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RESUMEN
Los derivados oxidados de los diterpenfuranos de tipo clerodano y cassano

obtenidos de fuentes naturales, presentan actividades bioldgicas interesantes,
destacando actividad citotoxica, antiplasmodica, antiinflamatoria, analgésica,
antiviral, antimicrobiana, actividad sobre el sistema nervioso central vy
antialimentaria en insectos. En estudios previos reportamos el aislamiento del 60-
acetoxivouacapano (1), de Caesalpinia platyloba, asi como del &cido hardwickiico
(2), de Chromolaena pulchella. En el presente trabajo se describe el estudio de la
ractividad de los diterpenfuranos 1y 2, bajo diferentes condiciones de oxidacion, lo
gque condujo a la obtencibn de los derivados 51-54, a partir del 60-
acetoxivouacapano (1), y la lactona 55 del acido hardwickiico (2). Los derivados
52-54 corresponden a estructuras nuevas. Todos los derivados obtenidos fueron

caracterizados mediante sus datos de fisicos y espectroscépicos.

53 54 55

Palabras clave: clerodano, cassano, diterpeno, furano, oxidacion.



ABSTRACT
The oxidized furanediterpenes, clerodane and cassane derivatives isolated

from natural sources exhibit interesting biological activities as cytotoxic,
antiplasmodial, antiinflammatory, analgesic, antiviral, antimicrobial, activity on the
central nervous system, and antifeedant. In previous studies we reported the
isolation of 6B-acetoxivouacapane (1) from Caesalpinia platyloba and hardwickiic
acid (2) from Chromolaena pulchella. The present work describes the chemical
reactivity of furanediterpenes 1 and 2 under different oxidizing conditions, which
lead the obtention of 51-54 from 68-acetoxivouacapane (1) and 55 from hardwickiic
acid (2). The derivatives 52-54 correspond to new structures. The chemical

structures were established by its physical and spectroscopical data.

Keywords: clerodane, cassane, diterpene, furan, oxidation.



INTRODUCCION

La cura de las enfermedades ha sido siempre un reto para el hombre, por
ello con las grandes civilizaciones surgieron también los primeros agentes
terapéuticos, obtenidos principalmente de productos naturales, especificamente de
las plantas.”? Con los avances cientificos, la humanidad adquiri6 nuevos
conocimientos en la medicina y la quimica, introduciéndose los primeros productos
de sintesis organica a principios del siglo XIX;** asi, en la actualidad las
principales fuentes de farmacos siguen siendo la sintesis y los productos
naturales.’ En el periodo de 1981-2010, se introdujeron al mercado 1035 farmacos
nuevos, de los cuales el 63% eran productos naturales, derivados semisintéticos o

miméticos de éstos.®

Una de las caracteristicas de los productos naturales es su gran
complejidad, ya que pueden presentar multiples centros quirales, sustituyentes
heterociclicos y/o estructuras policiclicas, lo que es muy dificil conseguir mediante
la sintesis organica de manera selectiva. En los compuestos naturales
heterociclicos destacan aquellos que tienen en su estructura al anillo de furano,
asi como derivados de éste, ya que se les han atribuido variadas propiedades
bioldgicas. Un claro ejemplo de estos compuestos es el cacalol (figura 1), aislado
de Cacalia decomposita, y C. delphyniifolia,”® el cual presentd actividad
antioxidante al tratar con la prueba de peroxidacién lipidica en cerebro de rata.’
Por otro lado, en estudios recientes se demostré6 que este compuesto presenta
buena actividad antiproliferativa de células de cancer de mama ya que induce la
apoptosis.’® Posteriormente, se probd su actividad antioxidante a escala de
laboratorio, al reaccionar frente al 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), obteniéndose
un derivado heterodimero conocido como adenostina A.*' Ademas de los
sesquiterpenfuranos también se han aislado de forma natural furanos diterpénicos
como el (+)-zerumin B (figura 1) un diterpeno de tipo labdano, aislado de la
fraccion cloroformica del extracto de metanol de las semillas de Alpinia zerumbet,
cabe resaltar que este compuesto presentd una potente actividad citotdxica contra

células de cancer de mama (MCF-7).1213



OH

Cacalol Adenostina A (+) Zerumin B

Figura 1. Derivados del furano aislados de fuentes naturales.

Dentro de los derivados del furano producidos por las plantas, se
encuentran los diterpenos de tipo clerodano y los cassanos. En un estudio quimico
previo, del extracto hexanico de las flores de Chromolaena pulchella se aislo el
acido hardwickiico (2),'* (figura 2) ensayos in vivo de este extracto arrojaron
resultados significativos de actividad antiinflamatoria y de prevencion de dafio de
colon frente a cuadros de colitis aguda.™ Es de interés resaltar que a mediados de
la primera década del siglo XXI fue expuesta la estrecha relacién entre las
sustancias antinflamatorias y anticancerosas.'®*’ Por otro lado, del extracto
hexanico de diferentes partes de Caesalpinia platyloba y C. coriaria se aisl6 el 68-
acetoxivouacapano (1) (figura 2) que mostré actividad citotoxica contra la linea
inmortalizada de células de cancer de préstata DU-145 sin respuesta a
estrogenos.*® Recientemente se establecié la configuracién absoluta del cassano
1 mediante correlacién quimica, Dicroismo Circular Vibracional y rayos X.**% Por
lo que, en el presente trabajo se estudid la reactividad de los diterpenfuranos

naturales 1y 2, frente a agentes oxidantes.

Figura 2. Diterpenfuranos: 68-acetoxivoucapano (1) y acido hardwickiico (2).



ANTECEDENTES

En la medicina tradicional se conoce el uso de las plantas para el
tratamiento de diferentes enfermedades, por lo que los productos naturales han
tomado gran importancia ya que mediante estudios quimicos y de actividad
biolégica se pueden aislar y caracterizar los compuestos responsables de
diferentes actividades farmacoldgicas, obteniendo asi principios bioactivos.*
Dentro de los compuestos aislados de fuentes naturales destacan los derivados
furénicos entre los que se encuentran las lactonas producidas por la fotooxidacion
del anillo de furano, por ejemplo del extracto metandlico de de Ajuga ciliata, usada
en China para el tratamiento de la inflamacion, aislaron los derivados 3-9 (figura
3), los cuales mostraron efectos neuroprotectores contra el catiéon 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP™), un inductor de muerte celular de neuronas dopaminérgicas

en el neuroblastoma humano SH-SY5Y.%?

R2

3 (2S)-2-MeBu (2S)-2-MeBu R! R? RS
4 Ac (2S)-2-MeBu 8 OAc Tig H

5 Tig (2S)-2-MeBu 9 OTig H H
6 (2S)-2-MeBu Ac

7 Tig Tig

Figura 3. Compuestos aislados de Ajuga ciliata.

Los extractos acuosos de Tinospora rumphii se utilizan en Filipinas para el
tratamiento de indigestion, diarrea, Ulceras estomacales; mientras que las hojas
son usadas para el tratamiento de la fiebre. Del extracto de cloroformo de las

hojas de esta planta se aislaron los clerodanos 10 y 11 (figura 4), los cuales

3



presentan alto grado de oxidacion; ademas, el compuesto 11 presenta una lactona

posiblemente por oxidacién del anillo de furano.?

Los diterpenos de tipo clerodano han mostrado actividades biolégicas como

24-26

la citotdxica, sobre el sistema nervioso central,>’?® sobre el factor de

crecimiento nervioso (NGF),* asi como antialimentaria en insectos.*

10 1

Figura 4. Diterpenfuranos aislados de Tinospora rumphii.

Por su parte, los diterpenos de tipo cassano han sido aislados
principalmente de plantas de la familia Fabaceae, especialmente del género
Caesalpinia.>* Compuestos de este tipo han mostrado actividades bioldgicas

32,33

interesantes como  anticancerosa, antiplasmédica,®*  antiinflamatoria,*

I*” y antimicrobiana.® Algunas plantas pertenecientes a este

analgésica,*® antivira
género son de particular importancia en la medicina tradicional, por ejemplo
diferentes partes de Caesalpinia bonduc son utilizadas en India para el tratamiento
de asma, fiebre crbnica, tos y dolor de cabeza. Estudios cientificos sobre el
extracto etandlico de esta especie permitieron aislar e identificar los derivados 12-
16 (figura 5), demostrando que los compuestos 12 y 13 presentaron actividad
inhibitoria de células de carcinoma de mama MCF-7, con valores de ICsp (UM) de

12.8 y 6.1, respectivamente. >3



Figura 5. Lactonas aisladas de Caesalpinia bonduc.

Las semillas de Caesalpinia minax se utilizan en la medicina tradicional
china para el tratamiento de influenza, fiebre, reumatismo y disenteria.*® Del
extracto metandlico de las semillas de esta planta reportaron las lactonas
diterpénicas 17-21 del tipo cassano esterificadas principalmente con grupos
acetato y un oxidrilo libre en la posicion 5 a las que nombraron neocaesalpinas J-
N, respectivamente (figura 6).** Cabe resaltar que pruebas biolégicas posteriores
demostraron que las lactonas aisladas de esta planta presentaron actividad
antiproliferativa in vitro contra células de cancer de mama MCF-7 y cancer de
higado HepG-2.%



Figura 6. Lactonas aisladas de Caesalpinia minax.

Dado que los productos naturales derivados de fotooxidaciones del furano
presentan importantes actividades biologicas, las reacciones quimicas de
oxidacion de este anillo son de suma importancia, ya que se pueden obtener
derivados activos o precursores quimicos de éstos. Dentro de los estudios de
oxidacion del anillo de furano, se ha reportado el tratamiento con peréacidos,
fotoxidaciones y tratamiento con peroxidos. Por ejemplo el tratamiento del 2-
metilfurano (22) con acido peracético al 70% condujo a la obtencion de los

compuestos 23 y 24 correspondiendo este Gltimo a una lactona (esquema 1). *3

OH OH
MeCO,H
s PN 5 G
o o” OH o” O
22 23 24

Esquema 1. Oxidacion del 2-metilfurano.



Otro ejemplo de tratamiento con perécidos es la oxidacion del furano con
acido p-nitroperbenzoico en éter anhidro (esquema 2), de la cual reportaron la
obtencion del compuesto 26, producto de la ruptura del anillo furano; para la

formacion de éste propusieron como intermediario a la lactona 25.%

p-02N06H4CO3H — —
U\ — [T\
/N > HO/C\A\O HOOC ~ CHO

(@) O

25 26
Esquema 2. Tratamiento del furano con acido p-nitroperbenzoico.

