9.0 20 8.5
Teérica 9.1 1.9 39

Esta aproximacion que incluyd los calculos de mecanica molecular (Emmx) para la
prediccion de los valores de las constantes de acoplamiento (Jy.p) de la cadena lateral de la
espicigerolida (1) representa una aplicacién del analisis conformacional en solucion y, al
mismo tiempo, confirma la propuesta hecha por Masamune y Osawa para la identificacién
de la configuracion relativa de compuestos polihidroxilados aciclicos naturales o sintéticos
mediante este enfoque (Masamune ef al., 1986; Osawa ef al., 1991). Por lo tanto, la

estructura de la espicigerolida (1) corresponde a la 6R-[3°S,4’S,5’S,6’S-tetracetiloxi-1-

heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona.

6.2.2. Obtencioén del sinton quiral 113.

Con el objetivo de confirmar la configuracidén propuesta en la cadena lateral de la
espicigerélida (1) y establecer una correlacion quimica con la L-ramnosa se propuso la -
preparacion del sintdn quiral 113. De esta forma, se confirmaria de manera inequivoca la

configuracién 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  obtencion del producto
deseado (fig. 42). Adicionalmente, se identificaron los subproductos de reaccion principales
de cada una de Ias rutas sintéticas. Todos estos compuestos se caracterizaron a través del

registro de diferentes experimentos en la RMN (‘H, "*C, 'H-'H COSY, HMQC, HMBC y

NOESY).
NOg
OAc QAc
H3Cf,f,”, O OH
Sty T
HO” Ny 0H
OH
L-ramhosa .
QAc OAc
- g SCgHs —

OAc OAc  SCgHs
107

Figura 42. Estrategias sintéticas evaluadas para la obtencion del sinton quiral 113.

6.2.2.1. Sintesis de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa (96).

La primera estrategia de sintesis para la obtencion del sintén quirg.l 113 contempld
la formacién de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la L-ramnosa, debido a que este grupo puede
facilmente regenerar el carbonilo del cual se partio; ademas, el empleo de la 2,4-
dinitrofenilhidrazina ha perinitido la generacion de compuestos cristalinos menos

propensos a la oxidacion 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 et al., 1985). Se procedié a la acetilacion del compuesto
96, observando que al utilizar un medio basico (anhidrido acético/piridina) se generaba un
compuesto ciclico, a 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).

1 Aco0/CsHsN lAcCl
OAc
AcOy, OAc O,N OAc OAc Q2N
HzC™ O NH-NH‘%}NOZ \I/\z-)\=N'"NH"©’N°2
QAc OAc
57 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-

B¢ HETCOR.
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Figura 44. Espectro de RMN 'H de la 2,4-dinitrofenilhidrﬁzoha de la L-ramnosa (96)
(300 MHz, CsDsN).
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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, CDCl;).
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Figura 46. Espectro de RMN 'H de la 2,4-dinitrofenilhidrazona de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-
L-ramnosa (98) (500 MHz, CDCl;).

El nicleo pirandsido del compuesto 97 se identificé al realizar las‘ siguientes
observaciones en el espectro de RMN 'H (fig. 45): (1) el protén vinilico de la 2,4-
dinitrofenithidrazona (H,) no se observd (8 7.3); (2) s6lo se registraron sefiales para tres
grupos acetoxilo; (3) la sefial para Hs (dc) aparecidé centrada en & 3.57, indicando un
desplazamiento quimico para una sefial geminal a una funcién oxigenada; (4) habia una
sefial adicional a & 4.52 (d, J = 11.4 Hz) acoplada con la sefial centrada en & 4.40 (dd, J =
11.4 y 1.2 Hz, H;) que desapareci6 durante el intercambio con D,0. El analisis mediante
cristalografia de rayos X de la 2,4-dinitrofenilhidrazina de la 2,3,4-tri-O-acetil-3-L-
ramnopiranosa (97) permitié demostrar la orientacion B ecuatorial en C, de la 2,4-
dinitrofenilhidrazina, los protones Hi-H, y Ha-Hs en relacion sin-clinal, mientras que Hs-

H, y Ha-Hs adoptan una relacion anfi-periplanar (fig. 47).

141



Figura 47. Proyeccion generada mediante cristalografia de rayos X de la 1- (2,3,4-tr1~0—
acetil-B-L-ramnopiranosil)-2-(2,4-dinitrofenil)hidrazina (97). :

La estereoquimica del doble enlace del compuesto 98 se estableci6 como £
mediante el registro del experimento NOESY, que permitié observar la interaccion del
proton de la hidrazina (5 11.08) con el proton vinilico Hy (8 7.35) (fig. 48). En los cuadros
11 y 12 se presentan los valores para los desplazamientos quimicos en la RMN ‘Hy c,

respectivamente, de los compuestos 96-98.

%@Q
' h

Figura 48. Interaccion registrada en el espectro NOESY que permitié asignar la
estereoquimica (E) en el doble enlace del compuesto 98.
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Cuadro 11. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 96-98.

a

Posicion 96° 97° 98
1 4.62 d 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
(3.0,0.6) (3.3,1.2) (8.0, 6.0)
3 4.13 dd 5.00dd 5.58dd
(9.3,3.0) (10.2,3.3) (8.0,3.0)
4 424 4d (t) 5.08 dd 5.36 dd
(9.3,9.0) (10.2,9.3) (8.0,3.0)
5 3.74 dc 3.57 de 5.04 dc
(9.0, 6.0) (9.3, 6.3) (8.0,6.5)
6 1.67d 1.32d 1.24d
(6.0) (6.3) (6.5)
NH 1031s 9.63 sa, 11.08 s
4.52d
(11.4)
3’ 9.07d 9.07d %912 dd
(2.7) (2.7) (2.5,0.5)
5 8.30 dd 8.27 dd 8.35ddd
(9.6,2.7) (9.6,2.7) (9.5,2.5,1.0)
6’ 7.89d 7.68 7.96d
{9.6) (9.6} (9.5)
OAc |  -ew-- 223 s 212s
2.08s 212s
2.00s 206s
2.04s

*CDCls, 300 MHz, (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H{ COSY,

& en ppm. "CsDsN. °500 MHz.
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Cuadro 12. Desplazamientos quimicos en la RMN '*C para los compuestos 96-98." -

Posicion 96" 97 98°
1 71.4 85.7 144.0

2 88.3 68.9 69.9

3 75.9 71.5 68.8

4 73.8 70.1 70.9

5 74.8 , 72.1 66.9

6 18.6 17.4 16.3
1’ ©150.1 148.9 144.6
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 .—-- 20.7 21.0
.- 20.7 20.7

e 20.5 20.7

- e 20.6

COMe 170.1 169.9
R 170.0 169.9

“--- 169.8 169.8

e - 169.4

*CDCls, 75.4 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante "H-"C HETCOR o HMQC, &
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 Ia espicigerdlida (1) y, por lo tanto, se utilizaron los
desplazamientos quimicos de >C para las sefiales de la cadena lateral como un modelo de
comparacion que permitiera evidenciar la estereoquimica relativa propuesta para el
producto natural (fig. 49). De esta manera, esta similitud en los desplazamientos quimicoé
(AS = 0) para las sefiales de los carbonos base de los grupos acetoxilo {Cuadro 13) permitié
apoyar la estereoquimica relativa propuesta para la espicigertlida (1), ya que los nicleos 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 AS negativo para Cy- se explica al considerar el efecto electronegativo

B del nitrégeno de la 2,4-dinitrofenilhidrazona.

Cuadro 13. Diferencias en los desplazamientos quimicos (A3) de los valores registrados en
BC para las sefiales C3-Coe de la cadena lateral de la espicigerdlida (1) y la 2,4-
dinitrofenilhidrazona 98.

8 °C A8
C 1 C 98
3’ 66.3 2 69.9 3.6
4 69.2 3 68.8 0.4
5’ 71.0 4 l70.9 0.1
6’ 66.9 5 66.9 0
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Figura 49, Comparacion de los espectros de RMN *C de la espicigerdlida (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 (H,SO.) junto con un exceso de un segundo
compuesto con grupos carbonilicos que funcione como aceptor de la arithidrazina, como
los aldehidos aromaticos, a-cetoacidos, o-dicetonas y B-dicetonas (Harrison y Eisenbraun,
1966). Otras metodologias contemplan la reduccion de la 2 4-dinitrofenilhidrazona con
cloruro estanoso (Cullinane y Edwars, 1958), cloruro cromoso (Elks y Oughton, 1962) o
hiposulfito de sodio para formar la 24-diaminofenilhidrazona, la cual facilmente se
hidroliza (Buckingham, 1969). En este proyecto de investigacién se evaluaron tres

metodologias diferentes para la hidrélisis del compuesto 98, las cuales se ilustran en la

figura 50.
Cg)Ac OAc O,N
E N—NHDNOZ
OAc OAc
NO,
CHCOCH,CH,COOHMHC! O/ fHCI
QAc OAc
> = CHO —=-——
OAc OAc

Figura 50. Estrategias de hidrélisis empleadas para recuperar el sintén quiral 113.
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Para hidrolizar con los 4cidos levulinico y clorhidrico (Keeney, 1957) se utilizaron
diferentes condiciones de reaccién observando que ain cuando la materia prima (98) se
agogaba, la purificacién de la mezcla de reaccién generaba Ginicamente subproductos de
color amarillo sin lograr aislar algin producto que sélo absorbiera en UV. El anélisis por
CCF de la mezcla de reaccidn obtenida durante la reduccion del compuesto 98 con cioniro
estanoso indicaba la presencia de un producto amarillo menos polar que la 2,4-
dinitrofenithidrazona original, que deberia corresponder a la 2,4-diaminofenithidrazona. Sin
embargo, ain cuando se dejé en reflujo durante un tiempo prolongado no se observo
ningiin cambio posterior de la mezcla de reaccion, Por Gltimo, la hidrélisis con 2-
nitrobenzaldehido utilizando acido clorhidrico o A4cido sulfirico como catalizadores
proporciond dos compuestos que sblo absorbian en UV y al revelar con hidrazliqa
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 arométicas y no las correspondientes a los protones geminales
a los gruposl acetoxilo. Debido a que ninguna de estas condiciones permitieron 6Bfener el .
sintén 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 evalu6 la obtencién del ditioacetal de la L-ramnosa utilizando mercaptoetanol y
1,2-etanditiol. Con mercaptoetanol, se utilizé6 4cido clorhidrico concentrado (Collins y
Ferrier, 1995; Wolfrom, 1929) y 4cido acético sin tener éxito en la obtencidén del producto

deseado. Al emplear 1,2-etanditiol se utiliz6 4cido 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.

OH OH
HiCr O Lyl :
L, o Yy
HO z ”,,OH BF3IEt20 OH SH S\)
OH 99
| AcCI
OAc OAc ACO,,’ OACc
z %,
~ s
E ””I[ S
OAc OAc s\) Hee” O ’Q
100 101 S
| Ni Raney
(=)Ac QAc QAc
OAc OAc OAc OAc

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 procedit 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 etilenditicacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L-

ramnosa (101; fig. 54). Este ultimo, se caracterizd mediante el anélisis de su espectro de
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RMN 'H (fig. 54); en primer lugar, sélo se observaron dos sefiales para grupos acetato (6
2.06 y 2.03) y sus respectivas sefiales para los hidrégenos geminales a ellos (5 4.93, 4.87,
Hs y Hi). También, se registraron dos seflales desplazadas a campo més alto
correspondientes a hidrogenos geminales a una funcidén oﬁigenada cuyos desplazamientos
quimicos se observaron centrados en 8 3.20 (dd, J=10.5y 9.5 Hz, H,) vy & 3.66 {(dc, J =95
y 6.5 Hz, Hs). Las Unicas sefiales éliyo desplazamiento quﬁnico no se afectaron con
respecto a las observadas para el tetraacetato 100 fueron las correspondientés a la posicidén

H, (3 4.61) y al grupo metilo terminal He (3 1.24).

,)L\JLMJL M e

Illl[llll‘?lll[lllIIIIIIIIIllll]'\llll]lFTl

5.5 50 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 de etilenditioacetal de la 2,3,4,5-tetra-O-acetil-L-ramnosa
(100) (500 MHz, CDCI5).
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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, CDCls).
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El compuesto 100 se sometié a una desulfuracién por hidrogendlisis con niquel
Raney para lograr la generacion de un grupo metilo en la posicion 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)
correspondiéd a la reduccién “adicional de la posicion C, (iue involucra la eliminacién
adicional del grupo acetoxilo de este centro (fig. 56). En el espectro de' RMN 'H del
compuesto 102 se observa una simplificacion 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 acoplamientol ;ie la sefial
correspondiente al metilo (8 0.91, d, J = 6,5 Hz), por lo cual, se irradié esta sefial y se
observé la simplificacion de la sefial para los protones H, y Hs (& 4.93, dc distorsionado)
que presenté un sistema de multiplicidad similar a la sefial para Hi, Hs (8 5.27, dd
distorsionado). La si{mulacién del espectro permitid establecer los valores de las constantes
de acoplamiento Ja3.45 = 7.2 Hz v J34 = 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,
CDCl).
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Figura 56. Espectro de RMN 'H del tri-O-acetil-1,2,6-tridesoxi-L-manitol (103) (500 MHz,
CDCly).
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Figura 587. Ampliacién de las sefiales geminales a los grupos acetoxilo del compuesto 102

(A); irradiacion del grupo CHs (6 1.21 d) (B); simulacién del espectro con el programa
LAOCOONPCv. 3.1 (C).
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Cuadro 14. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 99-103.*

Posicién 99° 160 101 102° 103
1 5.66d 4624 462d 1.21d 0.91t(7.5)
(3.4) (6.0) (9.5) (6.5)
2 4.61 5.14 dd 3.20 dd 4.93 dc 1.54 ddc
(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 527 dd 5.13 dd
(7.4, 4.4) (8.3,2.2) (9.5,9.5) (72,24) | (7.0,3.5
5 4.53 4.92 dc 3.66 dc 4,93 dc 4.99 dc
(7.4, 6.2) (8.3, 6.4) 9.5, 6.5) (712,65 | (7.0,6.5)
6 1.67d 1.184d 1.24d 1.214d 1.20d
(6.2) (6.4) (6.5) (6.5) (6.5)
CH,CH, | 3.48334 | 3.22-3.09 3.22ddd | --eee ] eeea-
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 | ----- 2.11s 2.06s 2.09s 2.13s
----- 2.10s 2.03s 2.09s 2.06 s
----- 2.08 s S 2.03 s 2.02s
----- 2.04s P 2.03s .

*CDCls, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'"H COSY, &

en ppm.

"DMSOgs, 300 MHz.
‘Las constantes de acoplamlento se calcularon utilizando el programa de computo

LAOCOON PC version 3.1.

(.
O
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Cuadro 15, Desplazamientos quimicos en la RMN "C para los compuestos 99-103.*

Posicion 99" 100 101 102 103
] 56.0 53.1 79.1 16.1 9.4
2 74.9 723 49.6 67.1 . 23.9
3 71.4 70.3 72.3 71.2 72.0
4 73.5 71.1 74.4 71.2 73.8
5 66.3 67.0 75.2 67.1 67.5
6 20.9 16.4 17.6 16.1 16.0
1’ 38.3 393 33.1 -——— -
2’ 37.9 37.9 29.9 - ce-
COMe e 21.0 20.6 21.0 21.0
cen 20.9 20,5 21.0 20.8
- 20.9 .- 20.7 20.7
20.7 20.7
COMe I 170.2 170.3 170.1 170.4
ce- 170.0 169.7 170.1 170.2
- 169.8 .- 170.0 170.1
169.7 170.0

*CDCl; 125.7 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-"C HMQC, & en
ppm. " DMSOys, 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 ef al., 1984), por lo que
se propuso la sintesis de otro ditioacetal que permitiera la desproteccion del carbono

anomérico, pasando a la tercera estrategia sintética.

6.2.2.3. Sintesis del difenilditioacetal de la L-ramnosa (104).

La tiltima ruta sintética evaluada para la obtencion del sintén quiral 113 consistié en
la sintesis del difenilqitioacetal de la L-ramnosa (104), su peracetato correspondiente (107)
y la reduccion empleando N-bromosuccinimida. De manera adicional, se caracterizaron los

cinco subproductos de reaccidn que proporciond esta secuencia de reacciones (fig. 58).
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Figura 58. Estrategia sintética que permitid la obtencidn del sinton quiral 113 y
subproductos de reaccidn.

