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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, describe la hemisintesis del acido ent-kaurénico [1],
aislado de las hojas de Espeletia semiglobulata. Mediante la reaccion de Steglich con los dioles
etilenglicol y 1,3-propilenglicol. De cada reaccion, los productos obtenidos se les realizaron las
técnicas de separacion y purificacion, mediante cromatografia de columna con eluyentes de
diferentes polaridades y monitoreadas las fracciones por cromatografia de capa fina. Lograndose
obtener tres compuestos para cada reaccion, los seis compuestos obtenidos fueron caracterizados
por las técnicas de elucidacion como: espectroscopia de Infrarroja (IR), la espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN-'H, RMN-'3C y bidimensional) y la Cromatografia de
Gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM). Finalmente, la hemisintesis del acido ent-
kaurénico [1] junto con los dos dioles, como resultado se obtuvieron dos derivados: el 2-hidroxietil
kaurenato [I11] y el compuesto 3-hidroxipropil kaurenato [VI]. Son compuestos nuevos obtenidos

por hemisintésis.




ABSTRACT

In the present research work, he describes the hemisynthesis of ent-kaurenic acid [1], isolated
from the leaves of Espeletia semiglobulata. Through the Steglich reaction with the diols ethylene
glycol and 1,3-propylene glycol. From each reaction, the products obtained were subjected to the
separation and purification techniques, by means of column chromatography with eluents of
different polarities and the fractions were monitored by thin layer chromatography. Being able to
obtain three compounds for each reaction, the six compounds obtained were characterized by
elucidation techniques such as: Infrared (IR) spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopy (*H-NMR, *C-NMR and two-dimensional) and Gas Chromatography. coupled to
mass spectrometry (GC-MS). Finally, the hemisynthesis of ent-kaurenic acid [1] together with the
two diols, as a result, two derivatives were obtained: 2-hydroxyethyl kaurenate [I1l] and the
compound 3-hydroxypropyl kaurenate [V1]. They are new compounds obtained by hemisynthesis.




INTRODUCCION

La construccion de una molécula, se puede llevar a cabo mediante una sintesis orgénica, en
la que se establecen ciertos parametros, que dependen de qué tipo de reaccion quimica se quiere
realizar. La sintesis organica se puede clasificar en: 1) sintesis total, que se basa en la construccion
de moléculas complejas, a partir de moléculas simples. Este tipo de sintesis es muy utilizado para
la obtencion de productos de uso diario, fabricados por la industria quimica y farmacéutica; 2)
hemisintesis o semisintesis, que consiste en la transformacion parcial de un compuesto conocido,

que a su vez es aislado de una fuente animal o vegetal.

Unos de los ejemplos de compuestos obtenidos por hemisintesis, son los antibidticos
S-lactamicos, los esteroides y la sintesis de progesterona, que es a partir del estigmasterol, un
compuesto que se halla en un 20 % en el aceite de soja (Camps y cols., 2005). Asimismo, la
diosgenina es ampliamente usada en la industria farmacéutica para la sintesis de la mayoria de las
hormonas esteroideas, tales como los anticonceptivos (Maldonado y cols., 2012). Otro ejemplo de
hemisintesis, es la produccién de la procaina que es una molécula derivada de la cocaina, la cual

es aislada de la especie Erythroxylon coca (Avendafio, 2001).

De igual forma, existen otros tipos de compuestos que se le han realizado muchas
transformaciones quimicas o hemisintesis, y son los compuestos de origen diterpénico, los cuales
podemos encontrar en diversas especies de plantas. Una especie conocida por producir grandes
cantidades de diterpenos, es el frailejon. Esta es una planta compuesta, muy comun en Venezuela
en los paramos y subparamos, que se encuentran alrededor de las Cordilleras Andinas (Monasterio,
1980). Muchos investigadores han obtenido ciertos diterpenos de esa planta, de la fraccion acida
del frailejon se encuentra el &cido kaurénico, que es un diterpeno con gran interés desde el punto

de vista quimico, botanico y medicinal (Usubillaga y cols., 2003).
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El &cido kaurénico, tiene una gran importancia a nivel biolégico, eso ha conllevado al
estudio de su modificacion estructural. A este compuesto, se le han realizado diversas
transformaciones quimicas, tales como reacciones de oxidaciones, reducciones, adiciones,
sustituciones, eliminaciones y esterificaciones. Dicho esto, se pudo justificar el objetivo de esta
investigacion, el cual es modificar la estructura del &cido kaurénico, por via de reacciones de

esterificaciones, utilizando como reactivos los dioles etilenglicol y 1,3-propilenglicol.
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MARCO TEORICO

El &cido ent-kaurénico [1] se encuentra en diferentes plantas, pero por medio de
investigaciones que se han realizado, en su mayoria se encuentra en la familia Asteraceae.

A continuacion, se desarrollard someramente como esta conformada esta familia de plantas.

2.1. FAMILIA ASTERACEAE

2.1.1 Aspectos Boténicos

Las asteraceas (Asteraceae), también llamadas antiguamente compuestas, relinen méas de
23.000 especies, por lo que son la familia de angiospermas con mayor riqueza y diversidad
bioldgica (Jeffrey, 2007. Esta familia esta caracterizada, por presentar las flores dispuestas en una
inflorescencia compuesta, denominada capitulo, la cual se rodea de una o mas filas de bracteas
(involucro) (figura 1). El centro de la flor, forma una amplia base, la cual es llamada receptaculo.
Sobre este receptaculo se asientan las diminutas flores, y cada una de estas flores es portadora de

una unica semilla (Jeffrey, 2007).
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Figura 1. Composicion de las Asteraceas

Fuente: Tomada y modificado dehttps://www.unavarra.es/herbario/htm/Compositae.htm
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Algunas de las representantes de la familia Asteraceae son: las margaritas, las dalias, los
girasoles, cardos, la achicoria y la lechuga, ente otras (figura 2). Aparte de su gran diversidad, las
Asteraceae comprenden mas de 1.700 géneros y unas 24.000-30.000 especies distribuidas por todo
el mundo, excepto en la Antartida, que incluyen desde pequefias hierbas de 1 cm de altura hasta
arboles de méas de 30 m (Katinas y cols., 2007). En Venezuela, (Badillo, 1997) esta familia de

plantas es la tercera de las angiospermas mas diversas, después de las Orchidaceae y Fabaceae.

Figura 2. Familia Asteraceas

Fuente: Tomada y modificado de https://panama.inaturalist.org/taxa/47604-Asteraceae

Los miembros de esta familia son plantas herbaceas, raramente arboles, arbustos o lianas.
Muchas especies presentan latéx y en especial aceites esenciales. Sus hojas estan bien
desarrolladas, aunque en algunos casos se hallan muy reducidas, generalmente alternas u opuestas
simples. Las flores son pequefas, hermafroditas, o en ocasiones funcionalmente unisexuales o

estériles (Katinas y cols., 2007).

En resumen, la familia Asteraceae (Cuatrecasas, 1986), actualmente comprende tres sub-
familias y 16 tribus que son las Asteroideae (Astereae, Anthemideae, Calenduleae, Eupatorieae,
Gnaphalieae, Heliantheae, Inuleae, Plucheeae, Senecioneae), Cichorioideae (Arctoteae, Cardueae,
Lactuceae, Liabeae, Mutisieae, Vernoniaea) y Barnadesioideae (Barnadesieae).
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En efecto, la sub familia que tiene como interés para esta investigacion es la sub-familia
Asteroideae, y la tribu Heliantheae. La tribu Heliantheae, fue nombrada por Cassini (1819) para
incluir girasoles con capitulos en su mayoria radiados, receptaculos palidos, hojas opuestas y
corolas amarillas; sin embargo, en el afio 1829, Cassini presentd su clasificacion final para
Heliantheae que contenia cinco divisiones principales (Kadereit y Jeffrey, 2007). En esta tribu se
encuentra el género Espeletia, que es el género de plantas que contiene la mayor cantidad de acido

kaurénico, de acuerdo a los estudios fitoquimicos realizados en Venezuela.

2.2 GENERO ESPELETIA

Este género es llamado comunmente frailejon, fue nombrado por Humboldt y Bonpland en
1809, en honor a Don José de Espeletia, virrey del Nuevo Reino de Granada (Standley, 1915). Su
distribucion geogréafica es amplia; en Venezuela se encuentran en la regién nor-occidental, en
Colombia en la sierra de Santa Marta, en Costa Rica en la cordillera de Talamanca y al norte de
Ecuador y Peru. Es importante mencionar, que existe alrededor de 175 especies de frailejon que se
han descrito, de las cuales 75 son autoctonas de Venezuela (Luteyn, 2000). Los frailejones como
se puede observar en la figura 3, crecen generalmente por encima de los 3000 m de altitud, ademas
presentan diferentes formas de crecimiento relacionadas con el tipo de vegetacién donde se

encuentren (Cuatrecasas, 1979).
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Figura 3. Frailejones en el Paramo de Piedras Blancas con una especie de Espeletia en el
Estado Mérida, Venezuela.

Fuente: tomada y modificada (Mavérez, 2019)

En numerosas especies pertenecientes a este género (Abdala, 2000), se han encontrado
diversos compuestos biosintetizados a base de triterpenos, lactonas sesquiterpénicas, aceites
esenciales y grandes cantidades importantes de varios diterpenos tipo kaureno y el &cido
ent-kaurénico [1]. En la tabla 1, se muestran varias especies de frailejones, pertenecientes a la sub-tribu

Espeletiinae, que han sido estudiadas por diferentes investigadores.

Tabla 1. Ejemplos de varias especies de frailejones de la Sub-tribu Espeletiinae.

Género y especie Parte de la planta Referencia

Espeletia floccosa,

Espeletia figueirasii y ) ]
_ o Hojas Usubillaga y Morales, 1972.
Espeletia moritziana.

Montanoa pterodopa Hojas Bohlmann y Le Van, 1978.
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Wedelia trilobata

Hojas Bohlmann y cols., 1981.
Aspilia parvifolia
Montanoa tomentosa (zoaplatle) Hojas Enriquez y cols., 1983.
Wedelia calycina y Wedelia hispida Hojas Herz y kulanthaivel, 1984
Espeletia Kkillipii
Hojas Torrenegra y cols., 1994.
Espeletia tunjana
Coespeletia y Ruilopezia Hojas Romero, 2000.

Moreno, 2002

Espeletia schultzii Wedd Hojas
Mondolis y cols., 2013
Wedelia paludosa Hojas Batista y cols., 2005
Pefia y cols., 2008.
Pefia, 2008.
Cordero, 2012
Pefia, 2012
Coespeletia moritziana Hojas
Cordero y cols., 2017
Espeletiopsis angustifolia Cuatrec. Hojas Meccia y cols., 2010.
Espeletia nana Cuatrec Hojas y raices Pefiay cols., 2012

Coespeletia moritziana y
Hojas Rios y cols., 2017
Espeletia semiglobulata
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Los estudios fitoquimicos de los frailejones meridefios, se iniciaron en el Instituto de
Investigaciones de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Los Andes, a principios de 1970.
La planta Espeletia semiglobulata, es la especie de la que se aislo6 el acido ent-kaurénico [1], que

fue utilizado para realizar las transformaciones moleculares en esta investigacion.

2.3. ESPECIE

La Espeletia semiglobulata, es una planta resinosa caracteristica de los pAramos andinos de
Venezuela (Usubillaga y cols., 2003). Este género fue descrito por Cuatrecasas en 1995. A

continuacion, en la tabla 2 se puede observar la clasificacion taxondmica de esta especie.

Tabla 2. Clasificacion taxonomica de la planta Espeletia semiglobulata

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
~ Clase .~ Magnoliopsida
Sub-clase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Sub-Familia Asteroideae
Tribu Heliantheae
Género Espeletia
Especie Espeletia semiglobulata

Tomada y modificada (Usubillaga y Capra, 1988)
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De esta especie (figura 4), se han identificados algunos compuestos diterpénicos que son
activos biolégicamente; sin embargo, la mayoria de los frailejones estudiados hasta el momento, el
componente mas abundante de la fraccion &cida, es el acido ent-kaur-9(11)-16-dieno-19-6ico,
conocido comunmente como acido ent-grandiflorénico [2] (Piozzi y cols., 1968). En 1997 en el
Instituto de Investigaciones de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Los Andes (ULA),
desarrollaron un método para analizar los ésteres metilicos del &cido ent-kaurénico [1] y sus
derivados mediante cromatografia de gases (CG). Posteriormente adaptaron para analizar mezclas
de kaurenos mediante CG acoplada a espectrometria de masas (EM). Este método permitid
establecer que la mayoria de los frailejones contenian una mezcla de acido ent-kaurénico [1] y
acido ent-grandiflorénico [2], siendo este Ultimo casi siempre el més abundante (Ibafiez, 2004).

Figura 4. Espeletia semiglobulata
Fuente: Tomado y modificado de

[Asteraceae] Espeletia semiglobulata Cuatrec 2 | Esta foto h... | Flickr

En el marco de la mencionada metodologia, los investigadores (Aparicio y cols., 2013)
realizaron un estudio a la Espeletia semiglobulata y obtuvieron de la fraccion acida un (52 %) de
acido ent-kaurénico [1] y este fue identificado como el componente mayoritario de la fraccion

acida; mientras que en la fraccion neutra predominé el ent-kaurenal [3] (61 %). Estos resultados
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que obtuvieron son importantes, ya que proporciona un método facil y reproducible para aislar el
acido ent-kaurénico [1] en grandes cantidades, el cual puede ser utilizado como material de partida
para reacciones de hemisintesis, y posteriormente en evaluaciones de diferentes propiedades

bioldgicas.

H
HO

O\\\Nh

Acido ent-kaurénico [1]  Acido ent-grandiflorénico [2] Ent-kaurenal [3]

Ahora bien, como se menciond anteriormente, el &cido ent-kaurénico [1] es un diterpeno y
segln muchas investigaciones presenta actividad bioldgica relevante. A continuacion, en el

siguiente segmento, se mostrara el origen de la biosintesis de este compuesto en las plantas.

2.4. BIOSINTESIS DE PRODUCTOS NATURALES

Las plantas junto con los animales, son seres vivos que ayudan al funcionamiento del ciclo
del carbono. Son seres vivos independientes que, por medio de la fotosintesis usan el sol como
fuente de energia, para convertir del didxido de carbono y el agua, principalmente en almidon y
celulosa. Asimismo, las plantas para poder vivir, crecer y reproducirse, necesitan transformar una
gran variedad de compuestos organicos. Estas transformaciones requieren de sistemas enzimaticos
y una energia que es obtenida en forma de adenosintrifosfato (ATP). El conjunto de estas
reacciones especificas, se le conoce como metabolismo, que es el proceso mediante el cual un

organismo fabrica sus propias sustancias y mantiene la vida (Garcia y Pérez, 2009).
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Las proteinas, los hidratos de carbono, las grasas y los acidos nucleicos, son las moléculas
mas importantes para la vida; y se les conoce como metabolitos primarios. A pesar de las
caracteristicas extremadamente diferentes de los distintos seres vivos, las rutas generales para
modificar y sintetizar estas sustancias son esencialmente las mismas para todos con pequefias
modificaciones (Ordaz y cols., 2009). Por otro lado, existen otros compuestos que también son
sintetizados por la planta que son los metabolitos secundarios. Estos metabolitos no tienen un rol

directo en la reproduccion de la planta, pero cumplen funciones complementarias con las vitales.

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo a sus estructuras,
a su bioformacion, a la fuente de produccion o a su accién bioldgica. Como se menciond
anteriormente, todos los compuestos organicos que nos rodean, estan constituidos principalmente
por carbono e hidrégeno, y a menudo contienen oxigeno y nitrégeno. La formacién de estos
productos naturales comienza con la fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores, algas y
algunas bacterias, y necesita de la luz solar, ya que es un proceso endotérmico; sin embargo,
aquellos organismos incapaces de absorber la luz, absorben su energia de la degradacion de
carbohidratos, de modo que su fuente principal de carbono es la inversa a la indicada como se
puede apreciar en el esquema 1 (Marcano y Hasegawa, 2002). Los metabolitos secundarios se

forman por distintas vias:

e Rutas del acido shikimico, conducentes a la sintesis de sustancias aromaticas entre ellos

aminoéacidos y acido cinamico.

e Ruta acetato-malonato donde el acetato es el precursor de los &cidos grasos y los

policétidos.
e Ruta del acido mevaldnico que da lugar a terpenoides.

e Rutas del metabolismo del nitrégeno, principalmente aminoacidos, que llevan a la sintesis

de alcaloides (Marcano y Hasegawa, 2002).
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Esquema 1. Biosintesis general de metabolitos secundarios

Fuente: Tomado y modificado (Marcano y Hasegawa, 2002)
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El &cido ent-kaurénico [1], es clasificado como un metabolito secundario y se puede formar
a través de la ruta del &cido mevaldnico, que da lugar a los terpenos. A continuacion, se estudiard

la biosintesis de este metabolito.

2.4.1 Biosintesis de los terpenos

Los terpenos son los metabolitos secundarios mas amplios, con una diversidad estructural y
funcional; ademas, son interesantes desde el punto de vista biologico y farmacoldgico (Azcon y
Talon, 2000). Estos compuestos en su estructura quimica, contienen un maltiplo de cinco carbonos
y se derivan de forma biosintética, a partir del precursor de cinco carbonos que es el isopentil
difosfato (Hornback, 2006).