Schenk estudid la fotooxidacion del 2,5-dimetilfurano en metanol absoluto,
con radiacion UV durante varios dias, de esta reaccién obtuvieron como productos
el polimero 27 y el hidroperdxido 28, que posteriormente se transformo al 2,5-
dihidrofurano 29 (esquema 3).*® Estos derivados son de gran importancia, ya que

se han utilizado como precursores en la sintesis de productos naturales.*

AN —— A |+ e Mo weod X
(o) MeOH —0 “— o0— MeO o OOH MeO o OMe

27 28 29
Esquema 3. Fotooxidacién del 2,5-dimetilfurano.

Poskonin y colaboradores realizaron estudios de la reactividad del furano
frente al peréxido de hidrégeno utilizando catalizadores de vanadio, con lo que
obtuvieron los compuestos 30 y 31 (esquema 4), los cuales son importantes
precursores en sintesis, ya que pueden utilizarse para la obtencién de furanos

sustituidos en la posicion 2.434°



H,0,, VOSO, H [—\ H H /—\ OEt
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30 31

Esquema 4. Oxidacion del furano, con peroxido de hidrogeno y un catalizador.

lesce y colaboradores reportaron la fotooxigenacion del derivado 2-
alcoxifurano 32 en diclorometano a -20 °C, del cual obtuvieron principalmente el
oxetano 35, observando ademas trazas del compuesto 34, donde proponen al
biciclo 33 como intermediario en esta reaccion, cuando el compuesto 35 fue
tratado con acido clorhidrico 2 N produce la lactona 36, con un rendimiento del
38%; mientras que el tratamiento con dietil tioéter generé como Unico producto a

34 (esquema 5).

Et
HO
Ph co,Me
o)
Et Et Et 34
HO Et o HO +
R : = "
—_— —_—
R Ph OMe
Ph 0 OMe -20 C, CH2C|2 090 O —
32 L 33 i Hod b COMe
HCI 2N
Et,S,
TA, 30 min » TA, 30 min
38% ’
90%
Et
Ho—Et 34
Ph o)

O
HOO

36
Esquema 5. Fotooxidaciéon de 2-alcoxifuranos.

Por otra parte, Pavlakos y colaboradores sintetizaron el compuesto 38,
precursor del pirendlido D, un agente anticanceroso, mediante la fotooxigenacién

del derivado 2-dihidroxialquilfurano 37, utilizando azul de metileno. Obteniendo de



esta manera una nueva ruta de sintesis para estos compuestos tipo espiro
(esquema 6).’

OH
_On AM v, -
0 o >
CH20|2 HOO I O
Me

37 38
Esquema 6. Oxidacion del derivado 2-dihidroxialquilfurano.

T

Tum

Mediante la fotooxidacion del 2-a,B-dihidroxibutilfurano 39, pero ahora

utilizando rosa de bengala, se ha descrito la obtenciébn de la piranona 40
(esquema 7).%®

HQ
i/ \ z 0,, RB, hv
(@) z -
OH MeOH, 5 °C
39 40

Esquema 7. Fotooxidaciéon de 2-a,B-dihidroxibutilfuranos.

Asi mismo, la oxidacion de productos de origen natural puede llevar a la
obtencién de compuestos con actividad biolégica importante,*® por ejemplo la
fotooxidacion con rosa de bengala de los derivados del (+)-acido hardwickiico 41 y
42, condujo a la obtencién de los hidroxibutendlidos correspondientes 43 y 44
(esquema 8), este ultimo mostré actividad antituberculosa significativa segun el

protocolo TAACF (12.5ug/mL) con un 85% de inhibicibn de Mycobacterium
tuberculosis. *°

4, )
O
{

O w»

Pirendlido D

mnMe



O,, Rosa de bengala

>
DIPEA, CH,Cl,, -78 °C
CHzR CHzR
41 R=H 43 R=H
42 R=OH 44 R=0OH

Esquema 8. Oxidacién de derivados del (+)-acido hardwickiico.

Por otro lado, del extracto metandlico de las semillas de Bowdichia nitida
aislaron los cassanos 45 y 46, asi como las lactonas 47 y 48 (figura 7); cabe
resaltar que los compuestos 45 y 47 presentaron citotoxicidad moderada contra
células de carcinoma de colon humano COLO20. Cuando el compuesto 45 fue
tratado con AMCPB en benceno, reportaron como Unico producto la lactona 47,
mientras que de la misma oxidacién empleando cloroformo como disolvente y

acido clorhidrico, obtuvieron los derivados 48-50 (esquema 9). *°

45 46 47 48
Figura 7. Compuestos obtenidos de Bowdichia nitida.
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AMCPB

Benceno,
TA3h
32%

48 (6.8%) 49 (12.5%) 50 (13.3%)

Esquema 9. Oxidacion del cassano 45, obtenido de B. nitida.

Ademas de las reacciones oxidativas, el anillo de furano puede

51,52

experimentar otras reacciones importantes como halogenacion, sulfonacién,>?

y nitracién,>* entre otras, como se muestra en el esquema 10.*°

11



Esquema 10. Reacciones sobre el anillo de furano.

La extensa gama de reactividad que ofrece el anillo de furano abre la
posibilidad de generar novedosas estructuras a partir del 68-acetoxivouacapano
(1) y del &cido hardwickiico (2); por lo que, en el presente trabajo se realiz6 el
estudio de la reactividad oxidativa de los diterpenos naturales 1 y 2 (figura 8),
aislados en buenos rendimientos de Caesalpinia platyloba y Chromolaena

pulchella, respectivamente.

Figura 8. 6B-acetoxivouacapano (1) y acido hardwickiico (2).

12



JUSTIFICACION

El uso de las plantas en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversas enfermedades las ha hecho una importante fuente de moléculas activas.
Entre los compuestos activos aislados de las plantas se encuentran los derivados
del furano, destacando los derivados oxidados en dicho anillo. Considerando que
algunos de estos compuestos se han aislado en pequefias cantidades y que
algunos productos naturales han servido como modelo para la sintesis de
compuestos que se utilizan como farmacos. El aislamiento de diterpenfuranos
como el el 6B-acetoxivouacapano (1) y el acido hardwickiico (2) en buenos
rendimientos, aunado a la reactividad que presenta el anillo de furano, abre la
posibilidad de desarrollar o implementar métodos oxidativos para generar nuevas

moléculas activas o sus precursores.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar un estudio de la reactividad de los diterpenfuranos 1y 2, bajo diferentes

condiciones de oxidacion.

Objetivos especificos

1. Aislar e identificar los diterpenfuranos 1y 2.
2. Realizar reacciones de oxidacion de 1 y 2 modificando los pardmetros de
temperatura, disolvente y tiempos de reaccion.

3. Aislar y caracterizar los productos de reaccion.

14



METODOLOGIA

Colectar las especies vegetales
Chromolaena pulchella 'y
Caesalpinia platyloba

p-

Obtener de extractos

(5

Purificar: 68-acetoxivouacapano (1) y acido hardwickiico (2)

-

Identificar espectroscopicamente 1y 2

5

Realizar los procesos oxidativos de 1y 2

(=

Aislar y caracterizar
los productos de
reaccion

(=

Elucidar las estructuras moleculares

15



En la tabla 1 se muestran los parametros generales que fueron modificados
en los diferentes ensayos de oxidacion.

Tabla 1. Pardmetros generales de reaccién

Materia prima Agente oxidante Variables
6B-acetoxivouacapano (1)
AMCPE Disohente.
DDQ

Tiempo de reaccion

16



DISCUSION DE RESULTADOS
OBTENCION DE MATERIAS PRIMAS

Obtencion del 6B-acetoxivouacapano (1)
Un lote de 1.6 kg de hojas de Caesalpinia platyloba, secadas a la sombra

se maceraron con hexano durante tres dias, transcurrido este tiempo se concentré
en el rotavapor para obtener el extracto hexanico. Posteriormente las hojas se
maceraron con CH,Cl, durante tres dias, se evaporé el disolvente en rotavapor,
obteniendo 159 g de este extracto, lo que representa aproximadamente el 10 % de

rendimiento.

Un lote de 51 g de extracto de diclorometano se fraccion6 mediante
cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y
mezclas hexano-CH,Cl, en orden creciente de polaridad como eluente; en las
fracciones eluidas en la polaridad de hexano-CH,Cl, (49:1) se obtuvieron 2.2 g de
cristales incoloros con un punto de fusién de 114-116 °C. En su espectro de RMN
de 'H (figura 9) se observaron dos sefiales dobles con una J = 1.9 Hz en 7.23 y
6.19 ppm correspondientes a los hidrégenos de un furano disustituido H-16 y H-
15, respectivamente. En 5.51 ppm se observO una sefial simple ancha
correspondiente al hidrégeno base del acetilo H-6. En 2.03 ppm se observo una
sefal simple que integré para 3 hidrogenos caracteristica del metilo de acetilo. En
1.20, 1.02 y 0.99 ppm se observaron tres sefiales simples que integraron para tres
hidrogenos cada una, correspondientes a los metilos terciarios CH3-20, CH3-19 y
CH3-18, respectivamente. En 0.96 ppm se observé una sefial doble con J = 7.0 Hz
correspondiente al metilo secundario CH3-17. Estos datos fueron comparados con
los reportados,’® comprobando que se trataba del 68-acetoxivouacapano (1).
Ademas en esta polaridad se obtuvieron 1.9 g de una miel ligeramente amarilla
que mostré el mismo espectro de RMN de *H que los cristales descritos, por lo

gue se obtuvo un rendimiento para este lote del 8 %.

17



"€1D@D us (1) ouededenoAixolade-g9g [ap zHIN 00 e H; @P NINY 9p 0J108ds3 6 eInbIH

wdd
0T ¢T ¥T 9T 8T 0¢ ¢¢C v¢ 9¢C 8¢ 0¢ &€ $€ 9¢ 8¢ 0v ¢V ¥P¥ 9v 8P 0S ¢S +¥S 9§ 85 09 ¢9 ¥9 99 89 04 C¢L VL

| S IS S S [ T A [ S ST S T (S S [ S ST T I T T S S S S AT S [ S [ S ST T T S S S S [ S T T S —

I @,\

1 97

LT

6T
8T

0¢

(02}

18



Obtencidén del &cido hardwickiico (2)
Un lote de 230 g de flores de Chromolaena pulchella, secadas a la sombra,

se maceraron con hexano durante tres dias a temperatura ambiente, transcurrido
este tiempo se filtré y evaporé el disolvente en rotavapor, obteniendo 16 g de

extracto, lo que corresponde al 7 % de rendimiento.