El compuesto 104 se obtuvé utilizando la metodologia de Funabashi y
colaboradores (1999), quienes utilizan 4cido trifluoroacético al 90% para condensar
azicares libres con tioles. Esta metodologia proporcioné como producto principal al
difenilditioacetal de la L-ramnosa (104, fig. 59), el cual fue cmacterizaao mediante el
registro de sus constantes espectroscopicas (cuadros 16 y 17) y la comparacion 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,
CstN). ;

Se acetild el compuesto 104 con clorure de acetilo y la mezcla de reaccion se
purificé mediante cromatografia en columna. Las fracciones 64-77 proporcionaron el
difenilditicacetal 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 identificd a través del anélisis de su espectro de RMN '"H como un monoaceténido
generado a partir del compuesto 104 durante la manipulacion de la muestra en presencia de
acetona. Se observaron tres sefiales para grupo metilo, una correspondié al metilo terminal
de la L-ramnosa (5 1.25, d, J= 6.45 Hz) y las otras dos sefiales aparecieron como singuletes
(6 1.36 y 1.03), sélo habia dos sefiales para grupo acetato (8 2.16 y 2.07) y los protones
geminales se encontraban centrados en & 5.33 dd y 4.98 dc. Estas evidencias permitieron
proponer la generacion del acetonido a través de la proteccion de los grupos hidroxilo de

las posiciones C3 y Cq, cuyos protones geminales estaban centrados en § 4.30 (Hs) y 3.99
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(Hs). Los desplazamientos quimicos registrados en la RMN 'H y "*C para los compuestos

104, 107 y108 se presentan en los cuadros 16y 17.

QAc QAc COMe

CAc 5AC SCsHs

i
3 24
5
| J.L.l N1 ) |
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Figura 60. Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la 2,3 4,5-tetra-O-acetil-L-
ramnosa (107) (500 MHz, CDCly).
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Figura 61, Espectro de RMN 'H del 2,5-di-O-acetil-3,4-isopropiliden-L-ramnosa (108)
(300 MHz, CDCL).
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Cuadro 16. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 104, 107 y
108.*

Posicién 104" 107° 108
1 6.04 sa 4384d 4,72 d
(3.0) (1.7)
2 5.07 da 5.34 dd 5334dd
(9.3) (8.5, 3.0) (9.2, 1.7)
3 5.27da 5.88 dd 4.30 dd
(9.3) (8.5, 2.0) (9.2, 6.1)
4 4.55m 521 dd 3.99 dd
(8.5, 2.0) (6.1, 3.8)
5 455 m 4.85 dc 498 dc
(8.5, 6.5) (6.5, 3.8)
6 1.70 d 1.17 d 1.25d
(6.1) V (6.5) (6.5)
CeH; 7.81-7.78 7.58-7.56 m 7.61-7.57m
7.56-7.54 | 7.35-7.26 m 7.43.7.25m
7.22-7.09
QAc | = ---w- 2.06s 2.16 8
----- 20ls 2.07s
..... 1.98s
----- 1.98 5
CHy | = --aee | e | 1.36s
----- e 1.03 s

"*CDCl; , 300 M[—Iz (J en Hz). Las. asignaciones se realizaron mediante ‘H-IH
COSY, & en ppm. °CsDsN. °500 MHz.
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Cuadro 17. Desplazamientos quimicos en la RMN "*C para los compuestos 104, 107 y
108°

Posicién 104° 107° 108
1 61.5 61.4 61.2

2 72.3 71.3 75.0

3 69.4 68.8 76.3

4 73.3 71.2 81.1

5 66.4 672 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 1323

129.0 129.0 1292

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 21.1 21.3
.- 20.7 20.8

-~ 20.6 .-

- 20.5 -

COMe .- 170.2 170.3
---- 170.0 170.3

- 169.6 -

“--- 169.4 S

COMe, 27.3
---- - 26.9

COMe, 111.2

*CDCh, 75.5 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-2C
HMQC o HETCOR, & en ppm. °CsDsN, ©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
observd que estos presentaban caracteristicas muy similares, Slo, se generaron dos sefiales
para grupos acetoxilo. Las dos sefiales en forma de dobletes se asignaron en funcién 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 (5 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 8 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 sufrié un proceso de ciclizacién intramolecular a través del ataque nucleofilico
del grupo hidroxilo en Cs sobre el carbono C; para formar el par de epimeros 109 y 110,

posiblemente a través de un intermediario olefinico A'* generado por la deshidratacién de

la posicién C,,
ACO,/, OAc COMe
(/ .
/FS
2 SCeHs
HaC™ 5 9) ’0’( p
SCgHs
3 l
i l I |_J |
I'TT(”]”"1““1““‘]““3““‘“‘]T‘T"]""l'l’|ll"|IlIl] LELELES DLALAR NUAY BLEERLRLEN BLEN N 20 NLE NLELE LA
Bo 75 70 65 6.0 55 50 45 4.0 30 25 20 1.5 10 05 pm

Figura 62. Espectro de RMN 'H del difenilditioacetal de la 3,4-di-O-acetil-2,5-anhidro-L-
ramnosa (109) (500 MHz, CDCl).
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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, CDCL).

El andlisis mediante mecanica molecular de estos derivados permitié establecer la
conformacién de minima energia en forma de sobre para los dos epimeros 109 y 110
(Collins y Ferrier, 1995). Se observd una orientacién quasi-ecuatorial para todos los
sustituyentes en 109 cuya conformacién de méxima estabilidad (fig. 64; Fyvux = 20.90 y
AH¢= -195.14 kcal/mol) corresponde al sobre que presenta al C4 fuera del plano (‘E). En el
epimero 116 el sustifuyente de mayor volumen [CH(SC¢Hs);] se encuentra en una
orientacion quasi-ecuatorial y los sustituyentes restantes tienen una orientacién quasi-axial
(fig. 65). Esta conformacién de minima energia (Evmx = 21.0 y AHy = —~194.96 kcal/mol)
provoca un cambio en el conférmero de sobre situando al Cs fuera del plano formado por
los cuatro atomos restantes del anilio de furano CE). Las conformaciones establecidas

mediante estos calculos se confirmaron mediante el registro de los efectos nucleares de
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Overhauser. El espectro NOESY del compuesto 109 mostrd la interaccién esperada entre
los protones Hy (8 3.05) y Hy (5 4.70) cuando se adopta la conformacion de sobre “E (fig.
64). En tanto que para la conformacién °E del derivado 110, la interaccion entre H, (8 4.03)
y Hs (8 4.16) represent6 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 tetrahidrofuranésido de ambos derivados. En el cuadro 19 se presentan los

desplazamientos quimicos en la RMN 'H y *C para los compuestos 109 y 110.

Cuadro 18. Comparacion de las constantes de acoplamiento registradas por RMN 'H y
calculadas con el programa PCModel. Efectos observados en el espectro NOESY del
compuesto 110,

Posicién 3T 109 Jun 110 nOes 110
Observada Calculada | Observada Calculada

H;-H; 11.0 10.8 4.0 4,7 ~ Hs-H;

Hj-H, 11.0 8.9 4.5 3.6 Hi-Hg

Hs-H; 9.5 8.6 - 1.0 0.6 H,-H;

Hy-Hs 9.5 8.3 4.0 49
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Figura 64, Conférmero energéticamente estable y espectro de RMN 'H bidimensional
homonuclear NOESY del compuesto 109. Principales efectos nQes: 1, Hp-Hy; 2, H;-Hs; 3,
H[-H3) 4: HS-H3; 5) I—I4-H5
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Figura 65. Conformacién de méxima estabilidad energética para el compuesto 110. La
flecha indica el principal efecto nOe observado entre Hy-Hs que confirma la orientacién B
del sustituyente en C,.

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-
ramnopiranésido (106, fig. 67). La mezcla se resolvié mediante CLAR. En la literatura se
describié previamente la formacion del 1-tiopirandsido 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 configuracion relativa del centro anomérico C; de los epimeros 105 y 106, se realizé una
comparacidén de las constantes espectroscOpicas con los compuestos 1-tiometil o y f L-

ramnopiranésidos 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.°

b 109 110
osicion 5 1y 5 3¢ s 4 § B3¢
1 4.45 d (11.0) 86.3 4.84 d (4.0) 76.7
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 5.39dd (4.5,1.1) 85.1
4 470 dd (9.5, 9.5) 74.5 5.14 dd (4.0, 1.0) 78.8
5 3.43 dc (9.5, 6.0) 73.8 4.16 dc (6.0, 4.0) 80.8
6 1.19d (6.0) 17.5 1.25 d (6.0) 13.6
CHs 7.53-7.51 m 134.2 7.51-7.48 m 134.3
7.48-7.45m 134.2 7.38-7.35m 134.2
7.29-7.26m 133.3 731-7.22m 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 s 20.7 2.11s 20.8
1.94 s 20.6 2.05s 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-ramnopirandside (105) (500 MHz,
CsD;sN).
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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 fraccién de los piranosidos 105 y 106 se acetilo y se purifico mediante
cromatografia en columna para generar los peracetatos 111 y 112 (fig. 68 y 69),
respectivamente. La comparacion de las constantes espectroscépicas de los compuestos 105
y 111 con las constantes descritas en la literatura permitieron ratificar la orientacién o del
grupo tiofenilo (Grooneber ef al., 1993; Pozsgay y Jennings, 1988). Estos compuestos se
utilizan como intermediarios en Ia sintesis de oligosacéridos naturales de interds bioldgico,
por ejemplo, el tetrasacirido 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
piran6sidos 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, 111y 112 se presentan en los cuadros 20 y 21, respectivamente.

169



COMe

JUL MML X N

F]IIII}IIFI|IFI1[I[I!|IIII]IIII§IIll]llIl|lIII||III]IIIIIIIII|IEII

7 6 5 4 3 2 PPM

Figura 68. Espectro de RMN 'H del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenii-oi-L-ramnopiranésido
(111) (500 MHz, CDCl).
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Figura 69. Espectro de RMN 'H del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-B-L-ramnopiranésido
(112) (500 MHz, CDCl).
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Cuadro 20. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 105, 106, 111 y
112.
Posicion 105" 106° 1’ 112"
1 6.08 dd 535d 541d 490d
(1.4,0.5) (1.2) (1.6} (1.2)
2 4.76 dd 4,64 dd 5.50dd 5.65dd
(3.3, 1.5) (3.5,1.2) (3.3, 1.6) (3.4,1.2)
3 4.44 dd 4,09 dd 5.29dd 5.00dd
(9.3,3.3) (9.2,3.5) (3.3,9.8) (10.1, 3.4)
4 432 dd 4.17 dd 5.15dd 5.12dd
(9.3.9.3) (9.2,9.2) (9.8,9.8) (10.1, 9.4)
5 4,62 dc 3.72 dc 436 dc 3.55dc
(9.3, 6.2) (8.2,6.1) (9.8,6.1) (9.4,6.2)
6 1.61d 1.58d 1.25d 1.31d
(6.2) (6.1) (6.1) (6.2)
2 Cg¢H; 7.66-7.64 m 7.74-731m 7.48-7.45m 7.52-7.49 m
7.30-7.18 m 7.30-7.18 m 7.34-7.27m 7.33-7.30m
OAc |  «---- | aa--- 2145 2.21
---------- 2.08s 2.05
---------- 2.01s 1.98

‘CsDsN, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H COSY, 6 en
ppm. "CDCls, 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 90.0 883 85.6 85.5

2 73.8 74.0 71.2 71.9

3 733 76.1 69.3 71.1

4 74.0 73.3 71.0 70.4

5 71.2 77.5 67.7 75.0

6 18.4 18.6 172 17.8
CsHs 136.1 137.6 133.1 133.4
131.4 129.7 131.7 132.1

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 N S, 208 20.9
20.7 207

20.5 20.7

COMe - -e-- 169.8 170.3
.--- S 169.8 170.2

169.7 169.9

“CsDsN, 125.7 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante 'H."C HMQC o
HETCOR, 8 en ppm. °CDCls, 75.4 MHz.

172



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 (Emmx) y entalpia de

formacion (AfHy) de estos compuestos.

Cuadro 22. Comparacion de las constantes de acoplamiento vecinales calculadas y

observadas®, de las energias minimas (Evmx®) v los AHP de los pirandsidos 111 y 112.

111 1,2 2,3 3,4 4,5 | Emmx | AH;
3 Jeale 1.6 3.1 9.3 9.2 11.29 | -311.62
* Jobs 1.6 3.3 9.8 9.8
112
3 eale 12 3.4 9.3 9.2 11.68 |-311.24
> Jobs 1.2 3.4 10.1 9.4

*Hz. “kcal/mol.

La figura 70 ilustra la conformacion de maxima estabilidad para el piranosido 111.

Se observa al grupo tiofenilo con una orientacién axial, presentando interacciones 1,3-

diaxiales con los protones Hs 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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orientacion ecuatorial (8 5.00, Hs y 8 3.55, Hs). Este efecto es mayor en Hs (A8 = 0.81)
debido a que la longitud de los enlaces C-O es menor que la del enlace C-C.
Evidentemente, esta variacion provoca una diferencia en las distancias intramoleculares

entre el atomo de azufre y los hidrogenos axiales de las posiciones C; (3.02 A) y Cs (2.83

A).

Figura 70. Conformacion de maxima estabilidad del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-ot-L-
ramnopiranésido (111),
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El conférmero generado para el compuesto 112 permite observar la interaccidn
anti-clinal del tiofenilo con Hy, provocando un efecto paramagnético de menor magnitud
(A8 = 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 grapo
tiofenilo en el compuesto 111 permitié el aislamiento de ambos compuestos en una

proporcion 2:3 aproximadamente (Juaristi, 1991), predominando el compuesto 112

(Cuadro 22).

Figura 71. Conformacién de méaxima estabilidad del 2,3,4-tri-O-acetil-1-tiofenil-B-L-
ramnopiranésido (112), '
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Finalmente, se logro obtener el sintdn quiral 113 (fig. 72, Cuadro 23) utilizando la
metodologia desarrollada por Miljkovic y colaboradores (1984). En esta técnica se empled
la oxidacion del compuesto 107 con N-bromosuccinimida. Previamente, Horton y Wander
(1970a) intentaron la obtencién de este producto realizando la oxidacidon 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 espicigerolida (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

configuracidn para los centros estereogénicos de la cadena lateral de la espicigerélida (1).

COMe

M A

54 5.2
Wmﬁmmmmmwmmmmm
90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Figura 72. Espectro de RMN 'H de la 2,3,4,5-fetra-O-acetil-L—ramnosa (113) (500 MHz,
CDCl).
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Cuadro 23.

Desplazamientos quimicos en }a RMN 'H y *C para el compuesto 113.*

Posicion 5'H 8 BC
1 9.45d 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 71.3
(8.5, 2.5)
5 5.00 dc 66.6
(8.5, 6.2)
6 1.21d 16.5
(6.2)
COMe 2.18s 21.0
2.13s 20.6
2.10s 20.5
2.03s 20.4
COMe | ----. 169.9
----- 169.9
----- 169.8
----- 169.6

*CDCl; 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, § en ppm.
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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 calculo de las constantes de acoplamiento
vecinales (*Jin) 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 configuracion de la cadena lateral de la espicigerdlida (1)
corresponde a la de la manosa y, al considerar la postulacion biogenética referente a la
configuracion absoluta para el centro estereogénica Cg como (§) (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).

C___)Ac QAc

107 113 Manosa

Figura 73. Comparacion 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 e/ /.
para el hexaalditol peracetilado de la manosa.
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6.2.3. Epimerizacion de la sinrotélida (29).

Se logro obtener una donacidn de la sinrotélida (29) en cantidades suficientes para
realizar la epimerizacion de los centros estereogénicos Co¢ y Cs' con el propésito de
preparar los epimeros correspondientes de la sinrotdlida peracetilada (114). De esta manera,
se registrarian las constantes de acoplamiento experimentales y se procederia a su
correlacion 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 aproximacioén de la metodologia de Masamune en otras 5,6-dihidro-ot-
pironas (Masamune ef al,, 1986; Osawa et al., 1991). Al mismo tiempo, la preparacién de
uno de estos epimeros permitirfa descartar al isomero cuya cadena lateral deriva de la
gulosa (fig. 37, isomero C) como un diasteroisémero portador de la estereoquimica absoluta
observada en la espicigerdlida (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 espicigerolida (1) se calcularon
mediante mecanica molecular las constantes de acoplamiento teéricas de la sinrotélida
peracetilada (114) para compararlas con las constantes observadas y las constantes

reportadas para el hexaalditol peracetilado de la alosa.

oAe QAc CAc QAc OAt DAc
ACO CHo AcO CHO AcS ¥ ScHo
Oac OAc OAc OAc
Gulosa
\ g

O/ DA ©

Ofc OAc OAc Ok
114 123 126

Figura 74. Carbohidratos de origen para la sinrotdlida peracetilada (114), la 5’-epi-
acetilsinrotélida (123) y la 4’-gpi-acetilsinrotolida (126).
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Figura 75. Secuencia sintética para epimerizar los centros estereogenlcos CoryCs dela
sinrotolida (29).
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La sinrotdlida (29) se acetilé parcialmente utilizando cantidades equimolares de
anhidrido acético-piridina, la resolucién de la mezcla de reaccidn mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucién (fig. 76) proporcioné cuatro constituyentes principales; la
sinrotolida peracetilada (114, fig. 77), la 4’-acetilsinrotolida (115, fig. 78), la 5°-

acetilsinrotdlida (116, fig. 79) y la materia prima recuperada (29).

