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1. Resumen

El estudio de los extractos hexanicos de flores obtenidos de Ageratina jocotepecana
proporciond tres acidos carboxilicos; el acido (—)-(5S,9S,10S,13Z) -labda-7,13-dien-15-o0ico
(1), acido (—)-(5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-o0ico (2) y écido (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-
hidroxilabdan-15-oico (3), que en conjunto con los agentes acoplantes CDI y COMU se
prepararon nuevos derivados, el efecto citotoxico se evalu6 para cada compuesto mediante
el ensayo de MTT en células de cancer de mama MCF -7 y en células de leucemia mieloide
cronica K562. Los resultados obtenidos de la citometria de flujo para algunos de los
compuestos estan asociados a la via de muerte celular por apoptosis, ademas, algunos de los
derivados no mostraron un efecto citotoxico contra células no cancerosas de epitelio
mamario bovino bMEC, mostrando especificidad citotéxica con células K562.
Adicionalmente se realizaron las primeras reacciones electrofilicas de a-aminacion de los
acidos 2 y 3, en presencia de dibencilazodicarboxilato y organocatalizadores como prolina
seguido de una reduccion in situ, de esta manera se obtuvieron los correspondientes
hidrazino alcoholes. Finalmente, mediante dos vias de reaccion de epoxidacion y
fotooxidaciéon del acido 2 se llegd a la preparacion del cistendiol un analogo del acido
cistenolico obtenido naturalmente de Cistus symphytifolius. Las reacciones de epoxidacion
para los diversos derivados se obtuvieron en misma proporcion de isdmero alfa-beta, por
otro lado, las reacciones de fotooxidacion de 51 se realizaron empleando 'O, como
oxidante en presencia de eosina, azul de metileno y Ru(bpy)3(PFs)> como catalizadores, la
variacion de disolventes se realizd para determinar la relacion de estereoselectividad del

producto final.

Palabras clave: Ageratina jocotepecana, acido cativico, acido 13-epi-labdandlico,

citotoxico, diasteromeros.
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2. Abstract

The study of the hexanes extracts of flowers obtained from Ageratina jocotepecana
provided three carboxylic acids; (—)-(5S,9S,10S,13Z)-labda-7,13-dien-15-oic acid (1), (-)-
(5S,95,10S,13S)-labd-7-en-15-0ic acid (2) and (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hydroxylabdan-
15-oic acid (3), that together with the coupling reagents CDI and COMU, were used as to
prepare the new derivatives. The cytotoxic effect was measured by the MTT assay against
breast cancer cells MCF-7 and chronic myeloid leukemia cells K562. The results obtained
by flow cytometry for some compounds are associated with the apoptotic pathway;
moreover, some of the derivatives did not exhibit a cytotoxic effect against non-cancer cells
like bBMEC, showing cytotoxic specificity towards K562 cells. Additionally, the first
electrophilic a-amination reactions were carried out in acids 2 and 3, in the presence of
dibenzylazodicarboxylate and organocatalyzed like proline followed by an in situ reduction
to obtain the corresponding hydrazino alcohols. Finally, two reactions pathways, as
epoxidation and photooxidation of 2, led to cistendiol, an analog of cistenolic acid naturally
isolated from Cistus symphytifolius. The epoxidation reactions were accomplished in
several derivatives to afford the same ratio of diasteromers (alpha-beta). Photooxidation
reaction of 51 were achieved using 'O as the oxidant in the presence of eosin, methylene
blue and Ru(bpy);(PFs)> as catalyst. Solvent variation was achieved to analyze the

stereoselectivity ratio of the final product.

Keywords: Ageratina jocotepena, cativic acid, 13-epi-labdanolic acid, cytotoxic,

diasteromers.
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3. Introduccidén

3.1 Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, de acuerdo a la OMS casi 10
millones de fallecimientos se presentaron en 2020, siendo los de mayor incidencia el cancer

de mama, pulmon, colorrectal, prostata, estdmago e higado (Figura 1).

Mama
2261 419 (11.7%)

Pulmon
2206 771 (11.4%)

Otros canceres
8 879 843 (46%)

Colorrectal
1 931 590 (10%)

Prostata
1414 259 (7.3%)
Estomago
1089 103 (5.6%)

Cérvix uterino

Higado

604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Figura 1. Datos globales de cancer, Modificado de GLOBOCAN 2020.

El cancer es un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo y se define como la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden
mas alld de sus limites habituales y que pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o
propagarse a otros 6rganos, un proceso que se denomina metastasis.'

El tratamiento del cancer y su clasificacion se proporcionan por diversas organizaciones
como el Instituto Nacional del Cancer (NCI) y la Union para el Control Internacional del
Cancer (UICC).%* Las modalidades de tratamiento para el cancer pueden ser cirugia,
radioterapia y tratamiento sistémico, que incluye quimioterapia, terapia dirigida, terapia
hormonal o inmunoterapia.* Desde la década de 1940 hasta finales de 2019, el 79% de los
medicamentos contra el cancer aprobados por la FDA son de origen natural o estin
inspirados al menos en estructuras de productos naturales.” La exploraciéon quimica de

plantas ha llevado al descubrimiento de nuevas moléculas utilizadas como tratamiento de
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diferentes tipos de cancer como el paclitaxel, un terpeno tipo taxano aislado de Taxus
brevifolia,*’ los alcaloides vinblastina y vincristina aislados de Catharantus roseus,®’ asi

como otros semisintéticos como el docetaxel'®!!

un andlogo del paclitaxel o la
camptotecina aislada de Camptotheca acuminata que fue modificada estructuralmente para
favorecer su actividad como antitumoral (Figura 2).'>!* Estos compuestos quimicos se
caracterizan por la presencia de determinados grupos funcionales como amidas, ésteres,
éter, hidroxilos, aromaticos, heteroatomos, etc., que son los responsables de la interaccion

con determinados sitios activos y de la actividad bioldgica resultante, siendo asi de gran

4

relevancia la relacion estructura quimica-actividad biologica.’

Paclitaxel Vinblastina

Vincristina Docetaxel

Camptotecina

Figura 2. Compuestos de origen natural con aplicacion anticancerosa.
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En el presente trabajo se prepararon derivados de tipo amida y ésteres a partir de labdanos,
debido a la estabilidad que presentan estos grupos funcionales se decidid incorporar
diversas funcionalizaciones quimicas, por lo que resulta interesante determinar su efecto
citotoxico en células cancerosas para realizar la comparacidon entre estructura quimica y

actividad citotoxica de los obtenidos naturalmente y los derivados.

3.2 Productos naturales: Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundaros ampliamente distribuidos en plantas y animales,
estos son biosintesizados a través de las rutas bioquimicas del acido mevalonico y la via del
metileritritolfosfato (MEP).!>!7

Se pueden clasificar en hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
sesterterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos, dependiendo de la cantidad de

atomos de carbono estén presentes en su estructura o unidades de isopreno que consiste en

P

Isopreno

5 atomos de carbono (Figura 3).!%1°

Figura 3. Estructura quimica del isopreno, la unidad constitutiva de los terpenos.

1. Hemiterpenos: Terpenos que contienen 1 isopreno.
Monoterpenos: Terpenos que contienen 2 unidades de isopreno.
Sesquiterpenos: Terpenos que contienen 3 unidades de isopreno.
Diterpenos: Terpenos que contienen 4 unidades de isopreno.
Triterpenos: Terpenos que contienen 6 unidades de isopreno.

Tetraterpenos: Terpenos que contienen 8 unidades de isopreno.

A o

Politerpenos: [Cs], cuando n > 8 unidades de isopreno.

Son los metabolitos secundarios mas abundantes, la mayoria de ellos han mostrado

actividades biologicas importantes como antibacterianos, antifungicos, antiparasitarios,

20-22

antivirales, antiinflamatorios, hormonas de crecimiento o anticancerosos, ademas
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poseen un gran aporte en la industria de alimentos, cosméticos y farmacéuticas (Figura

4).23—27

o—\
£ %

R4 =B-Glc R, = B-Glc-B-Glc (2 > 1)
Esteviosido Ambrox

Figura 4. Compuestos bioactivos de origen natural.

La diversidad quimica estructural de los terpenos se debe principalmente por reacciones de
ciclacion carbocatidonica estereoespecificas, reordenamientos y eliminaciones que
transforman los precursores durante las rutas bioquimicas para dar origen a los distintos

nucleos base.?

3.3. Diterpenos serie labdano y ent-labdano

Los diterpenos tipo labdano se caracterizan por poseer un esqueleto basico biciclico de
decalina, naturalmente los podemos encontrar en dos series antipodas conocidas como
labdano y ent-labdano, su principal diferencia radica en la orientacion espacial opuesta en

C-5, C-9 y C-10 (Figura 5).

Serie labdano Serie ent-labdano

Figura 5. Estereoquimica de estructuras de labdano.

Estos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y en gran variedad de

especies.?*?!
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3.4 Flora de México

Meéxico es considerado como el cuarto pais de mayor riqueza floristica del mundo con
mayor diversidad en plantas vasculares, siendo la familia Asteraceae la que posee mayor
numero de especies, aqui podemos encontrar la especie Ageratina jocotepecana, clasificada
por B. L. Turner,”” quien recolectd un ejemplar en Jocotepec, municipio de la Region

Ciénega del estado de Jalisco (Tabla 1).3°

Tabla 1. Clasificacion taxonéomica de Ageratina jocotepecana.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Ageratina
Especie jocotepecana B.L.Turner

Las caracteristicas particulares de esta especie incluyen peciolos de 3 a 6 cm de largo, hojas
deltoides subcordadas, palmeadas y nervadas cerca de la base, margenes dentados
irregulares, de 5 a 10 cabezas bracteadas dispuestas en racimos auxiliares, 50-80 flores por
cabeza, corolas blancas de 5-6 mm de largo y aquenios cilindricos ca. 4 mm de largo

(Figura 6).%"!

Figura 6. Planta de Ageratina jocotepecana B. L. Turner.
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3.5 Grupo funcional amida

Dentro de los derivados de acidos carboxilicos, las amidas forman parte de los grupos
funcionales mds importantes, ya que estd presente en moléculas sintéticas y de origen
natural. Son considerados los derivados de acidos carboxilicos mas estables,’>** la
presencia del nitrogeno en su estructura le confiere un par de electrones con la capacidad
para compartirlos con el carbonilo por un efecto de resonancia, lo que origina una efectiva

estabilizacion de la carga positiva (Figura 7).*

o o

) .
)J\A\ )4—\ /&*
NH, R” NH,

R NH, R

Figura 7. Estructura quimica de resonancia del grupo funcional amida.

El grupo funcional amida juega un papel importante debido a que estan presentes en una
gran cantidad de farmacos, en base a los datos de Quimica Medicinal revel6 que este grupo
funcional aparece mayoritariamente dentro de los fidrmacos conocidos (Figura 8),
encontrandose aproximadamente en el 50% de todo el Journal of Medicinal Chemistry,*
asi como un constituyente estructural de los péptidos y a su vez las proteinas que se
encuentran involucradas en funciones de importancia como en la catélisis enzimatica (todas
las enzimas conocidas son de naturaleza proteica), transporte y almacenamiento

(hemoglobina), proteccion inmunoldgica (anticuerpos) y mecanica soporte (colageno).*®

SQAS

Lidocaina

oY

Paracetamol

Clonazepam

(o}

Lo R

Loperamida Ropivacaina

Figura 8. Farmacos con enlace amida en su estructura.
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Los métodos de sintesis para amidas surgen de la condensacion de un acido carboxilico con
una amina, pero esto no se lleva a cabo tan facil debido al proton intercambiable y a que
ambos son rapidamente desactivados, llevandose primeramente la reaccion acido-base
produciendo una sal de carboxilato de amonio mediante la transferencia del proton del
4cido carboxilico a la amina,®’ posteriormente tiene que sufrir un proceso que va en contra

de la termodindmica y del equilibrio quimico (Figura 9).

RCOOH 4+ R'NH, —=> R'NH; + RCOO = RCONHR" + H,0

Figura 9. Formacion del enlace tipo amida a partir de acidos carboxilicos.

Para favorecer la condensacion directa de la sal se puede llevar a cabo implementando
condiciones drasticas como irradiacién con microondas o altas temperaturas (160-180 °C),
lo cual no es muy conveniente debido a que muchos de los compuestos son termolabiles y
por lo tanto una técnica incompatible para la mayoria.*¢

Debido a esto la activacion del acido carboxilico mediante agentes acoplantes es de suma
importancia para que formen un intermediario mas reactivo que facilite la incorporacion de

un nucleéfilo y asi formar sus derivados.*®

3.6 Grupo funcional éster

Los ésteres de igual manera son derivados de los 4cidos carboxilicos, en donde el grupo OH
del carboxilo es sustituido por un grupo —OR, las reacciones de un acido carboxilico con un
alcohol producen una reaccion de equilibrio dando como producto el enlace tipo éster

(Figura 10).

RCOOH + R'OH =<—= RCOOR’" + H,0

Figura 10. Esterificacion de acidos carboxilicos.

Varios de los aromas de las fragancias y frutas son ésteres, ademds se encuentran presentes
una gran cantidad de farmacos, en la industria alimenticia, en la obtencidon de jabones e
incluso debido a que son suficientemente estables son utilizados como disolventes en

reacciones organicas (Figura 11).%
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Y
N o
o E; Neate

Acido acetil salicilico Benzocaina Procaina
(o]
-
(o) () 0 o
/\)ko/ \M%kONa )J\o/\ NH,
Butirato de metilo Jabén Acetato de etilo 2-Aminobenzoato de metilo
(Manzana) (Uva)

Figura 11. Ejemplos de compuestos con enlace éster en su estructura.

Los ésteres a su vez son mas reactivos que las amidas debido que el oxigeno al ser mas
electronegativo no tiene un aporte tan grande de su par electronico comparado con el
nitrégeno menos electronegativo de las amidas que soporta mas la carga positiva resultante

(Figura 12).34

o) o
)‘J\‘\ /§+
R4 OR, Ry OR,

Figura 12. Estructura quimica de resonancia del grupo funcional éster.

Por otro lado, la preparacion de ésteres a partir de 4cidos carboxilicos al igual que las
amidas no se lleva a cabo por la simple adicion de estos, debido a que el grupo OH de acido
no es lo suficiente buen grupo saliente que favorezca el ataque nucleofilico por parte del

alcohol o amina por lo que las reacciones no proceden (Figura 13).

(0] (o)
)J\ + HO—R, *» )J\
R4 OH R4 OR,

) 0
)J\ + H,N—R, *. )J\
Ry~ “OH Ri~ “NHR,

Figura 13. Esteres y amidas a partir de acidos carboxilicos.
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3.7 Activadores del grupo carboxilo

Los activadores del grupo carboxilo o agentes acoplantes surgen con la necesidad de llevar
a cabo la conversion del grupo funcional carboxilo a un intermediario mas reactivo que
incremente la electrofilicidad del carbonilo y por ende favorezca el ataque por parte de un
nucleodfilo, existen diversas maneras de formar el intermediario: que se forme en una etapa
separada a la reaccion cuando éste es estable o es generado in Situ en presencia del
nucleofilo.*® Existe una gran diversidad de agentes acoplantes o de metodologias para la
activacion del grupo carboxilo (Figura 14), por ejemplo la via de anhidridos mixtos donde

),%41 el uso de carbodiimidas como la

implementa el cloroformiato de isobutilo (iBCF
diciclohexilcarbodiimida (DCC),*” algunas sales de sales de fosfonio derivadas del HOBt y
HOALt como el hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)-tris(pirrolidino)fosfato (PyBOP),
las llamadas sales de uronio/aminio como el hexafluorofosfato de N-[(1H-benzotriazolil)-
(dimetilamino)metilen]-N-metilmetanaminio (HBTU) o el hexafluorofosfato de (1-ciano-2-
etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbenio (COMU),* ¢ finalmente el

1,1’-carbonildiimidazol (CDI) que forma subproductos inocuos y faciles de eliminar.*’*

¢

N
+ _//N
0\
I PFeN
: Y
)]\ =c= %
ci o/\( N=C=N N
iBCF DCC PyBOP
/ EtO,C CN
N/ hif

_N

N FFe /L o

\

@N@" NN f")L"“\N
6

N-HBTU COMU CDI

Figura 14. Agentes activadores del grupo carboxilo.

La implementacion de uno respecto al otro se basa en los requerimiento de las materias
primas y los productos a obtener, como son las restricciones estéricas, solubilidad,

estabilidad, posibles isomerizaciones o racemizaciones que pudiera sufrir los compuestos,
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asi como disminuir la cantidad de subproductos y facilitar la purificacion del producto

deseado.’8+4

3.8 Reacciones de a-aminacion

La derivatizacion quimica a partir de productos naturales ha recibido una mayor atencion,
debido a que se pueden obtener estructuras con interesantes actividades farmacologicas,
siendo las aminas estructuras o bloques de construccion importantes en quimica que
proporcionan funcionalidades en los productos naturales.>

Las reacciones electrofilicas de a-aminacion surgen como un método directo y versatil para
generar enlaces C-N en estructuras organicas.’' > En particular el uso de aminas quirales
en reacciones ha recibido amplia atencion en recientes afios debido a las diversas
aplicaciones como organocatalizadores.>*

Jorgensen reportd la primera reaccién catalizada con prolina en una oa-aminacion
enantioselectiva directa de aldehidos usando ésteres de azodicarboxilato como
electrofilos.>®

List implemento la prolina para catalizar reacciones de aldehidos para preparar productos
hidrazino alcohol después de una reduccién in situ con NaBHs.>” Zhong realiz6 la a-
aminoxilacion de aldehidos con prolina, explicando la enantioselectividad de las reacciones
por un estado de transicion via enamina.>®>

MacMillan y colaboradores reportaron el uso de la metilprolina y otras aminas secundarias
como organocatalizadores en reacciones de a-aminacion.®

La manera en como el catalizador prolina actiia, es en una primera etapa activando el grupo

carbonilo del aldehido, la cual por ser una amina secundaria origina preferentemente la

formacion de una E-enamina como intermediario reactivo (Figura 15).
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(o . OH
R1\)<\H H-H R1\)\N/R2 R1\)\N/R2
R | |
HNT 2 Rs Rs

" |

H\a/H
R1 R2 — [— )
NN Ris - Re R S
R S \
3 H R3 R3
E - enamina

Figura 15. Mecanismo de formacion de la enamina.

La segunda etapa consiste en la adicion del electrofilo cuya enantioselectividad mostrada en
los productos puede explicarse por el mecanismo en el estado de transicion de la enamina
formada, en donde el proton del 4cido carboxilico de la prolina dirige el acercamiento
mediante puente de hidrogeno de una cara de la enamina proquiral y el atomo de nitrégeno

entrante del electrofilo (Figura 16).57-°

o .
N ROOC_ o
NH
'ROOC\% W’ T N
& "ROOC” H
R
N~coor’ R

Figura 16. Enantioselectividad de a-aminacion de aldehidos con L-prolina.

Por otro lado las aminas primarias también han sido utilizadas como organocatalizadores de

61763 ¢] mecanismo de accion es un poco similar y consiste en la

reacciones de a-aminacion,
reaccion del catalizador de amina primaria con el aldehido para dar formacion

primeramente a una imina (Figura 17).

o) Rs Rs
()]\ )\ H R )\N
2
H R, R, —> [Ry N) — J\
H2N4<* H—S R H™ "Ry
R OH -
3 Iminina

Figura 17. Mecanismo de formacion de iminas.
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Esta imina en condiciones acidas se puede llegar a convertir a una enamina como
intermediario para posteriormente llevar a cabo las reacciones de a-aminacion (Figura
18).6?

R3

o) R, Rz)\N
)k/m + H2N4<' _— |
H H
R3

R4
Iminina
+ +
.H}H
Rs Rs
AN RN
| _
H)\ +H' HTNX
R R
E - enamina

Figura 18. Mecanismo de conversion de imina a enamina en medio acido.

Liu reportd la primera reaccion enantioselectiva de a-aminacion de cetonas aromaticas

catalizada por aminas primarias quirales derivadas de alcaloides de cinchona, mostrando la

diasteroelectividad en los productos empleando derivados de epi-cinchonina (Figura 19).%

OEt (o] (i?OOEt
. N
. HN R o7 N
E-enamina — \\( |
COOEt

Ataque por la cara Si

Figura 19. Enantioselectividad de reacciones de a-aminacion de cetonas catalizadas con
derivado de epi-cinchonina.
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3.9 Epdxidos

Uno de los grupo funcionales bien conocidos son los epoxidos, intermedios importantes en

la sintesis orgénica en el laboratorio y en procesos industriales, son productos versatiles que

permiten la obtencion de moléculas bifuncionales con la apertura en condiciones
4 P4 65 r . . .

estereoespecificas de reaccion,”™ de aqui la gran relevancia e importancia de estos bloques

de construccion, existen diversas maneras de generar epoxidos, siendo la peroxidacion de

alquenos la metodologia mas comun empleada (Figura 20).°

R
/J§§ o R o
—_ HC. / :;‘/ —_— HaC /JL\
CH, ?) © o '® 2|>() +
|l ~0 H,C”™ Ny~ H, R OH
CH,_"H

Figura 20. Epoxidacion de alquenos mediante peroxiacido.

La adicion del oxigeno a la doble ligadura puede ser estereoespecifica pero depende de la
quiralidad y estructura quimica de las materias primas a reaccionar, quien determinard la
configuracion favorecida de los epdxidos. Ya una vez generado el epdxido se puede variar
las condiciones de apertura para asi obtener los grupos funcionales y estereoquimica
deseadas. Calabuig report6 la preparacion del éster metilico del acido cistenolico (8) a

partir del éster metilico del acido cativico (6) mediante epoxidacion para generar el éster

)67

metilado epoxidado 7 y posteriormente tratamiento con 4cido (Figura 21

p-TsOH

CeHe

-
~
-

6

Figura 21. Hemisintesis del éster metilico 8 del acido cistendlico (4) a partir de éster
metilado 6 del 4cido cativico (2).

La interconversion de labdanos por transformaciones sintéticas de diterpenos naturales
resulta interesante para desarrollar técnicas mas eficientes, estéreo-controladas y con

alternativa de obtencion de diferentes fuentes naturales.%®%°
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3.10 Fotooxidacién de compuestos organicos

Las moléculas organicas tienen la capacidad de absorber energia formando estados
excitados inestables que tienen tiempos de vida cortos pero con una alta reactividad y en
determinados casos interactuar con ciertas moléculas del mismo organismo, esto se conoce
como efecto fotodinamico, que sufrimos dia con dia y se puede ver reflejado en los efectos
bioldgicos por el deterioro provocado por la radiacion UV (320-400 nm) en la que
intervienen fotosensibilizadores enddgenos como flavinas, NADH/NADPH, acido
urocanico y algunos esteroles que son los responsables de las alteraciones de oxidaciones
biologicas.”®”! La implementacién, produccion y el estudio del uso del oxigeno molecular
singlete ('O2) ha surgido como una novedosa érea aplicada a diferentes campos como
tratamiento de aguas residuales, sintesis quimica, herbicidas e insecticidas activadas con
luz, asi como terapias fotodindmicas de cancer y polimeros.’? La reacciones con 'O, son
utilizadas como paso esencial para la sintesis de algunos productos naturales, ya que
permite la formacion de enlaces C-O y heteroatomos con oxigeno, asi como la oxidacion de
compuestos organicos y bioldgicos.” El oxigeno molecular se encuentra en su estado
natural triplete (*0>), el cual al excitarse mediante una determinada longitud de onda puede
dar formacion al oxigeno singlete ('O2) quien tiene una vida de pocos microsegundos, el
tiempo de vida media de un estado respecto al otro varia considerablemente debido a que el
estado triplete es mas estable y por ende el estado singlete es convertido rapidamente.”

Cuando se encuentra en su forma singlete, este presenta un poder oxidante mayor que lo
hace mas electrofilico y por ende tiende a reaccionar rapidamente con las insaturaciones C-

C de las moléculas organicas.

3.11 Generacion de oxigeno singlete (*Oy)

Existen diversas maneras de como generar 'Oz, una ellas es mediante la utilizacion de
fotosensibilizadores que permiten la generacion de 'O, de una manera simple y controlada,
para esto solamente se requiere el O2 molecular, una longitud de onda apropiada y un
fotosensibilizador que debe de tener la capacidad de absorber la energia necesaria para
posteriormente transmitirla al O, que originard la formacion del estado excitado singlete

10, (Figura 22).7°
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3sens* 1Sens*

IR

Figura 22. Activacion del oxigeno triplete (*02) a oxigeno singlete ('0) mediante
sensibilizadores y una determinada longitud de onda.

3.12 Fotosensibilizadores

Los fotosensibilizadores son moléculas orgénicas libres de metales o coordinados a ellos,
existen diferentes grupos que tienen la capacidad de generar oxigeno singlete ('02) y que

).72

absorben a una longitud de onda de UV y luz visible (Figura 23 Dentro de las

caracteristicas que deben de cumplir los fotosensibilizadores podemos encontrar:

1. Absorber la onda de luz a una determinada longitud de onda.

2. Tener la energia adecuada en el estado triplete para proporcionar suficiente
energia en la transferencia al estado fundamental o basal.

3. Poseer un rendimiento cuéantico apropiado del estado triplete.

4. Posee una larga vida en el estado triplete.

5. Tener una fotoestabilidad adecuada y alta.

Cada uno de estos presenta una determinada longitud de onda a la cual tienen su mejor
absorbancia, por lo que es de suma importancia administrar la energia necesaria, dentro de
las reacciones de fotooxidacion se puede utilizar luz blanca (400-700 nm) o bien

implementar lamparas o leds que proporcionen longitudes de onda especificos.
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Azul de metileno Ru(bpy)z(PFs)2

Eosina B

Figura 23. Fotosensibilizadores quimicos utilizados en reacciones de fotooxidacion.

3.13 Reacciones de fotooxidacion

Los diferentes tipos de reaccion entre el oxigeno singlete 'O, y compuestos organicos
involucran: [2 + 2], [2 + 4] adiciones a alquenos (Figura 24) y las “ene” reacciones

descubiertas por Schenck en 1953 en a- y S-pinenos, %"’

que fueron de las primeras
reacciones quimicas implementadas para la preparacion de hidroperdxidos en donde se
utilizaba el oxigeno singlete, ademas de que las oxidaciones alilicas fueron utilizadas como

paso esencial en la sintesis de productos naturales o sus andlogos sintéticos.”