Un lote de 2 g del extracto hexanico se sometio a purificacion mediante
cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y
mezclas hexano-acetona en orden ascendente de polaridad como eluente, de las
fracciones eluidas en polaridades hexano-acetona (19:1 y 9:1) se obtuvo mezcla
de compuestos, en la cual se observd mayoritariamente al &cido hardwickiico (2),
esta mezcla se sometid6 a recromatografia en columna, utilizando gel de silice
como fase estacionaria y una mezcla hexano-acetona (9:1) como eluente, aislando
en las fracciones 5-8 una miel incolora. En su espectro de RMN de *H (figura 10)
se observaron las sefiales caracteristicas de un furano monosustituido, en 7.34
ppm una sefial triple con J = 1.6 Hz, en 7.20 ppm una sefal doble de dobles con J
= 1.6, 1.0 Hz; y en 6.25 ppm una sefial doble de dobles con J = 1.6, 1.0 Hz
correspondientes a los hidrogenos H-15, H-16 y H-14, respectivamente. En 6.84
ppm se ubicoé una sefial doble de dobles con J = 4.0, 3.0 Hz caracteristica del
hidrégeno vinilico H-3. En 1.25 y 0.76 ppm se apreciaron las sefiales para los
metilos terciarios CH3-19 y CH3-20, respectivamente. En 0.83 ppm se observo una
sefal doble con J = 6.6 Hz, que integré para tres hidrégenos, perteneciente al
metilo secundario CH3-17. Estos datos fueron comparados con los reportados
previamente, comprobando que se trataba del acido hardwickiico (2).*
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OXIDACION DEL 6B-ACETOXIVOUACAPANO (1) CON AMCPB
Método A

El estudio se inici6 considerando las condiciones previamente reportadas
para Bowdichia nitida *° que se muestran en el esquema 11.

0.185 g AMCPB

>
0.1 mL HCI, 10 mL CHCI;
adicion TA, 4 °C

Mezcla de productos

Esquema 11. Oxidacion del 6B-acetoxivouacapano (1) con AMCPB.

A una solucion de 0.131 g del 6B-acetoxivouacapano (1) disueltos en 5 mL
de cloroformo y acidificada con 0.1 mL de HCI concentrado, se le adicioné una
solucion de 0.185 g de AMCPB disueltos en 5 mL de cloroformo, posteriormente la
mezcla de reaccion se dejé en reposo a 4 °C durante 48 horas (esquema 11),
obteniendose una miel de color amarillo, la cual en su espectro de RMN de 'H
(figura 15) se observdé como una mezcla de varios compuestos; detectandose
sefiales caracteristicas de furano como componentes mayoritarios, las cuales
difieren en su desplazamiento quimico de las sefiales correspondientes a la
materia prima. Se ubicaron sefales para hidrégenos aroméaticos entre 7.60 y 7.00
ppm; se ubicaron dos sefales dobles de protones vinilicos entre 6.90 y 5.70 ppm.
Entre 5.85 y 5.47ppm se observaron sefiales para hidrégenos base de éster. Se
encontré una sefal de protdn base de hidroxilo en aproximadamente 4.30 ppm. Se
aprecio la sefial de un metilo aromético en 2.34 ppm. Se ubicaron entre 2.10 y
2.00 ppm sefales caracteristicas de metilos de acetilo. A frecuencias bajas se

conserva el patréon de sefales alifaticas del esqueleto de vouacapano 1.
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Figura 11. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del crudo de reaccién del 68-
acetoxivouacapano (1) con AMCPB, en CDCls.

La mezcla de la reaccion se purificO mediante cromatografia en columna,
utilizando gel de silice como fase estacionaria y mezclas de hexano-AcOEt en
orden creciente de polaridad como eluente. En las fracciones eluidas con hexano-
AcOEt (49:1) se obtuvieron 20 mg de una miel incolora. En su espectro de RMN
de 'H (figura 12) se observaron en 7.54 ppm una sefial doble con J = 2.3 Hz y en
6.73 ppm una sefial doble de dobles J = 2.3, 0.9 Hz correspondientes a los
hidrogenos del anillo de furano disustituido H-16 y H-15, respectivamente. En 7.40
ppm se encontrd una sefial simple para un proton aromatico, la cual fue asignada
al hidrogeno H-11. En 5.84 ppm se observé una sefial doble de triples con J = 5.4,
1.5 Hz, correspondiente al hidrégeno base de acetilo H-6. En 2.34 ppm se apreci6
una sefal simple que integré para 3 hidrégenos, caracteristica de metilo
aromatico, asignada al CHs-17. En 2.02 ppm se ubic6 una sefial simple intensa

caracteristica del metilo del acetilo. Se observaron ademas tres sefiales de metilos
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terciarios en 1.62, 1.10 y 1.07 ppm correspondientes a los metilos CH3-20, CH3-19
y CH3-18 respectivamente. No se observo la sefal del metilo secundario CH3-17
de la materia prima y debido a la aparicidbn un metilo aromatico, se propuso la
aromatizacion del anillo C del 68-acetoxivouacapano (1).

En el espectro de RMN de *3C (figura 13), se observaron 21 sefiales de las
22 esperadas, lo que sugirio el traslape de dos carbonos. En 171.0 ppm se
observé una sefal de carbonilo de éster. Entre 153.7 y 104.9 ppm se observaron 8
seflales de carbonos aromaticos, lo que indicO la presencia de un sistema
benzofurano. En 67.6 ppm se ubic6 una sefial para el carbono base del acetilo C-
6. En 51.5 ppm se observé la sefal caracteristica del carbono cabeza de puente
C-5. Entre 43.0 y 16.0 ppm se apreciaron 10 sefiales correspondientes al resto de
los carbonos de la estructura, las cuales fueron asignadas totalmente con ayuda

del HETCOR y por comparacién con la materia prima.

En el experimento homonuclear COSY (figura 14) se observé la correlacion
de la sefal base de acetilo H-6 con una sefal doble de dobles con J = 18.0, 5.4 Hz
ubicada en 3.06 ppm, y con otra sefial doble con J = 18.0 Hz en 2.98 ppm, por lo
gue dichas sefales fueron asignadas a los protones H-7 y H-7’, respectivamente.
Se observo también la correlacion de la sefial correspondiente al H-6 con una

sefal simple en 1.58 ppm que fue asignada para H-5.

En el experimento bidimensional HETCOR (figura 15) se observd la
correlacion de la sefal doble del hidrogeno H-16 encontrada en 7.54 ppm con la
sefial ubicada en 144.4 ppm, la sefial doble del protén H-15 encontrada en 6.73
ppm correlacioné con la sefial de carbono ubicada en 105.1 ppm, por lo que estas
sefales fueron asignadas como C-16 y C-15, respectivamente. Se confirmé la
asignacion de la sefal del proton H-5 en 1.58 ppm, ya que ésta mostré una
correlacion con la sefial ubicada en 51.5 ppm, caracteristica para este carbono. La
sefal de carbono observada en 43.0 ppm mostré correlacion con las sefales de
hidrogeno ubicadas en 2.32, 1.49, 1.44 y 1.25 ppm, lo que confirmé que en esta
sefial se encontraban traslapados los carbonos C-1 y C-3. La sefal ubicada en

35.1 ppm fue asignada al carbono C-7, ya que correlacioné con las sefales de
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protbn en 3.06 y 2.98 ppm pertenecientes al metileno CH,-7. La asignacion

completa de este compuesto se muestra en la tabla 2.

Con base en los datos anteriores se propuso la estructura 51, la cual
presenta un benzofurano formado debido a la aromatizacién del anillo C del 68-
acetoxivouacapano (1). Al realizar una busqueda bibliografica de esta estructura,
se encontraron dos derivados epiméricos, el derivado 56 aislado de Bowdichia
nitida®® y el derivado 51 aislado de C. bonduc® de la fracciéon hexanica del
extracto metandlico de la parte aérea fue caracterizado como el 6B-acetoxi-17-
metilvouacapan-8(14),9(11)-dieno (51) (figura 16); sin embargo, tomando en
cuenta que la esteroquimica de la materia de partida en el carbono C-6 es 8y que
ésta no se modifico durante la reaccion, el compuesto obtenido corresponde a 51.
Cabe resaltar que el compuesto 51 lo aislaron en bajos rendimientos, ya que
obtuvieron 4 mg a partir de 4 kg de planta, por lo que la preparacion de este
compuesto en un solo paso y en mejores rendimientos abre la posibilidad de
obtenerlo en cantidades suficientes para realizar pruebas de actividad biolégica,

asi como explorar su reactividad quimica.

51 56

Figura 16. Derivados 6-epi-benzofuranicos.
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Tabla 2. Datos de RMN de **C y *H del benzofurano 51.

Posicion | 06 carbono DEPT 0 H (multiplicidad, J en Hz)
1 43.0 CH; 2.32 (da, 16.8)
1.49 (m)
2 19.7 CH; 1.88 (qt, 13.8, 3.6)
1.65 (dt, 13.8, 3.6)
3 43.0 CH; 1.44 (m)
1.25 (td, 13.5, 3.6)
4 34.1 C
5 515 CH 1.58 (s)
6 67.6 CH 5.84 (dt, 5.4, 1.5)
7 35.1 CH; 3.06 (dd, 18.0, 5.4)
2.98 (d, 18.0)
8 123.7 C
9 146.0 C
10 38.4 C
11 105.1 CH 7.40 ()
12 153.7 C
13 125.6 C
14 128.4 C
15 104.9 CH 6.73 (dd, 2.3, 0.9)
16 144.4 CH 7.54 (d, 2.3)
17 16.0 CHs; 2.34 (s)
18 33.5 CHs 1.07 (s)
19 23.1 CHs 1.10 (s)
20 27.5 CHs 1.62 (s)
CH3CO 171.0 C
CH3CO 21.8 CHs3 2.02 (s)
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Continuando con la separacion cromatografica, en la polaridad de hexano-
AcOEt (9:1) se obtuvo una mezcla de compuestos, en la que se observé por RMN
de *H un compuesto mayoritario, esta mezcla se purificé mediante recromatografia
en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de
hexano-acetona (9:1) como fase movil, en las fracciones 23-27 se obtuvieron 11
mg de una miel incolora. En su espectro de RMN de *H (figura 17) se observaron
en 6.85 y 5.61 ppm dos sefales dobles con J = 3.6 Hz, correspondientes a los
protones vinilicos H-16 y H-15, respectivamente. En 5.50 ppm se ubicé una sefal
simple ancha base de acetilo, la cual por comparacién con la materia prima fue
asignada al hidrogeno H-6. En 4.26 ppm se observé una sefial doble de dobles
con J = 8.6, 5.4 Hz, correspondiente a un proton base de oxigeno, la cual fue
asignada al hidrégeno H-11. En 2.07 ppm se ubico una sefial simple caracteristica
del metilo de acetilo. En 1.70 ppm se observé una sefial doble con J = 5.4 Hz, que
fue asignada al protén del OH. Se observaron tres sefiales para metilos terciarios
en 1.30, 1.02 y 0.96 ppm correspondientes a CH3-20, CH3-19 y CHs3-18,
respectivamente. Por ultimo, se localiz6 en 0.92 ppm una sefial doble con J = 7.8
Hz, que integré para 3 hidrogenos, correspondiente al metilo secundario CH3-17.
Posteriormente se realiz6 el intercambio con agua deuterada (D,0), obteniendo su
espectro de RMN de 'H (figura 16, trazo superior), en el cual se observo la
simplificacion de la sefial ubicada en 4.26 ppm, que aparece ahora como una
doble con J = 8.6 Hz. La sefial doble que se encontraba en 1.70 ppm se

intercambid, por lo que se confirma su asignacién al grupo hidroxilo.