———

-8.01-]
10,06 12.00 ' 14.00  16.00 38106 30,00 32.00 34106 36.05 35708 30/00  32.00 @ 34.60  34.06  30.00 a6

Hinutas

Figura 76. Cromatograma generado mediante CLAR de la mezcla de reaccidn obtenida
durante la acetilacion parcial de la sinrotdlida (29). Condiciones cromatograficas: columna
de silica gel preparativa (ISCO 250 mm x 21.2 mm, 125 A, tamafio de particula 10 pum),
fase movil: n-hexano-AcOEt 1:4, velocidad de flujo = 5 mL/min. Asignacion de los picos:
tr = 20.7 min, peracetilsinrotolida (114); ts = 25.1 min, 5’-acetilsinrotolida (116); tg = 26.8
min, 4’-acetilsinrotélida (115); tr = 35.9 min, sinrotélida (29).

La monoacetilacién de los compuestos 115 y 116 se establecio a través del analisis
de sus espectros de RMN 'H (fig. 78 y 79, respectivamente). En primer lugar, se
observaron sefiales solo para tres grupos acetoxilo (5 2.12, 2.08 y 2.02) y una sefial que

integraba para un proton, cuyo desplazamiento quimico correspondia a un metino geminal a
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un grupo hidroxilo centradas en 6 3.80 (115) y 3.92 (116), ademas de las sefiales para los
hidroxilos (8 2.82 y 2.62, respectivamente). La posicién del grupo acetato en C4 0 Cs se
estableci6 con el registro de los espectros 'H-'"H COSY:; en el compuesto 115, la sefial
centrada en 6 3.80 (ddd, J= 9.3, 5.5 y 2.6, Hs') presentd cuadros de conectividad con la
sefial para He» (6 4.90, dc, J=66y2.6) y Jcon la sefial centrada en 8 5.08 (dd, /=93y 2.8,
Hy'). Por lo tanto, el compuesto 115 corresponde a la 4’-acetilsinrotolida. En el compuesto
116, que deberia corresponder a la 5’-acetilsinrotélida, el hidroximetino (8 3.92, ddd, J =
9.4, 4.5y 1.0) presentd interacciones con las sefiales centradas en § 5.53 (ddd, J = 9.4, 4.5,
1.0, H3) y 8 5.06 (dd, J = 7.2 y 3.9, Hs'). La interaccion de esta Gltima sefial centrada en &
5.23 (dc, J = 6.5 y 3.9) permiti6 asignar el desplazamiento quimico del protén He. Asi, se
ratifico 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 seffales de los espectros de RMN °C (Cuadros 24 y 25).
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Figura 77. Espectro de RMN 'H de la sinrotélida peracetilada (114) (500 MHz, CDCI5).
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Figura 78. Espectro de RMN 'H de la 4’-acetilsinrotolida (115) (500 MHz, CDCI,).
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Figura 79, Espectro de RMN 'H de la 5’-acetilsinrotolida (116) (500 MHz, CDCls).
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Cuadro 24. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 114-116.*

Posicion 114 115 116
3 6.06 ddd 6.04 ddd 6.04 ddd
(10.0, 2.0, 2.0) (.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 2.49-240m 2.48-242m
Sec 2.45-242m 2.49-240 m 2.48-2.42 m
6 5.30 dddd 5.38 dddd 5.27 dddd
(85,85751.0) | (9581,71,1.1) | (9.0,8.1,7.5,1.0)
1 5.87 ddd 5.90 ddd 5.88 ddd
(10.5, 8.5, 0.5) (113,8.1,0.7) (11.3,8.1, 1.0)
2 5.64ddd 5.73 ddd 572 ddd
(10.5, 9.5, 1.0) (11.3, 10.0, 1.1) (113, 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 525dd 5.08 dd 3.92 ddd
(7.0, 4.0) (9.3,2.8) (7.2,5.5,4.5)
5¢ 5.18dd 3.80 ddd 5.06 dd
(7.0, 4.0) (9.3, 5.5, 2.6) (72,3.9)
6 5.10dc 4,90 de 523 dc
(6.5, 4.0) (6.6, 2.6) (6.5, 3.9)
7¢ 1.22d 1.24 d 1.28d
(6.5) (6.6) (6.5)
OAc 2.11s 2125 2125
2.11s 208s 2.09s
2.06 s 2.03 s 2.01s
2.03s
OH ——-- 2.82d 2.62 d
(5.5) (5.5)

'CDCl3, 500 MHz (/ en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H
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 1213 1215
4 144.3 144.9 144.6
5 29.7 295 29.5
6 73.7 74.2 74.1
1’ 133.0 132.8 132.9
2’ 126.3 125.8 126.9
3’ 67.7 68.5 70.2
& 71.6 72.3 72.0
5 71.1 712 72.9
6’ 66.6 72.0 69.0
7 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 (1257 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-2C
HMQC y HMBC, 3 en ppm.
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La figura 80 ilustra la proyeccion generada mediante cristalografia de rayos X de la
4’-acetilsinrotolida (115). Esta conformacién en estado solido presente el anillo de la 5,6~
dihidro-ai-pirona en pseudo-silla, al proton Hg en una orientacién o axial, la cadena lateral
adopta una posicion pseudo-ecuatorial, Hy-Hy v Hs-Hg se encuentran en una relacion

sinclinal y Hy-Hs» anti-periplanar.

Figura 80. Proyeccién generada mediante cristalografia de rayos X de la 4'-
acetilsinrotdlida (115).
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Se realizo la oxidacion de los compuestos 115 y 116 utilizando trioxido 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 transesterificacién 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
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Figura 81. Espectro de RMN 'H de la 4’-acetil-5’-oxosinrotélida (117) (500 MHz, CDCls).
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Cuadro 26. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 117-119."

188

COSY, 6 en ppm.

Posicion 117 118 119
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) | (18.5,52,52,1.1) | (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) | (11.1,84,52,1.2) | (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) (11.7,6.9)
2 5.68 ddd 5.67 ddd 6.53 dd
(11.0, 10.0, 1.0) (11.1, 8.8, 1.2) (11.7, 1.1)
3’ 5.87 ddd 591dd | w-e--
(10.0,3.5,0.5) (8.8, 1.1
4 570d | seeen 5.74d
(3.5) (3.8)
S R 561d 5.89dd
(3.9) (3.8,3.6)
6’ 527¢ 5.26 dc 532 dc
(7.0) (6.6,3.9) (7.1, 3.6)
7 1.36d 1.25d 1.42d
(7.0 {6.6) 7.1)

OAc 2.18s 220s 219
2.13s 2.19s 212s
2.01s 2045 19 s -

'CDCls, 500 MHz (/ en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H




Se procedid a la reduccion del compuesto 117 empleando borohidrure de sodio. Al
analizar mediante CLAR esta mezcla de reduccion, se observaron tres picos principales que
se lograron separar. El registro de RMN 'H estableci6 que el constituyente con tg = 29.6
min correspondié a la 5’-epi-acetilsinrotdlida (121, fig. 82) generada por Ia
transesterificacién del grupo acetato en Cs a la posicion Cs en la 4’-acetil-5’-epi-
sinrotélida (120), uno de los productos de reaccion esperado de la reduccién del grupo ceto
en el derivado 117 (ver fig. 75); el segundo pico (tr = 26.3 min) correspondié a una mezcla
de los compuestos 115 y 122, este Gltimo generado por una transesterificacion a partir del
compuesto 120 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 reduccion 115, La acetilacidon del
epimero 121 proporcion6é 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 la RMN °C para los compuestos 117, 121 y 123.

Ry R; Rs
120 Ac Ac H
121 Ac H Ac
122 H Ac Ac
123 Ac Ac Ac
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Figura 82, Espectro de RMN 'H de la 5’-gpi-acetilsinrotolida (121) (300 MHz, CDCls).
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Figura 83. Espectro de RMN 'H de la 5’-epi-sinrotdlida peracetilada (123) (500 MHz,
CDClL).
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Cuadro 27. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 121-123.%

Posicion 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 2.44-241m 2.44-2.42m
(18.5,11.5,2.5,2.5)
Sec 2.44 dddd 2.44-241m 2.44-242m
(18.5, 6.0, 4.0, 1.0)
6 5.30 dddd 5.38 dddd 537 dddd
(11.5,7.5,4.0,1.0) (9.0,8.0,75,1.1) (8.0, 8.0, 8.0, 1.5)
v 5.89 ddd 5.76 ddd 5.90 ddd
(11.5,7.5,0.7) (11.0, 9.0, 1.0) (11.5, 8.0, 1.0)
2’ 5.58 ddd 5.68 ddd 5.63 ddd
(11.5,9.5,1.0) (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)
4’ 3.86 ddd 5.08 dd 532dd
(8.3,83,295) (7.5, 3.0) (6.5, 4.0
5’ 5.1t dd 517 dd 5.21dd
(7.0, 2.5) (7.5, 6.5) (7.0, 4.0)
6’ 525dc 5.03 dc 4,98 dc
(7.0, 6.5) (7.5, 6.5) (7.0, 6.5)
7 1.29 d 1.25d 1.21d
(6.5) (6.5) (6.5)
OAc 2.08s 214 2.10s
205s 2.09s 2.08 s
203s 2.04s 2.05s
2.03s
OH 235d(8.3) 2.80d(4.0) -

*CDCls, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H
COSY, & en ppm.
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Cuadro 28. Desplazamientos 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
5 292 29.7 29.9
6 73.7 74.6 73.7
1K 1334 132.9 . 134.4
2’ 125.0 . 1283 126.3
3’ 67.3 684 66.1
4 75.0 71.3 | 70.7
5 2053 72.8 | 7.7
6’ 73.0 69.9 . 68.6
7 16.1 16.6 16.3
COCH, 208 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 1703
169.8 169.8 1703
169.4
*“C (125.7 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante H-"C
HMQC, 8 en ppm.
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La mezcla de oxidacidon del compuesto 116 se redujd empleando también
borohidruro de sodio para generar los epimeros monoacetilados (124 y 125) y el compuesto
de partida (116). Esta mezcla se acetild y purificé por CLAR para generar los peracetatos
114, 126 y 127. Los espectros de RMN 'H de la 4’-gpi-sinrotélida (126) y de la 3’-epi-
sinrotélida (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.

Qun
s

OAc
R
124 H
126 Ac
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Figura 84. Espectro de RMN 'H de la 4’-epi-sinrotélida peracetilada (126) (500 MHz,
CDCly).
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Figura 85, Espectro de RMN 'H de la 3’-epi-sinrotélida peracetilada (127) (500 MHz,
CDCl3).
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Cuadro 29. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 126 y 127.°

Posicion 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 2.44-241m 2.47 dddd
(18.0,11.5,25,2.4)
Sec 244241 m 2.36 dddd
(18.0,6.0,6.0,1.1)
6 5.38 dddd 5.29 dddd
(8.0, 8.0, 8.0, 1.0) (11.5,8.5, 6.0, 1.0)
P 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’ 532 dd 5.33dd
(6.5,3.5) (6.5,4.5)
5 5.21dd 5.23 dd
(6.7,3.5) (5.5, 4.5)
6’ 498 dc 4.94 dc
(6.7, 6.5) (6.5, 5.5)
7’ 1.22d 1.22d
(6.5) (6.5)

OAc 2.11s 2.12s
2.08s 2.09¢s
2.05s 2.09s
2.03s 2.02s

“*CDCly, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante "H-'H

COSY, 6 en ppm.

195



En resumen, las secuencias de reacciones descritas anteriormente permitieron la
obtencion de tres epimeros de la sinrotélida peracetilada (114), i e. los peracetatos de Ia
5’-epi-sinrotolida (123), la 4’-epi-sinrotdlida (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 espicigerélida (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 espicigerélida (1) y los derivados de la sinrotélida con los
modelos de Masamune y colaboradores (1986). Estos resultados representan una evidencia
para descartar los diasteroisémeros C y E. Para los diasteroisomeros 123 y 126, la
correlacién establecida mediante la comparacién de las constantes de acoplamiento
vecinales (/i) para las sefiales de la cadena lateral con las descritas para los modelos de
gulosa y glucosa permitié verificar la configuracién de los centros quirales de la porcién
aciclica. Sin embargo, la comparacién de los diasteroisémeros 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 nimero de posibilidades
conformacionales de energia muy similar, cuya diferencia sea menor que el error existente
en los calculos tanto de mecénica molecular como en la ecuacién de Altona. De esta
manera, las *Juy en estos diasteroisdmeros representan valores promedio a diferencia de
las constantes definidas para la espicigerélida (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. Comparacion de las constantes de acoplamiento de la espicigerdlida (1) con los
derivados semisintéticos de la sinrotolida (29) y correlacion 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 AHy Jyg | Jes | Jee n nly 4 nly 5 nts ¢
(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 |2.4419.79|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 | 0.0085 | 0.0598 | 0.0605 | 0.0604
15 (BBC) | -428.75 | 9.18 | 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 | 0.0046 | 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|2.3912.28 | 0.0003 | 0.0008 | 0.0007 | 0.0001
Sumatoria 100 | 476 | 520 | 673
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Esta hipétesis se ilustra claramente con el equilibrio conformacional de la
sinrotélida peracetilada (114). En el cuadro 30 se bresentan los resultados generados
mediante la minimizacién energética de los 22 conférmeros de mayor estabilidad. Esta
aproximacion permitié determinar la existencia de por lo menos nueve rotimeros de
minima energia (n > 4%) (fig. 87). Sin embargo, la diferencia energética entre todos los

conformeros presentes en la poblacion de esta 5,6-dihidro-a-pirona no es tan acentuada

como en el caso de la espicigerélida (1).

6.3. Caracterizacién de los diterpenos de tipo labdano (2-8).

El labdano mayoritario 2 se aislé como un aceite incoloro con una rotacién Optica
positiva ([o]p +58). Su espectro de IR presentd absorciones asociadas con la presencia de
los grupos hidroxilo (Vmsx 3368 cm™) y carbonilo (Vaex 1740 cm’™). La acetilacién 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; [o]p +20)
producido por la acetilacién total de 2.

El espectro de masas (ionizacién quimica) sugirié la formula molecular Ca2H360s, la
cual permitia cinco grados de insaturacion, El espectro de RMN PC y el experimento
DEPT (fig. 88; Cuadro 31) indicaron 20 carbonos con 30 protones enlazados directamente
al nucleo diterpenoide, ademas de las sefiales para un grupo acetoxilo, dos dobles enlaces,

uno exociclico y una olefina trisustituida como parte de la cadena lateral.
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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 (3 2.03), un segundo al de un grupo enlazado a un carbono insaturado (&
1.71) y los dos restantes se identificaron como grupos terciarios (3 1.03 y 0.70); un grupo
hidroximetileno (8u 4.03, da, H-15; 8¢ 59.0, CH;-15) y dos grupos hidroximetinos (5x
3.90, m, 2H; &c 64.8, CH-2, 3¢ 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 ién [M + H]"

(Budzikiewicz ef al., 1964; Tsichritzis y Jakupovic, 1990).
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Figura 88. Espectros de RMN *C (trazo superior) y DEPT del compuesto 2.
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Figura 89. Espectro de RMN 'H del compuesto 2 (500 MHz, CDCly).

‘También se observaron las sefiales para dos protones diasterotopicos a  4.14 y 3.75
(AB, d, Hp-19, J = 11.1 Hz), cuyo desplazamiento quimico es caracteristico de un grupo
acetiloximetileno con una orientacién axial (8¢ 66.9, CH,-19) (Pereda-Miranda, 1986;
O’Mathuna'y Doskotch, 1994b). Esta ﬁmcionalidad se corrobord con el espectro de masas
a través de la pérdida de una molécula de cetena (—C,H,0, ~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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Cuadro 31. Desplazamientos quimicos en la RMN 'Hy *C (HMQC) para el compuesto 2.