102 | (I)
| — o
(2+4)

Endoperoxido

1 o
[
(0}

—_—

(2+2) Dioxetano

10 \
N 2 . OOH

"ene . L.
Hidroperdxido

Figura 24. Utilidad sintética del oxigeno singlete 'O para generar enlaces C-O.
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Los alquenos en contacto con el oxigeno (O2) reaccionan bajo irradiacion de luz visible en
presencia de un fotosensibilizador para dar hidroperéxidos de alilo, los cuales mediante una

reduccion in situ pueden ser reducidos a sus respectivos alcoholes alilicos (Figura 25).7*

10 OOH OH
2 Reduccion
=——— - .

Ene reaccion

Figura 25. Preparacion de alcoholes alilicos a partir de alquenos.

La estereoespecificidad de las reacciones de Schenck pueden estar explicadas por los
factores estereoelectronicos que inducen la regio y quimioselectividad de los productos
finales, donde las posiciones y los efectos cis y gem determinan que H se ve mas favorecido
para ser abstraido (Figura 26), asi como también se ven influenciado por los disolventes en

los que se lleve a cabo la reaccion.’”*”’

cis\ Estereocentro
e

| )I(<— Efecto electrénico
H
X /A

gem

Figura 26. Influencia del efecto estérico y electronico sobre la selectividad de las
reacciones.

3.14 Quimica de flujo

El campo de la quimica de flujo ha crecido con el paso de los afios para convertirse en una
tecnologia cada vez mas accesible que permita preformar la sintesis quimica en los
laboratorios.’”® La quimica de flujo por su parte surge de converger la quimica organica con
la ingenieria con la finalidad de optimizar las condiciones de reaccion mediante equipos
que permiten controlar factores como temperatura, tiempo, presion, longitud de onda, flujo

de volumen y composicion, ahorro de disolventes y catalizadores (Figura 27).”
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Figura 27. Equipo de quimica de flujo con reactor y lampara acoplado.

El implemento de estas tecnologias se hace cada vez mas frecuente debido al interés de
encontrar nuevas moléculas bioactivos elaboradas con metodologias mas sostenibles, asi

como llevar a cabo la sintesis total de productos naturales.®

4. Antecedentes

El estudio de los metabolitos secundarios mayoritarios tipo labdano mas abundantes
obtenidos de las partes aéreas de Ageratina jocotepecana del extracto hexanico proporciono
el acido (—)-(5S,9S,10S,13Z)-labda-7,13-dien-15-o0ico (4cido labdadienoico, 1), acido (—)-
(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-oico (acido cativico, 2) y acido (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-
hidroxilabdan-15-oico (acido 13-epi-labdandlico, 3) que se pueden observar en la figura

28.81

COOH

-
g

1

Figura 28. Acidos diterpénicos aislados de Ageratina jocotepecana.

Estos 4cidos diterpénicos ya han sido reportados de diferentes especies, el acido
labdadienoico (1) fue reportado por Jakupovic de las partes aéreas de Leyssera
gnaphaloides,® asi como por Masami del extracto metanélico de las hojas de Sindora

siamensis, con una configuracion E del doble enlace de C-13—C-14,% adicionalmente ya
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fue previamente sintetizado junto con sus derivados metilados e isomeros E y Z por Nguen
Van Tuen,® por su parte el dcido cativico (2) fue descrito por primera vez por Kalman del
exudado resinoso obtenido de la especie Prioria copaifera, un arbol mejor conocido como
arbol de “Cativa”,®® también se obtuvo de Epeura leucanta pero la configuracion de C-13
es la opuesta a la obtenida en Ageratina jocotepecana,®® de la especie Epeura falcata de
igual manera se identificd 2; sin embargo, lo describen con una configuracion opuesta en
los carbonos del anillo de decalina C-5, C-9 y C-10,%" mientras que el acido (+)-13-epi-
labdanolico (3) se describi6 su aislamiento de Espeletiopsis muiska por Torrenecra,®® cabe
destacar que con anterioridad se habia descrito el acido (-)-labdandlico el cual era obtenido
de la goma de Cistus ladaniferus y cuya diferencia era la estereoquimica de C-13,%* la
confirmacion de la configuracién absoluta para C-13 de acido obtenido de Ageratina
jocotepecana quedd confirmada por estudios realizados mediante dicroismo circular
vibracional (DCV).8! Adicionalmente reportes de las especies de Cistus symphytifolius
permitié el aislamiento de dos diterpenos de tipo labdano, el acido cativico (2) y acido
cistenolico (4cido 7a-hidroxi-labd-8(17)-en-15-oico, 4), ambos pertenecientes a la serie
(13S)-labdano.!>%7 El 4cido cistenolico (4) resultd ser el enantiomero del 4cido salvico (5)
previamente aislado de Eupatorium salvia, que se asigné inicialmente a la serie normal-
labdano.”®*? Sin embargo, afios después se corrobord su configuracion clasificandolo en la

serie ent-labadano,” y por ende forma parte de la serie (13R)-ent-labdano (Figura 29).%*

Figura 29. Formulas del acido cistendlico (4) y acido salvico (5).

Cabe mencionar que los diterpenos obtenidos de Ageratina jocotepecana no presentan un
estudio previo respecto al efecto citotoxico en lineas celulares de cancer por lo que resulta
interesante complementar los estudios que se tienen hasta el momento, asi como realizar
derivados con caracteristicas estructurales distintas para determinar la influencia de estos
grupos funcionales, la relacion estructura quimica-actividad bioldgica de los compuestos

estd relacionada con determinados grupos funcionales especificos que pueden modificar la
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reactividad de moléculas o aumentar la estabilidad de estos, asi, los anillos aromaticos por
ejemplo generan rigidez, ademads por ser moléculas planas y por la presencia de los enlaces
T generar interacciones entre grupos aromaticos de las proteinas, por otro lado, los grupos
electrotractores o electrodonadores modifican la reactividad quimica de las moléculas, por
su parte la incorporacion de heteroatomos o halogenos tienden a generar estabilidad de las
moléculas.

Adicionalmente, considerando las caracteristicas estructurales de los diterpenos se
abordaran metodologias diversas que permitan la interconversion entre moléculas de

labdano de diferentes especies.

5. Justificacion

La importancia del uso de plantas con fines medicinales radica en la gran variedad de
compuestos quimicos a los cuales se les han atribuido actividades farmacoldgicas de gran
relevancia y de los cuales se basan para la producciéon de nuevos farmacos para tratar
determinadas enfermedades. Debido a esto se decidi6 llevar a cabo el estudio de los acidos
diterpénicos obtenidos de Ageratina jocotepecana y preparacion de sus derivados tipo éster
y amida para posteriormente determinar su efecto citotoxico en diferentes lineas celulares
de cancer como lo son MCF-7 y K562, con la finalidad de que se puedan encontrar nuevas
moléculas con efectos citotoxicos y como posibles alternativas para el tratamiento de estos
tipos de padecimientos.

Adicionalmente la incorporacion de nuevas funcionalizaciones en posiciones especificas y
modificaciones estructurales de los compuestos resulta interesante para la aplicacion de
reacciones que permitan la generacion de nuevos centros quirales de manera
estereocontroladas, como son las reacciones de a-aminacion para las cuales se emplearon
diversos catalizadores quirales de aminas primarias y secundarias.

Por otro lado la interconversion de moléculas organicas obtenidas de manera natural entre
diferentes especies resulta interesante como una alternativa de produccion de los
compuestos, ya que son especificos y caracteristicos de cada especie, ademds de contribuir

con un aporte quimiotaxondmico que tiende a explicar posibles mecanismos de reaccion
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para los compuestos que son formados naturalmente por procesos bioquimicos mediante
enzimas dentro de cada especie, ademds de generar rutas alternativas sintéticas.

Finalmente, la implementacién del oxigeno molecular en su forma activa 'O> como agente
oxidante reciben un gran interés en quimica debido a los mecanismos de reaccion diversos
que se pueden presentar en cada estructura organica, pero principalmente por lo que implica
ambientalmente al poderse utilizar el oxigeno presente en el aire, evitando asi utilizar los

agentes oxidantes fuertes cotidianos.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Llevar a cabo la preparacion de los derivados tipo amida y éster para los acidos
diterpénicos labdadienoico (1), cativico (2) y 13-epi-labdanolico (3), empleando agentes
acoplantes para la incorporacion de diversos grupos funcionales con la finalidad de llevar a

cabo una comparacion respeto a la actividad citotoxica y su estructura.

6.2 Objetivos particulares

1. Aislar y purificar los tres 4cidos diterpénicos; 4cido labdadienoico (1), cativico
(2) y 13-epi-labdandlico (3) a partir de las flores de Ageratina jocotepecana.

2. Llevar a cabo las reacciones con activadores del grupo carboxilo para la
obtencion de sus derivados tipo amida y éster.

3. Caracterizar los compuestos derivados mediante sus datos fisicos 'y
espectroscopicos.

4.  Evaluar la actividad citotoxica de los productos naturales y derivados en
diferentes lineas celulares.

5. Determinar el tipo de muerte celular mediante citometria de flujo para los
compuestos citotdxicos.

6. Llevar a cabo las reacciones pertinentes para la obtencion de sus derivados y
consecutivamente las reacciones de a-aminacion para el acido cativico (2) y 13-
epi-labdandlico (3).

7. Probar distintos catalizadores para las reacciones de a-aminacion.
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8.  Preparar los epoxidos del acido cativico y derivados.

9.  Realizar la apertura de los epoxidos.

10. Llevar a cabo la preparacion de los compuestos oxidados para el acido cativico y
derivados.

11. Realizar las reacciones de fotooxidacion.

12.  Evaluar diversos catalizadores para las reacciones de fotooxidacion

13.  Implementar quimica de flujo para reacciones de fotooxidacion.

7. Resultados y discusion

7.1 Metabolitos secundarios aislados

El extracto hexanico de flores fue desengrasado con metanol y sometido a cromatografia en
columna para la obtencion de los tres 4cidos diterpénicos en diferentes rendimientos,®! en la
polaridad 9:1 (hex:AcOEt) se obtuvo el acido labdadienoico (5%) y el &cido cativico (15-
20%), a partir de la polaridad 7:3 el acido 13-epi-labdandlico (10-15%).

Del analisis exhaustivo de los espectros de RMN para el acido labdadienoico se observa la
identificacion de un isémero estructural que difiere en la posicion del doble enlace en C-
8—C-9 con respecto al acido labdadienoico (1) que presenta la insaturacion en C-7—C-8,
dicha mezcla inseparable se determind por los resultados observados en su espectro de
RMN de 'H, mostrando sefiales duplicadas para los metilos (Figura 30), mientras que en su
espectro de RMN de 'C se observan las sefales para dos compuestos, ademas de las
sefiales correspondiente al doble enlace endociclico que presenta una diferencia en el
desplazamiento quimico (Figura 31).

Los valores fueron comparados con compuestos previamente reportados en la literatura,
dicha mezcla de los compuestos 9 y 10 fue obtenida de manera natural del extracto

metanélico de las hojas de Sindora siamensis,?

cabe destacar que dichos compuestos
difieren en la configuracion E del doble enlace alfa al carbonilo C-13—C-14, con respecto

a los obtenidos de Ageratina jocotepecana que presentan una configuracion Z de 1y 11.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 4cido labdadienoico (1) e isémero 11
en CDCls.
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Figura 31. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del 4cido labdadienoico (1) e isémero 11
en CDCls.
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7.2 Reaccion con diazometano del acido labdadienoico

Para generar los primeros derivados para la mezcla de compuestos 1 y 11 se realizd la
reaccion de metilacion empleando la metodologia tradicional de esterificacion con
diazometano generado in situ con la N-nitroso-N-metilurea, la cual mediante condiciones

basicas se pueden obtener diazometano en buen rendimiento (Figura 32).

U 3‘4
NS W oH
C_)H ? H,0
H,C—NEN H,C=N=N"

Figura 32. Mecanismo de reaccion para la obtencion de diazometano.

Los resultados obtenidos demostraron tener la misma mezcla inseparable de los compuestos
metilados 12 y 13, ademas de que se podia apreciar cambios en la solubilidad de los
compuestos metilados, ya que fue necesario emplear Metanol-ds (CD3;0OD) y no CDCI3
como normalmente se realizaba, en su espectro de RMN de 'H se observaron las sefiales
duplicadas para el proton vinilico H-14 y el Me-21, lo que ponia de manifiesto y

confirmaba la mezcla de compuestos 12 y 13 (Figura 33).
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de la mezcla del labdadienato de metilo
(12) e isomero metilado 13 en CD3OD.



Esto se podia observar al comparar con el estudio realizado por Nguen Van Tuen,®* que
llevé a cabo la sintesis de los isomeros E y Z del acido labdadienoico (1) y sus derivados
metilados (Figura 34), por lo que se corrobord con los obtenidos en Ageratina

jocotepecana.

12=R =Me

Figura 34. Compuestos preparados por Nguen Van Tuen.

7.3 Reaccion de amidacion del acido labdadienoico (1) empleando COMU

El COMU esta conformado por un grupo morfolino en conjuncién de la oxima 2-ciano-2-
(hidroxiiminio)acetato de etilo, la presencia de estos grupos incrementa la solubilidad,
estabilidad y reactividad de este reactivo comparado con algunos de sus andlogos.

La reaccion se llevo a cabo utilizando la mezcla de isomeros 1 y 11, COMU, DIPEA y la
anilina como nucle6filo para incorporar un grupo mas voluminoso que permitiera la
separacion de los isomeros (Figura 35).

(o) HO

o o
M
)]\ + R,—NH, _comu_ )J\ LR, * J\ +
R OH N T N/\

R
1 DIPEA 1 H K/o NC CO,Et

Figura 35. Activacion del grupo carboxilo mediante COMU.

46



La reaccion transcurre a través de un intermediario que se forma entre el acilo y la oxima el

cual favorece posteriormente el ataque de la amina como nucleéfilo para proporcionar el

producto deseado (Figura 36).%>%

o —_ —_— ~ _N
Ri7, o’w&ﬁ/ Ry )o N Ry N0 /\
NTION | PFe CN | 0
Fg~ o R;—NH,
i :
o N
COMU NC” CO,Et l
HO
(o) ~
N
)J\ R, * )J\
R N” © Ne” ot

Figura 36. Mecanismo de reacciéon empleando COMU.

De esta manera se llegé a la obtencidon de los derivados 14 y 15 a partir del acido 1 con un

rendimiento de 79% (Figura 37).

14 15

Figura 37. Mezcla de isomeros 14 y 15 a partir del acido labdadienoico (1).

El espectro de RMN de 'H mostro la presencia de las seales del anillo aromético de la
anilina y el protén del grupo amida lo cual confirmaba la preparacion del producto deseado;
sin embargo, se observan los metilos duplicados que indicaba la presencia de los dos
compuestos (Figura 38), en el caso del espectro de RMN de '°C se observaba la mezcla de
sefales de los dos isomeros 14 y 15 después de purificaciéon con columna cromatografica

(Figura 39).
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz de los derivados 14 y 15 en CDCI;.
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Figura 39. Espectro de RMN de '3C a 100 MHz de los derivados 14 y 15 en CDCls.
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De acuerdo a los resultados no fue posible su separacion, ya que ambos derivados presentan
el mismo Rf, lo que indica que es necesario aplicar otras técnicas de separacion como el

uso de un equipo de HPLC o cromatografia en columna con silice impregnada con plata.

7.4 Reaccion con 1,1°-carbonildiimidazol (CDI)

La activacion del grupo carboxilo para el acido labdadienoico (1) empleado 1,1°-
carbonildiimidazol (CDI) no procedid, debido a la insaturacion alfa al carbonilo y el efecto
resonante con el carbonilo lo que disminuye la electrofilicidad del carbonilo, mientras que,
la activacion de los acidos 2 y 3 si fue favorable, ya que se prepararon los 26 derivados tipo
amida y éster respectivamente.

La reaccion transcurre a través de un intermediario acil-imidazol que favorece el ataque
nucleofilico por parte de un alcohol o amina para formar sus ésteres y amidas respectivos

(Figura 40).3%7

N
//\N N/\\ 2 R H H
N N ) Reng- 1) R1)J\N/R2

o = = o

)J\ )J\ HCI Rs
R, OH THF R4 N\\/\§ ~ o
203 N 2 )J\o R,

NH FNH R1
NQ +CO, N\)

Figura 40. Activacion del grupo carboxilo utilizando CDI.

La incorporacion de acido clorhidrico a la reaccion logra la activacion del intermediario
acil imidazol, lo que aumenta la reactividad y favorece en mayor manera el ataque

nucleofilico (Figura 41).%%
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Figura 41. Mecanismo de reaccion con CDI como activador del grupo carboxilo.

De esta manera se obtuvieron los derivados implementando el CDI como agente activante
para los dos acidos diterpénicos 2 y 3 (Figura 42), los derivados se obtuvieron en distintos
rendimientos, asi como su estado fisico, adicionalmente se llevaron a cabo las reacciones de
metilacion para los &cidos 2 y 3 empleando la metodologia con diazometano obteniendo los

derivados metilados 32 y 43 (Tabla 2).
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Figura 42. Estructuras quimicas de los derivados obtenidos a partir de 2 y 3 mediante CDI.
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Tabla 2. Preparacion de los derivados para los acidos diterpénicos 1-3.

Reaccion Derivado Estado fisico Rendimiento (%)
(1+6)+ COMU + anilina 14+ 15 Oleoso incoloro 79
(1 +6) + diazometano 12+ 11 Oleoso incoloro cuantitativo
2 + CDI + 2-(2-aminoetil)piridina 16 Oleoso incoloro 50
2 + CDI + 2-aminodifenilamina 17 Oleoso marron 50
2 + CDI + 2-picolilamina 18 Oleoso incoloro 44
2 + CDI + 4-fluorobenzilamina 19 Oleoso incoloro 45
2 + CDI + 4-picolilamina 20 Oleoso incoloro 44
2 + CDI + anilina 21 Oleoso verde 73
2 + CDI + n-butilamina 22 Oleoso incoloro 47
2 + CDI + o-toluidina 23 Oleoso verde 46
2 + CDI + 4-benziloxifenol 24 Oleoso incoloro 55
2 + CDI + 4- bromofenol 25 Oleoso incoloro 55
2 + CDI + 4- cumilfenol 26 Oleoso amarillo 31
2 + CDI + eugenol 27 Oleoso incoloro 71
2 + CDI + m-(0-toluidino) fenol 28 Oleoso marron 22
) 29 Oleoso incoloro 52
2 + CDI + orcinol -
30 Oleoso incoloro 6
2 + CDI + p-metoxifenol 31 Oleoso incoloro 69
2 + diazometano 32 Oleoso incoloro cuantitativo
3 + CDI + 2-aminodifenilamina 33 Oleoso marron 46
3 + CDI + 4-fluorobenzilamina 34 p‘SEhldl(;E)llellr;cg C 73
3+ CDI + anilina 35 Solido blanco 74
p. f. 136-138
3+ CDI + benzilamina 36 p?gla‘ﬁ‘;}’;gﬁcfc 49
3 + CDI + n-butilamina 37 Solido blanco 34
p. f. 73-75°C
3 + CDI + o-toluidina 38 Oleoso incoloro 35
3 + CDI + 4-bromofenol 39 Solido blanco 44
p. f. 120-122 °C
3 + CDI + 4-cumilfenol 40 Oleoso incoloro 10
3 + CDI + p-metoxifenol 41 Solido blanco 42
p. f. 95-97 °C
3 + CDI + timol 42 Oleoso incoloro 25
3 + diazometano 43 Oleoso incoloro cuantitativo
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De las funcionalizaciones incorporadas se observar las sefiales esperadas para cada
compuesto en los espectros de RMN 'H, dependiendo si se tratan de sefiales de grupos
alquilo, aromaticos, vinilicos o 4atomos que se encuentren unidos a determinados
heteroatomos, lo cual influye en los desplazamientos quimicos de dichos atomos, entre
algunos ejemplos por mencionar para el derivado 21 se aprecia las sefiales del grupo
aromatico de la anilina en 7.51 ppm una sefial doble con J= 7.6 Hz para H-22, en 7.31 ppm
una sefal triple con J= 7.9 Hz para H-23, en 7.20 ppm se observa una sefial simple ancha
que correspondia para el NH del grupo amida y en 7.11 ppm una sefial triple con J= 7.4 Hz
para H-24, en 5.37 ppm la senal del proton vinilico H-7 como una sefial simple ancha,
caracteristica del acido cativico, mientras que para el derivado 35 de igual manera con la
anilina se observo la sefal del grupo amida en 7.70 ppm, desplazamiento quimico que
puede ser explicado por una posible interaccion por puente de hidrégeno con el hidroxilo en
C-8, adicionalmente se observaron las sefiales de los protones aromaticos en 7.53 ppm una
sefal doble con J = 7.8 Hz para H-22, en 7.30 ppm una sefial triple con J = 7.9 Hz para H-
23 y en 7.09 ppm una sefal triple con J = 7.4 Hz para H-24, para el caso de los derivados
tipo amida 22 y 37 donde se implement6 la n-butilamina como nucleéfilo se observo en su
espectro de RMN de 'H para el compuesto 22 la sefial de H del grupo amida en 5.44 ppm,
en 5.38 ppm la sefial correspondiente al proton vinilico H-7, en 3.25 ppm una senal
cuadruple con J = 6.7 Hz correspondiente al metileno CH2-21, por su parte los metilenos
CH»-22, CH»2-23 se encuentran como sefiales traslapadas alrededor de 1.46 y 1.32 ppm, el
metilo CH3-24 por su parte alrededor de 0.92 ppm como una sefal triple con J = 7.1 Hz,
parte para el derivado 37 se observo de manera similar el protén del grupo amida en 5.61
ppm, el metileno CH»-21 en 3.23 ppm como una seial cuadruple con J = 6.7 Hz, mientras
que los metilenos CH2-22, CH»2-23 se encuentra traslapados alrededor de 1.45 y 1.33 ppm,
adicionalmente el metilo CH3-24 en 0.92 ppm. Para el caso de los derivados 31 y 41 donde
se implementd el p-metoxi fenol como nucleéfilo se aprecia en su espectro de RMN de 'H
para el derivado 31 en 6.98 ppm una sefial doble con J = 8.9 Hz para H-22, en 6.88 ppm
una sefal doble con J = 9.0 Hz para H-23, la sefial del protén vinilico en 5.38 ppm de H-7 y
en 3.78 ppm el metoxilo CH30-25, de igual manera para el derivado 41 se apreciaron las

sefales del anillo aromético para sustituido observandose en 6.98 ppm uma sefial doble con
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J = 9.1 Hz para H-22, en 6.86 ppm uma sefial doble con J = 9.1 Hz para H-23 y en 3.78

ppm la presencia del metoxilo CH30-25.

Adicionalmente el cambio mds significativo en los espectros de RMN de °C, ademés de la

incorporacion de las sefiales pertenecientes a las aminas o alcoholes respectivos, fue el

cambio en el desplazamiento quimico del grupo funcional carboxilo para las materias

primas 2 y 3 de 179.7 y 178.4 ppm, ya una vez transformado el grupo funcional en amidas

o ésteres se observo el carbonilo C-15 alrededor de 170- 173 ppm (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de los desplazamientos quimicos de RMN de *C en ppm de 2 y 3

con los derivados 21, 22, 31, 35, 37 y 41.

Carbono Derivados
2 3 21 22 31 35 37 41
1 39.1 39.6 39.2 39.2 39.2 39.9 39.8 39.7
2 18.8 18.4 18.8 18.8 18.8 18.4 18.6 18.4
3 42.3 41.9 42.3 42.3 42.3 41.9 42.1 42.0
4 32.9 33.2 329 32.9 329 33.2 334 33.2
5 50.1 56.0 50.1 50.1 50.1 56.0 56.3 56.1
6 23.8 204 23.8 23.8 23.8 20.6 20.7 20.5
7 122.1 44.2 122.2 122.1 122.2 44.6 44.6 44.6
8 135.3 74.6 135.2 135.3 135.2 74.8 74.5 74.3
9 55.2 61.7 55.3 55.3 55.3 61.2 61.8 62.1
10 36.8 39.1 36.9 36.8 36.9 39.1 39.3 39.1
11 24.5 21.9 24.5 24.5 24.5 21.1 21.7 22.6
12 393 39.8 39.6 39.6 394 39.2 399 40.4
13 31.1 30.7 31.8 31.8 314 31.3 31.5 31.3
14 41.3 40.9 453 44 .4 41.5 44 .4 44.0 414
15 179.7 | 178.4 | 170.8 172.4 172.1 171.7 173.0 172.3
16 19.9 19.9 19.9 19.8 19.9 20.2 20.2 20.0
17 22.1 23.8 22.2 22.1 22.2 244 24.2 23.9
18 33.2 333 33.1 33.1 33.2 334 33.6 334
19 21.8 214 21.8 21.8 21.8 21.5 21.7 21.5
20 13.5 154 13.6 13.5 13.6 15.5 15.6 15.5
21 137.9 39.2 144.2 138.2 394 144.2
22 119.8 31.7 122.3 119.7 31.9 122.3
23 129.0 20.1 114.4 129.0 20.3 114.4
24 124.2 13.7 157.1 123.9 13.9 157.1
25 55.6 55.6
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Los derivados se purificaron mediante columna cromatografica empleando una mezcla de
disolventes Hex:AcOEt en orden ascendente de polaridad, cada uno fue caracterizado
mediante RMN de 1D y 2D observando las sefales esperadas para las funcionalizaciones
incorporadas a la estructura de los diterpenos, solo para el caso de los derivados 25 y 39

con 4-bromofenol se realizaron las purificaciones con Hex:CH>Cl.