En el espectro de RMN de '3C (figura 18) nuevamente se observaron 21
sefales, lo que indicé que dos de las sefiales se encontraban traslapadas. Se
observaron dos sefiales para carbonos de carbonilo, en 182.7 ppm se aprecio la
sefal asignada al carbonilo de la espirolactona C-12, y 170.6 ppm se observo la
sefial del carbonilo del acetilo. En 142.1 y 110.1 ppm se ubicaron dos sefiales para
carbonos de doble enlace, las cuales fueron asignadas a C-16 y C-15,
respectivamente. En 78.6 ppm se aprecio una nueva sefal base de oxigeno, que
fue asignada al carbono C-11. En 69.7 ppm se observo la sefial del carbono C-6

base de acetato. En 60.6 ppm se observo la sefial de un carbono cuaternario, que
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se asigno al carbono C-13. En 56.2 ppm se asigno la sefial caracteristica del
carbono cabeza de puente C-5. Entre 44.2 y 13.2 ppm se observaron 12 sefales,
correspondientes al resto de la estructura.

En el espectro COSY (figura 19) se observé la correlacion entre las sefiales
dobles en 6.85 y 5.61 ppm, lo que confirma el doble enlace de la espirolactona, H-
15/H-16. La sefial que se ubic6 en 5.50 ppm correspondiente al H-6 correlacion6
con una sefal doble de triples con J = 13.6, 3.6 Hz ubicada en 1.87 ppm y con una
sefal doble ancha J = 13.6 Hz ubicada en 1.41 ppm, que fueron asignadas como
H-7 y H-7’, respectivamente. La sefial del proton H-6 base de acetilo mostro
también una correlacion con una sefial doble con J = 1.8 Hz observada en 1.00
ppm, la cual fue asignada al hidrégeno H-5. La sefial doble de dobles con J = 8.6,
5.4 Hz que se observé en 4.26 ppm, asignada a H-11, mostré una correlacién con
la sefial doble de dobles con J = 13.1, 8.6 Hz ubicada en 1.47 ppm asignada al
hidrogeno H-9. Ademas la sefial del hidrégeno H-11 mostr6é una correlacion con
una sefial doble con J = 5.4 Hz en 1.70 ppm, que se asig6 al OH de la estructura.
La sefial doble de cuédruples con J = 7.8, 7.8 Hz ubicada el 2.31 ppm correlacion6
con la sefal del metilo secundario CH3-17 en 0.92 ppm por lo que fue asignada al
metino CH-14.

En el experimento HETCOR (figura 20) se observo la correlacion de la
sefial en 6.85 ppm asignada al hidrégeno H-16 con la sefial en 142.1 ppm, que fue
asignada al carbono C-16. La sefal ubicada en 110.1 ppm fue asignada al
carbono C-15, ya que mostré una correlacion con la sefial de hidrégeno en 5.61
ppm correspondiente al H-15. La sefial de 78.6 ppm base de oxigeno mostro
correlacion con la sefal ubicada en 4.26 ppm (H-11), por lo tanto se asigno al
carbono C-11. La seial de hidrogeno desplazada en 5.50 ppm asignada al
hidrogeno H-6 correlacioné con la sefal del carbono base de oxigeno en 69.7
ppm, asignando esta ultima al carbono C-6. Se confirmé la asignacion del H-5, ya
que se observo la correlacion de la seial de hidrégeno ubicada en 1.00 ppm con
la sefial caracteristica para el carbono C-5 en 56.2 ppm. El resto de las sefiales de
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carbono se asignaron mediante comparacién con el espectro de RMN de *3C del

68-acetoxivouacapano (1).

Al realizar la asignaciéon de RMN de **C, se observé que una de las sefiales
traslapadas correspondia a un carbono cuaternario, por lo que se realizé el
experimento APT (figura 21) modificando el valor de tpara la deteccion de
carbonos cuaternarios, en el cual se observé que en la sefial ubicada en 33.7 ppm
se encontraban traslapadas la sefal del metilo terciario C-18 con la sefal del
carbono cuaternario C-4, la cual fue asignada por comparacion con la materia

prima.

Una vez conocida la estructura del compuesto, se decidié realizar un
experimento NOESY para establecer la estereoquimica de los nuevos centros
estereogénicos formados (figura 22). La sefal del hidrégeno H-11 mostré6 una
correlacién con los hidrégenos del metilo CH3-20, lo que indicé que el grupo
hidroxilo se encontraba en orientacion a. Tambien fue determinada Ila
estereoquimica del carbono espiro, ya que la sefal doble asignada como H-15
mostré una correlacién a través del espacio con la sefial del metilo CH3-17 que
presenta una orientacion a, esto indica que el carbono C-15 esta orientado en el
mismo plano. La asignacién completa para este compuesto se muestra en la tabla
3.

Mediante estos datos se propuso una estructura en la que permanecen los
anillos A y B del vouacapano, pero el anillo C se contrae a un anillo de 5
miembros, presentando una fusion tipo espiro, con el anillo que formaba el furano
y que ahora se encuentra como butendlido. Al realizar una busqueda para este
tipo de esqueletos se encontré6 que Yosuke y colaboradores® reportaron una
estructura similar, pero con diferente estereoquimica en el carbono C-6, por lo que

la espirolactona 52 obtenida de esta reaccion corresponde a un nuevo derivado.
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Tabla 3. Datos de RMN de **C y 'H de la espirolactona 52.

Posicion 6C DEPT/APT | & H (multiplicidad, J en Hz)
1 42.4 CH, 1.79 (ddd, 13.4, 4.6, 3.0)
1.70 (dt, 13.4, 3.1)
2 18.6 CH, 1.45 (m)
3 44.2 CH, 1.18 (m)
4 33.7 C
5 56.2 CH 1.00 (d, 1.8)
6 69.7 CH 5.50 (sa)
7 33.8 CH, 1.87 (dt, 13.6, 3.6)
1.41 (da, 13.6)
8 33.0 CH 2.55 (dddd, 13.1, 13.1, 7.8, 3.8)
9 62.0 CH 1.47 (dd, 13.1, 8.6)
10 37.9 C
11 78.6 CH 4.26 (d, 8.6)
12 182.7 C
13 60.6 C
14 42.7 CH 2.31 (dc, 7.8, 7.8)
15 110.1 CH 5.61 (d, 3.6)
16 142.1 CH 6.85 (d, 3.6)
17 13.2 CHs 0.92 (d, 7.8).
18 33.7 CHs 0.96 (s)
19 23.2 CHs 1.02 (s)
20 16.6 CHs 1.30 (s)
CH3CO 21.9 CH3 2.07 (s)
CH3CO 170.6 C
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Método B
Con la finalidad de observar los cambios en la reaccion dados por una

modificacion en la temperatura, a una solucion de 0.420 g de 1 disueltos en 5 mL
de CHCI; frio y acidificada con 0.1 mL de HCI, se la adiciondé una solucion de
0.634 g de AMCPB disueltos en CHCI; frio, la mezcla de reaccion se dejé en

reposo a 4 °C durante 48 horas (esquema 12).

0.634 g AMCPB

0.1 mL HCI, 10 mL CHCl3
4°C,48h

» Mezcla de productos

Esquema 12. Oxidacion del 6B-acetoxivouacapano (1) con AMCPB.

De esta reaccion se obtuvo una miel de color amarillo, la cual fue analizada
por RMN de 'H, observando como componente mayoritario la espirolactona 52.
Esta mezcla de reaccion se separé mediante cromatografia en columna, utilizando
gel de silice como fase estacionaria y mezclas de hexano-AcOEt en orden
creciente de polaridad como fase mdévil. En las fracciones 7-11 obtenidas con la
polaridad de hexano-AcOEt (9:1) se obtuvo nuevamente una mezcla en la que se
observd6 un compuesto mayoritario mediante RMN, esta se separé mediante
recromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y una
mezcla de hexano-acetona (19:1) como fase movil, en las fracciones 21-26 se
obtuvieron 17.8 mg (3%) de una miel incolora. En su espectro de RMN de 'H a
400 MHz (figura 23) se observo en 5.46 ppm una sefal doble de dobles con J =
5.2 y 2.8 Hz correspondiente al hidrégeno base del acetilo H-6. En 5.17 ppm se
ubico una nueva sefal doble base de oxigeno con J = 4.4 Hz, la cual fue asignada
al hidrégeno H-16. En 4.85 ppm se observé otra sefial doble base de oxigeno con
J = 7.6 Hz, asignhada al proton H-11. En 4.18, 4.17, 3.62, y 3.37 ppm se ubicaron

cuatro sefales dobles de cuadruples, todas con J = 9.7 y 7.2 Hz, correspondientes
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a los protones H-1’a, H-1'b, H-1”a y H1”b, respectivamente de los metilenos base
de oxigeno. En 2.04 ppm se observo una sefal simple intensa con integral para
tres hidrogenos, correspondiente al metilo del acetilo. En 1.27 y 1.14 ppm se
ubicaron dos sefiales triples con integral para 3 hidrégenos cada una, las cuales
fueron asignadas a los metilos de los etoxilos. En 1.29, 1.01 y 0.94 ppm se
observaron las sefales simples de los metilos terciarios CH3-20, CH3-19 y CH3-18.
En 0.86 ppm se observo la sefial doble con J = 7.6 Hz correspondiente al metilo

secundario CH3-17.

En el espectro de RMN de *C a 100 MHz (figura 24) se observaron 26
sefiales. En 176.9 ppm se ubicé la sefal del carbonilo de la lactona C-12. En
170.5 ppm se observo la sefial del carbonilo del acetato. En 106.0 ppm se observé
una sefal base de oxigeno, que se asigné al carbono C-16. En 85.2 ppm se
aprecié una nueva sefial base de oxigeno que fue asignada al carbono C-11. En
69.9 ppm se observo la sefal del carbono C-6 base del acetilo. En 61.9 se
observo la sefal del carbono cuaternario C-13. En 61.8 y 60.8 ppm se observaron
dos sefales base de oxigeno, las cuales fueron asignadas a los metilenos de los
etoxilos CH»-1” y CH,-1’, respectivamente. En 56.2 ppm se observé la sefial
caracteristica del carbono C-5. Entre 60.2 y 12.8 ppm se ubicé el resto de las

sefales correspondientes a la parte alifatica de la estructura.