Correlaciones heteronucleares “*Jo.z (HMBC).?
Carbon correlacionado
Posicién 8 1H 5 13Cc HMQC HMBC
2Jon e
1 2.06 m 4761 2 3,20
0.94 dd (11.5)"
2 3.90m 64.8d 1,3
3 203m 451t 2 1,18,19
0.99 dd (12.0)°
4 | eee-- 38.6s 3,5, 18,19
5 1.27 dd (4.0)° 53.0d 6 1, 18, 20
6 2.16 m 334t 57
1.28 m
7 390m 73.7d 6 17
8 | eeaa- 149.2 s 9,17 6
9 1.53 dd (10.1)° 53.7d 11 17, 20
10 | aa-a- 403 s 1,59 20
11 1.64 m 21.6¢ 9,12
1.53m
12 2.06 m 299t 14, 16
1.23m
3 | ee--- 139.8s 12, 16 11,15
14 5.40t(7.0) i2494d 15 12, 16
15 4.03 da (7.0) 59.0t 14
16 1.71 sa 233¢ 12, 14
17 5.26 sa 10431t 9
4.76 sa
18 1.03 s 277 ¢ 3,519
19 4.14d(11.1) 66.9t 3,518
3.75d(11.1)
20 0.70s 16.1 ¢ 1,59
Me-CO- 203s 209¢
Me-CO- 171.1s

‘CDCl;, 'H [500 MHz (J en Hz)]. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'H
DQCOSY. BcC (1257 MHz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-C HMBC
(optimizado para Je.n = 8 Hz); 8 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 § 5.40 (H1a)
y los protones del hidroximetileno (3 4.03,2 Hjs), ademds del acoplamiento alilico con el

grupo metilo vinilico (8 1.71, H¢) (fig. 90).

S

ra @

& o] ° g

Figura 90, Espectro de RMN bidimensional homonuclear con filtro de doble coherencia
cuantica (DQF-COSY) del compuesto 2. Principales correlaciones 'H-'H: 1, His-His; 2,
Hia-Hi6 y 3, His-Hig.

La naturaleza del esqueleto diterpénico se establecié por medio del anélisis de los
cxpgrimentos bidimensionales 'H-"H COSY, NOESY, HMQC y HMBC, permitiendo la
construccién de un sistema de trans-dec;'ﬂina con el metileno exociclico en Cs, una cadena
lateral enlazada en Co y colo‘cando el grupo acetiloximetileno en C,4 para completar un

esqueleto de labdano normal.
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La posicion 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 presentd una sobreposicion de las
seflales correspondientes a los hidrogenos geminales a estas funciones en forma de un
multiplete centrado en § 3.92-3.86. En el derivado peracetilado se observd una resolucion
adecuada para las seitales en cuestion. La sefial centrada en 8 4.95 (1H, dddd, /= 11.8, 4.1
Hz) indicé dos interacciones vecinales de tipo diaxial (¢ ~180°, Jia2, 23, = 11.8 Hz) y dos
acoplamientos axial-ecuatorial (¢ ~60°, Jiea, 23 = 4.2 Hz). Por lo tanto, el primer grupo
hidroxilo secundario en el esqueleto labdanico correspondié al nicleo C,, ya que esta
posicion seria la Unica que permitiria la multiplicidad observada y orientando al grupo
hidroxilo o-ecuatorial. El segundo hidrégeno geminal a un grupo hidroxilo secundario
presentd una multiplicidad en forma de triplete mediante las interacciones vecinales de tipo
axial-ecuatorial (¢ ~60°) y diecuatorial (¢ ~60°) con un grupo metileno vecinal (Jze = Joo =
6 Hz) y, de esta manera, se ubico al hidroximetino en C; por ser ésta la finica posicion
restante del micleo de decalina que proporcionaria esta multiplicidad. En taﬁto que la
combinacién de constantes de acoplamiento observada para esta. sefial permitieron
establecer la orientacion o-axial para el grupo hidroxilo sustituyente.

La estereoquimica relativa para el centro estereogénico C; se confirmé mediante las
correlaciones observadas en el espectro NOESY (fig. 92). Asi, las correlaciones para H,
con el grupo metilo Hyp y con la sefial para el protén a campo mas bajo (6x 4.14) del grupo
acetiloximetileno (H;-19) en C4 confirmaron su orientacion axial en la cara  del sistema
decalina. Finalmente, la geometria del doble enlace de la cadena lateral se establecié como

(£) a través de las interacciones nOe observadas entre Hy4 y el metilo Hye.
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Figura 91, Espectro de RMN 'H del derivado peracetilado 128 (500 MHz, CDCls).

El espectro bidimensional 'H-">C HMBC (fig. 93, Cuadro 31) permitié verificar las
asignaciones de manera inéquivoca para los conjuntos de dtomos C)-Cs, C4-Cio y Cs5-Co
cuyas resonancias podrian intercambiarse debido a la proximidad en su desplazafniento
quimico. Estos datos proporcionaron la‘ evidencia para formu;lar 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, Hys-His; 2, His-Hao; 3, Hyo-Ha; 4,
Hao-Hz.
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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 espectroscopicas
similares a las registradas para el compuesto 2 (fig. 94-99; Cuadros 32-34). Asi, en los
espectros de RMN 'H se observaron siempre las siguientes sefiales caracteristicas del
nticleo diterpénico labdénico con una sustitucion analoga a la descrita anteriormente para el
diterpeno 2: (1) tres singuletes correspondientes a los grupos metilo Hig (8 1.78), Hig (6
1.05), y Hag (8 0.75); (2) el doble enlace exociclico Hi7 (8 5.25 y 4.75);, (3) el grupo
acetiloximetileno Hyo con una orientaci6n axial (6 4.01 3.70); (4) el protdn olefinico His (8
5.46); (4) los protones del metileno base de oxigeno H,-15, excepto en 5, Las sefiales para
Hj4 y Hys no se observaron en el compuesto 7 proporcionando,‘de esta manera, la evidencia
para proponer un esqueleto norlabdénico para este producto. El resto de las sefiales
correspondieron a la decalina y son compartidas por todos los productos diterpénicos de
Hyptis spicigera.

La localizacion de los grupos acetato adicionales en los productos naturales 3 y 4 se
estableci6 de la siguiente manera, en el compuesto 3, este grupo se ubicé 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. 8(Cis)s 61.1 - 8(Cis)2 59.0 = 2.1
(Cuadro 32, fig. 94). En el diterpeno 4, la ubicacion del tercer acetoxilo en C7 se
fundamentd en el desplazamiento a campo mas bajo observado (+1.15 ppm) para su protén
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 'H-'"H COSY y

HMQC.
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Kigura 95. Espectro de RMN 'H del compuesto 4 (500 MHz, CDCl,).
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El espectro de masas generado mediante ionizacién quimica del compuesto 5
presentd un pico [M + H]" a m/Zz 379 chya formula molecular corresponde a CoaH340s,
indicando un grado de insaturacién.adicional al compuesto 2. La banda en el espectro de IR
a 1667 cm™ sugirio la presencia de un aldehido o,B-insaturado. Esta funcionalidad se
confirmé en los espectros de RMN 'H (5 9.78) y °C (8 190.2) (Cuadro 32 y 34, fig. 96). Se
asign6 una configuracion Z a la in:saturacic’m de acuerdo a los valores de desplazamiento
quimicos registrados para el grupo metilo vinilico (g 1.95 y 8¢ 24.7) (O’Mathiina y
Doskotch, 1995). Estas asignaciones estructurales se corroboraron a través de la correlacién
quimica del compuesto § con 1. La oxidacion de la posicion alilica Cys se llevd a cabo
mediante el tratamiento del compuesto 1 con MnO,, sin que ocurriera la reaccion del grupo
hidroxilo en C; a temperatura ambiente, posiblemente pdr encontrarse sumamente
impedido estéricamente debido a su orientacién o-axial, Por otra parte, el compuesto 5
sufre una isomerizaciéon del doble enlace en la cadena lateral para dar origen a 131
(Cuadros 33 y 34), al encontrarse en solucion de CHCls. Esta isomerizacion fue evidente al
registrar el espectro de RMN 'H del compuesto 5 después de mantenerse en solucion
durante un tiempo prolongado. Se apreciaron sefiales duplicadas para Hy4, His, His y Hiz.
Los desplazamientos quimicos para el grupo metilo vinilico (Me-16, 8y 2.14 y d¢c 17.6)
indicaron una configuracion £ para el doble enlace (Su et al., 1994).

El compuesto 6 proporcioné la formula molecular CpH3s0Qs por EM-FAB'. La
diferencia observada en el espectro de RMN, en comparacion con el compuesto 2, fue la
ausencia de la sefial para H (fig. 97, Cuadro 32), sugiriendo la-oxidacion en C; del micleo
diterpénico. La presencia del grupo carbonilo de cetona en C, se corroboré mediante la

sefial en 8 209.9 en el espectro de RMN 2C (Cuadro 34) (O’Mathiina y Doskotch, 1994a).
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Figura 97, Espectro de RMN 'H del compuesto 6 (500 MHz, CDCl).
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Cuadro 32. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 3-6."

Posicion 3 4 5 5 6
1 2,10 m 212m 206 m 1.99 m 2.44 4 (13.5)
0.97 dd 0.97 dd 093 m 0.74 dd 2.14d(13.5)
(9.5,9.5) (9.0,9.0) _ '(11.0, 11.0)
390m 391 m 388 m 357Tm | -----
2.07 m 2,06 m 2.04m 1.95m 2.56 d (14.0)
1.02dd 1.02 dd 0.98 m 0.84 dd 2.19d(14.0)
(10.5,10.5) (9.5,9.5) (10.5, 10.5)
5 1.29m 1.36 m 1.22m 1.14m 1.83 dd
(13.5,3.0)
6 221m 222m 2.17m 2.03m 227m
1.31m 138m 1.26 m 1.40 m 1.39m

7 3.90 m 5.05dd 3.88m 3.57m 3.99dd

(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 1.67m 1.56 m 1.75m 1.39m 1.60 m
1.60 m 1.50 m 1.63 m 131 m 1.48 m
12 2.09m 210 m 2.65m 241 m 2.10m
1.26 m 1.27m 248 m 233 m 1.18 m
14 5.36 dd 5.37dd 588d 585d 537dd
(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 9.90d 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 1.74sa
17 5,28 sa 512 sa 532 sa 5.45 sa 5.34 sa
4.78 sa 476 sa 4.76 sa 4.58 sa 4.83 sa
18 1.06 s 1.05s 1.03 s 0.89s 1.15s
19 4,184 413 d 4154 4.19d 3924
(11.1) (11.1) (11.2) (11.1) (11.5)
3.77d 3.79d 3.74d 3.72d 3.88d
(11.1) (11.1) (11.2) (11.1) (11.5)

20 0.73 s 0.75s 072s 0.55s 0.74 s
19-OAc 2.04s 214 s 2.03s 1.69s 2058
15-0Ac 2.05s 2058 m--- ---- -

7-0Ac CEE 2.06s .- .- -

"CDCl, 500 MHz (/ en Hz). Las asignaciones se realizaron medlante 'H-'"H DQCOSY, &

en ppm, PCeDs
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La oxidacion del compuesto 4 con el reactivo de Jones proporcioné 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 CyH320s. La comparaciéon de los espectros de RMN 'H de los
compuestos 2 (ver fig. 89) y 7 (fig. 98) confirmé un micleo biciclico frans-decalina con la
cadena lateral parcialmente degradada para el compuesto 7 (Cuadros 33 y 34). Esta
propuesta de un esqueleto bisnorlabdénico se evidencié mediante el desplazamiento
significativo a campo bajo observado para Ia sefial del grupo metilo Hy (8 2.03). De esta

forma, se confirmé la presencia de una funcionalidad de metilcetona (6c 208.7, Cyq; 30.0,

Mem).
COMe 16 I8 20
17 17 19 219
7
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5 4 3 2 { oo

Figura 98. Espectro de RMN 'H del compuesto 7 (500 MHz, CDCl3).
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El compuesto 8 presentd una formula molecular de CooHsqO que fue determinada
por EM-FAB". Este diterpeno polar presenté una rotacion Optica negativa ([o]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)
¥, por lo tanto, se asumi6 que 8 representaba el producto desacetilado de un compuesto con
fa misma estereoquimica relativa del diterpeno 2. Las rotaciones dpticas en forma de dos
antipodas en las curvas de dispersidn éptica rotatoria registradas para los peracetatos 128 y
130 (ver Parte Experimental, seccidn 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-Meo, y 10-Mep (Mannito, 1981).

18 20
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1

Figura 99. Espectro de RMN 'H del compuesto 8 (500 MHz, CD,0D).
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Cuadro 33. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los compuestos 7, 8, 128 y 131"

Posicion 7 8° 128 131
] 206 m 2.16m 205 m 2.06 m
1.04m 0.89 dd 1.04 dd 0.93m
(11.0,11.0) (11.5,11.5)
2 388 m 3.79 dddd 4.95 dddd 3.88m
(11.5,4.0) (11.8,4.1)
3 2.04 m 2.03 ddd 2.07m 2.04m
1.00m (12.0, 4.0, 2.0) 1.11 dd 0.98 m
0.93 dd (12.4, 12.4)
(11.5,11.5)
5 126 m 1.28 m 1.4 dd 122 m
(13.4,11.1)
6 217m 210m 2.15m 2.17m
1.26 m 1.24m 135m 1.26 m
7 3.8 m 384 m 5.01dd 3.88m
4.2,4.2)
9 1.58 dd 1.58 dd 1.64 dd 1.55dd
(10.4,10.4) (10.5, 10.5) (10.0,10.0) (10.2, 10.2)
11 188m 1.66 m 1.56 m 1.75m
1.62m 1.55m 1.49m 1.63m
12 230m 2.07m 2.04m 248 m
2.55m 2.14m 2.65m
14 | eeeas 536dd 5.34 dd 583d
(7.0,7.0) (7.3,7.3) (8.0)
15 | -e-- 4.02 dd 4.50 dd 996d
(12.5,7.0) (12.3, 6.6) (8.0)
3.954dd 4.44 dd
(12.5, 7.0} (12.2, 6.6)
16 2.08 sa 173 sa 1.73 sa 2.14 sa
17 521 sa 527 sa 5.10 sa 5.26 sa
4.65 sa 477 sa 473 sa 470 sa
18 1.03s 1.02s 1.02s 1.04s
19 4.12d 3.59d 4.06d 4.14d
(11.1) (11.2) (11.3) (11.2)
377d 3.27d 3.87d 3.76 d
(11.1) (11.2) (11.3) (11.2)
20 0.71s 0.89s 0.77s 0.71s
19-0Ac 203s | e---- 20258 2025
15-QAc |  ==--- | =-u-- 203s | -e----
7-0Ac | --e-- | eeae- 20ts | -ee--
2-0Ac | ----- | eee-- 212s | -----

*CDCls, 500 MHz (J en Hz). Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'"H DQCOSY,
8 en ppm. "CD;0D.