7.5 Ensayo de viabilidad celular con MTT

Con la finalidad de determinar si las modificaciones quimicas realizadas a los acidos
diterpénicos 2 y 3, presentaban actividad citotoxica, se realizaron los experimentos de
citotoxicidad mediante el ensayo colorimétrico de MTT, el cual se basa en la reduccion
metabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), un
compuesto soluble en agua y de coloracion amarilla que al ser reducido por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa forma unos cristales de color azul insolubles en
agua o el medio de cultivo, conocidos como cristales de formazan, estos cristales se pueden
observar en el fondo del medio incompleto DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium/Nutrient F-12 Ham), los cristales fueron disueltos con una mezcla de disolventes
1sopropanol:HCI 1M con una relacion 19:1 (Figura 43), adicionalmente las lecturas se
realizaron empleado un espectrofotometro a 595 nm siguiendo la metodologia de
Mosmann.”” ! Los resultados obtenidos se estandarizaron respecto al vehiculo para

obtener los resultados como porcentajes.

. . N—NH
N- /© Succinato deshidrogenasa 7
72 (SDH) _

~N* - N=N
N/

MTT MTT Formazan
Figura 43. Reduccion metabolica del anillo de tetrazol del MTT.
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Cabe destacar que el experimento mide la actividad metabolica de las células viables, por lo
que la cantidad de cristales formados y la absorbancia obtenida es directamente
proporcional a la cantidad de células viables que reducen el MTT.

Todos los compuestos anteriormente descritos se evaluaron a diferentes concentraciones, en
las lineas celulares MCF-7, K562 y bMEC, determinandose su efecto citotoxico y mediante
el programa de andlisis de datos GraphPad Prism 8 y el método Smoothing spline se

determino su ICso (Tabla 4).
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Tabla 4.

ICso de los compuestos evaluados en células MCF-7, K562 y bMEC.

MCF-7 K562 bMEC
Compuesto ug/mL uM ug/mL uM pg/mL uM
2 9.61+0.55 | 31.36+1.79 | 5.06+0.89 | 16.51+291 | 7.79+0.33 25.42+1.08
3 — — 53.23+£0.69 | 164.04£2.12 — —
16 824+1.83 | 20.06+4.47 | 1.09+0.22 2.66 £ 0.54 2.31+£0.03 5.62 £0.08
17 — — — — X P
18 397+2.12 10.00£5.34 | 1.64+£0.75 4.14 £1.88 4.13£0.02 10.41 £ 0.06
19 — — — — X P
20 8.18+2.69 | 20.61+6.77 | 2.67+0.70 6.72+1.76 7.57 £0.08 19.09 +0.20
21 — — — — P P
22 — — — — P X
23 — — 23.27+591 | 58.82+14.93 — —
24 — — — — P X
25 — — 1740+ 1.15 | 37.71+2.48 — —
26 — — — — X X
27 — — — — P X
28 — — — — P P
29 38.64 £8.78 | 93.64+£21.29 | 10.04+£1.59 | 24.34+3.86 | 27.37+4.93 | 66.33+11.96
30 — — — — P P
31 — — — — P P
32 — — 6.67+1.62 | 20.81 £5.05 — —
33 — — 1.91 +£0.05 3.89+£0.10 — —
34 591+£1.78 13.69+4.11 | 420+0.78 9.73+1.82 | 10.10£0.94 | 23.41+2.18
35 7.92+3.87 | 19.81+9.69 | 3.62+0.80 9.07£2.01 7.04 £0.33 17.62+0.82
36 7.00+1.20 | 16.93+2.89 | 4.02+0.57 9.72 £1.37 5.05+0.36 12.22+£0.86
37 17.54+£0.97 | 46.20£2.57 | 3.99+0.96 | 10.50+2.54 — —
38 894+3.62 | 21.61+8.74 | 098+0.12 2.38 £0.29 — —
39 — — 15.59+4.60 | 32.51+9.59 — —
40 — — — — X P
41 31.81£2.51 | 73.87+£5.82 | 791+0.69 | 1837+1.61 | 22.93+1.50 | 53.25+3.48
42 — — 10.81£1.45 | 23.67+3.18 | 14.21 £0.51 31.12+1.11
43 894+1.72 | 2641+5.07 | 2.81+0.38 829+1.13 6.10 £ 0.23 18.03 £ 0.67
Actinomicina D'* 13+£2.13 1036+ 1.70 | 10.00+1.65| 7.97+1.31 13.00 £ 5.73 10.36 +£4.56

— = No presento efecto citotoxico

% = No se evalud en la linea celular
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Para los compuestos que presentaron un efecto citotdoxico en alguna de las lineas celulares
MCEF-7 o K562, su ICsp se evalu6 en células no cancerosas de epitelio mamario bovino
(bMEC). Los cambios morfologicos que se podian apreciar en las células muertas para los

compuestos activos eran evidentes (Figura 44).

A) Células MCF-7 B) Células K562 C) Células bBMEC
D) Células MCF-7 muertas E) Células K562 muertas F) Células bMEC muertas

Figura 44. Imagenes tomadas a 20X, A) Células MCF-7 intactas, B) Células K562 intactas,
C) Células bMEC intactas, D) Células MCF-7 muertas, E) Células K562 muertas, F)
Células bMEC muertas.
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7.6 Citometria de flujo

El citdmetro de flujo es un equipo que permite determinar multiples caracteristicas fisicas
de las células, como su complejidad y tamafio a medida que las células fluyen en
suspension a través de un sistema de medicion que clasifica las células de acuerdo a dichas

caracteristicas (Figura 45).!%

Fluidics system

Detectors

\ Lens

Lasers

-

V-G —

7

‘ s —

- R
U

Computer

Figura 45. Funcionamiento interno del citometro de flujo.

La citometria de flujo se implementd para determinar la muerte celular e identificacion de
las células apoptoticas o necroticas, basados en los cambios de la membrana plasméatica que
pueden ser determinados mediante una combinacion de los fluoréforos Anexina V y 7-
aminoactinomicina D (7AAD),'" la Anexina V por su parte se une al fosfolipido de
membrana interna la fosfatidilserina, un fosfolipido que cuando la célula se encuentra en
apoptosis, este es expresado en la membrana externa, por otro lado el 7AAD se implementa
como marcador para la identificacion de necrosis ya que tiene la capacidad de intercalarse

con el ADN cuando todo en contenido extracelular es liberado (Figura 46).19>-106
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Figura 46. Mecanismo de accion del ensayo de apoptosis-necrosis con los fluoréforos
Anexina V y 7AAD en las células. Modificado de Annexin V/7-AAD Staining in
Keratinocytes.!?

Los fluor6foros son marcadores fluorescentes que permiten la deteccion de moléculas, de
acuerdo a la absorcion y emision de una determinada longitud de onda, cuando el
fluoréforo absorbe una longitud de onda, sus electrones pasan de estar de un estado basal
(So) a un estado electronico excitado singlete (S2) de maxima energia, el fluor6foro luego
sufre un cambio conformacional y los electrones caen a un nivel de energia mas bajo y mas
estable llamado estado singlete electronico (S1) donde la diferencia de energia es liberada
en forma de calor, finalmente los electrones regresan a su estado basal (So) liberando la
energia restante como fluorescencia (Figura 47). Este ciclo se repite generando asi la

amplificacion de la sefial para cada fluoréforo que detecta el citometro de flujo.!?’

: T \ 81
Energia Excitacién Emision
t |o o

S

Figura 47. Absorcion y emision de energia de los fluoroforos.
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Ademas de que ambos fluoroforos presentan una diferencia en la absorcion con distinta
longitudes de onda, la Anexina V presenta su maxima absorcion alrededor de 500 nm y su
emision a 520 nm, mientras que el 7AAD presenta una absorcion en 550 nm y su emision

en 650 nm aproximadamente, lo que puede observarse en la figura 48.'%8

e 5y

Figura 48. Longitud de onda de los espectros de absorcion (curva punteada) y emision
(curva solida) para Anexina V (color verde) y 7AAD (color rojo).

Los resultados obtenidos indican la distribucion de las células en diferentes cuadrantes,
dependiendo en donde se localicen la poblacion correspondera a un tipo de muerte celular o
bien que las células se encuentren intactas; Q1-LL (células viables), Q1-LR (apoptosis

temprana), Q1-UR (apoptosis tardia), Q1-UL (necrosis, Figura 49).1%°

TAA

Q21-LR

1
P e Y - B - R g
FL1-2

Anexina

Figura 49. Cuantificacion del ensayo de apoptosis-necrosis con Anexina V'y 7AAD.

Después de que se determind el efecto citotoxico de los compuestos en las lineas celulares,
se llevo a cabo la evaluacion mediante citometria de flujo para determinar el tipo de muerte

celular que producian los compuestos probados anteriormente en las células MCF-7 y
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K562. Como controles se implementaron la Actinomicina D para apoptosis, el EDTA para
la necrosis y como vehiculo se implemento etanol.

Los resultados observados para los diversos compuestos que se evaluaron en las células
MCF-7 mostraron una tendencia mayoritaria hacia la muerte celular por apoptosis,
observandose los desplazamientos de la poblacion de células hacia los cuadrantes QI1-LR
(apoptosis temprana) y Q1-UR (apoptosis tardia), observandose que en determinados casos
se apreci6 el desplazamiento de la poblacion celular hacia el cuadrante Q1-UL (necrosis),
esto puede ser explicado debido a un mayor tiempo de exposicion de los compuestos con
las células, que inducen a que las células después de la apoptosis permita el ingreso del
7AAD uniéndose al ADN generando el desplazamiento de la poblacion (Figura 50).

De los mejores resultados obtenidos para la linea celular MCF-7 mediante citometria de
flujo se encuentran los compuestos 2, 16, 18, 35 y 37, que fueron en donde se aprecid de
una mejor manera la distribucion de la poblacion de células en el cuadrante correspondiente
para apoptosis temprana (Q1-LR), por su parte para los compuestos 38 y 43 la distribucion
de las células se localiz6 en el cuadrante de apoptosis tardia (Q1-UR), el compuesto 20 solo
mostro un 19.3% de células en apoptosis temprana por lo que indica que requiere mas
tiempo de tratamiento con el compuesto, para el compuesto 36 se observéd una distribucion
entre los cuadrantes de apoptosis temprana 20.7%, apoptosis tardia 42.3% y necrosis
25.2%, de los compuestos menos favorables en cuanto a citometria de flujo se encuentran
29, 34 y 41 cuya poblacion de células se observo preferentemente en los cuadrantes de
necrosis (Q1-UL), para estos resultados se podria reducir el tiempo de exposicion del

compuesto para descartar una necrosis a largo plazo.
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Figura 50. Experimento de apoptosis-necrosis mediante citometria de flujo en células
MCF-7 con Anexina-V (eje X) y 7AAD (eje Y). Células vivas (Q1-LL), apoptosis
temprana (Q1-LR), apoptosis tardia (Q1-UR) y necrosis (Q1-UL); A) Control de apoptosis
(Actinomicina D 13 uM), B) Control de necrosis (EDTA 150 mM), C) Vehiculo (etanol
2%), D) Células tratadas con el acido cativico (2), E) Células tratadas con el compuesto 16,
F) Células tratadas con el compuesto 18, G) Células tratadas con el compuesto 20, H)
Células tratadas con el compuesto 29, 1) Células tratadas con el compuesto 34, J) Células
tratadas con el compuesto 35, K) Células tratadas con el compuesto 36, L) Células tratadas
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con el compuesto 37, M) Células tratadas con el compuesto 38, N) Células tratadas con el
compuesto 41, N) Células tratadas con el compuesto 43, todos los experimentos fueron
evaluados con el ICso de los compuestos a 24 h.

Para el caso de los compuestos evaluados en las células K562 se observd un
comportamiento muy similar, de los mejores resultados se encuentran los compuestos 3, 23,
32, 33, 34, 38 y 39 que presentaron la mayor poblacion de células en el cuadrante de
apoptosis temprana (Q1-LR), para el caso de los compuestos 2, 16, 18, 20, 29, 35, 36, 37,
41 y 43 la mayor poblacion de las células se observaron en el cuadrante de apoptosis tardia
(Q1-UR) y por su parte los compuestos 25 y 42 se observaron en una distribucion entre los
cuadrantes de apoptosis tardia (Q1-UR) y necrosis (Q1-UL) mayoritariamente, para estos
ensayos de igual manera se implementaron los controles Actinomicina D, EDTA y etanol

(Figura 51).
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Figura 51. Experimento de apoptosis-necrosis mediante citometria de flujo en células
K562 con Anexina-V (eje X) y 7AAD (eje Y). Células vivas (Q1-LL), apoptosis temprana
(Q1-LR), apoptosis tardia (QI-UR) y necrosis (Q1-UL); A) Control de apoptosis
(Actinomicina D 10 uM), B) Control de necrosis (EDTA 150 mM), C) Vehiculo (etanol
2%), D) Células tratadas con el acido cativico (2), E) Células tratadas con el acido 13-epi-
labdanolico (3), F) Células tratadas con el compuesto 16, G) Células tratadas con el
compuesto 18, H) Células tratadas con el compuesto 20, 1) Células tratadas con el
compuesto 23, J) Células tratadas con el compuesto 25, K) Células tratadas con el
compuesto 29, L) Células tratadas con el compuesto 32, M) Células tratadas con el
compuesto 33, N) Células tratadas con el compuesto 34, N) Células tratadas con el
compuesto 35, O) Células tratadas con el compuesto 36, P) Cé¢lulas tratadas con el
compuesto 37, Q) Células tratadas con el compuesto 38, R) Células tratadas con el
compuesto 39, S) Células tratadas con el compuesto 41, T) Células tratadas con el
compuesto 42, U) Células tratadas con el compuesto 43, todos los experimentos fueron
evaluados con el ICso de los compuestos a 24 h

Hasta esta parte se determiné el efecto citotoxico y el tipo de muerte celular que inducen
los compuestos naturales 2 y 3, asi como sus derivados tipo amida y éster en las células de
cancer MCF-7 y K562 mediante los ensayos de viabilidad celular con MTT vy el ensayo de
apoptosis- necrosis con citometria de flujo.

Continuando con el estudio y exploracion de la reactividad quimica de los diterpenos tipo

labdano 2 y 3, se decidio llevar a cabo reacciones que permitan atacar posiciones distintas
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al carbonilo del &cido carboxilico, debido a que no hay reportes previos de la
implementacion de reacciones o metodologias en posiciones a para estos diterpenos, de esta
manera se decidié implementar las primeras reacciones de a-aminacion por organocatalisis

de los productos naturales obtenidos de Ageratina jocotepecana.

7.7 Reacciones de a-aminacion

Para estas reacciones de a-aminacion de los productos naturales 2 y 3 se emplearon los
catalizadores (S)-(—)-a,a-difenil-2-pirrolidinmetanol (44), L-prolina (45), D-prolina (46), 9-
amino-(9-desoxi)-epi-quinina (47) y 9-amino-(9-desoxi)-epi-cinchonidina (48, Figura 52).

05 D 24 ﬁmgﬁ %A)y

44 45

Figura 52. Catalizadores tipo amina primaria y secundaria (44-48).

Los catalizadores 47 y 48 fueron previamente sintetizados a partir de las materias primas,
los alcaloides quinina (49) y cinchonidina (50), mediante tres etapas de reaccion, la primera
mediante una incorporacion de un grupo azida con la reaccion de Mitsunobu que realiza
una inversion de la configuracion del hidroxilo, seguida de una reduccion in situ mediante
la reaccion de Staudinger y subsecuentemente la hidrdlisis que proporciona la amina como

producto (Figura 53).!%
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Figura 53. Condiciones de reaccion: A) PPhs, DIAD, DPPA, THF, 0-45 °C; B) PPhs, 45
°C; C) H20, 45 °C, HClaq ¢ NH4OH.

Primeramente se trat6 el acido carboxilico 2 con LiAlH4 para proporcionar el alcohol
primario 51 en un 94%, este alcohol se oxidd con clorocromato de piridinio (PCC) para dar
el aldehido 52 en un 92%, la reaccién de a-aminacion se realizd usando DBAD como

electrofilo (Figura 54).

~
~
N

CbzN—NHCbz

H

-
~
g

54a 54b 53a
Figura 54. Reactivos y condiciones: A) LiAlH4, THF, 4 h, 94%; B) PCC, MgSO4, CH>Cly,
5 h, 92%; C) (i) L-Prolina, DBAD, CHClIs, 24 h, t.a.; (ii) NaBH4, MeOH, 2 h; 76% en 2
etapas, ed. 52%; D) (i) Hz, Pd/C, Pt, AcOEt, 24 h, (ii) Nickel Raney, 63%.
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Se decidio utilizar el dibenzil azodicarboxilato (DBAD), ya que incluye el grupo protector
Cbz que es facilmente removible y ademas la presencia de un grupo cromo6foro como el
benceno que puede ser detectado facilmente por UV.

La reaccion del aldehido 52 en acetonitrilo se realizd primeramente sin catalizador a t.a.
durante 24 h (Tabla 5, ensayo 1), pero la reaccién no procedid, posteriormente la reaccion
se realizd en acetonitrilo en presencia del catalizador prolina racémica a t.a. por 24 h
(ensayo 2), el producto obtenido como aldehido no era estable por lo que se decidid llevar a
cabo la reduccion in situ del derivado a-hidrazinoaldehido, realizandose directamente en
una reaccion one pot con NaBH4/MeOH para proporcionar la mezcla de diasteromeros a-
hidrazinoalcohol 53a y 53b con un rendimiento medio de 61% después de purificacion por
columna cromatografica, de acuerdo a los valores de 0% de exceso diasteromérico, lo cual
sugiere que la configuracion de la materia de partida 52 no estd involucrada en la
diasteroselectividad de la a-aminacion de los diasteromeros 53a y 53b. El mismo resultado
se observd cuando la reaccion se realizd en cloroformo (ensayo 5), alentados por este
resultado, se decidid evaluar los catalizadores enantioméricamente puros L- y D-prolina con
similar rendimiento y bajo ed 17-14% (ensayos 3 y 4). La reaccion en cloroformo dio
mejores resultados con rendimientos de 76 y 74% para 53a y 53b respectivamente con un
exceso diasteromérico de 52 y 58% (ensayos 6 y 7).

Por otro lado se implement6 el catalizador (S)-(—)-a,a-difenil-2-pirrolidinmetanol (44,
ensayo 8), en este caso se considerd que por el efecto estérico del catalizador la reaccion no
procedid, por lo que se obtenia el material de partida intacto, para complementar el estudio
se evaluaron catalizadores de aminas primarias para tratar de aumentar los rendimientos y
ed, para este caso se utilizd el 9-amino-(9-desoxi)-epi-quinina (47) y 9-amino-(9-desoxi)-
epi-cinconidina (48), donde el rendimiento fue mejor con 83 y 72% (ensayo 9 y 10); sin
embargo, el exceso diasteromérico disminuyd en ambos casos, obteniéndose mezcla

racémica en un caso y en el otro solo un 16%.
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Tabla 5. Reacciones de a-aminacion del aldehido 52 con catalizadores tipo amina.

Ensayo® | Electréfilo Catalizador Disolvente mF;';/%(itijtc::io Rend(ioT);ento° (%f)

1 DBAD — CH:;CN NR?

2 DBAD Prolina racémica CH;CN 53ay 53b 61 0
3 DBAD L-prolina CH3;CN 53a 53 17
4 DBAD D-prolina CH3;CN 53b 54 14
5 DBAD Prolina racémica CHCl3 53ay 53b 65 0
6 DBAD L-prolina CHCl; 53a 76 52
7 DBAD D-prolina CHCIs 53b 74 58
8 DBAD (51)315-;31 zlﬁlrilefgﬁi)lz CH;CN NR

9 DBAD 9'3“233;1(3{11‘1;20"i)' CHCL, | 53ay53b 83 0
10 DBAD 9;;1:131‘;5}?0‘31‘133?5;) CHCl 53a 72 16

*NR = No reacciona

®Reaccion purificada después de una reduccion directa.
¢Rendimiento aislado después de cromatografia en columna.
ded determinado después de cromatografia en columna.

La configuracion del producto se establecié de acuerdo con el mecanismo del catalizador
empleado, los diasteromeros 53a y 53b son accesibles en diferentes proporciones
dependiendo del catalizador y disolvente utilizado. Asi el uso de L-prolina proporciona en
mayor rendimiento el compuesto 53a, mientras que su enantiomero D-prolina da el
compuesto 53b. Reportes de la literatura mostraron que los compuestos de a-hidrazina
derivados del DBAD pueden hidrolizarse con las condiciones clasicas de Hz, Pd/C, Niquel
Raney en una reacciéon one pot para obtener el correspondiente amino alcohol libre.'!? Se
realizo la reaccion de hidrogenacion del diasteromero 53a empleando como catalizador en
mezcla de Pd/C y Pt para obtener el compuesto de hidrazina, que se hidrolizd
posteriormente con el reactivo de Niquel Raney en una reaccion one pot, obteniéndose una
mezcla inseparable de los productos reducidos 54a y 54b con un rendimiento del 63%
(Figura 54), los compuestos fueron corroborados por la espectrometria de masa que
confirm6 el ion molecular [M + H]" m/z 310.3115, el cual corresponde con la formula
molecular C20H40NO, ademas de notar la ausencia en RMN de 'H del doble enlace

caracteristico del 4cido cativico (2) entre C-7 y C-8 que aparece en 5.39 ppm, los resultados
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sugieren que el catalizador de platino es el responsable de realizar la reduccion del doble
enlace dando una mezcla de productos en posicion a y S con el CHz-17, para mantener el
doble enlace intacto se realiz6 la reaccion de hidrogenacion solo con el catalizador Pd/C,
posteriormente el tratamiento de Niquel Raney para proporcionar el producto 55 en 80% de
rendimiento crudo, el cual por ser un compuesto inestable no fue posible su purificacion, el
espectro de RMN de 'H mostré la sefial para el proton vinilico 7 en § 5.37, el espectro de
masa mostrd el ion molecular [M + H ]J" m/z 308.2946, correspondiente a la formula

molecular C20H3sNO donde el doble enlace es conservado (Figura 55).

~
~
N

52 —
CbzN—NHCbz

53b

Figura 55. Reactivos y condiciones: A) (i) D-Prolina, DBAD, CHCl3, 24 h, t.a.; (i) NaBHa,
MeOH, 2 h; 74% en 2 etapas, ed. 58%; B) (i) H2, Pd/C, AcOEt, 24 h, (ii) Nickel Raney,
80%.

En otra reaccion de hidrogenacion evaluada se encontrd la mezcla del compuesto 55 y el
producto ciclado 56 en 95% de rendimiento crudo, debido a la inestabilidad de los

productos no fue posible su purificacion (Figura 56).

‘1,

53b

Figura 56. Reactivos y condiciones: A) (i) H2, Pd/C, AcOEt, 24 h, (ii) Nickel Raney, 95%.

En el espectro de 'H se observé la presencia de la sefial del proton vinilico H-7 en 5.37 ppm
indicando la conservacion de la doble ligadura, asi como la presencia de un conjunto de

sefales de 4.40 a 3.60 ppm, debido a la mezcla de productos (Figura 57).
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de la mezcla de productos 55-56 en CDCls.
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Figura 58. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz de la mezcla de productos 55-56 en CDCl;.
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Mientras que en el espectro de RMN de '°C se puede apreciar la sefial de carbonilo en
159.71 ppm, lo que indic¢ la presencia del producto ciclado y correspondiente al carbonilo
afadido del DBAD, ademas se observa la mezcla de sehales que corresponden para 2
productos. (Figura 58).

Para el caso del el acido 13-epi-labdanolico (3) previamente aislado en un 10-15% de
rendimiento de flores de Ageratina jocotepenaca, se realizé la reaccion de a-aminacion de
forma similar (Figura 59), la reaccién de reduccién de 3 con LiAlH4 para proporcionar el
alcohol 57 en un 94%, el cual se oxid6é con PCC para dar el aldehido 58 en un 80% de
rendimiento, la reaccién de a-aminacion se realizd primeramente en cloroformo y DBAD
como electréfilo sin catalizador (Tabla 6, ensayo 1), pero la reaccion no procedid,
posteriormente la reaccion se evaludé con prolina racémica como catalizador seguido de
reduccion in situ con NaBH4/MeOH, ya que de igual manera el aldehido obtenido era
inestable, por lo que la reduccion se realizo para obtener el hidrazinoalcohol 59, la
quiralidad de 58 demostroé tener influencia en el producto obtenido hidrazinoalcohol 59 con
33% de rendimiento y observarse un exceso diasteromérico de 44% (ensayo 2), por su parte
las reacciones con los catalizadores L- y D-prolina, se obtuvo el mismo diasterémero como

producto principal con rendimientos similares de 36 y 26% y ed superior al 60% (ensayos 3

y4).

Tabla 6. Reacciones de a-aminacion del aldehido 58 con catalizadores tipo amina.

Ensayo® | Electrofilo Catalizador Disolvente | Producto Rend(ig}; ;entob (%S:)
1 DBAD — CHCls NR — —
2 DBAD Prolina racémica CHCI; 59 33 44
3 DBAD L-prolina CHCl3 59 36 70
4 DBAD D-prolina CHCl; 59 26 62

*Reaccion purificada después de una reduccion directa.
Rendimiento aislado después de cromatografia en columna.
¢ed determinado después de cromatografia en columna.

73



Estos resultados pueden ser explicados por la presencia del grupo hidroxilo de 58 en
posicion C-8, donde por puente de hidrogeno con el DBAD puede dirigir el ataque por una
cara de la enamina. Adicionalmente se realiz6 la reaccién de hidrogenacion con Pd/C y
posteriormente el tratamiento con Niquel Raney, condujo tinicamente al producto ciclado
60 con un rendimiento de 93%. La ciclacion similar fue reportada por Brise,!'! el
compuesto hidrazinoalcohol 59 puede ser ciclado, donde el hidroxilo en la posiciéon C-15
puede inducir una ciclacion intramolecular con el carbonilo del Cbz, proporcionando el
anillo de 6 miembros de 1,3,4-oxadiazinan-2-ona. El espectro de RMN de '*C mostré una
sefial 0 159.8 que se le atribuye al carbonilo obtenido del Cbz, en el espectro de IR también

1

se aprecia la sefial del carbonilo en 1746 cm ™, adicionalmente el espectro de masa presentod

un ion [M — OH]" m/z 349.2854 que corresponde con la formula C2;H37N205.

Cbhz

N\NH
Cbhz

""/OH OH

59

-
g

Figura 59. Condiciones de reaccion: A) LiAlHs, THF, 4 h, 94%; B) PCC, MgSO4, CH>Cl,,
5 h, 80%; C) (i) L-Prolina, DBAD, CHCl3, 48 h, t.a.; (ii) NaBH4, MeOH, 2 h, 36%; D) (i)
Hy, Pd/C, AcOEt, 24 h, (ii) Niquel Raney 3 h, 93%.

