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Resumen

De las resinas de Bursera fagaroides y Bursera medranoana se aislaron los
triterpenos (+)-acido anwuweizénico (81), 4cido masticadienoico (82), (+)-(16S,
20S)-dihidroxidammara-24-en-3-ona (83), eufol (86), acido 3-oxo-tirucala-7,24-
dien-21-oico (89) y los lignanos yateina (6), desmetoxiyateina (7), (+)-y-
apopicropodofilina (84), (-)-isoarctigenina (85), (-)-hinokinina (87) y (-)-éter

metilico de la dehidropodofilotoxina (88).

Los tallos de Bursera medranoana condujo al aislamiento de los terpenos éxido
de pB-cariofileno (90), betulonal (91), 3-oxo-4-en-estigmastano (92), acetato de o—
y B— amirina (93) y (94), B-sitosterol (95), acido 3-oxo-12-oleanen-28-oico (96). En

adicién, de las fracciones de mayor polaridad se obtuvieron los lignanos 5-7.

Los lignanos dibenzociclooctanos (+)-5’-desmetoxiisoestegano (75), (+)-5'-
desmetoxi-desmetilendioxiisoestegano (101), (-)-5'-desmetoxiesteganol (98), (-)-
5'-desmetoxisteganona (99) y (-)-5'-desmetoxiesteganacina (100) fueron
sintetizados a partir del producto natural (8R,8'R)-(—)-5-desmetoxiyateina (7).
Todos los compuestos se caracterizaron mediante sus datos fisicos y
espectroscopicos, principalmente por RMN de *H y *C en 1D y 2D y por datos
descritos. Se obtuvo la schaffnerina (80) de Acacia schaffneri para su estudio

mediante difraccion de rayos-X.

Adicionalmente, se determind de la configuracion absoluta de las 5'*-
desmetoxiesteganolactonas 98-100 mediante dicroismo circular vibracional (DCV)
en combinacion con célculos tedricos usando teoria de funcionales de la densidad
(DFT).
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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia de la quimica de productos naturales en la

medicina actual

La quimica de los productos
naturales se encarga del
estudio de los compuestos
que estan presentes en la
naturaleza. Estos estudios
comprenden la biosintesis,

metabolismo, funcién en su

medio ambiente, elucidacion

estructural y la sintesis o semisintesis quimica. Los productos naturales han sido
la fuente principal de principios activos por siglos!; desde épocas muy antiguas
diversas culturas adquirieron informacion sobre las propiedades medicinales de un
gran numero de plantas propias de su medio ambiente que utilizaban para el
tratamiento de diversas enfermedades. Muchos productos naturales exhiben
importantes propiedades farmacolégicas, de hecho el 60% de los farmacos
utilizados actualmente son productos naturales o son derivados de éstos.? Debido
a ello se ha desarrollado una gran cantidad de métodos de sintesis y semisintesis

para su obtencion.
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Para la obtencion de productos naturales con actividad biolégica se pueden utilizar
dos alternativas. La primera involucra el aislamiento e identificacion de los
metabolitos secundarios presentes en una fuente natural que se evallan para
saber si alguno de ellos muestra actividad biolégica. La segunda alternativa
implica un estudio biodirigido que es el utilizado por los farmacognostas; esta
consiste en identificar una especie vegetal que sea utilizada por una poblacién con
algun fin terapéutico, colectar esta especie y preparar extractos organicos y
acuosos de la parte del vegetal utilizada con propiedades medicinales. Una vez
qgue se obtienen los extractos, éstos son sometidos a evaluacion biolégica. Los
extractos que muestran una actividad biolégica comparable con un estandar son
sometidos a procesos de separacion y purificacion con el fin de aislar e identificar
los compuestos presentes en el extracto mediante métodos fisicos y
espectroscopicos. Posteriormente se lleva a cabo la evaluacion de la actividad
biolégica de los compuestos puros. Un farmaco o principio activo se define como
una sustancia pura, quimicamente definida, extraida de una fuente natural o
sintetizada en el laboratorio, dotada de una accién biologica, que puede ser
aprovechada por sus efectos terapéuticos. Una vez que se ha logrado aislar e
identificar el principio activo, la mayoria de las veces no se cuenta con la cantidad
suficiente de éste para realizar las pruebas biolégicas pertinentes? y surgen
entonces dos alternativas: colectar nuevamente la fuente natural para aislar el
principio activo o bien, llevar a cabo la sintesis total del compuesto identificado. La
recoleccion de la fuente natural no es garantia de aislar nuevamente el compuesto

de interés ya que la biosintesis de éstos se ve afectada por diversos factores,
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como la época de colecta, la estacion del afio, la edad de la planta y los factores
climaticos. Debido a esto la sintesis del compuesto puede ser una alternativa mas
viable. Ademas, este método tiene la ventaja de que cuando se tiene una ruta de
sintesis bien disefiada, se pueden obtener compuestos analogos a los productos

naturales que también pueden ser evaluados biol6gicamente.

Los productos naturales también pueden ser modificados quimicamente para
mejorar sus propiedades farmacoldgicas, tal es el caso de la podofilotoxina 1
(Figura 1), un ariltetralinlignano aislado inicialmente de Podophyllum hexandrum y
P. peltatum®, que posee actividad citotdxica importante y que ha servido de
modelo para la sintesis de agentes antitumorales como el etopdsido (2), vy el

tenipdsido (3)* (Figura 1).

Las especies del género Bursera son arboles o arbustos, algunos de ellos muy
aromaticos que exudan un latex o resina. En la actualidad Mayas modernos
emplean a B. simaruba con fines medicinales principalmente contra la tos,
diarreas, enfermedades del tracto respiratorio, asi como cicatrizantes vy
endurecedores de encias®. Estudios quimicos sobre algunas de estas especies
han revelado la presencia de lignanos relacionados estructuralmente con la
podofilotoxina (1), por ejemplo desoxipodofilotoxina (4), morelensina (5), yateina
(6) y desmetoxiyateina (7) identificados en B. microphylla, B. schlechtendalii, B.
fagaroides y B. morelensis,®® a los que se les considera como precursores

biosintéticos de 1 (Figura 1).
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Figura 1. Principios activos anticancerigenos y lignanos de especies de Bursera.

1.2 Biosintesis de lignanos

Los lignanos son un grupo de compuestos naturales de amplia distribucion en el
reino vegetal y muy diversos desde el punto de vista estructural, son dimeros de

unidades de fenilpropano CsCs enlazados por dimerizacion oxidativa en el carbono

central de su cadena lateral.
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La biosintesis de los lignanos se describe mediante la ruta del &cido shikimico, el
cual es el precursor de amino&cidos aromaticos entre ellos la fenilalanina (8). El
acido corismico (9), otro intermediario importante de esta ruta biosintética, sufre
una reaccion de tipo Claisen para formar el acido prefénico (10) que por
descarboxilacion y la sucesiva pérdida de H20 se da la aromatizacion del anillo
formarse el acido fenilpirvico (11) y posteriormente por una transaminacion se
obtiene el aminoacido 8. La eliminaciéon del grupo amino en 8 permite formar el
acido cinamico (12), la hidroxilacibn de este mediante la enzima cinamato
hidroxilasa se forma el acido 4-cumérico (13) y que por subsecuentes reacciones
de hidroxilacion, metilacion y reduccion del acido se obtiene el alcohol coniferilico

(14) (Figura 2). 4

CO,H CO,H
CH,0H = =
/
hidraxlacldn
. metllacldn - =
reducclon -
—
MeO OH 12

OH 13

14

Figura 2. Biosintesis de fenilalanina (8) y alcohol coniferilico (14).
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El siguiente paso es una reaccion de acoplamiento oxidativo estereoselectivo de
dos moléculas de alcohol coniferilico (14), para la formacion de el pinoresinol
(15), posteriormente se lleva a cabo la reduccion estereoselectiva para formar el
lariciresinol (16) y el isosecolariciresinol (17) mediante la enzima pinoresinol-
lariciresinol reductasa (E1) y NADPH, que por una oxidacion se forma el
metairesinol (18) el cual es considerado como un precursor inmediato para la
biosintesis de la gran diversidad de lignanos relacionados con la podofilotoxina 1
como por ejemplo la desoxipodofilotoxina (4), yateina (6) y B-peltatina (19) (Figura

3).4
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1.3 Atropoisomerismo en productos naturales

En 1922 Christie y Kenner fueron los primeros en reconocer correctamente que el
fendmeno de atropoisomerismo es consecuencia del impedimento de la rotacion
sobre el enlace simple de los dos grupos arilo-arilo, después denominado por
Kuhn como atropisomerismo. El término atropoisomerismo viene de las palabras
griega a, por no y atropos giro. El atropisomerismo, es una forma de is6meros
conformacionales, causado por el impedimento de la rotaciébn sobre un enlace

arilo-arilo.

Existe un gran numero de productos naturales que presentan el fenomeno de
atropoisomerismo como ejemplos se puede mencionar a los lignanos
dibenzociclooctano, tal es el caso de la esteganona (20) y esteganacina (21),
antibiéticos tipo ciclopeptiodos como isoplagiocina C (22), befinomicina A (23),

vancomicina (24) y la elegantina tellimagrandina | (25) (Figura 4).1!
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Figura 4. Ejemplos de productos naturales con atropoisomerismo.
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1.4 Lignanos con estructura de dibenzociclooctano y su
actividad bioldgica
La chizandrina (26) (Figura 5) es un ejemplo representativo de la familia de
lignanos tipo dibenzociclooctano, aislado por Kochetkov y colaboradores de
Schizandra chinensis'?, una planta nativa de China. Actualmente, se conocen mas
de 100 lignanos de este tipo, la mayoria presentes en las plantas de la familia
Schizandraceae,*® principalmente en los géneros Schizandra y Kadsura. En la
medicina tradicional de Asia sus extractos son empleados como antitusivos,

ténicos y antipiréticos, asi como para la protecciéon del higado.'#

Otro grupo importante de lignanos tipo dibenzociclooctano pero que presenta un
anillo de butirolactona fusionado al ciclooctano, son conocidos como esteganos,
por ejemplo esteganona (20), esteganacina (21), isoestegano (27) vy
neoisoestegano (28) (Figura 5) los cuales se encuentran presentes en especies
del género Steganotaenia'®!® y han mostrado importante actividad antitumoral,

antiviral y propiedades hepatoprotectoras.t’

En el presente trabajo se pretende llevar a cabo la semisintesis de algunos

metabolitos de este tipo a partir del lignano 7 aislado de B. fagaroides.

10
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Figura 5. Lignanos tipo dibenzociclooctadieno con actividad bioldgica.

11
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1.5 Configuraciéon absoluta en productos naturales

1.5.1 Definicion e importancia

La configuracion absoluta define la estructura tridimensional exacta de una
molécula que tiene uno o0 mMA&s centros estereogénicos. En moléculas que
presenten alguna actividad biolégica, nos permite comprender como se lleva a
cabo la interaccion entre el compuesto en estudio y el sitio activo de una enzima o
proteina. En los productos naturales que presentan configuracién absoluta
opuesta sus propiedades quimicas son diferentes, por ejemplo el limoneno ya sea
“‘R” (29) o “S” (30), un monoterpeno que se encuentra en el limén y que es el
responsable del olor de esa fruta. Dependiendo de la configuraciéon de su Unico
centro estereogénico, poseen olor diferente, el isdbmero (R) huele a limén, mientras

que el (S) tiene olor a naranja (Figura 6).

o

T

29 30

Figura 6. Enantidmeros del limoneno "R" (29) y "S" (30).

En la actualidad existen diferentes métodos y para la determinacion de la

configuracion absoluta, entre ellos:
e Difraccion de rayos-X.

¢ RMN usando agentes de derivatizacién quirales.

12
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e Dicroismo circular vibracional (DCV).

1.5.2 Difraccion de rayos-X

Esta técnica consiste en hacer pasar un haz de rayos-X a través de un cristal de la
molécula sujeta a estudio. El haz escinde en varias direcciones debido a la
simetria de la agrupacién de atomos y, por difraccion, da lugar a un patrén de
intensidades que puede interpretarse segun la ubicacion de los atomos en el
cristal. En la quimica organica determinar la configuracion de una molécula la
difraccion de rayos-X es de la mas confiable ya que es la representacion exacta de
la misma, pero tiene algunas limitaciones'® como:

» Falta de &tomos pesados como parte de la estructura (por ejemplo
halégenos), haciendo dificil saber con certeza de cuél de los dos
enantiomeros se trata. En los productos naturales se tienen principalmente
atomos de carbono, hidrogeno y oxigeno, donde no se dispone de ninguna
referencia de atomo pesado para poder establecer la configuracién
absoluta de la molécula, por lo que en estos casos solo se establece la
configuracion relativa de la molécula de estudio.

= Esta técnica requiere un cristal de la sustancia a analizar. Por ello se debe
intentar la cristalizacién de la sustancia y esto, a menudo, no es facil, mas

aun cuando se dispone de poca cantidad de producto.

13
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1.5.3 RMN usando agentes de derivatizacion quirales

La espectroscopia de RMN es tradicionalmente empleada para determinar la
configuracion relativa, pero no para asignar la configuracion absoluta. Sin
embargo, en ciertos casos es posible asignarla por este método, sélo que
dependera de los grupos funcionales presentes en la sustancia que se quiera
determinar.
Esta técnica presenta atractivas ventajas que incluyen lo siguiente:

= Disponibilidad en la mayoria de los laboratorios de equipos de RMN.

= Soélo se necesita una pequefia cantidad de muestra, y ésta se puede

recuperar.
= El andlisis se realiza en solucion, es aplicable tanto a las muestras

sélidas y liquidas.

Dos métodos generales son conocidos. El primer procedimiento consiste en
analizar por RMN a una molécula en un entorno quiral generado por un disolvente
quiral o mediante la adicion de un agente de solvatacién quiral (ASQ) al disolvente
no quiral estandar. El segundo procedimiento involucra la derivatizacién de un
sustrato con los dos enantidmeros del agente de derivatizacién quiral (ADQ),

produciendo dos diasteroisomeros.1?

14
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Figura 7. Espectros de RMN de los dos diasteroisémeros son comparados.

El método consiste en medir el espectro de RMN de 'H de la sustancia antes y
después de la reaccion. Las diferencias entre un espectro y otro daran informacion
de variaciones en desplazamientos quimicos para ciertos hidrogenos, permitiendo

establecer la configuracion absoluta del mismo, como se muestra en la figura 7.