215



Cuadro 34. Desplazamientos quimicos en la RMN BC para los compuestos 3, 5-8, 128 y
131°

Posicion 3 5 5° 6 7 8° 128 131
1 6 | 475 | 476 | 537 | 477 | 413 | 435 | 477
2 648 | 647 | 843 | 2009 | 647 | 855 | 681 | 847
3 451 | 451 | 453 | 503 | 450 | 451 | 410 | 451
4 86 | 380 | 386 | 413 | 386 | 412 | 385 | 386
5 530 | 529 | 530 | 528 | 529 | 544 | 528 | 529
6 332 | 333 | 336 | 336 | 335 | 342 | 300 | 334
7 237 | 734 | 734 | 734 | 737 | 747 | 745 | 738
8 145.7 | 148.7 | 149.3 | 1486 | 148.8 | 1512 | 1439 | 1486
9 537 | 536 | 534 | 533 | 540 | 552 | 542 | 541
10 403 | 404 | 402 | 434 | 405 | 413 | 402 | 405
11 015 | 219 | 219 | 215 | 174 | 227 | 218 | 212
12 301 | 306 | 304 .| 207 | 421 | 311 | 301 | 306
13 1422 | 183.8 | 162.9 | 141.7 | 208.7 | 139.8 | 1423 | 163.8
14 119.9 | 1203 | 1206 | 1203 | ---- | 1263 | 1199 | 127.4
15 611 | 1908 | 1902 | 811 | ---- | 593 | 608 | 191.2
16 233 | 248 | 242 | 232 | 207 | 235 | 234 | 178
17 104.3 | 104.8 | 104.8 | 1049 | 1043 | 1046 | 1053 | 1045
18 077 | 277 | 277 | 277 | 277 | 281 | 277 | 277
19 669 | 669 | 670 | 671 | 669 | 655 | 665 | 669
20 16.1 162 | 161 | 159 | 159 | 167 | 158 | 16.1
M-CO-2 | cmmn | wmee | mmmm | ommee | omeme | ommem ) 20000 e
Me-CO7 | ~mmm | mmee | wmmm | mmee | mmmm | ees | 208 ) ees
Me-CO15 | 209 | =vex | =m== | wmee | mmee [ meem | 200 mees
Me-CO-19 | 209 | 209 | 204 | 215 | 209 | ---- | 214 | 208
ME-CO2 | mem | e | emmm L oeeme b emee feeem ] 1698 ) oo
Me-CO-7- | meee | mmme | emee | e | eeee | mmme | 1704 oeee
Me-CO-16 | 170.9 | === | =mev | == | mmme | -emm fATIO ] oo
Me-CO-19 | 171.4 | 1711 | 1705 | 1707 | 1711 | ---- | 1710 | 1711

"CDCl,, 125.7 MHz. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-"C HMQC y HMBC
(optimizado para Jexu= 8 Hz), & en ppm. ®C¢Ds. “CD;OD.
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El 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 rotacion optica
se realizd mediante la caracterizacion de la estereoquimica del centro asimétrico C; para los
diterpenos dextrogiros. Para lograr este objetivo, se aplicé la metodologia de Mosher en los
compuestos 3 y 7, en conjunto con el anlisis empleando la RMN de alta resolucion de los
ésteres correspondientes (Ohtani ef al., 1991 y Kusumi et al, 1992). Se registraron los
espectros de RMN 'H para los ésteres de Mosher 134 y 135 (fig. 100) obtenidos en la
reaccion de esterificacion del norlabdano 7 con los cloruros de R-(—)-ci-metoxi-
trifluorometilfenilacetilo (MTPA) y S-(+)-MTPA. Posteriormente, se obtuvieron las
diferencias en los desplazamientos quimicos (A3 = 8s — 6g) para los protones Hjs, Hi7, Hig,
His v Hj. Enseguida se construyeron las proyecciones estereoquimicas (fig. 101) de
acuerdo con el Modelo de Kakisawa-Mosher (Ohtani ef al., 1991) para la determinacion de
la configuracion absoluta mediante fa aplicacion de [a regla de Cahn, Ingold y Prelog. De
esta manera, se establecié una configuracion (R) para el centro C; de los diterpenos 2-7. Por
lo tanto, el esqueleto diterpénico dextrogiro pertenece a la serie de labdanos normales (10-

Mef3). En tanto que la serie enantiomérica (10-Mea) corresponderia a la configuracion

absoluta para el compuesto levogiro, es decir Ca(S).
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Figura 100. Espectros de RMN 'H de los ésteres de Mosher 134 y 135 (500 MHz, CDCl).
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MTPAO

Figura 101. Modelo estereoquimico para los ésteres MTPA en el centro carbinol C, del
compuesto 7, indicando los valores de A8 registrados por las sefiales en RMN 'H para
establecer el esqueleto normal del labdano (10-Mep).

6.4. Evaluaciones biolégicas.

La espicigerdlida (1) presentd actividad citotéxica significativa contra la linea
cefular de carcinoma nasofaringeo (KB) con una CEsp = 1.5 pg/mL.

La evaluacién de la actividad citotdxica de los diterpenos se Hevd a cabo utilizando
las lineas celulares de carcinoma de colon (HCT-15), carcinoma escamoso de cervix (SQC-
1 UISO) y KB. El compuesto 2 present una actividad citotéxica marginal con CEso = 8.7
pg/mL (HCT-15) y 19.4 pg/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 concentracion menores a 20

pg/mL (Cuadro 35).
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Cuadro 35. Citotoxicidad de los diterpenos aislados de Hyptis spicigera.

Linea celular, CEsq (ug/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 colon; SQC-1 UISO, carcinoma escamoso de cervix; KB, carcinoma

nasofaringeo.

El compuesto 3 inhibid 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.

100

Peso promedio (mg)

10
Crecimiento de la larva (dias)

18 20

i

Figura 102. Evaluacion del crecimiento de Ostrinia nubilalis bajo una dieta artificial con el
compuesto de prueba 3 a concentraciones de 0 (), 5(¢), 50(0) y 100(A) ppm. Las barras

verticales representan las desviaciones estandar para cada lectura.
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7. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

La investigacion fitoquimica biodirigida de las partes aéreas de la especie Hypfis
spicigera permitid el aislamiento de una 5,6-dihidro-o-pirona citotoxica, la
espicigerolida (1). Se comprob6 la hipétesis quimiotaxondmica sobre el aislamiento de
este tipo de compuesto como parte del metabolismo secundario de las especies del
género Hypris pertenecientes a la seccion Mesosphaeria. También, se aislaron siete
diterpenos novedosos (2-8) con propiedades insecticidas. La presencia de diterpenos de
tipo labdanico en el género Hypfis no tiene precedente, por lo cual los labdanos aislados

representan una contribucion a la quimica de este género.

La estructura de la espicigerdlida (1), el Unico constituyente presente en la fraccion
citotoxica (KB: CEsg 2.8 ug/mL), se elucidé como la 6R-[3°5,4°S,5°S,’ 65-tetracetiloxi-
1Z-heptenil]-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona. Las estructuras de los diterpenos labdénicos,
constituyentes presentes en la fraccion toxica para las larvas del gusano barrenador del
maiz (Ostrinia nubilalis), se elucidaron como: 19-acetoxi-2a,7a-15-trihidroxiladba-
8(17),13Z-dieno  (2), 15,19-diacetoxi-2a, 7a~-dihidroxiladba-8(17),13Z-dieno  (3),
70,15, 19-triacetoxi-2o-hidroxilabda-8(17),13Z-dieno {4), 19-acetoxi-2c, 7ot~
dihidroxiladba-8(17),13Z-dien-15-al (§), 19-acetoxi-2a,7o-dihidroxi-14,15-dinorladba-
8(17)-en-13-ona (6), 19-acetoxi-7a,15-dihidroxiladba-8(17),13Z-dien-2-ona (7) y
20, 7¢1,15,19-tetrahidroxi-ent-labda-8(17),13Z-dieno  (8). Estas  estructuras se
establecieron a través de la aplicacion de diversos métodos espectroscopicos
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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 espicigerolida (1) se establecié con base en sus
propiedades quirdpticas, 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 aplicacion de la mecdnica molecular para el calculo de las constantes de
acoplamiento 'H-'H en la 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 configuracion absoluta conocida.

Se determind la configuracion absoluta del esqueleto de labdano mediante el empleo del
método de Mosher, logrando establecer que los diterpenos dextrégiros (2-7) pertenecen

a la serie labdénica 10-Mef y el compuesto levédgiro (8) a la serie 10-Me.

Los resultados de la investigacion constituyen una contribucion al conocimiento
fitoquimico de las especies mexicanas de Hyptis y ponen en evidencia el potencial
medicinal de Hypfis spicigera como una fuente de nuevos principios biodindmicos de

posible utilidad en la terapéutica y la agroquimica.
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Novel Labdane Diterpenes from the Insecticidal Plant Hyptis spicigera®
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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, *H NMR, and 3C NMR) and
chemical evidences as: 19-acetaxy-2a, 70, 16-trihydroxylabda-8(17),(13Z)-diene (1}; 15,19-diacetoxy-20, 7ot
dihydroxylabda-8(17),(18Z)-diene (2); 7To,15,19-triacetoxy-2o-hydroxylabda-8(17),(13Z)-diene {(3); 19-
acetoxy-2o, Ta-dihydroxylabda-8(17),{18Z)-dien-15-al (4); 19-acetoxy-7c,15-dihydroxylabda-8(17),(13Z)-
dien-2-one (§); 19-acetoxy-20,To-dihydroxylabda-14,15-dinorlabd-8(17)-en-13-one (8); and 2q,70,15,19-
tetrahydraxy-enf-labda-8(17),(13Z)-diene (7). Ahsolute configurations were established by application of
Mosher'’s method. Compound 2 sipmifieantly inhihited larval grawth of the Kuropean corn borer.

Members of the Lamiaceae (Labiatae) family have
provided important resources for the Old and New Worlds,
and their uses in medicine, 85 condiments in regional
cuigine, and as pest-control agenta are of central impor-
tance.®~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-
memt of gastrointestinal disturbances and skin infections,
as well a8 ingect repellents  Bioachivity-guided fraction-
ation of sBelected cytataxic crude extracts have indicated the
importance of flavonoids,® ignans (H. verticillata and H.
tomentosa),” and 5,6-dihydro-o-pyrones (H, pectinaia and
H. oblongifolia)® as the bioactive principles of this genus.5

In the course of our research directed toward the
discovery of hioactive constituents from economic and
medicinal Mexican plants,? we now deseribe the structure
and stereachemistry of seven nove! diterpenes, compoumds
17, from the aerial parts of H. spicigers Lam. This plant
material, popularly known in Mexico ag "hierba del burro®,
is nsed by farmers to control insect infestations in stored
grains. The whols plant is strongly scented, and it is birned
in rooms to repel mosquitoes. The gerigl parts of this
speciea are used to flaver foods and for medicinal pur-
poses.l? It has also been & traditional practice of farmers
in many regions of trapical Africa, for example, Burkine
Faso (Upper Volta) and Sierra Leona, to mix this local weed
with grain, because of some antifeedant and/or repellent
components against bruchid beetles (Callosobruchus sp.),
whose larvae feed on the grain, causing extensive damage
and loga

The efficacy of this traditionelly used insecticidsl plant
was previously demonstrated. Ethanolic extracts derived
from this plant material were found to reduce the ovipo-
gition and hatching of bean weevils (Acanthescelides ob-
tectus) under controlled environmental conditions,!! Only
two previous phytochemical investigations of this plant
have been conducted. In & preliminary study of the leaves
and inflorescences, the chemical compasition of their es-
gential oile wes quantified by GC—MS, The oils were
characterized by a high content of S-caryophylleme, a-pintene,
and sabinene.1? Recently, the defatted aerial parts afforded
a 6-zubstituted §,6-dihydro-o-pyrone,’® closely related to
the cytotoxic constituents from H, oblongifolia 58
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Figure 1. The growth of Ostriniz nubilalis reaved on artificial meridic
dist with test compound 2 at 0 (€0, 5 (), 60 (O), and 100 (a) ppm.
Vertical bars represant standard exror deviations of the mean.

Results and Discussion

Gnided by a hioassay that tested for lorval toxicity of
the European corn borer, Ostrinic nubilalis (Lepidoptera:
Pyralidase), a CHCly—MeOH extract of the aerial parts of
H. gpicigere was fractionated mainly by column chroma-
tography. The insecticidal activity was traced to a fraction
rich in 8 mixture of diterpenes. HPLC separation furnished
geven labdanes. Compound 1 was the major metabolite
present in the aerial parta of the plant (4.4 x 10* % w/w),
while 2—7 were minor components (3.8-0.4 x 1073 % wiw).
The plant wes alse shown to contain ursolic und ent-lkaar-
16-en-19-0ic acids. Compound £ significantly inhibited
larval growth of the model insect (Figure 1), Cytotoxicity
of the irolated cumpounds was evaluated with colon and
nasopharyngeal carcinoma cell lines. Compound ¥ dis-
played marginal cytotoxicity with HCT-16 (EDy, 8.7 ugf
mL) and KB (EDy; 19,4 agiol) cultures, The responses
displayad hy diterpenes 4 and 5 were similar to each other
and twofold less intense (EDsy 11—-19 ug/mL) than 1. All
other diterpenes were inactive at concentrations below 20
pg/mb..

Diterpene 1 was obtained as 1 colorless oil exhibiting a
positive aptical rotation ([alp +58°). It formed two deriva-
tives on partial acetylation, which were identical to natural
products 2 and 8. Peracetylation of these compounds gave
the same derivative, indistingrishable (HPLC, NMR, [olp

hemical Society and American Society of Pharmacognosy

Puhblighed on Web 11/21/1898

247



248

46 Journal of Natural Products, 1999, Vol. 62, No. 1
Table 1. 'H NMR, HMQC, and HMBC Data of Compound 19

correlatad earbon
HMRC
position 3 JUCHMQC  om &lo-n
1 2.06 m 41814 2 3,20
0.94 dd (11,6
2 3.90m 848d 1,8
3 2,03 m 4511 2 1,18,18
0.0 dd (12
4 356s 4,5,18,16
& 1.27 dd (4p 53.0d 8 ©1,18,20
8 216m 834t 5,7 '
128 m
7 $.90 m 73.7d 6 by}
8 14928 9,17 [}
9 163 dd (10.1)* 687d 1 17,20
10 403 1,5,9,20
11 164 m 216t 8,1
163 m
12 2,08 m 208t 14,16
1.28m
13 1908 12,18 11,18
14 5,404 (7 12454 15 12,18
15 4,08 brd(7) 69.0t 14
16 1.71brs 233q 12,14
iy B5.26bra 104.31 9
4.76bre
18 1088 217q 3,5,19
19 414d(11.1) 669¢ 3,518
3.76d (11.1)
20 0.708 161g L,5,9
Me-CO—~ 2085 200 q
Me-CO—~ 17L.1n

® Chemical shifta (8) are in ppm relative to TMS; coupling
constants o (Hz). C-multiplicities were established by DEPT.
HMBC optimired for Joyr = § Hz. * Approximate triplet-liks

+20°) from compound 8 produced by total acetylation of 1,
thus showing the earban gkaleton, oxygenation pattern, and
stereochemistry to be the same for each natural product.

Chemical ionization MS of the principal component (1)
suggeated the molecular formula CaaHyOy, allowing five
degrees of unsaturation, 2C NMR (DEPT) indicated 20
carbons, with 30 divectly aitached pratons for the diterpene
nucleus, in addition to signaly for an acatyl group. This
spectrum also indicated the presence of two double bonds,
one axocyclic, and a trisubstituted olefin as 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
2.08), one was attached to an unsatnrated carhon (3 1.71),
end two were identified as tertinvy groups (3 1,08 and 0.70).
Other fonctionalities that were apparent from the 'K and
%C NMR data of 1 (Table 1) included &n allylic primary
eleohol (g 4.08 br d, H3-15; do 59.0 CHz-15) and two
BECO! 1 groups (8y 3.90 m, 2H; dc 64.8 CH-2,
and 73.7 CH-7), which were initislly recognized by MS
fragments at m/z 363, 845, and 827, indicating consecutive
losses of three ;0 molecules from the [M -+ HI*. The
olefinic proton at d 5,40 (H-14) was coupled to the hydrexyl
methylene protons (Hy-15) and displayed allylic coupling
with the vinylic methy! group (H-18), thus defining the sida
chain subgtitution. There were al2o obeervoed sipnals for
two diastereotopic protons at dx 4.14 and 3,75 (AB, d, Hy-
18, o == 11.1 Hz), whoea chemical shifts were characteristic
of an acetyloxy methylene group with an axial orientation
(8¢ 86.9 CH;-19).2%14 The presence of this functionality was
corroborated in the MS by loas of ketene (C;H,0, 42 mass
units} from the dehydration fragments to produce peaks
at m/z 303, 286, and 267,

Fragoso-Serrano et al.

The nature of the diterpene skeleton of 1 was established
by means of the 2I) NMR experimenta 'H-H COSY,
NOESY, HMQC (*3C and 'H chemieal shift values are given
in Table 1), and HMBC {two- and three-bond rcorrelations
between 12C and 1H are included in Table 1). These resulis
allowed the construction of a trans-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 labdans skaleten. 415 Support
for this assignment was obtained from the HMBC, which
showed a %Jo.y-interaction between G-18 (3¢ 27.7) and Hy-
19.