El modelado molecular de las estructuras de enamina 52a (Figura 61), 58a (Figura 63) con
L-prolina y 52b (Figura 62), 58b (Figura 64) con D-prolina se realizaron para explicar el
mayor estereoisomero para esta reaccion, en donde el grupo carboxilico en el estado de
transicion prolina-enamina favorece un puente de hidrogeno intramolecular quien dirige el

ataque del azodicarboxilato por una cara (Figura 60).
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52a-1 52b-1
Gppr=—741776.61 Gppr=—741776.79

e
-

58a-1 58b-1
Gppr=—789734.86 Gppr=—789735.30

Figura 60. Estructuras de la activacion via enamina con los catalizadores L- y D-prolina de
52 y 58, energia de los conférmeros 52a-1, 52b-1, 58a-1 y 58b-1 en kcal/mol.

Los minimos de energia para los conférmeros de la E-enamina para 52 mostraron el puente
de hidrogeno N-H con el grupo carboxilo de la prolina, donde se observa un ataque por
caras opuestas de la enamina formada (C-14-C-15), la aproximacion del DBAD por una
orientacion anti en la cara Re se observd cuando se implementaba la L-prolina (52a-1),

dando origen a un producto con configuracion R en C-14, la contribuciéon poblacional
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calculada a partir de la energia libre proporciono el 37.47% para 52a-1 (Tabla 7), el caso
contrario se observo cuando la D-prolina se utilizd, mostrando una orientacidon syn y siendo
la cara Si quien dirige hacia una configuracion S, la contribucion poblacional a partir de la
energia libre calculada fue de 52.49% para 52b-1 (Tabla 8), de acuerdo a la estereoquimica
obtenida es consistente por lo demostrado por Jorgensen®® y List>’
(Figura 60).

En el caso de los mininos globales para la E-enamina formada con el aldehido 58 y la L-

con el uso de L-prolina

prolina (58a-1), la orientacion del puente de hidrogeno N-H fue observado por la cara Si
con una orientacion anti, donde la contribucion poblacional del minimo global es de
87.53% para 58a-1 (Tabla 9), dando la formacién del producto con configuracion S,
finalmente el minimo global para 58b-1 contribuy6 con el 29.44% (Tabla 10) de poblacion
con una orientacion Syn y el puente de hidrogeno dirige hacia la cara Re de la enamina,
proporcionando el producto con configuracion R. De acuerdo a estos resultados, la
presencia de la inversion de la configuraciéon en C-13 para 58 con respecto a 52 podria
generar un efecto estérico con el metilo que puede cambiar la orientacion del mecanismo de
la L-prolina, adicionalmente la presencia de grupo hidroxilo de 58 en posiciéon C-8 muestra
un puente de hidrogeno con el OH del carboxilo de la prolina 58a-8, esta conformacion fue
observada solamente cuando la L-prolina fue utilizada; sin embargo, la contribucion en la

poblacion fue menor al 1% del total de los conféormeros.
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Tabla 7. Parametros termoquimicos del analisis conformacional de la enamina 52a.

Conformero  AEmwmre® Yommrr” AEpgr® Yoprr? AGopt® Yoopt'
52a-1 0.773 8.88 0.000 39.57 0.000 37.47
52a-2 0.000 32.74 0.431 19.13 0.102 31.53
52a-3 1.331 3.46 0.905 8.59 0.678 11.94
52a-4 1.902 1.32 0.609 14.16 0.835 9.16
52a-5 1.983 1.15 1.479 3.26 1.259 4.48
52a-6 1.965 1.19 1.919 1.55 1.896 1.53
52a-7 0.462 15.02 1.484 3.23 2.053 1.17
52a-8 1.100 5.11 1.629 2.53 2.119 1.05
52a-9 2.017 1.09 1.389 3.80 2.435 0.61

52a-10 0.173 24.46 1.825 1.82 2.703 0.39
52a-11 1.415 3.00 2.300 0.81 2.704 0.39
52a-12 1.506 2.58 1.917 1.55 2.872 0.28

* Energia relativa de mecanica molecular de 52a-2 con Emmrr = 91.11 kcal/mol.

b Poblacién en % de mecéanica molecular calculado de energias MMFF de acuerdo a AEymrr = —RT In K.

¢ Energia relativa del single point B3LYP/DGDZVP de 52a-1 con Epgpzve = —742130.53 kecal/mol.

4 Poblacién en % calculada de la energia electronica de acuerdo a AEpgpzve = —RT In K usando la ecuacion de
Boltzmann ny/n; = exp[—(E2 — E1)/RT] y considerando n; + n, = 1.

¢ Energia libre relativa B3SLYP/DGDZVP de 52a-1 con Gpgpzve =—741776.61 kcal/mol.

fPoblacion en % calculado de las energias libres de acuerdo a AGpgpzve = —RT In K usando la ecuacién de
Boltzmann ny/n; = exp[—(G2 — G1)/RT] y considerando n; +n, = 1.
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52a-1 52a-2 52a-3
Gppr=—741776.61 Gprr=—741776.50 Gppr=—741775.93

52a-4 52a-5 52a-6
Gppr=—741775.77 Gprr=—741775.35 Gppr=—741774.71

IR

52a-7 52a-8 52a-9
Gppr=—741774.55 Gppr=—741774.49 Gppr=—741774.17



52a-10 52a-11 52a-12
Gppr=-741773.91 Gppr=-741773.90 Gppr=-741773.74

Figura 61. Conformeros de enamina con la activacion con L-prolina de 52 para 52a-1 a
52a-12 en kcal/mol.

Tabla 8. Parametros termoquimicos del analisis conformacional de la enamina 52b.

Conformero  AEmwmre® Yommrr” AEper® Yoprr? AGopt® Yoopt'
52b-1 0.987 8.16 0.000 36.78 0.000 52.49
52b-2 0.285 26.70 0.333 20.98 0.794 13.73
52b-3 1.474 3.59 0.892 8.16 0.830 12.93
52b-4 2.032 1.40 0.519 15.33 0.985 9.96
5205 2.176 1.10 1365 3.67 1.697 2.99
5206 1.538 3.2 1.882 1.54 1.798 252
5207 2.166 .12 1.467 3.00 2112 1.49
5208 2.425 0.71 1715 2.03 2319 1.05
5209 1.457 3.70 1.456 3.15 2.462 0.82

52510 2157 113 1.907 147 2.595 0.66
S2b11 1263 513 1.955 136 2.698 0.55
52b-12 0.000 43.22 1.773 1.85 2.809 0.46
52013 2.346 0.82 2.445 0.59 2.963 0.35

2 Energia relativa de mecanica molecular de 52b-12 con Emmrr = 90.96 kcal/mol.

b Poblacion en % de mecéanica molecular calculado de energias MMFF de acuerdo a AEumrr = —RT In K.

¢ Energia relativa del single point BALYP/DGDZVP de 52b-1 con Epgpzye = —742130.48 kcal/mol.

4 Poblacion en % calculada de la energia electronica de acuerdo a AEpgpzve = —RT In K usando la ecuacion de
Boltzmann na/n; = exp[—(E2 — E1)/RT] y considerando n; + n, = 1.

¢ Energia libre relativa BALYP/DGDZVP de 52b-1 con Gpgpzve = —741776.79 kcal/mol.

fPoblacion en % calculado de las energias libres de acuerdo a AGpspzve = —RT In K usando la ecuacion de
Boltzmann ny/n; = exp[—(G2 — G1)/RT] y considerando n; + ny = 1.
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52b-1 52b-2 52b-3
Gppr=-741776.79 Gppr=—741776.00 Gppr=-741775.96

52b-4 52b-5 52b-6
Gppr=—741775.81 Gprr=—741775.09 Gppr=-741774.99

52b-7 52b-8 52b-9
Gppr=—741774.68 Gppr=—741774.47 Cppr=—741774.33
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52b-10 52b-11 52b-12
Gppr=—741774.20 Gppr=—741774.09 Gppr=—741773.98

52b-13
Gppr=—741773.83

Figura 62. Conformeros de enamina con la activacion con D-prolina de 52, 52b-1 a 52b-13
en kcal/mol.
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Tabla 9. Parametros termoquimicos del analisis conformacional de la enamina 58a.

Conformero  AEwwmre® Yommrr” AEprr° Yoprr? AGopt® Yoopt'
58a-1 0.000 24.50 0.000 36.95 0.000 87.53
58a-2 0.985 4.65 1.281 4.25 1.731 4.71
58a-3 0.474 11.00 1.932 1.42 2.259 1.93
58a-4 0.524 10.12 1.934 1.41 2.535 1.21
58a-5 1.012 4.44 1.479 3.05 2.597 1.09
58a-6 0.966 4.79 1.278 4.28 2.612 1.06
58a-7 0.032 23.23 0.042 3442 2.673 0.97
58a-8 0.257 15.88 0.649 12.35 2.714 0.91
58a-9 1.698 1.39 1.769 1.87 2.959 0.59

2 Energia relativa de mecanica molecular de 58a-1 con Emmrr = 103.89 kcal/mol.

b Poblacién en % de mecéanica molecular calculado de energias MMFF de acuerdo a AEumrr = —RT In K.

¢ Energia relativa del single point B3LYP/DGDZVP de 58a-1 con Epgpzve =—790105.76 kcal/mol.

4 Poblacién en % calculada de la energia electrénica de acuerdo a AEpgpzve = —RT In K usando la ecuacion de
Boltzmann na/n; = exp[—(E2 — E1)/RT] y considerando n; + n, = 1.

¢ Energia libre relativa B3LYP/DGDZVP de 58a-1 con Gpgpzve = —789734.86 kcal/mol.

f Poblacién en % calculado de las energias libres de acuerdo a AGpapzve = —RT In K usando la ecuacion de
Boltzmann ny/n; = exp[—(G2 — G1)/RT] y considerando n; + n, = 1.
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58a-1 58a-2 58a-3
Gppr=—789734.86 Gppr =—789733.13 Gppr =—789732.60

58a-4 58a-5 58a-6
Gppr =-789732.32 Gper =-789732.26 Gppr =-789732.24

\
ot
"
+
58a-7 58a-8 58a-9
Gppr=-789732.18 Gppr=-789732.14 Gppr=-789731.90

Figura 63. Confoérmeros de enamina con la activacion con L-prolina de 58, 58a-1 a 58a-9
en kcal/mol.
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Tabla 10. Parametros termoquimicos del analisis conformacional de la enamina 58b.

Conformero  AEmwmre® Yommrr” AEpgr® Yoprr? AGopt® Yoopt'
58b-1 0.000 44 .45 0.000 21.83 0.000 29.44
58b-2 1.218 5.68 0.074 19.25 0.159 22.52
58b-3 1.467 3.74 0.795 5.71 0.289 18.07
58b-4 0.327 25.59 0.188 15.89 0.447 13.85
58b-5 1.067 7.34 0.107 18.23 0.461 13.52
58b-6 3.037 0.26 1.447 1.90 2.246 0.66
58b-7 1.489 3.60 2.252 0.49 2.359 0.55
58b-8 1.203 5.83 0.269 13.85 2.452 0.47
58b-9 2.266 0.97 1.876 0.92 2.599 0.37

58b-10 2.164 1.15 1.674 1.29 2.678 0.32
58b-11 2.054 1.39 2.086 0.64 2.863 0.23

* Energia relativa de mecanica molecular de 58b-1 con Enmrr = 102.49 kcal/mol.

b Poblacién en % de mecéanica molecular calculado de energias MMFF de acuerdo a AEymrr = —RT In K.

¢ Energia relativa del single point B3LYP/DGDZVP de 58b-1 con Epgpzyve =—790106.06 kcal/mol.

4 Poblacién en % calculada de la energia electrénica de acuerdo a AEpgpzve = —RT In K usando la ecuacion de
Boltzmann ny/n; = exp[—(E2 — E1)/RT] y considerando n; + n, = 1.

¢ Energia libre relativa B3LYP/DGDZVP de 58b-1 con Gpgpzve =—789735.30 kcal/mol.

fPoblacion en % calculado de las energias libres de acuerdo a AGpgpzve = —RT In K usando la ecuacién de
Boltzmann ny/n; = exp[—(G2 — G1)/RT] y considerando n; +n, = 1.
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58b-1 58b-2 58b-3
Gppr=-789735.30 Gppr=-789735.14 Gppr=—789735.01
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58b-10 58b-11
Gppr=—789732.62 Gppr=—789732.44

Figura 64. Conférmeros de enamina con la activacion con D-prolina de 58, 58b-1 a 58b-11
en kcal/mol.

De esta manera de se realizaron satisfactoriamente las reacciones de alfa aminacion para los
diterpenos 2 y 3, empleando una serie de catalizadores que generan diversos rendimientos y
ed, por lo que resulta ser una metodologia versatil para la incorporacion de grupos amino en
posiciones alfa, los calculos realizados fueron llevados a cabo para confirmar la
esterecoquimica de los productos de acuerdo a los mecanismo de reaccion de los
catalizadores que se encuentra ya reportados.'!'?

Continuando con el estudio quimico de los metabolitos mayoritarios de Ageratina
jocotepecana y la similitud estructural que presenta el acido cativico (2) con diterpenos
obtenidos de especies como Cistus symphytifolius se realizaron una serie de reacciones para
promover la interconversion del acido 2 en un derivado anéalogo del acido cistenolico (4), se

plantearon dos vias quimicas distintas empleando diferentes agentes oxidantes.
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7.8 Reacciones de epoxidacién

En un inicio el &cido cativico (2) se trat6 con MCPBA en CH:Cl, para proporcionar el
epoxido 61 como una mezcla inseparable de diastereoisémeros alfa:beta en C-7 y C-8 con
un 85% de rendimiento. El andlisis de integracion de la sefial del proton H-7 en espectro de
RMN de 'H proporciond una relacion 9:1 entre las configuraciones (7R,8S) y (7S,8R),
debido a estos resultados se supuso que los efectos estéricos que presentan la cadena
alifatica posicionada en C-9 y de acuerdo al mecanismo de reaccion del mMCPBA es
diasteromero favorecido es el que cuenta con la configuracion (7R,8S), es decir, cuando el
anillo de oxirano se dirige en una orientacion alfa. Posteriormente se realizo la reduccion
del grupo funcional carboxilo de 61 con LiAlH4 seguido del tratamiento acido, para
producir el cistendiol (62) en una reaccion one pot con un rendimiento del 26% después de
la purificacion por columna cromatografica. La relacion 9:1 se conservd después de estos
pasos, lo que condujo a una mezcla inseparable de isomeros (7R) y (7S). La comparacion
de los datos con la literatura de RMN de 'H y de '*C confirmé que el isémero mayoritario
presenta la configuracion (7R)-62, confirmando de la misma forma que el producto

mayoritario en 62 era el (7R,85)-62 (Figura 65).!13

,,/ H
-

2 (7R,85)-61a:(7S,8R)-61b (7R)-62a:(7S)-62b
Figura 65. Reactivos y condiciones: A) mMCPBA, K>COs, CHxCly, 3 h, t.a.; 85%, (7R,8S)-
61a:(7S,8R)-61b 9:1; B) LiAlH4, THF, 4 h y HCI1 10%; 26%, (7R)-62a:(7S)-62b 9:1.
Para intentar mejorar el rendimiento y la diasteroselectividad en la obtencion de 62. Se
realiz6 la reduccion de 2 con LiAlH4 para obtener el alcohol 51 con un 94% de
rendimiento. Ademas, la oxidacion de 51 se efectué con PCC para dar el aldehido 52 con
un rendimiento del 92%, para ambos derivados la reaccién de epoxidacion se llevaron a
cabo con MCPBA en diclorometano. La epoxidacién de 51 generd una mezcla de epdxidos

63 con un rendimiento del 93% y una relacion similar de 9:1. La epoxidacion del aldehido
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52 a temperatura ambiente condujo al correspondiente 61 con un rendimiento del 88%, o al

esperado 64 con un rendimiento del 70% a 0 °C y una relacion de 9:1 (Figura 66).

(a:b/9:1)

A( 2R=COOH ¢
5 ( 81R=CH0H ———> 63 R =CH;OH
(s2R=cHO -S> 64R=CHO

Figura 66. Reactivos y condiciones: A) LiAlHs, THF, 4 h, 94%; B) PCC, MgSOa, CH2Cl,,
5h, 92%; C) mCPBA, K>COs, CHxCly; 3 h, t. a., 93% para 63, 63a:63b 9:1 0 12 h, 0 °C,
70% para 64, 64a:64b 9:1.

7.9 Reacciones de fotooxidacion

Como la separacion de los diasterémeros a:b de los epdxidos 61, 63, 64 y cistendiol (62)
seguia inviable, se cambid de estrategia para obtener 62, via reaccion de fotooxidacion
(Figura 67). Debido a la posicion del grupo hidroxilo en C-7 de 62, la oxidacion alilica de
51 podria realizarse de acuerdo con la reaccién de Schenck con oxigeno singlete (10,). Para
esto se evalud con oxigeno o aire como oxidantes en condiciones de fotooxidacion para el
alcohol 51,''* empleando catalizadores como eosina, azul de metileno o rutenium-tri(2,2'-
bipiridil)-dihexafluorofosfato (Ru(bpy)s3(PF¢)2, Tabla 11). En la mayoria de los casos de los
primeros ensayos se obtuvo una mezcla inviable en su separacion de hidroxiperdxidos 65a
y 65b. En particular, el espectro de masa de la mezcla mostré un ion molecular [M — OH]*
m/z 307,2634 correspondiente a la formula esperada C20H3s50:. En el espectro de RMN de
'H de 65a/65b se observé una sefial en 7.89 ppm que se atribuy6 al hidroperoxido, mientras
que su espectro de RMN de '*C mostré una sefial en 87.2 ppm para C-7, presentando un
desplazamiento de 12.9 ppm en comparacion con el atomo de carbono equivalente del

cistendiol (62) que se aprecia en 74.3 ppm.
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(7R)-65a:(7S)-65b

OH

"“/OH

o
(7R)-62a:(7S)-62b

Figura 67. Reactivos y condiciones: A) Ru(bpy)s(PFs)2, aire, luz blanca, en CH3CN, 50%,
65a:65b 8:1 o en CHxCly, 40%, 65a:65b 1:0; B) (I) Ru(bpy)3(PFs)2, aire, luz blanca,
CH3CN; (II) NaBH4, MeOH, 2 h; 34% en dos etapas, 62a:62b 8:1.

En un inicio, la reaccion se realizé para obtener el alcohol 51 sin catalizador en acetonitrilo
con luz blanca y bajo atmosfera de O> a t.a. (Tabla 11, ensayo 1), para determinar si la
longitud de onda o el oxigeno Oz producian alguna transformacion quimica al material de
partida 51; sin embargo, la reaccion no procedid. Posteriormente se probo el catalizador
Ru(bpy)s(PFs)2 en 10 mol%, la purificacion de la reaccion dio la mezcla del hidroperoxido
alfa y beta 65 como producto principal con 45% de rendimiento con relacion 4.4:1 en C-7
respectivamente (ensayo 2), una reduccion del catalizador al 5 mol% dio un resultado
similar (ensayo 3) con 44% de rendimiento y con una relacion entre alfa y beta de 4.2:1,
posteriormente se evalud el azul de metileno a 5 mol% dando el mismo hidroperéxido 65
como producto principal con un rendimiento del 44% y en una relacion 4.2:1 (ensayo 4),
adicionalmente la reaccion se llevo a cabo con eosina, y como resultado se obtuvo un mejor
rendimiento, 65% del derivado 65 no obstante la relacion de los diasteromeros disminuy6 a
1.3:1 aunado a que el tiempo de reaccion aumentd a 40 h, mientras que a 72 h no fue
significativo el resultado obteniendo un rendimiento de 68% con relacién 1.7:1 (ensayo 6),
de acuerdo con el resultado de la ensayo 3 se prob6 una variacion del oxidante empleando
ahora el O; atmosférico, con lo que se observo el aumento en el rendimiento al 50% y la
estereoselectividad en una relacion 8:1 (ensayo 7), posteriormente se realizo la variacion de

disolventes para determinar su efecto en la estereoselectividad de la reaccion, cuando se
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empled acetona la reaccidon procedid con un 46% de rendimiento y una relacion 2.6:1
(ensayo 8), mientras que las reacciones llevadas a cabo con acetato de etilo y tolueno
fueron ineficaces (ensayos 9 y 10), ya que la reaccion no procedid, la reaccion en CH2Cl
resultd interesante proporcionando el hidroperdxido alfa 65a en un 40%, aun cuando el
tiempo de reaccion se extendid a 5 dias, para reducir el tiempo se repitid la reaccion en
CH>Cl> a 40 °C, después de 2 dias se detuvo la reaccion ya que no se observo avance y
solamente se determinaron trazas del producto deseado (ensayos 11 y 12). Para demostrar
aun mas el efecto de la longitud de onda, de acuerdo a la mejor absorcion del catalizador
Ru(bpy)s(PF¢)2 que presentd los mejores resultados, la reaccion se llevo a cabo utilizando
las condiciones del ensayo 7 pero con luz azul, los resultados obtenidos mostraron un mejor
rendimiento con un 63%; sin embargo, con una notable disminuciéon de la relacion
diasteromérica de 1.3:1 (ensayo 13). Finalmente, la reaccion del derivado 51 se sometio a
condiciones de fotooxidaciéon quimica empleando quimica de flujo con un reactor
fotoquimico; sin embargo, los resultados que se obtuvieron fueron bajos y ademas de
perder la estereoselectividad cuando la reaccion se llevo a cabo con luz azul o blanca, en un
inicio se probo con la luz azul dando el hidroperéxido 65 con rendimiento de 21% y
relacion 1.1:1, mientras que la luz blanca dio el producto en un 25% con relacion 1:1
(ensayos 14 y 15). La optimizacion de las condiciones de reaccion mostrd que las mejores
estaban determinadas por el ensayo 7 cuando la reaccion se realizaba en acetonitrilo como
disolvente, aire como oxidante, Ru(bpy)s(PFs)2 como catalizador y luz blanca dando el
compuesto 65 con una proporcion de 8:1. Adicionalmente en una reaccion one pot después
de la reaccion de fotooxidacidon, se probdé un método de reducciéon adecuado del
hidroperéxido 65 con NaBH4/MeOH para proporcionar el alcohol alilico 62 con un

rendimiento del 34% (Figura 67).
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Tabla 11. Condiciones de reacciones de fotooxidacion de 51.

Rendimiento | Relacio
Ensayo Catalizador Disolvente | Tiempo | Oxidante en (:,21)1 eme ((3(?_c71;) "
) ] CH,CN | 241p 0, - -
Ru(b PF
2 (1 op ”3(10/ o) CH,CN | 16h 0, 45 44:1
mol~7o
Ru(b PF
3 (Spy)sl(o/ 6) CHCN | 19h 0, 45 4.4:1
mol~o
Azul til
4 zu 5dfn anf/l 0 | CH,CN | 18h 0, 44 4.2:1
(1]
T
5 s ;Srlgjl CH,CN 40 h O, 65 1.3:1
0
Tom
6 50;’511;121 CH,CN | 72h 0, 68 1.7:1
0
Ru(b PF
7 (5?/”3( 1 2 | cHeN | 20n Aire 50 8:1
o MO
Ru(b PF
8 (5}’3/}])3( 1 - Acetona 72 h Aire 46 2.6:1
o MO
Ru(b PF
9 (5?/”3( 1 % | acoRt | 24n Aire - -
o MO
Ru(b PF
10 (sf/ it : | Toleno | 241 Aire - -
o MO
Ru(b PF
11 (55/ it | o) CH,CL, | 5 dias Aire 40 1:0
o MO
. Ru(bpy);(PFe), CH,CI, 48h 0O, Trazas -
5% mol 40°C
Ru(b PF Ai
13 (bpy);(PFe), CH,CN 20 h fre 63 1.3:1
5% mol (Luz azul)
R PF imi '
14 BOPYL(PRe), | g ey | Quimica | Aire 21 111
5% mol de flujo | (Luz azul)
Ru(b PF imi
s BOPYL(PRe), | g ey | Quimica | 25 11
5% mol de flujo
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8. Conclusiones

Se llevo a cabo la preparacion de derivados tipo amida y éster para los tres acidos
diterpénicos 1-3 obtenidos de manera natural de la especie Ageratina jocotepecana,
mediante la implementacion de los agentes acoplantes CDI y COMU, los cuales resultan
ser buenas opciones para la preparacion de ésteres y amidas. Se realizaron incorporaciones
de diversos grupos funcionales y complejidad a los derivados. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se pudo apreciar la influencia de la insaturacion alfa al carbonilo del acido
diterpénico 1 para el cual las condiciones de reaccion mediante CDI no fueron efectivas,
por lo que con COMU si se obtuvo el producto deseado, resultando ser una alternativa para
moléculas con insaturaciones similares. Ademas, se pudo determinar la presencia de un
isdbmero estructural para el acido 1, el cual proviene naturalmente desde los extractos
crudos de la especie vegetal. La mayoria de los derivados obtenidos y los acidos 2 y 3
fueron evaluados a diversas concentraciones en las lineas celulares de cancer MCF-7, K562
y células no cancerosas bMEC, en donde se determind la ICso para los compuestos activos.
Se pudo apreciar que el producto natural 2 presenta un efecto citotoxico. Ademas, se logro
mejorar el efecto al incorporar grupos aromaticos con la presencia de nitrégeno en su
estructura, por su parte el acido 13-epi-labdandlico (3), no presentaba efecto citotoxico
considerable, a diferencia de sus derivados que todos presentaron actividad citotoxica en al
menos una linea celular, excepto 40 que no presentd ninguna actividad citotoxica, el mismo
caso se presento para el derivado 26 que presentaba la misma funcionalizacién incorporada
para el 4cido 2, se pudo apreciar que las células MCF-7 son mas resistentes que las K562,
esto por la diferencia de concentracion empleada. Cabe destacar que algunos de los
derivados evaluados no presentaron efecto citotoxico en las células bMEC, mientras que
otros mantienen una ICso mayor a la utilizada en las células cancerosas. Para los resultados
obtenidos mediante la citometria de flujo, se pudo determinar el tipo de muerte celular que
los derivados inducen a las células cancerosas MCF-7 y K562, observandose una tendencia
mayor de la mayoria de los compuestos hacia la muerte celular por apoptosis, de acuerdo a
la poblacion de células y al cuadrante en donde se localizaron. Para las reacciones de a-
aminacion sobre los derivados de los acidos diterpénicos cativico (2) y 13-epi-labdandlico
(3), se emplearon diferentes catalizadores de tipo amina primaria y secundaria, los mejores

resultados fueron obtenidos en CHCI3 con prolina con un 58% de y 74% rendimiento, en
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los ensayos realizados se demostré que el disolvente forma parte fundamental en la
diasteroselectividad de los productos, ya que se podian observar cambios en el rendimiento
y diasteroselectividad, asi mismo con estas reacciones de a-aminacion, es posible llegar a la
obtencion de ambos diasteromeros dependiendo del catalizador a utilizar, la prolina resultd
ser el mejor catalizador, ademas de que la configuracion de los productos obtenidos pueden
ser asignadas de acuerdo al mecanismo de formacion en el estado intermediario de la
enamina formada, ya que la presencia del grupo carboxilo dirige el acercamiento del
electrofilo por una de las caras, esto fue observable para el caso de los derivados del acido
cativico, a diferencia del acido 13-epi-labdandlico que presentaba un grupo hidroxilo en
posicion C-8 y en donde fue favorecida la formacion de un diasteromero, sin importar la
configuracion del catalizador, por lo que posiblemente el hidroxilo dirija de igual manera el
acercamiento del electrofilo por una de las caras, para corroborar las configuraciones de los
productos se realizaron los calculos computacionales para el intermediario enamina
formado, determinandose todas las conformaciones posibles, los resultados de los derivados
del 4cido cativico concuerdan con lo esperado al mecanismo de la prolina, caso contrario se
observo para los derivados del acido 13-epi-labdandlico, que mostraba inversion de la
configuracion en el estado intermediario de la enamina dirigiendo hacia la cara opuesta,
posiblemente la posicion del Me-16 provoque un efecto estérico que invierta el mecanismo
de la prolina.

