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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia bioldgica de los productos naturales

En la actualidad, se ha renovado el interés por los efectos benéficos de productos
naturales para la prevencion de enfermedades cronico-degenerativas. Se estima que
el 80% de la poblacion mundial depende predominantemente de los productos
naturales de plantas que se venden como hierbas, comida, suplementos o drogas.
Alrededor del 50% de los medicamentos mas vendidos en Europa estan basados en
productos naturales o derivados, por lo que se han convertido en algo muy interesante
para los investigadores de ciencias biolégicas ya que muchos poseen estructuras

Unicas en espera de ser aislados e identificados (Zhu et al., 2007).

La medicina tradicional o herbolaria se refiere al uso de plantas medicinales para el
tratamiento de enfermedades, y a lo largo de la historia ha estado estrechamente

relacionado con el desarrollo de las culturas (Romo de Vivar, 2006).



Los estudios quimicos y biolégicos sobre especies empleadas en medicina tradicional
han permitido contar con sustancias promisorias para el tratamiento de varias
enfermedades, como las crénico-degenerativas, entre la cuales se encuentran la
diabetes, el cancer, la inflamacién, Alzheimer, Parkinson y Huntington, asi como las
causadas por parasitos, bacterias, hongos y virus. Ejemplos de productos naturales

bioactivos y sus fuentes se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1.1. Ejemplos de productos naturales con actividad biolégica relevante y plantas
de donde se han aislado.

Producto natural Actividad biolégica Planta donde se encuentra
Inhibidor de la
acetilcolinesterasa utilizada para
el tratamiento de Alzheimer
O .
(Williams et al., 2011)
1, 8- cineol
Actividad dopaminérgica contra
N/H
o, mal de Parkinson (Joyner vy

Cichewicz, 2011)

O cytesina

Actividad contra cancer de

OH OH
préstata induciendo la apoptosis
(Dong y Jiang, 2011)
A 7

magnolol

Magnolia officinalis




Actividad antiinflamatoria en

microglias activadas por
LPS (Joyner y Cichewicz,

2011)

Efecto analgésico
comprobado con el test de
la formalina (Boumendijel et

al., 2013)

Actividad contra

Tripanozoma cruzi
(enfermedad de Chagas)

(lzumi et al., 2011)

13,15-dieno
O——’\ Actividad contra
(@)
Mycobacterium tuberculosis
H3CO o (Garcia et al., 2012)
OCH3
o

desmetoxi-kanugina

Datura indica




1.1.1. Actividad biolégica de las flavonas

Los flavonoides son polifenoles fitoquimicos de bajo peso molecular, derivados del
metabolismo secundario de las plantas y juegan un papel importante en diversos
procesos biolégicos. Son componentes de una amplia variedad de frutas, verduras y
de bebidas como el té, el café, la cerveza, y el vino. Se pueden clasificar en varias

clases entre las que se encuentran las flavonas (Shing et al., 2014).

Las flavonas son productos naturales de tipo de benzopirano y constituyen un
importante grupo de oxiheterociclos presentes en frutas y vegetales (Verma y Pratap,

2012).

Figura 1.1. Estructura general de las flavonas.

Entre las actividades biolégicas descritas para las flavonas y algunos de sus derivados
se encuentran su efecto antialérgico, antiasmatico, antidiabético, antiestrogénico,
antiinflamatorio, antimalérico, antimicrobial, antioxidante, antitumoral, antiulceroso,
cardiovascular, citotoxico, neuroprotector, los cuales dependen de su naturaleza y

posicion de los sustituyentes en el esqueleto (Vermay Patrap, 2012).



HO I (@]

OMe oroxylina

antidiabético

O flavona

OMe baicaleina

luteolina cardiovascular
O

H o

OH o
acacetina

Figura 1.2. Ejemplos de flavonas y algunas de sus actividades biologicas descritas
(Shing et al., 2014).



Algunas flavonas han servido de materia prima para preparar derivados interesantes
como es el caso de la quercetina que al tratarse con germanio forma el complejo
metalico denominado germanio-quercetina el cual presentd una actividad citotoxica

importante (Zhai et al., 2012).

También se tienen ejemplos de flavonas sintéticas con una actividad biol6gica
relevante. Tal es el caso del derivado semisintético flavopiridol (alvocidib) el cual fue el
primer inhibidor de enzimas CDK en someterse a ensayos clinicos contra distintos

tipos de cancer (Ahn et al., 2007).

Ge-quercetina

Cl

OH O flavopiridol

Figura 1.3. Compuestos con esqueleto de flavona que han presentado actividad
citotoxica relevante.



2. ANTECEDENTES

2.1. Género Stevia

Las especies del género Stevia constituyen una fuente rica de moléculas
biolégicamente activas en las que se incluyen lactonas sesquiterpénicas, triterpenos y
flavonoides con efecto antimicrobial, antifngico, antioxidante, antiinflamotorio,
anticarcinogénico y pro-apoptoético (Cerda-Garcia-Rojas y Pereda Miranda, 2002). Por
ejemplo, los flavonoides hispidulina y santina (Fig. 2.1) identificados en S.
origanoides, los cuales poseen importante actividad citotoxica (Nepal et al., 2013) y

antifangica (Omosa et al., 2014).

santina

Figura 2.1. Imagen de Stevia origanoides y estructura de sus principales flavonoides
con relevante actividad biolégica.



Se conocen mas de 300 especies de Stevia en el continente Americano, desde el
sureste de los Estados Unidos de América hasta el norte de Argentina. En México se
han descrito al menos 80 de estas plantas, y en el estado de Hidalgo han reportado
unas 21 especies, entre ellas S. pilosa y S. tomentosa. En un estudio previo de la
parte aérea de S. pilosa se reportdé la lactona sesquiterpénica conocida como
leukodina (Martinez et al., 1988), mientras que en otro estudio llevado a cabo en
nuestro grupo de trabajo se describio la composicion quimica del extracto hexanico de
su raiz, de donde se caracterizaron varios derivados del longipineno (Fig. 2.2)

(Alvarez-Garcia et al., 2005).

leukodina
v

O R2 R1 R2
OMeBu OH

+mR! OMeBu H
OAc OAng

% OAng OH

B OAng OANg H

derivados del longipineno

Figura 2.2. Imagen de Stevia pilosa, estructura de la leukodina aislada de su parte
aérea y estructura de los derivados del longipineno aislados de sus raices.



Stevia tomentosa también ha sido explorada en nuestro grupo de trabajo. En un
estudio llevado sobre las raices de la planta se describio el aislamiento de la
valeranona (Fig. 2.2), un sesquiterpeno tipo eudesmano reordenado que posee
actividad relajante del muasculo liso, y que también se ha identificado en Valeriana
officinalis (Torres-Valencia et al., 2004). De la parte aérea y de las raices se aislaron
derivados del bisaboleno, B-cariofileno, derivados del longipineno, triterpenos como los
acetatos de dammarenilo y lupeilo, asi como compuestos flavonoides (Fig. 2.3), los

cuales poseen actividad antiinflamatoria importante (Valdez-Calderén et al., 2011).

valeranona 2,3-epoxi-1-bisabolenona 1-acetoxi-2,3-dihidroxi-
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“
-
>

acetato de dammarenilo acetato de lupeol

Figura 2.3. Imagen de Stevia tomentosa y estructura de los metabolitos aislados.



El acetato de dammarenilo aislado de las raices de Stevia tomentosa es el derivado
acetilado del triterpeno conocido como isotirucalol (Fig. 2.4) que posee actividad
antiinflamatoria comparable con la indometacina (Akhisa et al., 1997), un farmaco que

se prescribe actualmente como antiinflamatorio.

Compuesto ID,, (mg/ear)

isotirucalol 0.3
0.3

indometacina

isotirucalol

MeO 0O
;i Z \S OH
L ";DOMH::S Né: N
o vo O

@)
Cl

indometacina

Figura 2.4. Estudio antiinflamatorio comparativo entre el isoturicalol y la indometacina.

En este trabajo se complement6 el estudio quimico de la parte aérea de Stevia pilosa
y de las raices de Stevia tomentosa. En adicion, se participd en el aislamiento y
caracterizacion de algunos metabolitos de Acacia schafferi, con la finalidad de

complementar su estudio quimico. En una investigacién previa de A. schaffneri,
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llevada a cabo por nuestro grupo, del extracto hexanico de la parte aérea se aislaron
los diterpenos denominados seco-oxacassanos (Fig. 2.5) los cuales son raros en la

naturaleza (Manriquez-Torres et al., 2011).

Figura 2.5. Imagen de Acacia schaffneri y estructura de los metabolitos seco-
oxacassanos aislados de su parte area.
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3. OBJETIVO

Llevar a cabo un estudio quimico de especies del género Stevia, basado en el
aislamiento de sus principales metabolitos secundarios por medio de métodos
cromatograficos y obtener derivados de crisina que favorezcan la obtencion de
compuestos metélicos siendo caracterizados todos los compuestos mediante técnicas
espectroscopicas y difraccidon de rayos-X, con la finalidad de contribuir al conocimiento
de productos naturales y derivados que puedan tener un uso potencial para el

tratamiento de la inflamacién y el cancer.

12



4. JUSTIFICACION

En épocas recientes, la quimica de los productos naturales se ha enfocado a la
obtencion de principios activos promisorios para el tratamiento de enfermedades
cronico-degenerativas como el cancer, la inflamacién, diabetes y enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Hutington). En particular nuestro grupo de
trabajo se enfoca en la investigacion de plantas que se dan en la region, ayudando al
conocimiento de su composicién quimica y en la busqueda de metabolitos secundarios

con posible actividad antiinflamatoria y/o anticancerosa.