The relative stercochemistry was assigned on the basis
of the observed NOESY correlations for the peracetyl
derivative 8, although the coupling constanta (%Jy;_y) (Table
2) for the methine signals H-2 and H-7 provided enough
evidence for their spatinl orientation. Thus, H-2 displayed
two large diaxial couplings (Fi,—z = Je-g, = 11.8 Hz) and
two small axial~equatorial interactions (Jysg = oF gog, =
4.1 Hz). The coupling pattern for the triplet-like signal of
H-7 with small values (Jg, 1 = Jee-; = 4.2 Hz) required an
aquatorial orientation. NOESY experiments showed cor-
relations between the H-20 methy! group and H-2, which
in turn displayed an additionsl cross peak with the most
shielded proton (dg 4.08) of the aceiyloxy methylens
finctionality (Hg-19) on C-4, confirming their axial orienta-
tion on the f-fuce of the decalin system. Finally, the
geometry of the side chain double bond was established as
Z by virtue of the NOE interactions between H-14 and H-16
methy] group. These data provided conclusive evidence for

formuletion of I as 2e,70,16,19-tetrahydroxylabda-

8(17)(132)-diene,19 acetata,

H and HC NMR spoctra (Fables 2 and 3) of natural
produdts 2 and 8 were gimilar to those of compound 1. After
measuring the *H-tH COSY and HMQC, the sdditfonal
ncetate group was placed at the primary carbinol group
on C-15, whose methylene protons and carbon (dg.-10 61.1
— Gg~15n 9.0 = 2,1) were paramagnetically shifted in 2.
Similarly, tho data obtained for ditarpene 8 supported the
placement of the third ester substituent at C-7, The signal
for H-7 was shifted 1.16 ppm downfield relative to the same
resonances in compounds 1 and 8, |

The CIMS of compound 4 exhibited a peak at m/z 879
M + HI* in accordance with the molecular formula
Ciati30y, suggesting an additional degree of unsghuration .

An relation to compound 1. The presence of an o,fh-

unsaturabed aldehyde (IR 1687 em!) was supported by 1H
and *C NMR (Tables 2 and 8), Chemical shift valoes
regiatered for this vinylic methyl group (3x 1.95 and dg
24.7) were in agreement with the Z-configuration for the
13,14 double bond.!® Final evidence for the velative stereo-
chemistry of compound 4 wag achieved by chemical cor-
relation with 1. Treatment of 1 with MnO; in THF resulted
in oxidation of the allylic position C-15. Surprisingly, the
hydroxyl group on C-7 remained wnreacted under room-
temperature conditions, During a prolonged storage in
CI)Cl;, compound 4 guffered isomerization of the side-chain
double bond to yield 9. The main differences of this
derivative in relation to 4 were observed in the chemical
shifta for the vinylic methy) group (Me-18, dx 2,14 and d¢
1'{.6),1:vhid1 indicated an E configuration for the double
bond. ‘ .

Compound § yielded a formuln of CogHayOx by FABMS,
NMR data for § were almoet identical to those of 1 exrept
for absenca of the H-2 eignal, suggesting oxidation of the
parent diterpene nucleus at this position. The presence of
a kotone C-2 finction was supported by the ¥ NMR signal
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Table 2. !H NMR Date for Compounds 2—8 (500 MHz in CDCly?
proton(s) 2 3 4 48 5 8 7 8 9
H-1 0.97dd 0.97dd 003m  0.74dd 2.14d 1.04m 0.85dd L04dd 0.93 m
(9.5, 8.6) (9, 8) (11,11} (13.5) (11,11 (11,5, 11.5)
2.10m 212m 2.08 m 199 m 2444 2.08m 216 m 2.05 m 2.06 m
(13.5)
H-2 3.50m 3.91m 38m 357m 388m  8.79dddd 4.96 dddd 3.688m
{4, 11.5) (4.1,11.8)
H-3 1.02dd 1.02dd 0BEm 0,84 dd 2.19d 100 m 0.93dd 1.1ldd 0.98 m
{10.5, 10.5) (8.5, 9.5) (10.5, 10.5) (14} {11.5, 11.5) (12.4, 12.4}
2.07m 2,08 m 204 m 105 m 2664 204 m 2,08 ddd 207 m 204m
(1d) (2, 4,12)
H5 1.20m 1.36m 1.22m Lidm 1.834d 1.26m n 1l4dd 122 m
(3, 13.5) (11,1, 13.4)
H-B 18im 1,38 m 1.26m 1L40m 1.39m 126m 124m 36m 126 m
2.21m 2.22m 217m 203m 227Tm 217Tm 210m 2.16m 21T m
H7 3950 m 5.056 dd 3.88m 3.57m 3.60 d4 3.88m 3.84m 5.01dd 3.88m
(4.5, 4.5) (6, 11) (4.2, 4.2)
H-9 1.56dd 1.84dd 1.66dd 120dd 17744 168dd 158dd 1.644dd 1564dd
(10, 18 {.5, 9.5} {10.2, {10.5, a,7 (10.4, (10.5, {10, 10) (10.2,
10.2) 10.5) 10.4) 10.5} . 10.2)
H-11 1.60 m 1.50m 1.63m 13lm 148 m 182m  166m 148 m 168 m
1687m 1.56 m 176 m 189 m 160 m 188 m 1.66 m Lb66m 176 m
H-12 126m 127Tm 248m 288m Li8m 230m 207m 204m 248 m
2.09m 210m 285 m 24im 210m 255 m 21l4m 265m
H-14 6.36dd 5.37dd 6.88d 6.86d 537dd 5.36dd 534dd 5834 (B
(6.9, 7.0 (1.4, 74) (8.1) (8.1) (7.6, 7.6) 7, (7.8,7.3)
H-15 4.47¢d 4,47 dd 8.784 2.80d 4.45dd 3.95dd 4,50 dd 9.96 ¢ (B)
(7.2, 12.3) (7.2, 10} {8.1) 8.1} (7, 12.5} (7,12.5) (6.8, 12.8)
4.844dd 4563dd 4585dd 4.02 dd 4.44dd
(7.5, 12.6) (7.2, 10) (7,12.5) (7, 12.6) (6.6, 12.2)
H.16 176 brs 1.75brs 195brs 144brs L74bra 208brs 173brs 178 brs 2ldibrs
H-17 478bre 476bre 476brs 4568brs 483brs 521brs 477brs 473 bre 470bre
528bra 612brs 532brs G4Gbrs 5.34brs 466brs 527Thrs 510brs G.26bre
H-18 1.08e 105a 1058 0888 L16s 1038 102s 1.02s 1048
H-19 3774 3794 3.74d 3.724d 3.88a 3774 3.27d 34874 3.764d
{1L1} (11.1) {11.2) (11.1) (11.5) (111) (11.2) {11.3) (11.2)
4.284d 4.13d 4.156d 4.15d 3924 4124 3.50d 4.064d 4.14d
{1L1 {1L.1) (11.2) (11.1) (115 (1L1) (11.2) (1.3 (1L.2)
H-20 0738 0,758 0.728 0668 0748 0.71s IR0 N 0.7 s 0718
19-0Ac 2048 2148 2038 169s 206s 2.038 2.02 202a
15-0Ac 2068 2068 2.03
T-0Ac 206s 2.0
2-0Ac 232

* Chemical shifta (8) are in ppm relative to TMS, Observed splittings J (Hz). ¢ In CaDg. © In CDsOD.

atd 209.9 (Table 3). Oxidation of compound 3 with.Jones's
resgent produced 10, which was identical to the peracaty-
lated derivative of compound 6.

The FABMS of 6 supported & molecnlar formula of
CxH305. Examination of the NMR spectrs of 1 and 8
confirmed a commen bieyclic trens-decalin moiety, and the
suggestion for a hisnorlabdane skeleton was made evident
from the H-16 methy! group signal, which shifted signifi-
cantly downfield (& 2.08). This chasrvation indicated the
presence of a methyl ketone funetionality (6¢ 208.7 C-14,
30.0 CHz-16) in 8 reminiscent of the partially degraded side
chain of its bisgenetic precursor, diterpens 1.

Compound 7 was found to have a molecular formula of
CexHg O, a8 determined by FABMS. This polar diterpene
displayed =& negative specific rotation {{u)y —70%), in
contrast with the positive values recorded for the rest of
the novel compounds isolated from H, spicigera. The major
difference from 1 in the NMR spectra was the absence of
the acetyl moiety. Accordingly, it was assumed that 7 was
the deacetylated form of 1 and, as a consequence, both
natural products would ghare the same relative configu-
ration. On acetylation, both compounds afforded perace-
tates that were identira} by NMR and HPLC experiments,
but exhibited opposite optical rotations. The observed
rotation was positive for peracetate B and negative for
derivative 13 prepared from natural product 7. These
optical activity measurements implied that the two enan-

tiomeric labdane gkeletons could be present in the plant
materigl, that is, in the 10-Mea and 10-Me# series.!”

R, Ry [ .M 5 R=H
1 OH ol coH H I Reag
3 oH oH CHOA: H
3 oH One CHOA: R
4 OH oH cHO H
& Qas QAc CHOA: H
% OH oH H CHO
11 OMTPA OMTPA CHOAc H
CHOR
H
Ciy
RO, ™
oR
Gy
6 R=H 7 R=H
12 R=MIPA 1 R=As
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Table 8. 3C NMR Spectral Data of Cumpoundn 3.4, and -9
{125.7 MHz in CDCLP

positlon 2 4 ab § 8 e 8 9
1 478 475 476 BT 477 418 436 417
2 648 64.7 643 2009 B4.7 655 681 @4
3 461 48.1 4563 603 450 451 410 441
4 886 885 986 4183 386 412 B85 8846
4] 653.0 529 630 b2.8 529 H4d4 O52B 829
[] 33,2 333 336 336 336 342 300 334
7 8.7 734 734 734 787 49 145 7136
8 1467 1487 1493 1458.6 148.8 1512 1439 1486
9 537 636 534 533 B840 652 K42 541
10 408 404 402 484 4085 418 402 408
11 215 219 219 215 174 227 218 212
12 30.1 306 804 257 421 B8lL1 301 306
13 142.2 183.8 1629 141.7 208.7 130.8 1423 163.8
14 1189 120.3 129.8 120.8 126.3 118.0 1274
15 61,1 180.8 1802 61.1 69.3 608 1912
18 233 248 242 232 207 285 234 174
17 104.3 104.8 1046 104.9 104,3 104.6 10653 1045
18 0T ¥LT 217 21 2 282 277 20N
18 660 669 670 67.1 668 665 665 66.9
280 181 162 161 169 158 1687 168 161
Me-CO-2 21.0
Me-CO-T 20.8
Me-CO-15 209 211
Me-CO-16 200 208 204 215 209 214 209
Me-CO-2 169.9
Me-£0-7 1704
Ma-CO-16 1708 171.0
Me-CO-19 1711 171.1 17046 170.7 1711 1710 1711

% Chemicnl ehifts (d) ave in ppm relative to TMS. All aesign-
mgnng:BeDbased on HMQC and HMBC exparimenta. ¥ In CgDg.
&

Figure 3. Stereochemlion! model for the MTPA estor derivatives
at carbinol center C-2 of compound & showing A5 values for
diagnostio TH NMR signals on the normal labdans akeleton.

Datermination of the absolute configuration at the
asymmetric conter C-2 in compounds 2 and 6 by the use of
high-field NMR application of Mosher's methodology'#1?
allowed correlation of the carbon framework of the dex-
trorotatory natural products 1-8 with the normal Iabdane
10-Mep-aterectype. For example, comstruction of the ster-
eochemieal projection for the MTPA ester derivatives of
compound 6 sccording to the Kakisawa—Mosher model®
ia ghown in Figure 2, wheye the arrangement of the Ad
(48 — &R) (ppm) values for diagnostic protons surrounding
the C-2 earbinol centar confirmed the R configuration. The
negative curvature of the optical yotatory dispersion dis-
played by derivative 13 was used as the argument in favor
of the enantiomeric sbeolute configuration for natural
product 7 (i.e., 10-Mec-labdane akelston), in contrast to the
positive plain ORD curve showed by peracotate 8.

Experimental Seotion

General Provedures. Melting pointa wore
obtained on a Bachi 530 apparatus and are ancorrected. The
IR specira were obtained on Perkin-Elmer model 1600.
Positive ion FABMS was recorded using a glycorol watrix in
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a JEOL SX102A masa spectromater. CIMS was recorded on a
Hewlott—Packard 5985-B spectrometer. The optical rotations
were measured on a Perkin—Elmer 241 polarimeter. *H (500
MHz), 8C (126.7 MHz), DEPT, COSY, NOESY, HMQC, and
HMBC NMR spectra wore recorded sither on a Brucker AMX-
600 or a Varian XI-500 instrumant. Chemical shifts arein §
(ppm) with TMS as internal refarence. Preparative column
chromatography was performed on 8i gel flash (40 ym, J. T
Baker). Analytical and preparative TLC were performed on
8i pol 60 Fys, Morck plates, and the spots wers visualized by
spraying with 10% Co(S80); in 2N H380,, followad by heating
at 110°, The instrumentation used for HPLC analysis consisted
of & Waters (Millipore Corp,, Waters Chromatography Divi-
gion, Milford, MA) 600E Multisolvent Delivery System equipped
with a Waters 410 differential refractomster detector and a
computer (OptiPlex 466/Le, Dell). Control of the equipment,
data acquisition, processing, and management of chromato-
graphic information wera performed hy the Millennium 2000
software program (Waters), HPLC separationy were performed
on I8CO 8i gel (#Poragil, 10 ym) colymns; semipropurative
(250 mm x 10 mm) and preparative (260 x 21.2 mumn) acales.

Plant Materlal. The aerial parts of H. apicigern were
cotlected 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 Macional Auténoma de México.

Extraction and Bioassay Isolation Procedures,
Diried aerial paria (788 g) were cxiracied by maceration with
hexane followed by CHOly~MeOH (1:1) at room tomperature.
Aftor filtration, the solvent was removed under vacuum to
vield 37.5 g (hexane) and 654.5 g (CHCls—MeOH) of dark-green
residues. The hexane extract afforded 76 mg of eni-kaur-18-
on-19-oic acid.? The CHCly~MeOH extract was chromato-
graphed over Si gel (4560 g) in & gravity column using n
gradient of Me;CO—MaDH in CHCls, A total of 70 fractions
(200 mL each) was collected, Fractions 8—18 contained 100
mg of ursolic acid, which was identified by comparing its
phys!cal and ipech‘al data with those of authentic material
in our files,’® Combined fractions 23—87 (8 g), cluted from the
original columm with CHCls~Me;CO (2:8), were found to
concentrate the insecticidal activity. These active eluates were
further rechromatographed over Bi gel (200 g) using the sama
#olvent asystem to yield the combined subfractions 88~108 (1
g) abundant in #ix cornpounda. The crude mixture was submit-
ted to preparative HPLC, The elution was isocratic with
n-hexane—EtOAc (1:4) and a flow rate of 8 mL/min. These
chromategraphic conditions were effective in isolating 360 mg
of component 1 (fz 26,2 min), 6 mg of § (8 26.8 min), 20 mg of
7 (ts 20.8 min), 30 mg of 4 {ix 19.1 min), 15 mg of 2 (fn 16.3
min), and 4 mg of 8 (¢ 14.6 min). The subfractions 104—109
yielded 18 mg of the compound 8 (fs 22 min) by preparative
HPLC. The mobile phase was EtOAc—MeCH, (95:5; flow rate

= § mL/min),

Compound 1: ofl; [o)n +58° 0. 1, MaOH); IR (Nujol) ¥mes
8368, 1724, 1668, 1458, 1874, 1246 and 1084 omx~’; H and
130 NMR, Table 1; CIMB m/z (ve] int) (M 4 H]* 381 w 3), M
+H- HaO]*' 868 (29.9), M -+ H — 2H,;0)* 845 (48.7), M+ H
— SHsOI* 827 (68.6), M + H ~ 2H;0 —CsH,0]* 303 (27.8),
M + H — 3H,0 ~ C;H;01* 288 (83.4), [M + H — 4H0 ~
CeHgOl+ 267 (100); HRFABMS [M + Hi* 981,2641 {(calcd for
CnHy:Os, 381.2640).

Compoand 8: oil; [«]p +40° (¢ 0.1, MeOH); TR {Nujol) #u
8380, 1730, 16864, 1374, 1240, 1112, and 1068 cm™}; FAB-M8
mifz (M + HI* 423; *H and 13C NMR, Tables 2 and 3.