Por otro lado, el proceso fotocatalitico para la oxidacion de alquenos en presencia de
catalizadores y luz como fuente de energia, resultan ser una metodologia versatil y eficiente
para aplicarse en productos naturales que presenten insaturaciones en su estructura, este
protocolo permite la generacion directa de hidroxiperoxidos mediante reacciones “ene” que
incorporan el oxigeno activo 'O, los productos obtenidos pueden reducirse facilmente para
generar alcoholes en posiciones alilicas. Con esta metodologia y las reacciones de
epoxidacion se logro llevar a cabo la conversion del acido cativico, obtenido naturalmente
de la especie de Ageratina jocotepecana en un derivado cistendiol que es el producto
reducido del acido cistendlico, obtenido de Cistus symphytifolius. De acuerdo a los
resultados obtenidos una de las configuraciones del carbono C-13 del acido salvico (5) fue
establecida en 2012 por dicroismo circular vibracional y estudios de difraccion de rayos X

como (13R)-5. En este trabajo con la preparacion de derivados del acido cativico (2) se
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lleg6 a la forma reducida de acido cistendlico (4), que puede ser una prueba adicional de la

estereoquimica de C-13, en concordancia con las mediciones® de su enantiémero.

9. Parte experimental

9.1 Procedimientos generales

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher Johns y en un aparato Biichi
(Schemelzpunktbestimmungs-Apparat nach Dr.Tottoli) y los valores no estan corregidos.
Los espectros de resonancia magnética nuclear a 400 MHz para 'H y *C a 100 MHz y los
experimentos COSY, HETCOR y NOESY se determinaron en un equipo Varian Mercury
Plus 400 del IIQB-UMSNH. Los experimentos HMBC y HSQC se determinaron en un
equipo Varian Mercury 300 en el CINVESTAV-IPN. Asi como también se determinaron
los espectros 1D y 2D en un equipo Bruker AVANCE1 300 MHz en la Universidad de
Versailles Saint Quentin en Yvelines, Francia. En todos los casos se empled cloroformo
deuterado (CDCl3) como disolvente, fueron referenciados con TMS y reportados en ppm,
las constantes de acoplamiento (J) en Hz.

Las purificaciones cromatograficas se realizaron empleando gel de silice MERCK 60 (230-
400 mesh) y las reacciones fueron monitoreadas mediante cromatografia en capa fina
(TLC).

Los espectros de masa (EIMS), se determinaron en un Varian Saturn 2000 de trampa i6nica
por impacto electronico a 70 eV acoplado a cromatografia de gases. Los espectros de masas
(HRESIMS), se determinaron en un Xevo Q-Tof WATERS Quadrupole Hybrid Time-of-
Flight en la Universidad de Versailles Saint Quentin en Yvelines, Versalles, Francia.

Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 341 empleando
CHCI3 como disolvente.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotometro Nicolet 6700 FTIR -
Csl.

Las reacciones con CDI se llevaron a cabo en un bafio ultrasénico con calentamiento Cole-

Parmer CPXH 08895-27.
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Las células MCF-7 se contaron en el contador automatico Bio-Rad TC20™, mientras que
las K562 y bMEC en camara de Neubauer.

Las absorbancias para el ensayo de viabilidad celular MTT se determinaron con un
espectrofotometro Bio-Rad iMark™ a una longitud de onda de 595 nm, los datos fueron
procesados con el programa MPM 6, el ICso de los compuestos activos se determind con el
programa de andlisis de datos GraphPad Prism 8 para Windows, empleando el método
Smoothing spline.

Los anélisis de citometria de flujo se realizaron mediante un citometro BD AccuriTM C6,
los datos fueron procesados con el BD Accuri C6 Software.

El modelado molecular se llevé a cabo en la computadora de alto rendimiento en el IIQB-
UMSNH empleando un nodo de procesamiento con 20 nucleos a 2.3 GHz y 128 GB de
RAM.

9.2 Procesamiento de la planta

Ageratina jocotepecana fue colectada el 5 de febrero del 2015 alrededor del km 51 de la
carretera federal No. 15 Morelia-Carapan. La planta se secd a la sombra y posteriormente
se separ6 en sus diferentes partes (flores, hojas, tallos), debido a que los 4cidos diterpénicos
se pueden encontrar en mayor proporcion en las flores, éstas se maceraron en hexanos de 3
a 7 dias, después de este tiempo el disolvente se filtrd, se concentro y el extracto crudo se
resuspendié en MeOH para desengrasar, posteriormente el concentrado se purifico en
columna cromatografica empleando mezcla de disolventes Hex:AcOEt en orden ascendente
de polaridad, en las fracciones eluidas con 9:1 se obtuvieron los acidos diterpénicos
labdadienoico (5%) y cativico (15 a 20%), en la polaridad 7:3 se determind la presencia del

acido 13-epi-labdandlico (10 a 15%).

9.3 Obtencion directa del acido labdadienoico y cativico

El extracto crudo fue disuelto con hexanos y agitado en un matraz balén de 250 mL,
soluciéon saturada de NaHCO; fue afiadida y agitado por 30 min, posteriormente

neutralizado con solucién alcohélica de KOH 0.5 N y diluida con agua hasta que el alcohol
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esté al 50%, la fase acuosa-alcohodlica fue separada y lavada en varias ocasiones con hexano
hasta que este sea transparente, un exceso de HCl 10% fue afiadido para precipitar los
acidos diterpénicos, finalmente se realizé la extraccion con hexanos, la fase orgénica se
filtr6 sobre Na;SOs4 anhidro para la obtencion de ambos &cidos diterpénicos que

posteriormente se purificaron mediante columna cromatografica.

9.4 Cultivo de células MCF-7

La linea celular de cancer de mama MCF-7 se obtuvo de la Coleccion American Type
Culture, fueron cultivadas empleando medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient
Mixture F-12 Ham (DMEM-F12, Sigma), suplementado con suero fetal bovino al 5%
(Corning), y suero de ternera 5%, 100 U/mL penicilina y estreptomicina, 250 pg/mL
anfoterisina B, ajustado a un pH de 7.4, cultivadas en un 5% de atmoésfera de CO2 a una

temperatura de 37 °C.!1°

9.5 Cultivo de células K562

La linea celular de leucemia mieloide cronica K562 se obtuvo de la Coleccion American
Type Culture, fueron cultivadas empleando medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con
10% de suero fetal bovino (Equitech Bio) y 100 U/mL penicilina-estreptomicina (Gibco) y

con una atmésfera de 5% de CO; a una temperatura de 37 °C.!16

9.6 Cultivo de células bMEC

Las células bMEC se aislaron del tejido alveolar de la ubre de una vaca lactante, se
cultivaron en un medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham
(DMEM-F12, Sigma) suplementado con suero fetal bovino al 10% (Equitech Bio), insulina
10 pg/mL (Sigma), 5 pg/mL de hidrocortisona (Sigma), 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina y 1 ug/mL de anfotericina B (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se
utilizaron células no mayores a 8 pasajes y fueron cultivadas en un 5% de atmoésfera de CO>

a una temperatura de 37 °C.!7
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9.7 Ensayo de viabilidad MTT

Las células correspondientes (15 000 MCF-7, 20 000 para K562 y bMEC) se sembraron en
placas de 96 pozos, las células MCF-7 y bMEC se sembraron con medio DMEM
suplementado y fueron sincronizadas a las 24 h con medio DMEM sin suplementos, las
células K562 se sembraron con medio RPMI no suplementado directamente, las células
fueron tratadas con los diferentes compuestos y como controles se implementaron como
vehiculo etanol y actinomicina D como control positivo, después de 24 h de tratamiento
con cada compuesto, se retird el medio sin suplementos para las células MCF-7 y bMEC,
para las K562 no se retir6 el medio, posteriormente la viabilidad celular se evalu6 mediante
el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), afadiendo 10 pL de
MTT (5 g/mL) y 90 uL de medio DMEM sin suplemento para las MCF-7 y bMEC, para las
K562 se anadi6 directamente los 10 pL de MTT, se llevo a incubar la placa por 4 h a 37 °C
en atmosfera con 5% COa», se retird ¢l medio cuidadosamente, los cristales insolubles de
formazan formados en el fondo del pozo se solubilizaron con una mezcla de disolventes
isopropanol:HC1 1 M con una relacion 19:1, los resultados fueron estandarizados con el
vehiculo para expresarse en %, el ICso para los compuestos activos se determind mediante

un andlisis con el programa GraphPad Prism 8 y el método Smoothing spline.

9.8 Ensayo de apoptosis y necrosis mediante citometria de flujo

Las células correspondientes (60 000 MCF-7 y 80 000 para K562) se sembraron en placas
de 24 pozos, las células MCF-7 se sembraron con medio DMEM suplementado y fueron
sincronizadas a las 24 h con medio DMEM sin suplementos, las células K562 se sembraron
con medio RPMI no suplementado directamente, las células fueron tratadas con los ICso de
los compuestos y como controles se implementaron como vehiculo etanol, actinomicina D
como control positivo de apoptosis, EDTA 150 mM como control de necrosis, después de
24 h de tratamiento con cada compuesto se retird el medio sin suplementos para las células
MCF-7 y para las K652 no se retir6 el medio, las células MCF-7 fueron tratadas con
tripsina, ya una vez despegadas la células se centrifugaron al igual que las K562,

posteriormente las células se lavaron con 100 uL. de PBS incompleto y fueron tefiidas con
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anexina V (Alexa FluorTM 488) y 7AAD empleando buffer, se incubaron por 15 min, en

los andlisis se contaron 10 000 eventos por muestra.

9.9 Metodologia general de reaccion con 1,1°-carbonildiimidazol (CDI)

Se coloco el acido diterpénico en un matraz Erlenmeyer de 10 mL, se adicioné CDI y THF,
la reaccion se llevo a cabo en bafio ultrasonico durante 3.5 h y se monitoreé mediante
cromatografia en capa fina, pasado este tiempo se le adicion6 el HC1 10% y posteriormente
la amina o el alcohol, la reaccion se dejo en bafio ultrasénico durante 24 h, transcurrido el
tiempo la reaccidon se extrajo utilizando AcOEt, realizando lavados con H>O destilada, la
fase organica se filtr6 sobre Na;SOs anhidro, el disolvente se evapord. La muestra se
impregno en silica gel y se purifico mediante cromatografia en columna utilizando una
mezcla de disolventes Hex:AcOEt, Hex:CHCIl3 o Hex:CH2Cl> en orden ascendente de

polaridad, dependiendo de cada reaccion.

9.10 Metodologia general de reaccion con COMU

La reaccion se llevd a cabo en un matraz balon de 25 mL colocando el acido diterpénico y
el agente acoplante COMU. Se adicion6 THF anhidro y se dejo en agitacion durante 1 h,
pasado este tiempo se adicioné la base (DIPEA) dejandose reaccionar por 5 min para
finalmente adicionar la amina. La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante
24 h, tomando una coloracion amarilla al transcurrir el tiempo y se monitoreé mediante
cromatografia en capa fina, se extrajo utilizando AcOEt y realizando lavados con HCI al
10%, solucion saturada de NaHCOs y H20 destilada, la fase orgénica se filtro sobre Na>SO4

anhidro, posteriormente se purifico mediante cromatografia en columna.

9.11 Metodologia general de reaccion con LiAlH4

El acido cativico (2, 1 eq) o 13-epi-labdandlico (3, 1 eq) se agitaron en THF anhidro (5 mL)

en atmosfera de argon, LiAlHs (1.3 eq) fue adicionado en una porcién en frio, la reaccion
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fue monitoreada por TLC dejdndose reaccionar por 4 h, transcurrido este tiempo se
adicion6é HC1 10% (1 mL), la reaccidn se extrajo con acetato de etilo (25 mL) y se lavé con
H>O destilada (40 mL), solucién saturada de NaHCOs3 (60 mL) y H>O destilada (60 mL), la
fase organica fue filtrada sobre MgSQO4 y concentrada a presion reducida para proporcionar

el compuesto 51 (94%) o 57 (94%), respectivamente.

9.12 Metodologia general de reaccion con PCC

El alcohol 51 o 57 (1 eq) fue agitado en CH2Cl, con MgSO4 (0.75 eq) y PCC (1.5 eq) por 5
h, la reaccién fue monitoreadoa por TLC, el disolvente fue evaporado lentamente, pentano
(20 mL) fue adicionado y posteriormente fue filtrado sobre celite, realizandose lavados con
pentano, finalmente se evapord para proporcionar el aldehido puro 52 (92%) o 58 (80%),

respectivamente.

9.13 Metodologia general de reaccidon de a-aminacion y reduccion in situ

El aldehido 52 o 58 (1 eq) fue agitado en CHCI3 (2 mL) con el catalizador (40%) a
temperatura ambiente por 10 minutos, DBAD (1.1 eq) fue adicionado hasta que la reaccion
finalizara monitoreandose con TLC, la reduccion in situ se realiz6 con NaBH4 (1.5 eq) y
metanol (2 mL), después de 3 h se adicion6 solucion saturada de NaHCO; (10 mL), la
reaccion se extrajo con acetato de etilo y se realizaron lavados con H>O destilada (60 mL),
la fase orgénica posteriormente fue filtrada sobre MgSO4 anhidro, el disolvente se evapor6
a presion reducida, el crudo de reaccion fue purificado mediante columna cromatografica
empleando una mezcla de disolventes en orden ascendente de polaridad pentano:acetato de
etilo, para proporcionar los diasteromeros 53a, 53b o 59 dependiendo de la prolina

utilizada.
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9.14 Metodologia general de reaccion de hidrogenacion

Los derivados 53a, 53b o 59 se agitaron individualmente con acetato de etilo (2 mL) y el
catalizador Pd/C o Pt en atmdsfera de H, la reaccion fue monitoreada con TLC hasta que
se completara (24 h), posteriormente se adicion6 Niquel Raney in situ, después de 3 h la
reaccion fue filtrada sobre celite para proporcionar los compuestos inestables 54a y 54b

(63%), 55 (80%), 60 (93%), respectivamente.

9.15 Metodologia general de reaccion de fotooxidacion

El alcohol 51 (1 eq) fue disuelto en acetonitrilo, catalizador 5 mol% fue adicionado en
agitacion bajo radiacion de luz blanca hasta que la reaccion sea completa (monitoreado por
TLC), posteriormente solucion saturada de NaHCOs3 (10 mL) fue afiadida, la reaccion se
extrajo con acetato de etilo y se realizaron lavados con solucion saturada de NaHCO3 (60
mL), y H2O destilada (60 mL), la fase organica fue filtrada sobre MgSO4 anhidro y
concentrada a presion reducida, el crudo de reaccion fue purificado mediante cromatografia
en columna con una mezcla de disolventes pentano:acetato de etilo para obtener la mezcla

inseparable de alfa:beta hidroxiperoxido 65.

9.16 Metodologia general de reaccion de epoxidacién con mCPBA

El 4cido cativico (2) o alcohol 51 (1 eq) se disolvidé en CH>Cl» con K>COs (2 eq) a t.a., el
MCPBA (1.2 eq) fue adicionado en agitacion por 3 h, en el caso de 52 a 0 °C por 12 h, el
final de la reaccion fue monitoreado por TLC, posteriormente solucion saturada de
NaHCOs (10 mL) fue afadida, la reaccion se extrajo con acetato de etilo y se realizaron
lavados con solucion saturada de NaHCO3; (100 mL), y H>O destilada (60 mL), la fase
orgdnica fue filtrada sobre MgSOs anhidro y concentrada a presion reducida para
proporcionar la mezcla alfa:beta de 61 (85%), 63 (92%) o 64 (70%), respectivamente con

relacion 9:1 en todo los casos.
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9.17 Metodologia para la preparacion del compuesto 61 por reacciones de

epoxidacion y fotooxidacion

L.

IIL.

El epoxido 61 (1 eq) en THF anhidro (5 mL) se mantuvo en agitacion y en
atmosfera de argon, se afiadié LiAlH4 (1,3 eq) en una porciodn, después de 4 h la
reaccion se inactivd con HCI al 10% (1 mL), la reaccion se extrajo con acetato de
etilo y se lavo con H>O destilada (40 mL), soluciéon saturada de NaHCO3 (60 mL) y
H>O destilada (60 mL), la fase organica se filtr6 sobre MgSO4 anhidro y se
concentrd a presion reducida, la reaccion se purificd por cromatografia en columna
para obtener el compuesto 62.

Alcohol 51 (1 eq) se disolvid en acetonitrilo, se afiadi6 catalizador al 5 mol% y se
agitd bajo luz blanca hasta que se complet6 la reaccion (monitoreado por TLC), la
reaccion se redujo in situ con NaBH4/MeOH, la reaccion se inactivo con NaHCO3,
se extrajo con acetato de etilo y se lavd con una solucion saturada de NaHCOs3 (60
mL) y H>O destilada (60 mL), la fase orgénica se filtr6é sobre MgSQO4 y se concentrd
a presion reducida, el crudo de reaccion se purifico por cromatografia en columna

para obtener el compuesto 62.
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10. Obtencidn y asignacion de los derivados
10.1 N-2-(piridin-2-il)etil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (16)

Olesoso incoloro; RMN de 'H § 8.52 (1H, d, J= 4.4 Hz,
H-27), 7.62 (1H, td, J= 7.7, 1.7 Hz, H-25), 7.17 (1H, m,
H-24), 7.16 (1H, m, H-26), 6.44 (1H, br s, NH), 5.35
(1H, br s, H-7), 3.66 (2H, ddd, J= 12.2, 6.3, 5.9 Hz, H-
21 y H-21"), 2.98 (2H, t, J= 6.3 Hz, H-22 y H-22),
2.20 (1H, dd, J= 12.3, 4.2 Hz, H-14a), 1.91 (2H, m, H-
6a y H-6b), 1.90 (1H, m, H-13), 1.86 (1H, m, H-14b), 1.81 (1H, m, H-1a), 1.61 (3H, s, H-
17), 1.52 (1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m, H-9), 1.46 (1H, m, H-12a), 1.39 (1H, m, H-3a), 1.39
(1H, m, H-11a), 1.38 (1H, m, H-2b), 1.13 (1H, m, H-5), 1.11 (1H, m, H-3b), 1.10 (1H, m,
H-11b), 1.10 (1H, m, H-12b), 0.95 (1H, m, H-1b), 0.88 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.85 (3H,
s, H-19), 0.83 (3H, s, H-18), 0.72 (3H, s, H-20); RMN de '*C § 172.7 (C-15), 159.8 (C-23),
149.2 (C-27), 136.8 (C-25), 135.5 (C-8), 123.6 (C-24), 122.2 (C-7), 121.7 (C-26), 55.4 (C-
9), 50.3 (C-5), 44.5 (C-14), 42.4 (C-3), 39.8 (C-12), 39.3 (C-1), 38.7 (C-21), 37.1 (C-22),
37.0 (C-10), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 31.8 (C-13), 24.6 (C-11), 23.9 (C-6), 22.3 (C-17),
22.0 (C-19), 19.9 (C-16), 18.9 (C-2), 13.7 (C-20).

10.2 N-(2-fenilamino)-fenil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (17)

Oleoso marrén; RMN de 'H & 7.92 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-
26), 7.55 (1H, s, NH), 7.25 (1H, m, H-23), 7.22 2H, t, J
= 7.9 Hz, H-29 y H-29°), 7.12 (2H, m, H-24 y H-25), 6.87
(1H, t, J = 7.4 Hz, H-30), 6.78 (2H, d, J = 7.7 Hz, H-28 y
H-28"), 5.65 (1H, s, NH), 5.36 (1H, sa, H-7), 2.36 (1H,
dd, J =13.7, 5.3 Hz, H-14a), 2.02 (1H, dd, J = 13.7, 8.6
Hz, H-14b), 1.93 (1H, m, H-13), 1.93 (1H, m, H-6a), 1.82
(1H, m, H-6b), 1.81 (1H, m, H-1a), 1.62 (3H, s, H-17), 1.53 (1H, m, H-9), 1.52 (1H, m, H-
12a), 1.44 (1H, m, H-11a), 1.40 (1H, m, H-2a), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.38 (1H, m, H-2b),
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1.14 (1H, m, H-5), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.12 (1H, m, H-12b), 1.10 (1H, m, H-11b), 0.95
(3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.92 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.73
(3H, s, H-20); RMN de 13C § 171.4 (C-15), 144.8 (C-27), 133.7 (C-22), 132.2 (C-21), 129.4
(2C, C-29), 125.4 (C-24), 124.9 (C-25), 123.9 (C-23), 122.5 (C-26), 120.3 (C-30), 116.2
(2C, C-28), 135.3 (C-8), 122.2 (C-7), 55.3 (C-9), 50.2 (C-5), 42.3 (C-3), 45.1 (C-14), 39.6
(C-12), 39.1 (C-1), 36.9 (C-10), 33.2 (C-18), 33.0 (C-4), 31.8 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-
6), 22.2 (C-17), 21.9 (C-19), 19.8 (C-16), 18.8 (C-2), 13.6 (C-20).

10.3 N-piridin-2-ilmetil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (18)

BN Oleoso incoloro; [a]sso +5, [a]s7s +5, [a]sa6 16, [a]a36 +10,
\,, 0 [a]36s +20 (¢ 1.0, CHCI3); IR (CHCl3)vmax 3384, 2920,
? 817 N 1651, 1508, 1457, 1383 cm™!'; RMN de 'H & 8.53 (1H, d, J

NN %} — 4.9 Hz, H-26), 7.66 (1H, td, J = 7.6, 1.8 Hz, H-24), 7.27
T (D% (IH, d,0=7.8 Hz, H-23), 7.20 (1H, dd, 1 = 7.5, 5.4 Hz, H-
18 ©25),6.76 (1H, s, NH), 5.36 (1H, sa, H-7), 4.56 (2H, d, J =
4.9 Hz, H-21), 233 (1H, m, H-14a), 2.03 (1H, m, H-14b), 2.00 (1H, m, H-13), 1.87 (1, m,
H-6a), 1.81 (1H, m, H-la), 1.64 (1H, m, H-6b), 1.63 (3H, s, H-17), 1.52 (1H, m, H-2a),
1.52 (IH, m, H-9), 1.51 (1H, m, H-12a), 1.46 (1H, m, H-11a), 1.39 (1H, m, H-2b), 1.36
(1H, m, H-3a), 1.13 (1H, m, H-5), 1.13 (1H, m, H-12b), 1.11 (1H, m, H-3b), 1.11 (1H, m,
H-11b), 0.97 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, 5, H-19), 0.84 (3H, s,
H-18), 0.74 (3H, s, H-20); RMN de 13C 3 172.2 (C-15), 156.4 (C-22), 148.9 (C-26), 136.7
(C-24), 135.4 (C-8), 122.3 (C-25), 122.2 (C-23), 122.1 (C-7), 55.3 (C-9), 50.1 (C-5), 44.3
(C-21), 4.1 (C-14), 42.3 (C-3), 39.6 (C-12), 39.1 (C-1), 36.8 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9 (C-
4), 31.6 (C-13), 24.4 (C-11), 23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2),
13.5 (C-20).
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10.4 N-4-fluorobencil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (19)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 7.23 (2H, m, H-23 y H-
/. 27),7.00 (2H, m, H-24 y H-26), 5.80 (1H, sa, NH), 5.36
2 (1H, sa, H-7), 439 (2H, m, H-21), 2.26 (1H, dd, J = 12.6,

4.5 Hz, H-14a), 1.96 (1H, m, H-13), 1.94 (1H, m, H-14b),

1.89 (2H, m, H-6), 1.81 (2H, m, H-1a), 1.63 (3H, s, H-17),
1.54 (1H, m, H-12a), 1.52 (1H, m, H-9), 1.44 (1H, m, H-11a), 1.41 (2H, m, H-2), 1.36 (1H,
m, H-3a), 1.15 (1H, m, H-12b), 1.14 (1H, m, H-5), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.09 (1H, m, H-
11b), 0.95 3H, d, J = 6.3 Hz, H-16), 0.90 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s,
H-18), 0.73 (3H, s, H-20); RMN de 13C & 172.5 (C-15), 163.5 (C-25), 135.4 (C-8), 134.4
(C-22), 129.7 (C-23), 129.6 (C-27), 122.4 (C-7), 115.8 (C-24), 115.6 (C-26), 55.4 (C-9),
50.3 (C-5), 44.4 (C-14), 43.0 (C-21), 42.4 (C-3), 39.8 (C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10), 33.3
(C-18), 33.1 (C-4), 31.8 (C-13), 24.6 (C-11), 23.9 (C-6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19), 20.0 (C-
16), 19.0 (C-2), 13.7 (C-20).