15
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1.5.4 Dicroismo Circular Vibracional

El dicroismo circular vibracional (DCV) es una herramienta muy reciente que nos
permite asignar la configuracion absoluta de una molécula organica ya sea un
producto natural o un derivado de sintesis. EI DCV es una técnica conocida desde
1997%° y que se empieza a utilizar con mucho éxito para determinar la
configuracion absoluta de metabolitos secundarios de origen vegetal, por ejemplo
los diterpenos con estructura hidrocarbonada de verticileno?t o lignanos tipo

butirolactona.®

La metodologia de DCV, en combinacion con el modelado molecular de un
compuesto, nos permite establecer su configuracion absoluta. Esta técnica
espectroscopica utiliza una radiacion infrarroja circularmente polarizada a la
derecha y a la izquierda que es absorbida por un compuesto quiral de forma
diferente, produciendo cambios en las vibraciones moleculares de los grupos
funcionales resultando un espectro experimental y que es comparado con otro
calculado. Generalmente el calculo se lleva a cabo usando teoria de funcionales
de la densidad (DFT), que inicialmente se construye el modelo molecular con
cierta configuracién y se hace una busqueda y un analisis de sus conférmeros
principales. De aquellos minimos energéticos se calculan los espectros de DCV.
Los espectros de DCV resultantes se suman para obtener el espectro de DCV
tedrico. Conociendo la configuracion absoluta de la molécula empleada para el
calculo, se puede conocer la configuracién de la molécula sujeta a estudio, si el

espectro de DCV experimental y el tedrico es el mismo se tendra la misma
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configuraciéon como se observa en la figura 8° o si los espectros difieren en la fase

de las algunas bandas de absorcion la configuracion absoluta seré la opuesta.
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Figura 8. (a) Espectro tedrico (DFT, BSLYP/DGDZVP) y (b) Espectro Experimental
de la (-)-deoxipodofilotoxina (4).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Descripcion y usos tradicionales del género Bursera

En el estado de Hidalgo se han estimado unas 460 especies medicinales cuya
composicion quimica es desconocida en la mayoria de los casos. De estas especies
vegetales, al menos 42 se utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento del

cancer y la inflamacion; entre ellas algunas especies de Bursera.

El género Bursera tiene una importancia cultural en nuestro pais, pues aun en la
actualidad, los zinacantecos utilizan a B. excelsa, B. bipinnata y B. tomentosa como
incienso®. Diversas especies tienen importancia econémica debido a que su madera
es blanda y blanca, lo que la hace ser muy apreciada para la elaboracion de

artesanias. En la tabla 1 se resumen especies del género Bursera y sus usos

tradicionales medicinales.??

Las plantas de Bursera son arboles o arbustos, algunos de ellos muy aromaticos,
exudan un latex o resina y se dividen en dos secciones?: la seccién Bursera que es
la que comprende a las especies que se caracterizan por la exfoliacion que presenta
su corteza, son conocidas tradicionalmente como “cuajiotes” (Figura 9), y la seccion
Bullockia que comprende a las especies que no exfolian conocidas como “copales”
(Figura 10). Estas plantas crecen en gran parte de la Republica Mexicana
distribuidas principalmente en areas de altitud media y alta en los bosques tropicales

caducifolios de la vertiente del Pacifico, encontrando su mayor biodiversidad y

abundancia en los estados de Guerrero, Oaxaca, Michoacan y Jalisco?® (Figura 11).

18



Antecedentes

Tabla 1. Usos tradicionales de especies del género Bursera.

Nombre cientifico
B. bicolor

B. bipinnata

B. copalifera

B. cuneata

B. excelsa

B. glabrifolia

B. linaloe

B. penicillata

B. ariensis

B. fagaroides var. elongata
B. fagaroides var. fagaroides
B. fragilis

B. grandifolia

B.morelensis
B. schlechtendalii

B. simaruba

Usos
Cultural/religion; medicinal: torceduras y frios

Cultural/religion (incienso), medicinal: febrifugo,
gases intestinales, bronquitis, tos, infecciones de
la piel.

Cultural/religion (incienso), medicinal: golpes
internos, odorifera, bronquitis y tos

Cultural religion (incienso)

Cultural/religidon (incienso) e industrial (fabricacion
de barnices)
Medicinal: heridas; cultural-religién

Industrial (extraccion de esencias)

Medicinal (cicatrizante y desinflamatorio en
combinacion con séabila)
Torceduras y frio

Medicinal: dolor de cabeza

Cultural/religion (incienso); problemas
respiratorios, lavar heridas.
Industrial (produccién de gomaresina)

Medicinal: dolor de cabeza, tos, asma, bronquitis,
pulmonia, carraspera, sinusitis, ronquera,
tosferina, gripe, contra disenteria, diarrea,
problemas de rifién, y tumores.

Dislocacines de huesos, estrefliimiento crénico e
hinchazdn, infecciones intestinales

Medicinal: fiebre, calentura, dolor de cabeza

Medicinal: fiebre, estomago caida de pelo, dolor
de cabeza, manos despellejadas, diurético,
granos por piquetes de insectos, vomito por bilis,
dolor de dientes, sarampion y diabetes
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Ih; -

Figura 9. Bursera exfoliante

Figura 10. Bursera no exfoliante

A

Figura 11. Distribucién de plantas del género Bursera en el territorio mexicano.
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2.1.1 Bursera fagaroides.

Arbusto o arbol dioico, de 0.5 a 8 m de alto, glabro, ramillas jovenes con abundante
resina transparente, ligeramente aromatica; hojas imparipinnadas, menos frecuente
trifolioladas, peciolo de 0.5 a 2(3) cm de largo, raquis con alas inconspicuas, foliolos
5 a 11, flores masculinas pentameras, femeninas trimeras, pétalos verdosos a
blanquecinos-amarillentos, fruto trivalvado, ovoide a subesférico, rojizo, glabro, de
0.5 a 0.8 cm de largo; tronco de hasta 30 cm de didmetro, corteza exfoliante, amarilla

a amarilla-grisacea.?®

Habita en el matorral xerdfilo y en el bosque tropical caducifolio, en suelos diversos,
en altitudes de 700 a 2200 m y florece de abril a junio. Permanece sin follaje de
noviembre a mayo. Se distribuye desde el suroeste de Estados Unidos hasta Oaxaca

en México.

Figura 12. Corteza, flor y fruto de B. fagaroides.
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2.1.2 Bursera medranoana

Arbol dioico, de 5 m de alto, con resina aceitosa abundante, aromatica, tronco de
hasta 25 cm de diametro, corteza rojiza exfoliante en laminas delgadas y grandes,
ramas pruinosas, rojo-cobrizas, las jovenes pubérulas, glabrescentes; catafilos
inconspicuos, hojas imparipinnadas, de 5 a 11 cm de largo y 1.5 a 4.5 de ancho,
peciolo acanalado, raquis ensanchado entre foliolos superiores, foliolos sésiles, flores
masculinas pentameras dispuestas en infloresencias, pétalos amarillentos, verdosos
0 blanquecinos, fruto trivalvado, oblicuamente ovoide, de 6 a 7 cm de largo y de 4 a 6
cm de ancho.?* Habitante muy vistoso por su corteza de color rojizo intenso,
frecuentemente y algunas veces dominante del bosque tropical caducifolio, en
diferentes partes de sustrato, en altitudes de 500 a 1500 m. La especie es endémica

del estado de Hidalgo.

Figura 13. Corteza y flor de B. medranoana.
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2.2  Composicion quimica del género Bursera

Muchas especies de la familia Burseraceae deben su valor econémico al contenido
de terpenos como pueden ser aceites esenciales, diterpenos, triterpenos, esteroides
y lignanos presentes en la corteza y en su resina. Del género Bursera se han aislado
diferentes clases de metabolitos secundarios tales como: lignanos relacionados
estructuralmente con la podofilotoxina, flavonoides, triterpenos con esqueleto de
lupano, oleanano, ursano Yy eufa-tirrucalano, diterpenos tipo verticileno,

sesquiterpenos y monoterpenos.

2.2.1 Lignanos obtenidos de especies de Bursera

Se ha reportado la presencia de compuestos aromaticos con esqueleto tipo lignano,
los cuales han mostrado actividad citotéxica importante. Entre los compuestos que
contiene las especies B. permollis, B. mycrophyla, B. schlechtendalii, B. morelensis,
B. simaruba, B. fagaroides, B. graveolens y B. ariensis se encuentran los lignanos
como la desoxipodofilotoxina (4), morelensina (5), yateina (6), desmetoxiyateina (7),

éter metilico de pB-peltatina A (31), burseranina (32), picropoligamaina (33) y ariensina

(34) ©° 22 (Figura 14).
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Figura 14. Lignanos obtenidos de especies de Bursera.

2.2.2 Triterpenos obtenidos de especies de Bursera

Los estudios quimicos de algunas especies han evidenciado la presencia de
triterpenos con esqueleto hidrocarbonado tipo lupano, ursano, oleanano y eufa-
tirrucalanos, que han mostrado actividad antiartritica y antiinflamatoria.®® Un gran
cantidad de compuestos triterpénicos han sido reportados en especies de Bursera
entre los mas representativos por ejemplo de las resinas de B. graveolens se aislaron
el lupeol (35) y el 3-epi-lupeol (36)?’, de B. delpechiana, el 4cido 11-oxoursélico (37),

acido 11-oxoacetilursélico (38) y sus ésteres metilicos (39) y (40)*!, mientras que de
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B. simaruba se aisl6 el lup-20(29)-en-3p,23-diol (41)*? (Figura 15). En adicién, en la

tabla 2 se resume las especies y compuestos reportados.3*3’

Figura 15. Triterpenos aislados de especies de Bursera.

2.2.2.1 Triterpenos con actividad biolégica

La mayoria de los triterpenos han mostrado importantes actividades farmacologicas,
tales como actividad antiinflamatoria, citotoxica, antibacterial, antiviral y

antihemorragica, como por ejemplo el acido manwuweizico (42),® el cual es un

inhibidor de la biosintesis de colesterol que ha mostrado actividad significante contra

cancer de pulmén y de pecho, el &cido ananésico C (43)* que ha mostrado

citotoxicidad contra células Hela, y triterpenos con actividad antiviral como el acido

mangiferénico (44)*° y el 4cido 3-oxotirucala-7,24-dien-29-ol-21-oico (45)** (Fig. 16).
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Figura 16. Triterpenos con importante actividad farmacologica.

Tabla 2. Triterpenos encontrados en diferentes especies de Bursera.

Triterpeno Especie™ Triterpeno Especie™
acido delpechiana® B-amirina delpechiana®
11-oxoacetilursolico simaruba®
acido 11-oxoursdlico | delpechiana® Benulina arida®
acido acetil-ursélico delpechiana® 3p-acetato-11a-120- delpechiana®
epoxiursano-28,13-olido
acido ursolico delpechiana® 3B-acetato-12p- delpechiana®
hidroxiursano-28,13-olido
acido ursénico delpechiana® epiglutinol simaruba®
acido a-elemonico graveolens® eufol morelensis®
acido B-eleménico graveolens® lupeol graveolens®’
delpechiana®
simaruba®
acido betulénico arida® 3-epi-lupeol graveolens?’
morelensis* microphylla®
acido 3a- graveolens® lup-20(29)-en-3p,23-diol simaruba®

hidroxitirucala-7,24-

dieno-21-oico

o-amirina delpechiana
microphylla®
simaruba®
schelchtendalli®

% | sapelina Ay B klugii®’
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2.2.3 Diterpenos obtenidos de especies de Bursera

Los  estudios quimicos de B. suntui han evidenciado la presencia de nuevos
diterpenos, derivados del verticileno, como el verticilla-3,7-dien-12,20-diol (46), (+)-
verticilla-3,7-dien-12,20-diol20-acetate  (47), verticilla-3,7,12(18)-triene (48), (+)-
verticilla-3,7,12-triene (49), (-)-verticilla-4(20),7,11-triene (50), y (+)-verticilla-3,7-dien-
12-ol (51)*, asi como también 7,8-epoxyverticill-3-en-12,20-diol (52), (+)-7,8-
epoxyverticill-3-en-12,20-diol 20-acetate (53), (+)-verticilla-3,8(19)-dien-7,12,20-triol
(54) y (+)-verticilla-3, 8(19)-dien-7,12,20-triol 20-acetate (55)**. Mientras que de B.
kerberi se aislé el (+)-verticila-3,7-dieno-12-ol (56) y 43-45,48-50% (Figura 14). Es
importante mencionar que estos diterpenos tipo vertecileno constituyen un grupo
importante, cuyo esqueleto hidrocarbonado es considerado como precursor
biogenético de los taxanos.**  Por ejemplo el paclitaxel (57) (Figura 17) que es

empleado con éxito en el tratamiento del cancer.*
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57

Figura 17. Diterpenos encontrados en especies de Bursera y el paclitaxel.

Adicionalmente, terpenos menos complejos como sesquiterpenos se han reportado
en las especies como B. graveolens, tal es el 6,10-epoxi-7(4)-isodaucano (58), 6,10-
epoxi-7(4)-isodaucano-10-ol (59), vy los monoterpenos 1-acetilo-4-isopropenilo-1-
ciclopenteno (60) y el 2-metilo-5-isopropenilo-1-ciclopenteno-2-carboxialdehido

(61).%
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Figura 18. Sesquiterpenos y monoterpenos encontrados en Bursera graveolens.

2.2.4 Flavonoides obtenidos de especies de Bursera.

En B. leptophloeos también se han identificado diversos compuestos con esqueleto

de flavonoide como la desmetilicaritina (62), la aglicona de amurensina (63), B-

anhidroicaritina (64) y felamuretina (65). (Fig. 19).*"®
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Figura 19. Flavonoides obtenidos de Bursera leptophloeos.

De las hojas de B. fagaroides var. elongata se aisl6 el 3’-O-a-L-ramnopirandsido de
luteolina (66) mientras que de B. ariensis, B. biflora, B. bipinata, B. excelsa y B.
hintonii se aisl6 3-O-a-L-ramnopiranésido de miricetina (67).* También de B.
graveolens se han aislado 66, 3'-O-a-L-(3"-acetilo-2"-E-p-cumarilo) ramnopirandosido
de luteolina (68), 3'-O-a-L-(2"-E-p-cumarilo) ramnopirandésido de luteolina (69), 3'-O-
a-L-(3"-E-p-cumarilo) ramnopirandsido de luteolina (70), 3-0O-B-D-glucopiranésido
de kaemferol (71), 3-0O-B-D-xilopirandsido de kaemferol (72), 3-O-B-D-
galactopiranésido de quercetina (73) y 3-O-a-L-arabinofurandsido de quercetina

(74) (Fig. 20).*°
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Figura 20. Flavonoides obtenidos de B. ariensis, B. biflora, B. bipinata, B. excelsa, B.

hintonii y B.graveolens.
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2.3 Sintesis de dibenzociclooctanos a partir de lignanos

dibenzobutirolactonas

Varias metodologias se han reportada para la preparacion de lignanos con esqueleto
de dibenzociclooctano a partir de dibenzobutirolactonas por reaccion de ciclacion
oxidativa utilizando diferente reactivos oxidantes de metales pesados. Se han
reportado diversas reacciones de ciclizacion oxidativa, como por ejemplo Petit et
al.>!, emplearon el oxitrifloruro de Vanadio (VOFs) a partir de los lignanos 6, 7, para
la obtencion del isostegane (27), y el 5-desmetoxiestegano (75). Schlessinger y
colaboradores®? reportaron la reaccién de 6 con VOFs, en &cido trifuoroacético (TFA)
y trifloruro de boro eterato (BFsz*Et,O) para dar 27 en un 65-70%. Cuando
modificaron el agente oxidante el éxido de talio (TI,O3), bajo las mismas condiciones

condujo a 27 en 65% de rendimiento (Figura 21).