En el experimento de correlacion homonuclear COSY (figura 25) se observé
la correlacion de la sefial correspondiente al hidrégeno H-6 base del acetilo con
las sefiales ubicadas en 1.80 y 1.39 ppm, las cuales fueron asignadas a las
hidrogenos H-7 y H-7", respectivamente. Se observo la correlacion del hidrogeno
H-6 base del acetilo con la sefial ubicada en 0.94 ppm, asigndndose ésta al
hidrégeno H-5. La sefial correspondiente al metilo secundario CHs-17 ubicada en
0.86 ppm mostro una correlacion con la sefal doble de cuadruples con J=7.6, 7.6
Hz observada en 2.18 ppm, por lo que ésta se asigné al hidrogeno H-14. La sefial
del protdn H-14 correlacioné ademas con la sefial ubicada en 2.38 ppm por lo que
se asigno al hidrégeno H-8. La sefial del hidrégeno H-8 en 2.38 ppm correlaciono

con las sefiales ubicadas en 1.80 y 1.39 ppm las cuales también correlacionaron
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con el hidrégeno H-6, con lo que se corroboré la asignacion para los hidrogenos
H-7 y H-7’, respectivamente. La sefial de H-8 mostr6 ademas otra correlacién con
la sefial doble de dobles con J = 13.1, 7.6 Hz observada en 1.34 ppm, por lo que
ésta se asigno al hidrégeno H-9, esta sefial mostré a su vez una correlacion con la
sefial doble con J = 7.6 Hz ubicada en 4.85 ppm, la cual se asigno a la posicion H-

11 de la estructura.

Mediante el experimento HETCOR (figura 26) se asigné la senfal
correspondiente al carbono C-6 en 69.9 ppm, ya que ésta mostré una correlacion
con el protén base del acetilo H-6 ubicada en 5.46 ppm. La sefial del hidrégeno
ubicada en 0.94 ppm mostré una correlacion con la sefial de carbono observada
en 33.5 ppm, asignada a C-18, asi como una correlacion con la sefial de carbono
observada en 56.2 ppm caracteristica de C-5, lo que indica que las sefales de
estos hidrégenos se encontraban traslapadas. Ademas se asignaron las sefiales
correspondientes a los etoxilos. El resto de las sefiales de carbono se asignaron
por comparacion con el espectro de RMN de **C del 68-acetoxivouacapano (1).

Una vez propuesta la estructura para este compuesto, se determind la
estereoquimica de la molécula mediante el experimento NOESY (figura 27), el
metilo 17, cuya orientacidén es a, mostré una correlacion en el espacio con uno de
los hidrégenos del metileno 15, y éste a su vez con el proton de la posicion 16,
este Ultimo correlacion6 ademas con uno de los hidrégenos del metileno 1°° del
acetal, por lo que estos hidrogenos se encuentran orientados también en posicién
a. Por otro lado, el hidrogeno H-11 se asign6 en posicion 8, ya que mostré una
correlacion espacial con el protdbn de la posicion 8, que conserva la
estereoquimica de la materia de partida. Con base en los datos anteriores se
propuso la estructura del seco-cassano 53, formado por la apertura del anillo C
entre las posiciones 11-12, y que ademas presenta un acetal en 11, lo que indica
gue proviene de la reaccion del aldehido correspondiente con el etanol presente
en el cloroformo. Esta estructura presenta ademas una y-lactona hidroxilada en las
posiciones 13 y 15. Al realizar una busqueda en la literatura se encontraron

reportes de la obtencién de seco-cassanos similares al que se reporta en este
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trabajo.>® Sin embargo, dadas las funciones que presenta esta estructura, se trata

de un nuevo derivado.
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Continuando con la cromatografia de la reaccion, en las fracciones eluidas
con hexano-AcOEt (4:1 y 7:3) se obtuvo una mezcla de compuestos, en la que por
RMN el compuesto mayoritario correspondié a la espirolactona 52, dicha mezcla
se separd mediante recromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase
estacionaria y una mezcla de hexano-acetona (9:1) como fase movil; en las
fracciones 12-17 se obtuvieron 133 mg de cristales blancos con un punto de fusién
de 109-112 °C, los cuales mostraron los mismos datos espectroscopicos que la
espirolactona 52. De esta reaccion se obtuvo el 30 % de rendimiento, lo que indica

gue a baja temperatura se forma principalmente este compuesto.
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Método C

Por otro lado, una solucién de 0.145 g de AMCPB disueltos en 5 mL de
CHCI; se adicioné a una solucion de 0.096 g del 6B-acetoxivouacapano (1)
disueltos en 5 mL de CHCI; acidificada con 0.1 mL de HCI concentrado, la mezcla
de reaccion se dejo en agitacion durante 30 minutos (esquema 13), el crudo de
esta reaccion se analiz6 por RMN, observando el benzofurano 51 como producto

mayoritario.

0.145 g AMCPB

0.1 mL HCI, 10 mL CHCl3
TA, 30 min

» Mezcla de productos

Esquema 13. Oxidacion del 6B-acetoxivouacapano (1) con AMCPB.

La mezcla de reaccidon se separé mediante cromatografia en columna,
utilizando gel de silice como fase estacionaria y mezclas de hexano-acetona en
orden creciente de polaridad como fase moévil. En las fracciones 13-15 eluidas en
la polaridad de hexano-acetona (19:1) se obtuvieron 29.8 mg (31.3%) de una miel

incolora, cuyos datos espectroscopicos correspondieron al benzofurano 51.

Siguiendo con la cromatografia, en las fracciones 20-22 eluidas con la
polaridad hexano-acetona (9:1) se obtuvieron 7 mg (7%) de un sélido de color
blanco, que mostr6 en su espectro de masa un ion molecular [M+1]" de 356 m/z.
En su espectro de RMN de 'H a 400 MHz (figura 28) se ubicé en 6.99 ppm una
sefal simple correspondiente a un hidrégeno aromatico, que se asignd al proton
H-11. En 5.80 ppm se observo una sefial doble de triples con constantes de
acoplamiento de 5.5 y 1.4 Hz, correspondiente al hidrégeno base del acetilo H-6.
En 3.62 ppm se observé una sefial simple que integré para dos hidrégenos,

caracteristica de protones alfa a carbonilo, las cuales se asignaron al metileno

50



CH,-15. En 2.11 ppm se observo una sefial simple que integré para 3 hidrogenos,
caracteristica del metilo aromatico CHs-17. En 2.02 ppm se aprecio la sefial simple
del metilo del acetilo. En 1.58, 1.08 y 1.06 ppm se observaron las sefiales simples
para los metilos terciarios CHs-20, CH3-19 y CH3-18, respectivamente. La
desaparicion del metilo secundario y la apariciéon de un metilo aromatico, indico la

aromatizacion del anillo C del 63-acetoxivouacapano (1).

En el espectro de RMN de *C a 100 MHz (figura 29) se observaron 22
sefales. En 174.4 ppm se observo la sefial del carbonilo de la lactona C-16. En
170.8 ppm se ubico la sefial del carbonilo del acetilo. Entre 153.1 y 104.8 ppm se
apreciaron 6 sefiales para carbonos aromaticos, que fueron asignadas a los
carbono C-12, C-9, C-14, C-8, C-13 y C-11, respectivamente, lo que confirmd la
aromatizacion del anillo C. En 67.1 ppm se ubicd una sefal del carbono C-6 base
del acetilo. En 51.4 ppm se observo la sefal caracteristica del carbono C-5 cabeza
de puente. Entre 42.9 y 16.5 ppm se ubico el resto de las sefiales carbonadas de
la estructura. La aparicion de una sefial de carbonilo de lactona aunado a la
desaparicion de dos de las sefiales de carbono para el anillo del furano, indican la

oxidacion de éste.

En el espectro COSY (figura 30) se observo la correlacion entre la sefal del
protdbn aroméatico H-11 ubicada en 6.99 ppm con la sefial del metilo aromatico
CHs3-17 en 2.11 ppm y con la sefal simple ubicada en 3.62 ppm, que fue asignada
al metileno CH,-15. Se observé también una correlacion entre el metilo aromatico
CHs3-17 con la sefal del metileno CH»-15. Se observo la correlacion de la sefal
ubicada en 5.80 ppm, asignada al hidrégeno H-6 con las sefiales encontradas en
2.93 y 2.83 ppm las cuales fueron asignadas como los protones H-7 y H-7,
respectivamente. También se observo una correlacion del hidrogeno H-6 con una

sefal simple en 1.48 ppm la cual se asigné como H-5.

Con el experimento HETCOR (figura 31) se asigno la sefal del carbono C-6
en 67.1 ppm, ya que se observo la correlacion de ésta con la sefial del hidrégeno
H-6 base del acetilo en 5.80 ppm. Se observé la correlacion de la sefal

caracteristica del carbono C-5 ubicada en 51.4 ppm con una sefial simple en 1.48
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ppm, confirmando la asignacion de hidrogeno H-5. La sefial simple ubicada en
3.62 ppm asignada al metileno CH»-15, mostré una correlacién con la sefial de
carbono ubicada en 32.4 ppm. Se observé una correlacion entre la sefial de
carbono en 34.9 ppm, con sefiales de proton en 2.93 y 2.83 ppm, las cuales fueran
asignadas mediante COSY para el metileno CH,-7. El resto de las sefales se
asignaron con ayuda del experimento HMBC, y por comparacion con los datos del

68-acetoxivouacapano (1).

Con base en estos datos se propuso como estructura la lactona 54 en la
que el anillo C se encuentra aromatizado y el anillo D, ahora es de tipo butendlido,
no se encontraron reportes bibliograficos para esta estructura, por lo que se trata

de un nuevo derivado.
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Continuando con la cromatografia de la reaccién, en las fracciones 27 y 28
eluidas con la polaridad hexano-acetona (4:1), se aislaron 12.8 mg de cristales
blancos con punto de fusién de 103-105 °C, los cuales fueron caracterizados
mediante sus datos de RMN, concordando sus datos con los de la espirolactona
52, obteniendo un rendimiento del 12 % de ésta. Por lo tanto, a temperatura
ambiente se favorece la formacién del compuesto benzofuranico 51 sobre la

espirolactona 52.
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OXIDACION DEL 6B8-ACETOXIVOUACAPANO (1) CON DDQ

Con la finalidad de obtener en mayor proporcion los derivados
aromatizados, y sabiendo que el DDQ es utilizado para este tipo de reacciones,
una solucion de 0.100 g del 68-acetoxivouacapano (1) disueltos en 5 mL de CHCI;
acidificada con HCI se adicion6 a una suspension de 0.265 g de DDQ disuelta en
5 mL de CHCI; acidificada con HCI mL de &cido clorhidrico concentrado, la mezcla
de reaccion se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 20 minutos
(esquema 14), obteniendo una miel de color café, la cual fue analizada por RMN

de 'H, observando como tnico producto al benzofurano 51.