Las especies de Stevia crecen de manera abundante en el estado de Hidalgo y de
acuerdo a su estudio se sabe que producen flavonoides y lactonas sesquiterpénicas,
compuestos con importante actividad biologica, por lo que los resultados de este
trabajo podrian contribuir al conocimiento de metabolitos secundarios con posible

efecto farmacologico.

En adicion se decidid la obtencion de derivados de flavonoides con la finalidad de

aportar nuevas sustancias con potencial actividad antiinflamatoria y anticancerigena

13



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Colecta, identificacion de la especie y obtencién de los extractos

Los especimenes de Stevia pilosa (Fig. 5.1) se colectaron en la comunidad de Real
del Monte, municipio de Mineral del Monte, en el estado de Hidalgo, en agosto-
septiembre de 2011 y agosto-septiembre del 2012, respectivamente. Un ejemplar de
esta planta se envié al Herbario del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Instituto
de Ciencias Basicas e Ingenieria de la UAEH, donde el M. en C. Manuel Gonzalez
Ledesma identificd la especie. La planta se dejo secar a la sombra y se dividié en sus
partes aéreas y raices. Se obtuvieron los extractos de hexano, CHCI3;, AcCOEt y MeOH
de forma secuencial de estas partes mediante reflujo por 6 horas o maceracién por 7

dias.

Figura 5.1. Imagenes de Stevia pilosa.
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5.1.1. Extracto hexanico de la parte aérea de Stevia pilosa

La parte aérea de S. pilosa se sometid a reflujo con hexano por 6 horas, seguido por
filtracion y concentrado en el rotaevaporador para obtener el extracto correspondiente,
el cual se sometié a separacion mediante cromatografia en columna usando hexano y
mezclas de hexano-AcOEt. Las fracciones se analizaron por RMN-'H en donde sélo
se pudo identificar material graso. Este estudio se realiz6 debido a un reporte previo
de S. pilosa (Martinez et al., 1988) de donde obtuvo una guayandlida de nombre
leukodina. EI procedimiento anterior no condujo a la identificacion de dicha

guayanolida.

5.1.2. Extracto cloroférmico de la parte aérea de S. pilosa

La parte aérea de S. pilosa se sometié a maceracion con CHCI; por 7 dias, seguido
por filtracion y concentrado en el rotaevaporador para obtener el extracto
correspondiente, el cual se tratd siguiendo un procedimiento conocido para la
obtencion selectiva de lactonas sesquiterpénicas (Hernandez et al., 1997), de la
manera siguiente. El extracto se disolvié en EtOH, se calent6 a 60 °C, se adicion6 H,0
y se llevo temperatura ambiente. Posteriormente, se hicieron lavados con hexano y
CHCI3, las fases organicas se concentraron y se juntaron para obtener una parte

hexanica y otra parte de CHCls.
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5.1.2.1. Parte hexanica del extracto cloroféormico de la parte aérea de

Stevia pilosa

El extracto hexanico se sometid a separacion cromatografica usando la técnica de
cromatografia rapida en gel de silice y hexano, mezclas de hexano-AcOEt, CHCI;,

mezclas de CHCIl3-MeOH y MeOH como eluyente en orden creciente de polaridad.

Las fracciones eluidas con hexano-AcOEt (9:1, 4:1 y 7:3) se juntaron y mediante
cromatografias sucesivas utilizando mezclas de hexano-AcOEt (17:5 y 4:1) se obtuvo

un sélido de color blanco.

En su espectro de *H (Fig. 5.3, Tabla 5.1) present6 sefiales caracteristicas en 5.28 y
5.24 ppm de proton vinilico, sefiales simples anchas en 4.67 y 4.56 ppm tipicas de
doble enlace, en 4.50 ppm una sefial mdltiple para un proton base de éster. Se
observo otra sefial multiple en 2.37 ppm, y cercano a 2.1 ppm se apreciaron 2 sefiales
caracteristicas de grupos metilo de aceto. Entre 1.7 y 0.7 ppm se observaron las
sefiales tipicas de los metilos terciarios. La comparacion de sus datos
espectroscopicos con los descritos condujo a identificar una mezcla de los triterpenos

acetato de a-amirina (1), acetato de B-amirina (2) y acetato de lupeol (3) (Fig. 5.2).

Dicha mezcla se purifico por cromatografia en columna empleando gel de silice
impregnado con AgNOs, logrando obtener el compuesto 3. Su espectro de 'H se

muestra en la fig. 5.4 y sus datos en la tabla 5.1.
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Los acetatos de a-amirina, B-amirina y lupeol son compuestos conocidos y se les
ha descrito diversas actividades biolégicas, entre ellas la antiinflamatoria en el caso

del compuesto 3 (Lucetti et al., 2010).

De la cromatografia de las fracciones eluidas con hexano-AcOEt (9:1y 4:1) utilizando
CHCI; se obtuvo un aceite transparente. El andlisis de sus datos fisicos y
espectroscopicos, principalmente RMN de *H, permiti6 la identificacién del 6xido de B-
cariofileno (4) (Fig. 5.2). En su espectro de RMN de proton (Fig. 5.5, Tabla 5.2) se
observo en 4.97 ppm y 4.85 ppm sefiales anchas que integraron para un proton tipicas
de un doble enlace exociclico y los cuales se identificaron para H-13 y H-13’. En 2.87
ppm se aprecio una sefal doble de dobles caracteristica de un hidrogeno base de
epoxido (H-5) que presentd constantes de acoplamiento de 10.6 y 4.4 Hz e integro
para un protdbn. En 2.61 ppm se observd sefial cuadruple con constante de
acoplamiento de 10.0 Hz que se asigné a H-9. En 1.18 ppm se observé una sefal
simple que integré para tres protones, tipica para metilos de base de epoxido (Me-12).
Los metilos geminales Me-14 y Me-15 se apreciaron como sefales simples en 0.98
ppm y 0.96 ppm, respectivamente. Sus datos se compararon con los de una muestra
auténtica obtenida en nuestro grupo de trabajo permitiéndonos corroborar la estructura
del compuesto. Estudios recientes de este compuesto han probado cierta
genotoxicidad en pruebas realizadas en bacterias y células madre (Di Sotto et al.,

2013).
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Figura 5.2. Terpenos identificados en la parte hexénica del extracto CHCI; de S.
pilosa.

Tabla 5.1. Datos de RMN de *H de los triterpenos 1, 2 y 3.
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Compuesto, 'H m (J en Hz)

Posicion 1 1, lit* 2 2, lit* 3 3, lit**
3 450 m 451 m 450m |450m |450m |4.47dd
(12.8, 4.4)
12 5.24 sa 5.24 sa 5.28sa | 5.28 sa - -
19 - - - - 2.37m -
23 0.86 s 0.88 s 0.86 s 0.88 s 0.86 s 0.85s
24 0.93 s 0.91s 0.93s 0.91s 0.86 s 0.84 s
25 0.84 s .0.83s 0.84 s 0.83 s 1.04 s 1.03s
26 0.94 s 0.94 s 0.94 s 0.94 s 0.85s 0.83s
27 1.14 s 1.17 s 1.14 s 1.17 s 0.80s 0.79 s
28 0.83 s 0.83s 0.83s 0.83s 0.95s 0.94 s
29 1.15d(6.2) | 1.12d(6.1) |091s 0.91s 4.67sa |4.69sa
29’ 456 sa |4.57sa
30 0.72d (6.0) | 0.70d (6.7) | 0.88s 0.89s 1.70 s 1.69s
AcO 2.10s 2.10s 2.10s 2.10s 2.05s 2.05s

Tabla 5.2. Datos de RMN de *H del éxido de B-cariofileno (4).
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1

o
™

S N& — |3
Posicién 'Hm 'Hm (3 en | Posicién 'Hm 'Hm (J en
(J en Hz) Hz), lit*** (J en Hz) Hz), lit***
1 1.751(10.0) | 1.76 t (10.0) 9 2.61 ¢ (10.0) | 2.61c(10.0)
2 141m 1.32m 10 1.68 m 1.55-1.72 m
2 1.65m 1.55-1.72m 10° 1.63m
3 0.93m 0.95m 12 1.18s 1.20s
3 2.08m 2.10 dt
(12.5, 3.5)
5 2.87 dd 2.87 dd (10.6, 13 4.97 sa 4.97 sa
(10.6,4.4) | 4.1) 13’ 4.85 sa 4.85 sa
6 2.25m 2.25m 14 0.98 s 1.00s
6 1.33m 142 m
7 2.33m 2.34m 15 0.96 s 0.98 s
7 2.11m 2.11t(12.4)

*Furukawa et al., 2002; **Jamal et al., 2008; ***Thebtaranonth 2006
s = simple, sa = simple ancha, d = doble, dd = doble de dobles, dt = doble de

triples, t = triples, ¢ = cuadruple, m = multiple
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5.1.2.2. Parte CHCI; del extracto cloroféormico de la parte aérea de



Stevia pilosa

La separacién mediante cromatografia en columna de la parte CHCIl; del extracto
CHCl3, se realizé con hexano, mezclas de hexano-AcOEt, CHCI3;, mezclas de CHCls-
MeOH y MeOH como eluyente. Las fracciones obtenidas con hexano-AcOEt (9:1)
presentaron en RMN sefales tipicas para la mezcla de los triterpenos -sitosterol y
estigmasterol. Las fracciones de mayor polaridad eluidas con hexano-AcOEt (4:1 y
7:3) se juntaron y recromatografiaron con CH,Cl, y mezclas de CH,Cl,-acetona (9:1y
4:1) de donde se obtuvo un soélido de color amarillo que se cristalizd6 con CHCl3-MeOH.
A los cristales se les agregd MeOH vy se filtraron para obtener los cristales la parte
soluble en MeOH. El espectro de RMN de protén en DMSO-dg¢ (Fig. 5.7, Tabla 5.3) de
los cristales mostr6 una sefal simple ancha en 13.05 ppm que integr6 para un proton,
y que es caracteristica de un proton de hidroxilo en C-5 de un sistema de flavonoide.
En 8.03 y 7.11 ppm se observaron dos sefiales dobles tipicas de protones de un anillo
aromatico para-disustituido que integraron para dos protones cada una y presentaron
acoplamientos orto entre si. En 6.87 y 6.62 ppm se observaron dos sefiales simples
gue hicieron suponer la presencia de otros 2 hidrogenos aromaticos. Adicionalmente,
se apreciaron dos sefiales simples en 3.86 ppm y 3.76 ppm, caracteristicas de grupos

metoxilo.