Otra  metodologia fue reportada por Wards y colaboradores® donde se utilizo
RuO,+2H,0, TFA, anhidrido trifluoroacético (TFAA), BF3*Et,O y CH,CI, en diversas
cis- y trans- butirolactonas. Como ejemplo, se obtuvo el dibenzocilooctano 28 en 90%

de rendimiento a partir de 76 (Figura 21).
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Figura 21. Reactivos reaccion de ciclizacion: (a) VOFs—TFA,; (b) VOF;, TFA, BF3*
EtzO; (C) T|203, TFA, BF3' Etzo; (d) RUOz'Hzo, TFA-TFAA, BF3' Etzo.
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En el presente trabajo se llevo a cabo el estudio quimico de la resina de Bursera
fagaroides y de la resina y los tallos de Bursera medranoana. De este estudio se
lograron aislar de varios triterpenos y lignanos, algunos de los cuales se usaron

como material de partida para la sintesis de lignanos 5'-desmetoxiestaganolactonas.

En adicion, se participo en el aislamiento y caracterizacion de algunos metabolitos de
Acacia schafferi, una especie abundante en el estado de hidalgo que nuestro grupo
de investigacion ha venido estudiando. En una investigacion previa de A. schaffneri,
del extracto hexanico de la parte aérea se aislaron los diterpenos conocidos como
seco-oxacassanos (Figura 22), el (-)-7,8-seco-7,8-oxacassa-13,15-dien-7-ol (77), (-)-
7,8-seco-7,8-oxacassa-13,15-dien-7,17-diol (78) y (-)-7,8-seco-7,8-oxacassa-13,15-
dien-7-ol-17-al (79).>**®> En dicho estudio también se aisl6 un bis-seco-oxacassano
denominado schaffnerina (80), del cual hizo falta su caracterizacion completa por

rayos-X.
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80

Figura 22. Estructuras de los metabolitos seco-oxacassanos aislados de Acacia
schaffneri.
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3. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo consistido en llevar a cabo el estudio quimico de
Bursera fagaroides y Bursera medranoana, asi como la sintesis de
esteganolactonas a partir de lignanos obtenidos de estas especies, con la
finalidad de contribuir al conocimiento de compuestos de origen natural o

semisintéticos con potencial actividad anticancerigena y antiinflamatoria.
3.1. Objetivos especificos

e Colecta e identificacion taxonémica de las especies.

e Preparacion de extractos con disolventes de diferente polaridad.

e Aislar los metabolitos secundarios mediante técnicas
cromatograficas de los extractos de tallos y resinas de estas
especies.

e Caracterizacion por medio de métodos fisicos y espectroscépicos.

e Obtenciébn de 5'-desmetoxiesteganolactonas partir de lignanos
relacionados con la podofilotoxina aislados de estas especies.

e Determinar la configuracion absoluta de las esteganolactonas
mediante Dicroismo Circular Vibracional.

e Obtencion de la schaffnerina de Acacia schaffneri para completar

su caracterizacion mediante difraccion de rayos-X.
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4. JUSTIFICACION

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el afio
2008 se registraron en Meéxico 539,530 defunciones, de las cuales 55.7%
sucedieron en hombres y 44.3% en mujeres. Los tumores malignos ocuparon el
tercer lugar en la lista de principales causas de defuncion en el pais; por dicha

causa fallecieron 67,046 personas, cuyo volumen representa 124 % de

defunciones registradas en el afio (INEGI 2010).*°

Aungue en la actualidad se cuenta con diversos farmacos para el control de dichos
padecimientos, es bien conocido que se siguen teniendo serias desventajas en
cuanto a reacciones colaterales adversas (toxicidad), a la baja eficacia de las
drogas (resistencia por parte de las células cancerosas) y al elevado costo de los
tratamientos. El estudio quimico y biolégico de especies de Bursera puede
conducir a la obtencion de principios con actividad anticancerigena y
antiinflamatoria relevante y que en un futuro pudiesen ser utilizados para el
tratamiento de estas enfermedades con mayor eficacia. Asi mismo, la sintesis de
derivados de lignanos tipo 5'-desmetoxiesteganolactonas a partir de fuentes
naturales, puede contribuir al conocimiento de nuevos principios activos

anticancerigenos y antiinflamatorios.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencidn de extractos de la resina de Bursera fagaroides

y Bursera medranoana

La resina de Bursera fagaroides® se colecté en Chilpancingo, Gro. en Julio de
2009, mientras que la de Bursera medranoana en el estado de Hidalgo, en Enero
de 2011.

La resina se pulverizé6 en un mortero, se extrajo con etanol mediante reflujo por 4
h, se filtr6 y se concentré en el rotaevaporador para obtener una miel de color

café, 46 g para B. fagaroides y 1.4 g para B. medranoana.

5.2 Separacion cromatografica del extracto etandlico de la

resina de Bursera fagaroides

Una alicuota del extracto de EtOH (7.4 g) se sometié a separacion mediante CC,
empleando gel de silice (230-400 mesh ASTM) y como eluyentes mezclas de
hexano-AcOEt (4:1 440 mL, 7:3 940 mL, 1:1 300 mL), AcOEt (580 mL) y MeOH
(300 mL). El andlisis mediante CCF permitié su agrupaciéon en fracciones gruesas

etiguetadas como A-J.

El anélisis por RMN de *H de las fracciones A y B permitié concluir que es material
graso, asi como de F-C se identifico al ent-kaurenol®. La fraccién D (1.61 g) se
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purifico en gel de silice utilizando hexano-AcOEt y AcOEt. Se colectaron 31
fracciones de 10 mL, las cuales se analizaron mediante CCF para su agrupacion y
se etiquetaron como D1-D4. La fraccion D-2 se analiz6 por RMN resultando ser
una mezcla de dos triterpenos. Posteriormente se purific6 mediante sucesivas
cromatografias en columna (CC), donde se obtuvo un sdlido blanco (17.6 mg,
0.24%) que mostré [a]2= +31.1 (c 1.58, CHCly), Lit.*® [a]Z= +63.8 (c 0.273,
CHCI3). Este compuesto se caracterizd0 mediante sus datos fisicos vy

38,57

espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos como el (+)-

acido anwuweizonico (81).

En su espectro de RMN 'H (Figura 23) presentd entre sus sefiales mas
significativas, una sefial triple de dobles (J=7.5, 1.3 Hz) en 6 6.09 ppm
caracteristica de un protdn vinilico que fue asignada al hidrogeno H-24. A
frecuencias bajas se observd una sefial simple en 6 1.92 caracteristica de un
metilo vinilico asignada al grupo metilo 27, una sefal doble (J=6.4 Hz) en & 0.87
asignada al metilo secundario 21, adicionalmente cinco sefiales simples en &
1.10, 1.05, 1.04, 0.89 y 0.76 ppm, que integraron para 3 protones cada una, y que
se asignaron a los metilos 29, 19, 28, 30 y 18, respectivamente. En el espectro de
13C (Figura 24), se observaron 30 sefiales, entre ellas una sefial en &218.4 ppm
sefal caracteristica de un carbonilo de cetona, que se asigno a C-3, en 6 173.4
ppm se aprecio una sefial caracteristica de un carbonilo de acido carboxilico y que

se asignd a C-26, entre 6 149.2 y 125.8 ppm 4 sefiales caracteristicas para los
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carbonos de doble enlace correspondientes a C-8, C-9, C-25 y C-24,

respectivamente. A frecuencias bajas se observd el resto de las sefales

caracteristicas de los carbonos sp® de la sustancia.

El espectro HMBC de 81 (Figura 25) presentd la correlacion a dos y tres enlaces
entre los protones del grupo metilo 27 con C-25 y C-24 respectivamente, asi como
con C-26 del grupo carboxilato, confirmando la presencia de este grupo en la

cadena lateral de la estructura.

Adicionalmente, la purificacion de esta fraccion condujo a la obtencion de la otra
sustancia con aspecto de miel transparente (8 mg, 0.11%), que se caracterizd
mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por comparacion con
datos descritos®® como el &cido masticadienoico (82). Su espectro de RMN de *H
(Figura 26) fue muy similar al del compuesto 81 y mostro 2 sefiales caracteristicas
de protones vinilicos en 6 6.08 y 5.30 ppm que fueron asignadas a los hidrégenos
H-24 y H-7, esta Ultima adicional en este compuesto. El resto de los protones
presentaron pequefias modificaciones en cuanto a desplazamiento quimico con
respecto al compuesto 81. De igual forma el espectro de RMN *3C (Figura 27) del
compuesto 82 fue muy semejante al de 81, los carbonos presentaron pequefas

modificaciones en cuanto a desplazamiento quimico.
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Resultados y Discusién

La separacion cromatografica de la fraccion D-3 (330 mg) en gel de silice
utilizando como eluyentes hexano-AcOEt y AcOEt, dio lugar a un sdlido blanco (13

mg, 0.17%) que se caracterizdO mediante sus datos fisicos y espectroscépicos, asi
como por comparacién con datos descritos® como el (+)-(16S,20S)-

dihidroxidammara-24-en-3-ona (83).

En su espectro de RMN 'H (Figura 28) presentd entre sus sefiales mas
significativas, una sefal triple de triples (J=7.5, 1.3 Hz) en & 5.14 ppm
caracteristica de un proton vinilico que fue asignada al hidrégeno H-24, en & 4.53
ppm una sefal doble de dobles (J=10.5, 5.4 Hz) caracteristica de un protén base
de OH que se asign6 a H-3, dos sefiales simples anchas en 3 2.92 y 2.71 ppm
correspondiente a los protones de los grupos hidroxilo en C-16 y C-20. A
frecuencias bajas se observaron dos sefiales simples en & 1.69 y 1.64
caracteristicas de metilos vinilicos asignadas a los grupos metilo 26 y 27,
adicionalmente seis sefiales simples en 6 1.31, 1.08, 1.07, 1.04, 0.95 y 0.88 ppm,
que integraron para 3 protones cada una, y que se asignaron a los metilos 21, 28,
30, 29, 19 y 18, respectivamente. En el espectro de **C (Figura 29), se observaron
30 sefales, entre ellas una sefial en 6218.1 ppm sefal caracteristica de un
carbonilo de cetona que se asigné a C-3, en 6 132.0 y 124.5 ppm 2 sefales
caracteristicas para los carbonos de doble enlace correspondientes a C-25y C-24,

dos sefiales caracteristicas de carbono base de oxigeno en & 75.7 y 74.3 ppm
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Resultados y Discusién

gue se asignaron a C-20 y C-16, respectivamente. A frecuencias bajas se observo

el resto de las sefiales caracteristicas de los carbonos sp® de la sustancia.

El compuesto se recristalizO de MeOH obteniéndose cristales con punto de fusion

(p.f.) 185-187°C, adecuados para su difraccion de rayos-X (Figura 30). Este

compuesto mostré [«]2°= +56.8 (c 0.65, CHCI3) Lit.>® [«]%*= +55.0 (c 0.85, CHCl3).

La fraccién G (1.4 g) se recromatografié en gel de silice utilizando CHCI3-AcOEt
(49:1, 600 mL), AcOEt (250 mL) y MeOH (125 mL). De la fraccibn 6-10 se
obtuvieron 290 mg (5.3 %) en forma de una miel transparente que mostr6 [a]3’= —
33.1 (c 1.1, CHCIy). Este compuesto se caracterizé mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacion con datos descritos,”® como la (-)-

5'-desmetoxiyateina (7).

La purificacién de la fraccién H (690 mg) se llevé a cabo en gel de silice utilizando
como eluyentes mezclas de CHCI3-AcOEt, AcOEt y MeOH. Se obtuvieron 239
mg (4.4%) en forma de una miel transparente que mostré [a]3® = - 33.2 (c 0.91,
CHCI3). Esta sustancia se caracterizd6 mediante sus datos fisicos vy
espectroscopicos, asi como por comparacion con datos descritos,”® como la (-)-

yateina (6).
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Resultados y Discusién

Sistema cristalino: Trigonal

Grupo espacial: R 3

Figura 30. Estructura del (+)-(16S,20S)-dihidroxidammara-24-en-3-ona (83) obtenida
por difracciéon de rayos-X.

Posteriormente, la fraccién | (563 mg) se purificd en gel de silice utilizando como
eluyentes CH,Cl,-AcOEt y AcOEt. Se colectaron 23 eluatos de 10 mL, los cuales
se analizaron mediante CCF para su agrupacion. La fraccién 12-15 se disolvié en
MeOH y del precipitado se obtuvieron 16 mg (0.28%) en forma de un solido blanco
que mostré [a]z’= + 115.0 (c 0.90, CHCIs). Este compuesto se caracterizd
mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por comparacion con
datos descritos,® como la (+)-y-apopicropodofilina (84). Sus espectros de RMN de

'H y 3C se muestran en la Figura 32 y 33, respectivamente.
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En su espectro de RMN *H a 19°C (Figura 32, Tabla 3) se aprecié una sefial en
8 6.79 ppm para el proton H-2, en 6 6.53 ppm una sefial simple correspondiente a
H-5. En 65.98 ppm se aprecio una sefial simple que integra para dos protones
caracteristica del grupo metilendioxi (H-10), dos sefiales triples en & 4.71 ppm y

4.02 (J= 8.8 Hz) correspondientes a los protones H-9a y H-9B. En & 3.93 una
sefal simple que integré para 3 protones correspondiente al grupo OMe en C-4'y
en & 3.84 ppm una sefial simple ancha que integr6 para 6 protones y que
correspondieron a los MeO en C-3'y C-5', respectivamente. En 6 3.41 ppm se
observé una sefial doble de triple (J=15.4 y 8.7 Hz) que se asigno a H-8, en &
2.95 ppm una sefial doble de dobles (J=15.2 y 6.8 Hz) asignada al proton H-7a. y

una sefial triple en 6 2.81 (J= 16.0 Hz) asignada a H-7p.

