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INTRODUCCION 
  

Las plantas de la familia Ascfepradaceag estén ampliamente dstribuidas geogralica- 

mente, sobre todo, en Centio y Norteamérica’. El estudio fitoquimico de esta familia est 

bien documentado, y es de suma unportancia debido a la gran cantidad de metabolitos que 

se afslan de los distintos géneros’, 

Estos metabotitos han mostrado tener diversa actividad broldgica. En particular, los gé- 

neros Asclepias y Calotropis sobresalen por la gran cantidad de productos con actividad 

cardiotonica (glicésidos cardiacos 6 cardendfidos)”. Desafortunadamente, la actividad car- 

diotdnica de estos metabolitos es téxica", y un ejemplo claro de ello se observa en la natu- 

raleza, al proveer a la mariposa monarca (Danaus plexippus) de un mecanisme de defensa 

encontra de algunos depredadores!*. 

Esto es, la mariposa monarca se alimenta de las plantas pertenecientes a esta familia, al- 

macena los glicésidos contenidos en la planta y cuando un depredador (pajaros principal- 

mente), ingiere alguna mariposa, este se intoxica o muere. Posteriormente, en caso de so- 

brevivir, ef depredador ignorard totalmente a la mariposa’. 

Pero no tados los metabolitos tienen actividad téxica. Existen algunos metabolitos, por 

ejemplo, la labriformina’, que ha mostrado cierta actividad antitumoral. Desafortunada- 

mente, la pequefia cantidad de labriformina que se aisla del latex de las plantas de ta familia 

Asclepiadaceae (por ejemplo, A glaucescens), ban protongado el estudio de fa determina- 

cidn de ta actividad bioldgica®’. 

Es por ello que surge la necesidad de emplear la Sintesis Orgdnica y obtener estos pro- 

ductos en el laboratorio, a partir de metabolites aislados de Ja misma familia 

(Asclepiadaceae) y con un esqueleto carbonado similar al de 1a labriformina, a los cuales se 

Jes 1eatizan Transformaciones Quimicas sucesivas para obtener el producto deseado. Asi. 

extrapolando resultados a la labriformina, se logrard determinar la actividad bioldgica y 

demostrar su uso terapéutico o su toxicidad.
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Los metabolites empleados para dichas transformaciones, que se afslan co cantidad sufl- 

+ > + : 3 we 

ciente de Ascleptas linaric’, son conocidos como asclepinas’, del que destacan ef Gomfs- 

sido, el Afrdsido y ta Calactina’,
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Las asclepinas (tabla A) son glicésidos cardiacos (cardendlidas) pertenecientes a un 

grupo de derivados esteroidales de 23 dlomos de carbono, La mayorfa de estos productos 

son atslados de ta familia Asclepiadaceae y estén formados por un azticar y una aglicona. 

Las asclepinas mas importantes aisladas de esta famifia, se muestran ent ta tabla A. Las ca- 

racteristicas importantes de la estructura de la aglicona (o genina) son, en general, la pre- 

sencia de una y-lactona (B-butendlida) o.,B-insaturada umda al carbono C-17 del esqucleto 

esteroidal y un grupo oxhidrilo terciario en eb carbono C-14. Algunas geninas son portado- 

ras de un grupo aldehido en el carbono C-19!, La mayoria de los glicdsidos tienen el azticar 

unido en las posiciones 20 y 3B de la aglicona, formando un hemicetal y un acetal respecti- 

vamente, lo que los hace muy resistentes a ta hidrdlisis dcida’”. 

  

  

  

  

  

  

coo bo R: RR Rs Rs 

GOMFOSIDO 7 MeOH B-OH 0-H HOH 

AFROSIDO Me ow 8-OH oH Hoof 

CALACTINA Ht «no H B-OH oH “on 

CALOTROPINA Fv cHOOH OH [+H Hoo# 

CALOTOXINA v cHO B-OH, w-# on oR 

ASCLEPINA v7 Ho a-OAc. PH wow 

PROCEROSINO Ui HOH B-0H oH HOH         
TABLA A Algunas asclepinas aislacas de La famila 

48 Asclepradaceac!*
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El avticar presente en algunas asclepinas (tal como el Gomfésido I el Afidsido Hy la 

Calactina HP) es una 4,6-B-D-didesoxihexosutosa’”, lo que es importante en las transfor- 

maciones debido al grupo funcional 2°,3°-diol (Figura 1) 

  

    
Figura 7 Azicar presente en algunas asclepinas® 

La estructura de algunas asclepinas, asf como la estructura del azticar fue determinada 

por Reichstein® en Suiza, y la estereoquimica del aziicar fue dete:minada por Cheung’ en 

Australia. La 4,6-didesoxihexosulosa muestra las siguientes caracteristicas® (Figura 2): 

+ Laquiralidad del carbono C-5' es R 

+ El grupo 3'-hidroxilo es axial 

+ Los grupos hidroxilo 2'- y 3'- son eis 

« La fusién de los anillos es cis 

  

Figura 2. Estercoquimica de La 4.6-didesoxihexosulosa’
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Se ha observado que la actividad bioldgica de estos glicdsidos es toarea””. Algunos in 

sectos se alimentan de estas plantas, utilizdindolas como defensa contra jos depredadores Es 

de gran interés cl caso de ta mariposa monarca (Danaus plexippus), que desde farva y du- 

rante todo su desartollo, ingiere las asclepmas, almacenindolas cn su cuerpo’ La mariposa 

monarca, debido a sus colores [lamativos, es distinguida por algunos depredadores como los 

pajaros, pero como la ingestion de dos o mas especimenes causa vomito o hasta la muerte, 

posterior mente hacen caso omiso de ella. 

La familia Asclepiadaceae agrupa aproximadamente 2500 especies en 200 géneros A 

diferencia de otras familias (por ejemplo, Angiospermas), en esta familia abundan los glicé- 

sidos!, Se han aislado de 12 géneros y se cree que existen en algunos ovos En particular, 

los géneros Calotropis y Asclepias, tienen amplia distribucién en México y son los mis es- 

tudiados!. Entre las especies de Asclepias més estudiadas se pueden mencionar: 

. ae 
+ 

A syriaca™! A subulata® A cute wssavica? 

A fruticosa’ A speciosa’ A glaucescens? 

+ a2 . : 7 

A linaria A eriocarpa® A humistrata 

En algunos paises como Costa Rica, México 0 la India, se han utilizado varias especies 

de Asclepias en preparados medicinales para el tratamiento del cancer’, tumores 0 verrugas, 

asi como vomitives o en el tratamiento de la bronquitis!. 

En la actualidad, ef estudio fitoquimico es de gran importancia en la btisqueda de pro- 

ductos con actividad farmacolégica. Principalmente las sustancias con actividad antineopla- 

sica han sido evaluadas en grandes centros de mvestigacién, por su trascendencia terapéu- 

tica. 

En especial, la labriformina £X, es un producto natural atslado de algunas especies de la 

familia Asclepiadaceae (como por ejemplo, Asclepias glaucescens), cuya actividad biold-
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gica ha sido estudiada parcialmenic en el National Institute Cancer Research (NICR)}, en 

Estados Unidos. mostrando crerta actividad antitumoral (antuncoptasica) muy interesante 

  

  

  

LABRIFORMINA FC 

La dificultad que se presenta para lograr determinar la actividad bioldgica, es la cantidad 

tan pequeiia de labriformina que se puede obtener def ldtex de la planta A glaucescens’. 

Pero las asclepinas, que se afslan en mayor proporcién’”, presentan un esqueleto carbo- 

nado similar al de 1a labriformina. Por tanto, se pueden realizar transformaciones quimicas 

en las asclepinas (Gomfésido f, Afrésido HT y Calactina IMD, y evaluar la actividad biold- 

gica, extrapolando los resultados a la labriformina. 

Las transformaciones quimicas a realizar en las asclepinas son: 

+ Luaoxidacién del grupo 1,2-diol para obtener la correspondiente hidroxicetona. 

« La formacién del anillo tiazolinico (tiazolidina) en ef carbono 3’, mediante reaccidn 

del carbonilo de fa hidroxicetona y el derivado aproptado de cisteina.
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Gomtésido 7 Me " 

Alrésido Me OH 

Calactina Hf CHO H         
La oxidacién de 1,2-dioles a o-hidroxicetonas representa una transformacién que siem- 

pre tiene que superar el problema de la oxidacién del enlace C-C del glicol!*”?, La oxida- 

cién en las asclepinas (Gomfésido I, Afrésido I, Calactina HID) se puede tievar a cabo ade-~ 

cuadamente, gracias a las técnicas actuales conocidas para este tipo de sintesis, que evitan 

la fragmentacién del diol y ademas son regioespecificas. La oxidacién por bromindlisis de 

derivados estanilados!? y la oxidacién con el Acido 2-yodoxibenzdico (Bx), forman hi- 

droxicetonas a partir de 1,2-dioles sin romper el enlace C-C del glicol. 

2.1. Oxidacién por Bromindlisis de Derivados Estanilados 

La reaccién de 1,2-dioles con dxido de di-n-butilestafio (dibutilestafio) en suspensién en 

benceno, con eliminacién azeotrdpica de agua, es regioespecifica, y la formacién del esta- 

nilderivado es eficiente!”"". Se ha observado que en disolventes no polares, puede existir 

como dimero aumentando ta selectividad. La reaccién de bromindlisis se lleva a cabo a 

temperatura ambiente a la velocidad de una titulacién, obteniendo resultados satisfactorios 

del cetoalcoho!”? (Figura 3)
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RaR2C —CRiaky meeps 
nBussn0 Bry : WCC, oe 4 \ aoe) 4 RuR2C —G Ray 

\ / satu: 
OH OH i wins iv? OHO 

nBw' aa | | 

— — — es 
  

Figura 3 Oxidaciin de |.2-dioles a hidroxicetonas par el métado de 

aBu,SnO/Bry? 