En el espectro de *C, en DMSO-ds (Fig. 5.8, Tabla 5.4), se observaron 15 sefiales
para 17 carbonos, entre ellas la sefial caracteristica para carbono de un carbonilo en

182.6 ppm, entre 165 y 150 ppm aparecieron 5 sefiales tipicas de carbonos
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aromaticos base de oxigeno, ademas entre 65 y 55 ppm se identificaron 2 sefales

para carbonos de metoxilo.

En el espectro HMBC en DMSO-ds (Fig. 5.9), se observaron las correlaciones del
proton de hidroxilo en C-5 con las sefiales de carbono en 153.2, 132.0 y 104.7 ppm,
por lo que éstas se asignaron a los carbonos 5, 6 y 10, correspondientemente. En el
caso de C-6 present6 correlacion con la sefial de uno de los grupos metoxilo en 3.75
ppm del espectro de protdn, permitiendo ubicar este grupo en la posicion 6. La sefial
del otro grupo metoxilo en 3.86 ppm presento correlacion con el carbono en 162.7 (C-
4’), por lo que se ubicd en esta posicion. Después de analizar la espectroscopia y
compararla con datos descritos se concluyé que se trataba de la pectolinarigenina
(5) (Fig. 5.6), un flavonoide conocido y que ha sido aislado de algunas plantas como
Cirsium chanroenicum el cual mostr6 efecto antiinflamatorio (Lim et al., 2008) y

larvicida contra el vector del dengue (Muthu et al., 2012).

La parte soluble en MeOH se purificé en gel de silice utilizando mezclas de hexano-
AcOEt (7:3, 3:2, 1:1, 2:3 y 3:7) de donde se obtuvo mas pectolinarigenina, asi como

otro compuesto en forma de polvo amarillo que hizo suponer su naturaleza flavonoide.

Su espectro de RMN de 'H en DMSO-dg (Fig. 5.10, Tabla 5.3) mostré6 una sefial
simple en 13.07 ppm caracteristica de un protdn de hidroxilo en C-5 de un flavonoide,
tres sefiales en 7.62 (dd, J =8.5y 2.1 Hz), 7.52 (d, J=2.1 Hz) y 7.09 ppm (d, J = 8.5
Hz) tipicas de un anillo aromatico trisustituido. En 6.92 y 6.62 ppm se apreciaron dos
sefales caracteristicas de protones aromaticos que integraron para un proton cada
una. Finalmente, en 3.85, 3.82 y 3.75 ppm se observaron tres sefiales simples que
integraron para 3 protones cada una y que fueron tipicas de grupos metoxilo.
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Su espectro de RMN de **C en DMSO-dg (Fig. 5.11, Tabla 5.4) mostr6 18 sefiales
para carbonos, entre las que se identificd en 182.5 ppm una sefial caracteristica del
carbonilo en C-4 de un flavonoide, entre 165 y 145 ppm se observaron 6 sefales para
carbonos aromaticos base de oxigeno, asi como otras 8 sefiales mas tipicas de
carbonos aromaticos. En adicion, se observaron tres sefiales de carbonos de metoxilo
en 60.3, 56.1 y 56.0 ppm. Al comparar los espectros de *H y de *C de este compuesto
5, resulté evidente que se trataba de un flavonoide de la misma naturaleza, excepto
gue en este caso presenta una sustitucion adicional de un grupo metoxilo en el anillo
B. Esto se corrobor6 mediante el experimento HMBC (Fig. 5.12), en donde se
apreciaron la mayoria de las correlaciones esperadas, como por ejemplo las del proton
de hidroxilo en C-5 que mostrd 3 correlaciones con las sefales de carbono en 153.1,
131.8 y 104.6 ppm que se asignaron a C-5, C-6 y C-10, respectivamente. Los grupos
metoxilo se ubicaron en las posiciones 6, 3’ y 4’, debido a las correlaciones
observadas de las sefiales de protén en 3.80, 3.89 y 3.86 ppm con las sefales de
carbono en 131.7 (C-6), 149.3 (C-3') y 152.4 (C-4’) ppm, correspondientemente.
Después de analizar sus datos fisicos y espectroscépicos y compararlos con los de la
literatura se concluy6 que se trata de la flavona conocida como eupatilina (6) (Fig.
5.6), la cual ha sido encontrada en diversas plantas, como es el caso de la Artemisia
albida (Suleimenov et al., 2005) y recientemente se le ha descrito importante actividad

hipoglicémica contra diabetes (Anaya et al., 2014).

La recristalizacion del compuesto 6 por medio de difusion utilizando CHCI3-hexano
(2:10) nos permitid6 obtener cristales adecuados para difraccion de rayos-X y

corroborar su estructura (Fig. 5.6).
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Por otro lado, las fracciones que se obtuvieron con mezclas de hexano-AcOEt (3:2, 1:1

y 3:7) se juntaron y se purificaron en gel de silice usando CHCI3-MeOH (8:2). En este

proceso se obtuvo un solido de color amarillo, que, de acuerdo a la comparacion de

sus datos de RMN de *H (Fig. 5.13, Tabla 5.3) con los de la pectolinarigenina y la

eupatilina, coincidieron con

la flavona denominada hispidulina (7) (Fig. 5.6). El

compuesto 7 se ha aislado de S. origanoides (Cerda-Garcia y Pereda-Miranda, 2002).

Figura 5.6. Flavonas aisladas de S. pilosa y estructura de rayos-X del compuesto 6.

Tabla 5.3. Datos de RMN de *H de las flavonas 5, 6 y 7.

Compuesto & en ppm, m (J en Hz)

Posicién 5 6 7
3 6.87 s 6.92s 6.79 s
8 6.62 s 6.62 s 6.60 s
2 8.03 d 7.52d (2.1) 7.93d (8.8)
3 7.11d - 6.93d (8.8)
5 7.11d 7.09 d (8.5) 6.93d (8.8)
6 8.03d 7.62dd (8.5, 2.1) 7.93d (8.8)
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6-OMe 3.76 s 3.75s -
3’-OMe - 3.85s -
4’-OMe 3.86s 3.82s 3.75s
C5-OH 13.05 sa 13.07 sa 13.09 s

s= simple, sa= simple ancha, d= doble, dd= doble de dobles.

Tabla 5.4. Datos de RMN de *3C de los flavonoides 5 y 6.

Posicion 5 6
2 163.4 163.3
3 103.1 103.3
4 182.2 182.2
5 152.8 152.8
6 131.4 131.6
7 157.4 157.3
8 94.4 94.4
9 152.5 152.5
10 104.2 104.2
1 122.9 122.9
2 128.4 109.2
3 114.6 149.0
q 162.3 152.1
5 114.6 1115
6 128.4 119.9
6-OMe 60.0 60.0
3’-OMe - 55.8
4’-OMe 55.6 55.7
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5.2. Obtencion y caracterizacion de la epazoyucina (8) aislada del

extracto CHCI; de la parte aérea de S. tomentosa

El extracto CHCI3; de la parte aérea de S. tomentosa se traté de la misma forma que el
de S. pilosa. La fase cloroférmica obtenida se pas6 por CC y las fracciones eluidas
con CHCI; y CHCI3-MeOH (9:1) se juntaron y recromatografiaron utilizando CHCl3 y
mezclas de CHCI3-MeOH (19:1) para tener un sélido ligeramente amarillo, que al
purificarlo generaron cristales blancos en forma de agujas. El resultado de sus datos
fisicos y espectroscopicos condujo a la estructura que se muestra en la fig. 5.14, y que
correspondié a la nueva lactona sesquiterpénica que se nombré como epazoyucina
(8). Este es el primer caso de una guayandlida que posee dos grupos epoxido, y es el
primer sesquiterpeno que contiene dos epodxidos en un anillo de 5 miembros, y

ademas con un arreglo syn (Valdez-Calderén et al., 2013).

Figura 5.14. Estructura de la nueva guayandlida aislada de S. tomentosa.
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Una parte de la epazoyucina (8) se envié a la Universidad de Sevilla donde se le
realizaron pruebas de citotoxicidad en lineas celulares de colon, pulmon y piel en
células sanas y cancerigenas por medio del método de sulforodamina B (SRB) el cual
es un ensayo utilizado para determinar si un compuesto o producto tendra efectos
sobre células vivas; el compuesto fue practicamente inactivo. Otra cantidad de esta
lactona se destind para determinar su espectro de dicroismo circular vibracional

(DCV), con la finalidad de confirmar su configuracién absoluta.