Adicionalmente, en su espectro de RMN *H a 50°C (Figura 32) se apreci6 una
sefal simple ancha en 6 6.50 ppm para los protones H-2'y H-6' que en el espectro
de RMN *H a 19°C no se pudieron observar. Asi como también se observé en &
3.82 una sefial simple que integré para 6 protones y que correspondieron a los

MeO en C-3'y C-5', respectivamente.

En su espectro de *C (Figura 33, Tabla 4) presenté entre sus sefiales mas
caracteristicas, entre ellas la sefial en 6 167.9 ppm caracteristica de un carbonilo
de lactona asignada a C-9', 4 sefiales tipicas de carbonos aromaticos base de

oxigeno en ¢ 152.9, 148.8, 147.0 y 138.9 ppm correspondientes a C-3', C-5', C-4,
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C-3 y C4' respectivamente, 8 sefiales caracteristicas de carbonos aromaticos entre
6 147.3 y 108.6 ppm para el resto de los carbonos de los dos anillos aromaticos,
en 6101.6 ppm la sefal para C-10 del grupo metilendioxi y en 6 70.8 ppm una
sefal base de lactona correspondiente a C-9. En § 61.0 y 56.4 ppm se apreciaron
los carbonos de OMe en C-4', C-3'y C-5', respectivamente. A frecuencias bajas 2
sefiales tipicas de carbonos alifaticos sp® en & 36.0 y 33.5 ppm correspondientes a

C-8 y C-7 presentes en este compuesto.

La sustancia se cristalizd de CHCI3-MeOH (1:4), obteniéndose cristales adecuados

para su difraccion de rayos-X, con punto de fusion 294-295 °C (Figura 31).

Sistema cristalino: Monoclinico

Grupo espacial: P2;

Figura 31. Estructura de la (+)-y-apopicropodofilina (84) obtenida por difraccion de

rayos-X.
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Resultados y Discusién

Por otro lado, la parte soluble de MeOH de la fraccion 12—-15 se purificO mediantes
sucesivas CC en gel de silice con CH,Cl,-AcOEt y AcOEt como eluyentes,
permitiendo la obtencion de 5 mg (0.07%) en forma de una miel transparente que
mostré [a]2= — 27.8 (c 0.45, CHCly) Lit.'" [a]2®= — 27.6 (c 0.87, CHCIls). Este
compuesto se caracterizd mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi
como por comparacién con datos descritos,®* como la (-)-isoarctigenina (85). Sus

espectros de RMN de 'H y *C se muestran en las Figuras 34 y 35,

respectivamente.

En su espectro de RMN *H (Figura 34, Tabla 3) se apreci6 una sefial en &6.80
ppm (J=8.0 Hz) para el protdbn H-5, en 86.77 ppm una sefal doble (J=8.8 Hz)
correspondiente a H-5', una sefial doble de dobles (J=5.2, 2.0 Hz) en 5 6.65 ppm
asignada para H-6', en 3 6.64 ppm una sefal doble (J=2.0 Hz) correspondiente al
proton H-2', una sefial doble de dobles (J=8.0 y 1.9 Hz) en & 6.51 ppm para H-6,
en d 6.42 ppm una sefial doble (J=1.9 Hz) correspondiente al protén H-2. En & 5.50
ppm se aprecio una sefial simple asignada al OH en C-4, una seial doble de
dobles en 6 4.13 ppm (J=9.1, 7.2 Hz) correspondiente al proton H-9a. En & 3.92
ppm se aprecié una sefial doble de dobles (J=10.8 y 7.2 Hz) que se asignd al
proton H-9B y tres sefales simples en 6 3.85, 3.82 y 6 3.80 ppm que integraron
para 3 protones cada una y que correspondieron a los OMe en C-4', C-5'y C-3',
respectivamente. En & 2.97 ppm se observo una sefial doble de dobles (J=14.0 y

4.9 Hz) que se asigno a H-7ay en & 2.90 ppm una sefal doble de dobles (J=14.0
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y 6.6 Hz) asignada al proton H-7p3. A frecuencias bajas se observaron sefiales

multiples entre 6 2.60 y 2.48 ppm correspondientes a los protones H-8, H-7 y H-8'.

En el espectro de **C (Figura 35, Tabla 4) se observaron 21 sefiales, entre ellas la
sefal en 6 178.8 ppm caracteristica de un carbonilo de lactona asignada a C-9’, 4
sefales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno en & 149.0, 147.8, 146.5
y 144.4 ppm correspondientes a C-3', C-4’, C-5 y C-4 respectivamente, 8 sefales
caracteristicas de carbonos aromaticos entre 5 130.2 y 110.9 ppm para el resto de
los carbonos de los dos anillos arométicos, en 671.3 ppm una sefal base de
lactona correspondiente a C-9. En 5 55.8 ppm se apreciaron los carbonos de OMe
en C-3, C-4’ y C-5, respectivamente. 4 sefiales tipicas de carbonos alifaticos sp®
en 6 46.5, 41.1, 38.3 y 34.5 ppm correspondientes a C-8, C-8, C-7 y C-7

presentes en la sustancia.
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Resultados y Discusién

Tabla 3. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento (&
en ppm, J en Hz) de RMN *H de los lignanos 84 y 85 (CDCls, 400 MHz).

Proton

84
2 6.75 (s)*
5 6.53 (s)*
6
70 2.95 (dd, 15.2,6.8)
7B 2.81 (t,16.0)
8 3.40 (dt, 15.4, 8.7)
9a. 4.71 (t, 8.8)
9B 4.02 (t, 8.8)
10 5.95 (s)
2' 6.50 (s)
5
6' 6.50 (s)
T'o
B
g
OMe-3' 3.84 (s, )
OMe-4' 3.92 (s)
OMe-5' 3.84 (s, )
OH-4

on, mult. (J in Hz)

85

6.42 (d,1.9)

6.80 (d, 8.0)

6.51 (dd, 8.0, 1.9)
2.60 (m)

2.48 (m)

2.58 (m)

4.13 (dd, 9.1, 7.2)
3.92 (dd, 10.8, 7.2)
3.82(s)

6.64 (d,2.0)

6.77 (d,8.8)

6.65 (dd,5.2,2.0)
2.97 (dd, 14.0,4.9)
2.97 (dd, 14.0,6.6)
2.51 (m)

3.80 (s)

3.85 (s)

5.50 ()

* Observados en su espectro de RMN *H a 50°C.
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos (8 en ppm) de RMN **C de los lignanos 84 y
85 (CDCls,100 MH2).

Carbono oc
84 85

1 130.1 129.7
2 109.6 110.9
3 147.0 146.5
4 148.8 144.4
5 109.6 114.4
6 130.8 121.3
7 335 38.3
8 36.0 41.1
9 70.8 71.3
10 101.6 55.8
1 129.6 130.2
2' 108.6 112.2
3 152.9 149.0
4' 138.9 147.8
5' 152.9 110.9
6' 108.6 121.3
T 147.3 34.5
8' 120.1 46.5
9 167.9 178.8
OMe-3 — 55.8
OMe-3' 56.4 55.8
OMe-4' 61.0 55.8
OMe-5' 56.4 —
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5.3 Separacion cromatografica del extracto etandlico de la

resina de Bursera medranoana

Una alicuota del extracto de EtOH (1.4 g) se someti6 a separacion mediante
cromatografia en columna (CC), empleando gel de silice y como eluyentes mezcla
de hexano-AcOEt (4:1 220 mL, 7:3 800 mL, 1:1 200 mL), AcOEt (450 mL) y MeOH
(150 mL). Se colectaron 79 eluatos de 20 mL los cuales se analizaron mediante

CCF para su agrupacion en fracciones gruesas etiquetadas como A-J.

De la fraccién C 17-21 se obtuvieron 102.2 mg (7.811%) en forma de un sélido
blanco con p.f. 115-117 °C. El cual se caracterizé como eufol (86) con base en

sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por la comparacion con datos de la

literatura.>> %2

Su espectro de RMN *H (Figura 36) mostré en §5.12 ppm una sefial triple
caracteristica de un protén vinilico (H-24), en & 3.22 ppm una sefial doble de
dobles (J=12.0 y 4.0 Hz) caracteristica de un proton base de OH que fue asignada
a H-3. En 6 1.68 y 1.61 ppm dos sefiales simples caracteristica de metilos vinilicos
y a frecuencias bajas se observaron 5 sefiales simples en 6 1.05, 0.99, 0.97,0.93 y
0.90 ppm para los Me-28, Me-19, Me-30, Me-29 y Me-18 respectivamente,
mientras que el metilo secundario (21) se observo en & 0.86 ppm como una sefial

doble (J=7.0 Hz).
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La purificacion de la fraccion E (101.5 mg) mediante CC, empleando gel de silice y
como eluyente CHCI3-AcOEt y AcOEt. De la fraccion 9-10 se obtuvieron 13 mg

(0.90%) en forma de una miel transparente que mostré [a]3z’= — 31.7 (c 0.83,
MeOH). El andlisis de sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por

comparacién con datos descritos °*°* hizo evidente de que se trataba del lignano

conocido como (-)-hinokinina (87) (Figura 37).

En su espectro de RMN *H (Figura 37, Tabla 5) se aprecié una sefial doble (J=8.0
Hz) en 6 6.73 ppm para el proton H-5', en § 6.70 ppm una sefial doble (J=8.4 Hz)
correspondiente a H-5, una sefial doble (J=1.6 Hz) en 6 6.62 ppm asignada para
H-2', en 6 6.60 ppm una sefial doble de dobles (J=8.0, 1.6 Hz) correspondiente al
proton H-6', una sefial doble de dobles (J=8.4y 2.0 Hz) en & 6.47 ppm para H-2,
en 8 6.46 ppm una sefial doble (J=1.6 Hz) correspondiente al proton H-6. En & 5.94
ppm se aprecio una sefial multiple que integra para 4 protones caracteristica de
grupos metilendioxi (H-10 y H-10"), una sefial doble de dobles en & 4.13 ppm
(J=9.2, 7.2 Hz) correspondiente al proton H-9a. En 6 3.86 ppm se aprecio una
sefial doble de dobles (J=9.2 y 7.2 Hz) que se asign6 al proton H-9B. En 6 2.99
ppm se observéd una sefial doble de dobles (J=14.0 y 5.2 Hz) que se asign6 a H-
7T'ayen 6 2.84 ppm una sefal doble de dobles (J=14.0 y 7.2 Hz) asignada al
proton H-7'B. A frecuencias bajas se observaron sefiales multiples entre 52.60 y

2.40 ppm correspondientes a los protones H-7, H-8' y H-8.
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En el espectro de *C (Figura 38, Tabla 6) se observaron sefiales caracteristicas
para este tipo de compuestos, entre ellas la sefial en 6 178.74 ppm caracteristica
de un carbonilo de lactona asignada a C-9', 4 sefiales tipicas de carbonos
aromaticos base de oxigeno en & 147.8, 147.7, 1464 y 146.2 ppm
correspondientes a C-3, C-5, C-4" y C-4 respectivamente, 8 sefiales
caracteristicas de carbonos aromaticos entre 6 131.5 y 108.2 ppm para el resto de
los carbonos de los dos anillos arométicos, en 671.1 ppm una sefial base de
lactona correspondiente a C-9. 4 sefiales tipicas de carbonos alifaticos sp® en &
46.4, 41.2, 38.3 y 34.7 ppm correspondientes a C-8', C-8, C-7 y C-7' presentes en

la sustancia.

El andlisis de las fracciones F-H se analizaron mediante CCF y RMN de 'H hizo

evidente de que contiene los compuestos 4-7 presentes en la resina de Bursera

fagaroides.>*® Por lo que no se continué con su purificacion.
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Resultados y Discusién

La purificacion de la fraccion | (74.0 mg) mediante CC, condujo a la obtencion de
un compuesto en forma de sélido blanco (7 mg), cuyo analisis por RMN de 'H y
13C, y la comparacién con datos descritos,® permitié su caracterizacién como el

éter metilico de la dehidropodofilotoxina (88), el cual es un lignano conocido.

En su espectro de RMN *H (Figura 39, Tabla 5) se aprecié una sefial simple en
d 7.57 ppm para el proton H-2, en 6 7.07 ppm una sefial simple correspondiente a
H-5, una sefal simple que integré para dos protones en 6 6.52 asignada a H-2'y
H-6'. En 8 6.10 ppm se aprecio una sefial simple que integré para dos protones
caracteristica del grupo metilendioxi (H-10), en 8 5.53 ppm una sefal simple
correspondiente a los protones H-9a y H-98. Entre & 4.10, 3.96 y 3.84 tres

sefales simples correspondientes a los grupos OMe presentes en la estructura en

C-7,C-4'y C-3'y C-5', respectivamente.

En su espectro de *C (Figura 40, Tabla 6) presentd entre sus sefiales mas
caracteristicas, entre ellas la sefial en 8 169.3 ppm caracteristica de un carbonilo
de lactona asignada a C-9', 5 sefiales tipicas de carbonos aromaticos base de
oxigeno en § 152.9, 149.9, 148.9, 148.4 y 137.6 ppm correspondientes a C-3', C-
5, C-3, C-4, C-7 y C-4' respectivamente, 12 sefiales caracteristicas de carbonos
aromaticos entre 6 135.3 y 98.5 ppm para el resto de los carbonos de los anillos
aromaticos, en 6 101.9 ppm la sefial para C-10 del grupo metilendioxi y en 3 66.5

ppm una sefal base de lactona correspondiente a C-9. Entre 5 61.0 y 56.1 ppm se
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apreciaron las 4 sefales para los carbonos de los grupos OMe en C-4', C-7, C-3'y

C-5' respectivamente.

Adicionalmente, de la fraccion 6-13 precipitd un solido blanco, el andlisis de sus

datos fisicos y espectroscépicos de RMN de *H y *3C y por la comparacion con

41, 66

datos descritos, permitié su caracterizacion como el acido 3-oxo-tirucala-7,24-

dien-21-oico (89). Su espectro de RMN de 'H (Figura 41) mostré 2 sefiales

caracteristicas de protones vinilicos en 6 5.32 y 5.10 ppm que fueron asignadas a
los hidrégenos H-7 y H-24, esta ultima adicional en este compuesto. En 6 1.69 y
1.59 ppm dos sefales simples caracteristica de metilos vinilicos Me-27 Me-26 y a
frecuencias bajas se observaron 5 sefiales simples en 61.12, 1.05, 1.01, 0.99 y

0.89 ppm para los Me-29, Me-28, Me-30, Me-19 y Me-18 respectivamente.