Los derivados de azticares, son buenos modelos para evaluar el alcance del método en 

presencia de una vartedad de grupos protegidos, porque da fa tranquilidad de discriminacién 

entre posibles productos de oxidacién isoméricos’?. Por ejemplo, se ha descrito que el mé- 

todo de bromindlisis de derivados estanilados, oxida uniformemente azticares con un ren- 

dimiento elevado (87%)!? (Tabla B). 

  

  

  

  

      

42-DIOL HIDROXICETONA RENDIMIENTO (%) 

On 0 

CL CX " on ‘oH 

ho ocr, o gett 

77-87 

nO to 
0 0 

one ome 

OMe OMe 

quan cot 

cuou co 
0 0 8 

‘ome ‘ome 

Poet Poet 

o Mte o Me 

rar PRE 
i ~o imo 

o 4 af 
HAC WC n 

° 0 
ocneh ocurn 

ou on 
Ho 6     
  

TABLA & Rendinucntos desertos para la formacidn de hidroxicetonas 
i2 

apatirde | 2-dioles con #BuySnO/Bry
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Durante a bromindlisis se presentan algunas complicaciones, como cs el aumento de la 

acidez en el medio de reaccién debido a la formacién de HBr, provocando una ruptura de 

los enlaces Sn-O (cetélicos) y la formacién de matertal de desecho, que puede atacar a la 

materia prima (diol), asi como a la cetona quelatada”?. 

Para evitar este problema, es recomendable agregar tamiz molecular de 4A o un equiva- 

lente de metéxido de tributilestafio durante la adicién del bromo. Los rendimientos son sig- 

nificativamente altos con ef segundo caso, pero la introduccidn al medio de reaccién de de- 

tivados estanilados hace muy dificil su eliminacién’?. 

El mecanismo de reaccién (Figura 4) propuesto para la oxidacida de 1,2-dioles a hidroxi- 

cetonas, a partir de la formacién del derivado estanilado y posterior brominélisis, se mues- 

tra a continuacién’®. 

  

Ry Ry Ry 

H oH, 
RRCH CH SS RRC OH RiR;C—C— 

+H” 
H OH o 9 

C ond et, 
ntu,S0=0 

| 
Ry Ky B 

Ht at. _ 
RCC. eee RRC. = RRC 
™ S ee ™ X +H” | i) 

° 
ow oO oO 8 Be 

q so attu,Sn 
aBuSutr | 

alla SeBrs ber 

  

Figura 4 Mecanismo de reaccidn propuesto para la oxidacién por #BusSnO/Bry* 

2.2.- Oxidacién con Acido 2-Yodoxibenzéico en DMSO 

Otro método descrito para la oxidacién de 1,2-dioles es el caso del dcido 2-yodoxiben- 

zoico’ (IBX X), que pertenece al grupo de los peryodinanos; estos son agentes suaves y
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selectivos para la oxidacién de alcohotes’’, Estos compuestos fueron preparados en 1893 

por Meyer y Hartmann’”. 

  

  

  

  

  

  

  

   

  

IBX X 

£,2-DIOL HIDROXICETONA RENDIMIENTO (%)} 

98 

85 

85 

Qac 

Oo 93 

9. Conon 

o 

  

          

TABLA € Rendimiento deserito para la formacién de hidroxicctonas a partir de 

|.2-dioles con [BX/DMSO” 

10
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La oxidacion con [BX se Heva a cabo en solucion de sulféxido de dimetilo a temperatura 

ambicate (pocas veces, a otra temperatura). El [BX es estable a la humedad y la oxidacién 

puede !evarse a cabo en un matraz abierto, sin necesidad de condiciones tales como atmés- 

fera inerte 0 disolventes secos!’. 

Durante algtin tiempo, el IBX habia sido utilizado para fa preparacién del peryodinano 

de Dess-Martin, un eficaz oxidante. Por si solo, el [BX nunca se habia usado como agente 

oxidante”’, 

El IBX ha mostrado gran selectividad y se han obtenido hidroxicetonas a partir de 1,2- 

dioles con un rendimiento de hasta 98%"! (rabla ©). El mecanismo de reaccién para la ob- 

tencién de hidroxicetonas por este procedimiento no se ha descrito. 

2.3.- Sintesis de Derivados Tiazolinicos 

Las primeras sintesis de derivados de tiazol se Ilevaron a cabo a fines del siglo XIX, por 

Hantzsch, Hubacher, Traumann, Miolatti, Tcherniac y Gabriel’®, En {a literatura estén des- 

critos varios métodos para la sintesis de derivados de tiazol’’, que pueden clasificarse segtin 

los sintones mostrados en la tabla B. 

  

  

Cc. 
Cor Cr i {fs 
Nog N 5 s NUS XY \ 
Nee Ye \c i ‘c 

Hantzsch ronernlee Cook and Gabriel 
(1987) (1919) Heltbronn (1910) 

(1947) 

c Coe Ce c. 

mbes “ b Cs wh 
on oe c° co 

Erlenmeyer — Gabriel Harte Dubs 
(1943) (1918) and Selb (1974) 

ae7   
  

TABLA B Sintoncs que eyemplifican la sintesis de dertvados de tacot’® 
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En la formacidn del anillo tiazolinico (Gabriel 1916), la B-mercaptoalquilamina sirve 

como la materia prima, y el formiato de etilo es el reactivo que proporciona el carbono de la 

posicion 2- del anillo. Esta sintesis constituye la ruta mas importante para la preparacién de 

muchas tiazolidinas’®, 

El método mas usado para la sintesis de tiazolidinas y sus homdlogos, es el que involu- 

cra la reaccién de compuestos carbonilicos con Ot-aminotioles y sus derivados”! (figura 5). 

Aldehidos, cetonas y otros derivados, tales como acetales o tioacetales, reaccionan con cis- 

teina y sus derivados, para formar tiazolidinas!?””, 

Por ejemplo, en la figura 3, el clorhidrato de tiazolidina, se obtiene en alto rendimiento 

por la reaccidn de clorhidrato de cisteamina con formaldehido acuoso a temperatura am- 

biente. En esta reaccidn, la etilenimina y el sulfuro de hidrégeno pueden sustituir al amino- geno pI 

tiol”?, 

  

NH,“HC1 1,0 
+ O==CH, Tam 

amb 
SH 

  

Figura 5 Sintesis de dazolidinas 

El mecanismo de reaccién (figura 6) para la formacién de la tiazolidina, a partir de la 

sintesis de Gabriel (reaccién de carbonilo con derivado de cistefna), se describe a continua- 

cién. 

X'S ltt Ne oH’ alt NKR 
0 aon —— L We an | ¢ Nad -H,0 | x 

sk suo? sR 

Figura 6 Mecanismo de reaccién para la formacién de tiazolidinas 
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Se ha observado que algunos productos naturales que presentan cn su estructura deriva- 

dos del tiazol (tiazolinas, tiazolidinas), presentan actividad bioldgica interesante”’, Por 

ejemplo, en un estudio realizado en ef National Institute Cancer Research (NICR), en Esta- 

dos Unidos (no reportado), la labriformina’, producto aislado de A glaucescens mostré acti- 

vidad biolégica muy importante (antitumoral). Desafortunadamente, debido a las cantidades 

tan pequefias que se afslan del Jtex de 1a planta, este estudio ha quedado pendiente. 

En base a la estructura de las asclepinas (en particular, Gomfésido I, Afrésido IZ y Ca- 

lactina JI), se planted que, si la actividad bioldégica de la labriformina esta determinada por 

la presencia de la tiazolina en la posicién 3', entonces es posible la transformacién quimica 

de Jas asclepinas para obtener el derivado 3'-tiazolidina y evaluar asi dicha actividad. Pero 

esta actividad probablemente se deba a los sustituyentes presentes en el anillo B (grupo 

ep6xido) 0 anillo C (grupo hidroxicetona), 0 también, al conjunto de los tres grupos funcio- 

nales diferentes (tiazolina, ep6xido e hidroxicetona). 

Estas asclepinas muestran en su estructura un grupo 1,2-diol (posicidn 2' y 3', excepto el 

Afrésido I que tiene dos grupos 1,2-diol), lo que hace posible teéricamente, la oxidacién 

del alcohol secundario (3'-hidroxilo), formando 1a hidroxicetona correspondiente (3'-ceto). 

Posteriormente, se puede realizar la formacién de ja 3'-tiazolidina, por reaccién del deri- 

vado de !a cistefna (clorhidrato del éster etilico). 

Estas transformaciones quimicas son posibles, pues se han descrito métodos suaves y re- 

gioespectficos (por ejemplo, IBX), favoreciendo la sintesis, pues las asclepinas son muy 

sensibles a condiciones extremas de pH. 

13
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4.1.-  Objetivo General 

Realizar transformaciones quimicas cn fas asclepinas correspondicntes (Gomfésido, 

Afrésido y Calactina), aisladas de A linaria, para obtener el derivado 3°-tiazolidina, 1eali- 

zando iniciatmente la oxidacidn con el Acido 2-yodoxibenzérco (IBX) 0 mediante la bromi- 

ndélisis de derivados estanilados. Posteriormente realizar Ja formacién de fa 3’-trazolidina 

con reaccidn def clorhidrato det ésler etilico de cistefna (Gabriel). 