El DCV es una técnica que se ha utilizado con mucho éxito para determinar la
configuracion absoluta de metabolitos secundarios de origen vegetal, por ejemplo los
diterpenos tipo verticileno (Cerda-Garcia-Rojas et al., 2005). Esta técnica
espectroscopica consiste en la diferencia de absorcion de la radiaciéon infrarroja
circularmente polarizada a la derecha e izquierda por parte de enantiomeros de una
sustancia quiral. Se grafica esta diferencia originando un espectro que se compara con
el obtenido mediante calculos de teoria de funcionales de la densidad (DFT) para uno
de los enantibmeros, cuya configuracién absoluta es establecida por uno mismo al

construir la molécula que se alimentara al calculo.

Para la epazoyucina, el estudio se inici6 con el calculo de la distribucién
conformacional utilizando el protocolo Monte Carlo y Mecanica Molecular. Este célculo
condujo a 6 conférmeros cuyo rango de energia relativa fue de 0-5 kcal/mol. Estos
conférmeros se llevaron a un calculo de energia (single point, 0 K) usando DFT y al
nivel de teoria B3LYP/6-31G(d), seguido por una optimizacion de geometria y calculo
de frecuencias (IR y DCV) a 298 K para los primeros 2 conférmeros (Fig 5.15), cuyo

rango de energia oscil6 entre 0-3 kcal/mol, usando el nivel de teoria
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B3PW91/DGDZVP2. Los dos conformeros se muestran en la Fig. 5.14, donde uno de
ellos, epazoyucina A, contribuye con el 96.66% a la poblacion conformacional. Es
decir, la molécula practicamente existe en un soélo conférmero, teniendo cierta
movilidad en el anillo de siete miembros, particularmente en la zona del doble enlace

exociclico, como se puede ver en el conformero menos estable, epazoyucina B.

)

epazoyucina A epazoyucina B
AE = 0.00 kcal/mol (99.66%) AE = 3.37 kcal/mol (0.34%)

Figura 5.15. Conférmeros que contribuyen mayormente en la estructura de la
epazoyucina.

El compuesto 8 cristalizé de forma adecuada para un estudio de difracciéon de rayos-X
con la utilizacién de una fuente de emision de cobre. El resultado de este andlisis se

muestra en la fig. 5.16.

Cabe hacer notar, que el conférmero mas estable encontrado mediante este
procedimiento es muy parecido a la estructura de rayos-X del producto natural, lo cual

da confianza en los calculos teéricos.
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epazoyucina A

Figura 5.16. Estructura de difraccién de rayos-X de la epazoyucina (8).
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5.3. Sintesis de derivados de crisina

5.3.1. Preparacion de las 7-O-bromo-alquil-crisinas (9a-9e)

Con la intencion de obtener derivados de flavonas con posible actividad biolégica se
consigui6 de manera comercial el flavonoide crisina, el cual posee actividad
antioxidante, antiviral, antidiabética, antiansiolitica, anticancerigeno, entre otras (Xing
et al., 2003). Asi, crisina (1 mmol) se hizo reaccionar con una serie de dibromo
alcanos (5 mmol) y carbonato de potasio (2 mmol) en acetona a reflujo por 24 horas
(Fig. 5.17). Transcurrido el tiempo, el producto de la reaccion se filtr6 y se evapor6 el
disolvente obteniendo un sélido que se purific6 mediante cromatografia en columna
(CC) para dar las 7-O-bromoalquil crisinas (9a-9e), que se caracterizaron por RMN de

'Hy *3C, y en algunos casos por rayos-X.

K,COj3, acetona
reflujo 24 h

OH O
crisina 9a n=2
9b n=3
9¢ n=4
9d n=5
9e n=6

Figura 5.17. Obtencion de 7-O-bromoalquil crisinas.

Como ejemplo de la caracterizacion por RMN se describe el caso de 9a.

El compuesto 9a se obtuvo al agregar el 1,2-dibromoetano en las condiciones

mencionadas anteriormente. El producto de reaccién se purificé por CC (gel de silice)
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utilizando como eluyente mezclas de hexano, hexano-AcOEt (9:1, 4:1 y 7:3) y acetato
de etilo. De las fracciones eluidas con hexano-AcOEt (9:1) se obtuvieron cristales de
color amarillo en forma de placas. Su espectro de RMN de protén en CDCI; (Fig. 5.19,
Tabla 5.5) mostré una sefal simple ancha en 12.71 ppm que integré para un proton, y
gue es caracteristica del proton de hidroxilo en C-5 de un sistema de flavonoide. En
7.84 y 7.50 ppm se observaron dos sefiales multiples que integraron para 2 y 3
protones tipicas para H-2’, H-6’ y H-3’, H-4’, H-5’ del anillo B. En 6.62 ppm se presento
una sefial simple que integré para un proton y se identific6 como H-3. Dos sefales
dobles en 6.47 y 6.32 ppm con una constante de acoplamiento de 2.2 Hz que hicieron
suponer la presencia de los 2 hidrégenos aromaticos en posicion meta etiquetados
como H-8 y H-6. Se apreciaron dos sefales triples en 4.32 ppm y 3.65 ppm con
constante de acoplamiento de 6.2 Hz ubicadas para OCH, y BrCH, presentes en la

cadena alifatica de la estructura.

En el espectro de *C, en CDCl; (Fig. 5.20, Tabla 5.6), se observaron 15 sefiales para
17 carbonos, entre ellas la sefal caracteristica para carbono de un carbonilo en 182.5
ppm, entre 165 y 155 ppm aparecieron 4 sefales tipicas de carbonos aromaticos base
de oxigeno para los carbonos en posicién 2, 7, 5y 9; de 135 a 90 ppm se observaron
10 sefales para los carbonos aromaticos restantes y C-3. Adicionalmente, en 68.1 y
28.4 ppm se apreciaron las sefiales para el carbono unido a oxigeno (OCH,) y el

carbono unido a bromo (BrCHy) de la cadena alifatica.

El espectro HMBC en CDCI; (Fig. 5.21) present6 todas las correlaciones esperadas,

siendo la méas importante la del carbono C-7 con la sefal triple para OCH,, con lo que
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se comprobd que esta presente la cadena alifatica en la estructura y las correlaciones

con H-6 y H-8 que corroboraron la posicién 7.

Los espectros para los compuestos 9b-9e se describen en las figuras 5.22-5.29 y en

las tablas 5.5-5.6.

Como se menciond, todos los compuestos de la serie 9a-9e después de ser
purificados se obtuvieron como cristales de color amarillo. Los compuestos 9a-9c y 9e
son compuestos conocidos utilizados como intermediarios para la obtencion de amino-
alquil crisinas (Babu et al., 2006; Hu et al., 2011; Li et al., 2009); en el caso de 9d se
reporta por primera vez. Los derivados 9a, 9c y 9e presentaron cristales adecuados

para difraccion de rayos-X (Fig. 5.18), los cuales no habian sido descritos.

Figura 5.18. Estructuras quimicas y de rayos-X de 9a, 9c y 9c.
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Figura 5.18 (continuacidn). Estructuras quimicas y de rayos-X de 9a, 9c y 9e.

Tabla 5.5. Datos de RMN de *H (400 MHz) de 9a-9e, en CDCls.

Compuesto

6 en ppm, m (J en Hz)
Posicion 9a 9b 9c 9d 9e
3 6.62 s 6.67 s 6.66 s 6.64 s 6.65s
6 6.32d(2.2) 6.37d(2.2) | 6.34d(2.2) | 6.33d(2.2) | 6.35d(2.2)
8 6.47 d (2.3) 6.52d(2.2) | 6.48d(2.2)| 6.47d(2.2) | 6.48d (2.2
2 7.84m 7.88m 7.87m 7.86m 7.87m
3 7.51m 7.54 m 7.53m 7.52m 7.53m
4 7.51m 7.54 m 7.53m 7.52m 7.53m
5 7.51m 7.54m 7.53m 7.52m 7.53m
6 7.84m 7.88m 7.87m 7.86m 7.87m
OH 12.71 sa 12.72 sa 12.71 sa 12.70 sa 12.70 sa
OCH, 4.321(6.2) 4.19t(5.8) | 4.07t(6.0) | 4.02t(6.2) | 4.02t(6.4)
BrCH, 3.651t(6.2) 361t(6.3) | 3.50t(6.0) | 3.45t(6.7) | 3.431(6.7)
OCH,CH, - 2.36q(6.1) | 1.99m 1.84m 1.83m
BrCH,CH,» - - 2.08 m 1.94m 1.91m
OCH,CH,CH, - - - 1.63m 1.52m
BrCH,CH,CH, - - - - 1.52 m

s= simple, sa= simple ancha, t= triple, c= cuadruple, m= multiple
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Tabla 5.6. Datos de RMN de *3C (100 MHz) de 9a-9¢e, en CDCls.

Compuesto

Posicion 9a 9b 9c 9d 9e

2 164.2 164.1 164.1 164.0 164.0
3 106.1 105.9 105.8 105.7 105.7
4 182.6 182.6 182.6 182.6 182.6
5 162.4 162.3 162.3 162.2 162.2
6 98.6 98.8 98.7 98.6 98.7
7 164.0 164.3 164.9 165.0 165.2
8 934 93.2 93.2 93.1 93.2
9 157.8 157.9 157.9 157.8 157.9
10 106.0 106.0 106.0 105.9 105.9
1 132.0 132.0 132.0 131.9 131.9
2 126.4 126.4 126.4 126.3 126.4
3 129.2 129.2 129.2 129.2 129.2
4 131.2 131.4 131.4 131.4 131.4
5 129.2 129.2 129.2 129.2 129.2
6’ 126.4 126.4 126.4 126.3 126.4
OCH, 68.2 66.0 67.6 68.3 68.5
BrCH, 28.4 29.0 334 33.7 33.9
OCH,CH, - 32.0 294 28.2 28.9
BrCH,CH, - - 27.7 32.5 32.7
OCH,CH,CH, - - - 24.8 25.3
BrCH,CH,CH, | - - - - 28.0
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5.3.2. Preparacion de las 7-O-[(piridin-2-il-tio)-alquil] crisinas (10a-
10e)

Cada uno de los compuestos de la serie 9a-9e (1 mmol) se hicieron reaccionar con la
2-mercaptopiridina (1 mmol) y carbonato de potasio (2 mmol) en tolueno a reflujo por
48 horas (Fig. 5.30). Transcurrido el tiempo, el producto de la reaccion se filtr6 y se

evaporo el disolvente. En cada caso se obtuvo un sélido que se purifico por CC para

obtener los compuestos 10a-10e.