En el espectro de **C (Figura 42), se observaron 30 sefiales, entre ellas una sefial
en 8 216.9 ppm sefal caracteristica de un carbonilo de cetona que se asigno a C-
3, en & 180.9 ppm se aprecié una sefial caracteristica de un carbonilo de acido
carboxilico y que se asigné a C-21, entre 6 1454 y 118.2 ppm 4 sefiales
caracteristicas para los carbonos de doble enlace correspondientes a C-8, C-7, C-
25 y C-24. A frecuencias bajas se observo el resto de las sefiales caracteristicas

de los carbonos sp® de la sustancia.
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Resultados y Discusién

Tabla 5. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento (&

en ppm, J en Hz) de RMN *H de los lignanos 87 y 88 (CDCls, 400 MHz).

Proton on, mult.(J in Hz)
87 88

2 6.47 (dd, 8.4, 2.0) 7.57 (s)

5 6.70 (d, 8.4) 7.07 (s)

6 6.46 (d, 1.6)

To 2.60 (m)

7B 2.60 (m)

8 3.40 (dt, 15.4, 8.7)

9a 4.13 (dd, 9.2,7.2) 5.53 (s)

9B 3.86 (dd, 9.2,7.2) 5.53 (s)

10 5.94 (m) 6.10 (s)

2' 6.62 (d, 1.6) 6.52 (s)

5 6.53 (d, 8.0)

6' 6.60 (dd, 8.0, 1.6) 6.52 (s)

T'o 2.99 (dd,14.0, 5.2)

7B 2.84 (dd,14.0,7.2)

8 2.48 (m)

10’ 5.94 (m)

OMe-3' 3.84 (s)

OMe-4' 3.96 (s)

OMe-5' 3.84 (s)

OMe-7 4.10 (s)
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos (8 en ppm) de RMN **C de los lignanos 87 y
88 (CDClI3,100 MHz).

Carbono oc
87 88

1 131.5 127.7
2 108.7 98.5
3 147.8 149.9
4 146.3 148.9
5 108.2 104.0
6 121.5 132.1
7 38.3 148.4
8 41.2 191.4
9 71.1 66.5
10 100.9 101.9
1 131.2 130.4
2' 122.1 107.3
3 147.8 152.9
4 146.3 137.6
5' 108.2 152.9
6' 109.3 107.3
7 34.7 135.3
8' 46.4 125.7
9 178.4 169.3
10' 100.9

OMe-3' 56.1
OMe-4' 61.0
OMe-5' 56.1
OMe-7 60.0
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5.4 Separacion cromatogréafica del extracto hexanico de los

tallos de Bursera medranoana

Una alicuota del extracto hexanico (5.0 g) se sometio a separacion mediante CC,
empleando gel de silice y como eluyentes mezclas de hexano-AcOEt, AcOEt y
MeOH. Se colectaron eluatos de 20 mL para obtener un total de 77 fracciones, las
cuales se analizaron mediante CCF para su agrupacion en fracciones gruesas
etiquetadas de A-H. El andlisis por RMN de 'H de la fraccion A evidencié la
presencia de material graso. De la fraccion B 15-17 se obtuvieron 190 mg (3.80 %)

en forma de una miel y transparente. Este compuesto se caracterizO mediante sus
datos fisicos y espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos®’

como el 6xido de B-cariofileno (90).

En su espectro de RMN de 'H (Figura 43) se apreciaron dos sefiales simples
anchas en 6 4.97 ppm y en 6 4.85 ppm correspondientes a los protones vinilicos
asignados como H-13 y H-13’, en 6 2.88 ppm una sefal doble de dobles (J=10.8 y
4.4 Hz) tipica de protén base de epodxido correspondiente a H-5, una sefial doble
de dobles (J=19.2 y 9.6 Hz) en 6 2.61 ppm asignada a H-9, tres sefales simples
en 61.20 ppm, 1.00 ppm y 0.98 ppm asignadas a los grupos metilo 12, 15y 14,

respectivamente.
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En su espectro de *C  (Figura 43) se observaron 15 sefiales, entre ellas dos
sefales tipicas de un doble enlace exociclico en 6 151.8 ppm y en 112.8 ppm de
C-8 a C-13, en 663.7 ppm y 59.8 ppm dos sefiales de carbono caracteristicas
base de epdxido para C-4 y C-5 y 11 sefiales correspondientes a los carbonos

alifaticos entre 8 50.7 ppm y 17.0 ppm.
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Figura 43. Espectros de RMN de *H (400 MHz, abajo) y *3C (100 MHz, arriba) del B-cariofileno (90) en CDCls.
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La fraccion C se purifico por CC empleando gel de silice y como eluyentes
hexano-AcOEt (4:1, 250 mL) y AcOEt (150 mL). Se colectaron 32 fracciones 10
mL que se analizaron mediante CCF. En la fraccion 9 se obtuvo un sélido blanco

(25 mg, 0.50 %) que se caracteriz6 mediante sus datos fisicos y espectroscépicos,

asi como por comparacién con datos descritos *> como el betulonal (91).

En su espectro de RMN H (figura 45) se aprecié en 8 9.65 ppm una sefial simple
caracteristica de un proton de aldehido asignada a H-28, dos sefiales simples
anchas en & 4.74 y 4.61 ppm caracteristicas de un metileno exociclico que se
asignaron a los protones H-29 y H-29", en 6 2.87 ppm una sefial triple de dobles
(J=11.0 y 5.8) correspondiente al proton H-19 y una sefial simple en 5 1.68 ppm
caracteristica de metilo vinilico. A frecuencias bajas, en 5 1.05, 0.99, 0.97, 0.93 y
0.90 ppm se observaron 5 sefiales simples para los Me-23, Me-24, Me-27, Me-25
y Me-26, respectivamente.

En el espectro de *3C (Figura 46) se observaron 30 sefiales, entre ellas una sefial
en 6 218.1 ppm sefial caracteristica de un carbonilo de cetona que se asigné a C-
3, en & 206.6 ppm se aprecié una sefial caracteristica de un carbonilo de aldehido
y que se asigno a C-28, en 6149.7 y 110.3 ppm se observaron las sefales

debidas a los carbonos del doble enlace C-20 y C-29, respectivamente. A

frecuencias bajas se observo el resto de las sefiales caracteristicas de los

carbonos sp° de la sustancia.
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Las fracciones 10-14 se analizaron por RMN de *H lo cual condujo a caracterizar
nuevamente el 6xido de B-cariofileno (90). La fraccion 15-32 se purific6 mediante
CC, empleando gel de silice y como eluyentes hexano-AcOEt (4:1, 250 mL) y
AcOEt (150 mL). Se colectaron 37 fracciones 10 mL que se analizaron mediante
CCF. En la fraccion 9-13 se obtuvo un sélido blanco (13 mg, 0.26 %) que se

caracteriz0 mediante sus datos fisicos y espectroscépicos como el 3-oxo-4-en-

estigmastano (92).%®

En su espectro de RMN *H (figura 47) se aprecié en §5.74 ppm una sefial simple
caracteristica de un proton vinilico asignada a H-4, en 4 2.87 ppm una sefial triple
de dobles (J=11.0 y 5.8) correspondiente al proton H-19. A frecuencias bajas, una
sefial doble (J=5.8) en & 0.99 caracteristica de un grupo metilo secundario
correspondiente para Me-21, en 6 1.18, 0.92, 0.84, 0.82 y 0.71 ppm se observaron

5 sefales simples para los Me-19, Me-26 Me-27, Me-29 y Me18, respectivamente.

En el espectro de *C (Figura 48) se observaron 29 sefiales, entre ellas una sefial

en 8 218.1 ppm sefal caracteristica de un carbonilo de cetona que se asigno a C-
3, en & 206.6 ppm se aprecié una sefial caracteristica de un carbonilo de aldehido
y que se asigné a C-28, en 6149.7 y 110.3 ppm se observaron las sefales

debidas a los carbonos del doble enlace C-20 y C-29, respectivamente. A

frecuencias bajas se observo el resto de las sefales caracteristicas de los

carbonos sp® de la sustancia.
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Asi como de la fraccion 22-37 se obtuvo un sélido blanco (64.4 mg, 1.29 %) que
se caracteriz6 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por

comparacién con datos descritos como la mezcla de los acetatos de a y B amirina

(93) y (94) (Figura 44).*°

La fraccion D (1.61 g) la cual se purifico en gel de silice utilizando como eluyentes
hexano-AcOEt (5:1 310 mL) y AcOEt (150 mL). Las fracciones 7-8 se analizaron
por RMN de 'H lo cual condujo a caracterizar nuevamente la mezcla de los
acetatos de o y B amirina (93) y (94). Posteriormente en las fracciones 15-21 se
obtuvo un sdlido blanco (196.5 mg, 3.93 %) que se caracterizé mediante sus datos
fisicos y espectroscopicos como el B-sitosterol (95) (Figura 44). Sus datos de RMN

'H resultaron iguales a los descritos® para estos compuestos.

Figura 44. Acetato de a-amirina (93), acetato de B-amirina (94) y p-sitosterol (95).

La fraccion E (690.0 mg) la cual se purificoé en gel de silice utilizando como
eluyentes hexano-AcOEt (5:1 310 mL) y AcOEt (150 mL). En la fraccion 7-9 se

obtuvo una miel transparente que se caracterizO mediante sus datos
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69-70

espectroscopicos, asi como por comparacion con datos descritos como el

acido 3-oxo0-12-oleanen-28-oico (96).

En su espectro de RMN *H (figura 49) se aprecié en §5.31 ppm una sefial simple
caracteristica de un proton vinilico asignada a H-12, en §2.87 ppm una sefal
doble de dobles (J=13.8 y 4.1) correspondiente al protén H-18. A frecuencias
bajas, se observaron 7 sefiales simples en §1.15, 1.09, 1.05, 1.04, 0.94, 0.91, y
0.82 ppm para los Me-27, Me-23, Me-24, Me-26, Me-29, Me-30 y Me25,
respectivamente. En el espectro de **C (Figura 50), se observaron 30 sefiales,
entre ellas una sefial en 6217.9 ppm sefial caracteristica de un carbonilo de
cetona que se asign6 a C-3, en 6 182.7 ppm se aprecioé una sefal caracteristica de
un carbonilo de acido carboxilico y que se asigno a C-21, entre 6 143.6 y 122.4
ppm 2 sefiales caracteristicas para los carbonos de doble enlace correspondientes
a C-13 y C-12. A frecuencias bajas se observd el resto de las sefiales
caracteristicas de los carbonos sp® de la sustancia.

Finalmente, la fraccion F (221.0 mg) se purificO en gel de silice utilizando como

eluyentes CHCI3-AcOEt y AcOEt. Las fracciones 5-7 se analizaron por RMN de *H

(Figura 51) y CCF lo cual condujo a caracterizar la 5'-desmetoxiyateina (7) (Figura
48) (8.0 mg, 0.16 %) vy en las fracciones 8-9 (18.0 mg, 0.36 %) se identificd la
mezcla de los lignanos desoxipodofilotoxina (4) y yateina (6) ®*°. Cabe mencionar
gue estos lignanos también se han identificado en la resina de esta especie y de

B. fagaroides.
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Figura 47. Espectro de RMN de *H (400 MHz) del 3-ox0-4-en-estigmastano (92) en CDCls.
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5.5 Obtencion de 5'-desmetoxiesteganolactonas a partir de

productos naturales de la resina de Bursera fagaroides

Los productos naturales 6 y 7, que han sido aislados de la resina de Bursera
fagaroides H.B.K., pueden someterse a una reaccion de ciclacion oxidativa, para
obtener lignanos tipo dibenzociclooctano y compuestos analogos a la
esteganacina (21), mediante reacciones sucesivas’! como se describe en la figura
52. Por ello el interés de llevar a cabo su semisintesis y evaluar su actividad
bioldgica y asi contribuir al conocimiento de sustancias con potencial actividad

citotoxica.

El lignano 7 se sometié6 a ciclizacién oxidativa® con RuO,+2H,0, &cido
trifluoroacético (TFA), anhidrido trifluoroacético (TFAA), trifloruro de boro eterato
(BF3°Et,0) y CHCl,. De esta reaccion se obtuvo una mezcla de los compuestos
75 y 101. El compuesto 75 como producto mayoritario (69%, 138.4 mg), cuya

estructura se elucidé mediante sus datos espectroscépicos de RMN de 'H y de

13C, asi como experimentos en 2D, como el 5'-desmetoxiisoestegano®. Este
compuesto mostré [a]2°= +145.0 (¢ 1.63, CHCIls). En su espectro de RMN 'H
(Figura 53, Tabla 7) se aprecio una sefial simple en & 6.76 ppm para el proton H-
2', en 6 6.66 ppm una sefal simple asignada al proton H-2, una sefial simple en
8 6.65 ppm para H-5, en §6.64 ppm una sefal simple correspondiente para el

proton H-5'.  En 6 5.97 ppm se aprecio una sefial doble (J= 1.6 Hz) caracteristica
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Figura 52. Metodologia para obtencién de lignanos tipo dibenzociclooctano.

del grupo metilendioxi (H-10), una sefial doble de dobles en 6 4.36 ppm (J= 8.5,
6.6 Hz) correspondiente al proton H-9a. En 3 3.76 ppm se aprecio una sefial doble

de dobles (J= 11.0 y 8.5 Hz) que se asigno al protdn H-93, dos sefiales simples
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en & 3.90 y 6 3.83 ppm que integraron para 3 protones cada una y que
correspondieron a los OMe en C-3'y C-4', respectivamente. En 6 3.14 ppm se
observo una sefal doble (J= 13.5 Hz) que se asign6 a H-7', end 2. 61 ppm se
observé una sefial doble (J= 13.2 Hz) que se asigné a H-7a, en & 2.36 ppm una
sefal doble de dobles (J= 13.2 y 9.4 Hz) asignada al proton H-7f3, una sefal doble
de dobles (J=13.5y 9.2 Hz) en 6 2.30 asignada para H-7'a, en 4 2.20 una sefal
doble de doble de doble de dobles (dddd) (J= 13.2, 11.0, 9.4, 6.6) correspondiente

aH-8y en 4 2.12 una sefial doble de dobles (J=13.2 y 9.2 Hz) asighada a H-8'.

En su espectro de *C (Figura 54, Tabla 8) presentd entre sus sefiales mas
caracteristicas, la sefial en 8 176.6 ppm caracteristica de un carbonilo de lactona
asignada a C-9', 4 sefiales tipicas de carbonos arométicos base de oxigeno en &
148.8, 147.4, 147.1 y 146.1 ppm correspondientes a C-3', C-4, C-4' y C-3
respectivamente, 4 sefiales caracteristicas de carbonos aromaticos cuaternarios
entre 5 133.4y 131.8 ppm, entre 6 113.8 y 108.8 ppm 4 sefiales caracteristicas de
carbonos metinicos arométicos presentes en el compuesto C-5', C-2', C-5y C-2
respectivamente, en 6 101.2 ppm la sefal para C-10 del grupo metilendioxi, en
8 70.0 ppm una sefial base de lactona correspondiente a C-9. En 356.0 y 55.9
ppm se apreciaron los carbonos de OMe en C-3'y C-4', respectivamente. A
frecuencias bajas entre 649.9 y 32.0 el resto de las sefiales de los carbonos

alifaticos sp® correspondientes a C-8', C-8, C-7 y C-7.
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El espectro HMBC de 75 (Figura 55) presento la correlacion a tres enlaces entre y
H-2' con C-7', asi como H-2 con C-7, también se observo la correlacién de H-9a
con C-8, la correlacion a dos y tres enlaces de H-2' con C-1' y C-6

respectivamente, asi como la de H-10 con C-3y C-4.