4.2.-- Objetivos Parciales 

Realtzar la sintesis del derivado 3'-ceto en las asclepinas correspondientes (Gomfésido F, 

Afrésido If y Calactina HD, empleando la oxidacién con acido 2-yodoxibenzdico en sulf6- 

xidlo de dimetilo a temperatura ambiente. 

Realizar la sintesis del derivado 3'-ceto en las asclepinas correspondientes (Gomfésido I, 

Afrésido Wy Calactina HZ), empleando la oxidacién por bromindfisis de dertvados estani- 

lados, formado por 1eaccién del Sxido de dibutiestafio y el diol correspondiente en ben- 

ceno. 

Realizar la sintesis del derivado 3'-tiazolidina en las asclepinas coriespondientes y oxi- 

dadas, empleando la condensacién del clorhidrato del éster ctilico de la cisteina con el der- 

vado 3'-ceto en elanol. 

V4
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HIPOTESIS: 
  

La parte del azticar (4,6-didesoxihexosulosa) presente en algunas asclepinas (productos 

natutales aislados de Asclepias linaria), tiene en su estructura un 1,2-diol, lo cual favorece 

la sintesis del derivado 3'-tiazolidina mediante una serie de transformaciones quimicas. 

Por tanto, al realizar en estas asclepinas (Gomfésido I, Afrésido I y Calactina IZ) la 

oxidacién del 2',3'-diol por el método del dcido 2-yodoxibenzdéico en sulféxido de dimetilo, 

y/o por el método de bromindlisis del estanilderivado formado a partir del 6xido de dibutil- 

estafio, se obtendrd el derivado 3'-ceto de asclepinas. 

La condensacién del clorhidrato del éster etilico de la cistefna con el producto oxidado 

(3'-ceto) en etanol, dard lugar a la formacién del derivado 3'-tiazolidina. 
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6.- Material 

Matraz Erlenmeyer 5, 25, 50, 125, 250 ml, PYREX 

Matraz bola 25, 50 mL, junta 14/20, ALDRICH 

Matraz bola 100, 250, 500 mL, junta 24/40, PYREX 

Columnas para cromatograffa, varias dimensiones 

Equipo Dean-Stark, junta 14/20, ALDRICH 

Refrigerante, junta 14/20, ALDRICH 

Embudo de separacién 125mL, PYREX 

Embudo Hirsh 

Embudo de vidrio de tallo corto, PYREX 

Pipeta graduada 1, 5, 10 mL, KIMAX 

Anillo de fierro 

Soporte universal 

Pinzas de tres dedos con nuez 

Cromatoplacas, ALUGRAM SIL G/UV.,, para ccf 

Barra magnética 

Placas preparativas 20x20em, MERCK SIL-60 G/UVas5 

Pipeta Pasteur 

Embudo de aspersion 

Cémara de elucién 

Cubreobjetos 

Viales 

Equipo 

Reéstato, STAICO ENERGY 

Canastilla, GLASS COL 

Agitador magnético, CMS 

Recirculador y enfriador de agua, POLISTAT COLE PARMER 

Rotavapor, BUCHI 011, con bafio de agua, BUCHI 461 
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Polarimetro JASCO DIP-360 

Espectrofotémetro UV/Vis SHIMADZU 160-U 

Espectrofotémetro FT-IR NICOLET MAGNA 750 

Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear, VARIAN UNITY-300 

Espectrémetro de Masas, HEWLETT-PACKARD 5985B 

Fisher-Johns 

Termémetro, CORNING PS-16 

Balanza semianalitica, SARTORIUS 

Reactivos 

1122 vig Katritsky”) Acido 2-yodoxibenzdico (preparado segtin Dess-Martin 

Acido 2-yodobenzéico, ALDRICH 

Acido sulftirico, JT BAKER 

Bromato de potasto, ALDRICH 

Hipociorite de sodio comercial al 5% 

Bromo, ALDRICH 

Oxido de dibutilestaiio, ALDRICH 

Tamiz molecular de 4A 

Clorhidrato del éster etilico de cisteina, ALDRICH 

Cloruro de calcio 

Sulfato de sodio 

Silica gel mafla 60 para cromatografia en colurna al wacio™* 

Silica gel malla 230-400 para cromatografia en cotumna relimpago”® 

Celita 

Sulféxido de dimetilo, ALDRICH 

Benceno, ALDRICH 

Acetona 

Cloruro de metileno 

Metanol 

Etanol 

Acetato de etilo 

Agua 
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Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fishei-Johns y no estan corregidos. 

Los resultados de Rotacién Especifica fo], se obtuvicron en un polarimetro JASCO 

DIP-360, a 20°C. 

Los espectros de Ultravioleta (UV) se determinaron en un espectrofotémetro UV/Vis 

SHIMADZU 160-U, utilizando metanol como disolvente, y las unidades de longitud de 

onda maxima estiin dadas en nm y en seguida entre paréntesis se da cl valor del coeficiente 

de extincién (€). 

Los espectros de Infrarrojo (IR) fueron determinados en un espectrofotémetro FT-IR 

NICOLET MAGNA 750, en solucién (CHCI), pastilla (KBr) o suspensién (Nujol). Las 

. ne foal cl 
longitudes de onda de absorcién de las bandas caracteristicas se danencm . 

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN'H, 300MHz) y de 

Carbono (RMN''C, 75MHz) se determinaron en un espectrémetro VARIAN UNITY, utili- 

zando como disolvente CDCl, 6 CDCh-DMSOds. Los desplazamientos quimicos (8) estén 

expresados en ppm, usando como referencia tetrametilsilano (TMS). Las constantes de aco- 

plamiento (J) estén expresadas en Hz. La multiplicidad de las sefiales se reportan de la si- 

guiente manera: s=singulete, d=doblete, dd=doblete de doblete, t=triplete, c=cuarteto, 

q=quinteto, m=multiplete. 

Los espectros de Masas (EM) se determinaron en un espectrémetro HEWLETT-PA- 

CKARD 5985B. 

La pureza de !os productos y el curso de [as reacciones se observé por cromatografia en 

capa fina (ccf) usando como adsorbente silica gel 60 F2s4, y como revelador luz ultravioleta 

y sulfato cérico al 1 % en dcido sulftirico 2N. 
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Los productos finales se purificaron por cromatografia en columna, utiizando silica gel 

Merck 60 para columna al vacto™’ y malla 230-400 para columna rekimpago™’, y con clo- 

matoplacas de capa fina preparativa (cpp) de silica gel Merck 60 Fry de 20,20. 
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7..-  Aislamiento y Purificacién de Asctepinas 

La planta A linaria fue recolectada en 1995, en el Estado de San Luis Potosi (municipio 

de Salinas), en México. Las partes aéreas de fa planta (secas, 1.5 Kg), fueron extrafdas con 

MeOH (20 L) a temperatura ambiente durante siete dias El disolvente se evaporé a vacio 

(presidn reducida), obteniendo 300 g de extracto, al cual se le hicieron particiones con 

MeOH-agua (4:1) y benceno-hexano (1.1). La parte polar se concentré y se extrajo con 

CHCl y AcOEt. 

Del extracto de AcOEt se obtuvieron aproximadamente 3 g de un producto cristalino 

(mezcla en cef). Sucesivas cromatograffas en columna a vacio (malla 60), usando CH2Cl2 

como eluyente y aumentando la polaridad con MeOH, lograron separar parcialmente a los 

productos, observdndose en ccf sdlo dos de ellos principalmente. 

Mediante cromatogratia en columna relaémpago (malla 230-400), empleando los mismos 

eluyentes, se lograron purificar estos dos productos, 

De tas fracciones eluidas con MeOH al 1.0% en CH2Cl se obtuvo un sdlido blanco 

cristalino (600 mg) con pf de 235-239°C y que corresponde al Gomfésido Z, de acuerdo a 

las siguientes caracteristicas espectroscdpicas: 

IR(nujol) Arnax com's 3510(-OH), 1780 y 1714(B-butendlida), 1616(doble ligadura). 

[expecta 1A, pay 54] 

RMN'H (CDCl;-DMSOd,) &(ppm)= 5,84(s, [H,H-22), 4.74(s, |H.H-'), 5.04(dd, J=18 y 

1.5Hz, H-21a) y 4.82(¢dd, J=18 y 1.5Hz, H-21b), 3.63(t,1H.H-3'), 1.21(d.3H,J=6.26Hz, H- 

6'), 0.87 (s,GH,H-§8 y H-19). fespecira 18, pag 55} 
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De las fracciones eluidas con MeOH al 2% en CH2Ch, se aisié un sdlido blanco crista- 

lino (400 mg) con pf de 255-260°C y que corresponde al Afrésido H, de acuerdo a las st- 

guientes caracteristicas espectroscdpicas: 

IR(nujol) A may cm'= 3454(-OH). 1772 y 1727(B-butendlida), 1632(doble ligadura). 

