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1. RESUMEN

Los productos naturales obtenidos de las plantas que pertenecen al género Bursera
presentan una gran variedad estructural de compuestos. De particular interés se encuentran las
especies de cuajiotes rojos pertenecientes a la seccidn Bursera, en los cuales se han encontrado
derivados del cembrano y del verticilano. Estos constituyen dos grupos relevantes de diterpenos

cuyo esqueleto carbociclico es intermediario en la biosintesis de los taxanos.

Algunos cembrenoides han sido probados contra diversas lineas de células tumorales, por
ejemplo, el sarcophytol A aislado de Sarcophyton glaucum inhibe las células cancerigenas de

piel de ratén, ademads inhibe el desarrollo de tumores de mama, higado y colon en ratones.

Este trabajo comprende el estudio del extracto hexanico de los tallos de la Bursera multijuga,
especie endémica de la zona occidente del pais. De la que se aislaron y caracterizaron tres
metabolitos de esqueleto cembrenoide. El (1S,3E,7E,10E)-cembra-3,7,10-trien-1-ol (30), asi
como dos derivados epoxidados; el (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (31) y el
1-acetato de (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dieno (32).

Debido a que la configuracion absoluta de las moléculas juega un papel dominante en el
comportamiento de éstas frente a sistemas bioldgicos se asigné la configuracion absoluta del
epoxicembrenol (31) de manera inequivoca empleando dicroismo circular vibracional (DCV) en
conjunto de cdlculos tedéricos. También se llevd a cabo la reasignacion de las sefiales de RMN de

30.

Finalmente se realizaron ensayos al metabolito 31 en condiciones oxidantes con acido m-
cloroperbenzoico, del cual se obtuvieron los derivados (11E)-3,4:7,8-diepoxicembren-1-ol (33) y
3,4:7,8:11,12-triepoxicembren-1-ol (34), estos al igual que a los 3 metabolitos naturales fueron

caracterizados en base a sus datos de fisicos y espectroscopicos.
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2. ABSTRACT

Natural products from plants belonging to the genus Bursera have a variety of structural
compounds. Of particular interest are the species belonging to red cuajiotes Bursera section in
which are found cembrane and verticillane derivatives. These diterpenes conform two relevant
groups whose carbocyclic skeletons are intermediates in the biosynthesis of taxanes.

Some cembrenes with biological activity have been tested against various tumor cell
lines. For example, sarcophytol A isolated by Sarcophyton glaucum inhibits mouse skin cancer
cells, and the development of liver, colon and mammary tumors in mice.

This work includes the study of the hexane extract of the stems of Bursera multijuga,
endemic to the west region of the country. Three metabolites with cembrenoid skeleton were
isolated and characterized: (1S,3E,7E,10E)-cembra-3,7,10-trien-1-ol (30) as well as two epoxide
derivatives, (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxycembra-3,11-dien-1-ol (31) and (15,3E,7R,8R,11E)-7,8-
epoxycembra-3,11-dien-1-ol 1-acetate (32).

Given that the absolute configuration of molecules play a dominant role in the behavior
of these compounds in biological systems, the absolute configuration for epoxycembrenol (31)
was assigned using vibrational circular dichroism (VCD) and theoretical calculations as well. Also,
unequivocal reassignment for some of the NMR signals of 30 were achieved in spite of this
metabolite was known since 1989.

Finally oxidative assays were performed in 31 with m-cloroperbenzoic acid, obtaining
derivatives (11E)-3,4:7,8-diepoxycembren-1-ol (33) and 3,4:7,8:11,12-triepoxycembran-1-ol
(34). These and 3 natural metabolites were characterized by physical and spectroscopic data.

13



3. INTRODUCCION

La Sierra Madre Occidental (SMO) es el complejo montafioso mas largo y continuo de
México, extendiéndose por casi 1200 km desde el noreste de Sonora hasta el norte de Jalisco,
donde se une con el Eje Neovolcanico. Tiene un gran valor econdmico y ambiental por captar la
mayor parte del agua que abastece los mantos fredticos e irriga a amplias zonas en el noroeste
de México. La sierra tiene la forma de una meseta ligeramente inclinada al oriente que ha sido
dislocada por fallas y cortada por corrientes que descienden tanto al Golfo de California y el
Océano Pacifico, como al Altiplano Mexicano. Su flanco occidental es sumamente escarpado,
con numerosas y profundas hondonadas (llamadas “barrancas” en Sonora y Chihuahua,
“quebradas” en Durango y Sinaloa y “cafiones” o “barrancas” en Zacatecas y norte de Jalisco),

en algunos sitios de mas de 1800 m de profundidad.

Figura 1. Ubicacion geografica de la Sierra Madre Occidental

14



A pesar de su gran importancia ambiental y econdmica, es todavia deficientemente
conocida. Los tipos de vegetacion y comunidades reconocidos se agrupan en tres grandes
apartados: Madrense, Madrense-Xeréfila y Tropical, correspondientes a las afinidades de los
componentes de la vegetacion que prevalece en las tres ecorregiones terrestres de México de
nivel Il que confluyen en el area: “Sierras templadas, Sierra Madre Occidental”, “Elevaciones
semiaridas, piedemonte de la Sierra Madre Occidental” y “Bosques tropicales secos, planicie

costera, lomerios y cafiones del Occidente”.

La vegetacion tropical se desarrolla en las partes bajas y en las inmediaciones de la SMO
e ingresa a través de las barrancas y quebradas de la vertiente occidental, entre 300 y 2000 m

de altitud, en climas calidos subhimedos, semicalidos y secos calidos.

El Bosque tropical caducifolio cubre extensas areas adyacentes a la SMO, donde ocupa la
mayor parte de la zona baja de las barrancas y quebradas al occidente y sur de la sierra y la base
occidental de ésta, entre los 200 y los 2000 (-2160) msnm. En su limite boreal de distribucién en
Sonora sube hasta los 1100 m pero en Durango y Zacatecas alcanza a llegar al interior a través
de las grandes quebradas como la del rio Mezquital, alcanzando los 2160 m. Los climas
predominantes son calidos, aunque también hay semisecos; libres de heladas, con temperatura
media anual > 20 °C, precipitacion de 500 a 1200 mm y 6 a 9 meses de sequia, lo que propicia un
cambio radical en el aspecto de las comunidades entre ambas temporadas ya que en buena
parte del afio el bosque presenta un aspecto seco en el que apenas se reconoce su afinidad

tropical.1

En estado natural o de poca perturbacion, este bosque tropical caducifolio es una
comunidad densa cuya altura oscila entre 5 y 12 metros y donde los elementos arbodreos
pierden sus hojas casi por completo durante el periodo de sequia, comprendido entre diciembre
y junio y por lo general florecen a fines de la época seca o bien a principios de la temporada de
lluvias. Debido a que este tipo de vegetacidn se desarrolla entre el piedemonte occidental de la

sierra y la planicie costera noroccidental con continuidad latitudinalmente, la composicién de
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las comunidades que lo representan desde Sonora hasta Nayarit y Jalisco es relativamente mas
uniforme. La estructura de este tipo de vegetacion es de un solo estrato arbdéreo aunque en
ocasiones pueden existir dos; su composicién floristica es muy diversa y tiende a presentar
algunas variaciones que se producen de acuerdo a las condiciones ecoldgicas imperantes en el

sitio donde la vegetacién prospera; ademas se reconoce que dentro de este bosque se

encuentran especies que pertenecen al género Bursera.”

Figura 2. Bosque tropical caducifolio; A la izquierda imagen del bosque tropical caducifolio en
época de lluvias, y a la derecha imagen de la misma zona en temporada de secas.

El género Bursera agrupa mas de un centenar de especies de plantas lefiosas. Las
especies de Bursera han sido conocidas y usadas en Meéxico por las principales culturas
mesoamericanas. A este género pertenecen los populares “copales” (nahuatl: copalli = incienso)
y “cuajiotes” (nahuatl: quduitl = arbol; xiot/ = lepra), cuya distribucidon se restringe al continente
americano, en particular a la mitad septentrional de su porcidn intertropical, pues se extiende
desde los extremos suroeste y sureste de los Estados Unidos hasta el norte de Peru y de Brasil,
incluyendo las Antillas y las Galapagos. Su centro de diversidad se localiza en México, de donde
hasta la fecha se conocen unas 80 especies mas o menos claramente definidas, aunque todavia
queda un amplio contingente por descubrir, por estudiar y por describir, por lo que este género

en nuestro pais posiblemente sobrepase las 100 especies.3
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Género con mas de cien especies, distribuidas desde el sur de los Estados Unidos hasta
Sudamérica, concentrando notablemente su diversidad en la vertiente pacifica de México.
Muchas de ellas constituyen elementos dominantes o codominantes de la selva baja caducifolia.
La resina aromatica (copal) de varias especies se emplea a modo de incienso y el aceite esencial
de B. linanoe, es el linalol que se utiliza en la industria de los cosméticos y algunas artesanias
como las cajitas de Olinala, tipicas del estado de Guerrero (Figura 3). En diversas partes de
México y de Centroamérica se usan arboles de Bursera para construir cercas vivas, ya que sus
ramas convenientemente cortadas y enterradas producen nuevos individuos. Esta facilidad de
reproduccidn por estacas representa una situacién ventajosa que deberia aprovecharse en

acciones de reforestacion.*

Figura 3. Cajita de Olinala.

Todas las especies de Bursera producen aceites esenciales del grupo de los terpenos, que
a menudo proporcionan a las plantas intensos y variados aromas al estrujarse. Tales aromas
permiten por lo general en el campo separar claramente entre si las diversas especies que
conviven en una determinada localidad. Sin embargo, un amplio estudio llevado a cabo
mediante la cromatografia de gases ha mostrado que la presencia y la cuantia de los diferentes
terpenos a menudo varia mas entre las poblaciones de la misma especie que entre los

diferentes taxones del género.?
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Figura 4. Cerca viva compuesta de arboles del género Bursera.