El compuesto 101 se obtuvo como producto minoritario (7%, 14 mg) el cual se
caracteriz0 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos de RMN en 1D y 2D,
como desmetoxi-desmetilendioxiisoestegano (101). Este compuesto mostro [a]3’=
+150.8 (c 1.00, CHCl3). En su espectro de RMN 'H (Figura 56, Tabla 7) se
aprecio en 6 6.71 ppm una sefial simple que integro para 2 protones asignadas a
los protones H-2 y H-2', una sefal simple en 6 6.67 ppm para el proton H-5, en
8 6.63 ppm una sefal simple asignada al protén H-5'. En 6 5.87 y 5.76 ppm se
apreciaron 2 sefiales simples anchas caracteristica de protones de grupos
hidroxilo asignadas a OH en C-4 y C-3, respectivamente, una sefal doble de
dobles en 6 4.34 ppm (J=8.8, 6.4 Hz) correspondiente al proton H-9a. En & 3.76
ppm se aprecié una sefal doble de dobles (J=10.9 y 8.6 Hz) que se asign6 al
proton H-9B, dos sefiales simples en 3 3.87 y & 3.81 ppm que integraron para 3
protones cada una y que correspondieron a los OMe en C-3' y C-4',
respectivamente. En 8 3.09 ppm se observo una sefial doble (J=13.5 Hz) que se
asigné a H-7'3, en 6 2. 57 ppm se observo una sefial doble (J=13.2 Hz) que se
asigné a H-7a, en 6 2.31 ppm una sefial doble de dobles (J=13.2 y 9.3 Hz)

asignada al proton H-783, una sefal doble de dobles (J=13.5y 9.1 Hz) en 6 2.25
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asignada para H-7'a, en & 2.16 una sefal multiple correspondiente a H-8 y una

sefal doble de dobles (J=13.2y 9.1 Hz) en 6 2.11 para H-8'.

En su espectro de **C (Figura 57, Tabla 8) presentd, entre sus sefiales mas

caracteristicas, la sefial en 6 177.4 ppm de un carbonilo de lactona asignada a C-
9’, 4 sefiales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno de los grupos OMe
y OH en 6 148.6, 146.9, 143.7 y 141.8 ppm correspondientes a C-4', C-3', C-4 y
C-3, respectivamente, 4 sefales caracteristicas de carbonos arométicos
cuaternarios entre 6 132.6 y 131.4 ppm C-1, C-1', C-6'y C-6, entre 6 118.0 y 111.6
ppm 4 sefiales de carbonos metinicos aromaticos presentes en el compuesto, en
8 70.3 ppm una sefial base de lactona correspondiente a C-9. En 6 56.0 ppm se
apreciaron los carbonos de OMe en C-3'y C-4'. A frecuencias bajas en 6 50.1,
47.1, 33.8 y 32.0 el resto de las sefiales de los carbonos alifaticos sp®

correspondientes a C-8, C-8', C-7 y C-7', respectivamente.

El espectro HMBC de 101 (Figura 58) presentd la correlacion a tres enlaces entre
y H-2' con C-7', asi como H-2 con C-7, la correlacion a dos y tres enlaces de H-2'
con C-1'y C-6' respectivamente, asi como la de H-10 con C-3 y C-4. El resto de

las correlaciones se aprecian en la figura 58.
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Tabla 7. Datos espectroscépicos de RMN *H (8 en ppm, mult., J en Hz) a
dibenzociclooctanos 75 y 101 (400 MHz, CDCls,).

Proton on, mult. (J in Hz)

(+)-5’-desmetoxiisoestegano (+)-5’-desmetoxi-desmetilendioxiisoestegano”
(75) (101)

2 6.66, s 6.71,s
6.65, s 6.67,s

Ta 2.61,d (13.2) 2.57,d (13.2)

0 2.36, dd (13.2, 9.4) 2.31,dd (13.2,9.3)

8 2.20,dddd (13.2,11.0,9.4,6.6) 2.16, m

a 4.36, dd (8.5, 6.6) 4.34, dd (8.6, 6.4)

9s 3.76, dd (11.0, 8.5) 3.76, dd (10.9, 8.6)

10 5.97,d (1.6) —

2 6.76, s 6.71,s

5’ 6.64, s 6.63, s

To 2.30,dd (13.5,9.2) 2.25,dd (13.5,9.1)

7p 3.14,d (13.5) 3.09, d (13.5)

8’ 2.12,dd (13.2,9.2) 2.11,dd (13.2,9.1)

OMe-3° 3.90, s 3.81,s

OMe-4’ 3.83,s 3.87,s

®Asignados por gCOSY, gHMQCy gHMBC. °OH 3,;: 5.87,5a, y5.76 s a.
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Tabla 8. Datos espectroscopicos de RMN ®*C (8 en ppm) de los
dibenzociclooctanos 75 y 101 (100 MHz, CDCly).

Carbono, mult. oc
(+)-5"-desmetoxiisoestegano (+)-5"-desmetoxi-
(75) desmetilendioxiisoestegano (101)

1,C 1334 132.6
2,CH 108.8 115.8
3,C 147.1 141.8
4,C 147.4 143.7
5 CH 111.0 118.0
6,C 132.2 1314
7, CH, 34.2 33.8
8, CH 46.9 50.1
9, CH; 70.0 70.3
10, CH; 101.2 —
1,C 132.1 132.2
2',CH 111.0 111.6
3,C 148.8 146.9
4, C 146.1 148.6
5, CH 113.8 113.9
6', C 131.8 131.7
7', CH, 32.0 32.0
8, CH 49.9 47.1
9,C 176.6 177.4
OMe-3' 55.9 56.0
OMe-4' 56.0 56.0

Asignados por gHMQC y gHMBC.

El compuesto 75 se sometio a calentamiento a 200 °C con la finalidad de cambiar
su conformacion a 75a, obteniéndose en una relacion 3:2 respectivamente.

Posteriormente, la mezcla se sometié a bromacioén bencilica con NBS, AIBN en
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CCl4 para obtener 97. El crudo de la reaccion se cromatografié por CC en gel de
silice utilizando CHCI3-AcOEt (9:1; 120 mL, 1:1; 100 mL) y AcOEt (60 mL). De la
fraccion 17-22 se obtuvo un compuesto en forma de miel amarilla (18 mg, 57%)
que mostré [a]z’ = —141.7 (c 0.93, CHCIs) y que se caracteriz6 mediante sus
datos fisicos y espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos’?,

como 5'-desmetoxiesteganol (98).

En su espectro de RMN *H (Figura 59, Tabla 9) se apreci6 una sefial simple en
8 6.82 ppm para el proton H-5', en & 6.80 ppm una sefial simple correspondiente a
H-2, una sefial simple en 8 6.61 ppm que integrd para 2 protones asignadas a los
protones H-2'y H-5. En 6 6.02 ppm se aprecié una sefial doble de dobles (J= 2.8,
1.2 Hz) caracteristica del grupo metilendioxi (H-10), una sefial doble (J=9.6 Hz) en
d 4.55 ppm correspondiente al proton base de oxigeno H-78, una sefial doble de
dobles en 5 4.48 ppm (J=8.7, 7.2 Hz) correspondiente al protébn H-9a. En & 3.95
ppm se aprecié una sefial doble de dobles (J=10.3 y 8.7 Hz) que se asigné al
proton H-9B8. En & 3.88 una sefal simple que integr6 para 6 protones
correspondiente a los grupos OMe en C-3'y C-4'. En 6 3.07 ppm se observo una
sefal doble ancha (J=13.9 Hz) que se asignd a H-7'a, en 3 2.68 ppm una sefal
doble de dobles (J=13.9 y 9.5 Hz) asignada al proton H-7'8, una sefial doble de
dobles (J=13.3 y 9.5 Hz) en 6 2.53 asignada a H-8 y en 6 2.45 una sefial dddd

(J=13.3, 10.3, 9.6, 7.2) correspondiente a H-8.
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En su espectro de '°C (Figura 60, Tabla 10) presentd, entre sus sefiales mas
caracteristicas, la sefial en 8 177.8 ppm caracteristica de un carbonilo de lactona
asignada a C-9', 4 sefales de carbonos aromaticos base de oxigeno en 6 148.8,
147.7, 147.7 y 147.2 ppm correspondientes a C-4', C-3', C-4, C-3, 4 sefales de
carbonos arométicos cuaternarios entre 6 133.4 y 129.0 ppm para C-1, C-6, C-6', y
C-1', entre 56 113.1y 111.2 ppm 4 sefiales caracteristicas de carbonos metinicos
aromaticos asignadas a C-5, C-5', C-2' y C-2 respectivamente, en 5 101.7 ppm la
sefal para C-10 del grupo metilendioxi, en & 78.3 ppm una sefial para C-7 base de
alcohol bencilico y en 8 71.8 ppm una sefial base de lactona correspondiente a C-
9. En 6 56.0 ppm se apreciaron los carbonos de OMe en C-3'y C-4'. A frecuencias
bajas en §44.9, 42.7 y 29.8 el resto de las sefiales de los carbonos alifaticos sp®

correspondientes a C-8, C-8'y C-7'.
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En adiccion, 98 (22 mg) se sometié a una reaccidn de oxidacion de Jones en
acido acético glacial (1.5 mL), posteriormente a esta solucion se adicioné CrO3; (22
mg) en H,O (1 mL) a 0°C.” El crudo de reaccién se purificé por CC en gel de
silice utilizando CHCI3-AcOEt (49:1; 160 mL, 9:1; 50 mL) y AcOEt (50 mL), se
colectaron eluatos de 10 mL para obtener un total de 26 fracciones, las cuales se
analizaron mediante CCF para su agrupacion. De la fraccion 11-16 se obtuvo un
compuesto en forma de un liquido viscoso amarillo (8 mg, 36.4%) que mostro [a]3”
= —-136.0 (c 0.0035, CHCI3) y que se caracterizé mediante sus datos fisicos y
espectroscopicos como la (-)-5'-desmetoxiesteganona (99). El espectro de RMN
'H (Figura 61, Tabla 9) fue muy similar al del compuesto 98 y mostré 4 sefiales
simples de protones arométicos, en 6 7.61, 66.77, 86.71 y 6 6.69 ppm asignada
a los protones H-2, H-2', H-5'y H-5, respectivamente. En §6.11 y 6.10 ppm se
apreciaron dos sefales dobles (J= 1.2 Hz) de un sistema AB para el grupo
metilendioxi (H-10). La diferencia con 98 es la sustitucion en C-7, un grupo cetona
fue sustituido por un grupo hidroxilo producto de la oxidacién en 98, se hizo
evidente por la desaparicion de la sefial doble (J=9.6 Hz) en 64.56 ppm
correspondiente al proton base de oxigeno H-7a, también se aprecié una sefal
doble de dobles en & 4.54 ppm (J=10.5, 9.3 Hz) correspondiente al proton H-
9B. En & 4.32 ppm se aprecio una sefal doble de dobles (J=9.3 y 6.9 Hz) que se
asigno al proton H-9a. En 6 3.91 y 3.88 dos sefiales simples que integraron para

3 protones correspondientes a los grupos OMe en C-3'y C-4', respectivamente. El
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resto de los protones presentaron pequefias modificaciones en cuanto a
desplazamiento quimico con respecto a 98. De igual manera, el espectro RMN de
13C de la sustancia 99 (Tabla 10) fue muy semejante al del compuesto 98. A
diferencia de este ultimo, que presentd una sefal adicional de un grupo carbonilo
de cetona a 6 194.6 para C-7. En su experimento HMBC se confirmé la correlacién

entre la sefial de H-2 y C-7 del grupo carbonilo.

Finalmente, el compuesto 98 (25 mg) se hizo reaccionar con anhidrido acético y
piridina en bafio maria®, conduciendo al producto acetilado 100, el cual se pufiricé
por CC en gel de silice, utilizando CHCI3-AcOEt y AcOEt como eluyentes. De la
fraccion 11-22 se aislo6 un compuesto en forma miel transparente (21 mg, 84%)

que mostro[a]3” = -113.5 (c 1.1, CHCIls) y que se caracteriz6 como 5'-
desmetoxiesteganacina (100) mediante sus datos fisicos y espectroscoépicos, asi
como por comparacion con datos descritos™. Su espectro de RMN de *H (Figura
62) fue muy similar al del compuesto 98, mostrando 4 sefiales simples de protones
aromaticos, en 5 6.87, 66.84, 66.60 y 6 6.59 ppm asignadas a los protones H-2,
H-5', H-2' y H-5, respectivamente. En 5 6.02 ppm se aprecio una sefial doble (J=
1.2 Hz) caracteristicas del grupo metilendioxi (H-10). La diferencia con 98 fue la
esterificacion en C-7, evidenciado por la sefial doble (J=9.5 Hz) en §5.88 ppm
correspondiente al proton base de éster H-7B3. En adicion se observé una sefal
doble de dobles en 6 4.23 ppm (J= 8.7, 7.0 Hz) correspondiente al proton H-9a, en

6 3.95 ppm se aprecio una sefal doble de dobles (J=10.4 y 8.7 Hz) que se asigné
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al proton H-9B. El resto de los protones presentaron pequefias modificaciones en
cuanto a desplazamiento quimico con respecto al (-)-desmetoxiesteganol (98)

(Tabla 9).