Compound $: oil; la)o+25° (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) Yaux
8378, 1780, 1860, 1456, 1372, 1240, and 1034 om™; FABMS
miz [M+H]“¢65 ‘HNMR Tublez

Compound 4: oil; [a]p +10° (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) vu,
3982, 1732, 1668, 1374, 1246, 1126, and 1068 cm™!; 'H and
180 NMR, ‘Tables & and 3; CIMS m/z {xa! int) M + H}* 378
(16.8), M + H — HgO]* 981 (47.6), IM -+ H — 2H;O}* 8438 (61.0),
M + H — 2H0 — CsHa0)* 801 (76.5), M + H ~ 8H0 —
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C:H,01* 283 (100}, (M + H — 4H:0 —~ C:H30]* 285 (67.8);
HRFABMBE [M + H]* 379.2479 (caled for CasHaxOr, 379.2484).

Compound 8: oil; [alp +66° (¢ 0.1, MeOH}; *H and *C
NMR, Tables 2 and $; HRFABMS m/z [M + NaJ* 401.2301
{caled for CxHaOsNa, 401.2303).

Compound 6: oil; [a]p +28° (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) Ve
3380, 1732, 1658, 1372, 1244, end 1034 em™?; 'H and 2C NMR,
Tables 2 and 3; CIMS8 mJfz {M + Hi* 353 (1.4), M + H - H;O*
336 (11.7, M + H — 2H0]* 317 (13.8), [M + H ~C;H,01*
300 (8.1}, (M + H — 2H,0 — CgH;0l* 276 (16.7), M + H —
3H,0 — C:H.0)* 257 (60.2); HRFABMS m/z [M + Na]*
375.2146 (caled for CeoHypOsNa, 376.2147).

Compound 7: white crystalline golid; mp 140141 *C; [aln
—30° (c 0.1, MeOH); IR (KBr) vz, 3336, 1698, 1648, 1452,
1372, and 1034 em~% 'H and 3C NMR, Tables 2 and 3; FABMS
m/z [M + H]* 339, [M + H - H;0j* 321, M + H - 2 H:01*
808, (M + H - 3 H;0}* 285; HRFABMS m# [M + Nal*
361.2354 (caled for CeHsOuNa, 361.2354).

Acetylation of I, Compound 1 (178 mg) was dissolved in
2.5 mL of AszO—pyridine (2:1) and maintained at room
temnperature for 24 h. The reaction mixture was diluted with
Hi0, extracted with EtQAg, washed with saturated aquesna
NaHCO;, and dried with Na:80,. Coluzm chro-
matography on 8i gel (3-hexane—EtQOAc 75:25) yielded 45 mg
of product 8: ail; [alp +20° (¢ 0.1, MeOH); IR (Nujol) vy, 1738,
1658, 1442, 1366, 1240, and 1030 cm™!; FABMS mJ/z M + H]*
507, (M + H — HOAc)* 447, [M + H — 2HOAc]* 387, M + H
— S3HOAcl* 8327; *H and 3C NMR, Tehles 2 and 3.

Partial Acetylation of 1. Compound 1 (48 mg) was
dissolved in Ac ) (16 4L) and pyridine (11 yL). The reaction
mixture was stirred at —&5 °C for 10 min and treated imder
the same workup conditions as indicated above. The crude
product was resolved by semipreparative HPLC (n-hexane—
EtDAs, 1:1; Bow rate = 1.6 mL/min) to yield 6.6 mg of diacetate
2 {¢z 20.3 min), 1.5 mg of triacetate 8 (ig 15.6 min), and 3 mg
of derivative 8 (fg 13.6 min), besides 16 mg of unreacted
starting material 1 (#z 51.9 min).

Avetylation of 7. The procedures used for peracetylation
of compound 1 wera applied for derivatization of natural
product 7 (4 mg) to yield 3 myg of 13: «il; ORD (¢ 0.8, MaOH)
lakspe —2.5%, alssa —2.5°, lodoss —3.7%, [0} —6.1°, [0)aes —B.6%;
[R, 1Y and 3¢ NMR data were identical to those of wmpmmd

Oxldation of Compound 1. To 10.8 mg of compound 1 in
2 mL of THF were added 10 mg of MnO:. The mixture was
stirred at 25° for 16 h and filtered under Celite. The salvent
was removed at rednced pressure. Then the crude product was
purified by semipreparative HPLC (n-hexans—EtCAe, 1:4: flow
rate = 1.5 ml/min) to yield 5.8 mg of compound 4.

Oxidation of Compound 3. Natural product 3 (2 mg) was
dissclved in 0.5 mL Me;CO at 0° and treated dropwise with
Jones’s reagent (Cr0y~HOAs) until an orange ¢olor persisted.
After § min, the solution was dituted with H20 and extracted
with CHCls. Remaval of the solvent left a residue that was
analyzed by HPLC (n-hexane—~EtOAc, 7:8; flow rate = 1 ml/
min) to afford one major peak (iz 10.2 min). This derivative
was identical (GC-MS and HPLC coelution) to peracetate 10,
which was prepared by acetylation of §.

Preparation of C(2),C(7)-bis-MTPA Esiers of 2 and 6.
To a solution of compounad 2 or 6 (2.8 mg in 750 xL of CDCly
ir a dry NMR tube) were added 4-(dimethylaminc)pyridine
(1.9 mg) and (RH{—)ux-methoxy-a-{trifluoromsethyl)-phenyl-
acetyl chloride (23.6 4L). The reactions were allowed to stand
evernight under No. After 24 h, TH NMR spectra were recorded
without further workup® of the mixtures and revealed com-
plete convergion of the starting materials 2 and 6 {0 the MTPA
esters (11 and 12, respectively). Isolation of dsrivatives
prepared from eompound 8 was as follows: saturated aguecus
NaHCQ4 and Ei;0 were added to the mixiure and stirred
ngmvu.alyfm-lﬂmtoa}luweﬂimenthydmlyms of the excess
MTPA-CL® The organic phase was washed with 0.6 N BCl,
dried with anhydrous NaaSOy4, and concentrated to a yellow
oil. This crude residue was purified by semipreparative HPLC
(n-hexane—EtOAe, 7:3; flow rate = 3 mL/min) to yield 1.2 mg
of the C(2),C(7T)>-bis-(S)}-MTPA ester of compound 8. Treatment
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with (S){+)-MTPA-Cl as describe ebove yielded 1.3 mg of the
C(2),C{7)-bis(R)-MTPA ester.

C(2),C(7)-bis<{S)-MTPA ester of 2: *Hl NMR (CDCl,, 500
MHz) 37564 4 H, m, ArH), 743 (6 H, m, ArH), 543 (1 H, m,
H.14), 6.29 (1 H, s, H-17), 5.28-5.26 (2 H, m, H-2 and H-7),
4:80 {1 H, s, H-17), 484 (1 H, 44, J = 7.5, 11 Hz, H-15), 4.49
(1H, dd,J = 7.5, 11 Hz, H-16"), 4.17(1 H, 4, J = 11 Hz, H-19),
379 (1 H, d,J = 11 Hz, H-19), 3.66 (3 H, br 5, OMe), 3.55 (3
H, br 5, OMe), 2.05 (3 H, 5, OCOMe), 2.04 (3 H, s, OCOMe),
1.78 (3 H, br 8, Me-16), 1.06 (8 H, 8, Me-18), and 0.74 (3 H, s,
Me-20).

C(2),€(7)-bis-(iR)-MTPA ester of 2: 'TH NMR (CDBCl,, 500
MHz)é 7.66 (4 H, m, ArH), 742 (6 H, m, ArH), 543 (1 H, m,
H-14), 528 (1 H, 5, H-17),56.25 2 H, m, H-2 and B-7), .72 (1
H, s, H-17), 4.65 (1 H, dd, J = 7.6, 11.5 Hz, H-15), 449 (1 H,
dd,J = 7.6, 11.5 Hz, H-15"), 4.18 (1 H, 4, J = 11.1 Hz, H.19),
3.80 (L H, d, J = 11.1 Hz, H-19", 3.60 (8 H, br 5, OMe), 3.56
(3 H, br 5, OMe), 2.06 (3 H, 5, 0COMe), 2.04 (3 H, 5, 0COMe),
1.75 (3 H, br &, Me-16), 1.07 (3 H, 5, Me-18), and 0.72 (3 H, 5,
Me-20).

C{(2),C(7)-bis-(5)-MTPA ester of 8: oil, ty 7.21 min; [a]p
+41° (¢ 0.1, MeOH);*H NMR (CDCl,, 500 MHz) & 7.56—7.53
(4 H, m, ArH), 743 (6 H, m, ArH), 5.26—5.20 (2 H, m, H-2
and H-7), 5.09 (1 H, s, H-17), 4.65 (1 H, 5, H-17), 4.08 {1 H, ¢,
J =112 Hz, H-19), 3.88 (1 H, d, J = 11.2 Hz, H-19), 8.56 (8
H, br s, OMe), 3.56 (3 H, br s, OMe), 2.12 (3 H, br s, Me-16),
2.03 (38 H, s, 0COMe), 1,05 (3 H, 5, Me-18), and 0.83 (3 H, s,
Me-20); FABMS [M + H}* 785, [M + H — 234 (MTPA-OH)*
561, (651 — H0]* 538, {633 — C:H;01+ 48], M + H — 2MTPA-
OHj+ 311,

C(2),C(7-bis-(R)-MTPA ester of 8 vil, tg 6.95 min; [ulp
—10° (c 0.1, MeOH);'H NMR (CDCl,, 500 MHz) § 7.68--7.53
(4 H, m, ArH), 7.42 (6 H, m, AxH), 5.26—5.19 (2 H, m, H-2
and H-7),4.86 (1 H, s, H-17), 466 (1 H, 3, H-17),4.11 (1 H. d,
J =112 Hz, H-19), 3.92 (L H, d, J = 11.2 Hz, H-19"), 3.60 (3
H, br s, OMe}, 3.56 (3 H, br s, OMe), 2.10 (8 H, br &, Ms-16),
2,06 (3 H, 5, OCOMe), 1.07 (3 H, 8, Me-18), and 0.82 (3 H, s,
Me-20); FABMS M + HI* 785, IM + H — 234 (MTPA-OH)J*
551, 551 — H30l* 533, [633 — C:Hz01*+ 491, (M + H — 2MTPA-
OH]* 317,

Biological Screening Procedures, Larvae of Ostrinia
nubilalis Hibner (Lepidoptera: Pyralidae) were obtained from
a laboratory colony maintained at the University of Ottawa,
under previously described conditions.® The insecticidal po-
tential of the extract, fractions, and isolates derived from H.
spicigera was evaluated by established procedures,® In brief,
all test materials were dissolved in 85% EtOH and incorpo-
rated into an agar-based meridic diet at final concentrations
of 5, 50, and 160 ppm. Larvas were reared at 26 °C, with a
telative humidity of approximately 80%, and a 18:8 Lght-

kness regime, Mortality and larval wmghts were obtained
every 46 days during the growih period. The results were
analyzed with an ANOVA using Tukey’s multiple range test.

Cytotoxieity Assay, Nasocpharyngeal carcinoma (KB} and
colon cancer (HCT-15) eell lines wers maintained in BEMPI
1640 (10x) medium supplemented with 10% fetal bovine
serum. All ce]l lines wers cultured at 37 °C in an atmosphere
of 5% COs in air (100% humidity). The cells at log phase of
their growth cycle were treated in triplicate with varions
concentrationg of the test samples (0.16-20 xg/ml) and
incubated for 72 b at 37 °C in a humidified etmosphaere of 5%
COz. 'The cell concentration was determined by sulforhodamine
method.® Results were expressed as the dose that inhibits 50%
control growth after the meubation peried (EDso), The values
were estimated from a semilog plot of the drup eoncentration
(4g/mL) against the percent of viable cells.® Ellipticine was
included as a positive drug control: EDsg 0.10 (KB); 0.17 ug/
mL (HCT-15).

Acknowledgnyents. This research was supported by granis
from Direccién General de Asuntos del Personal Académico
{IN205197) and Direccién General de Estudios de Posgrado,
UNAM (PADEF: 65324 and 5381; PAFP-207005). Financial
support from CONACYT (400313-5-25118-N) ie also acknowl-

251



50 Jowrnal of Natural Products, 1998, Vol, 62, No. 1

edged. M. F.-8. is grateful to DGAPA-UNAM for a 19951998
postgraduate acholurship. The authors thank Dr. Thor Ama-
son {Department of Biology, University of Ottawa, Canada)
for provision of the insect bioassay facilities, We wish to thank
Isabel Chévez and Beatriz Quiroz {Instituto de Quimica,
UNAM) for rocording some of the NMR epectra. Thanks are
also due to *Unidad de Sexrvicios de Apoyo a la Investigacitn®
(Facultad de Quimisa, ITNAM), especially to Graciela Chavey,
Mericela Gutiérrez, Nuria Esturau, Oscar Ydflez, and José
Luis Gallegos for the recerding of IR, NMR, and M8 spectea.
We are also grateful to Drs, John Pezzuto, Hee-Byung Chad
(University of Ilinois at Chicago), and M. Luisa Villarreal
(Centro de Investigacitn Biomédica del Sur, IMS8S, México)
for their active support and help during the standardization
of hasio eell culture techmiques in our laboratory.

Beferences and Notas

(1} Part V1 in the series Bloactive Natural Products from Traditionally
U Mu{canleu talien in part from the PhD, dissertation of

M. Fragoso
(2) Wnamr H, Rm Laltnoam lm. 1877, 8, 16-25
se, B, M. In Qu éﬁenwﬂulw.lllﬂ!.
olds, 7., Edl anlBuhniulGudmu sz,lm,ppamm

(4)Hdnﬂeh.M.IannmhLubia¢u&hu'Hlﬂey,R.M.
\ds, T., Eds.; Ruysl Botanical Gardens: Waw, 1092; pp 476

633 Pﬂeanmnd RInp of Medivinal Plants; Arnason,
J.T., Mata, R, Rom.o, ., Bda,; Plonum: Naw York, 1995; pp A3—

(ﬂ)KingntonDGl Rao, M, M; Zurker, W. V. J. Nai. Prod, 1978, 42,

[} Nnvulo M Cruz, J. G.; Herméndes, L.; Pereda-Mirands, R.; Chai,
H,; Hnr, W Poszute, J. M. J. Nat. Pmd. 1903, &8, 1723—1738

252

Fragoso-Serrano ef al,

{8) Pevedn-Miranda, R.; Hemndndes, L.; Viliav cio, M. J.; Novelo, M.;
| , B.; Chai, H.; Pexsuto, J. M. J. Mﬂ.ﬁud.lm 68 583“593'
Bﬂh,M.:Pﬂteaniﬂmdl,R Tethmnlm -9023,

(I.O)Rini,l" Kem, B.; ard, J.-P.; Qaydou, E Bombuda.IJ
Fasens, O1l, Res, 1003, 5, 219-221.

(i hmbe J. D. IL; Gale, J.; Amason, J. T.; Philoghne, J. B, Insect

, 1988, 6, 167170,
{lﬁ)Aymrd,J P,mm.F,Kam B,; Gaydou, E, M,; Faure, . J. Nus.
Prod. 1998, 58, 117111718,

(18) Pemanimnrla. R.; Delgado, G.; Romo de Vivar, A, J. Nat. Prod,

1088, 44, 226—230,

(14) Wtkhﬁnl D, B, Doakoteh, B W, J. Nat. Frod. 1884, 57, 767-775.
(m\?um D, T, Doakotelh, R, W, . Not. Prod. 1088, 58, 1407-

a8 su.w-c Fang, J.-M.; Cheng, ¥.-8. mmhmwxm 37,1100~

an Mmiu.n. P. Bioaynihesia of Natural Producis; Ellis Horwood Lid.:
Woot Sussex, 1981; pp 258267,

(18) Ohtani, I.; Hulumi ‘I' Enshman, Y.; Kaklsawa, H. J, Am, Chem.
Soe, 1001, 118, 4092—40%

(10) Kmum(.'l‘ Hamda,'l‘ llhitmk:.l! 0.; Ohtami, 1.; Kaldeaws, .

Or%m IM.S?’ 1088—
(20) Castellaro, 8. J; u.mum..r.,wnn.,o L. Phytochem-
fnry 1990, 29, 1828—1831.
(21) Wn.rd,D ﬁ Rhoe, 0. K !‘dmhedmnhu mx 33 7166-7186.
() Rlosile S T, Y3 Bupproh, . 1 Xonleonks - 7y Wow,
H ; Hanon, P, uang, aye,
Am., Chem, Soc, 1084, 114, 10208—10518
(28) Arngsan, JI. T.; Phi , B, J, R.: Doxwkov, N.; Kube, X. Enfomol.
Exp, Appl, 1067, 43, 2313286,
@4 , C. B.; Krishnamurty, H, G.; Chavret, D.; Durst, T'; Phils-
m,B.J.&.WMP.Bum C.; Povada, L.; San
mdn, L.; Aroasen, 3. T, &, Chem. Eeol, 1990, 21, 801-B14,
R Mllﬁnﬁ.’