2-mercaptopiridina

K5COg3, tolueno
reflujo 48 h




Figura 5.30. Condiciones de reaccién para la obtencién de los compuestos 10a-10e.

Los compuestos de esta serie se cristalizaron por el método de evaporacion lenta
utilizando CHCI3; o tolueno y por difusion usando mezclas de CHCI;-MeOH (10:1) y
CHCIl3-hexano (10:1) obteniendo cristales amarillos en forma de placas y filamentos de
los cuales los compuestos 10b y 10d-e fueron adecuados para difraccion de rayos-X

(Fig. 5.31). En el caso de 10e se observaron dos conférmeros en la celda cristalina.




Figura 5.31. Estructuras quimicas y de rayos-X de 10b, 10d y 10e.

Debido a la similitud estructural de los compuestos de la serie, a continuacion se

describe la caracterizacion del compuesto 10b a manera de ejemplo.

El compuesto 10b se obtuvo con las condiciones mencionadas anteriormente. El
producto de reaccién se pasé por CC (gel de silice) utilizando como eluyente mezclas
de hexano-acetato de etilo (9:1, 4:1 y 7:3). De las fracciones eluidas con hexano-

AcOEt (4:1) se obtuvieron cristales de color amarillo.

Su espectro de RMN de protén en CDCI; (Fig. 5.34, tabla 5.7) mostro la sefial simple
ancha en 12.71 ppm caracteristica del protén de hidroxilo en C-5. En 8.42 ppm se
observo una sefial doble de doble de dobles con J =4.9, 1.8 y 0.9 que integr6 para 1
proton y se etiguetdé como H-15 parte del anillo de piridina. En 7.88 ppm se presento

una sefial multiple que integré para dos protones que se identificaron como H-2' y H-
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6’. Alrededor de 7.54 ppm se observo otra sefial multiple que integro para 3 protones
debido a los protones H-3’, H-4" y H-5". Entre 7.50 y 6.90 ppm se observaron las
sefales restantes para los protones del anillo de piridina (H-12, H-13 y H-14). El
protbn en la posicion 12 se aprecio como una sefial doble de dobles con
acoplamientos orto (7.5 Hz) y meta (1.8 Hz); H-13 se observé como una sefial doble
de triples con constantes de acoplamiento 8.1 y 0.9 Hz, mientras que H-14 presento
una sefial doble de doble de dobles con constantes de acoplamiento de 7.3, 4.9y 1.0
Hz. Los protones en posicién 3, 8 y 6 se observaron como sefiales simple, doble y
doble (J = 2.2 Hz) en 6.67, 6.51 y 6.37 ppm respectivamente. Las sefales de la
cadena alifatica se observaron en 4.19, 3.37 y 2.25 ppm para las posiciones OCH,,
OCH,CH, y SCH,. Para los protones de carbono unido a oxigeno y azufre se observo
una sefal triple con una constante de acoplamiento de 6.0 Hz para cada uno. En el
caso de los protones en la posicion OCH,CH, se presentd una sefial quintuple con

una constante de acoplamiento de 6.6 Hz.

El espectro COSY (Fig. 5.35) corroboro las asignaciones para los protones del anillo
de piridina y la cadena alifatica en la estructura. Para el protdn en la posicion 15 se
observé una sefal doble de doble de dobles en 8.42 ppm con acoplamientos orto (4.9
Hz), meta (1.8 Hz) y para (0.9 Hz) y presentd una correlaciéon con un proton en 6.97
ppm de multiplicidad doble de doble de dobles (7.3, 4.9 y 1.0 Hz) y que se etiqueto
como H-14. Este protén present6 correlacion con H-13 (td, J = 7.5y 1.8 Hz). A su vez

H-13 correlacion6 con H-12 que se identifico en 7.19 como una sefial doble de triples
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(8.1 y 0.9 Hz). Para el caso de la cadena alifatica se corroboré la posicion OCH,CH>

al observarse las correlaciones con OCH; y SCH,.

En el espectro de '3C, en CDCI; (Fig. 5.36, Tabla 5.8), se observaron 21 sefiales,
entre ellas la sefial caracteristica para carbono de un carbonilo en 182.5 ppm, entre
165 y 155 ppm aparecieron sefiales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno
para las posiciones 2, 7, 5y 9. En este mismo rango se presentd una sefial para C-11
en 158.5 ppm que se encuentra unido a nitrégeno y a azufre. El carbono aromatico
base de nitrégeno se observé en 149.5 ppm (C-15). Para la regién entre 140-90 ppm
se identificaron 11 sefiales para los carbonos 12, 13 y 14 del anillo de piridina, los
carbonos aromaticos restantes y C-3. Adicionalmente, entre 70 y 25 ppm se

apreciaron las sefiales para los carbono de metilenos presentes en el compuesto.

Su espectro HSQC (Fig. 5.37) mostro las correlaciones esperadas, entre ellas las
sefiales para los carbonos del anillo de piridina. Partiendo de los protones asignados
se corroboré su respectivo carbono en 149.5 (C-15), 135.9 (C-13), 1224 (C-12) y
119.5 ppm (C-14). Otro aspecto importante fue la asignacién para el carbono en
posicion OCH,CH, ya que se asigno inequivocamente en 28.9 ppm, siendo el Gnico
caso en los derivados 10b-10e donde uno de los carbonos alifaticos presentes en la
estructura se encuentra a frecuencias mas altas que el carbono sp® unido al azufre de

la 2-mercaptopiridina.
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El espectro HMBC (Fig. 5.38-5.39) mostro correlacion del proton de la cadena alifatica

en posicion OCH, con C-7 a tres enlaces y la de SCH; a tres enlaces con el carbono

unido a nitrdgeno y a azufre en posicion 11, con lo que se comprobé la conectividad

de la crisina con la cadena alifatica (de tres carbonos) y esta a su vez con la 2-

mercaptopiridina.

La evidencia espectroscopica de los derivados 10a y 10c-10e se muestran en las

figuras 5.32-5.33, 5.40-5.45 y en las tablas 5.7-5.8.

Tabla 5.7. Datos de RMN de *H (400 MHz) de 10a-10e en CDCls.

Compuesto
6 en ppm, m (J en Hz)
Posicién 102 10b 10c 10d 10e

3 6.65s 6.67 s 6.65s 6.59s 6.64 s

6 6.51d (2.2) 6.37d (2.2) 6.34d (2.2) 6.29d (2.2) 6.34 d (2.2)
8 6.66 d (2.2) 6.51d (2.2) 6.47 d (2.2) 6.42 d (2.2) 6.47 d (2.2)
2 7.87m 7.88 m 7.87m 7.82m 7.86 m

3 7.53m 7.54 m 7.53 m 7.49 m 7.52m

4 7.53m 7.54 m 7.53m 7.49m 7.52m

5 7.53m 7.54 m 7.53m 7.49m 7.52m

53 7.87m 7.88m 7.87m 7.82m 7.86m

OH 12.69 sa 12.71 sa 12.71 sa 12.69 sa 12.70 sa
OCH, 4.33t (6.9) 4.191(6.0) 4.07 1 (6.0) 3.981(6.3) 4.01t(6.4)
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SCH, 3.581(7.0) | 3.37t(6.0) | 3.261(6.3) 3.19t(6.7) | 3.19t(6.7)
OCH,CH, - 2.25q(6.6) | 1.92m 1.78 m 1.76 m
SCH,CH, - - 1.97 m 1.83m 1.82'm
OCH,CH.CH, | - - - 1.62m 1.52m
SCH,CH,CH., - - - - 1.52m
12 7.22 dd 7.19 dd 7.17 dd 7.15 dt 7.16 dt
(8.1, 1.0) (8.1, 0.9) (8.1, 0.9) (8.1, 1.0) (8.1, 1.0)
13 7.49 td 7.46 td 7.47 td 7.43td 7.45 td
(7.4, 1.8) (7.5, 1.8) (7.3, 1.8) (7.4, 1.8) (7.4,1.9)
14 7.03m (7.2 | 6.97 ddd 6.97 ddd 6.94 ddd 6.96 ddd
4.9, 0.9) (7.3,4.9,1.0) | (7.2,4.9,0.9) |(7.3,5.0,1.0) | (7.4,5.0, 1.1)
15 8.51 ddd 8.42 ddd 8.42 ddd 8.41 ddd 8.42 ddd
(4.9,1.8,0.9) | (4.9,1.8,0.9) |(4.9,1.8,0.9) | (4.9,1.9,0.9) | (4.9,1.8,0.9)

s = simple, sa = simple ancha, d = doble, dd =doble de dobles, ddd = doble de doble
de dobles, dt = doble de triples, t = triple, td = triple de dobles, g = quintuple, m =
multiple

Tabla 5.8. Datos de RMN de *3C (100 MHz) de 10a-10e en CDCls.