De igual manera, el espectro RMN de *3C de la sustancia 100 fue muy semejante
al del compuesto 98. En su espectro de **C (Figura 63 y Tabla 10) presentd, entre

sus sefiales mas caracteristicas, la sefial en 6 177.3 ppm de un carbonilo de
lactona que se asigno a C-9', en $170.3 ppm se aprecio la sefial del carbonilo del
grupo acetato, 4 sefales tipicas de carbonos aroméaticos base de oxigeno en &
148.7, 148.1, 147.6 y 147.0 ppm para a C-4', C-3', C-4, y C-3 y respectivamente,
4 sefales de carbonos arométicos cuaternarios entre 8 135.1 y 128.9 ppm para C-
6, C-6', C-1 y C-1', entre 6 113.1 y 111.3 ppm 4 sefiales caracteristicas de
carbonos metinicos aromaticos presentes en el compuesto asignadas a C-5', C-5,
C-2 y C-2', en ese orden, en 5101.7 ppm la sefial para C-10 del grupo
metilendioxi, en 8 77.0 ppm una sefal para C-7 base de éster y en 6 70.9 ppm una
sefal base de lactona correspondiente a C-9. En 6 56.0 ppm se apreciaron los
carbonos de OMe en C-3'y C-4'. A frecuencias bajas, en 643.4,42.7,30.0y 21.1,
se observaron el resto de las sefiales de los carbonos alifaticos correspondientes
a C-8, C-8', C-7 y para el carbono sp? del grupo acilo (AcO). En su experimento
HMBC (Figura 64) se confirmo la correlacion entre la sefial de H-2 y C-7 del grupo
carbonilo base de éster y H-7p con C-2, asi como también la correlacion entre la
sefal de H-2' con C-7' del carbono bencilico como se muestra en la Figura 64.
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Resultados y Discusién

9. Datos espectroscopicos de RMN *H (8 en ppm, mult, J en Hz) de los

dibenzociclooctanos 98-100 (400 MHz, CDCls).

Proton on, mult. (J in Hz)

(-)-5'-desmetoxiesteganol  (—)-5'-desmetoxisteganona (-)-5'-desmetoxesteganacina”
(98) (99) (100)

2 6.80, s 7.61,s 6.87,s

5 6.61, s 6.68, s 6.60, s

T — — —

1 4.55, d (9.6) — 5.88,d (9.5)

8 2.45, dddd (13.3,10.3, 3.18,ddd (13.7,10.5,6.9) 2.50, dddd (13.1, 10.4,
9.6,7.2) 9.5, 7.0)

9a 4.48,dd (8.7, 7.2) 4.32,dd (9.3, 6.9) 4.23,dd (8.7, 7.0)

9p 3.95, dd (10.3, 8.7) 454, dd (10.5, 9.3) 3.95, dd (10.4, 8.7)

10 6.02,d (1.2) 6.10, d (1.6) 6.02, d (1.6)

2' 6.61, s 6.77,s 6.59, s

5' 6.82,s 6.71,s 6.84,s

T'a 3.07, brd (13.9) 3.27,d (12.8) 3.07, brd (13.7)

7p 2.68, dd (13.9, 9.5) 2.88,dd (13.1, 9.1)) 2.69, dd (13.7, 9.6)

8' 2.53,dd (13.3, 9.5) 2.86, ddd (13.7,9.0,0.7)  2.60, ddd (13.1, 9.6, 0.9)

OMe-3'" 3.88,s 391, s 3.89, s

OMe-4" 3.88,s 3.88,s 3.88,s

“Asignados por gCOSY, gHMQC y gHMI'BC.

"Ac dy: 1.92 s.
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Tabla 10. Datos espectroscopicos de RMN *C (5 en ppm) de los
dibenzociclooctanos 98-100 (100 MHz, CDCls).

Carbono, oc
mult. (-)-5’-desmetoxiesteganol  (—)-5’-desmetoxiesteganona  (-)-5’-desmetoxiesteganacina”
(98) (99) (100)
1,C 1334 130.6 129.0
2,CH 111.2 112.1 112.0
3,C 147.2 147.8 147.0
4,C 147.7 151.8 147.6
5 CH 113.1 111.3 112.1
6,C 133.1 138.2 135.1
7, CH 78.3 194.6, C 77.2
8, CH 44.9 494 43.4
9, CH, 71.8 67.0 70.9
10, CH; 101.7 102.3 101.7
1'C 129.0 128.4 128.9
2',CH 111.6 113.7 111.3
3, C 147.7 149.4 148.1
4, C 148.8 147.8 148.7
5, CH 112.5 108.5 113.1
6', C 133.1 133.1 1334
7', CH, 29.8 29.6 30.0
8, CH 42.7 45.7 42.7
9,C 177.8 175.9 177.3
OMe-3' 56.0 56.1 56.1
OMe-4' 56.0 56.1 56.0
®Asignados por gHMQC y gHMBC. Ac: 5c 170.3 y 21.1

114



Resultados y Discusién

5.6 Determinacion de la configuracion absoluta de 5'-
desmetoxiesteganolactonas mediante dicroismo
circular vibracional (DCV)

La (-)-5'-desmetoxiesteganica (100) fue seleccionada como compuesto modelo
para determinar la configuracion absoluta de los 5'-desmetoxiesteganolactonas
98-100 mediante DCV. Como se menciono en la introduccion el método se basa
en la comparacion del espectro experimental de DCV y el espectro teorico
obtenido por DFT. Para tal fin el modelo molecular de 100 se construy6 con el
programa Spartan8 de acuerdo con la configuracion absoluta dibujada en la figura
65, y se sometié a una busqueda conformacional usando el método Monte Carlo y
mecanica molecular, lo cual condujo a 8 conformeros con un rango de energia de
0-10 kcal/mol. Estos conformeros se llevaron a calculo de energia de punto simple
(Single Point) usando DFT a nivel B3LYP/6-31G(d). De este calculo se obtuvo un
solo conférmero que representd el 97% de la contribucion poblacional y que se
llevé a optimizacion de geometria y célculo de frecuencias (IR y DCV) empleando
DFT al nivel B3LYP/DGDZVP. La estructura tridimensional y la comparacion de los
espectros experimental y calculado se muestran en la Figura 65, donde se
observdé muy buena similitud concluyendo que el compuesto sintetizado y la

molécula calculada tienen la misma configuracion absoluta (P,7R,8R,8'R).
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o Calculado, DFT//B3LYP/DGDZVP
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Figura 65. Estructuras del conférmero principal de la (-)-5'-desmetoxiesteganica
(100) y comparacion de sus espectros de DCV experimental (abajo) y
calculado (arriba).
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5.7 Aislamiento de la schaffnerina de A. schaffneri

Como se menciono en los antecedentes, en un estudio previo de la parte aérea de
Acacia schaffneri se aislé el bis-seco-oxacassano denominado schaffnerina® "
(Figura 66), sin embargo este compuesto no se pudo caracterizar adecuadamente
por difraccion de rayos-X en donde se requeria aplicar los parametros de Flack y
Hooft para dar certeza en su configuracion absoluta. Con la finalidad de obtener
mas cantidad del metabolito, se decidio llevar a cabo un procedimiento para su
obtencién, para cual se colect6 la especie en el municipio de Zempoala, Hidalgo
en abril del 2012. La parte aérea seca y molida se extrajo con CHCI; mediante
maceracion por 48 horas, filtrado y concentrado en el rotavapor para obtener el
extracto correspondiente. Una parte del mismo se sometié a separacion mediante
cromatografia en columna en gel de silice usando hexano, CHCI3;, AcOEt y MeOH,
colectando fracciones de cada polaridad que se monitorearon por CCF y RMN de
IH. La fraccion eluida con CHCI; se fracciond empleando mezclas de hexano-
acetona en orden de polaridad creciente para obtener la schaffnerina, la cual se
caracteriz0 mediante sus datos espectroscépicos y por comparacion con una
muestra auténtica. Su espectro de RMN de 'H se muestra en la Figura 67. El
compuesto obtenido se cristalizé de éter para obtener cristales adecuados para su
analisis por difraccibn de rayos-X (Figura 66). Entonces pudo aplicarse los

pardmetros de Flack y Hooft de manera confiable, con lo cual quedé establecida la
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configuracion absoluta de la sustancia por este método. Parte de este trabajo se

publicé en el volimen 15 de Organic Letters del 2013.”

Figura 66. Estructura quimica y de rayos-X de la schaffnerina (80) aislada de
Acacia schaffneri.
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6.

Conclusiones

CONCLUSIONES

La separacion cromatografica del extracto etandlico de la resina de Bursera
fagaroides condujo al aislamiento de los triterpenos 81-83 y de los lignanos
4-7, 84 y 85, los cuales se caracterizaron mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos y por comparacion con datos descritos.

La purificacién del extracto etanélico mediante CC de la resina de Bursera
medranoana condujo al aislamiento de los lignanos 4-7, 87-88 y los

triterpeno 86 y 89.

La separacion cromatografica del extracto hexanico de tallos de Bursera
medranoana condujo al aislamiento del sesquiterpeno 90 y los triterpenos
91-96. El triterpeno 92 es un producto natural que no habia sido aislado del

género Bursera.

Los lignanos dibenzociclooctanos (+)-5’-desmetoxiisoestegano (75), (+)-5-
desmetoxi-desmetilendioxiisoestegano  (101), (-)-5-desmetoxiesteganol
(98), (-)-5'-desmetoxisteganona (99) y (-)-5'-desmetoxesteganacina (100)
fueron sintetizados a partir del producto natural (8R,8'R)-(—)-5-
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desmetoxiyateina (7). Todos los compuestos se caracterizaron mediante

sus datos fisicos y espectroscépicos, principalmente por RMN de *H y *C

en 1D y 2D y por comparacion con datos descritos.

Se determiné de la configuracion absoluta de la 5'-desmetoxiesteganacina
(100) mediante dicroismo circular vibracional en combinacién con célculos
tedricos DFT, en la cual 100 presentd la misma configuracion que el

compuesto citotoxico 21.

121



Parte experimental

/. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 General.

Los espectros de IR se determinaron en CHCI; en un espectrofotometro Perkin-
Elmer 2000 FT-IR, los espectros de DCV se obtuvieron en un espectrofotometro
ChirallR FT-VCD marca BioTools, los espectros de RMN de *H (400 MHz) y de *C
(100 MHz), incluyendo los experimentos, HSQC, HMBC se determinaron en un
equipo Varian 400, usando como disolvente CDCI;. Los espectros de masa se
obtuvieron en un espectrometro de masa Varian 220 acoplado a un cromatdgrafo
de gases Varian 450-GC, por medio de impacto electrénico a 70 eV. Las
rotaciones epecificas se determinaron en CHCI; en un polarimetro Perkin-Elmer

341y los puntos de fusion se determinaron en un equipo Bichi B-540.

7.2 Colecta de Bursera fagaroides y Bursera medranoana.

a) Colecta de fuentes vegetales.

La colecta de resinas de la especie Bursera fagaroides (H.B.K.) se llevé a cabo en
el km 95 Iguala-Chilpancingo, Guerrero, México, en julio de 2009. Un especimen
se prepararé y se envid al Herbario del Instituto de Ecologia, A. C., Centro
Regional del Bajio en Patzcuaro, Mich. para su identificacién botanica por parte
del Prof. Jerzy Rzedowski®. La colecta de la resina y tallos de Bursera
medranoana Rzedowski se llevo a cabo en las Grutas de Tolantongo, Tlahuiltepa,

Hidalgo en enero de 2011. Un especimen se preparar0 y se envio al Herbario de
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Centro de Investigaciones Bioldgicas del UAEH donde el M.C. Manuel Gonzélez

Ledesma clasifico la especie.

7.3 Obtencién de extractos.

a) Obtencion del extracto de las resinas.

La resina (4.1 g) de B. medranoana se pulverizé en un mortero, se extrajo con
etanol mediante reflujo por 4 h, se filtr6 y se concentrd en el rotaevaporador para
obtener 1.4 g de un liquido viscoso de color café, el procedimiento fue similar para

B. fagaroides.’

b) Obtencion de los diferentes extractos de tallos de B. medranoana.

Los tallos frescos y cortados en pequefios canutos (10 kg) se sometieron a
maceracion con hexano (12 L) por 4 semanas, al término de las cuales, el extracto
se filtré y se concentrd en el rotavapor. Este procedimiento se repiti6 una vez mas
para obtener 20 g de producto. Luego se repiti6 con AcOEt y MeOH mediante
extracciones secuenciales para obtener 32 g del extracto de AcOEt y 40 g del

extracto metandlico.

7.4 Obtencidon de compuestos.

7.4.1 Identificacién de compuestos.

Para los analisis cromatograficos se siguieron las técnicas convencionales,
utilizando cromatofolios de gel de silice soportada en aluminio Merck 60 Fzs4, Y

como revelador luz UV de onda corta (254) y de onda larga (365), ademas de
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sulfato cérico amoniacal preparado con 12 g de sulfato cérico amoniacal, 22.5 mL

de acido sulfurico y 350 g de hielo.

7.4.2 Separacion cromatografica del extracto etandlico de

la resina de Bursera fagaroides.
Una alicuota del extracto de EtOH (7.4 g) se sometié a cromatografia empleando
una columna de vidrio de 5 cm de didmetro interno, gel de silice (6 pulgadas,
230—400 mesh ASTM) y como eluyentes mezclas de hexano-AcOEt (4:1 440 mL,
7:3 940 mL, 1:1 300 mL), AcOEt (580 mL) y MeOH (300 mL). Se colectaron 94
fracciones de 20 mL, las cuales se analizaron mediante CCF para su agrupacion

en fracciones gruesas etiquetadas como A-J.

(+)-Acido anwuweizonico (81). La
fraccion D (1.61 g) se purificd en gel de silice
utilizando como eluyentes hexano-AcOEt

(511, 310 mL) y AcOEt (150 mL). Se

colectaron 31 fracciones de 10 mL, las cuales se analizaron mediante CCF para
su agrupacion etiquetadas como D1-D4. La fraccion D-2 se purific en gel de silice
utilizando como eluyentes hexano-acetona (5:1 350 mL) y AcOEt (150 mL). Se
colectaron 35 fracciones de 10 mL. La fraccion 12-20 se purific6 mediante CC
empleando gel de silice y como eluyentes hexano-acetona (6:1, 300 mL) y
acetona (100 mL). Se colectaron 30 fracciones 10 mL que se analizaron mediante
CCF. De la fraccion 8-10 se obtuvo un sélido blanco (17.6 mg, 0.24%) que mostré

= +31.1 (c 1.58, CHCIy), Lit.*® = +63.8 (c 0.273, CHCls). Este compuesto
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se caracterizO mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por

comparacion con datos descritos.>®>’

Acido masticadienoico (82). La fraccion
13-20 se purific6 mediante CC, empleando

gel de silice y como eluyentes hexano-

acetona (5:1, 260 mL) y AcOEt (100 mL). Se

colectaron 26 fracciones 10 mL que se analizaron mediante CCF. De la fraccion
19-23 se obtuvo una sustancia con aspecto de miel transparente (8 mg, 0.11%),

que se caracterizd6 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por

comparacion con datos descritos.>®

(+)-(16S, 20S)-Dihidroxidammara-24-en-3-
ona (83). La fraccibn D-3 (330 mg) se
purific6 en gel de silice utilizando como

eluyentes hexano-AcOEt (4:1, 270 mL) y

AcOEt (200 mL). Se colectaron 27 fracciones de 10 mL, las cuales se analizaron
mediante CCF. La fraccién 16-20 se sometié a CC, empleando gel de silice y
como eluyentes hexano-AcOEt (4:1, 250 mL) y AcOEt (150 mL). Se colectaron 25
fracciones 10 mL que se analizaron mediante CCF. La fraccion 4-14 (177 mg) se
recromatografio en gel de silice con hexano-AcOEt (4:1, 150 mL) y AcOEt (150
mL). De la fraccion AcOEt se obtuvo un solido blanco (13 mg, 0.17%) que se
caracterizO mediante sus datos fisicos y espectroscépicos, asi como por

comparacion con datos descritos.>®
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(-)-5’-Desmetoxiyateina (7). La fraccion G (1.4 g) se
recromatografi6 en gel de silice utlizando como
eluyentes mezclas de CHCI3;-AcOEt (49:1, 600 mL),

AcOEt (250 mL) y MeOH (125 mL). De la fraccion 6-10

se obtuvieron 290 mg (5.3 %) en forma de una miel

transparente que mostré = — 33.1 (c 1.1, CHCI3). Este compuesto se
caracteriz6 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por

comparacion con datos descritos.”®

(-)-yateina (6). La purificaciébn de la fraccion H (690
mg) en gel de silice utilizando como eluyentes mezclas
de CHCI;-AcOEt (49:1, 350 mL), AcOEt (250 mL) y

MeOH (125 mL). Se obtuvieron 239 mg (4.4%) en

forma de una miel transparente que mostrd = -
33.2 (c 0.91, CHCI3). Esta sustancia se caracterizO mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos.”