RMN'H(CDCly-DMSOde) 5(ppm)= 59.84(,1H,H-22), 4.78(s, [HH-1'), 5.09(dd, [HJ= 18 

y 1.5Hz, H-2ia) y 4.83(dd1HJ=18 y LSHz, H-2!b), 1.26(d.3H.J=6. 15Hz,H-6'), 

0.94(s,3H,H-18), 0.89(s,3H,H-19). [especno IC. pag 56] 

Por otra parte, en un estudio realizado! en A linaria recolectada en el Estado de México 

(municipio de Texcoco), y tratada bajo las mismas condiciones, se aislaron en su gran ma- 

yoria (a partir de partes aéreas 1.8 Kg y se obtienen 318 g del extracto metandélico), Gomfé- 

sido I (700 mg), con las caracterfsticas espectroscépicas antes mencionadas. El eluyente fue 

el mismo (MeOH al 1.0% en CH2Cl2). 

Mientras que, la elucién con MeOH al 2% en CH2Chy, mostré un producto blanco erista- 

lino (900 mg), cuyo pf fue de 257-261°C, y que corresponde a !a Calactina HI, en base a los 

datos espectroscépicos siguientes: 

IR(nujol) A may cms 3432(-OH), 2720(-HC=O), 1770 y 1727(B-butendlida), 163! (doble 

ligadura). 

RMN!H(CDCh-DMSOds) &(ppm)= 10.0(s, 1H,H-19), 5.87(s, FH,H-22), 4.74(s, LHJH-1), 

5.08(dd,1HJ=18Hz y LSHz, H-2la) y 4.88(dd,IHJ=I8Hz y 1.5Hz, H-21b), 

{.24(d,3H,J=6.10Hz,H-6'), 0.85(s,3H.H-18). [especero ID. pay 57] 
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7.2... Preparacién del Acido 2-Yodoxibenzéico (IBX) 

El bromato de potasio (890mg, 5.3mmol) se adiciond lentamente y por un lapso de 0.5 h 

aproximadamente, a una mezcla agitada vigorosamente de dcido 2-yodobenzdico (Ig, 

4.4mmol) y 8.2mL de H2SO, 0.73M, colocada en un bafio a 55°C. La mezcla se agité por 

3.5 h, sin que la temperatura sobrepasara los 65°C. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo 

y ef producto formado se filtré a vacio, se lavé con agua hasta pH neutro, y luego se lavé 

con acetona y etano!l sucesivamente. El producto obtenido, pf 265-268°C, amarillo palido, 

correspondié al acido 2-yodosobenzdico, y que muestra la siguiente caracteristica espec- 

troscdpica. 

IR(nujol) A max em’ 1611 (LOC=07*?”, 

El producto obtenido (Acido 2-yodosobenzdico), se disolvid en una solucién de hipoclo- 

rito de sodio comercial al 5% (1OmL), y se agité durante 1 h. Luego se enfrié en un baiio de 

hielo, se agrego gota a gota H2SO, concentrado (0.5mL), y el sélido formado se filtré a va- 

cio, lavando con agua hasta pH neutro. Posteriormente se lavé con acetona y después con 

ctanol, obteniendo un producto con pf 235-236°C, y rendimiento de 89%, que correspondid 

al dcido 2-yodoxibenzdico (pf lit 232-233°C), y que muestra las siguientes caracteristicas 

espectroscépicas: 

IR(aujol) Ame cry = 1639(IOC=0)22”, 

RMN'H(DMSOd,) 5(ppm)= 8.14(d, 1H). 8.03(d,1H,), 7.99(t,1 H), 7.84(t, 1H)”, 
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73.-  Transformaciones Quimicas del Gomfésido 

7.3.1) Reaccién por Bromindlisis del Derivado Estanilado 

El Gomfésido £ (100mg, 0.193mmol) y el dxido de dibutilestafio (52.2mg,0.210mmol), 

fueron colocados en benceno (25mL) y refluidos durante 24 h, acondicionado con un 

equipo Dean-Stark, para remover el agua formada. El benceno se evapord en un rotavapor 

al vacio, hasta obtener un volumen aproximado de SmL. Se agregé tamiz molecular de 4A 

(1g) y CH2Ch, (2mL). Una solucién de bromo (bromo -320mg, 2mmo!- en SmL de CH2Ch) 

fue agregada gota a gota a la velocidad de una titulacién, a fa solucién del derivado estani- 

lado agitada vigorosamente. Ef volumen agregado de la solucién de bromo fue de 0.8mL 

(bromo 51.2mg, 0.32mmol). 

La mezcla de reaccion se filtro a través de algodén, lavando con una mezcla de CH2Ch: - 

MeOH, y evaporando hasta sequedad. El residuo se cromatografié en columna relampago 

(silica gel malla 230-400), usando CH2Cl. como eluyente y aumentando la polaridad con 

MeOH. 

La elucién con 0.5% de MeOH en CHCl: mostré un producto blanco cristalino, soluble 

en CH)Ch y que se recristalizé de hexano-AcOEt, pf {88-192°C, con un rendimiento de 

83%, y que mostré las siguientes caracteristicas espectroscépicas: 

[ot}2°,= -35° 

UV(CHCIs) © max im (€)= 218 (13229) 

IR(CHCIs)  nax em'= 3460(-OH), 1771 y 1745(B-butendlida), 1622(doble ligadura). 

[espectro 2A, pag 58] 
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RMN'H(CDCh) S(ppm)= 5.87(s,[H.H-22), 4.89(s, (HHL), 4.96(dd, IHJ=18.3 y 

J=1.5,H-21a), 4.78(dd,tHJ=18.3 y Je1.5,H-21b), 4.48(dq, LHS), 3.79(s,3H,H-OMe), 

3.57(ddd,1H,H-2),  3.25(ddd, 1H,H-3), 2.76(dd, 1H,H-17), 1.40(d,3H,J=6.3,H-6'), 

0.87(s,3H,H- 18), 0.80(s,3H,H-19). [espectra 28, pag 59] 

EM(FAB*) m/z (% abundancia relativa)= 549(M*+1)(17), 159(100), 99(44), 136(25), 

41(12), 355(10), 531(5), 245(2). [espectro 26, pay 64] 

HRMS (Espectrometria de Masas de Alta Resolucién)=Calculado CipH4sOx (549.3064), 

Observado C3pH4sOo (549.3046). 

Nombre asignado: Ester metilico del acido gomfosidico (GOxSnt)* 

Una segunda reaccién fue realizada bajo las mismas condiciones, excepto que se agregé 

2mL de MeOH” durante el reflujo y, a partir de la bromindlisis, no se empleé nada de 

MeOH. El eluyente en este caso fue CH2Cl2 y se aumenté la polaridad con acetona. 

La elucién con 2% de acetona en CH2Cl2 mostré un producto blanco cristalino, insoluble 

en CH2Ch, pero soluble en CH2Cly -MeOH y que se recristalizé de ACOEt-MeOH, pf 295-, 

299°C, un rendimiento de 87%, y que muestra las siguientes caracteristicas espectroscépi- 

cas: 

[o9,= +45° 

UV(CHCly-MeOH E:1) A max am (€)=217.5 (14073) 

IR(nujol) A irax om'= 3457(-OH), 1774 y 1741(B-butendlida), 1623(doble ligadura). 

[espectro 3A, pag 65] 
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RMN'H(CDCL-DMSOdg) d(ppm)= 5 78(s,1H,H-22), 5.04(s, }H,H-1'}, 

4.94(dd,1H,J=18 3 y J=L.5,H-21a), 4.76(dd, IHJ=18.3 y J=1.5,H-21b), 4.85(td, HILH-2), 

4.10(dq, | HH-5'), 3.53(td, 1H,H-3), 2.70(dd,1H,H-17), 1.21(d,3H,J=6 0,H-6), 0.84(s,3H,4- 

§8), 0.79(s,3H,H-19). [easpectro 38, pag 66] 

EM(ETI") in/z (% abundancia relativa)= 516(M*)(9), 44(100), 355(39), 373(28), 239(16), 

313(14), 498(5), 407(4), 470(3). [espectro 3G. pag 71] 

HRMS (Espectroscopia de Masas de Alta Resolucién)=Calculado C2gH4:Ox (517.2801); 

Observado Co9H4,Og (517.2816) 

Nombre asignado: 2'-gomfosdlida (GOxSn2) 

7.3.2) Acetilacién del GOxSnl 

El producto GOxSn1 (20mg,0.036mmol), se agreg6 a una solucién vigorosamente agi- 

lada de pridina (0 SmL) y anhidrido acétuco (0.5mL), a temperatura ambiente y bajo condi- 

ciones anhidias. 

A Jas 24 h de reaceién, Ja cef mostraba un solo producto (menos polar que la materia 

puma) La mezcla de reacciéu se Hevd a sequedad al vacio, se agregé agua y se agité du- 

ante 10 min Posteriormente se extrajo con AcOEt, lavando con HCI al 10%, con NaHCO; 

al 10% y con salmuera, sucesivamente hasta pH neutro. La fase orgdnica se secé sobre 

CaCh, se filué y se Hevé a sequedad, purificando cl producto obtenido por cromatograffa. 

EI cluyente emplcado fue hexano y aumentando la polaridad con ACOEt 

De fa elucién al 15% de AcOEt cn hexano de esta clomatografia, sc obtuvo un producto 

puio gue cristaliz6 de hexano- CH2Cla, con pf de 169-175°C y con un rendimiento de 85%, 

cuyas catacterislicas espectroscépicas se muestran a continuacidén 
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Lo], = -60° 

UV(CHCI]s) A may Bm (€)= 217.5(13877) 

TR(CHC]s) A wan om'= 1743(B-butendlida), 1622(doble ligadura). 

RMN'H(CDCh) &(ppm)= 5.88(5,5H,H-22), 5.12(s,1HJH-1), 5.08(dd, LHJ=18 

jeL5,H-2la), 4.82(ddIHJel8 y J=1.5,H-21b), 4.88(m,1H,H-2),  4.30(dq, 14-5). 