El material de partida para la biosintesis de los terpenos, viene dado por una condensacion
de Claisen, entre dos moléculas de écido acético, que en este caso se representa como acetil CoA
(esquema 2). De esta condensacion, se genera el producto acetoacetil- CoA, un S-cetoéster que es
utilizado en una nueva condensacion aldolica. El acetoacetil CoA, experimenta una adicién tipo
alddlica de un ion enolato del acetil CoA, que es una reaccion catalizada por la 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA sintasa. Seguidamente, la reaccién ocurre de nuevo a partir de la formacién
inicial de un enlace tioéster entre el sustrato, y un grupo SH de la cisteina en la enzima, seguida
por la adicién del ion enolato y la hidrolisis posterior para dar al compuesto (3S)-3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA (HMG-CoA) (Hornback, 2006).
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Esquema 2. Ruta para la obtencion del acetoacetil-CoA, y el (3S)-3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
(HMG-CoA). Fuente: Tomado y modificado (Hornback, 2006)

La reduccién de la HMG-CoA para dar (R)-mevalonato, se cataliza por la enzima
3-hidroxi-3-metilglutaril reductasa y requiere de dos equivalentes de nicotinamida adenina
dinucledtido reducido (NADH). Ahora para obtener el precursor de los terpenos, se necesitan tres
reacciones adicionales para convertir el mevalonato a difosfato de isopentilo. Las primeras dos,
son la fosforilaciones directas que ocurren por las reacciones de sustitucién nucleofilica en el
fosforo terminal del ATP. Para esta reaccion, primero se convierte el mevalonato a 5-fosfato de
mevalonato (fosfomevalonato) por la reaccion con ATP en un proceso catalizado por la mevalonato
quinasa, luego el 5-fosfato de mevalonato reacciona con un segundo ATP para da 5-difosfato de
mevalonato (difosfomevalonato). Por ultimo, la tercera reaccion resulta en la fosforilacion del
grupo hidroxilo terciario, seguida por la descarboxilacion y la pérdida del ion fosfato, que da el

difosfato de isopentenenilo, el precursor de los terpenoides (Hornbak, 2006).
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Esquema 3. Obtencion del Difosfato de Isopentenilo

Fuente: Tomado y modificado de (Hornback, 2006)

Para la conversion del difosfato de isopentenilo (IPP) en terpenoides, comienza con su
isomerizacién en difosfato de dimetilalilo (DMAPP), que es llamado formalmente pirofosfato
dimetilalilo. Estas dos moléculas se combinan para formar el difosfato de geranilo (GPP), el
precursor de diez carbonos de casi todos los monoterpenos. Luego, el difosfato de geranilo puede
unirse a otra molécula de difosfato de isopentilo y formar el difosfato de farnesilo (FPP), compuesto
de quince carbonos, que es el precursor de casi todos los sesquiterpenos. La adicion de otra
molécula de difosfato de isopentilo, genera un compuesto de veinte carbonos, que es el pirofosfato

de geranilgeranilo (GGPP), precursor de los diterpenos (esquema 4) (Hornback, 2006).
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Esquema 4. Biosintesis del Pirofosfato de Geranilgeranilo (GGPP)

Fuente: Tomado y modificado (Marcano y Hasegawa, 2002; Hornback, 2006)

La gran parte de la quimica en la biosintesis de los terpenos, se puede entender sobre la base
de las reacciones de carbocationes, que se forman cuando el grupo pirofosfato se aleja de los
compuestos, tal como el pirofosfato de isopentenilo o el pirofosfato de dimetilalilo, siendo que el
grupo pirofosfato (OPP) es un buen grupo saliente (Hornback, 2006). Por lo tanto, la formacion de
geranil pirofosfato de isopentenilo, puede ser visto como resultado de la adicion del carbocatién
producido a partir de dimetilalilo pirofosfato a pirofosfato de isopentenilo. Es importante recordar
que estas reacciones estan controladas por enzimas, lo que hace que no implica la generacién de

carbocationes libres, y a menudo sean reacciones concertadas (Hornback, 2006).
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2.4.2. Diterpenos

Los diterpenos son compuestos de 20 atomos de carbono, y se les considera derivados de 4
moléculas de isopreno, como se puede observar en el esquema 5. En la naturaleza se pueden
conseguir diterpenos que poseen mas de 20 carbonos y también menos de 20 carbonos; la
terminacion “eno” para el nombre diterpeno, se debe a la presencia de insaturaciones en el anillo
basico, pero debido a que estos anillos también presentan otros grupos funcionales, actualmente se
les da la determinacion “oide” (Wade, 2004). Esta clase de terpenos se forman por medio de
ciclaciones (GGPP), con el ataque electrofilico sobre el doble enlace entre el C-14 y C-15 (esquema
5). Una primera ciclacion del GGPP conduce al ion labdanilo, luego ocurre una ciclacion que
conduce a la formacion de los diterpenos derivados del pimarano y rimurano (Marcano y
Hasegawa, 2002).

Esquema 5. Biosintesis de los Diterpenos

Fuente: Tomado y modificado (Marcano y Hasegawa, 2002; Pefia, 2012)
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En las diferentes etapas de la ciclacion pueden ocurrir reordenamientos Wagner-Meerwein,
(W-M-=transposicién carbocationica) que conducen a la contraccién y a la expansion de anillos,
rearreglos de intermediarios, movimientos de carbono e hidrégeno, oxidaciones, entre otros.
Finalmente, ocurre una transferencia del metilo en posicion del C-13 al C-16 para dar paso a la
formacion de los kaurenos. Por otra parte, en el esquema 6 podemos observar la serie
“enantiomérica” (denotado como “ent-") que nos indican las estructuras correspondientes a la
imagen especular que resultan de la fusion de los anillos A y B, de la serie denominada “normal”

(Fleming y Jones, 2004).
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Labdanos Beyel‘aﬂos e”[_BeyeranOS ent-Labdanos

Il

% -
% %
- r,,H

Pimaranos Kaurenos ent-Kaurenos ent-Pimaranos

Esquema 6. Ciclacion de pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP) bajo catalisis acida, que conducen a los
diterpenos de las series "NORMAL" y "ENANTIO" (ent-).

Fuente: Tomado y modificado: (Garcia y cols., 2007).
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Los kaurenos representan un grupo importante de
diterpenos tetraciclicos. Su estructura esta constituida por una

unidad de perhidrofenantreno (anillos A, B y C) fusionada con

una unidad de ciclopentano (anillo D), que es formada por un

puente de dos carbonos entre C-8 y C-13 (Fleming y Jones, 2004).

‘s
“
1

9

Estos diterpenos son intermediarios en la biosintesis de 18
numerosos metabolitos de plantas y hongos, como la giberelina, que poseen propiedades
esteroidogénicas, anticonceptivas, antiinflamatorias, antibioticas, antiparasitarias y citotdxicas
(Ghisalberti, 1997). Por accidon de una enzima que es la oxidasa, el carbono 19 sufre ciertas
oxidaciones sucesivas; a un alcohol ent-kaurenol [4], seguidamente a un aldehido ent-kaurenal [3]
y al acido ent-kaurénico [1], que es el sustrato de este trabajo de investigacion (Ghisalberti, 1997).
Como se puede observar en el esquema 7, el acido ent-kaurénico [1] se transforma al acido

ent-grandiflorénico [2].

et

187 2 H
’cozH

Esquema 7. Oxidacion del carbono (C-19) del ent-kaureno

Fuente: Tomado y modificado (Carrillo, 2011; Ghisalberti, 1997)
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2.5. MODIFICACIONES ESTRUCTURALES DEL ACIDO ENT-KAURENICO REPORTADAS EN LA

LITERATURA

El &cido ent-kaurénico [1] se ha sometido a diversas transformaciones para modificar sus
propiedades tanto quimicas como bioldgicas. Unos de los grupos que son mas afectados vendria
siendo el Cis y Ci7 (enlace exociclico) y el Cig que es el grupo carboxilo. A continuacion, se
mostraran algunas reacciones de transformacion de este compuesto que estan reportadas en la

literatura.

2.5.1 REACCIONES DE REDUCCION

En los derivados de los kaurenos, se encuentran dos posibilidades de reduccion, tanto al doble
enlace exociclico y el carbono C-19. A continuacién, se mencionara brevemente estos dos tipos de

reacciones.

2.5.1.1 Hidrogenacién

La hidrogenacion de un alqueno, es una reduccion mediante la adicion de H; al doble enlace
para dar lugar a un alcano. En esta reaccion aparte de adicionar Hz, se requiere de un catalizador
que contenga Pt, Pd o Ni y se utiliza a temperatura ambiente, utilizando hidrégeno gaseoso a
presion atmosférica (esquema 8). El alqueno a reducir normalmente se disuelve en un alcohol, un
alcano o &cido acético, seguidamente se afiade una pequefia cantidad de un catalizador, y la mezcla
se agita durante el proceso de la reaccion (Wade, 2004). La hidrogenacion transcurre en la
superficie del metal, donde la solucién liquida del alqueno se pone en contacto con el hidrégeno y

el catalizador.
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\ / H, . \C C/
/ \ catalizador | |

H H

Esquema 8. Reaccion de hidrogenacion catalitica

Fuente: Tomada y modificada (Wade. 2004)

En el esquema 8, los dos atomos de hidrdgeno se adicionan desde la superficie solida, y por
el mismo lado; y vendria teniendo una estereoquimica sin. Los dos hidrdgenos se adicionan en la
misma cara del doble enlace que esta ligada al catalizador (McMurry, 2012). Los investigadores
(Hueso y cols., 2010), utilizaron esta reaccién de hidrogenacion catalitica con el &cido

ent- kaurénico [1], obteniendo como producto el acido ent-kaur-164-metil-19-oico [5].

H;
—
Catalizador

Acido ent-kaurénico [1] Acido ent-kaur-16-metil-19-oico [5]

2.5.1.2 Reduccion con tetrahidruro de Aluminio y Litio (LiAIH4)

El agente reductor mas usado en la reduccién de grupos funcionales carbonilo (acidos,
ésteres, cetonas y aldehidos) es el tetrahidruro de Aluminio y Litio (LiAIH4); ademas, también se
tiene el borohidruro de sodio (NaBH4), pero este ultimo solo reduce cetonas y aldehidos. Estos
hidruros adicionan un ion hidruro (H:"), y hace que el grupo carbonilo se reduzca a un ion alcoxido,

luego la protonacion de este da lugar a un alcohol (Wade, 2004).

Maria Alejandra Garcia °




El mecanismo de esta reaccion, se puede llevar en diferentes etapas, el hidruro de aluminio

y litio es una base fuerte, y el primer paso es la desprotonacion del &cido; por consecuencia, el resto

del mecanismo hay varios caminos posibles, y el mas probable es que se adicione un AlHzal grupo

carbonilo del carboxilato de litio (esquema 9). La eliminacion da lugar a un aldehido, que se reduce

rapidamente a alcoxido de litio. Por ultimo, se afiade agua para poder protonar el alcoxido a un
alcohol primario (Wade, 2004).

o}

)Lj

O T
R—C—H —™ K P/_\H_Al'_H Li* —— R——C—H +AlH;
H

T 0
m—A]’_H — = H T +)}\
| R 8) Lit + AlH;
H
Oj AT
)Le -+ — R_(|j_H
O Li H—Al—/H |
Li" o
=

H

H Li* O
H I_|I
R l u +H,0 —_— = R T H +LiOH
| OH
8 Li*

Esquema 9. Mecanismo de reduccion con tetrahidruro de Aluminio y Litio (LiAIH4)
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Aparte de utilizar la reaccién de hidrogenacion catalitica, los investigadores (Hueso y cols.,
2010), utilizaron esta reaccion para la reduccion del carbono 19 del acido ent-kaurénico [1], y
obtuvieron como producto el alcohol ent-kaurenol [4] utilizando etanol como reactivo para

protonar el alcoxido.

LiAlH,
—_—
EtO,3 H
= H
CH,0H
Acido ent-kaurénico [1] Ent-kaurenol [4]

2.5.2 REACCIONES DE OXIDACION

Las oxidaciones son particularmente importantes, ya que muchos grupos funcionales
contienen oxigeno, y las oxidaciones de alquenos es uno de los mejores métodos para introducir
oxigeno en moléculas organicas. En efecto, una epoxidacion, hidroxilacion o ruptura oxidativa a
los dobles enlaces de los alquenos, se consideran unas de las principales oxidaciones que ha sufrido

el &cido ent- kaurénico [1], ya sea en sus carbonos Cis y C17 0 en las posiciones a y S.

2.5.2.1 Reaccion de epoxidacion

En una epoxidacion, los alquenos se transforman en epoxidos con un peroxiacido, siendo
este un acido carboxilico que tiene un atomo extra de oxigeno en una union —O-O-, el mas comun
que se utiliza es el acido m-cloroperoxibenzoico, comunmente llamado (MCPBA). El inicio de esta
reaccién ocurre ya que el grupo —OH del peroxiacido, contiene un oxigeno electréfilico, que es

atacado por el alqueno, adicionandolo al doble enlace para formar de esta manera el epdxido
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(Wade, 2004). En el esquema 10, podemos observar que esta reaccion es concertada, debido a que
se rompen y se forman varios enlaces al mismo tiempo.

R
R R
\C/ 0o \C / ,f'O__".C/ \C V4 o
(lzlf_\o /_” L |= :.‘.:O\ icl) —_— | ;O + |
o . -
AN H AN ! AN w°
alqueno peroxidcido estado de transicion epoxido acido

Esquema 10. Mecanismo de una epdxidacion

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004)

A partir de esta reaccion, con el éster metilico 16-eno-ent-kaureno [6] los investigadores
(Hueso y cols, 2010), utilizaron una cantidad de MCPBA al 70 %, DMC y NaHCO3 por 25 min.
Por otra parte (Batista y cols., 2013 y Morarescu, 2019), también realizaron esta reaccion, pero
cambiando un poco las condiciones con MCPBA, NaHCOs;, CH2Cly, por 30 min. Los

investigadores obtuvieron como producto el 16 (17) p-epoxi-ent-kauran-19-oato de metilo [7].

MCPBA

: H Z H
COOCH; COOCH;

Ester metilico 16-eno-ent-kaureno [6] 16 (17) p-epoxi-ent-kauran-19-oato de metilo [7]

La mayoria de los epdxidos pueden ser protonados con cualquier &cido moderado, abriendo
el anillo y formando un 1,2-diol (Wade, 2004). Por medio de los trabajos realizados, para la
modificacion del acido ent-kaurénico [1], se ha visto que cuando se tiene una epoxidacion al doble

enlace en los carbonos Cis y Ci7; en consecuencia, de una hidrolisis acida se produce una
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hidroxilacion anti del doble enlace. Los investigadores (Batista y cols., 2013 y Hueso y cols., 2010),
luego de tener el grupo epdxido, obtuvieron los dos aldehidos, metil 16S,17-0xo-ent-kauran-19-
oato [8] y el metil 16R,17-0x0-ent-kauran-19-oato [9] con los reactivos BFsEt,O, en THF 0 CsHe.

BH; Et,0
—_—
o THF o CeHs
;COOCH3
16 (17) p-epoxi-ent-kauran-19-oato Metil 16S,17-ox0-ent- Metil 16R,17-0x0-ent-kauran-
de metilo [7] kauran-19-oato [8] 19-oato [9]

2.5.2.2 Reaccion de hidroformilacion.

Este tipo de reaccion o sintesis oxo, se usa para la produccion de aldehidos a partir de
alquenos. Esta se cataliza mediante compuestos de organorodio u organocobalto, y afiade un &tomo
de hidrégeno al enlace C=C para formar un enlace C-C, y un grupo formilo en la molécula, lo que
crea un aldehido. Los primeros catalizadores conocidos y usados frecuentemente en reacciones de
este tipo son los carbonilos de cobalto. La especie activa en este caso es el complejo [CoH(CO)4],
que opera a temperaturas y presiones altas (esquema 11) (Serrano, 2007).
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H |
RHC==CH, RC——CH,—— C——Co(CO)

, _ |
; — RC—C —Co(CO); —> H
Hj ' (* | H l 2

Co (CO), u
RCH,CH,CHO + H——Co(CO);

(0] H
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-
H \
M
L HCOo(CO);
HpC==G——CH; + CO + H, — - y
200-450atm HSC\l _CH
C
H™ N\
\O

Esquema 11. Reaccidn de Hidroformilacion

Tomado y modificado: (Serrano, 2007).

La hidroformilacion del enlace C16 = C17 en el &cido ent-kaurénico (Peixoto y cols., 2008 y
Morarescu, 2019), utilizaron el uso de catalizadores a base de rodio. Los investigadores utilizaron
dos tipos de sustrato, uno de ellos fue el éster metilico 16-eno-ent-kaureno [6], este derivado sufrio
la modificacion con Rh no modificado, Rh/PPhs y sistemas cataliticos a base de Rh/tris-

(o-t-butilfenil) fosfito. A continuacion, se mostraran los productos que se formaron con el sustrato

del compuesto [6].
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CO/M,

—_—
CatRh
: H
COOCH;
Ester metilico 16-eno-ent-  Ester métilico del 17-o-al-ent- Ester metilico del 17--al-ent-
kaureno [6] kaurénico [10] kaurénico [11]

Ester metilico del 4cido isokaurénico [12]

2.5.2.3 Hidroxilacion con tetradxido de osmio (OsOa)

La reaccion de hidroxilacién de un grupo alqueno con tetradxido de osmio (OsOa),
proporciona una adicion de un grupo —OH, a cada uno de los carbonos del doble enlace. La reaccién
se lleva a cabo con estereoquimica sin y produce un 1,2-dialcohol, diol o simplemente un glicol.
En esta reaccidn, no participa un carbocation intermediario, se presenta a través de un osmato
ciclico intermediario, el cual se cree que se forma en un solo paso por la adicion de OsOaal alqueno
(esquema 12). Finalmente, el osmato ciclico se rompe, gracias a la presencia de bisulfito de sodio
NaHSOszacuoso (McMurry, 2012); sin embargo, para poder romper el éster 6smico ciclico, también
se puede utilizar el peroxido de hidrogeno (H20.), este reactivo hidroliza el osmiato (éster) y

reoxida al osmio a tetradxido de osmio (Wade, 2004).
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\cm 0 N/ /O Narsos N2
N\ 7/ c—o-_ 7/ 3 Cc—O0H
||q1 i | + 0s0,
C x4 \\O C—o0 0 C—OH
7N\ /N B
alqueno acido 6smico osmato ciclico glicol

Esquema 12. Reaccion de Hidroxilacion con tetradxido de osmio (OsO4)

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004, McMurry, 2012)

La hidroxilacion se realiza por lo general utilizando una pequefia cantidad catalitica de OsOa,
en presencia del N-6xido de N-metilmorfolina (NMO), que reacciona con rapidez con el osmato
intermediario para producir el diol, mds NMO y OsO4 reoxidado el cual continda hidrolizando a
mas moléculas de alqueno (Rios, 2017). Los investigadores (Hueso y cols., 2010) realizaron esta

reaccion dando como producto al éster metilico del 16a,17-dihidroxi-ent-kaureno [13].