El género estd compuesto por arboles o a veces arbustos caducifolios, resinoso-
aromaticos, dioicos o poligamo-dioicos, rara vez hermafroditas; la corteza externa de las partes
lignificadas provista de una capa de clorénquima, la del tronco a menudo rojiza o amarillenta y
exfoliante, otras veces gris, lisa y sin exfoliarse, las ramillas abreviadas (braquiblastos)
comunmente presentes; hojas sin estipulas, a menudo dispuestas en forma de roseta en los
extremos de los braquiblastos, otras veces alternas y esparcidas sobre ramas jévenes y
vigorosas, en la mayor parte de las especies imparipinnadas y con los foliolos opuestos pero a
veces (al menos parcialmente) bipinnadas, trifolioladas o simples (unifolioladas), el raquis con
frecuencia alado, a las hojas normales en muchos casos les anteceden en aparicién una o varias
rosetas de catafilos mds o menos precozmente caedizos, de forma oblonga, lanceolada o
triangular, y también es frecuente que las primeras hojas en aparecer sean trifolioladas o con un

numero de foliolos mdas reducido que el comun para la especie; inflorescencias axilares,
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origindndose por lo general con o antes de las primeras hojas y entonces a menudo se observan
como si fueran fasciculadas o aglomeradas sobre los braquiblastos, en forma de paniculas,
tirsos, (pseudo-) racimos, cimas, glomérulos, o bien, las flores solitarias por reduccion,
bractéolas por lo general presentes; flores casi siempre unisexuales, rara vez funcionalmente
hermafroditas (aunque las femeninas regularmente aparentan tener el androceo bien
desarrollado), pequefas, trimeras a pentdmeras, rara vez hexameras; caliz profundamente
dividido, sus lobulos abiertos en el botdn; corola de prefloracién valvada, a menudo
conduplicado-valvada, los pétalos por lo general mds largos que el caliz, blanquecinos,
amarillentos, verdosos o rojizos, con frecuencia cuculados; estambres dos veces mas numerosos
que los pétalos, dispuestos en dos series iguales o en ocasiones algo desiguales, insertos en la
base del disco, anteras dorsifijas, por lo general mas pequefias y estériles en las flores
femeninas, disco glandular, anular, ovario sésil, bi o trilocular, con 2 dvulos péndulos en cada
I6culo, estilo por lo general corto o apenas evidente, a veces parcial o totalmente dividido en 2
ramas, estigmas 2 6 3; fruto en forma de drupa ovoide, obovoide, elipsoide a esférica,
biconvenxa o mas o menos asimétricamente trigona, exocarpio al principio carnoso pero luego
coriaceo y tardiamente dehiscente por medio de 2 6 3 valvas, hueso parcial o totalmente
cubierto por un pseudoarilo que al abrirse el fruto suele ser rojo, anaranjado o amarillento, pero

por lo comun pronto se torna gris o blanquecino; semilla por lo general una sola en cada fruto.

El género ha sido dividido en dos secciones por McVaugh y Rzedowski® de acuerdo con la

morfologia de sus especies:
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e Seccidn Bursera (cuajiotes o papelillos).
Presentan corteza exfoliante, frutos
trivalvados, ovario trilocular, flores
trimeras y pentdmeras y hojas poco
aromaticas.

e Seccion Bullockia (copales). Presentan
corteza lisa, no exfoliante, frutos
bivalvados, ovario  bilocular, flores
tetrameras o pentdmeras y hojas muy
aromaticas.

El arreglo taxondmico del género aun no es satisfactorio y las tendencias evolutivas de la
quimica de este género aln no se conocen bien.’ En la Tabla 1 se resume la informacion
cuantitativa relativa a la diversidad y amplitud de distribucion geografica de las especies
definidas para las especies de Bursera. Cabe enfatizar el hecho de que los valores numéricos
asignados corresponden al estado actual de conocimiento del grupo y que los futuros avances
con seguridad los irdn modificando en funcién de hallazgos de especies adicionales y de algunos

cambios en la circunscripcién de otras.?
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Tabla 1. Relacién cuantitativa de especies conocidas de Bursera por region.

Region No. de especies
conocidas
Cuenca del Balsas 49
Occidente de México (Jalisco, Colima y Nayarit) 27
Cuenca del rio Tehuantepec y la regidn istemefia adyacente 21
Cuenca del Papaloapan 20
Antillas 13
Centroamérica 10
Sonora 10

Cuenca del Panuco 9
Sudamérica 7
Baja California 6
Planicie costera de Veracruz 5




4. PARTE TEORICA

En el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales se han realizado estudios
abarcando alrededor de treinta y seis especies, de las que se han reportado componentes
extraidos de las partes aéreas (hojas, tallos, frutillas, exudados y resinas) de las plantas.”” El
trabajo elaborado en esta tesis, forma parte de la continuacion de los estudios sistematicos

26-36

relacionados con el género Bursera, el cual comprende el aislamiento y caracterizacion

estructural de los componentes principales obtenidos del extracto hexanico de los tallos de la

Bursera multijuga Engl.

4.1. Especie de estudio

r’;\ T
r ‘ \

¥

i Figura 5. Heinrich Gustav Adolf Engler.

Fue nombrada como Bursera multijuga Engl por el botdnico y explorador alemdn
Heinrich Gustav Adolf Engler. Anteriormente fue conocida como Bursera pringlei S. Wats o
Bursera rubra (Rose) Riley. Esta especie se encuentra distribuida geograficamente en nuestro
pais en los Estados de Aguascalientes, Colima, Durango, Jalisco, Michoacén, Nayarit, Sinaloa y
Zacatecas.” Forma parte del grupo 4 del género Bursera, al igual que la Bursera morelensis, B.
kerberi y B. suntui por lo que queda comprendida dentro del grupo de los cuajiotes rojos y es

conocida con el nombre comun de palo colorado.
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Figura 6. Arbusto de Bursera multijuga
del jardin botanico del IIQB-UMSNH.

Figura 7. Distribucidn geografica de Bursera multijuga.
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Divisidn: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Burseraceae
Género: Bursera
Especie: multijuga

Es un arbol hasta de 12 m de alto, resinoso y poco aromatico, glabro, con tronco hasta
de 30 cm de diametro, con corteza externa exfoliante en laminas delgadas de color pardo-rojizo,
con resina amarillenta, transparente, poco aromatica; ramillas jovenes glabras, de color pardo-
rojizo; hojas imparipinnadas, peciolo de 2.5 a 3 cm de largo, raquis angostamente alado,
amplidandose ligeramente hacia los foliolos terminales, con 17 a 23 foliolos, base redondeada a
ligeramente cuneada, borde serrado, algunos foliolos con margen entero hacia la mitad inferior
de ambos o uno de los lados, haz verde brillante, envés ligeramente glauco-amarillento;
inflorescencias en paniculas de 1.5 a 3.5 cm de largo en las axilas de las hojas terminales; flores
masculinas pentameras, sépalos triangulares, de 1.5 mm de largo, pétalos amarillento-verdosos,
oblongos, de 5 mm de largo por 1.5 mm de ancho, estambres subiguales, filamentos de 1 mm
de largo, anteras de 1.2 mm de largo, disco anular; flores femeninas similares a las masculinas
con estaminodios presentes, ovario trilocular; pedinculo del fruto de 6 a 14 mm de largo, algo
curvo, fruto trivalvado, pardo oscuro en la madurez, de 6 a 8 mm de largo, el hueso recubierto
totalmente por un pseudoarilo verdoso a pardo-amarillento al madurar. Se encuentra con fruto

. 4
de agosto a noviembre.
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Figura 8. Flor y frutos de Bursera multijuga.

Tallo y hojas de Bursera multijuga.

Figura 9
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Figura 10. Bursera multijuga. a) rama con frutos; b) detalle de corteza externa; c) frutos.

4.2. Clasificacion biosintética de metabolitos secundarios

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos organicos que no
parecen tener una funcién directa en el crecimiento y desarrollo. Estas sustancias se conocen
con el nombre de metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios no tienen funciéon
reconocida o directa en los procesos de fotosintesis, respiracion, sintesis de proteinas o

asimilacion de nutrientes.

Los metabolitos secundarios difieren de los metabolitos primarios (aminoacidos,
nucledtidos, azucares y lipidos) en que tienen una distribucidn restringida en el reino vegetal. Es
decir, un metabolito secundario determinado se encuentra con frecuencia en una sola especie
vegetal o grupo de especies relacionadas, mientras que los metabolitos primarios se encuentran

en todo el reino vegetal.
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El estudio de estos compuestos fue iniciado por los quimicos organicos en el siglo
diecinueve y principios del siglo veinte, quienes se interesaron en estas sustancias y las llamaron
“« ” . . . .

productos naturales”, debido a su importancia como drogas, venenos, sabores y materias
industriales. Mds recientemente, se descubrié que muchos metabolitos secundarios tenian
importantes funciones en las plantas como; proteger a las plantas de la ingestion de herbivoros
y de las infecciones por patdégenos microbianos, también como atrayentes de polinizadores y

dispensadores de semillas y como agentes de competencia planta-planta.

Los metabolitos secundarios pueden dividirse en tres grupos quimicamente diferentes:

terpenos, fenoles y compuestos que contienen nitrégeno. >’

Los terpenos, o terpenoides, constituyen el mayor grupo de productos secundarios. La
existencia de caracteristicas estructurales comunes en todas las sustancias terpenoides implica
que también comparten sus origenes biosintéticos. Ruzicka en 1953 formulé "la regla
biogenética del isopreno ", que predice las relaciones biosintéticas entre las distintas clases de
terpenos. En la que todos los terpenoides son construidos en unidades de isopreno
(metilbutadieno), de tal modo que se clasifican en funcién del nimero de estas unidades de
isopreno, de formula molecular CsHg el cual es un dieno conjugado llamado 2-metil-1,3-
butadieno (Figura 11), cuya estructura posee 4 atomos de carbono en estado de hibridacién sp”
y un carbono metinico. Las principales clases de terpenos son: monoterpenos (2 unidades de
isopreno), diterpenos (4 unidades de isopreno), sesquiterpenos (3 unidades de isopreno),
sesterterpenos (5 unidades de isopreno), triterpenos (6 unidades de isopreno), tetraterpenos (8
unidades de isopreno) y politerpenos (mas de 9 unidades de isopreno). El nombre de terpeno se
deriva de un grupo de estas sustancias llamados isoprenoides que se derivan de la turpentina y
se mostré que contenian dos unidades de isopreno. Con el tiempo, terpeno se convirtié en un
nombre genérico para todas las clases de sustancias compuestas de unidades isopenteno
independientemente del nimero de unidades presentes en la molécula. Las plantas superiores

producen los miembros de todas estas clases de terpenos.
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Figura 11. Férmula desarrollada del isopreno.