3.73(3.3H,H-OMe), 3.61(ddd,1H,H-3), 2.76(dd,1H.H-17), 2.10(s,3H,CHy del AcO-3), 

2.04(s,3H,CH: del AcO-2), 1.32(d,3H,J=6.2,H-6'}, 0.86(5,3H,H-18), 0.85(s,3H,H-19). 

[espectra 4A, pag72] 

EM(FAB‘) nv/z, (% abundancia relativa)= 633(M"+1)(15) que corresponde con una for- 

mula molecular de CygHagO11, 201(100), 135(40), 355(4), 220(2), 523(2), 432(1). [especne 

4€, pag 76} 

Nombre asignado. Diacetato del éster metilico del acide gomfosidico (GOxAcO) 

7.3.3) Reaccién con IBX en DMSO 

El IBX (39mg,0.}03mmol), se disolvié cn ImL de DMSO. Posteriormente se agregs el 

Gomfésido £ (S0mg,0.096mmol) agitando la mezcla de reaccién durante 24 h a temperatuia 

ambiente, En ccf, se observaron dos productos: la materia prima sin reacctonar y un pro- 

ducto menos polar que ésta. Se agregé agua y se filtrd a vacio, agregando CH2Cl2 para di- 

solver la fase orgdnica. El CH2Cl2 se elimind con figero calentamsento y la fase actiosa se 

extrajo con AcOEt, lavando con NaHCO y con salmuera hasta pH neutro La tase organica 

se secé con CaCly, se filtré y se evaporé a sequedad ai vacio. 

El slido obtenido se cromatografié en columna iclampago, eluyendo con CH2Cls y au- 

mentando fa polaridad con acetona Al cfu con 3% de acetona cn CHaCh. se observé un 
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producto puro en ccf, que recristalizé de ACOEt-MeOH, obteniendo un sdlido blanco cris- 

talino con pf de 296-2999C y un rendimiento de 90%, y cuyas caracteristicas espectroscopi- 

cas son idénticas al producto obtenido en fa segunda reaccidn del Gomfésido y la bromind- 

lisis de derivados estanilados (GOxSn2). 

1.4... Transformaciones Quimicas def Afrésido 

7.4.1 Reaccién por Bromindlisis del Derivado Estanilado 

El Afrésido HT (100mg, 0.188mmol) y el dxido de dibutilestafio (102mg,0.412mmol), fue 

tratado bajo las mismas condiciones que la primera reaccién del Gomfésido y 1a bromindli- 

sis de derivados estanilados. El volumen agregado de la solucién de bromo (bromo 70mg, 

0.437mmol en SmL de CH2Chy) fue de 2.1mL (bromo 30mg, 0,187mmol). 

Los productos obtenidos durante la cromatograffa relampago en columna no se lograron 

purificar atin usando posteriormente cromatograffa en placa preparativa o con una nueva 

columna reldmpago. , 

7.4.2) Reaccién con IBX en DMSO 

La metodologia fue similar a la reaccién del Gomfésido y el IBX, excepto que la canti- 

dad de IBX empleada fue de 76mg (0.2mmol), agregando 50mg (0.093mmol) de Afrédsido. 

Al igual que en fa reaccién con el derivado de estafio y posterior brominélisis, fos pro- 

ductos obtenidos no se lograron purificar mediante cromatografia relampago ni por placa 

preparativa. 
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75.-  Transformaciones Quimicas de la Calactina 

7.5.1) Reacciér por Bromindlisis del Derivado Estanilado 

La Calactina HT (100mg, 0.108mmol) y el éxido de dibutilestafio (51mg,0.206mmol), 

fueron tratados de igual modo que el Afrdsido y Ja bromindlisis de derivados estanilados. El 

volumen agregado de la solucién de bromo (bromo 106mg, 0.647mmol en SmL de CH2Chi) 

fue de 2.8mL (bromo 59.3mg, 0,358mmol). 

Al igual que la reaccién con el Afrésido, en ccf se observaban al menos 4 productos. La 

mezcla de reaccion no se logré purificar, atin y cuando se uso placa preparativa y realizando 

una nueva columna reldimpago con mezcla de diferente eluyentes (CH2Cl.-AcOEt, CH2Cl2- 

acetona, hexano-AcOEt). 

7.5.2) Reaccidn con IBX en DMSO 

La metodologifa fue similar a la de la reaccién del Afrésido y el IBX, excepto que la can- 

tidad de IBX fue de 38mg (0.1mmol) y 50mg (0.094mmol) de Calactina. 

Los resultados no fueron satisfactorios, como en el caso de la reaccidén de la Calactina y 

la bromindlisis de derivados estanilados o la reaccién del Afrdsido y el IBX. No se logré 

aislar producto alguno, atin empleando diversas mezclas de disolventes para eluir la co- 

Jumna relampago. 
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Las asclepinas empleadas para las transformaciones quimicas fueron aisladas de !a planta 

Asclepias linaria, que se recolect6, por primera instancia en el municipio de Salinas, en el 

estado de San Luis Potosf (México) en 1995, de Ja cual se aisl6 Gomfésido J (0.7 g) y Afré- 

sido H (0.4 g). Mientras que, de la recoleccién de la planta A linaria’ en el municipio de 

Texcoco, en el estado de México (México), se aisl6 Gomfésido J (0.6 g) y Calactina HI 

(0.9 g). 

El aislamiento de estas asclepinas, fue realizado en base al procedimiento mostrado en el 

cuadro siguiente! . 

  

MeOH Benceno-Hexano 
Asclepias linaria | =———> Extracto Metandlico ———» Fraccién no polar ce 

Aselepias linaria 

IMeOH-Agua 

Fase Actiosa Fraccién polar de 
(Fraccién muy «——__ Asclepias linaria 

polar de (Extraccién) 
Asclepias linaria) 

Nee 2-AcOR 

ASCLEPINAS   

  

Figura 7 Aislamicnto de algunas asclepinas de A finarial 

Una vez aisladas y purificadas estas asclepinas (Gomfésido I, Afrésido If y Calactina 

IID), se "Wevaron a cabo las transformaciones quimicas, iniciando con el Gomfésido J, de- 

bido a que presenta una estructura similar a la labriformina. 

Para la reaccién del Gomfésido I y nBuSn0O, se colocaron en benceno y se refluyeron 

durante 24 h, equipado con un sistema Dean-Stark. Al inicio del reflujo, la mezcla era tur- 
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bia, mientras que a las 18-24 h, todo estaba disuelto debido a la formacién del derivado es- 

tanilado!? (Figura 8). 

  

Figura 8 Formacién del derivado estanilado 

La caracterfstica del derivado estanilado (formacion del estanilcetal), es que es un inter- 

mediario soluble en benceno”’. 

Se agreg6 tamiz molecular de 4A y 5mL de CH2Ch. La mezcla fue agitada vigorosa- 

mente y posteriormente se agregé el bromo (en CH)Ch), gota a gota, observando la decolo- 

racién. Al momento en que se agregé el volumen calculado estequiométricamente, se form6 

un producto cristalino en la mezcla de reaccién. La ccf de la mezcla mostraba fa presencia 

de tinicamente dos productos. Uno de ellos, el Gomfésido sin reaccionar, y el otro producto 

era menos polar que el mismo Gomfésido. La mezcla se filtré usando mezcla de CH2Ch - 

MeOH para disolver el producto. Se elimin6 el benceno Hevando a sequedad al vacio y 

posteriormente se cromatografié en columna relémpago. 

La elucién con MeOH al 0.5% en CH2Ch, mostré en ccf un producto puro, que al re- 

cristalizar (hexano-AcOEt) se obtuvo un producto blanco cristalino, soluble en CH2Ch y 

cuyo pf fue de 187-1939C. 
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+l 
El espectro de ER [espectro 2A, pag 58] muestra bandas en 3460cm_ , debido a grupos oxhi- 

. ~ el 

drilos; ademas, bandas en (77cm y 1745cm" (P-butendlida), asf como en 1622cm 

(doble ligadura), que corresponden a la y-lactona o,B-insaturada. 

El espectro de RMN'H (CDC) [ewecna 28, pags9], muestra un singulete en 5.87ppm, que 

se asigna al protén H-22. Se observa el sistema AB de los protones diasterostépicos de la y- 

lactona en 4.96ppm ((J=18Hz y 1.5Hz, H-2la) y en 4.78ppm (J=18Hz y 1.5Hz, H-21b). 

Estos datos (IR y RMN) indican que la lactona o.,B-insaturada no sufrié cambio alguno. 

En 0.87ppm se observa un singulete que integra para tres protones, asignado al metilo H- 

18. Se observa otro singulete (3H) en 0.80ppm que se debe a los protones H-19. En 

2.76ppm se observa una sefial que, comparando con el Gomfésido, indican que se debe al 

protén H-!7. Esto indica que !a aglicona, en general, no sufrié ningtin cambio, por lo que, la 

transformacién ocurrié en la parte glicosidica del Gomfésido. 