0.265 g DDQ

0.1 mL HCI, 10 mL CHCI;
TA, 20 min

1 0.100g 51

Esquema 14. Oxidacién del 6B-acetoxivouacapano (1) con DDQ.

Esta mezcla de reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna,
utilizando gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de hexano-AcOEt
(19:1) como fase mdvil. En las fracciones 5-10 se obtuvieron 70 mg (70%) de una
miel incolora, la cual se caracteriz6 mediante RMN, coincidiendo sus datos con los
reportados para el benzofurano 51, lo que implica que la reaccion del compuesto 1
con DDQ en medio &cido produce un solo compuesto, el derivado aromatizado en
el anillo C del 6B-acetoxivouacapano (1), con lo que se reducen los tiempos de

reaccion y facilita la purificacion por técnicas cromatograficas.

Una vez realizado el estudio preliminar de la oxidaciéon del 6f-
acetoxivouacapano (1) con ambos agentes oxidantes en diferentes condiciones,

se decidio realizar el estudio de la oxidacién del acido hardwickiico (2).
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TRATAMIENTO OXIDATIVO DEL ACIDO HARDWICKIICO (2) CON
AMCPB

Las condiciones de reaccion con las que se inicio el estudio con el &cido
hardwickiico (2), fueron las mismas con las que se inicid para el voucapanao 1. A
una solucién de 0.040 g de acido hardwickiico (2) disueltos en 5 mL de CHCI; frio
y acidificada con HCI concentrado, se le adicion6 una solucion de 0.044 g de
AMCPB disueltos en 5 mL de CHCI; frio y HCI, la mezcla de reaccion se dej6 en
reposo a 4 °C durante 24 horas (esquema 15).

0.044 g AMCPB

0.1 mL HCI, 10 mL CHCl3
4°C,24h

0.040 g

Esquema 15. Oxidacion del acido hardwickiico con AMCPB.

De esta reaccion se obtuvo una miel incolora, la cual mostr6 mediante RMN
de *H un compuesto mayoritario. El producto de la reaccién se purificé utilizando
gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de hexano-AcOEt (4:1) como
eluente. En la fraccion 6 se obtuvo una miel incolora. En su espectro de RMN de
'H (figura 32) se observé en 7.11 ppm una sefial triple con J = 1.5 Hz, asignada al
hidrégeno H-14. En 6.89 ppm se ubicé una sefial multiple asignada al proton
vinilico H-3. En 4.78 ppm se observo una sefal doble con J = 1.5 Hz que integro
para dos hidrégenos y fue asignada al metileno H-15. En 1.26 ppm se ubicé la
sefal simple caracteristica del metilo CH3-19. En 0.83 ppm se encontré una sefal
doble con una J = 6.3 Hz que integr6 para tres hidrégenos, la cual fue asignada al

metilo CH3-17. Por ultimo en 0.77 ppm se observé la sefal simple del metilo
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terciario CH3-20. La desaparicion de las sefales del anillo del furano indicaron que

la oxidacion se habia llevado a cabo.

En el espectro de RMN de *C (figura 33) se observaron las 20 sefiales
esperadas para la estructura. Se ubicaron dos sefiales para carbonilos, una en
174.4 ppm que fue asignada al carbonilo de lactona C-16, y la otra en 171.8 ppm
asignada al carbonilo de acido C-18. En 143.5, 141.1, 140.4 y 134.9 ppm se
observaron cuatro sefiales para carbonos de doble enlace, las cuales fueron
asignadas a los carbonos C-14, C-4, C-3y C-13, respectivamente. En 70.2 ppm se
observo la aparicion de una sefial base de éster, asignada al carbono C-15. En
46.6 ppm se aprecio la sefal caracteristica del carbono metinico C-10. El resto de
las sefiales de carbono fueron ubicadas entre 38.7 y 15.9 ppm, las cuales fueron
asignadas en base a datos de RMN en dos dimensiones y mediante comparacion

con los datos reportados para la materia prima.

Mediante el espectro bidimensional COSY (figura 34) se observd la
correlacion de la sefial del hidrégeno H-14 ubicada en 7.11 ppm con la sefial doble
observada en 4.78 ppm, que fue asignada al metileno CH,-15, ésta mostr6 a su
vez una correlacién con una sefial multiple ubicada en 2.06 ppm, y fue asignada a
uno de los hidrogenos del metileno alilico CH,-12. La sefial del metileno CH,-2 se
asigno a la sefial multiple ubicada en 2.32 ppm, ya que mostré una correlaciéon con
la sefial ubicada en 6.89 ppm asignada al hidrogeno vinilico H-3. Se logr6 asignar
la sefial correspondiente el metino CH-8 en 1.52 ppm ya que se observo la

correlacion correspondiente con el metilo secundario CH3-17 ubicada en 0.83

ppm.

El experimento HETCOR (figura 35) permitié asignar de manera inequivoca
las sefales correspondientes a los carbonos vinilicos protonados, la sefial ubicada
en 143.5 ppm fue asignada al carbono C-14, ya que mostré una correlacion con la
sefal de hidrogeno ubicada en 7.11 ppm. Mientras que la sefal observada en
140.4 ppm correlaciond con la sefial de protén ubicada en 6.89 ppm asignada al

hidrogeno H-3. Por ultimo, la sefial multiple ubicada en 1.36 ppm se asigné al
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hidrogeno H-10, ya que correlaciondé con la sefal caracteristica de carbono

ubicada en 46.6 ppm.

Mediante el experimento HETCOR a larga distancia (figura 36) se asignaron
de manera inequivoca los carbonilos de la estructura. La sefial ubicada en 174.4
ppm mostrd una correlacion con la sefial de hidrégeno en 7.11 ppm (H-14), por lo
que fue asignada al carbonilo CO-16. Mientras que la sefial observada en 171.8
ppm se asigno al carbonilo CO-18, ya que correlacioné con la sefial de hidrogeno
ubicada en 6.89 ppm asignada al proton H-3. Fue posible diferenciar los carbonos
vinilicos cuaternarios, ya que la sefial ubicada en 141.1 ppm correlaciond con la
sefal de hidrogeno en 6.89 ppm, por lo que se asignd al carbono C-4. En base a
los datos anteriores se propuso la estructura de la lactona 55, en la que el anillo de
furano de la materia prima es ahora una lactona a,3-insaturada. Los datos de este
compuesto fueron comparados con los reportados para el &cido patagénico®’®
(tabla 4), observando que existe una concordancia de los datos, con excepcion del
carbono C-18 correspondiente al acido carboxilico de la estructura, lo cual puede
deberse a la acidez de la muestra. Diferencias en los desplazamientos quimicos
para los carbonilos de los &cidos carboxilicos han sido observados en otros

diterpenos funcionalizados con COOH.>%®°

Aungue en bajos rendimientos, se obtiene un solo producto, lo que permite
obtener cantidades suficientes para explorar pruebas biolégicas. En virtud de que
el compuesto 2 no presenta un anillo adyacente al furano, no se realizé la
oxidacion con DDQ, ya que no habria aromatizacion, aunque esta reaccioén queda
como una perspectiva para un trabajo posterior, ya que pudiera llevarse a cabo la

oxidacion alilica o la generacion de una lactona.
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Figura 35. Espectro HETCOR de la lactona 55.
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Figura 36. Ampliacion del HETCOR a larga distancia de la lactona 55.
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Tabla 4. Comparacion de los datos de RMN de **C del 4cido patagénico

experimental y reportado de Nanuza plicata

Posicién Experimental Literatura®
CDCl3, 100 MHz CDCl3, 125 MHz
1 17.3 17.4
2 27.4 27.4
3 1404 140.1
4 141.1 141 .1
5 37.5 37.4
6 35.9 36.0
7 27.2 27.2
8 36.2 36.3
9 38.7 38.7
10 46.6 46.7
11 35.7 35.7
12 19.0 19.0
13 134.9 135.0
14 143.5 143.4
15 70.2 70.1
16 174.4 174.3
17 15.9 15.8
18 171.8 174.2
19 20.5 20.5
20 18.2 18.1
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CONCLUSIONES

El tratamiento oxidativo del 68-acetoxivouacapano (1) con AMCPB condujo
a la obtencion y caracterizacion de los compuestos 51-54; el derivado
benzofuranico 51, fue aislado previamente de una fuente natural en bajos
rendimientos, mientras que los derivados 52-54 corresponden a estructuras

novedosas.

51 52 53 54

El tratamiento de 1 con AMCPB en medio acido a baja temperatura
favorece la formacion de la espirolactona 52, mientras que a temperatura

ambiente se favorece la formaciéon del benzofurano 51.

52 1 51
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La oxidacion del cassano 1 con DDQ en medio acido solo promueve la
aromatizacion del anillo C del vouacapano 1, por lo que se obtiene como Unico

producto el benzofurano 51.

51

El tratamiento del acido hardwickiico (2) con AMCPB en medio acido,
condujo a la obtencion y caracterizacion de la lactona 55, conocida como &cido
patagdnico previamente aislado de manera natural de Nanuza plicata y Baccharis

patagonica.

55

Las variaciones de las condiciones de oxidacion exploradas con 1y 2
permiteron generar distintos derivados diterpénicos (51-55), lo cual abre la
posibilidad de continuar con la exploracién de la reactividad de estos compuestos
frente a otros agentes oxidantes y condiciones de reaccion, asi como realizar

estudios de la relacién estructura-actividad.
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PARTE EXPERIMENTAL
Las purificaciones se realizaron mediante cromatografia en columna,

empleando columnas de vidrio, gel de silice 230-400 mallas de la marca MERCK,

y mezclas de disolventes como fase movil.

Los espectros de RMN de 1D y 2D se determinaron en un espectrometro
Varian Mercury Plus 400, utilizando CDCIl; como disolvente y TMS como

referencia interna. Los espectros fueron procesados en el programa MestReNova.

Los espectros de IR se determinaron en un Thermo Scientific Nicolet iS10
FT IR Spectrometer con accesorio ATR, cristal de ZnSe y region de 4000 a 650
cm™. Los datos se expresan en numeros de onda v (cm™) para los maximos

principales de absorcién.

El punto de fusién de determin6 en un aparato Fisher Scientific y no estan

corregidos.

Las mediciones de UV se llevaron a cabo usando un espectrofotometro
marca Perkin EImer Lambda 12, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de longitud

y soluciones etandlicas.

Los espectros de masa de baja resolucion se midieron en un equipo Varian

Saturn 2000 mediante impacto electronico.