Compuestos

Posicion 10a 10b 10c 10d 10e
2 164.7 164.9 165.0 165.0 165.2
3 105.9 105.9 105.8 105.6 105.9
4 182.5 182.5 182.4 182.3 182.5
5 162.2 162.1 162.1 162.0 162.1
6 99.0 98.6 98.6 98.6 98.7
7 164.0 163.9 163.9 163.7 163.9
8 93.4 93.1 93.1 92.9 93.1
9 157.9 | 157.8 157.7 157.6 157.8
10 105.8 105.7 105.6 105.5 105.6
r 131.4 131.3 131.2 131.1 131.4
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2 126.3 | 126.3 126.2 126.2 126.3
3 129.2 | 129.1 129.0 129.0 129.1
4 1319 | 1318 131.8 131.8 131.9
5 129.2 | 129.1 129.0 129.0 129.1
6’ 126.3 | 126.3 126.2 126.2 126.3
11 157.6 | 158.5 158.9 159.2 159.4
12 1225 | 122.4 122.3 122.2 122.3
13 136.2 | 135.9 135.9 135.8 135.9
14 119.8 | 1195 119.3 119.2 119.3
15 149.6 | 1495 149.4 149.4 1495
OCH, 67.5 66.9 68.0 68.4 68.6
SCH; 28.1 26.4 29.5 29.7 30.0
OCH.CH, - 28.1 26.0 28.5 28.9
SCH,CH, - - 28.1 290.1 29.3
OCH,CH,CH, - - - 25.2 25.6
SCH,CH,CH, - - - - 28.6
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Figura 5.45. Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de la 7-O-[6(piridin-2-il-tio)-hexi

5.3.3. Obtencion de las 7-O-{[((5-trifluorometil) piridin-2-il)-tio] alquil}
crisinas (11la-11e)

Cada uno de los compuestos de la serie 9a-9e (1 mmol) se hicieron reaccionar con la
2-mercapto-5-trifluorometilpiridina (1.25 mmol), empleando carbonato de potasio (2
mmol) y acetona a reflujo por 48 horas (Fig. 3). Transcurrido el tiempo, el producto de
la reaccion se filtré y se evapor6 el disolvente. El solido obtenido se purifico mediante
CC con mezclas de hexano-AcOEt (19:1) y (9:1) para obtener los compuestos 11a-11e

(Fig. 5.46) como solidos amarillos.
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Figura 5.46. Condiciones de preparacion de los compuestos 11a-11e.

La serie de los compuestos l1lla-l1le obtenida en forma de solidos amarillos se
cristalizé por medio de evaporacion lenta utilizando tolueno o cloroformo o por difusion
con mezclas de hexano-CHCI3 (9:1). De todos los cristales sélo los del compuesto 11a
fueron idéneos para obtener su difraccion por rayos-X, con la pecualiaridad de que se

obtuvo su solvato (Fig. 5.47).

11a
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Figura 5.47. Estructura de difraccion de rayos-X del solvato de cloroformo de la 7-O-
{2[(5(trifluorometil)-piridin-2-il)- tio]- etil} -crisina 11a.

Como en los casos anteriores, los compuestos se caracterizaron mediante RMN de *H
y 3C en 1D y 2D, con la caracteristica de que en los espectros de 'H la sefial
correspondiente a H-14 en la serie 10a-10e no esta presente en los derivados 1la-

11e, que ha sido sustituido por el grupo CFs.

Los carbonos presentes de la trifluorometil-piridina presentaron acoplamientos con el
fluor; tal es el caso del carbono del CF3 el cual se observé en 122.1 ppm como una
sefal cuadruple de 33.4 Hz. En 146.2 y 132.5 se apreciaron sefiales cuadruples para
los carbono en posicion 15 y 13, con constantes de acoplamiento a 4.2 y 3.3 Hz,
respectivamente. Para el caso de C-11 se encontré una sefial cuadruple en 164.0 ppm
teniendo una constante de acoplamiento de 1.2 Hz por acoplamiento a 4 enlaces con
el fluor. Los carbonos restantes en el anillo de piridina en las posiciones 14 y 12

tuvieron desplazamientos de 122.4y 121.7 ppm.

Tabla 5.9. Datos de RMN de *H (400 MHz) en 11a-11e en CDCls.
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s= simple, sa= simple ancha, d= doble, g= quintuple, m= mditiple

Tabla 5.10. Datos de RMN de *3C (100 MHz) de 11a-11e en CDCls.

Compuestos
6 en ppm, m (J en Hz)
Posicion 11a 11b 1lc 11d 1le
2 164.0 164.1 163.9 164.0 164.0
3 105.9 106.0 105.8 106.0 105.9
4 182.4 182.6 182.4 182.6 182.5
5 162.1 162.3 162.1 162.2 162.1
6 99.0 98.7 98.5 98.7 98.7
7 164.4 164.9 164.9 165.2 165.2
Pos| 8 93.1 93.2 93.1 93.2 932 b
9 157.8 157.9 157.7 157.8 157.9 66 s
10 105.8 105.9 105.6 105.7 105.7 d2.2)
1 131.3 131.4 131.3 131.4 131.4 42.2)
2 126.2 126.4 126.2 126.4 126.4 =
3 129.1 129.2 129.1 129.2 1292 pa
4 131.9 132.0 131.8 131.9 131.9 3
5 129.1 129.2 129.1 129.2 129.2
6’ 126.2 126.4 126.2 126.4 126.4 3m
11 1627c |1638¢c |1640c |1644c |1646¢c b M
. (1.2) (1.4) (1.4) (1.4) (15  [1sa
12 122.0 | 121.9 121.7 121.7 121.7 d(8.4)
13 132.9c¢ |132.7c |1325c |1326c |1325c (d(8.4)
] (3.3) (3.4) (3.3) (3.3) (3.3) 66 s
o( 14 122.5 122.6 122.4 122.6 122.6 t (6.4)
s 15 1462c |146.4c [1462c [1463c |1463c 11(6.7)
OCH (4.2) (4.3) (4.2) (4.2) (4.3) 77m
SCH CFs 122.8c |122.4c |1222c |1222c | 1221c Bgam
oCH, (33.1) (33.2) (34.1) (33.0) 33.0)  E3m
SCH, OCH: 66.7 66.9 68.0 68.4 68.6 T
SCH, 28.0 26.6 29.4 29.9 30.0
OCH,CH, - 28.9 25.9 28.6 28.9
SCH,CH, - - 28.1 29.0 29.2
OCH,CH,CH, | - - - 25.4 25.7
SCH,CH,CH, | - - - - 28.6
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c= cuadruple
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En un estudio previo de la parte aérea de Acacia schaffneri (Manriquez-Torres, 2012)
se evidencid la presencia de compuestos polifendlicos, los cuales son de nuestro
interés en el grupo. Entonces se decidio llevar a cabo un procedimiento para la
obtencion de este tipo de compuestos, para lo cual se colectdé 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 sometio a
separacion mediante cromatografia en columna en gel de silice usando hexano y
mezclas de hexano-AcOEt, AcOEt y AcOEt-acetona para obtener luteonina,
guercetina y el acido galico (Fig. 5.6), los cuales se caracterizaron mediante sus datos

espectroscopicos y comparacion con muestras auténticas (Manriquez-Torres 2012).

OH

OH

luteolina quercetina acido galico

Figura 5.6. Estructura de los principales compuestos polifendlicos encontrados en la
parte aérea de Acacia schaffneri.

Parte de este trabajo se publicé en el volimen 15 de Organic Letters del 2013

(Manriquez-Torres et al., 2013) (ver Supporting Informatiion de esta publicacion).
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6. CONCLUSIONES

La separacion cromatogréfica del extracto de CHCI; de la parte aérea de S. pilosa
condujo al aislamiento los triterpenos 1, 2 y 3, del sesquiterpenos 4 y de los
flavonoides 5, 6 y 7. Los compuestos 5 y 6 se describen por primera vez para el

género Stevia.

Del extracto CHCI; de la parte aérea de S. tomentosa se obtuvo la epazoyucina (8)
una lactona sesquiterpénica novedosa a la que por medio de calculos de DCV vy

estudios de difraccion de rayos-X se logré determinar su configuracion absoluta.

Se sintetizaron los derivados de crisina 9a-9e, 10a-10e y 1la-11e de los cuales los
compuestos 9d y las series 10a-10e y 1la-11le se describen por primera vez. Su

caracterizacion se llevo a cabo por RMN de *H, **C y por rayos-X en algunos casos.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de los metabolitos
secundarios presentes en la parte aérea de Stevia pilosa y en la sintesis de derivados
de productos naturales los cuales representan sustancias promisorias para el

tratamiento de enfermedades como el cancer y la inflamacion.

Rz Rs
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7. PARTE EXPERIMENTAL
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7.1. Generalidades

Las separaciones cromatogréficas se llevaron a cabo empleando gel de silice FLUKA
0.040-0.063 mm (230-400 mesh ASTM) y Sephadex LH-20 en columnas de vidrio de
1, 1.5, 2 y 3 cm de diametro interno por 40 y 60 cm de largo. La separacion por placa

se realizé en cromatofolios de gel de silice sobre aluminio de 2.5 x 5 cm.

Las rotaciones Opticas se determinaron con un polarimetro Perkin- Elmer 341

utilizando como disolvente cloroformo.

La determinacion de los puntos de fusion se realizdé en un equipo BUCHI melting point

B-450 digital en tubos capilares abiertos.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con un espectrémetro Perkin-Helmer
Spectrum Gx por transformada de Fourier en disolucion en CHCI; utilizando celdas de

yoduro de cesio (Csl) y los valores se expresan en cm™.
Los espectros Raman se aadquirieron en un espectrofotometro GX NIR FT-RAMAN.