23

10.5 N-piridin-4-ilmetil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (20)

6 Oleoso incoloro; RMN de 'H § 8.53 (2H, d, J= 4.2 Hz, H-
o 24 y H-24"), 7.18 (2H, d, J= 5.2 Hz, H-23 y H-23"), 5.99
(1H, sa, NH), 5.37 (1H, sa, H-7), 4.45 (2H, d, J= 5.9 Hz, H-

8 HN 21
/22 »  21),2.32 (1H, dd, J= 17.7, 9.6 Hz, H-14a), 2.03 (1H, m, H-
’ \ 24
24'\N

13), 1.99 (1H, m, H-14b), 1.93 (2H, m, H-6a y 6b), 1.84
(2H, m, H-1a), 1.63 (3H, s, H-17), 1.57 (1H, m, H-9), 1.53
(1H, m, H-12a), 1.46 (1H, m, H-11a), 1.42 (1H, m, H-3a), 1.41 (2H, m, H-2a y H-2b), 1.15
(1H, m, H-12b), 1.15 (1H, m, H-5), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.13 (1H, m, H-11b), 0.97 (3H, d,
J=5.9 Hz, H-16), 0.95 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.73 (3H, s,
H-20); RMN de 3C § 172.9 (C-15), 150.1 (2C, C-24), 147.7 (C-22), 135.3 (C-8), 122.5
(2C, C-23), 122.4 (C-7), 55.4 (C-9), 50.3 (C-5), 44.2 (C-14), 42.5 (C-21), 42.4 (C-3), 39.8

7
2
20
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(C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 31.8 (C-13), 24.6 (C-11), 23.9 (C-
6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19), 20.1 (C-16), 18.9 (C-2), 13.7 (C-20).

10.6 N-fenil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (21)

Oleoso verde; [a]ssg —0.4, [a]s7s —1, [a]sa6 —1, [at]az6 —3 (C
1.0, CHCl3); IR (CHCl3) vmax 3422, 2919, 1679, 1597,
1519, 1438, 1312 cm™'; RMN de 'H § 7.51 (2H, d, J= 7.6
Hz, H-22 y H-22°), 7.31 (2H, t, J= 7.9 Hz, H-23 y H-23"),
720 (1H, sa, NH), 7.11 (1H, t, J= 7.4 Hz, H-24), 5.37
(1H, sa, H-7), 2.41 (1H, m, H-14a), 2.08 (1H, m, H-14b), 2.06 (1H, m, H-13), 1.90 2H, m,
H-6), 1.84 (1H, m, H-1a), 1.65 (3H, s, H-17), 1.57 (1H, m, H-9), 1.57 (1H, m, H-12a), 1.53
(1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m, H-11a), 1.43 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.19 (1H, m,
H-12b), 1.16 (1H, m, H-5), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.16 (1H, m, H-11b), 1.02 (3H, d, J=6.2
Hz, H-16), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-20);
NMR de 3C § 170.8 (C-15), 137.9 (C-21), 135.2 (C-8), 129.0 (2C, C-23), 124.2 (C-24),
122.2 (C-7), 119.8 (2C, C-22), 55.3 (C-9), 50.1 (C-5), 45.3 (C-14), 42.3 (C-3), 39.6 (C-12),
39.2 (C-1), 36.9 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9 (C-4), 31.8 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.2
(C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 13.6 (C-20); EIMS m/z 382 [M + H]" (2), 366
(36), 191 (100), 135 (51), 121 (27), 109 (40), 93 (95), 77 (23), 41 (22).

10.7 N-butil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (22)

Oleoso incoloro; [a]sso +1, [a]s7s +1, [a]sss +1, [a]ass O,
.. [alsss =3 (¢ 1.0, CHCI3); IR (CHCl3) Vinax 3443, 2920,
NH), 5.38 (1H, sa, H-7), 3.25 (2H, q, J = 6.7 Hz, H-21),
2.22 (1H, dd, J = 13.1, 5.2 Hz, H-14a), 1.97 (1H, m, H-
6a), 1.94 (1H, m, H-13), 1.89 (1H, m, H-14b), 1.83 (1H, m, H-1a), 1.76 (1H, m, H-6b),
1.65 (3H, s, H-17), 1.54 (1H, m, H-2a), 1.54 (1H, m, H-9), 1.50 (1H, m, H-12a), 1.47 (1H,
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m, H-11a), 1.46 (2H, m, H-22), 1.41 (1H, m, H-2b), 1.38 (1H, m, H-3a), 1.32 (2H, m, H-
23), 1.14 (1H, m, H-5), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.12 (1H, m, H-12b), 1.11 (1H, m, H-11b),
0.94 3H, d, J = 6.0 Hz, H-16), 0.92 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-24), 0.92 (1H, m, H-1b), 0.87
(3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-20); RMN de 13C § 172.4 (C-15), 135.3
(C-8), 122.1 (C-7), 55.3 (C-9), 50.1 (C-5), 44.4 (C-14), 42.3 (C-3), 39.6 (C-12), 39.2 (C-1),
39.2 (C-21), 36.8 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9 (C-4), 31.8 (C-13), 31.7 (C-22), 24.5 (C-11),
23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 20.1 (C-23), 19.8 (C-16), 18.8 (C-2), 13.7 (C-24),
13.5 (C-20).

10.8 N-2-metil-fenil-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-amida (23)

Oleoso verde; [a]sso —0.2, [a]s7s —0.2, [a]ss6 —0.3, [a]aze
—1, (c 1.0, CHCl3); IR (CHCl3) Vmax 3422, 2919, 1678,
1586, 1452 cm™!'; RMN de 'H § 7.78 (1H, d, J = 7.9 Hz,
H-26), 7.20 (1H, m, H-25), 7.17 (1H, m, H-23), 7.08 (1H,
t, J = 7.4 Hz, H-24), 6.92 (1H, sa, NH), 5.38 (1H, sa, H-7),
2.44 (1H, dd, J = 13.1, 4.7 Hz, H-14a), 2.26 (3H, s, H-27),
2.12 (1H, m, H-14b), 2.08 (1H, m, H-13), 1.92 (1H, m, H-6a), 1.85 (1H, m, H-1a), 1.84
(1H, m, H-6b), 1.66 (3H, s, H-17), 1.59 (1H, m, H-12a), 1.57 (1H, m, H-9), 1.52 (1H, m,
H-11a), 1.51 (1H, m, H-2a), 1.45 (1H, m, H-2b), 1.39 (1H, m, H-3a), 1.20 (1H, m, H-12b),
1.17 (1H, m, H-11b), 1.16 (1H, m, H-5), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.04 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-
16), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.76 (3H, s, H-20); RMN
de 13C § 170.7 (C-15), 135.7 (C-21), 135.3 (C-8), 130.4 (C-25), 128.9 (C-22), 126.8 (C-23),
125.2 (C-24), 123.3 (C-26), 122.2 (C-7), 55.3 (C-9), 50.2 (C-5), 45.2 (C-14), 42.3 (C-3),
39.6 (C-12), 39.1 (C-1), 36.9 (C-10), 33.2 (C-18), 33.0 (C-4), 31.8 (C-13), 24.5 (C-11),
23.8 (C-6), 22.2 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 17.8 (C-27), 13.6 (C-20);
EIMS m/z 396 [M + H]" (2), 380 (42), 272 (11), 204 (23), 191 (84), 149 (63), 107 (100), 91
(27), 77 (23), 55 (14), 41 (20).
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10.9 (5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-0ato de 4-(benziloxi)fenilo (24)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 7.44 (2H, m,

H-27 y H-27’), 7.40 (2H, m, H-28 y H-28"),

7.34 (1H, m, H-29), 6.98 (2H, m, H-22 y H-

27 22°), 6.97 (2H, m, H-23 y H-23"), 5.40 (1H,
» sa, H-7), 5.05 (2H, s, H-25), 2.58 (1H, dd, J =

2 14.8, 6.0 Hz, H-14a), 2.35 (1H, dd, J = 14.8,
8.2 Hz, H-14b), 2.08 (1H, m, H-13), 1.94 (2H, m, H-6a y H-6b), 1.86 (1H, m, H-1a), 1.69
(3H, s, H-17), 1.65 (1H, m, H-12a), 1.60 (1H, m, H-9), 1.51 (1H, m, H-11a), 1.44 (2H, m,
H-2a y H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.29 (1H, m, H-12b), 1.18 (1H, m, H-5), 1.17 (1H, m,
H-3b), 1.15 (1H, m, H-11b), 1.07 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.98 (1H, m, H-1b), 0.89 (3H,
s, H-19), 0.86 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-20); RMN de '*C § 172.2 (C-15), 156.3 (C-24),
144.5 (C-21), 137.0 (C-26), 135.4 (C-8), 128.7 (2C, C-28), 128.2 (C-29), 127.6 (2C, C-27),
122.5 (2C, C-22), 122.4 (C-7), 115.6 (2C, C-23), 70.6 (C-25), 55.4 (C-9), 50.3 (C-5), 42.5
(C-3), 41.6 (C-14), 39.6 (C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 31.5 (C-
13), 24.6 (C-11), 24.0 (C-6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19), 20.1 (C-16), 19.0 (C-2), 13.7 (C-20).

27"

10.10 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 4-bromofenilo (25)

Oleoso incoloro; RMN de 'H & 7.48 (2H, d, J= 8.8 Hz,
H-23 y H-23"), 6.96 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-22 y H-22"),
5.39 (1H, sa, H-7), 2.58 (1H, dd, J= 14.9, 6.0 Hz H-
14a), 2.35 (1H, dd, J= 14.9, 8.1 Hz H-14b), 2.07 (1H,
m, H-13), 1.90 (2H, m, H-6a y H-6b), 1.85 (2H, m, H-
la), 1.67 (3H, s, H-17), 1.63 (1H, m, H-12a), 1.58 (1H,
m, H-9), 1.58 (1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m, H-11a), 1.39 (1H, m, H-3a), 1.39 (1H, m, H-2b),
1.26 (1H, m, H-12b), 1.17 (1H, m, H-5), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.14 (1H, m, H-11b), 1.06
(3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.97 (1H, m, H-1b), 0.88 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.76
(3H, s, H-20); RMN de "*C § 171.5 (C-15), 149.9 (C-21), 135.3 (C-8), 132.6 (2C, C-23),
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123.5 (2C, C-22), 122.5 (C-7), 119.0 (C-24), 55.4 (C-9), 50.3 (C-5), 42.5 (C-3), 41.6 (C-
14), 39.5 (C-12), 39.4 (C-1), 37.0 (C-10), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 31.5 (C-13), 24.6 (C-11),
24.0 (C-6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19), 20.1 (C-16), 19.0 (C-2), 13.7 (C-20).

10.11 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 4-(2-fenilpropan-2-il)fenilo (26)

Oleoso amarillo; [a]sso —3, [a]s7s —3, [o]s46 —4,
[a]sss =7, (¢ 1.0, CHCl3); IR (CDCl3) Vmax, 2923,
1748, 1503, 1462, 1364, 1170, 1144, 1084, 1017
cm'; RMN de 'H § 7.28 (2H, m, H-28 y H-28"),
7.24 (2H, m, H-27 y H-27"), 7.22 (2H, m, H-23 y
H-23”), 7.18 (1H, m, H-29), 6.97 (2H, d, J = 8.8
Hz, H-22 y H-22’), 5.39 (1H, sa, H-7), 2.57 (1H,
dd, J=14.8, 6.1 Hz, H-14a), 2.34 (1H, dd, J = 14.8, 8.1 Hz, H-14b), 2.06 (1H, m, H-13),
1.93 (1H, m, H-6a), 1.86 (1H, m, H-1a), 1.86 (1H, m, H-6b), 1.68 (3H, s, H-17), 1.68 (6H,
s, H-30 y H-30"), 1.61 (1H, m, H-12a), 1.59 (1H, m, H-9), 1.55 (1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m,
H-11a), 1.44 (1H, m, H-2b), 1.41 (1H, m, H-3a), 1.22 (1H, m, H-12b), 1.19 (1H, m, H-
11b), 1.18 (1H, m, H-5), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.97 (1H, m,
H-1b), 0.88 (3H, s, H-19), 0.86 (3H, s, H-18), 0.76 (3H, s, H-20); RMN de '*C § 171.8 (C-
15), 150.3 (C-26), 148.4 (C-21), 148.0 (C-24), 135.2 (C-8), 128.0 (2C, C-28), 127.7 (2C,
C-23), 126.7 (2C, C-27), 125.6 (C-29), 122.2 (C-7), 120.8 (2C, C-22), 55.2 (C-9), 50.1 (C-
5), 42.6 (C-25), 42.3 (C-3), 41.5 (C-14), 39.3 (C-12), 39.1 (C-1), 36.8 (C-10), 33.1 (C-18),
32.9 (C-4), 31.3 (C-13), 30.8 (C-30 y C-30"), 24.4 (C-11), 23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-
19), 19.9 (C-16), 18.7 (C-2), 13.5 (C-20).
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10.12 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 4-alil-2-metoxifenilo (27)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 6.92 (1H, d, J= 7.9
Hz, H-26), 6.78 (1H, s, H-23), 6.76 (1H, d, J= 7.9
Hz, H-25), 5.96 (1H, ddt, J=16.9, 10.1, 6.7 Hz, H-
28), 5.39 (1H, sa, H-7), 5.10 (2H, m, H-29), 3.80
(3H, s, H-30), 3.38 (2H, d, J= 6.7 Hz, H-27), 2.62
(1H, dd, J= 14.1, 5.8 Hz, H-14a), 2.36 (1H, dd, J=
14.8, 8.3 Hz, H-14b), 2.09 (1H, m, H-13), 1.91 (2H, m, H-6a y H-6b), 1.86 (1H, m, H-1a),
1.68 (3H, s, H-17), 1.65 (1H, m, H-12a), 1.59 (1H, m, H-9), 1.53 (1H, m, H-11a), 1.44 (1H,
m, H-2a y H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.27 (1H, m, H-12b), 1.18 (1H, m, H-5), 1.16 (1H,
m, H-11b), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.08 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.97 (1H, m, H-1b), 0.88
(3H, s, H-19), 0.86 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-20); RMN de '*C & 171.5 (C-15), 151.0
(C-22), 138.1 (C-21), 139.0 (C-24), 137.2 (C-28), 135.5 (C-8), 122.7 (C-26), 122.3 (C-7),
120.8 (C-25), 116.3 (C-29), 112.8 (C-23), 55.9 (C-30), 55.4 (C-9), 50.3 (C-5), 42.5 (C-3),
41.4 (C-14), 40.2 (C-27), 39.6 (C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4),
31.5 (C-13), 24.6 (C-11), 24.0 (C-6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19), 20.0 (C-16), 19.0 (C-2),
13.7 (C-20).

10.13 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 3-(o-tolilamino)fenilo (28)

Oleoso marron; [a]sso =5, [a]s7s —6, [a]s46 —7 (C

14 o ) 3328 1.0, CHCL;); IR (CDCl3) Vmax 3425, 2921,
2 Ni@g 1746,1597, 1489, 1317, 1145, 999, 895 cm';
0\2@24 27 " RMN de 'H 7.25 (1H, m, H-32), 7.21 (1H, m,
s H-25), 7.20 (1H, m, H-29), 7.15 (1H, m, H-31),
6.97 (1H, td, J= 7.4, 1.2 Hz, H-30), 6.76 (1H,

ddd, J= 8.1, 2.2, 0.9 Hz, H-24), 6.62 (1H, t, J= 2.2 Hz, H-22), 6.57 (1H, ddd, J=8.0, 2.2,

0.9 Hz, H-26), 5.42 (1H, sa, NH), 5.38 (1H, sa, H-7), 2.55 (1H, dd, J= 14.8, 6.1 Hz, H-
14a), 2.33 (1H, dd, J= 14.8, 8.2 Hz, H-14b), 2.25 (3H, s, H-33), 2.06 (1H, m, H-13), 1.91

28
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(1H, m, H-6a), 1.86 (2H, m, H-1a), 1.86 (1H, m, H-6b), 1.67 3H, s, H-17), 1.60 (1H, m, H-
12a), 1.58 (1H, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-2a), 1.53 (1H, m, H-11a), 1.44 (1H, m, H-2b), 1.40
(1H, m, H-3a), 1.20 (1H, m, H-12b), 1.19 (1H, m, H-11b), 1.17 (1H, m, H-3b), 1.17 (1H,
m, H-5), 1.05 3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.96 (1H, m, H-1b), 0.88 (3H, s, H-19), 0.86 (3H,
s, H-18), 0.76 (3H, s, H-20); RMN de 3C § 171.6 (C-15), 151.7 (C-21), 145.5 (C-23),
140.3 (C-27), 135.2 (C-8), 131.0 (C-29), 129.9 (C-25), 129.2 (C-28), 126.6 (C-31), 122.8
(C-30), 122.2 (C-7), 120.0 (C-32), 114.0 (C-24), 112.9 (C-26), 109.7 (C-22), 55.2 (C-9),
50.1 (C-5), 42.3 (C-3), 41.5 (C-14), 39.3 (C-12), 39.1 (C-1), 36.8 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9
(C-4), 31.3 (C-13), 24.4 (C-11), 23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.7 (C-
2), 17.8 (C-33),13.5 (C-20); EIMS m/z 488 [M + H]" (32), 364 (3), 212 (1), 200 (32), 199
(100), 198 (9), 119 (3), 109 (8), 81 (4), 39 (4).

10.14 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 3-hidroxi-5-metilfenilo (29)

Oleoso incoloro; [a]sse —8, [a]ss =9, [a]ss6 —10, [a]436
—20, [a]36s —36 (¢ 1.0, CHCl3); IR (CHCI3) vmax 3586,
2917, 1744, 1591, 1461, 1133 cm™!; RMN de 'H § 6.51
(1H, s, H-24), 6.47 (1H, s, H-26), 6.38 (1H, s, H-22), 5.39
(1H, sa, H-7), 4.93 (1H, sa, OH), 2.56 (1H, dd, J = 14.8,
6.1 Hz, H-14a), 2.33 (1H, dd, J = 14.8, 8.2 Hz, H-14b),
2.29 (3H, s, H-27), 2.06 (1H, m, H-13), 1.93 (1H, m, H-6a), 1.86 (1H, m, H-6b), 1.86 (1H,
m, H-1a), 1.68 (3H, s, H-17), 1.60 (1H, m, H-12a), 1.59 (1H, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-2a),
1.53 (1H, m, H-11a), 1.45 (1H, m, H-2b), 1.41(1H, m, H-3a), 1.22 (1H, m, H-12b), 1.20
(1H, m, H-11b), 1.18 (1H, m, H-5), 1.17 (1H, m, H-3b), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16),
0.97 (1H, m, H-1b), 0.88 (3H, s, H-19), 0.86 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-20); RMN de *C
5 171.8 (C-15), 156.1 (C-23), 151.4 (C-21), 140.6 (C-25), 135.2 (C-8), 122.2 (C-7), 114.6
(C-26), 113.6 (C-24), 106.2 (C-22), 55.2 (C-9), 50.1 (C-5), 42.3 (C-3), 41.5 (C-14), 39.3
(C-12), 39.1 (C-1), 36.8 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9 (C-4), 31.3 (C-13), 24.4 (C-11), 23.8 (C-
6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 21.3 (C-27), 19.9 (C-16), 18.7 (C-2), 13.5 (C-20); EIMS m/z
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413 [M + HJ" (2), 397 (31), 288 (10) 191 (94), 165 (50), 149 (31) 124 (100), 109 (72), 105
(23), 67 (30).

10.15 bis-(5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 5-metil-1,3-fenilo (30)

Oleoso incoloro; [a]sso —1, [a]s7s —2,
[a]sa6 —2, [a]azs —3, [a]zes +4 (C 1.0,
CHCL); IR (CHCIL3) vmax 2919, 1751,
1593, 1462, 1262, 1124 cm™!; RMN de
'H § 6.77 (2H, s, H-23), 6.66 (1H, s, H-
2 22), 5.40 (1H, sa, H-7), 2.55 (1H, dd, J
=14.9, 6.0 Hz, H-14a), 2.35 (1H, m, H-
14b), 2.35 (3H, s, H-25), 2.06 (1H, m, H-13), 1.94 (1H, m, H-6a), 1.87 (1H, m, H-6b), 1.87
(1H, m, H-1a), 1.68 (3H, s, H-17), 1.61 (1H, m, H-12a), 1.60 (1H, m, H-9), 1.57 (1H, m, H-
11a), 1.54 (1H, m, H-2a), 1.45 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.26 (1H, m, H-12b),
1.20 (1H, m, H-11b), 1.19 (1H, m, H-5), 1.16 (1H, m, H-3b), 1.07 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-
16), 0.97 (1H, m, H-1b), 0.88 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-20); RMN
de 13C § 171.4 (C-15), 150.9 (C-21), 140.3 (C-24), 135.2 (C-8), 122.3 (C-7), 119.7 (2C, C-
23), 112.5 (C-22), 55.3 (C-9), 50.2 (C-5), 42.3 (C-3), 41.5 (C-14), 39.4 (C-12), 39.2 (C-1),
36.9 (C-10), 33.2 (C-18), 33.0 (C-4), 31.4 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.2 (C-17),
21.9 (C-19), 21.4 (C-25), 20.0 (C-16), 18.8 (C-2), 13.6 (C-20).

10.16 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-0ato de 4-metoxifenilo (31)

Oleoso incoloro; [a]sse —7, [a]s7s =7, [a]s46 —8, [a]436

~17, [alses =31 (¢ 1.0, CHCL); IR (CHCl3) Vimax 2924,

- 1746, 1506, 1465, 1248, 1141 cm™'; RMN de 'H & 6.98
~Z '\ (2H,d,J =89 Hz, H-22 y H-22"), 6.88 (2H, d, J = 9.0
Hz, H-23 y H-23"), 5.38 (1H, sa, H-7), 3.78 (3H, s, H-
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25), 2.55 (1H, dd, J = 14.8, 6.1 Hz, H-14a), 2.34 (1H, dd, J = 14.8, 8.1 Hz, H-14b), 2.08
(1H, m, H-13), 1.92 (1H, m, H-6a), 1.87 (1H, m, H-6b), 1.85 (1H, m, H-1a), 1.67 (3H, s, H-
17), 1.62 (1H, m, H-12a), 1.59 (1H, m, H-9), 1.53 (1H, m, H-11a), 1.52 (1H, m, H-2a), 1.44
(1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.23 (1H, m, H-12b), 1.17 (1H, m, H-11b), 1.17 (1H,
m, H-5), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.96 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H,
s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-20); RMN de 3C § 172.1 (C-15), 157.1 (C-24),
144.2 (C-21), 135.2 (C-8), 122.3 (2C, C-22), 122.2 (C-7), 114.4 (2C, C-23), 55.6 (C-25),
55.3 (C-9), 50.1 (C-5), 42.3 (C-3), 41.5 (C-14), 39.4 (C-12), 39.2 (C-1), 36.9 (C-10), 33.2
(C-18), 32.9 (C-4), 31.4 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.2 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-
16), 18.8 (C-2), 13.6 (C-20); EIMS m/z 398 [M — Me]" (2), 191 (4), 125 (9), 124 (100), 109
(15), 95 (5), 81 (6), 67 (5), 41 (5).

10.17 (5S,9S,10S,13S)-labd-7-en-15-o0ato de metilo (32)

Oleoso incoloro; [a]sso —7, [a]s78 =9, [0t]s46 —10, [a]436 —19, [a]365
=36 (c 0.1, CHCL); IR vmax 2955, 1728, 1658, 1650, 1643, 1440,
1380, 1368 cm™!; RMN de 'H § 5.37 (1H, sa, H-7), 3.66 (3H, s,
OCH3), 2.33 (1H, dd, J= 14.6, 6.0 Hz, H-14a), 2.11 (1H, dd, J=
14.6, 8.2 Hz, H-14b), 1.94 (1H, m, H-13), 1.92 (1H, m, H-6a),
1.84 (1H, m, H-6b), 1.83 (1H, m, H-1b), 1.65 (3H, s, H-17), 1.56
IH, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m, H-12a), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.45 (1H, m,
H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.16 (2H, m, H-3b y H-5), 1.14 (1H, m, H-12b), 1.12 (1H, m,
H-11b), 0.95 (3H, d, J= 6.7 Hz, H-16), 0.94 (1H, m, H-1a), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s,
H-18), 0.75 (3H, s, H-20); RMN de 13C 5 173.8 (C-15), 135.3 (C-8), 122.2 (C-7), 55.2 (C-
9), 51.4 (C-21), 50.2 (C-5), 42.3 (C-3), 41.4 (C-14), 39.4 (C-12), 39.1 (C-1), 36.8 (C-10),
33.2 (C-18), 33.0 (C-4), 31.3 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19),
19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 13.5 (C-20). Las sefiales de los espectros de RMN de 'H y °C se

compararon con los reportados en la literatura, confirmandose la obtencion del derivado

metilado.®!
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10.18 N-(2-(fenilamino)fenil-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-amida (33)

16 Oleoso marrén; RMN de 'H & 7.92 (1H, s, NH), 7.81 (1H,
u 0 m, H-26), 7.28 (1H, m, H-23), 7.21 (2H, t, J = 7.7 Hz, H-

7.4 Hz, H-30), 6.82 (2H, d, J = 8.2 Hz, H-28 y H-28"),

22 53

g 'OH HN@5 29 y H'29’)’ 7.10 (ZH, m, H-24 y H'25)’ 6.87 (IH, t, J=
24
HN
27 28"

o 18 5.88 (1H, s, NH), 2.46 (1H, m, H-14a), 2.03 (1H, m, H-
28@ 2 13), 2.03 (1H, m, H-14b), 1.76 (1H, m, H-7a), 1.60 (2H,
N m, H-6a y H-6b), 1.58 (1H, m, H-2a), 1.55 (1H, m, H-1a),
1.41 (1H, m, H-11a), 1.41 (1H, m, H-2b), 2.03 (1H, m, H-7b), 1.39 (2H, m, H-12a y H-
12b), 1.34 (1H, m, H-3a), 1.28 (1H, m, H-7b), 1.23 (1H, m, H-11b), 1.12 (3H, s, H-17),
1.10 (1H, m, H-3b), 0.96 (3H, d, J = 5.8 Hz, H-16), 0.96 (1H, m, H-9), 0.86 (1H, m, H-5),
0.86 (3H, s, H-18), 0.85 (1H, m, H-1b), 0.77 (6H, s, H-19 y H-20); RMN de *C & 172.1
(C-15), 144.8 (C-27), 134.3 (C-22), 131.8 (C-21), 129.4 (2C, C-29), 125.5 (C-24), 124.4
(C-25), 123.4 (C-23), 123.1 (C-26), 120.2 (C-30), 116.3 (2C, C-28), 74.6 (C-8), 61.4 (C-9),
56.0 (C-5), 44.5 (C-7), 44.1 (C-14), 41.9 (C-3), 39.8 (C-1), 39.1 (C-12), 39.0 (C-10), 33.4
(C-18), 33.2 (C-4), 31.3 (C-13), 24.1 (C-17), 21.5 (C-19), 20.9 (C-11), 20.6 (C-6), 20.0 (C-
16), 18.4 (C-2), 15.5 (C-20).