Las investigaciones posteriores de las rutas biosintéticas han establecido la correccién
esencial de estas ideas y han conducido a una via comun a partir de acetil-CoA a través de
mevalonato al difosfato de isopentenilo, intermediario central (IPP). El IPP se isomeriza a
difosfato de dimetilalilo (DMAPP) y también participa en la serie de pasos de elongacion de la
cadena para generar los precursores aciclicos de las diversas clases de terpenos, difosfato de
geranilo (GPP, C10), difosfato de farnesilo (FPP, C15) y difosfato de geranilgeranilo (GGPP, C20).
Estos precursores aciclicos (difosfatos prenil) se convierten a los diversos miembros de las clases
monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos por una ciclacion inicial, a menudo seguida de
otras, sobre todo oxidativa para las transformaciones de los hidrocarburos ciclicos. En algunos
casos, se producen reordenamientos y carbonos se han ganado o perdido, lo que resulta en
estructuras en las que el esqueleto de isoprenoides regulares ya no esté intacto. El
acoplamiento reductivo de dos moléculas de FPP en una manera "cabeza-a-cabeza" genera el
triterpeno escualeno, que a su vez puede ser modificada por ciclacién y esteroles relacionados.
De manera analoga, GGPP es el precursor de los tetraterpenos que incluyen los carotenos y
xantofilas. El resultado para politerpenos es el alargamiento adicional de GGPP, o en algunos
casos FPP o GPP mas directamente, mediante la adicién de unidades de IPP. Con base en la
consideraciéon evidente de la Figura 12; los terpenos pueden ser definidos como aquellas

sustancias que se derivan por biosintesis del IPP.
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Figura 12. Relaciones biosintéticas entre las distintas clases de terpenos.

Las plantas superiores producen una gran variedad de sustancias isoprenoides. Algunos
encontrados en la mayoria de las plantas tienen un papel en los procesos fundamentales de
metabolismo de la energia y en conjuntos macromoleculares necesarios para el crecimiento. Los
esteroles, que se requieren componentes de la membrana, y los carotenos, sirven como
pigmentos fotosintéticos accesorios, son ejemplos de tales metabolitos terpenoides. Muchas
otras sustancias isoprenoides son de una naturaleza mas especializada en la que se encuentran

en sélo una gama limitada de las plantas.

En los casos en los que se sabe o se sospecha que la funcién de los metabolitos
secundarios, son reguladores que permiten a la planta que se adapte a los cambios en el medio
ambiente o las tensiones bioldgicas. Por ejemplo, se cree que las fitoalexinas sesquiterpenoides

y diterpenoides producidas por algunas plantas participan en la resistencia a infeccién por
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patégenos microbianos. Muchas sustancias isoprenoides en plantas, como metabolitos

secundarios en general, son de funcién desconocida.

El esquema representado en la Figura 12 muestra la importancia fundamental de la IPP
como el precursor de todas las clases de terpenos. En la Figura 13 se ilustran las reacciones
responsables de la conversion de la IPP a la familia de cuatro difosfatos de prenilo que sirven a

su vez como precursores de todas las principales clases de terpenos.

I
J\/‘OPP X~0PP

IPP DMAPP

e
As~opp 4 H~opp — X N0PP +  opp

DMAPP IPP GPP

11
As~As~opp + A ~opp XA~~~ 0PP + OPP
GPP IPP FPP

X X Xx~oPP -+ oPP  —» X X X ~~opp + OPP

FPP IPP GGPP

Figura 13. Las reacciones son catalizadas de forma enzimatica por la difosfato de dimetilalilo
isomerasa (l); dimetilalilo transferasa (11); geranil transferasa (111); farnesil transferasa (1V).

El difosfato de dimetilalilo se forma a partir de IPP por una reaccion de isomerizacién.
Esto implica la adicion de un protén en C-4 del IPP junto con la eliminacion estereoespecifica de
un protén del C-2 y el consiguiente desplazamiento del doble enlace que se encuentra entre C-3
y C-4 a la posicién entre C-2 y C-3. Las actividades de la prenil transferasa son responsables de la
transferencia de una unidad de prenilo de un donante difosfato prenil a difosfato de
isopentenilo para generar un nuevo donante difosfato prenil con una unidad C-5-prenil

adicional en la cadena. La reaccidn implica la adicidn electrofilica de un ion carbonio generado
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en C-1 del donante prenil por eliminacién de difosfato, a la posicidn rica en electrones C-4 de la
molécula de IPP aceptor. Una eliminacién de protones a partir del aducto establece el enlace

doble en C2 y C3 del nuevo producto difosfato prenil para completar el proceso.>®

N 5
R X" NoPpP R X C OPP
HH

+

) A
_2 . R nF OPP

Figura 14. Reaccidn realizada por la enzima prenil transferasa.

4.3. Estudios previos al género Bursera

Los productos naturales obtenidos de las plantas que pertenecen al género Bursera

presentan una gran variedad estructural de compuestos.

Las hojas de las plantas que pertenecen al género Bursera son particularmente ricas en
estructuras quimicas que contienen tanto oxhidrilos alifaticos pertenecientes a la parte del
azucar del glicésido y oxidrilos aromdaticos pertenecientes a la parte de la aglicona relativa a la
estructura a la cual pertenece un glicésido, como los glicésidos de naturaleza flavonoide
obtenidos de los extractos polares de ellas. Un ejemplo es el glicésido disacdarido flavonoide 3-O-
rutinésido de quercetina “Rutina” (1). Este glicésido se ha obtenido con excelentes
rendimientos de la Bursera longipes, B. kerberi, B. fagaroides HBK, B. bonetii, B. penicilata, B.

multijuga, B. morelensis y B. vejar—vazquezii.”'40
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El estudio sistematico del género Bursera ha mostrado los siguientes resultados:

En mds del 60% de las especies de Burseras que pertenecen a la seccidn Bullockia***® se

presentan estructuras triterpénicas derivadas de los esqueletos de oleanano, ursano y lupano,
tal es el caso del metabolito de esqueleto del lupano; 3B-lupeol (2) y el 3-epi-lupeol (3), los

cuales fueron obtenidos de los tallos de la B. mirandae.**

HO

"

2 3

Tomando en consideracidn la clasificacion existente en la que se agrupan las plantas del
género Bursera en cuanto al tipo de corteza que presenta la especie, es caracteristico que las
Burseras denominadas popularmente “cuajiotes amarillos” los compuestos se han aislado en

. . .. 43 44
mayor cantidad son de naturaleza lignanica,*

como es el caso de bis-2,3-(3,4-
metilendioxibencil)-1,4-butanodiol (4) obtenido de la Bursera fagaroides HBK, B. fagaroides var.

elongata, B. fagaroides var. purpussi, B. discolor y de la B. bolivarii.
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El 12-epi-verticilol (5), es un diterpeno de férmula molecular CyoH340, aislado de los
tallos de la B. kerberi,*® con un esqueleto biciclico tipo verticilano.*>?® Este tipo de esqueletos
son caracteristicos de los cuajiotes rojos. Otro aislado del género Bursera de naturaleza
diterpénica relacionado con los verticilanos son los cembranos; tenemos el caso de la B.

multifolia de la que se aislé el cembrenol (6).%°

5 6

Se ha demostrado que ambos tipos de diterpenos son intermediarios en la biosintesis de
los taxanos, y en el caso de los cembrenos, son intermediarios para la sintesis de otras familias

. . . 47
de diterpenos como los basmanos, brareanos, eucilanos, seconervitanos entre otros.
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Figura 15. Esqueletos diterpénicos derivados del nucleo de cembrano.

4.4. Estructuras diterpénicas

Los diterpenos se definen por su origen biosintético, el precursor difosfato de geranil
geranilo (C20). El cual se deriva de cuatro unidades de isopreno. Los diterpenos pueden ser
clasificados arbitrariamente de acuerdo con el nimero de anillos presentes en el sistema. Por lo
tanto, hay compuestos biciclicos tales como el portulal (7) aislado de la planta Portulaca
grandiflora, triciclicos como el clerodano (8) obtenido de Callicarpa americana®® y estructuras

tetraciclicas tales como la podolida (9). Ademas, hay compuestos aciclicos, como por ejemplo el
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fitol (10) y sustancias macrociclicas de tipo cembreno; como el neocembrano (11)* aislado de la

termita Nasutitermis exitiosus y el verticilano como el 12-epi-verticilol (5) aislado en B. kerberi.

CH,OH

7 8 9
CH,
H,C
* g CH,OH H;C S
H,C A 2 3 H
CH,
10
11

Los derivados del verticilano y el cembreno constituyen un grupo relevante de
diterpenos cuyo esqueleto de carbono ciclico es un intermediario clave en la biosintesis de los
taxanos. El mecanismo de la ciclacidn es catalizada por la enzima taxadieno sintasa, donde el
difosfato de geranilgeranilo (GGPP) procede por ciclacion inicial a formar un
biciclo[9.3.1]pentadeca-3,7-dieno formando el carbocatién intermediario verticilen-12-ilo
donde ocurre una transferencia de protén de C-11 a C-7 que conduce a la formacidn del anillo C

del taxadieno.®
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Figura 16. Reaccidn catalizada por la enzima taxadieno sintasa.

4.4.1. Cembranos

Los metabolitos que poseen esqueleto de cembrano fueron estudiados en la década de
los 60, primeramente por los grupos de investigacién de Dauben, Thiessen y Resnick por un

52,53

lado, y por otro lado por Kobayashi y Akiyoshi. Estos grupos publicaron simultdneamente la

estructura del cembreno (12) obtenido de la resina de Pinus albicaulis.

Desde entonces han sido aislados de diversas fuentes tales como el Cleospinol A (13)
aislado de Cleome spinosa,>* en corales como el Sarcophyton glaucum® el sarcophytol A (14) y
en animales como el Alligator sinensis el Cembreno A (15).°° A algunos cembranos se les han
realizados ensayos bioldgicos, como ejemplo el sarcophytol A, el cual presenté actividad
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antitumoral y también una potente actividad inhibitoria en contra de diversas clases de
promotores tumorales, se demostré que inhibe el desarrollo de tumores espontdneos en
drganos como las mamas y el higado. En los experimentos no mostré ningln efecto toxico sobre
los animales de experimentacién, por lo que se coloca como un potencial agente

quimiopreventivo.55

<

HO

12 13

La nomenclatura de estos compuestos se basd en el grupo taxondmico de los pinos
Cembrae, los cuales incluian al Pinus albicaulis de donde Dauben y colaboradores aislaron el
cembreno (12).>! Otro nombre conocido para estas estructuras fue “duvano” que proviene de la
palabra serbia “duvan” que quiere decir tabaco, este nombre fue introducido por Rowland vy

Roberts ya que aislaron metabolitos de este esqueleto en la planta del tabaco.”” ®
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4.4.2. Verticilanos

Los compuestos con esqueleto tipo verticilano han sido aislados de coniferas como
Sciadopitys verticillata.”® De esta conifera del cual su sinénimo es Taxus verticillata se origina su
nombre haciendo alusidén a la disposicién de sus hojas en forma de verticilos. También ha sido
aislado 16 de la planta hepética Jackiella javanica,® asi como 17 del coral suave Cespitularia

hypotentaculata®' y de C. taeniata® la cespitularina C (18) y D (19).