Los espectros de masa se determinaron en un espectrometro de masa Hewlett-
Packard 5989-A, acoplado a un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series

Il, impacto electronico a 70 eV.
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Los espectros de 'H a 400 MHz y de **C a 100 MHz, asi como los espectros COSY,
HSQC y HMBC se determinaron en un equipo Varian mercury 400, usando como

disolvente CDCIl; y DMSO-dg teniendo como referencia interna TMS.

Las estructuras de rayos-X se determinaron utilizando un difractometro Gemini de

Agilent, con lampara de Mo y Cu, con detector Atlas

Para el caso de la molécula epazoyucina (8) la molécula se construy6 utilizando el
programa Spartan 04 para posteriormente llevar a cabo un andlisis de distribucion
conformacional utilizando el método Monte Carlo con mecanica molecular en este
mismo programa. Luego se hizo una optimizacién de la geometria con teoria de
funcionales de la densidad (DFT) primeramente a single point (0 K) usando B3LYP/6-
31G*, seguido por optimizacién a temperatura ambiente utilizando B3LYP/ DGDZVP.
Finalmente se calcul6 el espectro de dicroismo circular vibracional (DCV) tedrico

mediante la ponderacion de lo minimos energéticos obtenidos.

7.2. Desarrollo Experimental

7.2.1. Aislamiento de metabolitos secundarios de la parte aérea de S.

Pilosa
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Los especimenes de Stevia pilosa se colectaron en la comunidad de Real del Monte,
municipio de Mineral del Monte, en el estado de Hidalgo, en agosto-septiembre de
2011 y agosto-septiembre de 2012, respectivamente. Un ejemplar de esta planta se
envié al Herbario del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Instituto de Ciencias
Bésicas e Ingenieria de la UAEH, donde el M.C. Manuel Gonzélez Ledesma identifico
la especie. La planta se dej6 secar a la sombra y se dividié en sus partes aéreas y
raices. Se obtuvieron los extractos de hexano, CHCIl;, AcOEt y MeOH de forma

secuencial de estas partes mediante reflujo por 6 horas o maceracién por 7 dias.

La parte aérea de S. pilosa (500 g) se someti6 a maceracion con CHCI3 (4 L) por 7
dias, seguido por filtracion y concentrado en el rotaevaporador para obtener el extracto
correspondiente (26 g), el cual se tratdé siguiendo un procedimiento conocido para la
obtencién selectiva de lactonas sesquiterpénicas (Hernandez et al., 1997), de la
manera siguiente. El extracto se disolvié en EtOH (250 mL), se calenté a 60 °C, se
adicion6 H,O (150 mL) y se llevé temperatura ambiente. Posteriormente, se hicieron
lavados con hexano (3 x 400 mL) y CHCI; (3 x 400 mL), las fases organicas se
concentraron y se juntaron para obtener 5 g de la parte hexanicay 11 g de la parte de
CHClIs. El extracto hexanico se sometio a separacion cromatografica usando la técnica
de cromatografia rapida en gel de silice y obteniendo fracciones gruesas (250 mL)
etiguetadas como A-O con los siguientes disolventes: hexano (A), mezclas de
hexano-AcOEt 19:1 (B), 9:1 (C), 4:1 (D) 7:3 (E), 3:2 (F), 1:1 (G), CHCI3 (H), mezclas

de CHCls- MeOH 19:1 (1), 9:1 (J), 4:1 (K) 7:3 (L), 3:2 (M), 1:1 (N) y MeOH (O).
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Las fracciones C-E se juntaron y mediante cromatografias sucesivas utilizando
mezclas de hexano-AcOEt (17:5 y 4:1) se obtuvo una mezcla de triterpenos que por
medio de cromatografia en columna en gel de silice impregnado con AgNO3; se logré

obtener la mezcla de los compuestos 1-2 y el triterpeno 3.

Acetato de a-B-amirina (1-2). Solido blanco (13

mg, 0.26 %), RMN de *H (Fig. 5.3, Tabla 5.1).

1, R1=R3=Me, R2=H
2, R1=H, R2=R3=Me

Acetato de lupeol (3). Solido blanco (8 mg, 0.16
%), [a]o= +17.5 (c 0.1, CHCI3). RMN de *H (Fig. 5.4,

Tabla 5.1).

Al seguir con las cromatografias de las fracciones

D-E utilizando CHCI3 se obtuvo un aceite transparente identificado como el compuesto

oxido de B-cariofileno (4).
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Oxido de B- cariofileno (4). Soélido blanco (7 mg, 0.14%),

p.f.= 61-63°C, [a]p= -15.8° (c=0.2, CHCl3), RMN de 'H y *3C

T ~
3 O\\Illn )

(Fig. 5.5 ,Tabla 5.2).

La separacion de la fase CHCI; del extracto CHCIl; se realizO por medio de
cromatografia en columna de donde primeramente se obtuvieron fracciones gruesas
(250 mL) con hexano (A) mezclas de hexano-AcOEt 19:1 (B), 9:1 (C), 4:1 (D) 7:3 (E),
3:2 (F), 1:1 (G), CHCI3 (H), mezclas de CHCI3- MeOH 19:1 (), 9:1 (J), 4:1 (K) 7:3 (L),
3:2 (M), 1.1 (N) y MeOH (O), mezclas de hexano-AcOEt (4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 3:7) y
AcOEt como eluyente. Las fracciones D y E se juntaron y recromatografiaron con
CH.Cl, y mezclas de CH,Cl,-acetona (9:1 y 4:1) de donde se obtuvo un soélido de color
amarillo, el cual se cristalizé en CHCIl3-MeOH. A los cristales se les agregd MeOH y se

filtraron obteniendo por un lado los cristales y por el otro la parte soluble en MeOH.

Después del andlisis fisico y espectroscopico de los cristales el compuesto se
identific6 como la pectolinarigenina (5); en el caso de la parte soluble en MeOH se
obtuvo el compuesto 5 en adicion del flavonoide eupatilina (6) que se cristalizo de la

misma manera que la pectolinarigenina.

Por otro lado, las fracciones F, G y H se juntaron y se purificaron en gel de silice
usando CHCI3-MeOH (4:1). Por este procedimiento se obtuvo un solido de color

amarillo, que, de acuerdo a la comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos y
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comparandolos con los de la pectolinarigenina y la eupatilina, coincidieron con la

flavona denominada hispidulina (7).

Pectolinarigenina (5). Cristales amarillos en
forma de agujas (129 mg, 1.17%), p. f.= 217-

219 °C. RMN de *H, *C y HMBC (Fig. 5.7-5.9,

Tabla 5.3-5.4).

Eupatilina (6). Cristales amarillos en forma de
agujas (82 mg, 0.74%), p.f.= 235- 237 °C. RMN

de *H, **C y HMBC (Fig. 5.10-5.12, Tabla 5.3-

5.4).
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Hispidulina (7). Sélido amarillo (3 mg, 0.027
%), p.f.= 285-287°C. RMN de 'H (Fig. 5.13,

Tabla 5.3).

7.2.2. Sintesis de derivados de crisina

Los derivados bromados (9a-9e) se sintetizaron a partir de crisina (1 g, 3.93 mmol) la
cual se hizo reaccionar con los dibromo-alcanos correspondiente en relacion 1:5, en
presencia de carbonato de potasio (1.09 g, 7.86 mmol) utilizando como disolvente
acetona (50 mL) a reflujo por 24 horas. La suspension resultante se filtro y el
disolvente se evapor6. El solido obtenido se purific6 mediante cromatografia en
columna en gel de silice utilizando mezclas de hexano-AcOEt y CHCI; para dar las

respectivas 7-O-bromoalquil crisinas 9a-9e como sélidos de color amarillo.

7-O-[2-(bromo)-etil]-crisina (9a). La crisina se
hizo reaccionar con el 1,2-dibromoetano (1.68
mL, 19.6 mmol). El producto se purificé por CC

usando hexano-AcOEt (4:1) para obtener 9a

como cristales amarillos (1.32 g, 93.3%), p.f.=

161-163 °C. RMN de *H y **C (Fig. 5.19-5.21, Tabla 5.5-5.6).
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7-O-[3-(bromo)-propil]-crisina (9b). La crisina
se hizo reaccionar con el 1,3-dibromopropano
(2.99 mL, 19.6 mmol). El producto se purifico por

CC usando hexano-AcOEt (9:1) para obtener a

9b como un sdlido amarillo (1.40 g, 94.5%). P.f.=

143-145 °C. RMN de *H y *3C (Fig. 5.22-5.23, Tabla 5.5-5.6).

7-O-[4-(bromo)-butil]-crisina (9c). La crisina se
hizo reaccionar con el 1,4-dibromobutano (2.18
mL, 19.6 mmol). El producto se purificé por CC

usando hexano-AcOEt (9:1) para obtener a 9c

como cristales amarillos (1.39 g, 90.7%), p.f.=

132-134 °C. RMN de *H y *3C (Fig. 5.24-5.25, Tabla 5.5-5.6).

7-O-[5-(bromo)-pentil]-crisina (9d). La crisina
se hizo reaccionar con el 1,5-dibromopentano.
El producto se purificé por CC usando hexano-

AcOEt (19:1) para obtener a 9d como cristales

amarillos (1.48 g, 93.2%). vmax IR (cm™, KBr):
3448 br (0O-H), 3066 W (C-H aromaticos), 2927 st (-CH»-) 1664 st (C=0); Raman: 3073 w
(C-Haromaticos), 2900 W (-CH, -), 1604 st (C=0); p.f.= 122-124 °C; RMN de H y *C (Fig.