0s0, NMO, 'BuOH/ THF/ H,0 7:2:1

' o

24 H

ZH
COOCH,

Ester metilico 16-eno-ent- Ester metilico del 16¢,17-dihidroxi-ent-kaureno [13]

kaureno [6]

Las reacciones de oxidacion tienden a tener condiciones un poco fuertes, y la mayoria de las
veces se debe tomar ciertas prevenciones, para el uso de los reactivos. Por ejemplo, para las
reacciones de los kaurenos, no se ha utilizado de cierta forma el permanganato de potasio (KMnQOa)
ya que primero, si se requiere grupos hidroxilos en la molécula, se debe tener el permanganato en

condiciones suaves (frio y diluido), para formar dichos productos; sin embargo, este reactivo en
esa condicion, da bajos rendimientos.
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En condiciones fuertes el permanganato tiende a oxidar los alquenos a glicoles y de cierto
modo automaticamente se rompen estos enlaces y principalmente se forman cetonas o aldehidos,
hasta llegar a acidos carboxilicos. Como el permanganato, el ozono (O3) rompe los dobles enlaces

para formar cetonas y aldehidos, pero en condiciones mas suaves (Wade, 2004).

2.5.2.4 Reaccion de ozonodlisis O3

El ozono O3 es una forma de alta energia del oxigeno, se produce cuando la luz UV o una
descarga eléctrica actian en una atmdsfera de oxigeno gaseoso. La estructura de Lewis del ozono,
muestra que el &tomo de oxigeno central soporta una carga positiva y cada uno de los 4&tomos de
oxigeno exteriores la mitad de la carga negativa. Una molécula de ozono reacciona con un alqueno,
para formar un compuesto ciclico llamado o0zénido primario, por lo que es bastante inestable ya
que tiene dos uniones de peroxido (-O-O-), este se reordena rapidamente, incluso en temperaturas

bajas para formar un oz6nido (Wade, 2004).

Los 0zonidos no son muy estables y la mayoria de las veces se reducen inmediatamente con
agentes reductores moderados como el zinc o el sulfuro de dimetilo. Como se puede observar en el

esquema 13, los productos de esta reaccion son cetonas y aldehidos.
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Esquema 13. Mecanismo de ozonolisis

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004)

El écido ent-kaurénico [1] y algunos de sus derivados, también han sufrido reacciones de
ozonolisis. Del mismo modo, los investigadores (Hueso y cols., 2011) realizaron esta reaccion al

éster metilico 16-eno-ent-kaureno [6] obteniendo al éster metilico 16-oxo-ent-kaureno [14].

Z H
COOCH;

Ester metilico 16-eno- Ester metilico 16-oxo-ent-kaureno [14]

ent-kaureno [6]
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2.5.2.5 Oxidacion con dioxido de selenio (SeOx2)

Existen muchas reacciones para adicionar un oxigeno a una molécula; no obstante, algunas
de las condiciones que se utilizan para oxidar pueden ser toxicas para el analista. El didxido de
selenio (SeOy) es indicado como el reactivo mas fiable para la insercidn directa de un oxigeno, en
un enlace carbono-hidrogeno alilico (Crich y cols., 2003). Para este tipo de reaccion, existen una

cierta serie de reglas para la hidroxilacion selectiva de posiciones alilicas.

e En alquenos trisustituidos la hidroxilacion ocurre en la posicion « al carbono mas

substituido del doble enlace

e Cuando el doble enlace esta en un anillo, la oxidacién transcurre dentro del anillo cuando
sea posible, y la hidroxilacién ocurre en el carbono o al carbono mas substituido del doble

enlace.
e Tercero, el orden de facilidad en la oxidaciéon es CHs> CH,>CH

e Finalmente, la oxidacion de un doble enlace terminal genera un alcohol primario con

migracion alilica del doble enlace (Francis y cols., 1976).

Esquema 14. Reaccidn de Hidroxilacién con didxido de selenio (SeO>)

Fuente: Tomada y modificada (Smith, 2002).
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Es importante que la reaccién muestra una transformacion general que parece ser una
conversion directa de C-H a C-OH, pero la reaccion esta acompafiada por dos migraciones del
enlace m, como se muestra en el esquema 14 (Smith, 2002). En cuanto a la selectividad respecto a
la posicion mas sustituida, se debe a que las adiciones tipo-énicas son electrofilicas y la densidad

de carga positiva se estabiliza preferentemente en dicha posicion (Rios, 2017).

De manera similar, (Aparicio y cols., 2007) describieron la oxidacion alilica del &cido
ent-kaurénico [1], del éster metilico 16-eno-ent-kaureno [6] y el diterpeno ent-kaurenol [4] con
Se02/H»0». Las reacciones la llevaron a cabo, en una solucién de dioxano a temperatura ambiente
con una agitacion durante 4 horas. El tratamiento del acido ent-kaurénico [1] les proporciond un
56 % de acido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-19-oico [15]. Para el tratamiento del éster metilico
16-eno-ent-kaureno [6] obtuvieron dos productos, que fueron el metil 15a-hidroxi-ent-kaur-16-en-
19-o0ato [16] con un 34 % de rendimiento, y el metilo 15a,16a-epoxi-17-hidroxi-ent-kauran-19-
oato [17] con un 59 % de rendimiento. Ahora, para el tratamiento del ent-kaurenol [4] obtuvieron
dos productos que fueron, el 15¢,19-dihidroxi-ent-kaur-16-eno [18] aproximadamente con un
57 % de rendimiento y el 15a,16a-epoxi-17,19-dihidroxi-ent-kaurano [19] con un 34 % de

rendimiento.

Se0, / H,0,
[1]=COOH [15]=COOH [17]=COOCH;
[6]=COOCHs3 [16]=COOCHs3 [19]=CH,OH
[4]=CH,OH [18]=CH.OH
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Los investigadores (Batista y cols., 2013) realizaron la misma reaccién de hidroxilacion, pero
cambiando un poco las condiciones de los reactivos y el tiempo SeO», t-BuOOH, CH2Cl>, 45 min.
Por otra parte, también los investigadores (Hueso y cols., 2010 y Pefia y cols., 2014), realizaron la
misma reaccién cambiando un poco las condiciones. Las investigaciones que se han realizado luego
de obtener el compuesto [14], en su mayoria como lo fue (Hueso y cols., 2010) oxidaron el
compuesto [16] para producir la cetona a, f-insaturada metil 15a-0xo-ent-kaur-16-en-19-oato [20],

con un tratamiento de PDC, DCM, por 24 horas.

PDC, DCM
_—
24 H
= H
COOCH;
Metil 15a-hidroxi-ent- o, f-insaturada metil 15a-0xo0-ent-
kaur-16-en-19-oato [16] kaur-16-en-19-oato [20]

Hasta ahora, las reacciones que se han estudiado la mayoria es para oxidar, ya sea la
posicion del carbono o, 0 modificar el doble enlace exociclico del kaureno. Los investigadores
(Pefia y cols., 2015) ensayaron la posible oxidacion del grupo hidroxilo del acido 15a-hidroxi-ent-
kaur-16-eno-19-oico [15]. Este compuesto al igual que el acido ent-kaurénico [1], el acido
15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-19-oico [21] y el acido 15-oxo0-ent-kaur-16-eno-19-oico [22], fueron
disueltos (por separado) en DMSO vy los llevaron a reflujo por 2 horas. En lugar de obtener los
derivados deseados, obtuvieron nuevos compuestos. Para obtener el compuesto [21], realizaron
una acetilacion al compuesto [15] con anhidrido acético y piridina. Ahora, para la obtencién del
compuesto [22], utilizaron el [21] con complejo de &cido cromico/piridina, durante 24 horas bajo

agitacion continua a temperatura ambiente.
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Finalmente, los derivados de kaurenos en presencia de DMSO son: del compuesto [1], se
sintetizo el 19-oxo-ent-kaur-16-en-19-metilen-metil-sulfoxido [23], del derivado [15] sé obtuvo el
15a-hidroxi-19-oxo-ent-kaur-16-en-19-metilén-metil-sulfoxido [24], del [21], el 15a-acetoxi-19-
oxo-ent-kaur-16-en-19-metilén-metil-sulfoxido [25], y del [22] el 15,19-dioxo-ent-kaur-16-eno-
19-metilén-metil-sulféxido [26].

DMSO/ 2 H
[1] R=H [23] R=H
[15] R=OH [24] R=OH
[21] R=OCOCHjs [25] R=OCOCHj3;
DMSO/ 2 H
—_—
= H = H
COOH COCH,SOCH;
Acido 15-oxo-ent-kaur-16-eno- 15,19-dioxo-ent-kaur-16-eno-19-metilén-
19-oico [22] metil-sulfoxido [26]
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Los investigadores concluyeron que probablemente la presencia de un medio débilmente
acido como el grupo carboxilico del acido ent-kaurénico [1], o el de algunos de sus derivados
oxigenados, actden como activadores del DMSO promoviendo la formacion de un iluro de azufre;
dandole asi la capacidad de comportarse como un nucleéfilo, atacando de esta manera al carbono
del grupo carboxilico y luego con pérdida de una molécula de agua formar el sulfoxido, como se
puede observar en el esquema 15.

Esquema 15. Reacciéon de DMSO

Fuente: Tomada y modificada (Pefia y cols., 2015)
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2.5.3 REACCIONES DE ESTERIFICACIONES

Los acidos carboxilicos son los compuestos con gran variedad de reacciones, y en especial
sus derivados tienden a ser mas susceptibles a la formacion de nuevos compuestos (Wade, 2004).
Los ésteres comprenden una gran familia de compuestos organicos con aplicaciones en la medicina,

la biologia, la quimica y la industria farmacéutica.

2.5.3.1 Esterificacion de Fischer

Una de las principales reacciones para la obtencion de ésteres es la reaccion de Fischer. En
esta reaccion se requiere de un acido carboxilico, con un alcohol en presencia de un &cido fuerte
(HCI 6 H2S04) (esquema 16) (Morais y cols., 2014).

3 0
R AT w4 LECTA L Ao
OH oR
o H,S0, 0
H;C + CH;CH, OH - o HC + 1,0
OH OCH,CH,

Esquema 16. Esterificacion de Fischer

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004)

Esta esterificacion de Fischer consiste en una sustitucion nucleofilica del grupo acilo.
El inicio de esta reaccion, el &cido mineral (H.SO4) protona el atomo de oxigeno del grupo
carbonilo, tornando el &cido carboxilico mucho maés reactivo al ataque nucleofilico del alcohol,
dando origen a un intermediario tetraédrico (esquema 17) (Morais y cols., 2014). Posteriormente,

la transferencia de un proton de un atomo de oxigeno a otro produce un segundo intermediario
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tetraédrico y convierte el -OH en un buen grupo saliente (Wade, 2004) Finalmente, la pérdida de
un proton y de agua regenera el catalizador acido, originando un éster.

/H
H .
0.
1
(@8] ,m 6/
0. ot |
- ——— H;C OH
HsC B — N b
H;C oH P~
- b H3CH3C/
OH
CH;CH;_______C_)/H g CH:CH,
| / g
HeX o
CHchZ\ H;C OH /
o
_—H -
A N /
H HLCH,C Hidrato del éster

7=
\E
@C\
=
|
%
S
/

HyCH,C H;CH,C

HsC "0
\CH2CH3 + H;0

éster

Esquema 17. Mecanismo de la reaccion de una esterificacion de Fischer

Fuente: Tomada y Modificada (Wade, 2004)

2.5.3.2 Sintesis de cloruros de acido

Los cloruros de acido, también son llamados cloruros de acilo, se sintetizan a partir de los
acidos carboxilicos correspondientes, utilizando una amplia variedad de reactivos. Los reactivos

mas utilizados para esta reaccion es el cloruro de tionilo (SOCI>) y el cloruro de oxalilo (COCI),
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(Wade, 2004). El cloro es un inductivo méas no un donador de electrones de resonancia, hay poca
deslocalizacion de los pares de electrones del cloro en el sistema de un cloruro de acilo, el efecto
inductivo de un sustituyente de cloro sin una compensacion significativa, es el efecto liberador de
electrones debido a la donacién de un solo par por cloro. Este efecto inductivo del cloro, hace que
el carbono del carbonilo, sea mas susceptible al ataque del nucleofilo que de otros derivados del
acido carboxilico (Wade, 2004).

0 0
socl,
> + sozf + HCIT
0 (COCI),
R OH R cl
0 0
ROH
> + HCIT
R cl R OR

Esquema 18. Reaccidn para la obtencién del cloruro de acilo

Fuente: Tomada y Modificada (Wade, 2004)

La mejor ruta sintética para obtener un éster, anhidrido o amida, suele incluir la utilizacién
de un cloruro de acilo como intermediario. Los cloruros de acido cuando reaccionan con alcoholes
forman ésteres, esta reaccion se debe a través de una sustitucion nucleofilica del grupo acilo por el
mecanismo de adicién-eliminacion. El ataque del alcohol al grupo carbonilo electrofilico da lugar
a un intermediario tetraédrico; finalmente la pérdida del cloruro y la desprotonacion, da lugar a un
éster (esquema 19) (Hornback, 2006).
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Esquema 19. Mecanismo para la obtencidn de un éster por medio de un cloruro de acilo

Fuente: Tomada y modificada (Hornback, 2006).

Por otro lado, se tiene otra reaccion para preparar ésteres a partir de acidos carboxilicos,
que es por medio de una reaccion SN2 de un ion carboxilato, con un halogenuro de alquilo primario
(McMurry, 2012). Esta reaccion es sencilla, pero en algunos casos primero el acido carboxilico se
convierte a un cloruro de acilo. En este sentido, los investigadores (Boeck y cols., 2005) repaortaron
un método simple para la preparacion de ésteres del &cido ent-kaurénico [1], sobre la base de una
O-alquilacién del grupo acido, con un halogenuro de alquilo en presencia de KOH en acetona.
Como resultado de la sintesis con halogenuros de alquilo, los investigadores obtuvieron 7 derivados
a base de ésteres.

Del mismo modo, el investigador (Carrillo, 2011) realizo esta reaccién al diterpeno acido
ent-grandiflorénico [2], utilizando los halogenuros 1,2-dibromoetano, (3-bromopropil) benceno,
yoduro de metilo y 1,10-didromodecano. Por medio de los resultados obtenidos, le permitio obtener
ésteres con buenos rendimientos; sin embargo, a pesar de los buenos rendimientos, recomendd

utilizar halogenuros de alquilo primarios que no tengan fuerte impedimento estérico.
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KBr, KOH

Acetona

= H
COOH

Acido ent-kaurénico [1] [6] R=CH3
[27] R=CH3CH2CH;CH;
[28] R=PhCH;
[29] R=4-CIPhCH;
[30] R=4-BrPhCH
[31] R=4-FPhCH,
[32] R=4-NO2PhCH;

2.5.3.3. Esterificacion con diazometano

Existe otra reaccion para la obtencién de ésteres y se ha utilizado frecuentemente para la
preparacion de ésteres metilicos, es mediante la reaccion de acidos carboxilicos con diazometano
(CH2N32) (esquema 20). Esta reaccion permite obtener ésteres en condiciones mas suaves; aunque,

es poco utilizada debido a la elevada toxicidad del diazometano (McMurry, 2012).

O O

® Et,0
+  H,C—N=N - P

R OH R O

Esquema 20. Reaccidn de esterificacion con diazometano

Fuente: Tomada y modificada (McMurry, 2012)
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La reaccién ocurre en dos pasos (esquema 21), el primero es la protonacion del diazometano
por el &cido carboxilico para producir el i6n metildiazonio (CH3N2") y un i6n carboxilato, y el
segundo es la reaccion del i6n carboxilato que ataca al carbocatién, que se produce con CH3sN2*
(McMurry, 2012).

0
0
¥ + HC—N=N —» S + HC—N=N
o

0 0
/_b )'L " NE
)'LUC—N:N —_— = 0"

Esquema 21. Mecanismo general de una esterificacién con diazometano

Fuente: Tomada y modificada (McMurry, 2012)

La mayoria de los derivados del é&cido ent-kaurénico [1], como se pudo observar
anteriormente, se esterifican antes de la modificacion del doble enlace, de los carbonos Cis y Ci7,
de modo que la mayoria de los derivados de los kaurenos son ésteres. En consecuencia, los
investigadores (Hueso y cols., 2010 y Batista y cols., 2013) sintetizaron ésteres a partir de esta
reaccion, utilizando en éter etilico [(CH3CH.).O] obteniendo como producto el éster metilico ent-

16-en-kaureno [6].

CH,N,
—_—
Et,0
- H -’; H
COOH COOCH;,
Acido ent-kaurénico [1] Ester metilico ent-16-en-kaureno [6]

Maria Alejandra Garcia °




2.5.3.4 Esterificacion de Steglich

La esterificacion de Steglich (esquema 22), es una reaccion suave y no requiere altas
temperaturas, se basa en activar un acido y llegar a la formacion de un éster, con los reactivos
carbodiimida (DCC) y N-(dimetilamino) piridina (DMAP). El primer paso es la activacion del
acido con el reactivo comunmente llamado N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), para formar un

intermedio acylisourea (Fahim y cols., 2021).

0]
)L 0 N
-~ H N=C==N
R o )J\ /® \
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1 . N - U R
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t NH
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)]\ /”\ R Lent N o _R/ © \I\ -
ento N N
& ]i N > - / \ / acylisourea

Subproducto de migracion de acilo

\ )‘k /
Subproducto ‘\_/ \

deurea
Diciclohexilurea
(DHU)

s ) \
" I:“'><O—H - — o
| ./® I e
~x e - Z
/ } -DMAP

o]

Transferencia
de Proton )'I\
~ R,
R; /

ester

T—0

Esquema 22. Mecanismo de la esterificacion de Steglich

Fuente: Tomada y modificada (Lutjen y cols., 2018)
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El siguiente paso de la reaccion, es la adicion de N-(dimetilamino) piridina (DMAP), que es
requerido para minimizar la formacién del subproducto improductivo de migracion de acilo, que
es competitivo con el ataque nucleofilico del alcohol, en el intermedio acylisourea. Ademas, usando
un exceso de DMAP se forma un intermedio de acil piridinio, que luego reacciona con el alcohol
para regenerar el DMAP y formar el éster como producto final (Lutjen y cols., 2018). Las
reacciones de acoplamiento de carbodiimida, a menudo se realizan en disolventes clorados
anhidros o dimetilformamida (DMF), bajo una atmdsfera de nitrogeno. Es necesario resaltar, que
esta reaccion es un método conveniente para la esterificacion de acidos carboxilicos con alcoholes,
fenoles y tioles bajo condiciones suaves en presencia de carbodiimidas como lo es el 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDCI) y diciclohexil carbodiimida (DCC) (Neisis y Steglich,
1978).