Obtencion del 6B-acetoxivouacapano (1)
Caesalpinia platyloba, se colectdé el mes de Septiembre del 2012 en Los

Charcos, Municipio de Buenavista, Michoacan. La planta fue identificada por el
M.C. Xavier Madrigal, de la Facultad de Biologia de la UMSNH con numero de
voucher 20401, conservandose un ejemplar en el Instituto de Investigaciones
Quimico Bioldgicas de la UMSNH. Un lote de 1.6 kg de hojas se secaron a la
sombra y se obtuvieron los extractos de hexano y CH,Cl,, por el método de
maceracion a temperatura ambiente, obteniendo 159 g de extracto de CH,Cl, a
partir de 1.6 kg de hojas secas, lo que representa aproximadamente el 10 % de

rendimiento.
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Un lote de 51 g de extracto de diclorometano se fracciond mediante
cromatografia en columna, utilizando una columna de vidrio de 4 cm de didmetro
exterior, empacada con gel de silice a una altura de 12 cm, como fase estacionaria
y como eluente se utilizd6 hexano y mezclas de hexano-CH,Cl,, en las fracciones
eluidas en la polaridad de hexano-CH,Cl, (49:1) se obtuvieron 2.2 g de cristales
con un punto de fusion de 114-116 °C y 1.9 g de una miel ligeramente amarilla,

correspondiente al compuesto 1.

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & ppm 7.23 (1H, da, J = 1.9
Hz, H-16), 6.19 (1H, da, J = 1.9 Hz, H-15), 5.51 (1H, sa, H-
6), 2.60 (1H, m, H-14).2.60 (1H, dd, J = 16.9, 7.1 Hz, H-
11), 2.48 (1H, dd, J = 16.9, 10.0 Hz, H-11"), 2.03 (1H, m,
H-8), 2.03 (3H, s, OAC),1.85 (1H, dt, J = 14.3, 3.5 Hz, H-7),
1.73 (1H, da, J = 12.7 Hz, H-1), 1.63 (1H, dt, J = 13.6, 3.2
Hz, H-2), 1.54 (1H, m, H-9), 1.53 (1H, m, H-7"), 1.48 (1-H,
m, H-2), 1.41 (1H, da, J = 13.1, H-3), 1.20 (3H, s, CH3-20), 1.19 (1H, m, H-3"),
1.09 (1H, s, H-5), 1.02 (3H, s, CH3-19), 0.99 (3H, s, CHz-18), 0.96 (3H, d, J = 7.0
Hz, CHz-17).

Obtencion del 4cido hardwickiico (2)
Chromolaena pulchella, se colecté en Octubre de 2012 en el kildbmetro 62

de la carretera Morelia-Zacapu. La planta fue identificada por el D.C. J.
Rzedowski, conservando un ejemplar en el Herbario del Instituto de Ecologia
Patzcuaro A.C (numero de voucher 192522). Un lote de 230 g de flores se secaron
a la sombra y se obtuvo el extracto de hexano por el método de maceracion a
temperatura ambiente, obteniendo 16 g de extracto, equivalente al 7 % de

rendimiento.

Un lote de 2 g del extracto hexanico se sometio a purificacion mediante
cromatografia en columna, utilizando una columna de vidrio de 2 cm de diametro,
empacada con gel de silice hasta una altura de 15 cm como fase estacionaria y

mezclas hexano-acetona como eluente; en las fracciones eluidas en polaridades
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hexano-acetona (19:1 y 9:1) se obtuvo mezcla de compuestos, en la cual se
observdé mayoritariamente el acido hardwickiico (2), esta mezcla se sometido a
recromatografia en columna, empleando una columna de 1 cm de didmetro y
empacada con de gel de silice (12 cm de altura) como fase estacionaria una
mezcla hexano-acetona (9:1) como eluente, aislando en las fracciones 5-8 una

miel incolora, correspondiente al compuesto 2.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl) & 7.34 (1H, t, J = 1.6 Hz,
H-15), 7.20 (1H, dd, J = 1.6, 1.0 Hz, H-16), 6.84 (1H, dd,
J = 4.0, 3.0 Hz, H-3), 6.25 (1H, dd, J = 1.6, 1.0 Hz, H-
14), 1.25 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-17),
0.76 (3H, s, H-20).

Tratamiento del 6B8-acetoxivouacapano (1) con AMCPB

Método A
0.131g de 6B-acetoxivouacapano (1) se disolvieron en 3 mL de CHCl3, se le

adicion6 una gota de HCI concentrado, posteriormente se le adicionaron 0.185 g
de AMCPB (2.8 Eq) disueltos en 7 mL de CHCI; a temperatura ambiente, esta
mezcla se dejé reaccionar durante 48 horas en reposo a 4 °C. Transcurrido este
tiempo la reaccion se extrajo con CH,Cl,, se lavé 5 veces con solucién saturada
de NaHCOg; y 3 veces con agua destilada. Se sec6 sobre Na,SO, anhidro. Se
evaporé el disolvente en un rotavapor, obteniendo 0.2 g de una miel de color

amarillo.

Cromatografia de la reaccion
Se empacd una columna de 1.5 cm de didametro exterior con gel de silice
hasta una altura de 14 cm, después se adiciond 0.2 g de gel de silice impregnada

con el crudo de la reaccion. Se eluyd con mezclas de hexano-AcOEt.
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Benzofurano 51
En las fracciones eluidas en la polaridad de hexano-AcOEt (49:1) se

obtuvieron 20 mg (14.7%) de una miel incolora correspondiente al benzofurano 51.

IR Vmax cm™ (ATR): 2929, 2867, 1731, 1619, 1463, 1372,
1245, 1225.

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 7.54 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-
16), 7.40 (1H, s, H-11), 6.73 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz, H-15),
5.84 (1H, dt, J = 5.4, 1.5 Hz, H-6), 3.06 (1H, dd, J = 18.0,
5.4 Hz, H-7), 2.98 (1H, d, J = 18.0 Hz, H-7’), 2.34 (3H, s,
H-17), 2.32 (1H, da, J = 16.8 Hz, H-1), 2.02 (3H, s, OAC),
1.88 (1H, qgt, J = 13.8, 3.6 Hz, H-2), 1.65 (1H, dt, J = 13.8, 3.6 Hz, H-2"), 1.62 (3H,
s, CH3-20), 1.58 (1H, s, H-5), 1.49 (1H, m, H-1"), 1.44 (1H, m, H-3), 1.25 (1H, td, J
= 13.5, 3.6 Hz, H-3"), 1.10 (3H, s, CH3-19), 1.07 (3H, s, CH3-18).

RMN de *C (100 MHz, CDCl3) 6 171.0 (CO, OAc), 153.7 (C, C-12), 146.0
(C, C-9), 144.4 (CH, C-16), 128.4 (C, C-14), 125.6 (C, C-13), 123.7 (C, C-8), 105.1
(CH, C-11), 104.9 (CH, C-15), 67.6 (CH, C-6), 51.5 (CH, C-5), 43.0 (CH,, C-3),
43.0 (CHy, C-1), 38.4 (C, C-10), 35.1 (CH,, C-7), 34.1 (C, C-4), 33.5 (CH3, C-18),
27.5 (CHs, C-20), 23.1 (CHs, C-19), 21.8 (CHs, OAc), 19.7 (CH,, C-2), 16.0 (CHs,
C-17).

Espirolactona 52
En las fracciones eluidas en la polaridad de hexano-AcOEt (9:1) se obtuvo

una mezcla que mostré en RMN de *H un compuesto mayoritario. Esta mezcla se
purific6 mediante recromatografia en columna, utilizando una columna de 1cm de

didmetro exterior y empacada con gel de silice (15 cm de altura) como fase
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estacionaria y una mezcla de hexano-acetona (9:1) como fase moévil, en las

fracciones 23-27 se obtuvieron 11 mg (7.7 %) de 52.
Cristales blancos de p.f. 109-112 °C.

IR Vmax cM™ (ATR): 3562, 3476, 2928, 2899, 1769, 1730,
1460, 1372, 1242.
RMN de *H (400 MHz, CDCls): & 6.85 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-
16), 5.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-15), 5.50 (1H, sa, H-6), 4.26
(1H, d, J = 8.6 Hz, H-11), 2.55 (1H, dddd, J = 13.1, 13.1,
7.8, 3.6 Hz, H-8), 2.31 (1H, dc, J = 7.8, 7.8 Hz, H-14), 2.07
(3H, s, OAc), 1.87 (1H, dt, J = 13.6, 3.6 Hz, H-7), 1.79 (1H,
ddd, J = 13.4, 4.6, 3.0 Hz, H-1), 1.70 (1H, dt, J = 13.4, 3.1 Hz, H-1"), 1.47 (1H, dd,
J =13.1, 8.6 Hz, H-9), 1.45 (2H, m, H-2), 1.41 (1H, da, J = 13.6 Hz, H-7’), 1.30
(3H, s, CH3-20) 1.18 (2H, m, H-3), 1.02 (3H, s, CH3-19), 1.00 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-
5), 0.96 (3H, s, CH3-18), 0.92 (3H, d, J = 7.8 Hz, H-17).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls): & 182.7 (CO, C-12), 170.6 (CO, OAc), 142.1
(CH, C-16), 110.1 (CH, C-15), 78.6 (CH, C-11), 69.7 (CH, C-6), 62.0 (CH, C-9),
60.6 (C, C-13), 56.2 (CH, C-5), 44.2 (CH,, C-3), 42.7 (CH, C-14), 42.4 (CH,, C-1),
37.9 (C, C-10), 33.8 (CH,, C-7), 33.7 (CHs, C-18), 33.7 (C, C-4) 33.0 (CH, C-8),
23.2 (CH3, C-19), 21.9 (CH3, OAc), 18.6 (CH,, C-2), 16.6 (CH3, C-20), 13.2 (CHa,
C-17).
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Método B
Un lote de 0.420 g del 683-acetoxivouacapano (1) se disolvieron en 5 mL de

cloroformo frio, se colocaron en bafio de hielo, se adicion6 0.1 mL de HCI
concentrado, se dejé en reposo durante 10 minutos, posteriormente se adicion6
una solucion de 0.634 g de AMCPB (3 Eq) disueltos en 5 mL de cloroformo frio,
esta mezcla se dej6é reaccionar durante 48 horas a 4 °C. La reaccion se extrajo
con CH,Cl,, se lavé una vez con agua, 5 veces con solucién saturada de NaHCO3
y 3 veces con agua. Se secO sobre Na,SO,y se evapord el disolvente en un

rotavapor, obteniendo 0.52 g de una miel amarilla.

Cromatografia de la reaccion
Se empac6 una columna de 2 cm de diametro exterior con gel de silice

hasta una altura de 10 cm, después se adicion6 gel de silice impregnada con el
crudo de la reaccion. Se eluy6é con mezclas de hexano-AcOEt en orden creciente
de polaridad.