10.19 N-4-fluorobencil-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-amida (34)

Sélido blanco; p. f. 117-119 °C; RMN de 'H § 7.25 (2H,

o 2 225 m, H-23 y H-27), 7.00 (2H, t, J = 8.7 Hz, H-24 y H-26),

\QZS 6.16 (1H, sa, NH), 4.44 (1H, dd, J= 14.7, 6.0 Hz, H-
g'OHHN-2}" 22 ~57

21a), 4.31 (1H, dd, J= 14.7, 5.5 Hz, H-21b), 2.32 (1H,

dd, J = 13.1, 7.0 Hz, H-14a), 2.03 (1H, m, H-13), 1.95

(1H, dd, J =13.1, 7.3 Hz, H-14b), 1.80 (1H, m, H-7a),

1.61 (1H, m, H-6a), 1.51 (1H, m, H-1a), 1.42 (2H, m, H-12a y 12b), 1.40 (1H, m, H-7b),

1.39 (2H, m, H-2a y H-2b), 1.30 (2H, m, H-11a y H-11b), 1.26 (2H, m, H-3a y H-3b), 1.16
(1H, m, H-6b), 1.12 (3H, s, H-17), 0.94 (3H, d, J= 6.6 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-9), 0.86

34
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(3H, s, H-18), 0.83 (1H, m, H-5), 0.80 (1H, m, H-1b), 0.77 (3H, s, H-19), 0.76 (3H, s, H-
20); RMN de '3C § 173.1 (C-15), 163.5 (C-25), 134.6 (C-22), 129.8 (C-23), 129.7 (C-27),
115.7 (C-24), 115.5 (C-26), 74.6 (C-8), 61.7 (C-9), 56.2 (C-5), 44.6 (C-7), 43.5 (C-14),
42.9 (C-21),42.1 (C-3), 39.9 (C-1), 39.3 (C-12), 39.2 (C-10), 33.5 (C-18), 33.4 (C-4), 31.4
(C-13),24.3 (C-17), 21.6 (C-19), 21.1 (C-11), 20.7 (C-6), 20.2 (C-16), 18.6 (C-2), 15.6 (C-
20); HRESIMS [M + Na]" m/z 454.3097 (calcd para 454.3098).

10.20 N-fenil-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-amida (35)

Soélido blanco; p. f. 136-138 °C; [a]sso —1, [a]s7s —1, [a]s46
—1, [a]azs =2 (C 1.0, CHCl3); IR (CHCI3) Vimax 3585, 3430,
2937, 1679, 1598, 1440 cm™'; RMN de 'H § 7.70 (1H, sa,
NH), 7.53 (2H, d, J = 7.8 Hz, H-22 y H-22"), 7.30 (2H, t,
J=17.9 Hz, H-23 y H-23"), 7.09 (1H, t, J = 7.4 Hz, H-24),
2.51 (1H, dd, J = 13.1, 6.2 Hz, H-14a), 2.10 (1H, m, H-
13),2.05 (1H, dd, J = 13.1, 7.7 Hz, H-14b), 1.87 (1H, dt, J = 12.3, 3.2 Hz, H-7a), 1.65 (1H,
m, H-6a), 1.61 (1H, m, H-1a), 1.57 (1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m, H-11a), 1.45 (2H, m, H-
12a y H-12b), 1.44 (1H, m, H-2b), 1.43 (1H, m, H-7b), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.28 (1H, m,
H-11b), 1.28 (1H, m, H-6b), 1.18 (3H, s, H-17), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.10 (1H, m, H-9),
1.02 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-1b), 0.92 (1H, m, H-5), 0.87 (3H, s, H-18),
0.80 (3H, s, H-20), 0.79 (3H, s, H-19); RMN de '3C § 171.7 (C-15), 138.2 (C-21), 129.0
(2C, C-23), 123.9 (C-24), 119.7 (2C, C-22), 74.8 (C-8), 61.2 (C-9), 56.0 (C-5), 44.6 (C-7),
44.4 (C-14),41.9 (C-3), 39.9 (C-1), 39.2 (C-12), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-4), 31.3
(C-13),24.4 (C-17), 21.5 (C-19), 21.1 (C-11), 20.6 (C-6), 20.2 (C-16), 18.4 (C-2), 15.5 (C-
20). EIMS m/z 382 [M — H20]" (2), 307 (9), 191 (31), 162 (26), 135 (32), 93 (100), 69 (14),
43 (15).
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10.21 N-bencil-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-amida (36)

Sélido blanco; p. f. 119-121 °C; RMN de 'H § 7.33 (2H,
—2  m, H-23 y H-23"), 7.28 (2H, m, H-24 y H-24"), 7.27 (1H,
m, H-25), 6.05 (1H, sa, NH), 4.48 (1H, dd, J = 14.7, 5.8
Hz, H-21), 4.36 (1H, dd, J = 14.7, 5.4 Hz, H-21"), 2.32
(1H, dd, J = 13.2, 6.9 Hz, H-14a), 2.04 (1H, m, H-13),
1.95 (1H, dd, J = 13.2, 7.4 Hz, H-14b), 1.79 (1H, m, H-
7a), 1.59 (1H, m, H-6a), 1.58 (1H, m, H-12a), 1.46 (2H, m, H-2a y H-2b), 1.45 (1H, m, H-
la), 1.42 (1H, m, H-11a), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.30 (1H, m, H-1b), 1.29 (1H, m, H-7b), 1.18
(1H, m, H-11b), 1.15 (1H, m, H-6b), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.11 (3H, s, H-17), 0.96 (1H, m,
H-9), 0.95 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.90 (1H, m, H-12b), 0.85 (1H, m, H-5), 0.85 (3H, s,
H-18), 0.76 (3H, s, H-19), 0.75 (3H, s, H-20); '3C RMN & 173.0 (C-15), 138.7 (C-22),
128.8 (2C, C-24), 128.2 (2C, C-23), 127.6 (C-25), 74.6 (C-8), 61.8 (C-9), 56.2 (C-5), 44.6
(C-7), 43.7 (C-21), 43.6 (C-14), 42.1 (C-3), 39.9 (C-12), 39.4 (C-1), 39.2 (C-10), 33.5 (C-
18), 33.4 (C-4), 31.5 (C-13), 24.3 (C-17), 21.3 (C-11), 21.6 (C-19), 20.7 (C-6), 20.2 (C-16),
18.6 (C-2), 15.6 (C-20).

23

10.22 N-butil-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-amida (37)

Sélido blanco: p. f. 73-75 °C; RMN de 'H & 5.61 (1H, sa,
NH), 3.23 (2H, q, J = 6.7 Hz, H-21), 2.26 (1H, dd, J = 13.2,
6.6 Hz, H-14a), 1.98 (1H, m, H-13), 1.88 (1H, m, H-14b),
1.87 (1H, m, H-7a), 1.64 (1H, m, H-6a), 1.57 (1H, m, H-
la), 1.47 (1H, m, H-11a), 1.45 (2H, m, H-22), 1.43 (2H, m,
H-2a y H-2b), 1.40 (2H, m, H-12a y H-12b), 1.37 (1H, m,
H-7b), 1.35 (1H, m, H-3a), 1.34 (1H, m, H-6b), 1.33 (2H, m, H-23), 1.19 (1H, m, H-11b),
1.15 (3H, s, H-17), 1.11 (1H, m, H-3b), 1.03 (1H, m, H-9), 0.95 (3H, m, H-16), 0.92 (3H,
m, H-24), 0.91 (1H, m, H-1b), 0.90 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 y
H-20); RMN de *C & 173.0 (C-15), 74.5 (C-8), 61.8 (C-9), 56.3 (C-5), 44.6 (C-7), 42.1 (C-
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3), 44.0 (C-14), 39.9 (C-12), 39.8 (C-1), 39.4 (C-21), 39.3 (C-10), 33.6 (C-18), 33.4 (C-4),
31.9 (C-22), 31.5 (C-13), 24.2 (C-17), 21.7 (C-11), 21.7 (C-19), 20.7 (C-6), 20.3 (C-23),
20.2 (C-16), 18.6 (C-2), 15.6 (C-20), 13.9 (C-24).

10.23 N-2-metil-fenil-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-amida (38)

Oleoso incoloro; [a]sso +0.2, [a]s7s 0.1, [a]sas +0.1, [a]436
+0.3 (¢ 1.0, CHCI3), IR (CDCl3) Vinax 3590, 3423, 2927,
1679, 1539, 1522, 1456 cm™'; RMN de 'H & 7.76 (1H, d, J
= 7.9 Hz, H-26), 7.20 (1H, m, H-23), 7.17 (1H, m, H-25),
7.07 (1H, t, J = 7.3 Hz, H-24), 2.53 (1H, m, H-14a), 2.26
(3H, s, H-27), 2.09 (1H, m, H-13), 2.06 (1H, m, H-14b),
1.85 (1H, dt, J=12.2, 3.0 Hz, H-7a), 1.69 (1H, m, H-6a), 1.63 (1H, m, H-1a), 1.57 (1H, m,
H-2a), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.47 (2H, m, H-12), 1.40 (1H, m, H-2b), 1.37 (1H, m, H-7b),
1.36 (1H, m, H-3a), 1.28 (1H, m, H-11b), 1.25 (1H, m, H-6b), 1.16 (3H, s, H-17), 1.12 (1H,
m, H-3b), 1.07 (1H, m, H-9), 1.04 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-1b), 0.91 (1H,
m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.79 (3H, s, H-20), 0.78 (3H, s, H-19); RMN de *C § 171.1
(C-15), 135.8 (C-21), 130.4 (C-23), 129.3 (C-22), 126.7 (C-25), 125.1 (C-24), 123.5 (C-
26), 74.5 (C-8), 61.4 (C-9), 56.1 (C-5), 44.5 (C-14), 44.5 (C-7), 41.9 (C-3), 39.8 (C-1), 39.7
(C-12), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-4), 31.5 (C-13), 24.2 (C-17), 21.7 (C-11), 21.5
(C-19), 20.6 (C-6), 20.2 (C-16), 18.4 (C-2), 17.9 (C-27), 15.5 (C-20); EIMS m/z 397 [M —
H>0]" (3), 381 (18), 192 (46), 177 (31), 150 (50), 134 (15), 107 (100), 91 (12), 67 (15), 41
(17).

10.24 (5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oato de 4-bromofenilo (39)

Sélido blanco; p. f. 120-122 °C; RMN de 'H § 7.48 (2H,
d, J = 8.8 Hz, H-23 y H-23"), 6.96 (2H, d, J = 8.8 Hz,

22 23
021
@&Br H-22 y H-22"), 2.59 (1H, dd, J = 14.8, 6.2 Hz, H-14a),
22"

4 50 = 2.35 (1H, dd, J = 14.8, 8.0 Hz, H-14b), 2.07 (1H, m, H-

116



13), 1.87 (1H, dt, J = 12.2, 3.0 Hz, H-7a), 1.62 (1H, m, H-6a), 1.60 (1H, m, H-1a), 1.59
(1H, m, H-2a), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.44 (1H, m, H-12a), 1.37 (1H, m, H-2b), 1.34 (1H, m,
H-7b), 1.33 (1H, m, H-3a), 1.25 (1H, m, H-12b), 1.24 (1H, m, H-6b), 1.24 (1H, m, H-11b),
1.15 3H, s, H-17), 1.08 (1H, m, H-3b), 1.05 3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 1.00 (1H, m, H-9),
0.92 (1H, m, H-1b), 0.88 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.79 (3H, s, H-20), 0.78 (3H, s,
H-19); RMN de 3C & 171.8 (C-15), 149.9 (C-21), 132.6 (2C, C-23), 123.6 (2C, C-22),
118.9 (C-24), 74.4 (C-8), 62.3 (C-9), 56.3 (C-5), 44.8 (C-7), 42.1 (C-3), 41.6 (C-14), 40.5
(C-12), 39.9 (C-1), 39.3 (C-10), 33.6 (C-18), 33.4 (C-4), 31.4 (C-13), 24.1 (C-17), 22.7 (C-
11), 21.6 (C-19), 20.7 (C-6), 20.1 (C-16), 18.6 (C-2), 15.6 (C-20).

10.25 (5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oato de 4-(2-fenilpropan-2-il)fenilo (40)

Oleoso incoloro; [a]sso +4, [a]s7s +4, [a]ss +5,
[a]az6 +8, [a]z6s 10 (c 1.0, CHCI3); IR (CDCls)
Vmax 3591, 2922, 1744, 1504, 1463, 1387, 1364,
1171, 1085, 1017 cm™'; RMN de 'H § 7.24 (2H, m,
H-27 y H-27"), 7.24 (2H, m, H-28 y H-28"), 7.21
(2H, m, H-23 y H-23"), 7.19 (1H, m, H-29), 6.96
(2H, d, J=8.7 Hz, H-22 y H-22"), 2.58 (1H, dd, J =
14.7, 6.2 Hz, H-14a), 2.34 (1H, dd, J = 14.7, 7.9 Hz, H-14b), 2.07 (1H, m, H-13), 1.86 (1H,
m, H-7a), 1.67 (6H, s, H-30),1.65 (2H, m, H-6a y H-6b), 1.64 (1H, m, H-1a), 1.48 (1H, m,
H-11a), 1.47 (2H, m, H-12a y H-12b), 1.39 (2H, m, H-2a y H-2b), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.36
(1H, m, H-7b), 1.28 (1H, m, H-11b), 1.15 (3H, s, H-17), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.05 (3H, d, J
=6.7 Hz, H-16), 1.03 (1H, m, H-9), 0.92 (1H, m, H-5), 0.91 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, s, H-
18), 0.79 (3H, s, H-20), 0.78 (3H, s, H-19); RMN de "*C § 172.0 (C-15), 150.4 (C-26),
148.5 (C-21), 148.1 (C-24), 128.0 (2C, C-28), 127.8 (2C, C-23), 126.8 (2C, C-27), 125.7
(C-29), 120.9 (2C, C-22), 74.3 (C-8), 62.1 (C-9), 56.1 (C-5), 44.6 (C-7), 42.7 (C-25), 42.0
(C-3), 41.5 (C-14), 40.4 (C-12), 39.8 (C-1), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.3 (C-4), 31.3 (C-
13), 30.8 (C-30), 24.0 (C-17), 22.6 (C-11), 21.5 (C-19), 20.6 (C-6), 20.0 (C-16), 18.4 (C-2),
15.5 (C-20); EIMS m/z EIMS m/z 501 [M — H>O]" (1), 486 (5), 212 (17), 197 (100), 191
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(20), 177 (8), 119 (16), 95 (13), 39 (7); HRESIMS [M + Na]" m/z 541.3654 (calcd for
541.3652).

10.26 (5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oato de 4-metoxifenilo (41)

Solido blanco; p. f. 95-97 °C; [a]sse +6, [a]s78 +5, [a]s546
+7, [a]azs +12, [a]36s +20 (¢ 1.0, CHCl3); IR (CHCIl3)
Vmax 3588, 2926, 1744, 1505, 1465, 1388, 1248 cm™/;
RMN de 'H § 6.98 (2H, d, J = 9.1 Hz, H-22 y H-22"),
6.86 (2H, d, J=9.1 Hz, H-23 y H-23"), 3.78 (3H, s, H-
25), 2.56 (1H, dd, J = 14.7, 6.2 Hz, H-14a), 2.33 (1H,
dd, J = 14.7, 8.0 Hz, H-14b), 2.07 (1H, m, H-13), 1.86 (1H, dt, J = 12.1, 3.0 Hz, H-7a),
1.64 (1H, m, H-6a), 1.63 (1H, m, H-1a), 1.58 (1H, m, H-2a), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.45
(2H, m, H-12a y H-12b), 1.40 (1H, m, H-2b), 1.37 (1H, m, H-7b), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.26
(1H, m, H-11b), 1.26 (1H, m, H-6b), 1.15 (3H, s, H-17), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.05 (3H, d, J
=6.7 Hz, H-16), 1.03 (1H, m, H-9), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.93 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-
18), 0.78 (6H, s, H-19 y H-20); RMN de *C § 172.3 (C-15), 157.1 (C-24), 144.2 (C-21),
122.3 (2C, C-22), 114.4 (2C, C-23), 74.3 (C-8), 62.1 (C-9), 56.1 (C-5), 55.6 (C-25), 44.6
(C-7), 42.0 (C-3), 41.4 (C-14), 40.4 (C-12), 39.7 (C-1), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-
4),31.3 (C-13), 23.9 (C-17), 22.6 (C-11), 21.5 (C-19), 20.5 (C-6), 20.0 (C-16), 18.4 (C-2),
15.5 (C-20); EIMS m/z 413 [M — H>0]" (1), 191 (7), 124 (100), 109 (14), 95 (7), 41 (6);
HRESIMS [M + Na]" m/z 453.2981 (calcd for 453.2982).

10.27 (5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oato de 2-isopropil-5-metilfenilo (42)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 7.19 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-
23),7.01 (1H, d, J =7.9 Hz, H-24), 2.98 (1H, sépt, J = 6.9
Hz, H-28), 6.78 (1H, s, H-26), 2.62 (1H, dd, J = 14.8, 6.1
Hz, H-14a), 2.37 (1H, dd, J = 14.8, 8.0 Hz, H-14b), 2.31
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(3H, s, H-27), 2.10 (1H, m, H-13), 1.87 (1H, dt, J = 12.1, 3.0 Hz, H-7a), 1.64 (1H, m, H-
6a), 1.62 (1H, m, H-1a), 1.51 (1H, m, H-11a), 1.45 (2H, m, H-12a y H-12b), 1.44 (2H, m,
H-2a y H-2b), 1.38 (1H, m, H-7b), 1.37 (1H, m, H-3a), 1.27 (1H, m, H-11b), 1.25 (1H, m,
H-6b), 1.19 (6H, d, J = 6.9 Hz H-29 y H-30), 1.16 (3H, s, H-17), 1.12 (1H, m, H-3b), 1.08
(3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 1.03 (1H, m, H-9), 0.93 (1H, m, H-1b), 0.91 (1H, m, H-5), 0.87
(3H, s, H-18), 0.80 (3H, s, H-19), 0.79 (3H, s, H-20); RMN de '3C § 172.3 (C-15), 148.1
(C-21), 137.2 (C-22), 136.6 (C-25), 127.2 (C-24), 126.5 (C-23), 122.9 (C-26), 74.5 (C-8),
62.4 (C-9), 56.3 (C-5), 44.8 (C-7), 42.1 (C-3), 41.7 (C-14), 40.8 (C-12), 39.9 (C-1), 39.3
(C-10), 33.6 (C-18), 33.4 (C-4), 31.4 (C-13), 27.2 (C-28), 24.1 (C-17), 23.3 (C-29), 23.2
(C-30), 22.9 (C-11), 21.7 (C-19), 21.0 (C-27), 20.7 (C-6), 20.2 (C-16), 18.6 (C-2), 15.6 (C-
20).

10.28 (5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oato de metilo (43)

Oleoso incoloro; [a]sso +5, [o]s7s +6, [a]sas +6, [a]aze +9, [o]365
+14 (¢ 0.7, CHCI3); IR vmax 3610, 2967, 1870, 1716, 1707, 1455,
1435, 1385, 1367, 1141, 1110, 1067, 992, 974, 943 cm™!; RMN
de 'H § 3.66 (3H, s, OCH3), 2.36 (1H, dd, J= 14.7, 6.5 Hz, H-
14a), 2.11 (1H, dd, J= 14.7, 7.6 Hz, H-14b), 1.95 (1H, m, H-13),
1.86 (1H, m, H-7a), 1.63 (1H, m, H-6a), 1.61 (1H, m, H-1a), 1.56
(1H, m, H-2a), 1.42 (1H, m, H-2b), 1.41 (1H, m, H-11a), 1.38 (3H, m, H-3a, H-12), 1.34
(1H, m, H-7b), 1.27 (1H, m, H-6b), 1.21 (1H, m, H-11b), 1.15 (3H, s, H-17), 1.11 (1H, m,
H-3b), 1.01 (1H, m, H-9), 0.96 (3H, d, J= 7.0 Hz, H-16), 0.91 (1H, m, H-5), 0.90 (1H, m,
H-1b), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 y H-20); RMN de '°C & 174.0 (C-15), 74.2 (C-
8), 62.0 (C-9), 56.1 (C-5), 51.4 (C-21), 44.4 (C-7), 41.9 (C-3), 41.2 (C-14), 40.2 (C-12),
39.6 (C-1), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-4), 31.1 (C-13), 22.3 (C-11), 23.9 (C-17),
21.4 (C-19), 20.5 (C-6), 19.9 (C-16), 18.4 (C-2), 15.4 (C-20). Las senales de los espectros

de RMN de 'H y '3C se compararon con los reportados en la literatura, confirmandose la

obtencion del derivado metilado.®!
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10.29 (-)-(5S,9S,108,13S)-labd-7-en-15-0l (51)

Oleoso incoloro; [a]sgs —1 (C 1, CHCIl3); IR Vmax 3338, 2920,
1457, 1378, 1055, 620 cm™!; RMN de 'H § 5.37 (1H, sa, H-7),
3.67 (2H, m, H-15), 1.97 (1H, m, H-6a), 1.84 (1H, m, H-1a), 1.79
(1H, m, H-6b), 1.66 (3H, s, H-17), 1.62 (1H, m, H-12a), 1.54 (1H,
m, H-2a), 1.54 (1H, m, H-9), 1.53 (1H, m, H-13), 1.51 (1H, m, H-
14a), 1.45 (1H, m, H-11a), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.39 (1H, m, H-
2b), 1.37 (1H, m, H-12b), 1.15 (1H, m, H-5), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.13 (1H, m, H-14b),
1.12 (1H, m, H-11b), 0.92 (3H, d, J = 6.1 Hz, H-16), 0.90 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-
19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-20); RMN de "*C § 135.7 (C-8), 122.2 (C-7), 61.4
(C-15), 55.5 (C-9), 50.3 (C-5), 42.5 (C-3), 40.1 (C-14), 39.7 (C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-
10), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 30.6 (C-13), 24.5 (C-11), 24.0 (C-6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19),
19.9 (C-16), 19.0 (C-2), 13.7 (C-20); HRESIMS m/z 293.2847 (calcd para C20H360 + H',
293.2844)

10.30 (-)-(5S,9S,108S,13S)-labd-7-en-15-al (52)

Oleoso amarillo; [a]sso =7 (C 1, CHCI3); IR Vmax 2921, 1725,
1458, 1380, 1044 cm™!; RMN de 'H § 9.76 (1H, sa, H-15), 5.37
(1H, sa, H-7), 2.44 (1H, dd, J = 16.0, 5.5 Hz, H-14a), 2.22 (1H,
dd, J = 16.0, 8.0 Hz, H-14b), 2.05 (1H, m, H-13), 1.92 (1H, m,

T e H-6a), 1.83 (1H, m, H-1a), 1.82 (1H, m, H-6b), 1,65 (3H, s, H-
17), 1.57 (1H, m, H-9), 1.50 (1H, m, H-11a), 1.50 (1H, m, H-12a), 1.42 (2H, m, H-2a y H-
2b), 1.42 (1H, m, H-3a), 1.17 (1H, m, H-5), 1.17 (1H, m, H-12b), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.10
(1H, m, H-11b), 0.98 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.95 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19),
0.85 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-20); RMN de *C § 203.12 (C-15), 135.3 (C-8), 122.5
(C-7), 55.3 (C-9), 50.3 (C-5), 42.4 (C-3), 50.9 (C-14), 39.7 (C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10),
33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 29.2 (C-13), 24.6 (C-11), 23.9 (C-6), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19),
20.3 (C-16), 18.9 (C-2), 13.7 (C-20).
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10.31 (—)-(5S,9S,10S,13S,14S)-labd-7-en-14-[N,N’-(dibenzilcarbonil) hidrazino]-15-ol
(53a)

Soélido blanco; p. f. 140 °C; [a]sso —4 (€ 1, CHCI3); IR Vimax
3341, 3202, 2916, 1720, 1410, 1312, 1271, 742, 694 cm™!;
RMN de 'H § 7.35 (10H, m, Ar), 6.41 (1H, s, NH), 5.36 (1H,
sa, H-7), 5.18 (4H, m, CH2Ph), 4.16 (1H, m, H-14), 3.70
(1H, m, H-15a), 3.45 (1H, m, H-15b), 1.92 (1H, m, H-6a),
1.85 (1H, m, H-11a), 1.82 (1H, m, H-6b), 1.79 (1H, m, H-
la), 1.62 (3H, s, H-17), 1.55 (1H, m, H-12a), 1.51 (1H, m, H-13), 1.47 (1H, m, H-9), 1.47
(1H, m, H-11b), 1.45 (1H, m, H-2a), 1.43 (1H, m, H-3a), 1.13 (1H, m, H-5), 1.12 (1H, m,
H-3b), 1.11 (1H, m, H-2b), 1.06 (1H, m, H-12b), 0.91 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19),
0.85 (3H, s, H-18), 0.82 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.71 (3H, s, H-20); RMN de *C &
159.3, 158.5 (CO), 135.9- 127.4 (Ar), 135.1 (C-8), 122.7 (C-7), 68.7 (CH2Ph), 65.6 (C-14),
60.6 (C-15), 55.4 (C-9), 50.3 (C-5), 42.4 (C-3), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10), 35.8 (C-12), 33.4
(C-13), 33.1 (C-18), 33.1 (C-4), 23.9 (C-11), 23.7 (C-6), 22.2 (C-17), 22.0 (C-19), 18.9 (C-
2), 16.7 (C-16), 13.7 (C-20); HRESIMS m/z 591.3807 (calcd para C3sHsoN2Os + H,
591.3798).