La obtencion de los derivados de ésteres, el investigador (Carrillo, 2011) aparte de utilizar
reacciones con halogenuros de alquilo, también modificO la estructura del é&cido
ent-grandiflorénico [2], con el éster metilico de la glicina en presencia de diciclohexilcarbodiimida
(DCC) y N,N-dimetilaminopiridina (DMAP) en CH2Cl»; sin embargo, pudo comprobar que acoplar
el &cido ent-grandiflorénico [2] con otros ésteres de aminoacidos y otros compuestos, su
impedimento estérico no permite el acoplamiento con compuestos mas grandes que el éster
metilico de la glicina. Del mismo modo, la investigadora (Rios, 2017) utilizé la reaccion de Steglich
para la modificacion del &cido ent-grandiflorénico [2], obteniendo 13 derivados de ésteres.

En efecto, el acido ent-kaurénico [1] ha sufrido muchas reacciones, y una que podemos
mencionar es la reaccién para la obtencion de derivados con glucésidos. Los investigadores
(Villasmil y cols., 2014) obtuvieron nuevos ésteres glicosidicos, de los acidos 15a-hidroxi-ent-
kaur-16-eno-19-oico [15], 15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-19-oico [21] y el 15-0x0-ent-kaur-16-eno-
19-oico [22]. Los ésteres se obtuvieron mediante reaccion de las sales de plata de los &cidos con
bromuro de tetra-acetato de a-D-glucopiranosa en benceno seco. Los ésteres carbohidrato que

obtuvieron lo trataron con NHs en metanol libre de humedad para remover los grupos acetato.
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0 0
R,0H,C ROH,C
OR, OR
OR, OR
[33] R1=OH R>=0CHOCH=(CHj3)> [37] R=OAc
[34] R1=OH R,=0OH [38] R=OH

[35] Ri=0Ac R2=0OAc
[36] Ri=OAc R,=OH

2.5.4. REACCIONES DE ADICION

2.5.4.1. Reaccién de Koenings Knorr

La reaccion de Koenings Knorr, consiste en una sustitucion nucleofilica SN2 entre un alcohol
y un 1-halomonosacarido. La ruta comienza con la reaccion del pentaacetil-5-D-glucopiranosa con
HBr para formar el bromuro de tetracetil-s-glucopiranosilo, luego el bromuro de piranosilo, tanto
el andmero « 0 f3, experimenta una pérdida espontanea parecida a una SN del Br-, seguida de una
reaccion interna con el grupo éster del carbono C> para formar un ion oxonio. Dado que el grupo
acetato se encuentra en la parte inferior del anillo, el enlace C-O se forma en la parte inferior. El

desplazamiento tipo SN2 del ion oxonio, ocurre con la inversion usual de la configuracion. La
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adicion de una sal como el 6xido de plata, permite la adicién nucleofilica del alcohol elegido.
Finalmente, como se puede observar en el esquema 23, se realiza una hidro6lisis de los grupos acetal

remanentes para forma el producto g-glicésido (lgarashi, 1977).

OAc
OAc

OAc
) ) Br
Pentaacetil-4-D- glucopiranosa Bromuro de 2,3,4,6-tetracetil--D-glucopiranosilo
OAcC OAC
, 9
0
AcO \ ROH Ag,0
AcO
N \
OAc __t=0
OH
(6}
NaOH, H,0 HO £
= B B N
HO R
p-glicosido OH

Esquema 23. Reaccion de Koenings Knorr

Fuente: Tomada y modificada (lgarashi, 1977)

Los investigadores (Batista y cols., 2007) obtuvieron nuevos glucosidos de kaurenos
mediante la reaccién de Koenigs-Knorr entre los alcoholes C17y Cig de los derivados kaurenos con
bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-glucopiranosilo, seguido de una hidr6lisis de los acetatos. A
continuacion, se mostrara los productos mayoritarios que obtuvieron gque son ent-19-metoxi-19-
0x0-160-kauran-17-il o-D glucopiranosido [39] y el ent-kaur-16-en-19-il 2-O-acetil-a-D-
glucopirano [40]
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OH

HO
0 OH
0}
OH
OH
-
TOOCH, OH
Ent-19-metoxi-19-0x0-16a-kauran-17-il a-D Ent-kaur-16-en-19-il 2-O-acetil-a-D
glucopirandsido [39] glucopirano [40]

Es necesario resaltar otro grupo importante para la modificacién del Ci9 del acido
carboxilico, son las amidas. EI método clasico para la sintesis de amidas es la reaccion de acidos
carboxilicos con aminas a altas temperaturas; no obstante, esta reaccion es dificil debido a que las
aminas son bases que convierten a los grupos carboxilos &cidos en sus aniones carboxilatos no
reactivos, en tal sentido lo mas comun es la conversion del &cido carboxilico en un grupo funcional
mas reactivo como lo es el cloruro de acilo (Shaabani y cols., 2007). Es por esta razon, que los
investigadores (Vieira y cols., 2002) sinterizaron doce nuevos derivados a base del &cido

ent-kaurénico [1] con cuatro amidas, cuatro aminas (tres hidrocloradas) y cuatro oximas.

En lineas generales, se han realizado muchas modificaciones al acido ent-kaurénico [1],
para poder llegar a nuevos productos semisintéticos; por lo tanto, es un poco complejo, mostrar
todas las modificaciones que se han realizado estos ultimos afios. Entre los objetivos de este trabajo
se pretende realizar hemisintesis del mismo, y se obtendrdn compuestos que deben separarse y
elucidarse; y para ello es necesario el uso de ciertas técnicas que abordaremos en la siguiente

seccion.
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2.6 TECNICAS DE SEPARACION Y PURIFICACION

2.6.1 Cromatografia

En relacion a la cromatografia, consta de un método fisico de separacion en donde los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una estacionaria, y la otra que se mueve en
una direccion determinada que es Ilamada fase movil (Marcano y Hasegawa, 2002). Para poder
separar una mezcla, existen varios tipos de cromatografia, como lo son: la cromatografia de
adsorcion, de particién, de filtracion con geles, y de intercambio ionico. Para esta investigacion se

utilizo la cromatografia de adsorcion.

2.6.2. Cromatografia de adsorcion

Esta técnica se basa en las distintas afinidades que tiene los componentes de la muestra, hacia
la superficie de un solido activo. Estas afinidades gque ocurre con la muestra y la superficie, estan
dadas por la formacion de uniones, dipolo o formacion de puentes hidrogeno (Galagovsky, 2016).
En efecto, si se trata de una mezcla de solutos, el mas fuertemente atraido por el adsorbente, sera
el mas dificil de eluir y sera el que corre o se desplace menos. En la quimica organica, se utiliza
esta cromatografia ya que permite identificar o aislar el analito a estudiar.

Dicho esto, para este trabajo de investigacion, se utilizaron dos técnicas de separacién para
los productos de la hemisintesis del acido ent-kaurénico [1], y son la cromatografia de columna,

cromatografia preparativa y capa fina.
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2.6.2.1. Cromatografia de columna

En esta técnica de separacion, se caracteriza por tener la fase estacionaria dentro de una
columna de vidrio, por la que se hace pasar una fase movil ya sea liquida o gaseosa. Este método
de separacion va depender segun la afinidad de las moléculas por la fase mavil o la estacionaria.
Para las hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1], se utilizara la cromatografia clasica en columna
y la cromatografia preparativa. De este modo, (Galagovsky, 2016) afirma que la cromatografia
analitica se realiza mediante una pequefia muestra, con el fin de poder cuantificar la proporcion de
los componentes de cualquier mezcla; en cambio, la preparativa separa los componentes de una

mezcla para su procesamiento.

De igual forma, para que se pueda realizar una buena separacion, se necesita tener
condiciones adecuadas, con respecto al relleno de la columna. Los sdlidos absorbentes mas
utilizados en la fase estacionaria son el gel de silice (SiO2) y alimina (Al203). La alimina anhidra
es el mas activo de los dos, ya que retiene con més fuerza a los compuestos, y es por ello gue se
utiliza para separar compuestos relativamente apolares como lo son los (hidrocarburos, haluros de
alquilo, éteres, aldehidos y cetonas); al contrario, el gel de silice se utiliza para separar sustancias

mas polares como lo son los alcoholes, aminas y &cidos carboxilicos (Braithwalte y cols., 1996).

El proceso de adsorcion de la fase estacionaria con el soluto, se debe a interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de hidrdgeno; sin embargo, cuando hay gran
densidad de relleno (empaguetamiento), es necesario aplicar presion para que el solvente fluya a
través de la fase estacionaria. En este sentido, la mayoria de los casos, para generar presion durante
la cromatografia se utiliza aire. Finalmente, para la preparacion de la muestra que se quiere separar,
se deposita en la parte superior de la columna y el resto de la columna se llena con el eluyente, que

es el disolvente que constituye la fase movil (Galagovsky, 2016).
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2.6.2.2 Cromatografia en capa fina (CCF)

Por otra parte, la otra técnica de separacion que es la cromatografia en capa fina, esta se usa
amenudo para monitorear una reaccion quimica, ya que permite conocer de manera rapida, cuantos
componentes se encuentran en una muestra. Esta es una herramienta muy eficaz cualitativamente,
y muy sencilla de realizar. Para esta cromatografia en capa fina (TLC), la fase estacionaria es una
capa de particulas de unos milimetros de espesor, fijadas sobre un soporte sélido, que generalmente

es de silica gel.

El procedimiento de separacion de esta técnica, consiste en que después de aplicar el analito
cerca de la parte inferior de la placa seca (proceso de siembra, que pueden utilizarse tubos
capilares), se coloca la placa en una camara con el disolvente (fase movil), y asi empieza a
producirse la separacion. En consecuencia, la mancha en una placa de TLC se caracteriza por la
distancia que recorre con relacion a la distancia recorrida por la fase movil. Por lo tanto,
(Galagovsky, 2016) indica que el grado de retencién en cromatografia plana de superficie, se

expresa como el factor de retardacion, o indice de retencion (Rf) como se muestra a continuacion:

Distancia de desplazamiento de soluto

Rf =

"~ Distancia de desplazamiento del disolvente

El “frente” del disolvente es el limite alcanzado por la fase movil, en que éste se mide la
distancia en que se ha desplazado. Finalmente, la deteccion y localizacion de las manchas (el
soluto) en la placa de TLC, se hace observando los cambios en la fluorescencia, o absorcién en el
U.V., de un indicador que se incorpora a la fase estacionaria (Galagovsky, 2016).
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En conclusidn, luego de obtener la separacion y la purificacion de los derivados del acido
ent-kaurénico [1], se necesitan técnicas para la caracterizacion de estos derivados. En el &rea de la
quimica organica, cuando se habla de caracterizacion, se necesita saber como estan conectados los
atomos, y como estd conformada una molécula. Por esta razdn, se necesitan técnicas de

elucidaciones, como lo es la espectroscopia y la espectrometria.

2.7. TECNICAS DE ELUCIDACION

Las técnicas de elucidacion, son las méas versatiles para poder identificar una estructura
quimica, y son muy importantes en el area de la farmacéutica y medicina, ya que ayuda generar
nuevos farmacos. En efecto, la definicién de espectroscopia, es el estudio que ocurre con la

interaccion de la radiacion electromagnética junto con la materia.

El espectro electromagnético, es el conjunto de todas las radiaciones electromagnéticas
ordenadas por orden de frecuencia o de longitud de onda y se divide en distintas zonas. En la figura
5, podemos observar las distintas radiaciones del espectro electromagnético. En el lado derecho de
la figura 5, se encuentran las frecuencias mas bajas, junto con las longitudes de ondas mas largas
y energia mas baja. En la parte izquierda se encuentran las frecuencias mas altas, junto con las

longitudes de ondas mas cortas y la energia mas alta (Wade, 2004).
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Figura 5. Espectro electromagnético
Fuente: Tomada y modificada Radiacion electromagnética

https://ar.pinterest.com/pin/365636063480560325/

Por lo tanto, para caracterizar los derivados obtenidos de la hemisintesis del &cido
ent-kaurénico [1], se utilizaron dos técnicas espectroscépicas de absorcién molecular que son la
espectroscopia infrarroja (IR), la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) vy la

espectrometria de masas (EM).

2.7.1. Espectroscopia Infrarroja (IR)

Una de las ventajas de la espectroscopia infrarroja (IR), es la informacién que proporciona
sobre los grupos funcionales que se encuentra en una molécula. Los grupos funcionales son
aquellos atomos que hace que una molécula tenga diferentes propiedades quimicas. Para poder
identificar los grupos funcionales de los productos de la hemisintesis del acido ent-kaurénico [1],

se utilizé esta técnica espectroscopica.
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Las moléculas siempre estan vibrando constantemente, y todos los movimientos de vibracion
de una molécula son una combinacion de lo que se conoce como modos normales de vibracion,
que son 3N-6 para las moléculas no lineales y 3N-5 para las moléculas lineales, donde N es el
numero de atomos en la molécula. El fundamento de esta espectroscopia nos indica, cuando se
irradia a una molécula luz infrarroja, y la frecuencia de ésta coincide con la frecuencia de vibracion
de alguno de los modos normales, se produce una absorcion de energia, que se registra como una
banda en el espectro del compuesto. Esto provoca que ese modo normal de vibracion pase de su
estado basal a un estado excitado, en el que la amplitud y energia cinética de dicha vibracion son
mayores que en el estado basal, pero la frecuencia de la vibracion se mantiene constante (Olsen,
2016).

Es importante que la molécula a estudiar, tenga un momento dipolar distinto de cero, ya que
el cambio del momento dipolar, hace que se produzca dos tipos de vibracion los cuales son de
estiramiento y flexion de enlace. Ademas, otras caracteristicas que influyen son la masa de los
atomos y la rigidez del enlace. Los &tomos méas pesados vibran mas lentamente que los mas ligeros,
y los enlaces mas fuertes generalmente mas rigidos, requieren de mas fuerza para alargarlos y
comprimirlos (Wade, 2004). Como consecuencia, los enlaces mas fuertes generalmente vibran mas

deprisa que los enlaces mas débiles.

Por lo tanto, en la figura 6 se puede observar en el lado izquierdo del espectro, las tensiones
C-H, O-H, y N-H, que son enlaces fuertes, ya que existe una gran diferencia de momento dipolar.
Luego se encuentran los enlaces triples, que absorben alrededor de 2200 cm™, seguidos por los
enlaces dobles hacia la derecha con una frecuencia de 1700 cm™. Asimismo, por debajo de 1400cm"

! como se menciond anteriormente, se encuentra la region de huella dactilar.
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Figura 6. Regién del Infrarrojo Medio

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004)

2.7.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Una de las herramientas méas poderosas para la determinacion de una estructura organica, es
la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Esta técnica se basa en el estudio de los
nacleos de un atomo de ciertos isétopos que presenten un espin distinto de cero. Los is6topos mas
utilizados para esta técnica, son el nicleo de hidrogeno (*H) y el ndcleo de carbono (*3C). En
consecuencia, esta espectroscopia se basa en la absorcion de la radiacion electromagnética, que se

encuentra en la regién de las radios frecuencias (figura 5).

Sabemos que las particulas que conforman el ndcleo atdbmico son los neutrones y protones,
que poseen una propiedad que se describe como momento angular de espin. Este momento angular
de espin nuclear, resulta de la rotacion del ndcleo alrededor de su eje. Como se menciono
anteriormente, esta técnica solo puede estudiar nucleos atdmicos, con un nimero atbmico o nimero
de masa impar. Por lo tanto, para poder obtener un espin nuclear preferiblemente igual a 1/2, o
distinto de cero, se da en los atomos de 'H, °C, °F y 3P, Estos tipos de ndcleos son
magnéticamente activos, ya que poseen espin igual que los electrones y poseen un movimiento de
rotacion sobre un eje, esta caracteristica hace que se comporten como si fueran pequefios imanes
(Weininger y Stermitz, 1988).
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En consecuencia, cuando los espines se encuentran sin un campo magnético se encuentran
rotando en su propio eje (al azar), como se puede observar en la figura 7, pero al colocarlos en
frente de un campo magnético externo, los nucleos con espin positivo se orientan en la misma
direccién del campo, en un estado de minima energia denominado, “estado de espin «”. Mientras
que los nacleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo magnético, en

un estado de mayor energia denominado, “estado de espin 5 (Wade, 2004).

Figura 7. Estados de transicion de los espines

Fuente: Tomada y modificada Instituto de Ciencias de Materiales de Madrid, Laboratorio de

Resonancia Magnética Nuclear.

Por lo tanto, cuando una muestra es irradiada con fotones de radio frecuencias, por un
pulsador intenso de radiacion, los nacleos en el estado de espin o son promovidos al estado de
espin £, y a su vez, los nacleos del estado S van a ser promovidos al estado de espin «. Cuando los
nacleos vuelven a su estado inicial emiten sefiales cuya frecuencia depende de la diferencia de
energia (AE) entre los estados de espin o y f. El término “resonancia” procede del hecho de que los
nacleos estan en resonancia con la radiofrecuencia o la radiacion (Wade, 2004). Es decir, los
nucleos pasan de un estado de espin a otro como respuesta a la radiacién a la que son sometidos.
El espectrometro detecta estas sefiales y las registra como una grafica de frecuencias frente a

intensidad, que es el llamado espectro de RMN.
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Finalmente, cuando se tiene el espectro de RMN se puede observar que la correlacion entre
los desplazamientos quimicos de las sefiales tanto para *H y 13C, es distinta. En protonica H va
tener un rango de (0-10) ppm (figura 8) y para el de carbono **C el rango es de (0-200) ppm
(figura 9). Estos rangos dan informacion acerca de la naturaleza de hidrogenos (alifaticos,
aromaticos, olefinicos, geminales o unidos a un heteroatomo) y para los carbonos (en dobles

enlaces, aromaticos, carbonilicos, oxigenados, etc).

Figura 8. Desplazamientos quimicos frecuente en el espectro de RMN de *H

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004).