OH,
OH
16 17
o) (0}
O OH 0]
H H
18 19

De los tallos de Bursera suntui se aislaron los derivados de tipo verticilano,
(15,32,7E,115,125)-(+)-verticila-3,7-dien-12,20-diol (20), el 20-acetato (1S5,3Z,7E,11S5,12S)-(+)-
verticila-3,7-dien-12,20-diol (21), (1S,3E,7E,11R)-(+)-3-verticila-7,12,18-trieno (22),
(1R,3E,7E,11R,122)-(+)-verticila-3,7,12-trieno (23), (1R,7E,112)-(-)-verticila-4,7,11-trieno (24), y
(15,3E,7E,115,125)-(+)-verticila-3,7-dien-12-ol (25).

De los tallos de B. kerberi se aislé el (1S,3E,7E,11S,12R)-(+)-verticila-3,7-dien-12-ol (5), el
cual es epimero de 25. Asi como 22, 23 y 24. Sus estructuras y estereoquimica fueron
determinadas por los datos de resonancia magnética nuclear, mientras que la configuracion
absoluta se determind por comparacion de los datos de dispersidn optica rotatoria con la del
(1S,3E,7E,115,125)-(+)-verticila-3,7-dien-12-ol (25), obtenido a partir de Sciadopitys verticillata,>
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y los de (1R,3E,7E,11R,12R)-(-)-verticila-3,7-dien-12-ol (26) y (1R,3E,7E,11R,12S)-(-)-verticila-

30,60

3,7-dien-12-ol (27), aislado a partir de la hepatica Jackiella javanica.

OAc

gy ] iy

22 23 24

25 26 27

4.5. Determinacion de configuracion absoluta

Por otro lado es bien conocido que los farmacos son sustancias que en cantidades
relativamente pequefias provocan una respuesta por parte de los organismos vivos. Este efecto
resulta de la interaccién entre las moléculas del farmaco y un sitio especifico de la superficie

celular; es decir, un bioreceptor. Dichos receptores poseen caracteristicas estructurales que
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actuan en una forma complementaria con el farmaco para iniciar una serie de eventos que
conducen a la respuesta bioldgica. Y esta relacién no se limita a los fdrmacos. Otras moléculas
gue también muestran una complementariedad especifica hacia sus sustratos potenciales son
las enzimas y los anticuerpos, que al igual que los receptores bioldgicos se enlazan con el
sustrato mediante interacciones de tipo puente de hidrégeno, dipolo-dipolo, Van der Waals y

fuerzas de polarizacién, mas que a través de la formacion de enlaces covalentes.®®

Las investigaciones realizadas sobre la relacion estructura-actividad en estos sistemas
sugieren su analogia con la manera en que una llave debe complementarse con la cerradura
para provocar su efecto. Se conocen muchos ejemplos de la estereoespecificidad observada
donde un estereoisdmero es activo, pero no asi su enantiomero que es inactivo. Como la S-
asparagina que tiene un sabor amargo, mientras que su enantidmero R-asparagina es dulce. El
acido (+)-ascorbico posee propiedades curativas contra el escorbuto, mientras que el isémero

(-) es inactivo.®*

Asparagina
(0] (o)
HzN (8 R NHZ

S

H NH,0

R
i,

OH | HO
OHN H
(amargo) (dulce)

Estrona

(hormona sexual) (sin actividad)

Figura 17. Ejemplos de estructuras enantioméricas y sus actividades.

Debido a lo anteriormente mencionado queda claro que la configuracién absoluta de las
moléculas juega un papel dominante en el comportamiento de estas frente a sistemas
bioldgicos, los métodos para establecer configuraciones absolutas son de primordial
importancia. De hecho, la determinacién de la configuracidn absoluta de cualquier molécula no

fue posible sino hasta 1951, cuando Bijvoet y colaboradores desarrollaron modificaciones a las
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técnicas de difraccidon de rayos X con el objeto de “dar profundidad” a los patrones fotograficos
empleados en este método. El cual consiste en usar rayos X cuya longitud de onda coincida
parcialmente con el espectro de absorcion de un dtomo (Rubidio, Bromo, etc.) introducido a la
molécula de modo que produzca una diferencia entre los caminos recorridos de rayos X de cada

atomo antes de incidir en la placa fotografica.

Otro método usado ha sido la correlacién quimica, el cual se basa en el conocimiento
guimico sobre el mecanismo de las reacciones organicas, el cual permite la asignacién de la

estereoquimica en los compuestos derivados de uno cuya configuracion absoluta es conocida.

Dentro de los métodos espectroscdpicos se encuentra el uso de reactivos de
desplazamiento quimico quirales como son los que estan hechos a base de metales lantdnidos
(europio y praseodinio) que tienen la facultad de producir grandes variaciones en las posiciones
de las senales de una muestra, mediante las interacciones que llevan a cabo con la misma.
Cuando los metales de transicién empleados estan unidos a ligandos quirales, las interacciones
que se establecen con dos sustancias enantidmeras son distintas y por lo tanto, las sefiales se

desplazan en distinta magnitud en uno y otro caso.®

El método de Mosher, utiliza MTPA (acido metoxitriflurofenilacético) como auxiliar quiral
e involucra la comparacion de dos espectros. La asignacién de la configuracion absoluta se basa
en el uso de RMN para correlacionar la estereoquimica absoluta del centro estereogénico del
agente auxiliar (de configuracidon conocida) con el del sustrato (configuraciéon desconocida). Lo
gue se tiene en cuenta en este caso son los cambios en los desplazamientos quimicos de los
sustituyentes del carbono asimétrico del sustrato en los dos derivados. La diferencia de
desplazamientos quimicos tendra signo opuesto en ambos sustituyentes, y dependera de la

estereoquimica absoluta del centro estereogénico del sustrato.
La estructura de un auxiliar quiral debe incorporar grupos con funciones especificas:
e Un grupo polar o voluminoso para fijar una conformacion particular.

e Un grupo funcional (por ej. acido carboxilico) que dara lugar a la unién covalente con el

sustrato.
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e Un grupo que sea capaz de producir un efecto anisotrépico eficiente y orientado en el

espacio (por ej. grupo aromatico), que afecte selectivamente a los sustituyentes del

sustrato.65

4.5.1. Dicroismo circular vibracional

Una de las técnicas que estd atrayendo la atencién de los quimicos orgdnicos es la

medicion del dicroismo circular vibracional (DCV). La técnica se basa esencialmente en el hecho

de que cuando una molécula se irradia con radiacidn infrarroja circularmente polarizada,

diferentes configuraciones absolutas exhiben diferentes espectros. Ambos enantiomeros de una

molécula muestran el mismo espectro de luz no polarizada infrarroja (IR).

Figura 18. Esquema sobre la informacién que nos

circularmente polarizada (DCV) o no (IR).
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puede ofrecer la radiacién infrarroja

Cuando se utiliza la radiacion infrarroja circularmente polarizada, el espectro de

absorcién diferencial presenta simetria de espejo de un enantidmero al otro. Por lo tanto,

aungue la ubicacién de los picos de absorcidn sigue siendo el mismo en DCV como en IR, en DCV
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tienen un signo diferente. Como resultado, un espectro DCV contiene informacidn sobre la

configuracion absoluta de una molécula.®®

15

o (1R, 2R)-(+)-Pseudoephedrine %
\

I

(1S|,2 S)-(—)—P§eudoephegrine : g %ﬁ 3

1500 14001 300 1200 1100 1000

Wavenumber (cm™)

Figura 19. Comparacién de los espectros de DCV de ambos enantiomeros de la Pseudoefedrina.

Esta técnica ha sido cada vez mas empleada para estudiar la configuracidon absoluta de
los productos naturales. EIl método se basa en la comparacion del espectro experimental de
dicroismo circular vibracional (VCD) en combinacion con un protocolo de modelado molecular y

la curva tedrica obtenida por cdlculos de Teoria Funcionales de la Densidad (DFT).67

Tal es el caso de la (7R,7'R,8R,8'R)-podofilotoxina (28) y la (7'R,8R,8'R)-
deoxipodofilotoxina (30) obtenidas del extracto etandlico de B. fagaroides, cuyos modelos

moleculares se construyeron de acuerdo con la configuracién absoluta representada en 28 y 29.
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Las frecuencias DCV de los conférmeros de 28, se ponderaron segun su contribucién
poblacional generando el espectro calculado el cual se compard con el espectro DCV

experimental en la Figura 20. La similitud DCV espectral para el enantiémero correcto fue de
77,2%.”
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Figura 20. a) Espectro de DCV experimental, b) Espectro de DCV DFT B3LYP/DGDZVP de la
podofilotoxina 28.
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Figura 21. a) Espectro DCV experimental, b) Espectro de DCV DFT B3LYP/DGDZVP de la
deoxipodofilotoxina 29.

El mismo procedimiento se aplicé para la determinacion de la configuracion absoluta de
30. Obteniendo una similitud espectral dicroismo circular vibracional para el enantiémero
correcto de 86,5% determinando asi la configuracion absoluta de estos compuestos como:

(7R,7R,8R,8'R)-(-)-podofilotoxina (28) y (7'R,8R,8'R)-(-)-deoxipodofilotoxina (29).%

Otro ejemplo del uso de esta técnica es el metabolito (15,11S,12S5)-(+)-verticila-3E,7E-
dien-12-ol (25) aislado de la B. suntui,®® al cual también se le asigno su configuracién absoluta
por medio de la comparacién del espectro de DCV, contra espectros calculados por Teoria de
Funcionales de la Densidad a nivel B3LYP/6-31G(d,p) y B3LYP/DGDZVP. Donde la mayor
correlacién espectral con el espectro experimental la presentd el espectro tedrico obtenido a

nivel de teoria B3LYP/DGDZVP.
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Figura 22. a) Espectro experimental de DCV del (+)-verticilol (25), b) Espectro calculado DFT a
nivel B3LYP/6-31G(d,p), c)Espectro calculado DFT a nivel B3LYP/DGDZVP.
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4.6. Funcionalizacion de estructuras por reacciones de oxidacidn.