La sefial singulete del protén H-1' (4.89ppm), se observa desplazada ligeramente a 

campo bajo con respecto al Gomfésido (4.74ppm). En 3.57 se observa una sefial que se 

debe al protén H-2, desplazado a campo alto con respecto al Gomfésido (4.01ppm). Tam- 

bién se asigna ta sejial que aparece en 3.25ppm del protén H-3, desplazada a campo alto 

con respecto al Gomfésido (4.02ppm). Una nueva sefial (singulete) aparece en 3.79ppm, 

que integra para tres protones, y que segtin el desplazamiento”, indica un grupo metilo aso- 

ciado a una base oxigenada (grupo metoxilo: -OMe), que no se observaba en la materia 

prima. Ademds desaparece la sefial asignada al protén H-3', que en el Gomfdsido aparecia 

en 3.63ppm. Estos datos indican que efectivamente, ocurrié alguna transformacidn en el 

carbono C-3' (Tabla £). 

En el espectro de correlacién heteronuclear 'H,"C a larga distancia (2-3 ligaduras) 

[espectro 2F, pag 63], $e observa que los protones del grupo -OMe (que integra para 3H, 

3.79ppm) correlaciona a larga distancia con el carbono C-23 (17 |.8ppm) lo que segiin esto, 

indica que este grupo -OMe reaccioné en ta lactona o,B-insaturada. Esto es imposible, pues 
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analizando et espectto de IR fespectra 2A, pay 58}, RMN'H [evpectra 28. pag 59] y el de RMN"'C 

[ewpectro 2C, pag 60) Tabla Fl, las sefiales de 1a lactona permanecen sin cambio. En el espectro 

de IR se observa sin alteracién fa B-butendlida, caracteristico para estos productos. En el 

espectro de RMN'H, el protén H-22 y el sistema AB (protones H-2la y H-21b), no sufren 

cambio. En la tabla de RMN"Cc, los carbonos C-20, C-21, C-22 y C-23. no varfan mucho 

su desplazamiento quimico con respecto al Gomfésido. 

TABLA E_ RMN'H para cl Gomfésido y los productos obtenidos en las Transfarmaciones Quinucas 
y o 

4.89 5.04 5.12 

4.48 4.10 4.30 

1.40 421 1.32 

3.57 4.85 488 

3.25 3.53 3.61 

2.12 § 2.29, 2.10 

2.76 2.70 2.76 

0.87 0.84 0.86 

0.80 0.79 0.85 

4.78 || 4.94, 4.76_]_ 5.01, 4,82 

5.87 5.78 5.88 

-OMe 3.79 3.73 

CH; de AcO-3' 
2.10 

CH, de AcO-2 
2.04 

* Producto oxidado en 3 (hidroxicetona), aisiado naturalmente de la familia Asclepiadaceae 

    
Esta correlacién hace suponer que existen dos seffales con ese desplazamiento quimico 

en RMN3C (171.8ppm). La sefial corresponde para los carbonos C-23 y C-3'; esta diltima 

debido a que no se observa en el espectro 1a base oxigenada correspondiente en !a zona de 

carbonos sp*. 
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TABLA F_RMN'C para el Gomfésido y los productos obtentdos en las Transformaciones Quitnicas 

109.7 

171.8 

85.3 

40.1 

76.2 

21.9 

44.2 

70.3 

86.6 

33.0 

44.1 

27.6 

27.2 

41.0 

49.6 

36.8 

21.2 

39.7 

49.5 

84.4 

33.5 

26.8 

50.7 

15.7 

13.1 

174.4 

73.4 

117.6 

23 171.8 

-OMe 52.6 

CH; de-AcO-C2 

CH, de-AcO-C3' 

CO de AcO-2 

CO de AcO-3' 

* Producto oxidado en 3' (hidroxicetona), aistado naturalmente de la familia Asclepiadaceae 
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Datos bibliogr4ficos importantes indican que la apertura del azécar en el carbono C-2', 

en productos similares al Gomfésido, fue descrita por Reichstein en 1969%, empleando 

dcido bérico. Segtin !o anterior, se puede proponer que el producto obtenido tiene la si- 

guiente estructura (Figura 9): 

  

o 

° 

go 

0 HO 

On ou 

) 
wo   
    

Figura 9 Producto formado en la primera reaccién del Gomfésido y e! #Bu,SnO/Br2 

(GOxSnl) 

En base al mismo planteamiento que mostré Reichstein, el mecanismo de reaccién pro- 

puesto para la obtencién de este producto, considerando en primera instancia que el pro- 

ducto fue oxidado, se muestra a continuacién (Figura 10). 

  

qj on A a 
L —= no, 0 

‘oO a 

° ‘0 

  

Figura 70 Mccanismo de reacciéu propuesto para ta formacién del GOxSn1 

34



DISCUSION DE RESULTADOS 
  

Segtin el mecanismo de reaccidn, el MeOH agregado durante la disolucién del producto 

cristalino, tiene mucho que ver con la formacién de este producto. Se cree que el producto 

oxidado ya se habia formado, pero por la presencia del medio Acido (HBr) y la presencia de 

MeOH, tiene lugar la metandlisis de la lactona de 7 miembros para la formacién del éster 

metilico. 

La base més importante para determinar que efectivamente se formé el producto cuya 

estructura se describid anteriormente, se puede observar en el espectro de masas [espectro 2G, 

pag 64). El ion molecular [M* +1] correspondiente al producto es de 549. La fragmentacién 

de 1a molécula es congruente con la estructura (Figura 17); asi, los fragmentos que se obser- 

van en 159m/z* (100%) y 99m/z* (45%), confirman la estructura propuesta, pues corres- 

ponden a la fraccidn del azdcar. 

La espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS), indica que el peso molecular 

real es de 549.3046 (calculado 549.3064), que corresponde con una férmula molecular de 

CroHagOo. El espectro UV muestra absorcién a 218m (€=13229), caracteristico de la lac- 

tona o,,B-insaturada. La rotacién especifica ([0:]29)) es de -35°. 

EI nombre trivial dado a esta estructura es éster metilico del Acido gomfosidico, debido 

a que Reichstein habfa logrado obtener un producto similar con anterioridad, pero a partir 

de la Calactina (denominado éster metilico del dcido calactinico’). 

Como se mencion6 anteriormente, el MeOH tuvo mucho que ver en la formacién de este 

producto, por Io que se realiz6 una nueva reaccién con el Gomfésido y el derivado estani- 

lado con posterior bromindlisis. 

Las condiciones de trabajo fueron las mismas que la reaccién anterior, excepto que: 

1.- Durante el reflujo se agregaron 2mL de MeOH (formacién de un derivado 

nBuSn-MeOH mas soluble)”. 

35



DISCUSION DE RESULTADOS 
  

2.- Al momento en que se formé el producto cristalino, se disolvid con CH2Ch - 

acetona. 

3.- Al momento de realizar la cromatografia, se aumenté la polaridad con acetona. 

  

    
figura 77 Fragmentacién propuesta para GOxSnl en EM 
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Al eluir con acetona al 1.5% en CH2Cls, se obtuvo un producto que en ccf, mostraba el 

mismo Ry que GOxSnl, lo que hizo suponer que se habia formado !o mismo. El producto se 

recristaliz6 en CH2Cl; -hexano, obteniendo un producto blanco cristalino con pf de 295- 

300°C (muy diferente al GOxSn 1). Este producto no era soluble en CH2Cl:, como era el 

caso del GOxSn1. Se evité completamente e! uso del MeOH. 

En el espectro de IR [especie 3A, pag 65] se observan bandas en 3457cm’, que se deben a 

los grupos oxhidrilo. En 1774cm’ y 174lem', se observan bandas debidas a la B-butend- 

lida. Ademés, en 1623cm estd la banda que corresponde a la doble ligadura, que asociado 

a la B-butendlida, muestran la presencia de la y-lactona o,B-insaturada, 

En el espectro de RMN'H [espectro 38, pay 66] se observa una sefial (singulete) en 5.78ppm, 

que corresponde al protén H-22; se observa la parte AB de la tactona, que es la parte AB de 

un sistema ABX en 4.94ppm (J=18Hz y |.5Hz, H-21a) y 4.76ppm (J=18Hz y [.5Hz, H- 

21b). Una sefial se observa en 2.70, que se debe al protén H-17. Se observan dos singuletes 

que integran para tres protones cada uno: los protones del metilo 18 (0.84ppm) y los del 

metilo 19 (0.79ppm). Esto indica que, al igual que la primera reaccién, la aglicona no sufrié 

cambio alguno. 

Un singulete se observa en 5.04ppm que, asignado al protén H-1', esté desplazado a 

campo bajo con respecto al Gomfésido (4.74ppm) y al GOxSnt (4.89ppm). El protén H-2 

(4.85ppm), se desplaza a campo bajo, con respecto al Gomfésido (4.01ppm), y no a campo 

alto como en GOxSn1 (3.57ppm). El protén H-3 permanece casi constante (3.53ppm), con 

respecto a GOxSn (Fabia £). A diferencia de 1a reaccidn de formacién de GOxSnl, no se 

observa el metoxilo ni el protén H-3'. Esto hace indicar que efectivamente se form6 un pro- 

ducto de oxidacién, sin tener mds datos precisos. 

La espectrometria de masas muestra que el producto de la segunda reaccién tiene un M* 

de 516, que concuerda con la masa molecular esperada del producto oxidado en el carbono 

3' (formacién del carbonilo). 
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En el espectro de RMN® Clespectro 3C. pag 67 y Tabla FI, se observa que el producto obte- 

nido en esta segunda reaccién es diferente al esperado. El carbono C-2' tiene un desplaza- 

miento de 170.6ppm, lo que indica que corresponde a un carbonilo de éster (R-COO-R) y 

no a un carbonilo ceténico (R-CO-R)”, 

En el espectro de correlacién heteronuclear Wc a larga distancia (2 y 3 ligaduras) 

[espectro 3F, pag 70}, se observa que el carbono C-2' (170.6ppm) correlaciona a larga distancia 

(3 ligaduras), con e! protén H-4'b, io que indica reaccidn en la parte glicosidica de la molé- 

cula. 