Figura 9. Desplazamientos quimicos aproximados para el espectro de RMN de *C

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004)
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2.7.3. Espectrometria de Masas (EM)

La espectrometria de masas se puede enlazar con las anteriores, ya que complementa al
estudio de un compuesto a caracterizar. Esta técnica estudia las masas de los &tomos, moléculas o
fragmentos de moléculas. El fundamento de esta espectrometria (Harris, 2003), nos indica que,
para obtener un espectro de masas, las moléculas gaseosas o las especies se ionizan, los iones se
aceleran en un campo eléctrico y seguidamente se separan segun su relacion (m/z). Existen
diferentes tipos de ionizacion para esta técnica, y para este segmento se hablara brevemente sobre
la ionizacion por impacto de electrones.

2.7.3.1 lonizacién por impacto de electrones

Este tipo de ionizacion consiste en bombardear la muestra con un flujo de electrones
acelerados de alta energia, y cuando incide un electron sobre una molécula neutra, la molécula se
ioniza desprendiendo un electron adicional. Cuando una molécula pierde un electron, adquiere una
carga positiva y un electron sin aparear, por lo tanto, el ion es un cation radical (Wade, 2004). Una
vez de pasar a la ionizacion y la fragmentacion, donde se han producido una mezcla de iones, estos

iones se separan y se detectan. En la figura 10, se muestra un ejemplo de la ionizacion del metano.

e+ M — [M]T+2e‘

H H
€+ H:C:H —» 2e + H:C*H
H H

catién -radical

Figura 10. lonizacién por impacto de electrones

Fuente: Tomada y modificada (Wade, 2004)
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Ahora bien, para un espectro de masas de un compuesto se presenta de manera de una gréafica
de barras, con las masas (valores de m/z) en el eje X, y la intensidad (cantidad de iones de cierta
relacién m/z que llega al detector) en el eje y, como se puede observar en el ejemplo de la figura
11. El pico mas alto del espectro de masas, se le llama pico de base y se le suele asignar en forma
arbitraria; sin embargo, el pico de base no corresponde necesariamente a la masa del i6n molecular,

simplemente es el pico mas intenso (McMurry, 2012).

Figura 11. Espectro de masas

Fuente: Tomada y modificada chrome-
extension://efaidnbmnnnibpcajpcglclefindmkaj/https://www.ehu.eus/documents/1468013/5943652/EM
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JUSTIFICACION

Cuando se requiere modificar estructuralmente un compuesto conocido, con la finalidad de
mejorar su actividad terapéutica o proteger algunos de sus grupos funcionales, se recurre a la
hemisintesis o semisintesis. Mediante esta técnica se ha modificado la estructura del &cido
ent-kaurénico, utilizando una amplia gama de reacciones quimicas, tales como reacciones de
oxidacion, de reduccion, de sustitucion, de adicion o de esterificacion. Ademas, de conocer la gran
variedad de efectos terapéuticos del acido ent-kaurénico, que podrian aumentarse, se justifica la
continuacion de su estudio desde el punto de vista de su transformacion quimica, ya que permitiria
obtener nuevos derivados de ésteres de dicho acido mediante la utilizacion de algunos dioles. La
obtencion de estos nuevos derivados, ademas, nos abriria la posibilidad de crear las bases para la

produccién de nuevas moléculas con actividad bioldgica mejorada.
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HIPOTESIS

Estudios previos han reportado que el acido ent-kaurénico ha sido modificado
estructuralmente para obtener nuevos derivados, ya sea por medio de una reduccion, oxidacion,
adicion o esterificacion. Es de esperar que mediante las reacciones de esterificacion con el acido

ent-kaurénico y los dioles, se obtengan nuevos derivados.

De acuerdo a la hipétesis, se plantean los siguientes objetivos:

OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar hemisintesis del 4cido ent-kaurénico con dioles via reacciones de esterificacion.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Realizar hemisintesis del &cido ent-kaurénico con etilenglicol y 1,3-propilenglicol.

e Purificar los derivados del &cido ent-kaurénico, mediante las técnicas de cromatografia
de columna y cromatografia de capa fina.

e Caracterizar los compuestos obtenidos, utilizando las técnicas de elucidacion como lo
son la espectroscopia Infrarroja (IR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la
Espectrometria de Masas (EM).
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El desarrollo de esta investigacion, se llevo a cabo en el Laboratorio “A” de Sintesis del
Instituto de Investigaciones “Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del Hierro” en la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes (ULA). El estudio de la espectroscopia
Infrarrojo (IR), se realiz6 en dicho Instituto, y el estudio de la espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (*H, *C y bidimensional) (RMN) y espectrometria de Masas (EM), se
realizaron en el departamento de Quimica de la Universidad Federal de S&o Carlos- Brasil.

5.1 ESPECIFICACIONES DE LAS TECNICAS Y EQUIPOS UTILIZADOS.

5.1.1 Cromatografia en columna: se utilizé gel de silice 60 (0,04-0-06 mm). Las columnas se
desarrollaron siguiendo las técnicas convencionales descritas en la literatura (Galagovsky,
2016; Marcano y Hasegawa, 2002).

5.1.2 Cromatografia en capa fina: se utilizaron placas de gel silice 60 sobre soporte de aluminio
de la casa Merck, WF 254° (0,25 mm de espesor). Las placas se desarrollaron con los
sistemas eluyentes adecuados y se rebelaron rocidndolas con reactivo de acido
fosfomolibdico, luego se calentaron en una plancha de calentamiento por algunos minutos

hasta poder visualizar las manchas de color caracteristico (azul oscuro).

5.1.3 Cromatografia preparativa: para esta cromatografia se utilizo silice 60, sobre una placa

de vidrio (2-25 pg), con un espesor de 0,5 mm.
5.1.4 Espectroscopia de Infrarrojo: los compuestos fueron analizados por IR empleando un

espectrofotometro de infrarrojo marca Perkin Elmer, modelo SpectumTwo en pastillas de
KBr.
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5.1.5 Espectroscopia de RMN !H, 3C y bidimensional: se tomaron en un equipo Bruker
Avance de 9,4 Tesla (400 MHz para frecuencia de hidrégeno) y (100 MHz para frecuencia
de carbono) NanoBay, equipado con cambiador automatico de muestra, sonda de 5 mm
BFO. Se utiliz6 como disolvente deuterado CDCls y TMS como referencia interna. Para el
experimento de RMN-!H, en la tabla 3 se podran ver mas adelante las siguientes
abreviaturas en los espectros de los compuestos.

Tabla 3. Abreviaturas de las sefiales para RMN-'H

RMN-H Abreviatura
Singlete S
Doblete d
Triplete t
Cuarteto c
Quintuplete q
Septuplete sep
Multiplete m

5.1.6 Espectrometria de masas: se utiliz6 el espectrémetro de masas del cromatografo de gases
Shimadzu GCMS-QP5000, acoplado con un cromatografo de Shimadzu GC-17A (columna
de 30 m).
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5.2 REACTIVOS

Los reactivos y solventes empleados para esta investigacion fueron suministrados por el

Laboratorio “A” de Sintesis del Instituto de Investigaciones “Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga del

Hierro” en la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes (ULA). En la

tabla 4, se encuentran todos los compuestos utilizados, que fueron de grado analitico y de ser

necesario, purificados a través de métodos convencionales.

Tabla 4. Reactivos o solventes utilizados

Reactivo o solvente

Marca y pureza

Acetato de etilo

BDH ChemicalsLts

Acetona

Sigma-Aldrich

Diclorometano

Fisher Scientific

Diciclohexilcarbodiimida (DCC)

N,N-Dimetilaminopiridina (DMAP)

Merck, 99 % pureza

Merck, 99 % pureza

Hexano Fisher Scientific
Etanol Sigma-Aldrich

Etilenglicol Merck, 99 % pureza
Metanol Sigma-Aldrich

1,3-propilenglicol

Merck, 99 % pureza

Sulfato de Magnesio

Merck, 99 % pureza
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5.3 RECOLECCION, SECADO Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

La preparacion del material vegetal, las hojas de la especie Espeletia semiglobulata fueron
recolectadas en el Paramo de Piedras Blancas, en la Sierra de la Culata del estado Mérida-
Venezuela. La especie fue identificada por el Profesor Pablo Meléndez del Herbario MERF de la

Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

5.3.1 Obtencion del acido ent-kaurénico [1]

En la obtencion del &cido ent- kaurénico [1], el primer paso es secar las hojas a temperatura
ambiente durante varios dias. Una vez secadas y molidas las hojas de la especie Espeletia
semiglobulata, se obtiene un 3,5 kg del material vegetal y es sometido a una extraccion continua
sobre una columna abierta a temperatura ambiente, con una mezcla de 20 L de hexano/éter dietilico,
en una relacion (3:1). El extracto obtenido es concentrado a la cuarta parte de su volumen inicial;
seguidamente el extracto es sometido a una extraccion con una solucion de NaOH al 0,5 N, para

formar las respectivas sales de los acidos kaurénicos.

Finalmente, para recuperar los acidos se agrega HCI diluido hasta llegar a un pH 3.0 y se
extrae nuevamente con hexano. El solvente restante es evaporado y el producto obtenido es llevado
a purificacion mediante cromatografia flash, sobre silica gel 60 (70-230 mesh), usando como
eluyente hexano y mezclas de hexano/éter dietilico (9:1). Las fracciones que se obtienen de la
columna (100 mL), son monitoreadas con cromatografia en capa fina (CCF). De las primeras
fracciones se obtiene sustancias impuras y posteriormente las ultimas fracciones son llevadas a

cristalizar y se logra obtener 40,5 g del &cido ent-kaurénico [1].
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5.4 DESARROLLO DE LAS HEMISINTESIS DEL ACIDO ENT-KAURENICO [1]

En esta etapa del procedimiento experimental, para la modificacion estructural del acido
ent-kaurénico [1], se utilizo la reaccion de Steglich con diferentes dioles. En consecuencia, para la
obtencion de nuevos derivados a base de ésteres, en la primera reaccion se utilizo el diol etilenglicol
y para la segunda reaccion el 1,3-propilenglicol. Es necesario resaltar, que para ambas reacciones
de esterificacion, se utilizaron solventes y reactivos, tales como: diclorometano (CH2Cly),
diciclohexilcarbodiimida (DCC) y la N,N-dimetilaminopiridina (DMAP).

5.4.1 Procedimiento de la reaccién del &cido ent- kaurénico [1] en presencia del

etilenglicol

El primer paso para la reaccion de esterificacion de Steglich, se utilizd un equivalente de
acido ent-kaurénico [1] (200 mg), seguidamente se agregaron 3 equivalentes del compuesto
diciclohexilcarbodimida (DCC, 480 mg) y 3 equivalentes de la N,N-dimetilaminopiridina
(DMAP, 240 mg). Estos solidos fueron disueltos con una minima cantidad de CH2Cl,, bajo una
atmosfera de argon, agitandose durante 30 min. Como segundo paso, se adiciono 3 equivalentes de
etilenglicol (0,2 mL) y se dejo bajo agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas. Luego de
haberse cumplido las 24 horas de la reaccidn, la mezcla se lava con H>O (20 mL) y fue llevado a
un proceso de extraccion con CH2Cl> (3 x 10 mL).

Por consiguiente, la fase organica obtenida por la extraccién, se le adiciono una cantidad de
sulfato de magnesio (MgSOs), para que luego este desecante hidratado se filtrara por gravedad
sobre un matraz. Finalmente, el producto es llevado a un rotavapor y de este modo, se obtuvo 0,865

g de la mezcla.
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Tabla 5. Cantidades especificas, condiciones de la Hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] con etilenglicol.

N=c=—N —

Compuesto

A~ \N N :
%OOH " O \O / \ /
Condiciones Iniciales acido ent-kaurénico [1] Etilenglicol Diciclohexilcarbodimida  N,N-dimetilaminopiridina
Masa molecular (g/mol) 302 62,07 206,33 122,17
Cantidades (g) 0,2005 0,1230 0,4842 0,2462
Equivalentes 1 3 3 3
Densidad (g/mL) 1,113
Cantidades (mL) 0,2
moles (mol) 6,639x10* 1,98x10°
Masa tedrica (g) 0,228
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5.4.1.1 Separacion de los productos de la primera reaccion

El segundo paso viene dado por la separacion de los productos obtenidos. Para este proceso
de separacion, se utilizdé una columna de cromatografia sobre silica gel 60 (70-230 mesh), y para
la obtencion de la cabeza de la columna, se combinaron los 0,865 g de la mezcla junto con 2,00 g
de gel de silice. Como resultado de la elucién de la columna con el solvente adecuado, se
recolectaron 30 fracciones con un volumen de 20 mL cada una, con una mezcla de hexano: AcOEt
al 10 %. Es importante mencionar que las fracciones fueron monitoreadas por medio de
cromatografia de capa fina (CCF). Ahora bien, de la reunion de las 30 fracciones, que va desde
(4-13) se concentraron y se obtuvo un primer compuesto con un porcentaje de rendimiento

aproximadamente de 13,86 %, con respecto a la mezcla.

Seguidamente, luego de obtener las primeras fracciones por medio de la cromatografia de
columna, se aumento la polaridad del eluyente con una mezcla de hexano: AcOEt al 20 %. Para el
segundo lote, se obtuvo 30 fracciones de 20 mL cada una. La reunién de las primeras fracciones,
que va desde la (4-6) se concentrd y se obtuvo un segundo compuesto con un porcentaje de
rendimiento de 7,32 %. Para las siguientes fracciones restantes, que van desde la (15-30) se
concentraron y se obtuvo un tercer compuesto, con un porcentaje de rendimiento de 13,73 %. En
la tabla 6, se puede observar los resultados de la separacién de la hemisintesis del &cido
ent-kaurénico [1] con etilenglicol.

Tabla 6. Resultados de la Hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1] con etilenglicol.

Masa del producto ~ Fraccion (4-13) Fraccion (4-6) Fraccion (15-30)
obtenido de la Hexano: AcOEtal Hexano: AcOEtal Hexano: AcOEt al
reaccion (g) 10 % 20 % 20 %
0,86 0,0316 ¢ 0,0167 g 0,0313 g
Masa experimental 31,6 mg 16,7 mg 31,3 mg
(%) Rendimiento 13,86 7,32 13,73
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5.4.2 Reaccion del acido ent-kaurénico [1] con 1,3-propilenglicol

En el primer paso del procedimiento experimental, que corresponde a la segunda reaccién de
esterificacion, del acido ent-kaurénico [1] en presencia del 1,3-propilenglicol; se aplico el mismo

procedimiento de la primera reaccion con etilenglicol, obteniendo 0,836 g de la mezcla.

5.4.2.1 Separacion de los productos de la segunda reaccion

La separacion de la mezcla obtenida para esta segunda reaccién, se utilizd el mismo
procedimiento de la primera reaccién como el etilenglicol. Se combinaron los 0,836 g de la mezcla
con 2,00 g de silice gel, para la cabeza de la columna cromatogréafica, y como eluyente una mezcla
de hexano: AcOEt al 10 %. Para la primera recoleccién, se obtuvo 50 fracciones de 20 mL, y de
las primeras fracciones que corresponde de la (1-4), se realizé una cromatografia de capa fina

preparativa, para poder separar los dos compuestos, que se observaron en la capa fina.

En el proceso de separacion, de las fracciones 1-4 se tomaron 3 mL (174mg), para la
preparacion de la cromatografia preparativa. Como resultado de esta separacion, se obtuvieron dos
compuestos. El primer compuesto, tuvo un porcentaje de rendimiento aproximadamente de 7,72
%, y el segundo compuesto obtuvo un porcentaje de 19,20 %. Posteriormente, se tomaron otras
fracciones que van desde la reunion de 27-37 y 38-50, al 10 % de hexano-AcOEt. Por medio de los
resultados de la cromatografia de capa fina (CCF), al no observar ningun cambio para estas
fracciones, se aumentd la polaridad del eluyente con hexano: AcOEt al 20 %. De esta polaridad del
eluyente, se tomaron 40 fracciones de 20 mL cada una, pero al no observar ningun cambio en la
cromatografia de capa fina, se aument6 la polaridad de la fase movil, con una mezcla hexano y
AcOEt al 30 %.
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Tabla 7. Cantidades especificas y condiciones de la Hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] con 1,3-propilenglicol.

Compuesto fi=c—= -
O W
Condiciones o ) ) ) o ) o S
nicial acido ent-kaurénico [1]  1,3-propilenglicol Diciclohexilcarbodimida N,N-dimetilaminopiridina
niciales
Masa molecular
302 76,09 206,33 122,17
(g/mol)
Cantidades (g) 0,2002 0,1500 0,4844 0,2443
Equivalentes 1 3 3 3
Densidad (g/mL) 1,053
Cantidades (mL) 0,2
moles (mol) 6,629x10™ 1,971x10°®

Masa tedrica (Q)

0,2364
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Finalmente, de esta concentracion de eluyente hexano: AcOEt al 30 % se obtuvieron 30
fracciones de 20 mL cada una. De las fracciones que van desde la (101-106), se concentraron y se
obtuvo un tercer compuesto, con un porcentaje de rendimiento de 11,97 %. En la tabla 8, se
encuentran los resultados de la separacion de la hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] con

1,3- propilenglicol.

Tabla 8. Resultados de la Hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] con 1,3- propilenglicol.

Masa del Fraccion (1-4) Fraccion (1-4) Fraccion (101-106)
producto Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3
obtenido de la Hexano: AcCOEt  Hexano: AcOEt Hexano: AcOEt
reaccion (g) al 10 % al 10 % al 30 %
0,83 0,0176 ¢ 0,0454 g 0,0283 g
Masa
17,6 mg 45,4 mg 28,3 mg

experimental

En la siguiente seccidn, se podra analizar los espectros tanto de espectroscopia de Infrarroja
(IR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN-'H, RMN-*3C) y Espectrometria de Masas (EM), para
los 6 compuestos en total, que pertenecen a la reaccidn del acido ent- kaurénico [1] con etilenglicol

y 1,3-propilentiglicol.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

En la presente discusion, se comenzara a estudiar los espectros de los compuestos obtenidos,
por medio de la separacidon de cromatografia de columna. En la tabla 10, se podra observar las

fracciones de los compuestos obtenidos, y a su vez el cddigo correspondiente para cada muestra.