(26) Ekdnn,!' anmng Beudis L Vistiea,
D.; Wazzen, J, T.; Boskeech, H; .; Boyd, M. H. . Natl
Canoer Insi, 1900, as, 1107-1112,
(26) Likhitwi‘bqyawu K.; Angorhofer, C. K..qudn!l,ﬂ A; Pozsuto, J.
M.; Ruangrongsi, 'N. &, Nat. Prod. 1808, 57, 3038,

" NPB80222Z



Application of Molecular Mechanics in the Total Stereochemical
Elucidation of Spicigerolide, a Cytotoxic 6-Tetraacetyloxyheptenyl-5,6-
Dihydro-o-Pyrone from Hyptis spicigera®™

Rogelio Pereda-Miranda,* Mabel Fragoso-Serrano® and Carlos M. Cerda-Garcia-Rojas®

“Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de
México, Ciudad Universitaria, Mexico City 04510, Mexico
*Departamento de Quimica, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados, Instituto

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-[35,45,55,65-tetraacetyloxy- 1 Z-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/ Jyy_y calculations, as applied to 1, was validated with
model linear compounds prepared from L-thamnose: 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.
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Introduction

Polyoxygenated 6-heptenyl-5,6-dihydro-ci-pyrones occur in several members of the plant
family I.amiaceae'” 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.9 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 (EDsp = 18.5 pg/ml) when tested in the in vitro human nasopharyngeal

carcinoma (KB) assay system. Subsequent bioactivity-directed fractionation of the active

extract tested on KB cells led to the isolation of a new 6-heptenyl-3,6-dihydro-a.-pyrone as
the major cytotoxic principle (EDsg = 1.5 pg/mL), which was named spicigerolide (1). In

this paper, we describe the application of molecular mechanics calculations and 'H-'H
" coupling constant analysis (MMPJien) 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-ci-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 CaoHasO10 based on its HREIMS data.
The UV (Amax 208 nm) and IR (viax 1740 cm™') spectra were in accord with the presence of
an oa,[3-um,at:uxated-iﬁ-lactone:.1 The NMR data indicated that compound 1 has a structure
similar to those of synrotolide'’ and related 6-heptenyl-5,6-dihydro-o-pyrones from the
Lamiaceae family."? In particular, the 13C NMR spectrum, assisted by 'H,'H- and 'H,”C-
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.s = 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 (Agzs6 = +
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 (MM/sJH_H) to establish the relative

configuration in the acyclic portion.'*!

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 (Juus) for the antiparallel (J3-.» = 9.0 Hz, Js_s = 8.7 Hz) and gauche oriented

protons (Jy_s+ = 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-alditol 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 *Ju.y values of spicigerolide (1) and mode! peracetyl
_derivatives of mannose,'™!” e.g. 2R,3R,4R,5R-hexitol hexaacetate (Jo-3 = Js_s = 9.2 Hz; Ja—4
= 2.4 Hz), which suggested that the 6-deoxy-mannose (rhamnose) corlﬁgu'ration 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°5,6°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:
(1) 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°), anri’ (180°) and gauche (—60°) (Table
1). Conformers with at least one forbidden gauche’-gauche™ sequence'8 which resulted in
.0//0 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").
(ify 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 Js.;-= 9.5 Hz and
Ja.3= 9.0, respectively.

(iv) The pseudo-chair conformation with C-6 at the flap was the starting geometry for the

5,6-dihydro-a-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 la (AMA, 58.7%) with an Eymx = 12.78 kcal/mol. The
second minimum conformation was found to be 1b (444, 30.9%) and its calculated Epmx =
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 Hy—Hs (Jeaic = 9.0 Hz) and Hs—Hg (8.8 Hz), as well
as the synclinal arrangement for Hy—Hs (2.1 Hz). In contrast, the 6R,3’R4’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, AMA
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%, Emmyx = 16.71 kcal/mol). This situation provoked a decrement in the calculated value
for the Hy—Ha coupling constant (Jeac = 5.1 Hz) which deviated significantly from the
value obtained for 1 (Jops = 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-c-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-[35,45,5S,65-tetraacetyloxy-
1Z-heptenyl]-5,6-dihydro-2 H-pyran-2-one (1).

In order to validate this approach, the MM/AJuy calculations were applied to the
synthesized compounds 5 and 8. These linear substances were prepared following

162223 and both represented new derivatives of L-rhamnose.

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 *Ji;_y; values for both flexible acyclic compounds. Extreme values
were recorded for the antiperiplanar oriented Ho—Hj (Jobs = 8.0 Hz; Jeae = 8.5 Hz) and Hy—
Hs (Jobs = 8.5 Hz; Jeate = 8.7 Hz), as well as the synclinal disposed Hi~Hy (Jops = 2.5 Hz;

Jeatle = 1.9 Hz) in model aldehyde § (Evmx = —2.91 keal/mol). The same trend was observed
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for compound 8 (Emmx = —0.51 keal/mol) with calculated values of Jo-3 = Jis = 7.9 Hz (Jovs
= 7.7 Hz) and J54 = 3.0 Hz (Jops = 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-tetraacetyloxyheptenyl-5,6-dihydro-a-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

W12 6 the

24,23

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 XL.300GS, 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-AXS505HA mass spectrometer, Open column
chromatography: Si gel 60 (70-230 mesh, Merck), TLC: Si gel 60 Fas4 (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

92 selected conformers included in Table | was assumed, which yielded K3 = m/n;, K33 =

nyny, ... Ky =minpandn+m+n+ . +np=1

Taking the Gibbs free energy equation AG = —RT In K and considering AS = 0 and AG =
AHe= AEvx, 2 the molecular mechanic energy Enmx was used to obtain the population for
each conformer n; by solving the following set of equations:

ny = mafexp[(Ey — E1)/—RT)

ny = mylexp[(E» — E3)/~RT]

ny = mflexp{[(Ez — EsY/-RT] [(E3 — Ea)/-RT}}

ns = nalexp{[(Ez — Es)~RT] [(E5 — E4)/-RT] [(E4 — Es)I-RT1}

j"122 = nyfexp{[(Ez — Es)/—RT] [(E3 — Es)/-RT] [(Ea - Es)~-RT] ... [(Ex1 = Ex)/-RT1}

Conversions from dihedral angles to vicinal coupling constants (Jup) for each conformer
were done using the Altona equation.29 The population-weighted average coupling constant
for each H-C—C-H dihedral fragment was calculated with Mg = mJy + ok + .. F npdy

(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 (EDsp). Ellipticine was included as a positive drug

control: EDsg 0.4 pg/mL.
Isolation and purification of spicigerolide (1)

Defatted aerial parts of H. spicigera (788 g) were extracted’ by maceration with CHCl;-
MeOH (1:1) at room temperature. After filtration, the solvent was removed under vacuum
to yield 55 g of a dark-green residue (KB, EDsp 18.5 pug/mL). The extract was fractionated
by Si gel column chromatography (450 g) using a gradient of Me;CO-MeOH in CHCl.
Seventy fractions (200 mL each) were collected. Combined fractions 23-37 (6 g), eluted
from the original column with CHCI3-Me,CO (2:3), were found to concentrate the
cytotoxic activity (KB, EDso 10.5 pg/mL). The active ecluates 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, EDsg 2.3 pg/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, EDs 1.5 pg/mL).

Spicigerolide (1). Oil: CD (c 0.06, MeOH) Ae (nm) 0 (310) +2.8 (256), +1.2 (246), 0 (239),
~1.2 (230), +17.1 (204). IR (CHCl3) vmax 1740, 1720, 1630, 1374, 1266, 1238, 1026, 820
em™'; 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 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-5eq), 2.35 (dddd, J = 18.5, 11.0, 2.5,
2.5 Hz, H-5ax) 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, CDCl3) § 170.0, 169.9 (x 2), 169.8, 163.7 (C-2), 144.8 (C-4), 132.8 (C-
17, 128.6 (C-2%), 121.5, (C-3), 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 &V) m/z (rel. int.) [M]" 426 (7.5), M —
CH40,]" 366 (27.1), [M — CoHLO; ~ CH,01" 324 (3.6), [M — 2C;H:0z - C;H;0]* 264
(8.5), [M — 3CoH40, — CH;01" 204 (18.0), [M — C1oH1506]" 195 (5.0), 178 (30.3), 154
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(28.2), 153 (57.7), [M — CioHis0s — C2HaO2]" 135 (48.0), 134 (39.0), 128 (30.8), 107
(24.5), [M — C15H2105]" 97 (30.0), 85 (35.0), 81 (29.3), 71 (37.3), [M — Ci5H2105 — COYJ 69
(28.1), [C4H4O0]" 68 (27.3), 58 (40.4), 57 (44.1), 43 (100.0); HREIMS m/z 426.1528 (caled
for CaoHa6O10, 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 1 h.22
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 CH,Cl>-MeOH (9:1)
afforded the diphenyldithioacetal derivative 38 (Rf= 0.43), as the major product (515 mg,
51%). Colorless solid; mp 124-126°C; ORD (¢ 2.91, MeOH) [o)sso + 48.8°, {als7s +51.6°,
[0t]s46 +59.8°, [alazs +119.2°, []3s5 +228.9°% 'H NMR (300 MHz, CsDsN) & 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, /= 9.3 He, H-
2), 4.55 (m, H-4 and H-5); 1.70 (d, J = 6.1 Hz); *C NMR (75.5 Hz, CsDsN) & 136.1, 135.6,
130.0 (x 2), 129.6 (x 2), 129.0 (x 2), 128.9 (x 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 -
CsHsS]" 257(44.6), [M ~ CsHeS]" 256 (60.4), [M ~ CHsS — H,01" 239 (19.6), 231 (27.9),
177 (19.4), 153 (66.8), 152 (17.2), [M — C¢HsS — CeHeS]" 147 (100.0), [C1sH1S2] 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
C15H220485, 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 N
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 (¢ 1.65, CHC3} [a]ssg
+20.0°, [o]s7g +21.2°, [o]sas +25.5°, [a}azs +53.9°, [a]sss +104.2° (365); 'H NMR (500
MHz, CDCls) & 7.58-7.56, 7.35-7.26, 5.88 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, H-3), 5.34 (dd, /= 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), 438 (d, /= 3.0 Hz,
H-1), 2.06 (s, 3H), 2.01 (s, 3H), 1.98 (s, 6H); 3¢ NMR (125.7 MHz, CDCl;) 8 170.2,
170.0, 169.6, 169.4, 134.0, 133.7, 133.2 (x 4), 129.0 (x 4), 128.2 (x 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 — C¢HsS]* 425 (77.3), [M — C¢HsS - C;H40,]" 365 (26.0), 111
(15.3), [CsHgS]* 110 (47.0), [CsHsST* 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 Ca6H3105S2, 535.1460).

2,3,4,5-Tetra-0-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.#® Finely ground
N2,5,03-5H;0 (96 mg) and NaHCO; (33 mg) were added, and stirring continued for 30
min at room temperature. Salts were filtered off and the filtrate Wwas evaporated under an Ar
flow. The residue was dissolved in CHCl;, and the solution washed with H,O, dried with
Na;80,, and evaporated to dryness, The crude reaction mixture was submitted to column
chromatography on Si gel (5 g; n-hexane-EtOAc, 7:3) impregnated with 25% H,O (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 (CH,Cl,-MeOH, 99:1) to afford 7.7
mg (44%) of aldehyde 5 (Rf 0.34; CH,Cl;-MeOH, 19:1). Qil; ORD (¢ 0.47, CHCl3) [a]sg9
1.9, [als7g—2.1, [o]s46 2.3, [o]azs—4-0, [cc]ags —5.5; 'H NMR (500 MHz, CDCls) & 9.45 (d,
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, J
= 8.0, 1.2 Hz, H-2), 5.00 (dq, 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, CDCls) & 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 + H]" (caled for Cy4H,; 05, 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,0-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 166168 °C; ORD (c 1.35, MeOH) [o]sss—4.4, [0]s73—4.4,
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[0]s46 5.2, [cass —9.6, [0]36s —19.3; "H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 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 (dq, 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-ds) & 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.) [M]" 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 (R; = 0.27). Qil;
ORD (¢ 3.0, CHCly) [ot)sgo —26.7, [o]s78 ~27.7, [ct]se6 —32.0, [0t]azs =57.1, [o]zes —97.7; 'H
NMR (500 MHz, CDCls) 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 (dg, 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, /= 6.4 Hz,
H-6); *C NMR (125.7 MHz, CDCl3) 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 — CoHyOo]" 348 (0.4), [M - 2CH,0,]" 288 (35.2), 200 (32.9), 189
(27.7), 186 (15.4), 147 (40.4), [C3HsS;]" 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 C;¢H,505Sz, 409.0991).

Tetra-0-acetyl-1,6-dideoxy-L-mannitel (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]ss9—30.5, [a]s7s —32.4, [t]s46 —
37.0, [ot)a3s ~63.9, [ot}ses ~103.7; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) 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, CDCl) & 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 ¢V) 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 - C;H,0,]" 259 (100); HRFAB-MS m/z 319.1397 [M + H]" (calcd for
C14H2304, 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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Table 1. Molecular mechanics energy, molar fraction and contribution to the calculated * Ji values of the minimized conformers of I vs. 2.

Conformer™ 1 2

Ennax® nx 10 nJpags nJpst nJs " Evx” nx 10° nJyS nJesS nJsg*
PPP 20.34 0.002 0.000002  0.000017  0.000003 21.80 0.082 0.000116  0.000630  0.000174
PPA 18.95 0.018 0.000032  0.000181  0.000148 2234 0.034 0.000060  0.000344  0.000292
PPM 17.22 0.326 0.000388  0.003110  0.000767 20.48 0.764 0.000817  0.007250  0.001612
PAP 18.19 0.064 0.000191  0.000217  0.000173 21.81 0.082 0.000226  0.000299  0.000241
PAA 16.01 2.520 0.008250  0.007830  0.023400 19.67 3.050 0.009028 0010523  0.028243
PAM 19.76 0.005 0.000013  0.000019  0.000004 23.44 0.005 0.000014  0.000023  0.000005
APP 18.30 0.053 0.000484  0.000498  0.000048 21.85 0.077 0.000674  0.000725  0.000070
APA 15.82 3.470 0.030800 0028400  0.030500 18.80 13.244 0.115885  0.107806  0.116150
APM 16.38 1.350 0.012600  0.012500  0.003100 19.70 2.900 0.026651  0.027086  0.006496
AAP 15.40 7.050 0.066400  0.024700  0.025000 19.95 1.900 0.017879  0.007296  0.006270
AA44 13.16 309.104 2.910000  1.070000  2.870000 18.47 23.118 0.208987  0.076058  0.214535
AAM 17.71 0.143 0.001340  0.000601  0.000126 21.78 0.087 0.000816  0.000344  0.000079
AMA 12.78 587.056 5.530000  0.704000  5.330000 16.82 374.563 3.520892  0.644248  3.438488
AMM 14.65 24,993 0.235000  0.006500  0.058200 18.85 12,172 0.105554  0.007067  0.021649
MPP 18.44 0.042 0.000124  0.000418  ©0.000052 18.82 12.805 0.031243  0.120106  0.011524
MPA 15.11 11.500 0.025600  0.113000  0.106000 17.82 69.254 0.136430  0.700157  0.642676
MPM 15.17 10.400 0.023000  0.103000  0.019800 20.72 0.518 0.000098  0.000520  0.000099
MAP 20.20 0.002 0.000003  0.000016  0.000003 23.76 0.003 0.000004 0000024  0.000004
MAA 15.82 3.470 0.005830  0.015700  0.032200 18.76 14.169 0.015586 0055402  0.131348
MAM 20.18 0.002 0.000004  0.000018  0.000005 24.58 0.001 0.000001  0.000006  0.000002
MMA 14.44 35.600 0.098300  0.028100  0.325000 16.71 450.975 0.820776 0423917  4.144466
MMM 15.94 2.830 0.008040  0.000680  0.008190 18.55 20.197 0.045241  0.003433  (.046857
Total — 1000.000 8956401  2.119505  8.832719 _ 1000.000 5056978  2.193273  8.811280

*Descriptors are based on initial dihedral angles +60°(P), 180°(4) and —60°(M) for the C(3")-C(4")-C(5")-C(6") fragment.

®In keal/mol.

“Calculated >Jy.5 values in Hz.
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