En base a los datos espectroscépicos mencionados anteriormente, asi como a los antece- 

dentes de que ef producto oxidado se puede abrir en posicién C-2', y con respecto a la reac- 

cién GOxSnl, se planteé que el producto obtenido presenta la siguiente estructura (figura 

12): 

  

  

Figura 72 Producto formado en la segunda reaccién det Gomfésido y el nBu:SnO/Bry 

(GOxSn2) 

El mecanismo de reaccién propuesto para la formacién de este producto, se muestra a 

continuacién (Aigura 13). 
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Figura 72 Mecanismo de reaccién propucsto para la formacién del GOxSn2 

Nuevamente, la espectrometria de masas [espectre 3G, pag 71] permite determinar que la es- 

tructura propuesta corresponde al producto obtenido. Esto se observa en los fragmentos 

44m/z (100%) y 373m/z (30%), que corresponden a la pérdida de CO, y de la parte glicosi- 

dica, respectivamente, como se muestra a continuacién (Figura 14). 

La espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) mostr6 un peso molecular real de 

517.2816 (caiculado 517.2801), correspondiente a una férmula molecular de Co9H4oOs. El 

espectro de UV muestra absorcién a 217.5nm (€=14073), y la rotacién especifica ([01]?9,), 

fue de -45°, asignando el nombre a este producto como 2'-gomfosélida. 

E] estudio que hubiera permitido reconfirmar la estructura asi como la estereoquimica 

relativa, es el estudio de difraccién de rayos X de monocristales. Desgraciadamente, pro- 

bando con diferentes sistemas de disolventes, este producto no formaba cristales adecuados 

para dicha técnica. 
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Figura 74 Fragmentacién propuesta para GOxSn2 en EM 
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Para demostrar quimicamente la formacién del producto propuesto para GOxSnl, se 

realiz6 1a acetilacién del mismo, empleando anh{drido acético y piridina. Una mezcla de 

GOxSn1, anhidrido acético y piridina fue agitada durante un dia a temperatura ambiente en 

condiciones anhidras. Posteriormente se observé en ccf la presencia de un producto menos 

polar que fa materia prima. Se agregé agua y se evaporé a sequedad. Se realizaron extrac+ 

ciones con AcOEt), favando con agua, con NaHCO; y con saimuera, sucesivamente hasta 

pH neutro. El producto obtenido se cromatografié en columna relaémpago, eluyendo con he- 

xano y aumentando la polaridad con AcOEt. 

Aleluir al 15% de AcOEt en hexano, se observé la presencia de un producto que recris- 

talizé de hexano, con pf fue de 169-175°C y que muestra las siguientes caracteristicas es- 

pectroscépicas: 

En el espectro IR, a diferencia del producto inicial (GOxSn1), no existe la presencia de 

grupos oxhidrilos. Se observa en 1743cm'' una banda muy intensa que indica la presencia 

de grupos carbonilos (C=O), que debido a la gran cantidad de estos grupos, no se aprecia la 

sefial en {76!cm"' (aproximadamente) debido a la y-lactona o,B-insaturadas. En 1622cm", 

se observa la banda de !a doble ligadura. 

En RMN'H [especiro 4A, pag72], se observa el singulete caracteristico en 5.88ppm, que se 

debe al protén H-22, y a parte AB de la y-lactona o,B-insaturada en 5.01ippm (J=18Hz y 

1.5Hz, H-21a) y en 4.82ppm (J=18Hz y 1.5Hz, H-21b), lo que indica que fa Jactona no se 

afecté. 

Aparece un singulete en 5.12ppm, debido al protén H-1° (1H), asf como un singulete que 

se debe a los protones del metilo -OMe (3.73ppm). Se observan dos sefiales nuevas, que 

integran cada una para tres protones (3H). Ambos, por el desplazamiento quimico”®, indican 

que se trata del metilo del grupo acetato. Una de estas sefiales esta en 2.10ppm (protones 

del metilo del acetato en el carbono C-3', AcO-C3)), y la otra en 2.04ppm (protones de! me- 

tilo del acetato en el carbono C-2, AcO-C2); esto indica que al parecer, entraron dos grupos 
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acetato. El protén del carbono C-2, se ve desplazado a campo bajo (4.88ppm), debido al 

efecto que ejerce el grupo -AcO. De acuerdo a ello, se planted la estructura siguiente para el 

producto obtenido (Figura 15). 

  

Figura 75 Acetilactén de GOxSrl 

Segtin el espectro de masas [espectro 46, pag 76}, el ion molecular corresponde a la presen- 

cia de dos nuevos grupos en la molécula (acetato) (M*+1= 633), y de acuerdo a las frag- 

mentaciones, los grupos acetato estan presentes en las posiciones anteriormente dichas 

(sobre ef carbone C-3' y C-2). Esto se puede observar en la figura 76, donde el fragmento 

mas abundante (100%) se encuentra en 201*(m/z) (azticar y un grupo acetato, ademés de un 

grupo carbometoxi). Es obvio, pues debido al impedimento estérico que tiene el grupo -OH 

en la posicién C-14, hace menos posible la formacién del acetato. 

La rotacidn especifica ([o]*",,) es de -60°, y su espectroscopia en UV indica una absor- 

cidn a 217.5nm (€= 13877). 

Después de realizar las transformaciones quimicas con el Gomfésido, se llevé a cabo la 

reaccién con el [BX en DMSO, para lo cual fue necesario preparar este reactivo, (ver parte 

experimental). 
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figura #6 Pragmentacién propuesta para GOxAcO en EM 

Una vez obtenido el reactivo de IBX, se realizé la reaccion de éste con Gomfésido. En la 

mezcla de reaccidn se observé, en ccf, la presencia de sélo dos productos. Uno de ellos, el 

Gomfésido sin reaccionar, y e! otro, comparado con GOxSnl y GOxSn2, tenia el mismo Rr. 

La reaccién se finalizé agregando agua y filtrando el sélido formado (IBS). La solucién 

fue extrafda con AcOEt, lavando con NaHCO; y luego con salmuera, hasta pH neutro. La 

fase orgdnica se secé y se filtré, Nevando a sequedad y realizando la ccf, que indicaba la 

misma situacién (dos productos). 
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Se observ que la cantidad obtenida del producto era muy escasa en relacién con la can- 

tidad de materia prima colocada. Se realiz6 una ccf al sdlido obtenido durante la filtractén, 

observando que parte del producto estaba presente. Para ello, se disolvid ese producto con 

CH2Ch -MeOH, y se reunié con el producto obtenido de la fase orgénica. El producto obte- 

nido se evaporé a sequedad y se cromatografié en columna reldémpago, eluyendo con 

CHCl. y aumentando la polaridad con acetona. 

La fraccién eluida al 3% de acetona en CH2Clo, indicé en cef, la presencia de un pro- 

ducto, cuyo R; es similar al de la reacci6n con nBu2SnO (GOxSnl y GOxSn2). El producto, 

tecristalizado de AcCOEt-MeOH,, tiene un pf de 297-300°C, y en IR y RMN'H, es idéntico al 

producto GOxSn2 (2'-gomfosdlida). 

Para determinar si {a elucién con acetona habia tenido algo que ver en la formacién de 

este producto (formacién de una lactona de 7 miembros, como en la reaccién con Gomfé- 

sido y nBu2SnQ), se realizé una nueva reacci6n bajo las mismas condiciones, sélo que 

ahora ef eluyente en la columna relampago fue CH2Cl, y aumentando la polaridad con 

MeOH, para obtener el producto abierto en el carbono C-2' como en GOxSnl. 

El producto obtenido fue el mismo que la reaccién anterior (usando CH)Cl2 -acetona), 

por lo que se demostré que, en esta reaccién, nada tuvo que ver el MeOH. 

Posterior a las transformaciones del Gomfésido, se flevaron a cabo Jas reacciones con el 

Afrésido. Las condiciones iniciales de trabajo fueron las mismas que se emplearon para el 

Gomfésido. Para la bromindlisis, la solucién de bromo fue agregado gota a gota con una 

pipeta graduada hasta el volumen calculado estequiométricamente. A diferencia del Gomfé- 

sido, no se observé producto cristalino en el medio de reaccién, por lo que se decidié agre- 

gar un ligero exceso de bromo. En ccf, se observaron al menos dos productos: la materia 

prima y un producto menos polar. Se filtré la mezcla de reaccién, se evapordé a sequedad y 

el residuo se cromatografié en columna reldmpago (silica gel 230-400). Después de eluir 

por completo la columna se observo por ccf que ninguna de estas fracciones estaba pura, es 
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decir, habia presentes mds de dos productos en cada fracci6n eluida y que no seria facil se- 

parar. 

Se realiz6 una cromatografia para purificar alguna de estas fracciones que contenfan una 

cantidad de producto apreciable y que el Ri era similar a los productos obtenidos en la reac- 

cién anterior (Gomfésido-nBu2SnO). La cromatograffa en columna reldmpago nuevamente 

failé en el intento por separar los productos. Se utilizé la cromatografia en placa preparativa 

(cpp), pero desafortunadamente y observando el espectro de RMN ‘H, no se obtuvieron re- 

sultados satisfactorios. 