Es conocido que la mayoria de las moléculas activas sobre sistemas biolégicos se
encuentran funcionalizadas, es por eso que es conveniente funcionalizar en lo posible las
moléculas con presumible actividad biolégica para obtener derivados con mayor actividad y

especificidad sobre los blancos terapéuticos.®” 7

En concordancia con lo anterior, en las moléculas organicas se buscan sitios reactivos
donde se puedan llevar a cabo tales funcionalizaciones, como son los dobles enlaces. Los cuales
son susceptibles de sufrir reacciones de adicién y/u oxidacién. Una de las reacciones sobre
dobles enlaces son las epoxidaciones. Los reactivos mas utilizados para la conversion de
alquenos a epdxidos son el acido peroxiacético aunque el acido m-cloroperoxibenzoico (mCPBA)

es el reactivo mas utilizado.

Se ha demostrado que hay intermediarios idnicos involucrados en la epoxidacidon de
alguenos. La velocidad de reaccién no es muy sensible al disolvente. Ademas de observarse de
manera estereoespecifica, ya que la reaccién se lleva a cabo por el lado menos impedido. La
oxidacion se realiza en un proceso concertado ya que el plano que incluye el perdxido es
aproximadamente perpendicular al plano del anillo de oxirano en desarrollo, de modo que el

oxigeno que se transfiere se encuentra en una posicidn espiro.

Rll R'l

HBFC<0 — H/o(:<0

Qo
R R R R

Figura 23. Mecanismo concertado de epoxidacion de alquenos con reactivos peroxiacidos.

La tasa de epoxidacion de alquenos se incrementa con grupos alquilo y otros
sustituyentes electrodonadores, y la reactividad de los peroxiacidos se incrementa por

sustituyentes electroatractores. Estas relaciones estructura-reactividad demuestran que el acido
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actua como un peroxi-electréfilo en la reaccion. La baja reactividad es exhibida por los dobles
enlaces que estan conjugados con sustituyentes fuertemente electroatractores, peroxiacidos
muy reactivos, tales como acido trifluoroperoxiacético, son necesarios para la oxidacién de tales

compuestos.

mCPBA
—_

mCPBA e 4

\\\\\

0O

mayoritario  minoritario

Figura 24. Ejemplos de regioselectividad y estereoselectividad de la reaccién de epoxidacién con
mCPBA.

La tension anular aumenta la reactividad de alquenos hacia la epoxidacion. El
norborneno es aproximadamente dos veces mas reactivo que el ciclopenteno en presencia del
acido peroxiacético. El trans-ciclocteno es 90 veces mads reactivo que el ciclohexeno. La
estereoselectividad de epoxidacién con 4dacidos peroxicarboxilicos se ha estudiado
extensamente. La aportacién de oxigeno se produce preferentemente por el lado menos
impedido de las moléculas no polares. El norborneno, por ejemplo, da una relaciéon 96:4 entre el
exo:endo. En moléculas donde dos posibles enfoques no son muy diferentes se forma una

mezcla de productos.71
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5. JUSTIFICACION

En nuestro pais posiblemente el género Bursera sobrepasa las 100 especies.? Por lo que
el presente trabajo contribuye a incrementar el nimero de especies estudiadas del género
Bursera, en busca de compuestos de tipo diterpénico, lo que representa un marco importante
para estudios desde el punto de vista de la variabilidad de estructuras encontradas en el mismo,
asi como la obtencidn de estructuras funcionalizadas que permita llevar a cabo
transformaciones quimicas que apunten hacia sistemas triciclicos cercanos a los taxoles o a

sistemas taxoides biciclicos.

6. OBIJETIVOS

6.1. Objetivo general

e Aislar metabolitos secundarios de Bursera multijuga, elucidar su estructura y determinar

su configuracién absoluta.
6.2. Objetivos especificos
e Estudiar el extracto hexanico de los tallos de Bursera multijuga.

e Caracterizar metabolitos tipo C20 de Bursera multijuga empleando métodos fisicos y

espectroscépicos.

e Asignar la configuracién absoluta de los metabolitos por medio de dicroismo circular

vibracional.

e Preparar derivados funcionalizados a partir de los metabolitos naturales empleando

reacciones de oxidacion.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. Procesamiento de extracto hexanico

De los procesos de extraccion se lograron los resultados que se muestran en la Tabla 2.
Los extractos que se obtuvieron fueron liquidos, de aspecto verdoso-amarillento, ligeramente
oscuros y densos. Enseguida se sometieron 8 mL a un proceso cromatografico en una columna
empacada con silica gel y un 1% de peso en alimina. El nimero de fracciones obtenidas fueron

de 220 por lote de 125 mL cada una.

Tabla 2. Relacidn de materia extraida por nimero de maceracion.

ler porron 22 porrén
12 maceracion 51g 60 g
22 maceracion 15g 15g
32 maceracion 15g 13g

7.1.1. Metabolitos aislados.

De las fracciones obtenidas con hexano se observaron aceites traslucido, solidos cerosos
y cristales. Se obtuvieron 3 secciones de fracciones que corresponden a 3 metabolitos distintos.
La primera seccién correspondiente a las fracciones 42 a 55, con apariencia aceitosa vy
transparente. Del cual se obtuvo el su espectro de RMN-"H representado en la Figura 27, en el
cual se observan a campo bajo entre 5.4 y 4.6 ppm 3 sefiales correspondientes a hidrégenos
vinilicos, al desplazarnos a campo alto entre 2.5 hasta 1.6 ppm se encuentran sefiales
correspondientes a hidrégenos metinicos y metilénicos, entre 1.6 y 1.5 ppm se encuentran las

sefiales de tres metilos vinilicos y finalmente a campo mds alto antes de 1 ppm se encuentra
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algo que parece ser un triplete, sin embargo integran para 6 hidrégenos por lo que la sefial

corresponde a un isopropilo donde los dobletes de los metilos se encuentran traslapados.

34 5.0 4.6 4.2 38 34 3.0 2.6 2.2 18 14 1.0

Figura 26. Espectro de RMN-'H del metabolito 30 a 400 MHz.

Con base en el espectro de RMN-C, asi como su experimento DEPT, se observa el

numero total de carbonos y su hibridacion.

En el espectro DEPT se pueden observar 20 carbonos, 16 de estos protonados de los
cuales; 4 son carbonos metinicos (3 son sp® y 1 sp°), 7 metilenos, 5 metilos y 4 cuaternarios (3

vinilicos y 1 base de alcohol el cual se encuentra sobrepuesto con la sefial del cloroformo).
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Figura 27. Espectro DEPT del metabolito 30 a 100 MHz.

Tomando en cuenta la informacion que nos brinda el espectro de hidrégeno de 3 seiales
correspondientes a hidrégenos vinilicos, 3 metilos base de olefina, el isopropilo. Asi como la
formula molecular que nos da el DEPT y el espectro de carbono de CyoH340, se sugiere una

estructura diterpénica, con 3 dobles enlaces trisustituidos, un isopropilo y una ciclacion.

Haciendo una busqueda y comparacién con lo reportado en la literatura resultd ser el
compuesto descrito como cembrenol (30) en 1989 por Kobayashi,”* los cuales presentaron los
mismos desplazamientos ya reportados, con algunas discrepancias en las asignaciones de los
carbonos en el experimento de RMN-3C, las cuales se resolvieron gracias al espectro de

correlacién bidimensional heteronuclear gHMBC.
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Tabla 3. Comparacion de los desplazamientos quimicos de carbono del cembrenol (30).

Carbono Kobayashi Experimentales
c-1 76.9 76.7
C-2 33.5° 34.6°
c-3 121.0 120.8
C-4 133.3° 136.3¢
C-5 39.6 39.3
C-6 23.8 23.6
C-7 123.3 123.0
c-8 135.6 135.4
c-9 39.9° 33.4°
C-10 24.9 24.7
c-11 126.0 125.8
C-12 136.6° 133.1°
c-13 34.7° 39.5¢
c-14 35.0 34.8
Cc-15 34.7 34.4
C16 15.2" 16.7*8
C17 16.4 16.5*f
c18 16.78 14.9
C19 16.9 16.2
C20 16.9 15.0"

Los superindices en los desplazamientos quimicos corresponden a las sefales que fueron
reasignadas. *Pueden estar intercambiados.

El espectro de carbono representado en las Figuras 34 y 35 del cembrenol muestra las 20
sefiales de los carbonos ya asignadas inequivocamente; en la regién sp® se observan los
carbonos C-18 y C-20 a 14.9 y 15 ppm respectivamente, seguido del C-19 a 16.2 ppm que
corresponden a los metilos vinilicos, los carbonos metilicos del isopropilo C-17 Y C-16 a 16.5 y
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16.7 ppm. Continuando a campo bajo los carbonos C-6 y C-10 a 23.6 y 24.7 ppm
respectivamente, el C-9 a 33.4 ppm seguido de los metilenos C-2 y C-14 a al hidroxilo aparecen
a 34.6 y 34.8 ppm, asi como los carbonos C-5y C-13 39.3 y 39.5 ppm. También se observan 4
seflales correspondientes a metinos, la primera a 34.4 ppm para el carbono terciario del
isopropilo C-15, mas desplazados a campo bajo los carbonos terciarios base de olefina C-3 a
120.8 ppm, C-7 a 123.0 ppm y el C-11 a 125.8 ppm. El C-1 base de alcohol es la sefial de 76.7
ppm vy finalmente los carbonos vinilicos C-4, C-8, y C-12 aparecen a 136.3, 135.4 y 133.1
respectivamente.

cocl,

106
11
73
1
4 8 12
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm

Figura 28. Espectro de RMN-">C del cembrenol (30) a 100 MHz.
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Figura 29. Espectro ampliado de RMN-"3C del cembrenol (30) a 100 MHz.

Las sefiales reasignadas el espectro de RMN-'H del cembrenol (30) se muestra en las
Figuras 30y 31.
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Figura 30. Espectro de RMN-'H del cembrenol (30) a 400 MHz.
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Figura 31. Espectro de RMN-'H del cembrenol (30) a 400 MHz, regién de 2.4 a 0.7 ppm.

Se aislé también de las fracciones 115 a 174 en la polaridad de 3:2 hasta 1:9 (Hex:CH,Cl,)

s 1 . . e 2 .
un solido blanco ceroso con un espectro de RMN-"H muy similar al cembrenol, distinguiéndose
por tener una sefal de protdn vinilico menos, el cual se desplazé a campo alto, correspondiendo
a un base de oxigeno, asi como también uno de los metilos vinilicos se desplazé a campo alto, ya
gue el doble enlace que se encontraba entre C-7 y C-8 se encuentra epoxidado, todo esto se

observa en los espectros del epoxicembrenol (31).
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En los espectros de protdon representados en las Figuras 32 y 33 se distinguen los
hidrégenos vinilicos H-3 y H-11 en 5.39 ppm y 5.11 ppm respectivamente, el hidrégeno base de
epoxido H-7 a 2.65 ppm, la sefial del H-5 a 2.32 ppm, seguido de los metilos vinilicos 18 y 20 a
1.66 ppm, 1.58 ppm, el metilo base de epdxido 19 a 1.27 ppm, y finalmente los metilos del

isopropilo 16 y 17 a 0.95 ppm y 0.93 ppm respectivamente.