Tabla 9. Cddigos de las muestras de las hemisintesis del cido ent-kaurénico [1]
Codigo de

Fracciones Eluyente
Muestra

Reaccion del acido ent-kaurénico [1] con etilenglicol

(4-13) Hexano-AcOEt al 10 % I
(4-6) Hexano-AcOEt al 20 % II
(15-30) Hexano-AcOEt al 20 % I

Reaccion del acido ent-kaurénico [1] con 1,3-propilenglicol

Preparativa 1 Hexano-AcOEt al 10 % v
Preparativa 2 Hexano-AcOEt al 10% \Y
Fraccién (101-106) Hexano-AcOEt al 30% VI

A continuacion, en la siguiente seccion se analizaran los espectros del desarrollo sintético del

acido ent-kaurénico [1] con el etilenglicol, tanto para los compuestos I, 11y IlI.
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6. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LA HEMISINTESIS DEL ACIDO ENT-KAURENICO [1] CON
ETILENGLICOL.

6.1. Caracteristicas fisicas del compuesto [I]

El compuesto [I], fue un solido blanco cristalino con un punto de fusion de 215-217 °C, y
obtuvo un porcentaje de rendimiento de 13,86 %. A continuacion, en la figura 13 se muestra el
espectro de infrarrojo (IR) correspondiente al compuesto [I].

6.1.1. Espectroscopia Infrarroja (IR) del compuesto [I]

Por otro lado, al compuesto [1] se le realizo los estudios espectroscopicos de RMN-H y

RMN-2C. A continuacidn, se podra observar estos resultados en la figura 13y 15.

Figura 12. Espectro de infrarrojo del compuesto [I]
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En el espectro de IR (figura 12) del compuesto [I], se muestran las bandas caracteristicas del
nacleo del &cido ent- kaurénico [1] (Pefia, 2008; Carrillo, 2011), como lo son la vibracién de tension

=C-H Vmax. 2.974 cm™ que corresponde a un carbono con hibridacion sp? C-17 del enlace
exociclico. Seguidamente, se tienen las vibraciones de tension del metileno tanto asimetricas
Vmax: 2.920 cm™, como simétricas 2.840 cm™ (C-H), y la vibracion de tension de un C-H con
hibridacion Sp® que se encuentra en los metilos de la posicion C-18 y C-20. Ademas, se pueden
observar la banda correspondiente a un grupo carbonilo de acido Vmax: 1.789 cm™ (C=0), junto
con la banda ancha libre del (O-H) vmax. 3.413 cmy la vibracion de tension tanto asimétrica y

simétrica del grupo C-O vmax: 1.462— 1440 cm™1. La presencia de estos tres ultimos grupos, nos

indica la presencia del acido ent-kaurénico [1]. En la tabla 10, se describe cada vibracion de tensién
o flexion, con su grupo funcional que se encuentra en el espectro de (IR) del compuesto [I].

Tabla 10. Bandas de absorcion en el espectro Infrarrojo (IR) del compuesto [I]

vmax (em?) 3413 2.974 2.920 2.852 2.840

© Asignacion ~ OH  =CH -CH = -CH  -CH .
vmax (cm) 1.789 1.675 1.462 1.440 957
Asignacion C=0 C=C C-O C-O =C-H
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6.1.2. Espectroscopia de RMN-'H y RMN-2C del compuesto [I]

Figura 13. Espectro de RMN-'H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [I]

En el espectro de RMN-H (figura 13) que corresponde al compuesto [1], la mayoria de las
sefiales se ubican en la zona de campo alto, como se encuentran en el espectro de RMN H del
acido ent-kaurénico [1] (Pefia, 2008; Carrillo, 2011). Debido al acoplamiento de sefiales, en la
figura 4 se pueden observar mas detalladamente los protones correspondientes a estas sefiales. Por
otra parte, en la zona de campo bajo, se encuentra un desplazamiento de [én: 4,74-4,80] en forma
de dos singulete, que provienen de los protones del enlace exociclico H-17. La otra sefial muy
caracteristica del nacleo del acido ent-kaurénico [1] que se encuentra como un singulete a un
desplazamiento de [on: 2,64] es el proton del metino H-13. Este proton metino H-13 se diferencia

de las demas (Cordero, 2012), ya que es un metino alilico y cabeza de puente de un biciclo.

Maria Alejandra Garcia °




Figura 14. Ampliacion del espectro de RMN-'H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [I]

En la figura 14, se observan los protones que se encuentran a campo alto, como lo son los
metilos, metilenos y metinos. Los protones que mas se distinguen en esta region, vendrian siendo
el H-20 [6n: 0,99] que integra para tres protones, y a su vez el H-18 que se encuentra a un
desplazamiento de [on: 1,28], que también integra para tres protones. Estas dos sefiales estan
representadas como singuletes y corresponden a los dos metilos que se encuentran en el nucleo del
acido ent-kaurénico [1]. La otra sefial que se puede identificar es el H-15, siendo este vecino de un
carbono con hibridacion sp?, hace que los protones del metileno H-15 estén mas desapantallados.
De igual forma, en la tabla 11 se pueden observar las demas sefiales que se identificaron en el

compuesto [1].
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Tabla 11. Desplazamientos quimicos (5) ppm en el espectro RMN-tH del compuesto [I]

H H-1 H-2 H-3 H-5 H-9 H-12
0 (ppm) 0,83 1,52 2,20 1,10 1,08 1,60

m d m d m m m
J (Hz) 4,13 11,67

H H-13 H-14 H-15 H-17a, H-18 H-20
d (ppm) 2,64 1,96 2,05 4,74-4,8 1,28 0,99

m S d m S S S
J (Hz) 11,23

La otra técnica de elucidacion de RMN que se estudio para el compuesto [1] es el espectro
RMN- 13C. En la figura 15, se puede observar los desplazamientos de los carbonos que se
encuentran en este compuesto.

Figura 15. Espectro de RMN-C (CDCls, 100 MHz) del compuesto [1]
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En el espectro de 3C (figura 15) del compuesto [1], se confirma la presencia de 20 carbonos
que coincide al nucleo del &cido ent-kaurénico [1]. Una de las sefiales méas importantes, para la
identificacion son las que se encuentran a campo bajo. En esta zona, se ubica el C-19 que representa
al carboxilo de un &cido con un desplazamiento de [dc: 173,58 O=C-O-], y los dos carbonos del
metileno, que corresponden a una hibridacion Sp? se encuentran a un desplazamiento de C-16
[0c: 155,78 =C<] y C-17 [dc: 103,10 =CHz].

Figura 16. Ampliacion del espectro de RMN-*C (CDCls 100 MHz) del compuesto [I]

En esta zona del espectro (figura 16), se encuentran los diferentes tipos de carbonos, como
lo son los tres grupos metinos C-5 [dc: 55,25 CH], C-9 [6c: 54,95 CH] y el C-13 [dc: 44,19 CH].
Seguidamente se tienen los tres carbonos cuaternarios, que se encuentran a un desplazamiento de
C-4 [bc: 45,37 >C<], C-8 [dc: 43,77 >C<] y el C-10 [éc: 40,58 >C<]. Posteriormente, las otras
sefiales corresponden a los nueve metilenos que se encuentran en el nicleo C-15 [6c: 48,90 CH2],
C-7 [8c: 41,30 CHy], C-1 [8c: 40,58 CH2], C-14 [dc: 39,59 CHy], el C-3 [dc: 38,21 CHy], C-12
[dc: 33,00 CH2],C-6 [8c: 21,91 CHy], C-2 [8c: 19,95 CH2] y C-11 [dc: 18,44 CH2]. Finalmente, se
tiene las sefiales de los carbonos metilos que corresponde al C-18 [dc: 28,06 CH3] y el C-20
[6c: 16,39 CH3].
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En la tabla 12, se encuentran las sefiales correspondientes al 3C del compuesto [I], que se

reflejaron en las figuras 15y 16.

Tabla 12. Desplazamientos quimicos (5) ppm en el espectro RMN-3C del compuesto [I]
C 1 2 3 4 5 6 7
6 (ppm) 3959 18,95 38,21 4537 57,25 2191 41,30
Tipo CH2 CH: CH, <C> CH CH2 CH2
C 8 9 10 11 12 13 14
o (ppm) 43,77 54,95 40,58 18,44 33,00 44,19 39,59
Tipo <C> CH <C> CH: CH:2 CH CH2
C 15 16 17 18 19 20
6 (ppm) 48,90 155,78 103,10 28,06 173,58 16,39
Tipo CH, =C< =CH; CHs O0=C-O- CHs

La otra técnica que aporta gran informacién sobre un compuesto desconocido, es la
espectrometria de masas. En el espectro de masas, se representa los diferentes tipos de iones, que
se encuentran en el compuesto [1], con relacién a la masa/carga de cada uno de ellos. Para esta
investigacion se utilizé un equipo de cromatografia de gases acoplado a masas. En el cromatograma
de gases (figura 17), se refleja que este compuesto no se encontraba puro, ya que se observan varios
picos. Al observar varios picos en un cromatograma, nos indica ciertas impurezas en el compuesto.
Esto se debe a que el compuesto [I], fue la primera fraccion tomada durante la separacion por
cromatografia de columna. Sin embargo, el pico méas abundante del cromatograma tuvo un tiempo

de retencion de 27,125 min.
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6.1.3. Espectro de masas del compuesto [I]

Figura 17. Cromatograma de gases del compuesto [1]

Figura 18. Espectro de masas del compuesto [1]

En el espectro de masas (figura 18) podemos observar las sefiales de los fragmentos, que se
formaron en el compuesto [1], en especial el ion pico de base que tiene una sefial de 91 m/z, que es
la sefial con mayor proporcion en el espectro, y sobre todo el ion molecular que tiene una sefial de
(302 m/z), siendo similar a la masa molecular del acido ent-kaurénico [1]. Dicho esto, por medio
de los resultados que se obtuvo tanto de espectroscopia de infrarroja (IR), de RMN y de
espectrometria de masas (MS), podemos concluir que el compuesto [I] es el &cido ent-kaurénico,

el compuesto de partida que no sufrié reaccion.
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6.2 Caracteristicas fisicas del compuesto [11]

En la separacion de la primera reaccion, la fraccion que corresponde a (4-6) con un eluyente
de hexano-acetato de etilo al 20 %, se obtuvo un solido viscoso de color blanco palido, con un
porcentaje de rendimiento 7,32 %. Debido a su caracteristica viscosa, no se pudo determinar el
punto de fusion. A continuacion, para el compuesto [11] se podra analizar los espectros de las

técnicas de elucidacion.

6.2.1. Espectroscopia Infrarroja (IR) del compuesto [I1]

Figura 19. Espectro de Infrarrojo del compuesto [11]

En el espectro de IR del compuesto [I1], (figura 19) se pueden observar un cambio de

sefiales, con respecto al compuesto [I]. La banda del hidroxilo de la tension de vibracion del O-H
Vmax: 3.362 cmtes mas aguda, lo que nos indica la presencia de un alcohol en la estructura; por lo
tanto, al igual que el compuesto [I], se encuentran las bandas de los grupos metilenos
Vmax. 2.854 cm™ (C-H), y la vibracion de tension vmax: 2.975 cm™ que corresponde al C-17 del

doble enlace exociclico (=C-H).
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Otras sefiales que son considerables, con respecto a la hemisintesis del &cido ent-kaurénico
[1], junto con el etilenglicol, es la frecuencia del C=0 vmax: 1.725 cm™que proviene de la tension
de ésteres alifaticos, junto con la frecuencia Vmax: 1.274 — 1.066 cm*de los grupos C-O. Ademas,
en el espectro de IR, se encuentra una nueva frecuencia que corresponde a una tension de alcoholes
primarios que viene dada a vmax: 1.227 cm™. En la tabla 13, se pueden observar las sefiales de

vibracion de tension o de flexion correspondiente de cada grupo que se encuentra en el compuesto.

Tabla 13. Bandas de absorcion en el espectro Infrarrojo (IR) del compuesto [I1]

vmax (cm™) 3.362 2.975 2.854 1.725 1.656 1.528
Asignacion O-H =C-H -C-H C=0 c=C C-H
vmax (cm?t) 1.450 1.384 1.316 1.274 1.227 1.066
Asignacion C-H C-H O-H C-O C-O C-O

La otra técnica de elucidacion que se utiliz6 para el compuesto [II] viene dada por la
espectroscopia de RMN-H. A continuacidn, se podra analizar el espectro que corresponde a la
figura 20.
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6.2.2. Espectroscopia de RMN-H del compuesto [11]

Figura 20. Espectro de RMN-'H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [H1].

En el espectro de RMN-'H del compuesto [11], (figura 20) se observa un acoplamiento de las
sefiales que corresponden al nucleo del &cido ent-kaurénico [1]; en consecuencia, €s necesario
ampliar las sefiales en la zona de 0,5-2,5 ppm (figura 21), para poder detallar los protones
correspondientes a esa region. Por otra parte, a diferencia del compuesto [I], se observan nuevas
sefiales en la zona del espectro de (3,5-4,5) ppm, que corresponden a los protones del producto de
la hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] con el etilenglicol; Por consiguiente, para esta zona se

realizd una ampliacion y se puede observar en la figura 22.
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Figura 21. Ampliacion A del espectro de RMN-'H (CDCls 400 MHz) del compuesto [I1]

En el espectro de RMN-'H (figura 21), se observan los dos singuletes que corresponden a
protones metilos del nacleo del &cido ent-kaurénico [1], que vendrian siendo H-20 [61: 0,85] y
H-18 [61: 1,18]. Ahora, otras sefiales importantes que también se observan en el compuesto [11]
son los protones H-3 [6H: 2,16] que se encuentra como un doblete, y H-15 [8n: 2,06] como un
multiplete. Estos protones metilenos corresponden a esta sefial, ya que son vecinos a grupos que
hacen un desapantallamiento, como lo es para el H-3 que se encuentra cerca de un carbonilo de
éster y el H-15 de un enlace insaturado.
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Figura 22. Ampliacion B del espectro de RMN-'H (CDCls, 400 MHz) del compuesto [11]

En la ampliacidn que corresponde a la figura 22, se ocbserva el H-13 que corresponde a un
singulete, y los protones H-17 del enlace exociclico [on: 4,75-4,80], como dos singuletes. Ahora
bien, los nuevos protones que corresponde a la hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1] es el H-21
que se encuentran como un multiplete [oH: 4,23] y el H-22 que corresponde a un metileno, se puede
observar como un triplete [oH: 3,47]. Este metileno se encuentra a este desplazamiento, debido al
entorno del grupo hidroxilo, que produce un desapantallamiento a dichos protones.
A continuacion, en la tabla 14 se pueden observar las sefiales, desplazamientos y constantes de
acoplamiento de los espectros correspondientes de las figuras 21 y 22.

Maria Alejandra Garcia




Tabla 14. Desplazamientos quimicos (8) ppm en el espectro RMN-tH del compuesto [11]

H H-1 H-3 H-13 H-15 H-17 a, p
o (ppm) 0,81 2,16 2,63 2,06 4,75;4,80
m d d S m S
J (H2) 4,26 12,63
H H-18 H-20 H-21 H-22
3 (ppm) 1,18 0,85 4,23 3,47
m S S m t

De las evidencias anteriores, analizando los espectros de infrarrojo IR y de RMN-1H, se
puede concluir que el compuesto [11], se empiezan a formar las sefiales, que se quieren obtener para
el producto esperado de la hemisintesis. Por lo tanto, aumentando la polaridad del eluyente en la

columna cromatogréfica, se puede obtener mas puro el producto deseado de la primera reaccion.

6.3. Caracteristicas del compuesto [I1]

El compuesto [H1] corresponde a la Gltima fraccion tomada (15-30), con un eluyente de
hexano-acetato de etilo al 20 %. Para este compuesto se obtuvo un sélido claro, con un porcentaje
de rendimiento aproximadamente de 13,73 %. Al igual que el compuesto [II], no se pudo
determinar el punto de fusion, ya que presentaba cierta viscosidad. En la figura 23, se muestra el

espectro de (IR) que corresponde para este compuesto.
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6.3.1. Espectroscopia Infrarroja (IR) del compuesto [111]

Figura 23. Espectro de Infrarrojo del compuesto [111]

En el espectro de IR del compuesto [IH] (figura 23), se presentan las bandas caracteristicas
del nacleo del acido ent-kaurénico [1]. Uno de los cambios que se puede observar en el espectro

del compuesto [I11], con respecto al compuesto [I], que es el &cido ent-kaurénico [1], es a la
frecuencia vmax: 3.432 cm™ que proviene de una banda aguda, que pertenece para este compuesto
una vibracién de tensién O-H de un alcohol. De igual forma, se encuentran las frecuencias de

tension del metileno =C-H vmax: 3.010 cm™ que corresponde al grupo C-17, y la del metilo —C-H

Vimax: 2.853 cm™*, que vendria siendo los carbonos C-18 y C-20.

Seguidamente, el otro cambio de grupo con respecto al compuesto [1], es la vibracion de

tension del C=0 a una frecuencia de Vmax. 1.723 cm™ que para este compuesto viene dado por un
éster alifatico, que lo acompaiia junto con la sefial de C-O Vmax: 1.204 cm™y 1.088 cm™. Ademas,

al igual que el compuesto [11] se tiene la frecuencia del C-O vimax: 1.171 cm™, que corresponde a
la tension de alcoholes primarios. La otra sefial que se observa en la figura 23, es la frecuencia

Vmax. 1.656 cm™® que es la tension C=C de los C-16 y C-17, que provienen del enlace exociclico.
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En la tabla 15, se podra observar detalladamente las asignaciones de vibracion de cada
asignacion que se encuentra en el compuesto [I11].

Tabla 15. Bandas de absorcidn en el espectro Infrarrojo (IR) del compuesto [I11]

vmax (cm™) 3.432 3.010 2.927 2.853 1.723 1.656
Asignacion O-H =C-H -C-H -C-H C=0 c=C
vmax (cm™) 1.461 1.378 1.232 1.204 1.149 1.088
Asignacion C-H C-H C-H C-O C-O C-O

Del mismo modo, para este compuesto [III] se obtuvo el analisis espectroscépico de
RMN-tH, y RMN-*3C; por consiguiente, como se realizd para los compuestos anteriores, se realizd
una ampliacién de las sefiales tanto en campo alto, como en campo bajo.