Se realizé una nueva reaccién con el Afrésido y el #B2uSnO. Ahora durante el reflujo se 

agreg6 una cantidad catalitica (5 mg) de dcido p-toluensulfénico (TSOH). La técnica se 

modificé y posterior a la bromindlisis, se realizaron extracciones para eliminar el bromo 

que hubiera quedado. Se favé con agua destilada, con Na2S203, nuevamente con agua y por 

Ultimo con salmuera, hasta pH neutro. La fase orgdnica se seco y se evaporé. La ccf mos- 

traba al menos tres productos. 

Se realizd la columna relémpago, observando at finalizar la elucién que ninguna de ‘as 

fracciones se purificéd. Se eluyé mediantc diferentes sistemas (CH2Cl:-MeOH, acetona- 

CH2Ch, AcOEt-hexano, acetona-hexano), pero ninguno funcioné adecuadamente. La cpp 

no ayuddé en mucho, pues atin estaban presentes varios productos. La RMN'H también 

mostré que no era un solo producto el que se habia obtenido. 

En algunas fracciones tanto de la reaccién anterior, como de esta ultima (con el Afré- 

sido), sé observé un producto de color café (aceitoso), que en ccf era no polar, y que no apa- 

recié en ningtin momento durante la reaccién con Gomfdsido. En IR, este producto indica 

la presencia de cadenas de metilenos y metilos (2930cm''), debidos al derivado estanilado. 

Posteriormente, se llevé a cabo la reaccién entre el IBX y el Afrésido. En este caso, su- 

cedié algo similar que en 1a reaccién anterior con Afrdésido, esto es, la ccf mostré la presen- 
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cia de tres productos. Uno de cllos se trata de la materia prima sm reaccionar, mientras que 

los otros, son productos menos polares que la misma. 

Se realizaron extracciones con AcOEt, lavando después con NaHCQ; y con salmuera 

hasta pH neutro. La fase orgdnica se secé y se filtré, llevando después a sequedad. EI sdlido 

obtenido se cromatografié en columna relampago, usando como eluyente CH2Cly y aumen- 

tando la polaridad con MeOH. Después de eluir completamente la columna, se observé que, 

similar a lo que sucedié con la reaccién Afrésido-nBu2SnO, no hubo una separacién efi- 

ciente, por lo que se realizé una nueva cromatografia en columna con un eluyente diferente 

{hexano-AcOEt). 

La RMN'H y el IR de las fracciones mas “puras", indican productos que son muy dificil 

de determinar de que se tratan, por lo que se realiz6 una nueva reaccién entre el Afrésido y 

el IBX, ahora modificando las condiciones. Se trabajé en condiciones anhidras y se calenté 

la mezcla de reaccién hasta aproximadamente 60°C. Estas condiciones no ayudaron en mu- 

cho, pues los resultados obtenidos fueron semejantes a los ya descritos. 

Debido a que con el Afrésido no se habian obtenido buenos resultados, se realizaron las 

transformaciones con Calactina, primero con la bromindlisis de derivados estanilados, y 

posteriormente con el IBX en DMSO. En pocas palabras, las condiciones para ambas técni- 

cas fueron similares a las realizadas con el Afrésido y el Gomfésido, obteniendo resultados 

poco satisfactorios en los casos de reaccién con la Calactina. En ningtin momento se logré 

aislar un producto puro que pudiera ser analizado espectroscépicamente, 

A pesar de todos estos intentos de oxidacién y en base a los resultados poco satisfacto- 

rios, atin no se demuestra el porqué en el caso del Gomfésido existe la presencia de pro- 

ductos completamente separable, mientras que para el Afrésido y la Calactina, nunca se lo- 

gré purificar algtin producto. No se puede determinar si este comportamiento se deba a la 

diferencia de un simple grupo funcional en toda la estructura esteroidal, pues se ha obser- 
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vado que algunos productos de tipo esterordal cambian por completo su comportamiento 

quimico y fisico con el simple hecho de modificar un simple grupo de su estructura. 

Es importante mencionar que los productos que se planted obtener se han aislado natu- 

ralmente de la familia Asclepiadaceae®**”, Esto es, los productos de oxidacién (3'-ceto) del 

Gomfésido, del Afrésido y de la Calactina, asf como los derivados de tiazolina (3'-tiazolt- 

dina y 3'-tiazolina) de la Calactina, se han identificado, pero de igual modo que la labrifor- 

mina, las cantidades tan pequefias de estos productos que se aislan de la familia Asclepia- 

daceae, no fayorecen mucho al planteamiento propuesto en este trabajo. 

Accontinuacién se mencionan los nombres comunes dados a estos productos naturales. 

  

  

  

  

3-DIDEHIDROGOMFOSIOO Xf Me oH 0 HOH 

3-DIDEHIDROAFROSIDO Xi Me HW 0 HOH 

USCHARIDINA xii cHo oH ° How 

VORUSCHARINA XIV cHo oH L ‘ HOH 

USCHARINA XV choo ‘> Hou         
TABLA @ Productos naturales aislados de la familia Asclepiadaceae 
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En base a los objetivas planteados para las transformaciones quimicas de las asclepinas y 

de acuerdo a los resultados obtenidos, se puede conclurr que estas objetivos no se cubricron 

en su totahdad. Esto es, a pesar de realizar varias reacciones con los métodos [BX/DMSO y 

nBusSnO/Brz, no se logrd sintetizar el producto deseado 3-ceto en Jas asclepinas 

(Gomfosido, Afrésido y Calactina), y por consiguiente, no se obtuvo ta 3'-tiazolidina en 

estas asclepinas. 

Sin embargo, se sintetizaron dos productos que no se han descrito en Ja literatura, deno- 

minados éster metitico del acido gomfosidico (por reaccién con nBuzSnO/Br2) y 2'-gomfo- 

s6tida (por ambos métodos), a partir del Gomfdsido. 

  

  

ao 
oO 

oO oO 

ea oO 

Q o 

O 

vo Ho: HO. 

OH On oH 

Oo a 

. 0 : o 

ESTER METILICO DFT, ACIBO GOMFOS [pDICO 2'.GOMFOSOLIDA       
Es importante remarcar que ta estructura del azticar, asi como la aglicona Jugaron un pa- 

pel importante en estas transformaciones quimicas, 

Es decir, la transformacién que sufrié el Gomfésido en el azticar provocé una contrac 

cidn (anillo de 5 miembros) y una expansion (Jactona de 7 miembros) en los anillos, obte- 

niendo el producto 2'-gomfosdlida. De igual modo, se obtuvo un producto con apertura en 

el carbono hemicetitico en posicién 2’. 
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En el otro caso, debido a la aglicona, se logré obtener productos puros y aislable en las 

reacciones con el Gomfésido, pero con la Calactina y el Alrésido, esto no fue posible. 
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Pese a que los métodos de oxidacién (por bromindlisis de derivados estanilados o por 

1BX en sulféxido de dimetilo) no resultaron satisfactorios, se puede continuar el proyecto 

de oxidacién de las asclepinas, empleando algtin agente oxidante mucho mas suave. Tam- 

bién es necesario seguir con el estudio fitoquimico de alguna otra especie de la familia As- 

clepiadaceae, para lograr aislar mayor cantidad de productos (tales como cl 3’-dehidro- 

gomfésido XI, el 3'-dehidroafrésido XII 0 fa uscharidina XI, y asi evitar cl paso de la 

sintesis de ta hidroxicetona. 

Ademias de ello, es importante analizar detenidamente que fue lo que en realidad sucedié 

con tos productos oblenidos, pues como ya se menciond, sdlo en fas reacciones del Gomt6- 

sido se logré aislar productos puros, mientras que con el Afrésido y la Calactina, nunca su- 

cedid asi. 

Es importante determinar Ja actividad bioldégica de tos productos obtenides por fa reac- 

cién con cl Gomfdésido (GOxSnl y GOxSn2), para demostrar asi su uso terapéutico o su 

toxicidad (insecticida, plaguicida, etc). Esto debido a que son dos productos nuevos y que 

no estan descritos en Ia literatura. 
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PARA ALGUIEN MUY ESPECIAL: 

Por fa paciencia, conocimientos, ensefianzas y consejos brindados durante el tiempo que 

la conoci. Desafortunadamente, se adelanté a nuestro destino final, sin poder brindar atin 

mas de ese talento que llevaba en su persona. 

Quisiera que pudiera estar en estos momentos (al menos en alma), para que compartiera 

conmigo los logros que gracias a usted he conseguido. 

Esté donde esté, nunca voy a olvidarla y siempre recordaré ese optimismo y fortaleza que 

siempre mostré. 

En todos los aspectos: 

  

Gracias Dra. Lydia Rodriguez Hahn 
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Porque personas como usted son muy dificil de encontrar en este mundo, con esa alegria 

de vivir y de ver las cosas de una manera mas positiya. 

Por haberme brindado su amistad, asi como sus consejos y su sabiduria, por la que estaré 

eternamente agradecido. 

Por apoyarme siempre, tanto en fo personal, como en lo profesional. 

Por todo ello: 

Gracias M en C Jorge Ricardo Cardenas Pérez 
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Por haberme dado comprensién, carifio, amistad y miles de cosas que es imposible 

mencionar en este agradecimiento. 

Porque siempre estuviste conmigo en los momentos més dificiles para apoyarme y 

darme fuerzas de vivir. 

Por tantos momentos felices que hemos pasado (y seguiremos pasando) juntos, sin 

olvidar los pequefios momentos de tristeza. 

Porque no puedo expresar tan facil lo que siento por ti. 

Gracias Imelda 
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