19

16 (17
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20
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5.2 48 44 4.0 3.6 3.2 2.8 24 2.0 16 1.2
ppm

Figura 32. Espectro de RMN-H del epoxicembrenol (31) a 400 MHz.
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Figura 33. Ampliacién del espectro de RMN-'H del epoxicembrenol (31) a 400 MHz.

En el espectro de carbono del epoxicembrenol (31) distinguimos a diferencia del
cembrenol (31); 4 carbonos en la regidn sp2 gue son los que pertenecen a los 2 dobles enlaces
intactos, de campo bajo a alto primero aparecen los carbonos cuaternarios C-12 y C-4 a 136.4 y
134.8 ppm, seguidos de los carbonos terciarios C-11y C-3 a 123.0y 121.5 ppm. Ya que ahora C-
8 y C-7 tienen hibridacion sp® formando un anillo de oxirano, se encuentran desplazados a 59.8

y 62.3 ppm aproximadamente.
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Figura 34. Espectro de RMN-">C del epoxicembrenol (31) a 100 MHz.
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Figura 35. Ampliacion del espectro de RMN-"3C del epoxicembrenol (31) a 100 MHz.

Poco antes se aislé entre las fracciones 65-90 en la polaridad de 4:1y 7:3 (Hex:CH,Cl,) un
metabolito con apariencia de un aceite incoloro, muy parecido en su espectroscopia al
epoxicembrenol el cual difiere al de 31 en una sefal caracteristica de metilo de acetilo (32) en

su espectro RMN-"H pero mantiene la sefial del H-7 base de epdxido.
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En el espectro de RMN-'H del acetato de epoxicembrenol (32) (Figuras 36 y 37),
observamos de campo bajo a alto a 5.29 y 5.08 ppm las sefales correspondientes a los protones
H-3 y H-11 vinilicos, desplazado a campo alto el protén base de epdxido H-7 a 2.80 ppm, otras
sefiales caracteristicas son el metilo del acetato en 2.00 ppm, los metilos vinilicos H-18 y H-20 a
1.67 y 1.58 ppm respectivamente. El metilo base de epdxido H-19 desplazado a campo alto a

1.26 ppm y finalmente los metilos de isopropilo H-16 y H-17 a 0.95 y 0.96 ppm.
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Sy U;mejww

5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8
ppm

Figura 36. Espectro de RMN-"H del acetato de epoxicembrenol (32) a 400 MHz.
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Figura 37. Ampliacién del espectro de RMN-"H del acetato de epoxicembrenol (32) a 400 MHz.

En el espectro de carbono del acetato de epoxicembrenol 32 se observan 22 carbonos.
Como sefales caracteristicas tenemos a campo bajo; la sefial del C-21 a 170.0 ppm que
corresponde al carbonilo del acetato, a 136.3 y 134.7 ppm se encuentran los carbonos
cuaternarios sp2 C-12 y C-4. Continuando a 123.1 y 120.7 ppm aparecen los carbonos terciarios
sp® C-11 y C-3. Ahora en la regidn de los sp® primero encontramos el carbono C-1 base de
acetato andmalamente desplazado a 90.7 ppm, y los carbonos base de epdxido C-7 y C-8 que

aparecen a 62.3y 69.7 ppm respectivamente.
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Figura 38. Espectro de RMN-"3C del acetato de epoxicembrenol (32) a 100 MHz.
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Figura 39. Ampliaciéon del espectro de RMN-"3C del acetato de epoxicembrenol (32) a 100 MHz.

7.2. Determinacion de la configuracion absoluta del epoxicembrenol 31

Al derivado epoxidado del cembrenol 31 se le asigndé su configuracién absoluta por
medio de dicroismo circular vibracional. El método se basa en la comparacién del espectro
experimental de DCV y la curva tedrica obtenida por Teoria de Funcionales de la Densidad a

nivel de calculo B3LYP/DGDZVP.
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7.2.1. Modelado molecular y busqueda conformacional

Los modelos moleculares fueron construidos en base a los rayos X de 31 y su

enantiomero. Los cristales fueron obtenidos a una mezcla de 1:4 hexano:CH,Cl,.

Figura 40. Estructura del epoxicembrenol (31) obtenida por difraccién de rayos X.

El modelo del epoxicembrenol (31) se sometié a una busqueda conformacional por el
método de Monte Carlo utilizando el campo de fuerza de mecdnica molecular (MMFF94).73 De
este procedimiento se obtuvieron 13 conférmeros dentro del corte de 5 kcal/mol con una
contribucién poblacional del 99.99%. La optimizacidn de la geometria de los conférmeros
obtenidos por mecanica molecular se realizé empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad
a nivel de célculo B3LYP/DGDZVP que produjo 10 conférmeros relevantes mostrados en la
Figura 47. Los modelos seleccionados no sobrepasan los 2.5 kcal/mol (AG) de energia relativa

respecto al conférmero mds estable (31-1).
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Los 3 conférmeros principales preservan las mismas disposiciones espaciales con

cambios en la rotacion del grupo hidroxilo.

31-1 (53.01%) 31-2 (20.13%) 31-3 (16.16%)

31-4 (3.08%) 31-5 (2.27%) 31-6 (1.32%)

31-7 (1.14%) 31-8 (1.12%) 31-9 (0.94%)

31-10 (0.85%)

Figura 41. Conférmeros del epoxicembrenol (31) optimizados por DFT a nivel B3LYP/DGDZVP.
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7.2.2. Comparacidn entre los espectros tedricos y el espectro experimental de DCV

Las frecuencias de dicroismo circular vibracional de los 10 conférmeros de 32 se
calcularon y se ponderaron tomando en cuenta su fraccion molar para generar un espectro
tedrico. El espectro de dicroismo circular vibracional teérico que mostré mayor concordancia
fue la de la estructura con la estereoquimica (1S,7R,8R), la evaluacién cuantitativa de esta
concordancia se realizé empleando el software CompareVOA, el cual calcula la superposicion

integrada de los datos experimentales y tedricos como funcién de un cambio relativo.

Tabla 4. Pardmetros termoquimicos de los conférmeros del epoxicembrenol (31).

Conférmero AEwwmes” pMMFFb DEpgr© pDFTd AGopr® POPTf
311 0.3329 0.2404 0.0000 0.4181 0.0000 0.5301
31-2 0.4145 0.2095 0.2240 0.2865 0.5735 0.2013
31-3 0.0000 0.4217 0.5151 0.1753 0.7034 0.1618
31-4 2.8681 0.0033 1.5344 0.0314 1.6993 0.0301
31-5 2.5681 0.0055 1.7662 0.0212 1.8643 0.0228
31-6 2.9463 0.0029 2.1281 0.0115 2.1850 0.0133
31-7 2.7404 0.0041 2.0243 0.0137 2.2703 0.0148
31-8 1.5023 0.0334 1.8312 0.0190 2.2848 0.0112
319 3.7204 0.0008 2.7662 0.0039 2.3864 0.0094

31-10 1.6835 0.0246 2.2188 0.0099 2.4454 0.0085

®Energia relativa a partir de mecanica molecular de 31-3 Eyy = 69.3648 kcal/mol.

® Poblacién en % calculada a partir de mecanica molecular, AEymer = —RT In K.

“Energia relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/6-31G(d) de 31-1 E¢316(d) = -585, 519.8676 kcal/mol.

“Poblacién en % calculada a partir de DFT a nivel B3LYP/6-31G(d), AEg.316() = —RT In K.

¢ Energia libre de Gibbs relativa a partir de DFT a nivel B3LYP/6-31G(d) de 31-1 Gpgpzyp = —585236.0814 kcal/mol.
"Poblacién en % calculada a partir de AG =—RT In K a nivel B3LYP/DGDZVP.

69



La aplicacion de este procedimiento nos ha permitido obtener el factor de
anharmonicidad éptima de 0.981, y la similitud DCV espectral para el modelo correcto de 73.9%

y para el enantiomero de 19.8% con un nivel de confianza del 100% para la asignacion
configuracion absoluta de manera inequivoca.

400 1300 1200 1100 1000 900 800
Frecuencia cm™

b) 200

-200

1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800
Frecuencia cm™

31

0 .

LAE x 103

00 A

-200 T
1600 1500 1

400 1300 1200 1100 1000 900 800
Frecuencia cm™

Figura 42. a) Espectro de DCV experimental del epoxicembrenol (31), b) Espectro de DCV

calculado DFT a nivel B3LYP/DGDZVP del isémero 1S,7R,8R, c) Espectro de DCV calculado DFT a
nivel B3LYP/DGDZVP del isémero 1R,7S,8S.
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Cabe sefalar que el estudio conformacional no solo se realizé con los isdmeros 1S,7R,8R
y 1R,75,8S, sino que también se realizd con los isémeros de configuracién 15,75,8Sy 1R,7R,8R,
estos nos arrojaron 13 conférmeros principales, los cuales también se optimizaron y sus
espectros de dicroismo circular vibracional se compararon con el experimental. De las
comparaciones se obtuvo para 1R,7R,8R una similitud espectral de 51%, para el isémero
15,75,85 una correspondencia de 0%. Esto era lo que esperdbamos ya que estos
estereoisdmeros no corresponden a los datos cristalograficos obtenidos por difraccidon de rayos

X.

Debido a esta comparacién con los espectros calculados de los diferentes isémeros, el
epoxicembrenol fue asignado con la configuracién de (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-
dien-1-ol (31). Asi como su correspondiente derivado natural acetilado, el 1l-acetato de

(1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (32).

7.3. Reacciones de epoxidacion sobre el epoxicembrenol 31

Debido a que estos derivados de cembrano podrian presentar actividad citotdxica, se
toma la decision de someterlos a reaccién de oxidacién debido a que poseen dobles enlaces y
una epoxidacion natural. Se tomdé como base la reaccién de epoxidacién por medio de
peroxidcidos a dobles enlaces. En este caso se utilizd acido meta-cloroperbenzoico como

reactivo oxidante.