(+)-y-Apopicropodofilina (84). La fraccion | (563 mg)
se purific6 en gel de silice utilizando como eluyentes
CH,Cl,-AcOEt (9:1 200 mlL), AcOEt (200 mL). Se

colectaron 23 eluatos de 10 mL, los cuales se

analizaron mediante CCF para su agrupacion. La
fraccion 12-15 se disolvio en MeOH y se obtuvieron 16 mg (0.28%) en forma de un

sélido blanco que mostré = + 115.0 (c 0.90, CHCI3). Este compuesto se
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caracteriz0 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por

comparacién con datos descritos.®® Sus espectros de RMN de 'H y *3C se

muestran en la Figura 30 y 31.

(-)-Isoarctigenina (85). La parte soluble de MeOH
de la fraccion 12-15 se purific6 mediantes sucesivas
CC en gel de silice con CH,Cl,-AcOEt (9:1 200 mL),

AcOEt (60 mL) como eluyentes, condujo a la

obtenciéon de 5 mg (0.07%) en forma de una miel
transparente que mostro = — 27.8 (c 0.45, CHCIs) Lit."’ =—27.6 (c 0.87,
CHCI3). Este compuesto se caracterizO mediante sus datos fisicos vy

espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos.®* Los datos de

RMN *H y 3C se muestran en la Tablas 3 y 4.

7.4.3 Separacion cromatografica del extracto etandlico de la
resina de Bursera medranoana

Una alicuota del extracto de EtOH (1.4 g) se someti6 a cromatografia empleando

una columna de vidrio de 5 cm de diametro interno, gel de silice (6 pulgadas,

230-400 mesh ASTM) y como eluyentes mezcla de hexano—AcOEt (4:1 220 mL,

7:3 800 mL, 1:1 200 mL), AcOEt (450 mL) y MeOH (150 mL). Se colectaron 79

eluatos de 20 mL los cuales se analizaron mediante CCF para su agrupacion en

fracciones gruesas etiquetadas como A—L.
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Eufol (86). De la fraccion C 17-21 se
obtuvieron 102.2 mg (7.811 %) en forma de
un sélido blanco con p.f. 115-117 °C. El cual

se caracteriz6 como eufol (86) con base en

sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por la comparacion con datos de la

literatura.>> %2

(-)-Hinokinina (87). La fraccion E (101.5 mg) se
sometid a purificacion mediante CC, empleando una
columna de vidrio de 2 cm de diametro interno, gel de

silice (6 pulgadas, 230-400 mesh ASTM) y como

eluyente CHCI3;—AcOEt (9:1 180 mL) y AcOEt (30 mL).
Se colectaron 21 fracciones 10 mL que se analizaron mediante CCF. La fraccion
3-7 (28 mg) se recromatografio en gel de silice con hexano—AcOEt (7:3 100 mL)
y AcOEt (60 mL). De la fraccion 9-10 se obtuvieron 13 mg (0.90%) en forma de
una miel transparente que mostré = — 31.7 (c 0.83, MeOH). El analisis de sus
datos fisicos y espectroscépicos, asi como por comparacion con datos descritos,®*
® hizo evidente de que se trataba del lignano conocido como (=)-hinokinina (87).

RMN *Hy *3C, ver Tablas 5y 6.
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Eter metilico de la dehidropodofilotoxina (88). La
purificacion de la fraccion | (74.0 mg) mediante CC,
empleando una columna de vidrio de 2 cm de didmetro
interno, gel de silice (5 pulgadas, 230—400 mesh ASTM)

y como eluyentes mezclas de CH,Cl,—AcOEt (4:1, 140

mL), AcOEt (110 mL) y MeOH (60 mL). Se colectaron eluatos de 10 mL para
obtener un total de 23 fracciones, las cuales se analizaron mediante CCF para su
agrupacion. La fraccion 4-5 se purific6 en CC empleando gel de silice (5
pulgadas, 230-400 mesh ASTM) y CHCI3—AcOEt (9:1 80 mL) y AcOEt (60 mL).
Con este procedimiento se obtuvo un compuesto en forma de solido blanco (7
mg), cuyo analisis por RMN de *H y *3C, y la comparacién con datos descritos,®
permitié6 su caracterizacion como el éter metilico de la dehidropodofilotoxina (84),
el cual es un lignano conocido. Los datos de RMN *H y *C se muestran en la

Tablas 5y 6.

acido 3-oxo-tirucala-7,24-dien-21-oico
(89). La fraccion 6-13 precipitdé un sodlido

blanco, el analisis de sus datos fisicos y

espectroscopicos de RMN de *Hy *3C y por

41, 66

la comparacion con datos descritos, permitié su caracterizacion.
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7.4.4 Separacion cromatogréafica del extracto hexanico de
los tallos de Bursera medranoana

Una alicuota del extracto hexanico (5.0 g) se sometio a separacion mediante CC,
empleando gel de silice y como eluyentes mezclas de hexano—AcOEt (85:15, 420
mL, 7:3, 800 mL 1:1, 300 mL y), AcOEt (550 mL) y MeOH (300 mL). Se colectaron
eluatos de 20 mL para obtener un total de 77 fracciones, las cuales se analizaron

mediante CCF para su agrupacion en fracciones gruesas etiquetadas de A-H.

Oxido de B-cariofileno (90) La fraccion B 15-17 se obtuvieron
190 mg (3.80 %) en forma de una miel transparente. Este

compuesto se caracterizO mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacion con datos

descritos®’ (Figura 5).

Betulonal (91). La fraccion C se purificdé por CC
empleando gel de silice y como eluyentes hexano-
AcOEt (4:1, 250 mL) y AcOEt (150 mL). Se

colectaron 32 fracciones 10 mL que se analizaron

mediante CCF. En la fraccion 9 se obtuvo un
sélido blanco (25 mg, 0.50 %) que se caracterizO mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacion con datos descritos.®

3-Ox0-4-en-estigmastano (92). Las
fracciones 10-14 se analizaron por RMN de

'H lo cual condujo a caracterizar nuevamente
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92. La fraccién 15-32 se purific6 mediante CC, empleando gel de silice y como
eluyentes hexano—AcOEt (4:1, 250 mL) y AcOEt (150 mL). Se colectaron 37
fracciones 10 mL que se analizaron mediante CCF. En la fraccidén 9-13 se obtuvo
un solido blanco (13 mg, 0.26 %) que se caracteriz6 mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos.

Acetato de a— y p—amirina (93) y (94) y B-sitosterol (95). La fraccion D (1.61 g)
la cual se purifico en gel de silice utilizando como eluyentes hexano—AcOEt (5:1
310 mL) y AcOEt (150 mL). Las fracciones 7-8 se analizaron por RMN de *H lo
cual condujo a caracterizar la mezcla de los acetatos de a— y p—amirina (93) y
(94). Posteriormente en las fracciones 15-21 se obtuvo un sélido blanco (196.5
mg, 3.93 %) que se caracteriz6 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi

como por comparacion con datos descritos®® como el p-sitosterol (95) (Figura 46).

Acido  3-oxo-12-oleanen-28-oico  (96). La
fraccion E (690.0 mg) la cual se purificé en gel de
silice utilizando como eluyentes hexano—AcOEt

(5:1 310 mL) y AcOEt (150 mL). En la fraccion 7-9

se obtuvo una miel transparente que se
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caracteriz6 mediante sus datos espectroscépicos, asi como por comparacion con

datos descritos®®"° (Fig. 47).

Finalmente, en la fraccion F (221.0 mg) la cual se purific6 en gel de silice
utilizando como eluyentes CHCI3—AcOEt (9:1 200 mL) y AcOEt (80 mL). Las
fracciones 5-7 (8.0 mg, 0.16 %) se analizaron por RMN de *H lo cual condujo a
caracterizar como la desmetoxiyateina (7) (Figura 9) y en las fracciones 8-9 (18.0
mg, 0.36 %) se identific6 la mezcla de los lignanos yateina (6) y

desoxipodofilotoxina (4) por su analisis de RMN de *H y datos descritos.®*%*

7.4.5 Obtencion de 5'-desmetoxiesteganolactonas a partir de
productos naturales de laresina de Bursera fagaroides

7.4.5.1 Procedimiento para la obtencién de 5'-desmetoxiisoestegano
(75) y 5'-desmetoxi-desmetilendioxiestegano (101).
Una solucion de RuO,*2H,0 (0.134 g, 1.080 mmol), acido trifluoroacético (TFA)
(2.2 mL), anhidrido trifluoroacético (TFAA) (1.1 mL), y CH.CIl, (15 mL) a 10°C,
se adiciono a una solucién del lignano 7 (0.200 g, 0.540 mmol) en CH,Cl, (10 mL)
a 10°C, y finalmente se adiciond trifloruro de boro eterato (BF3*Et,0), se dejo la
reaccion 24 hrs a temperatura ambiente. Previamente a las 20 hrs se adiciono una
solucion saturada de NaHCOj3 fria. Posteriormente la mezcla de reaccion se paso
por CC con Celite, la fase acuosa se lavé con AcOEt (3 x 30 mL) y se junto con la
fase organica. La fase organica se lavé con solucion saturada de NaCl (3 x 30 mL)

y HO (3 x 30 mL). Se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtr6 y el disolvente se
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evaporoé a presion reducida. El producto crudo resultante (compuestos 75y 101 se
purifico por cromatografia flash en silica gel usando como eluyente CHCI3-AcOEt
(v/v) (49:1; 140 mL, 9:1; 100 mL) y AcOEt (80 mL) para 75y 101. Las fractiones 4-
10 se obtuvo 75 (138.4 mg, 69%) y de las fracciones 22-25 101 (14.0 mg, 7%). El

compuesto 101 mostro =+150.8 (c 1.00, CHCIy).

5'-Desmetoxiisoestegano (75). Obtenido a partir de 7
(200 mg) como aceite amarillo (138.4 mg, 69%), que
mostro = +145.0 (c 1.63, CHCI3). Los datos de RMN

de 75 se muestran en las Tablas 7 y 8.

5'-Desmetoxi-desmetilendioxiisoestegano (101).
Obtenido a partir de 7 (200 mg) como aceite amarillo
(14.0 mg, 7%). %). El compuesto mostro = +150.8 (c

1.00, CHCI3). Los datos de RMN de 101 se muestran en

las Tablas 7 y 8. HR-EIMS m/z 356.1000 [M + 1],

(calculado para CyoH2006 356.1260).

5'-desmetoxiesteganol  (98). ElI producto crudo
resultante de la bromacion se purificé por cromatografia
en columna eluyendo con CHCIl; AcOEt (9:1 v/v) para

dar 98. Obtenido a partir de 97 (75 mg) como aceite
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amarillo (18.0 mg, 57%). EI compuesto mostré =-141.7 (c 0.93, CHCl3). Los
datos de RMN de 98 se muestran en las Tablas 9 y 10. EIMS m/z (int. rel.): 385
[M + 1]" (100), 367 (8.1), 301 (21.6), 284 (16.4), 210 (6.1); HR-EIMS m/z 384.1207

[M + 1]%, (calculado para Cz;H2007 384.1209).

5'-Desmetoxiesteganona (99). Una solucion de 98
(0.22mg, 0.540 mmol) en &cido acético glacial (1.5 mL)
se adiciono triéxido de cromo (CrO3) (12mg) en solucion

acuosa (1mL). La mezcla de reaccion se dejé 2.5 hrs a

temperatura ambiente, trascurrido el tiempo de reaccion,

se vertié sobre un embudo con hielo y se extrajo con éter etilico (50mL). La fase
organica se lavo con H,O (4X30), se seco con Na,SO, anhidro, se filtrd y el
disolvente se evaporo a presion reducida. El producto crudo resultante se purifico
por cromatografia en columna eluyendo con CHCI; AcOEt (49:1,150 mL, 9:1; 80
mL) y AcOEt (50 mL) para dar 99 (8.0 mg, 37.0%), que mostro =-136.0 (c
0.0035, CHCIs). Los datos de RMN de 99 se muestran en las Tablas 9 y 10. EIMS
m/z (int. rel.): 383 [M + 1]" (100), 368 (5.6), 340 (3), 299 (7.8), 284 (8.4), 198 (8.9);

HR-EIMS m/z 382.1053 [M + 1], (calculado para C,;H1s07 382.1053).
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5'-desmetoxiesteganacina (100). A una solucion de 98
(0.322 g, 1.8 mmol) en piridina (1 mL) se adiciono
anhidrido acético (1 mL) (AA) y la mezcla se dejo por 3
hrs en Bafio Maria, La mezcla de reaccién se extrajo con

AcOEt (2 x 30 mL), se lavdé con una solucién de HCI

acuoso al 10%, solucion saturada de NaHCO3 (2 x 30 mL) y H,O (2 x 30 mL). Se
secO sobre Na2S0a4 anhidro, se filtro y el disolvente se evaporo a presion reducida.
El producto crudo resultante se purific6 por cromatografia en columna eluyendo
con CHCI; AcOEt (49:1,140 mL, 9:1; 80 mL) y AcOEt (70 mL) para dar 100 (21.3
mg, 85%), que mostro =-113.5 (c 1.1, CHCl3). Los datos de RMN de 100 se
muestran en las Tablas 9 y 10. EIMS m/z (int. rel.): 427 [M + 1] (100), 367 (7.9),
322 (11.1), 283 (8.2), 256 (2.1); HR-EIMS m/z 426.1312 [M + 1], (calculado para

Ca3H220g 426.1315).
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