53a

10.32 (—)-(5S,9S,10S,13S,14R)-labd-7-en-14-[N,N’-(dibenzilcarbonil) hidrazino]-15-ol
(23b)

Oleoso incoloro; [a]sso —11 (¢ 1, CHCI3); IR Vmax 3460, 3265,
2921, 1714, 1455, 1262, 1050, 735, 694 cm™'; RMN de 'H §
7.38 (10H, m, Ar), 6.37 (1H, s, NH), 5.36 (1H, sa, H-7), 5.18
(4H, m, CH,Ph), 4.14 (1H, m, H-14), 3.70 (1H, m, H-15a),
3.45 (1H, m, H-15b), 1.92 (1H, m, H-6a), 1.85 (1H, m, H-6b),
1.77 (1H, m, H-1a), 1.55 (1H, m, H-13), 1.55 (3H, s, H-17),
1.52 (1H, m, H-11a), 1.45 (1H, m, H-12a), 1.42 (1H, m, H-9), 1.44 (2H, m, H-2a y H-2b),
1.43 (1H, m, H-11b), 1.39 (1H, m, H-3a), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.13 (1H, m, H-5), 1.04 (1H,
m, H-12b), 0.89 (1H, m, H-1b), 0.86 (6H, s, H-19 y H-18), 0.89 (3H, m, H-16), 0.68 (3H, s,
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H-20); RMN de 3C § 157.5 (CO), 136.7-127.2 (Ar), 135.1 (C-8), 122.7 (C-7), 68.8, 68.4
(CH:Ph), 65.8 (C-14), 60.5 (C-15), 55.3 (C-9), 50.3 (C-5), 42.4 (C-3), 39.2 (C-1), 37.0 (C-
10), 36.5 (C-12), 33.4 (C-13), 33.3 (C-18), 33.1 (C-4), 23.9 (C-6), 23.9 (C-11), 22.3 (C-17),
22.0 (C-19), 19.0 (C-2), 163 (C-16), 13.7 (C-20): HRESIMS m/z 591.3798 (calcd for
C36Hs0N20s + H', 591.3798).

10.33 (55,9S,10R,13S,14S)-14-amin-15-ol (54a)

Oleoso incoloro; RMN de 'H & 4.02 (1H, m, H-15a), 3.74 (1H,
m, H-15b), 3.41 (1H, m, H-14), 1.95 (1H, m, H-8), 1.82 (1H,
m, H-13), 1.67 (1H, m, H-1a), 1.56 (2H, m, H-12a y 12-b),
1.52 (1H, m, H-2a), 1.52 (2H, m, H-6a y H-6b), 1.47 (1H, m,
H-11a), 1.47 (1H, m, H-7a), 1.40 (1H, m, H-2b), 1.37 (1H, m,
H-3a), 1.28 (3H, s, H-17), 1.23 (1H, m, H-7b), 1.21 (1H, m, H-
11b), 1.10 (1H, m, H-3b), 0.98 (1H, m, H-5), 0.89 (3H, d, J= 6.9 Hz, H-16), 0.84 (3H, s, H-
20), 0.83 (1H, m, H-9), 0.82 (1H, m, H-1b), 0.82 (3H, s, H-19), 0.80 (3H, s, H-18); RMN
de 3C del diasterémero mayoritario & 80.5 (C-14), 62.9 (C-15), 56.9 (C-9), 54.2 (C-5), 42.3
(C-3), 39.7 (C-1), 38.6 (C-10), 35.0 (C-12), 34.9 (C-8), 33.7 (C-18), 33.5 (C-4), 32.5 (C-7),
29.7 (C-13), 23.4 (C-6), 23.0 (C-11), 21.8 (C-19), 20.8 (C-17), 18.62 (C-2), 16.6 (C-16),
15.6 (C-20); HRESIMS m/z 310.3115 (calcd para C20H3oNO + H', 310.3110).

54a

10.34 (5S,9S,10S,13S,14R)-labd-7-en-14-amin-15-ol (55)

Oleoso incoloro; RMN de 'H & 5.37 (1H, sa, H-7), 3.66 (2H,
m, H-15a y H-15b), 3.60 (1H, m, H-14), 1.97 (1H, m, H-6a),
1.94 (2H, m, H-11a y H-11b), 1.86 (1H, m, H-6b), 1.83 (1H,
m, H-1a), 1.65 (2H, m, H-12a y H-12b), 1.64 (3H, s, H-17),
1.62 (1H, m, H-13), 1.53 (1H, m, H-9), 1.44 (2H, m, H-2a y
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H-2b), 1.37 (1H, m, H-3a), 1.13 (1H, m, H-5), 1.08 (1H, m, H-3b), 0.91 (3H, m, H-16),
0.90 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, s, H-19), 0.83 (3H, s, H-18), 0.73 (3H, s, H-20); RMN de '3C
§ 135.7 (C-8), 122.2 (C-7), 61.4 (C-15), 55.5 (C-9), 51.8 (C-14), 50.3 (C-5), 42.5 (C-3),
39.8 (C-12), 39.3 (C-1), 37.0 (C-10), 33.3 (C-4), 33.1 (C-18), 29.8 (C-13), 24.5 (C-6), 24.0
(C-11), 22.3 (C-17), 22.0 (C-19), 19.0 (C-2), 14.3 (C-16), 13.7 (C-20); HRESIMS m/z
308.2946 (calcd para C2oH37NO + H*, 308.2953).

10.35 (5)-(5S,8R,9R, 10S,13R)-8,15-labdandiol (57)

Oleoso incoloro; [a]sso =3 (C 1, CHCl3); IR Vimax 3339, 2922, 1459,
1386, 1057, 937, 908 cm™!'; RMN de 'H & 3.67 (2H, m, H-15),
1.84 (1H, dt, J = 12.1, 3.0 Hz, H-7a), 1.65 (1H, m, H-1a), 1.65
(1H, m, H-6a), 1.60 (1H, m, H-2a), 1.57 (1H, m, H-13), 1.43 (1H,
m, H-11a), 1.41 (1H, m, H-2b), 1.39 (1H, m, H-7b), 1.35 (2H, m,
H-14a y H-14b), 1.35 (1H, m, H-3a), 1.32 (2H, m, H-12), 1.25
(1H, m, H-6b), 1.22 (1H, m, H-11b), 1.14 (3H, s, H-17), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.02 (1H, m,
H-9), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.91 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.89 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s,
H-18), 0.79 (6H, s, H-19 y H-20); RMN de '*C & 74.6 (C-8), 61.9 (C-9), 61.4 (C-15), 56.3
(C-5), 44.6 (C-7), 42.1 (C-3), 40.7 (C-14), 39.9 (C-1), 39.4 (C-12), 39.3 (C-10), 33.6 (C-
18), 33.4 (C-4), 30.2 (C-13), 24.2 (C-17), 22.4 (C-11), 21.6 (C-19), 20.7 (C-6), 20.2 (C-16),
18.6 (C-2), 15.6 (C-20); HRESIMS m/z 333.2755 (calcd para C20H3302 + Na*, 333.2770).

10.36 (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-al (58)

Oleoso amarillo; [a]sso +10 (¢ 1, CHCI3); IR Vmax 3478, 2924,
1722, 1460, 1387, 1083, 937 cm™!; RMN de 'H § 9.75 (1H, s,
CHO), 2.45 (1H, dd, J = 15.9, 5.5 Hz, H-14a), 2.21 (1H, dd, J =
15.9, 7.9 Hz, H-14b), 2.01 (1H, m, H-13), 1.87 (1H, m, H-7a),
1.65 (1H, m, H-6a), 1.60 (1H, m, H-1a), 1.59 (1H, m, H-2a), 1.45
(1H, m, H-11a), 1.39 (2H, m, H-12), 1.36 (1H, m, H-2b), 1.35
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(1H, m, H-3a), 1.32 (1H, m, H-7b), 1.22 (1H, m, H-6b), 1.16 (1H, m, H-11b), 1.14 (3H, s,
H-17), 1.08 (1H, m, H-3b), 1.01 (1H, m, H-9), 0.97 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.92 (1H, m,
H-5), 0.90 (1H, m, H-1b), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 y H-20); RMN de *C &
203.6 (C-15), 74.4 (C-8), 62.2 (C-9), 56.3 (C-5), 50.9 (C-14), 44.8 (C-7), 42.1 (C-3), 40.8
(C-12), 39.9 (C-1), 39.3 (C-10), 33.5 (C-18), 33.4 (C-4), 29.1 (C-13), 24.1 (C-17), 22.8 (C-
11),21.6 (C-19), 20.7 (C-6), 20.3 (C-16), 18.6 (C-2), 15.6 (C-20); HRESIMS m/z 639.5314
m/z (caled para 2C20H3602 + Na', 639.5323).

10.37 (5S,8R,9R,10S,13R)-14-[N,N’-(dibenzilcarbonil)hidrazino]-8,15-labdandiol (59)

Oleoso incoloro; IR Vmax 3499, 3268, 2924, 1772, 1733,
1456, 1215, 1043, 937, 738, 696 cm™'; RMN de 'H & 7.36
(10H, m, Ar), 7.20 (1H, s, NH), 5.18 (4H, sa, CH2Ph), 4.37
(1H, s, H-15a), 4.05 (1H, s, H-14), 4.05 (1H, s, H-15b),
1.90 (1H, m, H-13), 1.82 (1H, m, H-7a), 1.64 (1H, m, H-
11a), 1.60 (1H, m, H-2a), 1.52 (1H, m, H-1a), 1.46 (1H, m,
H-6a), 1.41 (1H, m, H-2b), 1.35 (1H, m, H-3a), 1.33 (2H, m, H-12a y H-12b), 1.32 (1H, m,
H-7b), 1.22 (1H, m, H-11b), 1.11 (1H, m, H-3b), 1.10 (3H, s, H-17), 1.06 (1H, m, H-6b),
0.97 (1H, m, H-9), 0.89 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.86 (1H, m, H-1b), 0.85 (1H, m, H-5),
0.85 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-19), 0.75 (3H, s, H-20); RMN de *C § 155.4 (CO),
135.4- 128.4 (Ar), 74.6 (C-8), 68.2 (CH2Ph), 64.5 (C-15), 61.8 (C-9), 59.8 (C-14), 56.2 (C-
5), 44.8 (C-7), 42.0 (C-3), 39.8 (C-1), 39.2 (C-10), 35.9 (C-12), 34.0 (C-13), 33.5 (C-18),
33.4 (C-4), 24.3 (C-17), 22.3 (C-6), 21.6 (C-19), 20.6 (C-11), 18.5 (C-2), 15.6 (C-20), 13.5
(C-16); HRESIMS m/z 607.3748 (calcd para C3sHs:N2Os — HY, 607.3747).
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10.38 (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-14-[1,3,4-oxadiazinan-21-ona] (60)

Oleoso incoloro; [a]sge +5 (C 1, CHCI3); IR Vmax 3454, 3339,
2923, 1746, 1459, 1388, 1214, 1084, 937, 753 cm™!; RMN de
'H § 5.29 (1H, s, NH), 4.22 (1H, t, J = 8.6 Hz, H-15a), 4.01
(1H, t, J = 7.8 Hz, H-15b), 3.85 (1H, m, H-14), 3.76 (1H, s,
NH), 2.81 (1H, sa, OH), 2.09 (1H, m, H-13), 1.86 (1H, d, J =
11.8 Hz, H-7a), 1.65 (1H, m, H-2a), 1.60 (1H, m, H-6a), 1.57
(1H, m, H-1a), 1.53 (1H, m, H-11a), 1.42 (1H, m, H-6b), 1.38 (1H, m, H-3a), 1.38 (1H, m,
H-7b), 1.34 (2H, m, H-12), 1.25 (1H, m, H-2b), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.14 (3H, s, H-17),
1.11 (1H, m, H-3b), 1.02 (1H, m, H-9), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.91 (1H, m, H-5), 0.87 (3H,
m, H-16), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 y H-20); RMN de "*C § 159.8 (CO), 74.4
(C-8), 63.4 (C-15), 61.9 (C-9), 61.2 (C-14), 56.2 (C-5), 44.6 (C-7), 42.0 (C-3), 39.9 (C-1),
39.2 (C-10), 35.9 (C-12), 33.5 (C-13), 33.4 (C-18), 33.4 (C-4), 24.2 (C-17), 22.6 (C-11),
21.6 (C-19), 20.6 (C-2), 18.6 (C-6), 15.6 (C-20), 13.1 (C-16); HRESIMS m/z 349.2854
(caled for C21H3sN203 — OH™, 349.2855).

10.39 7a,8a-epoxi cativico (61)

o Oleoso incoloro; RMN de 'H & 2.96 (1H, sa, H-7), 2.37 (1H, dd,
o J=15.1,58 Hz, H-14a), 2.13 (1H, dd, J = 15.1, 8.1 Hz, H-14b),
"° 206 (IH, m, H-6a), 1.92 (1H, m, H-13), 1.76 (1H, m, H-la),
,, 1.69 (1H, m, H-6b), 1.57 (1H, m, H-11a), 1.55 (1H, m, H-12a),

& % 1.49 (1H, m, H-2a), 1.40 (1H, m, H-2b), 1.37 (1H, m, H-3a),
1.30 (3H, s, H-17), 1.21 (1H, m, H-11b), 1.18 (1H, m, H-12b),

1.17 (1H, m, H-9), 1.08 (1H, m, H-3b), 0.99 (1H, m, H-5), 0.99 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16),
0.84 (3H, s, H-19), 0.83 (1H, m, H-1b), 0.82 (3H, s, H-18), 0.72 (3H, s, H-20); RMN de '*C
5 179.2 (C-15), 61.1 (C-7), 59.1 (C-8), 55.8 (C-9), 46.0 (C-5), 42.2 (C-3), 41.5 (C-14), 39.0
(C-12), 38.9 (C-1), 36.1 (C-10), 33.2 (C-18), 32.8 (C-4), 30.9 (C-13), 23.4 (C-11), 23.0 (C-
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6), 22.8 (C-17), 22.1 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 14.3 (C-20); HRESIMS m/z 323.2586
(caled for C20H3403 + HY, 323.2581).

10.40 7a,15-dihidroxilabd-8(17)-eno (62)

PN Para el compuesto 62, los datos obtenidos mediante RMN fueron

comparados con los reportados en la literatura, asi como su
on HRESIMS m/z 309.2790 (calcd for C20H3602 + H', 309.2788)

"/OH que concuerdan para el cistendiol previamente reportado.'!?

10.41 7a,8a-epoxicativic-15-ol (63)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 3.67 (2H, m, H-15), 2.95 (1H, sa,
H-7), 2.26 (1H, sa, OH), 2.08 (1H, dd, J = 15.3, 4.7 Hz, H-6a),
1.78 (1H, m, H-1a), 1.70 (2H, m, H-14a y H-14b), 1.63 (1H, m,
H-6b), 1.52 (1H, m, H-1b), 1.51 (1H, m, H-13), 1.49 (1H, m, H-
12a), 1.46 (1H, m, H-11a), 1.37 (2H, m, H-2a y H-2b), 1.35 (1H,
m, H-3a), 1.30 (3H, s, H-17), 1.20 (1H, m, H-11b), 1.16 (1H, m,
H-9), 1.09 (1H, m, H-12b), 1.03 (1H, m, H-3b), 1.00 (1H, dd, J = 12.5, 4.7 Hz, H-5), 0.91
(3H, d, J=6.1 Hz, H-16), 0.84 (3H, s, H-19), 0.82 (3H, s, H-18), 0.71 (3H, s, H-20); RMN
de 3C & 61.2 (C-15), 61.0 (C-7), 59.1 (C-8), 55.9 (C-9), 46.0 (C-5), 42.2 (C-3), 38.9 (C-
14), 39.7 (C-12), 39.6 (C-1), 36.1 (C-10), 33.2 (C-18), 32.8 (C-4), 30.3 (C-13), 23.2 (C-11),
23.0 (C-6), 22.9 (C-17), 22.1 (C-19), 19.8 (C-16), 18.8 (C-2), 14.3 (C-20); HRESIMS m/z
309.2788 (caled for C20H3602 + H', 309.2788).
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10.42 7a,8a-epoxicativic-15-al (64)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 9.77 (1H, sa, H-15), 2.95 (1H, sa,
H-7), 2.45 (1H, dd, J = 16.2, 5.4 Hz, H-14a), 2.25 (1H, dd, J =
16.2, 8.0 Hz, H-14b), 2.08 (1H, m, H-6a), 2.04 (1H, m, H-13),
1.74 (1H, m, H-1a), 1.63 (1H, m, H-6b), 1.57 (1H, m, H-12a),
1.51 (1H, m, H-11a), 1.40 (2H, m, H-2a y 2b), 1.34 (1H, m, H-
3a), 1.31 (3H, s, H-17), 1.21 (1H, m, H-12b), 1.16 (1H, m, H-
11b), 1.45 (1H, m, H-9), 1.07 (1H, m, H-3b), 1.00 (1H, m, H-5), 0.99 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-
16), 0.86 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.82 (1H, m, H-1b), 0.73 (3H, s, H-20); RMN
de 13C § 203.0 (C-15), 58.8 (C-8), 61.0 (C-7), 55.8 (C-9), 46.0 (C-5), 42.2 (C-3), 51.0 (C-
14), 39.3 (C-12), 39.0 (C-1), 36.1 (C-10), 33.2 (C-18), 32.8 (C-4), 28.8 (C-13), 23.4 (C-11),
23.0 (C-6), 22.9 (C-17), 22.1 (C-19), 20.2 (C-16), 18.8 (C-2), 14.3 (C-20); HRESIMS m/z
307.2628 (caled for C20H3402 + H', 307.2632).

10.43 7a-hidroxiperoxido-15-hidroxilabd-8(17)-eno (65)

Oleoso incoloro; RMN de 'H § 7.89 (1H, sa, OOH), 5.16 (1H, s,
H-17a), 4.85 (1H, s, H-17b), 4.50 (1H, s, H-7), 3.67 (2H, m, H-
15), 2.02 (1H, m, H-6a), 1.94 (1H, m, H-9), 1.76 (1H, m, H-1a),
1.66 (1H, m, H-14a), 1.56 (1H, m, H-2a), 1.55 (1H, m, H-6b), 1.53
(1H, m, H-13), 1.53 (1H, m, H-11a), 1.44 (1H, m, H-12a), 1.42
(1H, m, H-5), 1.37 (1H, m, H-3a), 1.36 (1H, m, H-2b), 1.34 (1H,
m, H-14b), 1.15 (1H, m, H-11b), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.04 (1H, m, H-1b), 1.00 (1H, m, H-
12b), 0.90 (3H, d, J = 4.8 Hz, H-16), 0.85 (3H, s, H-18), 0.78 (3H, s, H-19), 0.66 (3H, s, H-
20): RMN de °C 3 146.0 (C-8), 113.3 (C-17), 87.2 (C-7), 61.3 (C-15), 52.1 (C-9), 48.5 (C-
5), 42.1 (C-3), 39.8 (C-10), 39.6 (C-14), 38.8 (C-1), 36.1 (C-12), 33.3 (C-18), 33.3 (C-4),
30.1 (C-13), 27.6 (C-6), 21.3 (C-19), 20.5 (C-11), 20.0 (C-16), 19.4 (C-2), 13.6 (C-20):
HRESIMS m/z 307.2634 (calcd for C20H3502 — OH™, 307.2632).
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11. Espectros de RMN de *H y de B°C

18
19 3
24 25
23/ =
\ 26
27
16 17 18
2
24 26 2
14"
7 25 14
| | ) | Mb
A 1§ _
L) T L T T T T T T T T L) T T T T T
85 20 75 2.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 25 3.0 25 2.0 15 1.0 05
f1 (pprn)

Figura 68. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 16 en CDCl;.
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Figura 69. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 16 en CDCls.
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Figura 70. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 17 en CDCl;.
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Figura 71. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 17 en CDCl;.
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Figura 72. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 18 en CDCl;.
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Figura 73. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 18 en CDCl;.
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Figura 74. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 19 en CDCl;.
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Figura 75. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 19 en CDCls.
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Figura 76. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 20 en CDCl;.
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Figura 77. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 20 en CDCls.
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Figura 78. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 21 en CDCl;.
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Figura 79. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 21 en CDCls.
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Figura 80. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 22 en CDCl;.
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Figura 81. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 22 en CDCls.
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Figura 82. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 23 en CDCl;.
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Figura 83. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 23 en CDCls.
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Figura 84. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 24 en CDCl;.
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Figura 85. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 24 en CDCl;.
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Figura 86. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 25 en CDCl;.
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Figura 87. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 25 en CDCls.
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Figura 88. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 26 en CDCl;.
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Figura 89. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 26 en CDCls.
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Figura 90. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 27 en CDCl;.
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Figura 91. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 27 en CDCl;.
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Figura 92. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 28 en CDCl;.
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Figura 93. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 28 en CDCl;.
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Figura 94. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 29 en CDCl;.

19
14 ‘34 1?2115
12
7 27 3 LY A
26 B & 1 2 o
26

24

T T T T T T
170 130 150 112 130 ] i 100

ag
1 (som}

Figura 95. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 29 en CDCls.

141



7 16

23

s i oW

T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 68 65 H4 62 6D 58 54 54 52 50 48 456 44 432 4.2 (3.8 13.6 34 3.2 30 2B 26 24 22 0 18 16 14 13 1.0 08
1 {ppm

Figura 96. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 30 en CDCl;.
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Figura 97. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 30 en CDCl;.
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Figura 98. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 31 en CDCl;.
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Figura 99. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 31 en CDCls.
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Figura 100. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 32 en CDCl;.

144



1920

18
26 25
2
24
17
HN 22 o3
27
28"
28
29’
33 2 %0
16
29
28
425
W IE NH ind
26
L A ! L‘ \
Ay A A j I l.l
STU ?;5 J".Iﬂ ﬁjS 6:8 5‘.5 SjD 4:5 4{0 3:5 3‘.0 2:5 Z:El 1‘.5 1:0 0‘5
£t {ppm)
Figura 101. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 33 en CDCl;.
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Figura 102. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 33 en CDCls.
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Figura 103. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 34 en CDCl;.
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Figura 104. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del derivado 34 en CDCl;.
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Figura 105. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 35 en CDCl;.
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Figura 106. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 35 en CDCls.
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Figura 107. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 36 en CDCl;.
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Figura 108. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del derivado 36 en CDCl;.
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Figura 109. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 37 en CDCl;.
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Figura 110. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 37 en CDCls.
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Figura 111. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 38 en CDCl;.
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Figura 112. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 38 en CDCls.
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Figura 113. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 39 en CDCl;.

q 14121 18 13 17 11 19 618

LU ] LI

T T T T T
28 26 4 22 20

4‘2 4;3 3‘3 3-6 3’2 50
f1 (ppm}
22
23
s 7 2 20
8
15 21 24
1;0 1étl 1;0 1;0 lélJ léﬂ I;D 150 QIIJ S;J 7‘0 6‘0 5‘0 4‘0 ?:El 2’0
fL (ppm)

Figura 114. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 39 en CDCls.
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Figura 115. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 40 en CDCl;.
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Figura 116. Espectro de RMN de '*C a 100 MHz del derivado 40 en CDCls.
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Figura 117. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 41 en CDCl;.
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Figura 118. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del derivado 41 en CDCl;.
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Figura 119. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 42 en CDCl;.

1I_rlD?f}S:':
14 09, '3 1 1% s
JLJ J ]:: JL AUUW:?L[
"'T'_r-"_l'ln'l""l'I'r"'.'";'l‘.l"‘l'l'r """ L
2 Bl EE] 2 1l 2 2 E i i i)
1 pam;
G '
24_23?_1 o] 20
5 7 -
22 9%
‘5
21
] 160 150 14t 13t 130 11¢ 10 ag ar 7t 60 SC a( 3 21
fLIpFm}

Figura 120. Espectro de RMN de *C a 100 MHz del derivado 42 en CDCl;.

154



1820

18
21

17

16

OH

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

72 74 5.6 6.2 5.8 54 5.0 4.6 4.2 3.8
f1 {ppm)

Figura 121. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado 43 en CDCl;.
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Figura 122. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 51 en CDCl;.
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Figura 124. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 52 en CDCl;.
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Figura 125. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz del derivado 52 en CDCl;.
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Figura 126. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 53a en CDCl;.
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Figura 127. Espectro de RMN de *C a 75 MHz del derivado 53a en CDCl;.
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Figura 128. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 53b en CDCls.
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Figura 129. Espectro de RMN de *C a 75 MHz del derivado 53b en CDCl;.
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Figura 131. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz del derivado 54a y 54b en CDCls.
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Figura 133. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz del derivado 55 en CDCl;.
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Figura 134. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 57 en CDCls.
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Figura 135. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz del derivado 57 en CDCl;.
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Figura 136. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 58 en CDCl;.
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Figura 137. Espectro de RMN de !°C a 75 MHz del derivado 58 en CDCl;.
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Figura 138. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 59 en CDCl;.
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Figura 139. Espectro de RMN de !*C a 75 MHz del derivado 59 en CDCl;.
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Figura 140. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 60 en CDCl;.
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Figura 141. Espectro de RMN de !*C a 75 MHz del derivado 60 en CDCl;.
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Figura 143. Espectro de RMN de !*C a 75 MHz del derivado 61 en CDCl;.
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Figura 144. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 62 en CDCls.

Figura 145. Espectro de RMN de !*C a 75 MHz del derivado 62 en CDCl;.
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Figura 148. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 64 en CDCls.
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Figura 149. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz del derivado 64 en CDCl;.
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Figura 150. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz del derivado 65 en CDCls.
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Figura 151. Espectro de RMN de '*C a 75 MHz del derivado 65 en CDCl;.
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