Se realizaron pruebas al metabolito (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol
(31), ya que se aisld6 en mayor cantidad a partir del extracto hexdnico. Se asignaron como
variables, la temperatura y el tiempo. Obteniendo mejores resultados a temperatura ambiente,

y ya que no se presentd mayor diferencia con el tiempo se opté por el menor de 2 h.
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m-CPBA
CH,Cl,

31 33 34

Figura 43. Reaccidon de epoxidaciéon de 31 con mCPBA.

Tabla 5. Condiciones de reaccién a prueba.

Tiempo (h) Temperatura (°C)
2 4
6 4
2 ambiente
5 ambiente

En la Figura 44 se logra distinguir entre 5y 6 ppm los protones vinilicos, en el crudo de
reaccion a 2 h adn se ven las 2 sefiales originadas por H-3 y H-11, en cambio, en el espectro de
RMN-"H del crudo de reaccién a 6 h, sélo se observa un protén vinilico. También en la Figura 45
observamos entre 5 y 6 ppm la sefial de protdn vinilico que quedd. En los dos casos no se

observan diferencias de sefiales entre ellas.
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ppm

Figura 44. Espectros de RMN-"H de los crudos de reaccién a 4 °C.
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Figura 45. Espectros de RMN-"H de los crudos de reaccidn a temperatura ambiente.

7.3.1. Productos de Epoxidacion

Enseguida se procedidé a purificar el producto, primero se realizé en cromatografia en
columna en gel de silice, del cual no se logrd separar y distinguir el producto de reaccion.
Entonces se realizd una cromatografia con alimina neutra con la cual se obtuvieron los
siguientes productos; un diepéxido de cembrenol, el cual posee la nueva epoxidacién entre los
carbonos C-3 y C-4. En la Figura 46 se muestra el espectro de RMN'-H del 3,4:7,8-diepdxido de
cembrenol (33) donde se distinguen como sefiales caracteristicas con respecto a la materia

prima; a campo bajo la sefial de protén vinilico que se conserva sin reaccionar a 5.32 ppm que
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corresponde al hidrogeno 11, en 3.80 y 3.40 ppm aparecen las sefiales que corresponden a los
hidrégenos base de epdxido 3 y 7, la seiial del metilo vinilico 20 aparece en 1.59 ppm, y los
metilos de epdxido 19 y 18 se encuentran desplazados a campo alto, 1.14 y 1.06 ppm
respectivamente. Finalmente en 0.99 y 0.88 ppm aparecen los metilos de isopropilo 16 y 17

como dos sefiales dobles (J=6.5 Hz)

19

18

20

16 17

=
N
=
=
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T T T T ™—TTT T T T T T
34 5.2 5.0 48 4.6 44 4.2 4.0 33 356 34 3.2 3.9 2.3 2.6 24 22 2.0 1.5 1.6 1.4 1.2 Lo 0.3

Figura 46. Espectro de RMN-'H del diepéxido de cembrenol (33).
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Figura 47. Ampliacion del espectro de RMN-'H del diepéxido de cembrenol (33).

Otro producto de reaccién fue el derivado totalmente epoxidado del metabolito 31; el
3,4:7,8:11,12-triepoxicembran-1-ol (34). En la Figura 48 se observan como sefales
caracteristicas los 3 protones base de epdxido en 3.01, 2.66 y 2.35 ppm correspondientes a los
hidrégenos 3, 7 y 11 respectivamente. Asi como los metilos base de oxigeno 19 a 1.36 ppm, 18 a

1.32 ppmy 20 a 1.22 ppm, y los metilos de isopropilo 16 y 17 a 0.89 y 0.82 ppm.
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Figura 48. Espectro de RMN-'H del triepdxido de cembrenol (34).
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8. CONCLUSIONES

Del extracto hexdnico de la Bursera multijuga se obtuvieron compuestos diterpénicos
con esqueleto cembrenoide; el (1S,3E,7E,10E)-cembra-3,7,10-trien-1-ol (30) reportado en 1989,
el (15,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (31) y el 1-acetato de (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8
epoxicembra-3,11-dien-1-ol (32) aun no reportados. La caracterizacion de estos compuestos se
realizé en base a sus datos de RMN-'H y RMN-"3C y experimentos de 2 dimensiones. Se llevé a
cabo la reasignacidn inequivoca algunas de las sefiales de RMN del (1S,3E,7E,10E)-cembra-
3,7,10-trien-1-ol (30), metabolito conocido desde 1989. El cual es aislado por primera vez en el

género Bursera.

Se asigndé la configuracidon absoluta del metabolito 31 por medio de DCV y cdlculos
computacionales, partiendo de MMFF y optimizando la geometria con DFT a nivel de cdlculo

B3LYP/DGDZVP, obteniendo como configuracion absoluta (1S,7R,8R).

Se realizaron epoxidaciones sobre el (1S,3E,7R,8R,11E)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol
(31) con acido m-cloroperbenzoico con el fin de funcionalizar mdas la molécula y probar su
reactividad ante peroxiacidos, obteniendo como productos el (1E)-3,4:7,8-diepoxicembren-1-ol

(33) y el 3,4:7,8:10,11-triepoxicembran-1-ol (34).

33 34
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9. PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato de Fisher Johns y no estdn
corregidos. Las rotaciones especificas se determinaron en CHCI; en un polarimetro Perkin-Elmer

341 y las concentraciones estan dadas en g/100 mL.

Los espectros de resonancia magnética nuclear a 400 MHz para ‘H, *C a 100 MHz,
HETCOR y NOESY, se determinaron en el 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. En todos los casos se empled cloroformo deuterado como disolvente vy

tetrametilsilano como referencia interna.

Los espectros de masas (EIMS), se determinaron en un Varian Saturno 2000 por impacto

electrénico acoplado a cromatografia de gases.

Las separaciones cromatograficas se realizaron empleando gel de silice MERCK (70-230

Mesh ASTM) y Alumina neutra 90 MERCK.

El modelado molecular para el estudio conformacional se realizd en el programa
Spartan’04 asi como la busqueda conformacional. Los cdlculos de optimizacion de geometria y

frecuencias se realizaron en el programa Gaussian 03W.

Los espectros de DCV y IR fueron medidos en un equipo dualPEM Chiral/R FT-VCD
BioTools

Los analisis por difraccién de rayos X del producto natural que cristalizé de forma
adecuada se llevd a cabo en un difractémetro Bruker-Nonius CAD4 a 298 K equipado con
radiacion de CuKa (A = 1.54184 A). Los datos colectados se resolvieron con el programa SHELXS-

97 74
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Los espectros de infrarrojo, masas y el espectro de DCV, se determinaron en el
Departamento de Quimica del CINVESTAV-IPN, México, D.F., dentro de los trabajos en
colaboracién que se realizan con el Dr. Carlos M. Cerda-Garcia-Rojas y el Dr. Pedro Joseph-

Nathan.

9.1. Obtencion del extracto hexanico

La colecta de Bursera multijuga se llevé a cabo el 5 de marzo del 2011 en el estado de
Jalisco colindando con el Estado de Zacatecas, en el municipio de San Cristébal de la Barranca, el
cual se localiza en el centro norte del Estado de Jalisco. Posee un clima céalido, semiseco, la
temperatura media anual es de 20 °C, y tiene una precipitacion media anual de 713 mm con
régimen de lluvias en los meses de julio y agosto. Presenta una topografia de relieves un tanto

irregulares, caracteristica de las zonas aledafias a la Sierra Madre Occidental.

Se llenaron 2 porrones de 20 L hexano c/u con 8 kg de tallos cortados en pequefios
canutos de 5 cm aproximadamente y hexano. Se dejd transcurrir la maceracion de 1 a 2
semanas y el hexano se extrajo por rotavapor a 65 °C realizando 3 maceraciones por porrén

hasta agotar la sustancia a extraer, obteniendo asi seis extractos hexanicos por separado.

9.2. Separacion de los metabolitos secundarios

Se tomaron 8 ml del ler extracto hexanico y se sometiéd a columna cromatografica

abierta de 3 cm de didmetro con 40 g de gel de silice y 5 g de aliumina neutra. La elucidn se llevd

a cabo por incremento de polaridad, comenzando con hexano, seguidas de mezclas

hexano:CH,Cl,, CH,Cl,, mezclas CH,Cl,:AcOEt, AcOEt y finalizando con metanol.
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(1S5,3E,7E,11E)-cembra-3,7,11-trien-1-ol (30). Se aislé en las fracciones 42

\ hasta 55 en la polaridad hexanica y 9:1 hex:CH,Cl,, como un aceite incoloro.

~~ OH

"y

S Obteniendo 220 mg en promedio por columna cromatografica. [ot]sge —74, [0]s7s
—77, [0)sas —88, [0l]azs =170, [0t]ses =265 (c 2.7, EtOH). RMN'H; ver Tabla 6.
RMN™C; ver Tabla 8y 9.

(1S,3E,7R,8R,11R)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (31). Encontrado en las
fracciones 115 hasta 164 en las polaridades 6:4 hasta 1:9 hex:CH,Cl,, con
apariencia de sélido blanco ceroso. Obteniendo 650 mg en promedio por

columna cromatogréfica. Con punto de fusion 94°C-96°C. [a]sg9 —16, [0]s7s —17,

[o]s46 =20, [ctlass =35, [at]ses =59 (c 0.4, CHCl;). RMN'H; ver Tabla 6. RMN'C;
ver Tabla 9. EMIE m/z (rel. int.): 306 [M]" (16), 289 (12), 271 (15), 227 (12), 161 (18), 135 (63),
109 (81), 95 (64), 81 (50), 67 (66), 57 (10), 43 (100); EMAR (electrospray) m/z 329.2463
(calculado para CyoH3,0, + Na, 329.2457).