6.3.2. Espectroscopia de RMN-'H y RMN-13C del compuesto [I11]

Figura 24. Espectro de RMN-'H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [I11]
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En el espectro de RMN-'H del compuesto [I11] (figura 24), también se encuentran las
sefiales correspondientes al nucleo del kaureno; en consecuencia, al igual que el compuesto [11] se
encuentran las nuevas sefiales que corresponden a la hemisintesis del acido ent-kaurénico [1], con

etilenglicol.

Figura 25. Ampliacion A del espectro de RMN-H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [111]

Ahora bien, en la ampliacion que se realiz6 al espectro (figura 25), del compuesto [111] se
observan los protones de los grupos metilos H-18 [6n: 1,21] y H-20 [dn: 0,87], en forma de
singulete. Seguidamente, se tiene el H-13 que corresponden al grupo que se encuentra como cabeza
de puente, y este a su vez se observa la sefial como en los demas compuestos [I] y [I1] como un
singulete [on: 2,63]. Otra sefial muy caracteristica del nucleo del &cido ent- kaurénico [1] y que se

puede observar en el espectro, es asignable a H-15 [6+: 2,05] en forma de multiplete (m).
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Figura 26. Ampliacion B del espectro de RMN-'H (CDCl3z 400 MHz) del compuesto [111]

En la figura 26, podemos observar las nuevas sefiales del espectro de RMN-1H del compuesto
[I11], que se ubican en el rango de 3,5-4,5 ppm en la zona de campo bajo del espectro. La primera
sefial proviene de los protones diasterotépicos que vendrian siendo H-21. Estos protones
guimicamente y magnéticamente no son equivalentes, y es por ello que se encuentra como sefial
de un multiplete, a un desplazamiento de [on: 4,2]. El protdn H-a va acoplarse con los dos protones
vecinal (H-22) que se encuentran desapantallados, dando como sefial un triplete (t). Ahora, siendo
estos protones no equivalentes, H-a se va acoplar con los espines a y £ de su protén geminal
(H-p), dando como resultado un doblete (d) como sefial. Ahora bien, el proton H- tendré el mismo
comportamiento que H-a, y va acoplarse con los H-22 dando un triplete (t) y con los espines a y

de H-a dando a su vez un doblete (d) como sefial.

La otra nueva senal que se puede observar, es a un desplazamiento de [on: 3,85], que
provienen de los protones H-22. Esta sefial se debe, a que estos protones diasterotopicos siendo
quimicamente no equivalentes, pero magneticamente iguales, solo se van acoplar con los dos
protones vecinales desapantallados (H-21), dando de esta manera una sefial como triplete (t).

Ademas, de la misma manera que al estar de vecino con un atomo electronegativo, que vendria
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siendo el grupo hidroxilo, estos protones van a estar desapantallados. En la tabla 16, se pueden

observar las sefiales de los protones que corresponden a las figuras 25 y 26.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos (8) ppm en el espectro RMN-tH del compuesto [111]

H H-3 H-13 H-14 H-15 H-17a,
0 (ppm) 2,18 2,63 1,95 2,05 4,74,4,80
m d S d m S
J (Hz) 11,93 11,32
H H-18 H-20 H-21 a H-21 4 H-22
5 (ppm) 1,21 0,87 4,17 4,23 3,85
m s s m m t
J (H2) 4,61; 4,68

Ahora bien, luego de obtener las elucidaciones del espectro de RMN-*H del compuesto [I11],
en la figura 27 se tiene el espectro de RMN-C. En la figura 28, podemos encontrar el mismo
espectro, pero con una ampliacién en el rango de (65-15) ppm. Esto se debe, a que en ese rango se

encuentra la mayoria de los carbonos que corresponde al compuesto [I11].
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Figura 27. Espectro de RMN-*C (CDCls, 100 MHz) del compuesto [I11]

En el espectro de 3C del compuesto [I11] (figura 27), se pueden confirmar més de 20 sefiales
de carbonos que corresponde al producto de la hemisintesis del cido ent-kaurénico [1]. En campo
bajo, el C-19 tuvo un desplazamiento, lo que nos indica un cambio de ese grupo, que para este
compuesto es un éster con un desplazamiento de [d¢c: 178,00 O=C-O-], seguidamente se tienen los
dos carbonos del exociclico del kaureno, que corresponden a una hibridacionSp? C-16 [8c: 155,84
=C<], y C-17 [8c: 103,10 =CHz].
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Figura 28. Ampliacion del espectro de RMN-3C (CDCls, 100 MHz) del compuesto [111]

Al mismo tiempo, en la figura 28 del espectro de 3C se encuentra dos nuevas sefiales que
proviene del C-21 [dc: 62,29-O-CH>-], que esta de vecino al grupo éster y el C-22 que corresponde
de la senal [dc: 57,07-CH>-OH], este carbono se encuentra vecino al grupo hidroxilo O-H; por
consiguiente, para este compuesto se encuentran las sefiales del nucleo del kaureno, como lo son
los tres grupos metinos C-5 [6¢c: 55,06 CH], C-9 [6c: 48,92 CH], y el C-13 [dc: 44,34 CH], los tres
carbonos cuaternarios C-4 [dc: 44,26>C<], C-8 [dc: 40,75>C<] y el C-10 [dc: 39,51>C<], y las
otras sefiales corresponden a los nueve metilenos del acido ent-kaurénico [1] que vendrian siendo
el C-15 [6c: 43,89 CH], C-7 [dc: 38,07 CHz], C-1[dc: 33,41 CH2], C-14 [6c: 33,12 CHg],
C-3 [dc: 28,79 CH2], C-12 [4c: 25,47 CHa], C-6 [dc: 21,86 CH2], C-2 [bc: 19,09 CH2] y el C-11
[oc: 18,41 CHz2]. Finalmente, se tiene las sefiales de los carbonos metilos que corresponde al C-18

[Oc: 24,77 CHas] y el C-20[dc¢: 16,39 CHzs], que es la primera sefial a campo alto.
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Las sefiales que corresponden a las figuras 27 y 28, se pueden identificar en la tabla 17, como
lo es los desplazamientos de los tipos de carbonos que se encuentran en este compuesto [11].

Tabla 17. Desplazamientos quimicos (8) ppm en el espectro RMN-'3C del compuesto [111]

C 1 2 3 4 5 6
3 (ppm) 3341 19,09 28,79 44,26 5506 21,86
Tipo CHz CH; CHz <C> CH CHz
C 7 8 9 10 11 12
5(ppm) 3807 40,75 48,92 39,51 18,41 2547
Tipo CHz <C> CH <C> CHz CHz
C 13 14 15 16 17 18
& (ppm) 41,34 3312 43,89 15584 103,10 24,77
Tipo CH CH; CHz =C< =CH CHs
C 19 20 21 22
3 (ppm) 17800 1553 - 62,29 57,07

El tercer analisis de elucidacion que corresponde para la espectrometria de masas, se puede
observar en el cromatograma del compuesto [I11] (figura 29). En este cromatograma se encuentran
unas pequefias impurezas; aunque, el pico mas abundante tiene un tiempo de retencion de 28,950
minutos. Luego de la obtencion del cromatograma, seguidamente se obtiene el espectro de masas

correspondiente al compuesto [111] (figura 30).
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6.3.4. Espectros de Masas del compuesto [111]

Figura 29. Cromatograma de gases del compuesto [111]

Figura 30. Espectro de masas del compuesto [I11]

En el espectro de masas del compuesto [I11] (figura 30) se puede observar una sefial que
corresponde al ion molecular [C22H3403]" que representa una sefial en el espectro de 346 m/z. Esta
sefial de 346 m/z, es similar a la masa molecular del compuesto esperado para la reaccién del acido
ent-kaurénico [1] con el etilenglicol; por lo tanto, este ion puede sufrir varias fragmentaciones en

su estructura, y esto lo podemos observar en la figura 31.
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Figura 31. Fragmentacién del compuesto [111]

La primera ruptura ocurre en el metilo que corresponde al C-20, dando una sefial de 331 m/z
que vendria siendo la estructura [C21H3103]". Para la segunda fragmentacién, ocurre con la pérdida
del enlace exociclico y el ciclo pentano, que se encuentra en la estructura, presentando asi una sefial

de 303 m/z [C19H2703]", que se encuentra en el espectro de masas.
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Al mismo tiempo, para la tercera ruptura del ion molecular 346 m/z, proviene de la pérdida
del grupo (C3Hs0s3), obteniendo una sefial de 257 m/z [C19H20]". En la figura 30, se observa una
sefial a 256,45 m/z que corresponden a la misma pérdida de la sefial 257 m/z, pero adicionando un
proton. El fragmento que corresponde a la sefial de 256,45 m/z, sufre una ruptura el metilo que
corresponde al C-20, teniendo asi la sefial del ion 241 m/z. Ahora, del fragmento que corresponde
a 303 m/z [C19H2703]" sufre la pérdida del carboxilato, dando una sefial de 213 m/z [CieH21]".
Seguidamente, este ion 213 m/z sufre una fragmentacion, en el centro de los anillos, dando dos
sefiales de iones que corresponden a 105 m/z [CgHo]™ y @ 91 m/z [C7H-]". En el espectro de masas
(figura 30) se encuentra una sefial con mayor intensidad, que viene dada por otra fragmentacion
del ion molecular, en una parte adyacente del ciclo se produce una ruptura donde se encuentra el
C-19, dando de esta manera un ion de una sefial de 41 m/z, que corresponde al ion pico de base

[CsHs]* en el espectro de masas del compuesto [111].

Finalmente, por medio de los resultados obtenidos, tanto para la espectroscopia de infrarroja
IR, de RMN y de espectrometria de masas, podemos concluir que el compuesto [II1] es el
compuesto esperado de la primera reaccion del &cido ent-kaurénico [1] junto con el etilenglicol.

Dicho esto, se tiene como resultado que el compuesto [111] es el 2-hidroxietil kaurenato.

DCC
_—
DMAP
Acido ent-kaurénico [1] 2-hidroxietil kaurenato [111]

Figura 32. Reaccion de Steglich del &cido ent-kaurénico [1] con etilenglicol
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Ahora bien, aparte de los espectros de unidimensionales que se observaron en la seccion
anterior. Para poder corroborar la formacion de los nuevos enlaces, de la hemisintesis del acido
ent-kaurénico [1] con el etilenglicol, se tienen los espectros bidimensionales. A continuacién, para

el compuesto [111] se podran analizar los tres diferentes espectros de bidimensionales.

6.3.4. Espectros bidimensionales del compuesto [111]

El compuesto [111], que se obtuvo por medio de la hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1]
junto con etilenglicol, se obtuvieron los espectros bidimensionales como lo son COSY H-H,
HSQC y HMBC. Por medio de estos espectros, se pudo corroborar exactamente como estan
enlazados las nuevas sefiales ya sea los protones vecinos (*H-'H- COSY) figura 33, los carbonos
enlazados directamente con sus protones (HSQC) figura 34; por ultimo, se tiene la correlacion que
corresponde a (HMBC) que corresponde a las correlaciones de carbonos con hidrogenos vecinos
figura 35.
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Figura 33. Espectro *H-'H- COSY (CDClIs) del compuesto [111]

En el espectro COSY !H-'H (figura 33) se puede observar las correlaciones de los nuevos
grupos que se formaron por la hemisintesis, que corresponde a la correlacion H-22«—H-21, siendo
protones vecinales. Al mismo tiempo, en el nicleo del kaureno se tiene las correlaciones de los
protones olefinicos (H-17) del doble enlace exociclico, junto con H-13 y H-15. Seguidamente, se
tienes las otras correlaciones del proton metino H-13 que proviene del carbono cabeza de puente.

Este protdn H-13 va tener correlacion con los protones de los metilenos H-15, H-14 y H-12.
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Figura 34. Espectro HSQC (CDCls) del compuesto [I11]

El espectro bidimensional HSQC (figura 34), nos permite observar todas las correlaciones de
los carbonos con sus respectivos hidrdgenos, en especial la de los dos grupos nuevos de la
hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] con etilenglicol. En la tabla 18, se encuentran todas las

correlaciones que corresponde al compuesto [I11].
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Tabla 18. Sefiales de 3C y 'H en el espectro de HSQC
Asignacion  3C (ppm) H (ppm) Asignacion 13C (ppm) H (ppm)

1 40,8 0,80 13 43,9 2,65
2 19,4 1,45 14 39,6 1,98
3 37,9 2,17 15 48,9 2,07
5 57,2 1,09 17 103,1 4,8; 4,75
6 22,1 1.85 18 28,9 1,19
7 41,3 1,50 20 15,6 0,85
9 55,0 1,07 21 66,1 4,2
11 18,5 1,59 22 61,6 3,87
12 33,0 1,48
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Figura 35. Espectro HMBC (CDCl3) del compuesto [111]

En el anélisis de HMBC (figura 35), se mostraron las correlaciones que corresponde a los
carbonos con los hidrégenos vecinos, dejando claro el entorno de cada grupo sustituyente. Una de
las principales es la del C-19 con los H-18 del grupo metilo y la nueva sefial resultante de la
hemisintesis que son los H-21. Las otras correlaciones que nos indica la formacion del producto de
la hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1], son las correlaciones de C-21<H-22 y C-22+H-21.
Por ultimo, quedan establecidas las correlaciones que corresponde al nucleo del kaureno, que
vendria siendo, los carbonos cuaternarios con una correlacion C-16< H-15 y C-8«—H-15; y los

carbonos respecto a los hidrogenos del doble enlace exociclico C-15-~H-17 y C-13<—H-17.
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A continuacion, para esta seccidn se estudiaran los compuestos que se obtuvieron por medio

de la segunda reaccion del acido ent-kaurénico [1] junto con el diol 1,3-propilentiglicol.

7. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LA HEMISINTESIS DEL ACIDO ENT-KAURENICO [1] CON

1,3-PROPILENGLICOL.

En la segunda reaccion de Steglich, para la hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1] con el

1,3-propilenglicol, se podran analizar los tres compuestos obtenidos de este desarrollo sintético.

7.1 Caracteristicas del compuesto [1V]

El compuesto [1V] fue un sélido blanco, con un punto de fusién de (226-228) °C y obtuvo
un porcentaje de rendimiento de 7,72 %. Este compuesto corresponde a la separacion de la
cromatografia preparativa, que se extrajo a una polaridad de eluyente de hexano-acetato de etilo al
10%. Por medio de los resultados espectroscopico de IR, RMN-H, *C, ademas teniendo el tiempo
de retencion del cromatograma de gases junto con el espectro de masas, se llegé a la conclusion

que este compuesto [1V] es el acido ent-kaurénico [1].

7.2 Caracteristicas del compuesto [V]

El compuesto [V] fue el segundo producto obtenido luego de la cromatografia preparativa,
no se le pudo determinar el punto de fusion debido a su caracteristica de viscosidad, pero se obtuvo
un porcentaje de rendimiento de 19,20 %. A continuacion, para este compuesto [V] se podran
observar los espectros de IR, RMN-H, RMN-3C y masas (EM).
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7.2.1. Espectroscopia Infrarroja (IR) del compuesto [V]

Figura 36. Espectro de Infrarrojo del compuesto [V]

En el espectro de IR del compuesto [V] (figura 36), se observa la intensidad de una banda
aguda que se encuentra a una frecuencia de vmax: 3.333 cm?, a diferencia del compuesto [1V] esta

banda para este compuesto representa la vibracién de tension libre de un hidroxilo (OH) que

pertenece a un alcohol. Otra banda en particular es la del C=0 que tiene aproximadamente una

frecuencia de vmax: 1.659 cm™, que junto con las dos bandas que corresponde a los grupos C-O

Vmax: 1.275 cm™ y C-O vimax: 1.178 cmles la presencia de un éster en la molécula. En la tabla 19,
podemos observar todas las vibraciones de tension de flexion de los grupos funcionales que

corresponde al compuesto [V].

Tabla 19. Bandas de absorcion en el espectro Infrarrojo (IR) del compuesto [V]
vmax (cm?) 3.333 3.010 2928 2.853 1659 1.525
Asignacion O-H =C-H -C-H -C-H C=0 C=C
vmax (em?') 1453 1371 1.340 1275 1,227 1.178
Asignacion C-H C-H O-H C-O C-O C-0
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Ahora bien, para el compuesto [V] se pudo obtener los espectros de RMN-H, y RMN-13C
gue pertenece a este compuesto.

7.2.2. Espectroscopia de RMN-'H y RMN-13C del compuesto [V]

Figura 37. Espectro de RMN-'H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [V]

En el espectro de RMN-H que corresponde al compuesto [V], se observan las sefiales
correspondientes del nicleo ent-kaureno, y en la zona de campo bajo las nuevas sefiales, que vienen
dadas por la hemisintesis. En la figura 37, se encuentran las sefiales caracteristicas de los protones
metilos H-18 [don: 1,31], H-20 [6w: 0,87] como singuletes, los protones metilenos como lo son H-1
[0n: 0,82], H-15 [dn: 2,02] y el protdn metino que corresponde a H-13 [H: 2,63] representando un
singulete.
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Figura 38. Ampliacion del espectro de RMN-H (CDCls 400 MHz) del compuesto [V]

Por otra parte (figura 38), en la zona de campo bajo como para los demés compuestos se

observan los desplazamientos de los protones del enlace exociclico H-17 a [on: 4,74-4,80] como

dos singuletes. Ademas, hay que tomar en cuenta que las sefiales son similares al compuesto [I1],

ya gue se encuentra los mismos desplazamientos como lo es la sefial de los protones que estan de

vecinos al grupo carboxilato H-21 [on: 4,17] y los protones que se encuentran de vecinos al grupo

O-H que corresponde a H-23 [6H: 3,68], ambas sefiales se encuentran como multiplete (m). En la

tabla 20, se pueden observar todos los desplazamientos del espectro RMN-H

Tabla 20. Desplazamientos quimicos (8) ppm en el espectro RMN-tH del compuesto [V]

H H-1 H-3 H-13 H-15 H-17 a, p
o (ppm) 0,82 2,09 2,62 2,02 4,72;4,78
m d d S m S
J (H2) 4,24 15,37
H H-18 H-20 H-21 H-23
5 (ppm) 1,31 0,87 4,17 3,68
m S S m m
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En el compuesto [V] se obtuvo el espectro de RMN-3C y los desplazamientos de todos los
carbonos se pueden observar en la figura 46; en consecuencia, hay que tomar en cuenta, como se
pudo observar en los compuestos anteriores de los espectros de *3C, la mayoria de los carbonos que

se encuentran en la estructura se ubican en la zona de campo alto.