11,12-seco-cassano 53

En las fracciones 7-11 obtenidas con la polaridad de hexano-AcOEt (9:1) se
obtuvo una mezcla en la que se observdé un compuesto mayoritario mediante
RMN, ésta se separ6 mediante recromatografia en columna, utilizando
nuevamente gel de silice como fase estacionaria y una mezcla hexano-acetona
(19:1) como fase movil, en las fracciones 21-26 se obtuvieron 17.8 mg (3%) del

compuesto 53.

IR Vmaxcm™ (ATR): 2972, 2925, 2867, 1727, 1441, 1367,
1240.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 5.46 (1H, dd, J = 5.2,
2.8 Hz, H-6), 5.17 (1H, d, J = 4.4 Hz, H-16), 4.85 (1H, d,
J = 7.6 Hz, H-11), 4.18 (1H, dc, J = 9.7, 7.2 Hz, H-1'a ),
4.17 (1H, dc, J = 9.7, 7.2 Hz, H-1'b ), 3.62 (1H, dc, J =
9.7, 7.2 Hz, H-1"a ), 3.37 (1H, dc, J = 9.7, 7.2 Hz, H-1"b), 2.38 (1H, dddd, J = 13.1,
13.1, 7.6, 3.6 Hz, H-8), 2.27 (1H, dd, J = 13.4, 0.8 Hz, H-15), 2.18 (1H, dc, J = 7.6,
7.6 Hz, H-14), 2.09 (1H, dd, J = 13.4, 4.4 Hz, H-15), 2.04 (3H, s, OAC), 1.80 (1H,
dt, J = 13.8, 3.6, H-7), 1.70 (1H, m, H-1), 1.65 (1H, m, H-2), 1.46 (1H, m, H-2"),
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1.39 (1H, m, H-3), 1.39 (1H, dd, J = 13.8, 2.6 Hz, H-7’), 1.34 (1H, dd, J = 13.1, 7.6
Hz, H-9), 1.29 (3H, s, H-20), 1.27 (3H, t, J = 7.2 Hz, H-2), 1.20 (1H, m, H-3), 1.14
(3H, t, J = 7.2 Hz, H-2"), 1.01 (3H, s, H-19), 0.94 (3H, s, H-18), 0.94 (1H, s, H-5)
0.86 (3H, d, J = 7.6 Hz, H-17).

RMN de *°C (100 MHz, CDCls) § 176.9 (CO, C-12), 170.5 (CO, OAc), 106.0
(CH, C-16), 85.2 (CH, C-11), 69.9 (CH, C-6), 61.9 (C, C-13), 61.8 (CH,, C-17),
60.8 (CH,, C-1"), 60.2 (CH, C-9), 56.2 (CH, C-5), 44.4 (CH,, C-3), 42.4 (CHj, C-1),
40.8 (CH, C-14), 37.7 (CH, C-8), 37.2 (C, C-10), 37.0 (CH,, C-15), 34.2 (CH,, C-7),
33.6 (C, C-4), 33.5 (CH3, C-18), 23.2 (CH3, C-19), 21.8 (CH3, OAc), 18.6 (CH,, C-
2), 16.5 (CHs, C-20), 15.2 (CH3, C-17), 14.2 (CH3 C-1’), 12.8 (CHs, C-17).

Espirolactona 52
En las fracciones eluidas con la polaridad de hexano-AcOEt (4:1y 7:3) se

obtuvo una mezcla de compuestos, detectdndose por RMN la espirolactona 52
como producto mayoritario, dicha mezcla se separdé mediante recromatografia en
columna, utilizando gel de silice como fase estacionaria y una mezcla de hexano-
acetona (9:1) como fase moavil. En las fracciones 12-17 se obtuvieron 133 mg

(30%) de la espirolactona 52.
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Método C
Una solucion de 0.096 g del 6B-acetoxivouacapano (1) en 5 mL de

clororoformo, se acidificé con 0.1 mL de HCI concentrado, se dejé en agitacion
durante 1 minuto, posteriormente se adicion6 una solucion de 0.145 g de AMCPB
(3 EqQ) disueltos en 5 mL de cloroformo, la mezcla se dejo reaccionar durante 30
minutos a temperatura ambiente. Una vez terminada la reaccion, se extrajo con
CHCI,, se lavo una vez con agua, cinco veces con solucion saturada de NaHCOs3
y tres veces con agua. Se secO sobre Na,SO, y se evaporé en rotavapor,

obteniendo 0.13 g de una miel de color amarillo.

Cromatografia de la reaccion
Se empac6 una columna de 2 cm de diametro exterior con gel de silice

hasta una altura de 10 cm, se adicioné gel de silice impregnada con el crudo de la
reaccion. Se eluyéo con mezclas de hexano-acetona en orden creciente de
polaridad.
Benzofurano 51

En las fracciones 13-15 eluidas en la polaridad (19:1) se obtuvieron 29.8 mg
(31%) de una miel incolora, cuyos datos espectroscopicos correspondieron al

benzofurano 51.

Lactona 54
En las fracciones 23-26 eluidas con la polaridad de hexano-acetona (9:1) se

obtuvo un sélido de color blanco, correspondiente a la lactona
O 54,

15 Sélido blanco.
2 " 1447 [0]589 -22.3, [0]578 -23.2, [0]546 -26.4, [(]]436 -41.4, [(]]365 BE

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 6.99 (1H, s, H-11), 5.80 (1H,
dt, J = 5.5, 1.4 Hz, H-6), 3.62 (2H, s, H-15), 2.93 (1H, dd, J =
18.5, 5.5 Hz, H-7), 2.83 (1H, d, J = 18.5 Hz, H-7’), 2.19 (1H, da, J = 13.0 Hz, H-1),
2.11 (3H, s, H-17), 2.02 (3H, s, OAC), 1.87 (1H, dt, J = 14.3, 3.6 Hz, H-2), 1.65 (1H,
dt, J = 14.3, 3.6 Hz, H-2'), 1.58 (3H, s, H-20), 1.48 (1H, m, H-3), 1.48 (1H, s, H-5),
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1.37 (1H, dt, J = 13.0, 3.6 Hz, H-1)), 1.23 (1H, dt, J = 13.3, 3.6 Hz, H3’), 1.08 (3H,
s, H-19), 1.06 (3H, s, H-18).

RMN de **C (100 MHz, CDCl3) & 174.5 (CO, C-16), 170.9 (CO, OAc), 153.1 (C, C-
12), 149.7 (C, C-9), 133.0 (C, C-14), 125.3 (C, C-8), 120.1 (C, C-13), 104.8 (CH,
C-11), 67.1 (CH, C-6), 51.4 (CH, C-5), 42.9 (CH,, C-3), 42.5 (CH,, C-1), 38.4 (C,
C-10), 34.9 (CH,, C-7), 34.0 (C, C-4), 33.4 (CHs, C-18), 32.4 (CH,, C-15), 26.8
(CHs, C-20), 23.0 (CH3, C-19), 21.7 (CH3, OAc), 19.5 (CH,, C-2), 16.5 (CH3, C-17).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) 357(1)[M+1]", 296(54), 281(21), 253(21), 186(14),
226(42), 215(100), 43(15).
Espirolactona 52

En las fracciones 27 y 28 eluidas con la polaridad de hexano-acetona (4:1),
se aislaron 12.8 mg (12%) del compuesto 52.

Tratamiento del 6B-acetoxivouacapano (1) con DDQ
Una solucién de 0.1 g de 6B-acetoxivouacapano (1), disueltos en 5 mL de

CHC I3 acidificada con HCI, se adicion6 a una suspension de 0.265 (4 Eq) de DDQ
en 5 mL de CHCI3, la mezcla de reaccion se dejo en agitacién durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Terminada la reaccion se extrajo con 100 mL de CHCly,
se lavd 5 veces con agua y se sec6 sobre Na,SO, anhidro y se evapord en
rotavapor, obteniendo 0.119 g de una miel de color café.
Cromatografia de la reaccion

0.120 g de gel de silice impregnada con el crudo de reaccion se aplicaron
sobre una columna cromatografica de 1 cm de diametro exterior empacada con 12

cm de gel de silice. Se eluy6 con una mezcla de hexano-AcOEt (19:1).

Benzofurano 51
En las fracciones 5-10 eluidas con la polaridad de hexano-AcOEt (19:1), se
aislaron 70 mg de una miel incolora, cuyos datos espectroscopicos

correspondieron con los del benzofurano 51.
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Tratamiento del Acido hardwickiico (2) con AMCPB
A una solucion de 0.040 g de &cido hardwickiico (2) en 5 mL de CHCI;

acidificada con 0.1 mL de HCI concentrado, se le adicion6 una solucion de
AMCPB en 5 mL de CHCI;. La mezcla anterior se dejo reaccionar en reposo a 4
°C durante 24 horas. Terminado el tiempo de reaccion, la muestra se extrajo con
100 mL de CHJCl,, se lavo tres veces con agua, cinco veces con solucion
saturada de NaHCOg3, y nuevamente tres veces con agua, se secO sobre NaSO,4
anhidro y se evaporo en rotavapor.
Cromatografia de la reaccién

0.05 g de gel de silice impregnada con el crudo de la reaccién se aplicaron
en una columna de 1 cm de didmetro exterior empacada con 12 cm de gel de
silice 230-400 mallas. La cromatografia se eluyé con una mezcla de hexano-
AcOEt (4:1).
Acido patagonico (55)

En la fraccién 17 se obtuvo una miel incolora, correspondiente
a 55.

RMN de *H (400 MHz, CDCl3) & 7.11 (1H, t, J = 1.5 Hz, H-14),
6.89 (1H, m, H-3), 4.78 (2H, d, J = 1.5 Hz, H-15), 2.43 (2H, m,
H-6), 2.32 (2H, m, H-2), 2.23 (1H, m, H-12), 2.06 (1H, m, H-
12)), 1.68 (2H, m, H-1), 1.52 (1H, m, H-8), 1.43 (2H, m, H-7),
1.36 (1H, m, H-10), 1.26 (3H, s, H-19), 1.18 (2H, m, H-11),
0.83 (3H, d, J = 6.3 Hz, H-17), 0.77 (3H, s, H-20).

RMN de *C (100 MHz, CDCls) & 174.4 (CO, C-16), 171.8 (CO, C-18), 143.5 (CH,
C-14), 141.1 (C, C-4), 140.4 (CH, C-3), 134.9 (C, C-13), 70.2 (CH,, C-15), 46.6
(CH, C-10), 38.7 (C, C-9), 37.5 (C, C-5), 36.2 (CH, C-8), 35.9 (CH,, C-6), 35.7
(CH,, C-11), 27.4 (CHa, C-2), 27.2 (CHa, C-7), 20.5 (CH3, C-19), 19.0 (CH,, C-12),
18.2 (CHa, C-20), 17.3 (CH,, C-1), 15.9 (CHa, C-17).
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