1l-acetato de (1S,3E,7R,8R,11R)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (32).
Aislado en las entre las fracciones 65 a 90 en las polaridades 8:2 hasta 7:3
hex:CH,Cl;, como un aceite incoloro. Obteniendo 500 mg en promedio

por columna cromatografica. [a]sgg —28, [a]s78 =30, [0t]s46 —35, [0t]a36 —61,

[alzes —99 (¢ 1.17, CHCIs). RMN*H; ver Tabla 6. RMN*C; ver Tabla 9. EMIE m/z (rel. int.):
288 [M —AcOH]" (14), 271 (16), 255 (8), 227 (39), 203 (14), 189 (16), 175 (19), 161 (27),
147 (35), 121 (100), 107 (81), 95 (42), 81 (34), 67 (34), 53 (17); EMAR (electrospray) m/z
371.2567 (calculado para C;,H3603 + Na, 371.2562).
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9.3. Epoxidaciones del (15,3E,7R,8R,11R)-7:8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (31)

En un matraz se diluyeron 217 mg de (1S,3E,7R,8R,11R)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol
(31) con 8 ml de CH,Cl,, se colocé el matraz cerrado 1 h a 4 °C. Enseguida se adicionaron 200 mg
de mCPBA, se disolvio el acido y se dejo a temperatura ambiente por 2 h. Transcurrido el tiempo
se le realizaron lavados con solucién saturada de NaHCO;, seguido de lavados con agua
destilada. Se secd con sulfato de sodio anhidro. Los productos de reaccién: (11E)-3:4,7:8-
diepoxicembren-1-ol (33) y 3:4,7:8,10:11-triepoxicembran-1-ol (34) poseen apariencia de polvo
blanco con p.f. de 143-145 °C para 33.
RMN*-H y RMN™-C de ambos; ver Tablas 7 y 10

9.4. Modelado Molecular

Las coordenadas de difraccion de rayos X se utilizaron para construir el modelo
molecular del (1S,3E,7R,8R,11R)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (31), se llevd a cabo la
busqueda conformacional empleando el protocolo Monte Carlo utilizando el campo de fuerza
de mecdnica molecular (MMFF94) en el programa Spartan'O4. Se encontraron un total de 13
estructuras de minima energia, que se optimizaron mediante DFT a nivel B3LYP/DGDZVP con el
programa Gaussian 03W. De cada conférmero se obtuvo su curva de dicroismo circular
vibracional y la sumatoria ponderada de dichas curvas se llevd a cabo de acuerdo a la poblacién
conformacional calculada en funciéon de AG. La concordancia que se obtuvo entre las curvas de

DCV experimental y tedrica permitid asignar la configuracion absoluta de 31 como (1S,7R,8R).
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10. TABLAS DE DESPLAZAMIENTO QUIMICO

Tabla 6. Comparacién de los desplazamientos de RMN-"H de los derivados de cembreno
30,31y 32 a 400 MHz.

Protén 30 31 32°
H-2a 2.18 (m) 2.25 (m) 1.92 (m)
H-2b 1.84 (m)
H-3 5.24 (brt, J=7.1 Hz) 5.39 (brt, J/=6.8 Hz) 5.29 (ddd, J=8.7, 4.0,

2.0 Hz)
H-5a 2.20 (m) 2.32 (m) 2.29 (m)
H-5b
H-6a 2.07 (m) 1.85 (m) 1.81 (m)
H-6b 1.61 (m) 1.63 (m)
H-7 4.99 (brt, J=6.8 Hz) 2.76 (brt, J=4.3 Hz) 2.80 (brt, J=4.7 Hz)
H-9a 1.91 (m) 2.08 (ddd, J=12.8, 2.10 (m)

4.9, 2.8 Hz)
H-9b 1.75 (m) 1.03 (td J=13.2, 3.2 1.04 (m)
Hz)

H-10a 2.29 (m) 2.22 (m) 2.21 (m)
H-10b 2.09 (m) 1.94 (m) 1.95 (m)
H-11 4.89 (brt, J=6.2 Hz) 5.11 (brt, J=7.6 Hz) 5.08 (brt, J=7.6 Hz)
H-13a 2.15 (m) 1.88 (m) 2.80 (m)
H-13b 1.94 (m) 1.71 (m) 2.53 (m)
H-14a 1.63 (m) 1.75 (m) 2.18 (m)
H-14b 1.43 (m) 1.75 (m)
H-15 1.7 (m) 1.64 (m) 2.51 (m)
H-16 0.94 (d, J=7.5 Hz) 0.95 (d, J=6.4 Hz) 0.96 (d, J=3.2 Hz)
H-17 0.92 (d, J=6.9 Hz)) 0.93 (d, J=6.5 Hz) 0.95 (d, J=3.3 Hz)
H-18 1.56 (s) 1.66 (s) 1.67 (s)
H-19 1.58 (s) 1.27 (s) 1.26 (s)
H-20 1.54 (s) 1.58 (s) 1.58 (s)

®CH3C0O0: 2.00 ppm (s).
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Tabla 7. Comparacién de desplazamientos de RMN-"H del metabolito 31 y sus productos

de epoxidacién 33 y 34 a 400 MHz.

Protén 31 33 34
H-2a 2.25 (m) 1.37 (m)
H-2b 1.81 (dd, J=11.41,
3.41 Hz)
H-3 5.39 (brt, J/=6.8 Hz) 3.80 (dd, J=11.5, 3.0 (m)
4.4 Hz)
H-5a 2.32 (m) 1.73 (m)
H-5b 1.91 (m)
H-6a 1.85 (m) 2.12 (m)
H-6b 1.61 (m)
H-7 2.76 (brt, J=4.3 Hz) 3.40 (br d, J=8 Hz) 2.65 (brd, J=9.7
Hz)
H-9a 2.08 (ddd, J=12.8, 2.32
4.9,2.8 Hz)
H-9b 1.03 (td, J=13.2, 1.49 (brt, J=13.3
3.2 Hz) Hz) (m)
H-10a 2.22 (m) 2.02 (m)
H-10b 1.94 (m) 1.65 (m)
H-11 5.11 (brt, J=7.6 Hz) 5.32 (dd, J=10.2, 2.39 (m)
5.9 Hz)
H-13a 1.88 (m) 1.35 (m)
H-13b 1.71 (m)
H-14a 1.75 (m) 1.77 (m)
H-14b 1.43 (m)
H-15 1.64 (m) 1.73 (m)
H-16 0.95 (d, J=6.4 Hz) 0.99 (d, J=7.0 Hz) 0.90 (d, J=6.9 Hz)
H-17 0.93 (d, J=6.5 Hz) 0.88 (d, J=6.7 Hz) 0.83 (d, J=7.5 Hz)
H-18 1.66 (s) 1.06 (s) 1.32 (s)
H-19 1.27 (s) 1.14 (s) 1.36 (s)
H-20 1.58 (s) 1.59 (s) 1.20 (s)
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Tabla 8. Comparacién de los desplazamientos de RMN-'3C del cembrenol aislado por
Kobayashi contra los asignados del cembrenol 30 a 100 MHz.

Carbono Kobayashi (1989) 30
C-1 76.9 76.7
C-2 33.5 34.6
c-3 121.0 120.8
C-4 133.3 136.3
C-5 39.6 39.3
C-6 23.8 23.6
C-7 123.3 123.0
C-8 135.6 135.4
C-9 39.9 33.4
C-10 249 24.7
C-11 126.0 125.8
C-12 136.6 133.1
C-13 34.7 39.5
C-14 35.0 34.8
C-15 34.7 34.4
C-16 15.2 16.7*
Cc-17 16.4 16.5*
C-18 16.7 14.9
C-19 16.9 16.2
C-20 16.9 15.0

* Pueden estar intercambiados
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Tabla 9. Comparacién de los desplazamientos de RMN-">C de los derivados de cembreno

30,31y 32 a 100 MHz.

Carbono 30 31 32°
C-1 76.7 76.6 90.7
C-2 34.6 35.9 34.2
C-3 120.8 121.5 120.7
C-4 136.3 134.8 134.7
C-5 39.3 37.1 36.5
C-6 23.6 25.4 25.7
C-7 123.0 62.3 62.3
C-8 135.4 59.8 59.7
C-9 334 394 395
C-10 24.7 23.6 235
C-11 125.8 123.0 123.1
C-12 133.1 136.4 136.3
C-13 395 34.3 32.0
C-14 34.8 35.8 33.2
C-15 34.4 34.6 34.0
C-16 16.7* 16.3 17.9
C-17 16.5%* 16.5 17.6
C-18 14.9 15.7 16.2
Cc-19 16.2 16.7 16.5
C-20 15.0 15.4 15.4

2CH5COO0: 170 y 22.4 ppm

* Pueden estar intercambiados
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Tabla 10. Comparacién de desplazamientos de RMN->C del metabolito 31 y sus

productos de epoxidacién 33 y 34 a 100 MHz.

Carbono 31 33 34
C-1 76.6 89.3 74.9
Cc-2 35.9 38.5 34.5
Cc-3 121.5 87.3 60.6
c4 134.8 85.3 66.6
C-5 37.1 31.6 35.1
C-6 25.4 29.0 24.7
Cc-7 62.3 81.9 61.2
C-8 59.8 82.2 62.7
Cc-9 39.4 32.0 31.6
c-10 23.6 29.2 25.2
C-11 123.0 122.7 61.6
C-12 136.4 134.1 62.4
C-13 34.3 39.8 394
c-14 35.8 33.1 331
C-15 34.6 36.8 31.4
C-16 16.3 16.6 15.2
Cc-17 16.5 19.1 15.9
C-18 15.7 20.1 16.2
Cc-19 16.7 26.7 17.8
Cc-20 15.4 15.7 16.4
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11. ESPECTROS

a) (1S,3E,7E,11E)-cembra-3,7,11-trien-1-ol (30)
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Figura 49. Ampliacidon del espectro bidimensional de correlacion heteronuclear gHMBC del
metabolito 30, donde se observa el desplazamiento de C-2 es de 34.6 ppm y no de 33.5 ppm

como lo senala la literatura.
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Figura 50. Ampliacidon del espectro bidimensional de correlacion heteronuclear gHMBC del
metabolito 30, donde se observa el desplazamiento de C-4 es de 136.1 ppm y no de 133.3 ppm
el cual corresponderia a C-12 ya que estan intercambiados en la literatura.
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Figura 51. Ampliacidn del espectro bidimensional de correlacién heteronuclear gHMBC del
metabolito 30, donde se corrige el desplazamiento de C-9 a 33.4 ppm del reportado a 39.9 ppm.
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Figura 52. Ampliacidn del espectro bidimensional de correlacién heteronuclear gHMBC del
metabolito 30, donde se corrige el desplazamiento de C-13 en 34.7 ppm reportado en 39.5 ppm.
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Figura 53. Ampliacidon del espectro bidimensional de correlacién heteronuclear gHMBC del
metabolito 30, donde se reasignan el desplazamiento de C-16 y C-17 a 16.7 ppm ya que se
encontraban intercambiados con los C-18 y C-20 seguin Kobayashi.
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b) 1-acetato de (1S,3E,7R,8R,11R)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (32).
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Figura 54. Espectro DEPT del acetato de epoxicembrenol (32) a 100 MHz.

93



c) (1S5,3E,7R,8R,11R)-7,8-epoxicembra-3,11-dien-1-ol (31)
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Figura 55. Espectro DEPT del epoxicembrenol (31) a 100 MHz.
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