Figura 39. Espectro de RMN-*C (CDCls, 100 MHz) del compuesto [V]

En el espectro de **C para el compuesto (V) se confirman mas de 20 sefiales de carbono, esto
se debe a ciertas impurezas, que proviene de la separacién. Sin embargo, se tiene sefiales
particulares que se obtuvieron luego de la hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1] junto con el
1,3-propilenglicol. Dicho esto, como se puede observar en la figura 39, en la zona de campo bajo
del espectro se tiene un desplazamiento del C-19 que representa para este compuesto un carbonilo
de un éster [6c: 178, O=C-0O-], seguidamente se tienen los dos carbonos del enlace exociclico del
acido ent-kaurénico [1] que corresponden a una hibridacion Sp? y se encuentran a un
desplazamiento de C-16 [dc: 156,2 =C<], y C-17 [dc: 102,79 =CH>].
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Figura 40. Ampliacién A del espectro de RMN-*C (CDCl3, 100 MHz) del compuesto [V]

Ahora bien, en la figura 40 del espectro se encuentran las sefiales nuevas que corresponden
a la formacién del nuevo producto por medio de la hemisintesis; aun asi, ciertas impurezas. Una de
las primeras sefiales que podemos observar es la C-21 [dc: 62,47-O-CH2-] que esta de vecino al
carboxilato, y el C-22 [dc: 57,07-CH2-OH] que se encuentra vecino a un grupo electronegativo,
como lo es el oxigeno. Luego, se encuentran las sefiales correspondientes al nucleo del acido
ent-kaurénico [1], como lo son los tres metinosC-5 [dc: 55,04 CH], C-9 [éc: 50,17 CH], y el C-13
[8c: 44,46 CH].

Seguidamente, se observan las sefiales de los tres cuaternarios de C-4 [6c: 47,67>C<],
C-8 [dc: 43,86>C<] y el C-10 [dc: 41,78>C<]. Las otras sefiales corresponden a diez metilenos, y
en especial la sefial del C-22 correspondiente a la modificacion del acido ent-kaurénico [1].
Las sefiales vendrian siendo el C-15 [6c: 48,87 CH2], C-7 [dc: 42,08CH:], C-1[dc: 40,04 CH2],
C-14 [dc: 39,54 CH2],C-3 [dc: 36,95 CHz], la nueva sefial que corresponde al C-22 6c: 32,59 CHz];
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seguidamente se tiene la sefial del C-12 [8c: 30,40 CH2], C-6 [8c: 22,89 CH2], C-2 [dc: 20,79 CH2]
yel C-11 [dc: 18,55 CH:]. Finalmente, se encuentran las dos sefiales de los metilos del nucleo del
acido ent-kaurenico [1] que corresponde a C-18 [dc: 29,37 CHs] y C-20[6c: 17,79 CHs). En la
tabla 21, se encuentran todas las sefiales correspondientes de los desplazamientos de los carbonos

que se encuentran en el espectro (figuras 39 y 40).

Tabla 21. Desplazamientos quimicos (5) ppm en el espectro RMN-'3C del compuesto [V]

C 1 2 3 4 5 6
5 (ppm) 40,04 20,79 36,95 47,67 55,04 22,89
Tipo CH. CHz CH. <C> CH CH

C 7 8 9 10 11 12
5 (ppm) 42,08 4386 50,17 41,78 18,55 30,40
Tipo CH. <C> CH <C> CH CH

C 13 14 15 16 17 18
5 (ppm) 44,46 39,54 4887 _ 1562 102,79 29,37
 Tipo CH  CHp  CHy  =C<  =CH,  -CHs

C 19 20 21 22 23

o (ppm) 178,5 17,79 62,47 32,59 55,60
Tipo 0=C-O- CHs -O-CHz- CH2 -CH2-OH

Por medio de los resultados obtenidos, se puede concluir que el compuesto [V] se
encontraba impuro, y ademas de estudiar las sefiales de los espectros de RMN-tH nos indica la
formacion de los nuevos protones que se quieren obtener para la segunda reaccion del acido
ent-kaurénico [1] con el 1,3-propilenglicol; sin embargo, en el espectro de RMN-3C que
corresponde a este compuesto, se observan mas sefiales de 23 carbono y nos confirma la impureza

de dicho compuesto.
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7.3 Caracteristicas del compuesto [VI]

El compuesto [VI] es un sélido pélido, que obtuvo un porcentaje de rendimiento de 11,97 %.
Esta muestra corresponde al aumento de la polaridad de la columna cromatografica al 30 % de
acetato de etilo-hexano. Para este compuesto se obtuvieron los espectros de IR, RMN-H, y

espectrometria de masas. A continuacion, en la figura 40 se puede observar el espectro IR.

7.3.1. Espectroscopia Infrarroja (IR) del compuesto [VI]

Figura 41. Espectro de Infrarrojo del compuesto [VI]

En el espectro de IR del compuesto [VI] (figura 41), al igual que los demas compuestos se

presentan las sefiales correspondientes al nicleo del kaureno, como lo son la banda de vibracion de
tension =C-H vmax: 3.010 cm™ que corresponde al C-17, luego la vibracion de tension de los
metilenos vmax: 2.928 cm, que se encuentran en todo el ndcleo, la frecuencia de los metilos que

corresponden a los grupos 18 y 20 vmax. 2.8750 cm™. En consecuencia, a los resultados de la

hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] junto con el 1,3-propilentiglicol, se encuentran nuevas

sefiales, como lo es el cambio de la banda de O-H, que ahora pertenece a un hidroxilo de alcohol,

y se encuentra Vmax. 3.326 cm™, como una banda intensa aguda. Seguidamente, a frecuencias
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menores, se encuentra el segundo cambio a Vmax: 1.626- 1.574 cm, una vibracion de tension tanto
asimétrica y simétrica del C=0, que proviene de un grupo éster. El otro cambio de bandas, que
podemos encontrar son las dos frecuencias Vmax: 1.271- 1.087 cm®, que pertenecen a una vibracion

de tensién asimétrica y simétrica de C-O.

La otra banda nueva se tiene a una de tension vmax: 1.229 cm*que corresponde a un alcohol

primario. En la tabla 22, se pueden observar todas las sefiales de vibracion y flexion de los grupos

que se encuentran en el espectro IR para el compuesto [VI]

Tabla 22. Bandas de absorcion en el espectro Infrarrojo (IR) del compuesto [V1]
vmax (cm?t) 3.326 3.010 2928 2850 1.626 1.535
Asignacion OH =CH -CH -CH C=0 C=C
vmax (cm?) 1448 1435 1311 1229 1.087 640
Asignacion CH CH O-H C-O C-O C-H
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7.3.2. Espectroscopia de RMN-H del compuesto [V1]

Figura 42. Espectro de RMN-*H (CDCl; 400 MHz) del compuesto [\V1]

En el espectro de RMN-H para el compuesto [VI1] (figura 42), a diferencia del compuesto
[V] se puede observar con claridad (en la zona del campo bajo), las sefiales correspondientes a la
hemisintesis de la segunda reaccidn del &cido ent-kaurénico [1] junto con el 1,3-propilenglicol. En

cambio, en la zona del campo alto, se observa las sefiales similares del nucleo del acido

ent-kaurénico [1].
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Figura 43. Ampliacién A del espectro de RMN-tH (CDCl; 400 MHz) del compuesto [V1]

En la figura 42, se realiz6 una ampliacion en la zona de campo alto (figura 43), y se puede
observar una nueva sefial con un desplazamiento de [6H: 1,90], que corresponde a los protones
H-22. Estos protones se van acoplar con los protones desapantallados de H-21 y los de H-23, dando
de esta manera una sefial como un multiplete (m); por otra parte, en el espectro del compuesto [V1]
se detallan mejor las sefiales de los protones apantallados en esta zona de campo alto, como lo son
los protones de los metilos H-18 [6n: 1,18], y H-20 [dn: 0,85] que se encuentran como singuletes
y los protones que corresponden a los metilenos H-1 [dn: 0,81], H-12 [6n: 1,47], H-7 [dn: 1,50],
H-14 [on: 1,96], H-15 [dn: 2,05] y el H-3 [6H: 2,14]. De manera similar, se observan los protones
de los metinos H-5 [6n: 1,06], H-9 [6H: 2,05], y el H-13 [8H: 2,64] como en los demas compuestos,

gue se encuentra como un singulete.
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Figura 44. Ampliacion B del espectro de RMN-H (CDCIs, 400 MHz) del compuesto [VI]

En el espectro de RMN-tH del compuesto [VI], se realizd una ampliacion en ia zona de
campo bajo (figura 44), para poder estudiar detalladamente las nuevas sefiales que se encuentran
en el rango (3,5-4,5) ppm. A un desplazamiento de [dH: 4,16-4,26] se observan dos nuevas sefiales
que provienen de los protones H-21. Al igual que el compuesto [Il], siendo estos protones
diasterotdpicos quimicamente y magnéticamente no equivalentes. el proton H-o va acoplarse con
los dos protones vecinales que se encuentran apantallados (H-22), dando de esta manera como
sefial un triplete (t) (5,88 Hz). A su vez, H-a también va acoplarse con su proton geminal (H-5)
dando una sefial de un doblete (d) (6,01 Hz); por consiguiente, H-o tendra una sefal
correspondiente a un multiplete (m), como se puede observar en la figura 44. De la misma manera,
el proton H-p también va acoplarse con los dos protones vecinal H-22, dando una sefial de un
triplete (t) (6,28 Hz) y con H-a, dando como sefial un doblete (d) (6,40 Hz). Al igual que H-a,
H-4 tiene una sefal final en 4,26 ppm como un multiplete (m)
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Al comparar las sefiales resultantes de los protones H-21, del compuesto [111] y el compuesto
[VI], podemos observar son diferentes. La diferencia se debe a que los protones H-21 del
compuesto [VI1] se acoplan con protones mucho mas apantallados (H-22) que el compuesto [111].
Esto implica a que los electrones del oxigeno del grupo hidroxilo en el compuesto [I11], influyen

en el desdoblamiento de los acoplamientos de los espines.

Por otra parte, la otra nueva sefial que proviene de la hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1]
con el 1,3-propilenglicol, se encuentra a un desplazamiento de [on: 3,72] y pertenece a los protones
del H-23. Estos protones siendo magnéticamente iguales, se van a acoplar con los dos protones
apantallados H-22, dando como sefial como un triplete (t) (figura 44). Hay que tomar en cuenta,
que estos protones se ubican en este rango, debido a que se encuentran con grupos vecinales como
lo es el oxigeno del hidroxilo. En la tabla 23, se encuentran todos los desplazamientos las figuras
43y 44.

Tabla 23. Desplazamientos quimicos (5) ppm en el espectro RMN-H del compuesto [VI]

¥ H-1 H-3 H-5 H-7 H-9 =~ H-12
“s(pm) 081 218 106 - 1,50 104 147
m d d m t m m
J (Hz) 18,69
H H-13 H-14 H-15 H-17 a, p H-18 H-20
o (ppm) 2,64 1,97 2,05 4,74; 4,80 1,18 0,85
m S d m S S S
J (Hz)
H H-21 a H-21 4 H-22 H-23
5 (ppm) 4,15 4,26 1,01 3,72
m m m m t
J (Hz) 6,01; 5,88 6,4;6,28 5,49;5,89
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Finalmente, para el estudio de espectrometria de masas, en la figura 45 se tiene el
cromatograma de masas del compuesto [VI]. En este cromatograma, se puede visualizar un pico
con mayor intensidad, que corresponde a un tiempo de retencion de 30,33 minutos; por lo tanto,
por medio de este resultado, se puede concluir que siendo el ultimo compuesto de la fraccion
tomada al 30 % de hexano-acetato de etilo, se encontraban puro. Finalmente, en la figura 46 se
tiene el espectro de masas del compuesto [VI1], donde se encuentran las sefiales de los fragmentos

formados.

7.3.3. Espectros de Masas del compuesto [VI]

Figura 45. Cromatograma de gases del compuesto [V1]

Figura 46. Espectro de masas del compuesto [V1]
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En el analisis del espectro de masas del compuesto [VI], se encuentra una sefial que
corresponde al ion molecular [C23H3603] " y representa una sefial de 360 m/z; por consiguiente, esta
sefial coincide con la masa molecular del compuesto esperado para la segunda reaccion del acido

ent-kaurénico [1] con el 1,3-propiletilenglicol.

El compuesto [VI] puede sufrir varias fragmentaciones, como primera ruptura se tiene en la
posicion del metilo que se encuentra el C-20, dando asi un fragmento de una sefial de 345 m/z que
se encuentra en el espectro de masas. La segunda ruptura que puede ocurrir (figura 54), con la
pérdida del enlace exociclico y el ciclo pentano, que se encuentra en la estructura, presentando asi
una sefial de 317 m/z [CxH2903]". Para las demas fragmentaciones, son similares a las del
compuesto [111], como el pico de base, que corresponde a la pérdida de una parte adyacente del
ciclo donde se encuentra el C-19, dando una sefial de 41 m/z.
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Figura 47. Fragmentacién del compuesto [VI]
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Finalmente, por medio de los resultados obtenidos tanto en los espectros de infrarrojo IR,
RMN-H y espectrometria de masas, que pertenecen al compuesto [VI], se concluye que el
producto esperado para la segunda hemisintesis del acido ent-kaurénico [1] junto con el diol
1,3-propilenglicol es el compuesto [VI]. Esto se debe, a que los espectros coincidieron con la
informacion exacta como los grupos funcionales, donde se encontraba el grupo éster, el entorno
quimico de los protones formados H-21, H-22 y H-23, y ademas que el ion molecular del espectro

de masas coincide con el compuesto [I11] que es el 3-hidroxipropil kaurenato.

S H
COOH

Acido ent-kaurénico [1] 3-hidroxipropil kaurenato [V1]

Figura 48. Reaccion de Steglich del acido ent-kaurénico [1] con 1,3-propilenglicol
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CONCLUSIONES

e Se logro realizar las hemisintesis del &cido ent-kaurénico [1] con los dioles etilenglicol y el
1,3-propilenglicol por medio de la reaccion de esterificacion de Steglich.

e A partir de la primera reaccion del acido ent-kaurénico [1] con etilenglicol, se obtuvo el
compuesto 2-hidroxietil kaurenato [I11].

e De la segunda reaccion del &cido ent-kaurénico [1] con el 1,3-propilenglicol, se obtuvo el
compuesto 3-hidroxipropil kaurenato [V1].

e Se caracterizaron todos los compuestos sintetizados por medio de las técnicas
instrumentales como lo son la espectroscopia Infrarroja (IR), Resonancia Magnética
Nuclear (RMN-tH-RMN-3C) y la Espectrometria de Masas (EM).
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RECOMENDACIONES

e Estandarizar la sintesis de la esterificacion de Steglich; ademas, realizar otras
esterificaciones alternas para poder comparar los productos obtenidos de ambas
esterificaciones.

e Se sugiere la utilizacion de otros dioles, para la obtencién de nuevos derivados del &cido
ent-kaurénico [1].

e Se recomienda a proximos estudios realizar los espectros de RMN-2C y los
bidimensionales para el compuesto el 3-hidroxipropil kaurenato [VI].

e Se recomienda el estudio biologico de los compuestos 2-hidroxietil kaurenato [I11] y el
3-hidroxipropil kaurenato [VI], ya sea una actividad antimicrobiana, antinflamatoria,

citotoxica entre otras.
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APENDICE |
DEFINICIONES

e Antimicrobiano: es una sustancia que mata o inhibe el crecimiento de microbios, tales
como bacterias, hongos, parasitos o virus.

e Angiospermas: cominmente llamadas plantas con flores o plantas florales, son las plantas
con semilla cuyas flores tienen verticilos o espirales ordenados de sépalos, pétalos,
estambres y carpelos, los carpelos encierran a los 6vulos y reciben el polen en su superficie.

e Bacterias Gram-positivas: son aquellas bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por
la tincion de Gram. Esta caracteristica quimica esta intimamente ligada a la estructura de
la envoltura celular, por lo que refleja un tipo natural de organizacion bacteriana.

e Bacterias Gram-negativas: son aquellas que no se tifien de azul oscuro o de violeta por la
tincion de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue: de ahi el nombre de "gramnegativas"
o también "Gram-negativas”. Esta caracteristica esta intimamente ligada a la estructura
didérmica dada por la envoltura celular, pues presenta doble membrana celular (una externa
y la otra citoplasmatica), lo que refleja un tipo natural de organizacién bacteriana.

e Clase: en biologia, la clase es una categoria en la taxonomia, situada entre el filo o division
y el orden; sin embargo, es un grupo taxondémico que comprende varios 6rdenes de plantas
0 animales con muchos caracteres comunes. En plantas, los nombres de las clases de en
llevar el sufijo “-opsida” (Magnoliopsida).

e Dominio: en biologia, el dominio es una categoria taxondémica utilizada en los sistemas de
clasificacion bioldgica, por arriba del reino y el superreino.

e Enzimas: son moléculas organicas que actian como catalizadores de reacciones quimicas;
aceleran la velocidad de reaccion. Comunmente son de naturaleza proteica, pero también
de ARN.

e [Especie: segln este concepto, especie es un grupo (o poblacién) natural de individuos que
pueden cruzarse entre si, pero que estan aislados reproductivamente de otros grupos afines.
Familia: en biologia, la familia es una unidad sistematica y una categoria taxonémica

situada entre el orden y el género; o entre la superfamilia y la subfamilia si estuvieran
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descritas. Al igual que ocurre con otros niveles (categorias) en la taxonomia de los seres
Vvivos, y debido a la necesidad de destacar determinados rasgos comunes y las relaciones de
parentesco, varias familias pueden agruparse en superfamilias, y los constituyentes de una
familia pueden dividirse en subfamilias. En botanica la desinencia latina de la familia es -
aceae, Yy en espariol -aceas (por ejemplo, Asteraceae, asteraceas).

e (Geénero: en taxonomia, el género es una categoria taxonémica que se ubica entre la familia
y la especie; asi, un género es un grupo de organismos que a su vez puede dividirse en
varias especies.

e Orden: en biologia, el orden es la categoria taxondmica entre la clase y la familia.

e Reino: en el &mbito de la biologia, reino representa cada una de las grandes subdivisiones

taxondmicas en las que se clasifican los seres vivos respecto a su parentesco evolutivo.
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