5.26-5.27, Tabla 5.5-5.6).
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7-O-[6-(bromo)-hexil]-crisina (9e). La crisina
se hizo reaccionar con el 1,6-dibromohexano
(3.02 mL, 19.6 mmol). El producto se purifico por

CC usando hexano-AcOEt (19:1) para obtener a

9e como cristales amarillos (1.50 g, 91.2%), p.f.=

115-117 °C. RMN de *H y *3C (Fig. 5.28-5.29, Tabla 5.5-5.6).

La preparacion de los compuestos 10a-10e se realiz6 a partir de los derivados
bromados 9a-9e, los cuales se hicieron reaccionar con la 2-mercaptopiridina en
relacion 1:1.25, en presencia de carbonato de potasio, utilizando como disolvente
tolueno (50 mL) a reflujo por 48 horas. La suspension resultante se filtr6 y el disolvente
se evapor6 con ayuda de un rotaevaporador. El sélido obtenido se purific6 mediante
cromatografia en columna en gel de silice utilizando como eluyente mezclas de
hexano-AcOEt y CHCI; para dar cada una de las 7-O- [(piridin-2-il-tio) -alquil]- crisinas

10a-10e como soélidos de color amarillo.

N S o) o O 7-O-[2-(piridin-2-il-tio)-etil]-crisina
~ N,
™ | | (10a). El compuesto 9a (500 mg, 1.38

mmol) se hizo reaccionar con la 2-

OH O
10a

mercaptopiridina (192 mg, 1.72 mmol) y
carbonato de potasio (381mg, 2.76 mmol). De la purificacién por CC en hexano-AcOEt
(4:1) se obtuvo 10a como un soélido amarillo (456 mg, 84.1%). P.f.= 120-122 °C; Umax

IR (cm™, KBr): 3448 br (O-H), 3062 W (C-H aromaticos), 2920 W (-CH5 -)1660 st (C=0),
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1621 st (C=N); Raman: 3069 W (C-Haromaticos), 1611 st (C=0); RMN de *H y *C (Fig.

5.32-5.33, Tabla 5.7-5.8).

N S O
= | WY
NS
OH
10b

O

7-O-[3-(piridin-2-il-tio)-propil]-crisina
(10b). ElI compuesto 9b (500 mg, 1.33
mmol) se hizo reaccionar con la 2-
mercaptopiridina (184 mg, 1.66 mmol) y

carbonato de potasio (367 mg, 2.66

mmol). De la purificacion por CC en hexano- AcOEt (4:1) se aislé 10b como cristales

amarillos (442 mg, 82.0%), p.f.= 105-107 °C; Umax IR (cm™, KBr): 3434 br (O-H), 3066

W (C-H aromaticos), 2966 w (-CH -), 1660 st (C=0), 1614 st (C=N); Raman: 3073 w (C-

Haromaticos), 1607 st (C=0); RMN de 'H, COSY, *C, HSQC y HMBC (Fig. 5.34-5.39,

Tabla 5.7-5.8).

OH
10c

O

7-O-[4-(piridin-2-il-tio)-butil]-crisina
(10c). El compuesto 9c¢ (500 mg, 1.28
mmol) se hizo reaccionar con la 2-
mercaptopiridina (178 mg, 1.60 mmol) y

carbonato de potasio (353 mg, 2.56

mmol). El producto se purificé por CC en hexano- AcOEt (9:1) para obtener a 10c

como un soélido amarillo (468 mg, 86.8 %), p. .= 100-102 °C; Umax IR (cm™, KBr): 3455
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3076 W (C-Haromaticos), 2927 W (-CH> -),1604 st (C=0); RMN de *H y *C (Fig. 5.40-5.41,

Tabla 5.7-5.8).

N S O
= | T
NS
OH
10d

.

O

7-O-[5-(piridin-2-il-tio)-pentil]-crisina
(10d). ElI compuesto 9d (500 mg, 1.24
mmol) se hizo reaccionar con la 2-
mercaptopiridina (172 mg, 1.55 mmol) y

carbonato de potasio (342 mg, 2.48

mmol). De la purificacién por CC utilizando hexano-AcOEt (9:1) se obtuvo a 10d como

cristales amarillos (451 mg, 83.9 %), p.f.= 94-96 °C; Umax IR (cm™, KBr): 3462 br (O-H),

3062 W (C-H aromaticos), 2956 st (-CH; -),1664 st (C=0), 1611 st (C=N); Raman: 3058 w

(C-Haromaticos), 2910 W (-CH -),1611 st (C=0); RMN de 'H y *C (Fig. 5.42-5.43, Tabla

5.7-5.8).

N S @)
-z | Y
NS
OH
10e

e

O

7-O-[6-(piridin-2-il-tio)-hexil]-crisina
(10e). El compuesto 9e (500 mg, 1.12
mmol) se hizo reaccionar con la 2-
mercaptopiridina (155 mg, 1.40 mmol) y

carbonato de potasio (309 mg, 2.24

mmol). El producto se purifico por CC usando hexano-AcOEt (19:1) para obtener a

10e como un sélido amarillo (472 mg, 88.2 %), p.f.= 103-105 °C. Umax IR (cm™, KBr):

3066 W (C-H aromaticos), 2949 st (-CH, -),1653 st (C=0), 1618 st (C=N); Raman: 3069 w

(C-Haromaticos), 2917 W (-CH, -),1611 st (C=0); RMN de *H y *3C (Fig. 5.44-5.45, Tabla

5.7-5.8).
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La sintesis de los compuestos 11a-11e se realizé a partir de los derivados bromados
9a-9e los cuales se hicieron reaccionar con la 2-mercapto-5-triflurometil-piridina en
relacion 1:1.25, en presencia de carbonato de potasio utilizando como disolvente
acetona a reflujo por 48 horas. La suspension resultante se filtré y el disolvente se
evaporé con ayuda de un rotaevaporador. El sdélido obtenido se purific6 mediante
cromatografia en columna en gel de silice utilizando como eluyente mezclas de
hexano-AcOEt y CHCI; para obtener las 7-O-{[((5-trifluorometil)-piridin-2-il)-tio]-alquil}-

crisinas 11a-11e como soélidos de color amarrillo.

7-O-{2[((5-triflurometil)-piridin-2-il)-

0 O tio]-etil}-crisina (11a). EI compuesto

/N s\({o
e X | | 9a (500 mg, 1.38 mmol) se hizo
3

OH O reaccionar con la 2-mercapto-5-
11a

triflurometil-piridina (308 mg, 1.72
mmol) y carbonato de potasio (381mg, 2.76 mmol). Su purificacién se hizo por CC
usando hexano-acetato de etilo (9:1) obteniendo a 11a como cristales amarillos (558
mg, 87.8%). Punto de fusién= 140-142 °C; IR Unmax (cm™, KBr): 3441 br (O-H), 3073 w
(C-H aromaticos)s 2920 w (-CH3 -),1657 st (C=0), 1621 st (C=N); Raman: 3073 w (C-

Haromaticos), 2934 W (-CH, -),1611 st (C=0); RMN de *H y *C (Fig. 5.48-5.49, Tabla 5.9-

5.10).
7-O-{3[((5-triflurometil)-piridin-2-il)-
/@/S\H{O O O| O tio]-propil}-crisina (11b). El
NS
FC 106
OH O
11b




compuesto 9b (500 mg, 1.33 mmol) se hizo reaccionar con la 2-mercapto-5-
trifluorometil-piridina (297 mg, 1.66 mmol) y carbonato de potasio (367 mg, 2.66
mmol). Su purificacion se hizo por CC usando hexano-AcOEt (9:1) para obtener a 11b
como un soélido amarillo (515 mg, 81.9%). Punto de fusién= 160-162 °C; IR Umax (cm™,
KBr): 3434 br (O-H), 3066 W (C-H aromaticos), 2942 W (-CH> -),1664 st (C=0), 1618 st
(C=N); Raman: 3073 W (C-Haromaticos), 2934 W (-CH, -),1607 st (C=0); RMN de *H y *3C

(Fig. 5.50-5.51, Tabla 5.9-5.10).

7-O-{4[((5-triflurometil)-piridin-2-il)-

tio]-butil}-crisina (11c). El
N S\H{O ¢ O

X | | compuesto 9¢ (500 mg, 1.28 mmol)
F5C

OH O se hizo reaccionar con la 2-mercapto-
11c

5-trifluorometil-piridina (286 mg, 1.60
mmol) y carbonato de potasio (353 mg, 2.56 mmol). La purificacion se hizo por CC
usando hexano-AcOEt (19:1) para obtener a 11c como un sdlido amarillo (550 mg,
88.0 %). Punto de fusién= 148-150 °C; IR Umax (cm™, KBr): 3437 br (O-H), 3080 w (C-H
aromaticos), 2924 st (-CH; -),1667 st (C=0), 1621 st (C=N); Raman: 3080 w (C-Haromaticos)

2924 w (-CH, -),1604 st (C=0); RMN de 'H, *C y HMBC (Fig. 5.52-5.55, Tabla 5.9-

7-O-{5[((5-triflurometil)-piridin-2-il)-
/@/S\%O O o | O tio]-pentil}-crisina (11d). El
Fo7 X compuesto 9d (500 mg, 1.24 mmol)

OH O
11d

5.10).
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se hizo reaccionar con la 2-mercapto-5-trifluorometil-piridina (277 mg, 1.55 mmol) y
carbonato de potasio (342 mg, 2.48 mmol). La purificacion se hizo por CC usando
hexano-AcOEt (19:1) para obtener a 11d como un solido amarillo (529 mg, 85.2 %).
Punto de fusién= 134-136 °C; IR umax (cm™, KBr): 3448 br (O-H), 3073 w (C-H
aromaticos), 2959 st (-CH; -),1660 st (C=0), 1611 st (C=N); Raman: 3076 W (C-Haromaticos)

2913 w (-CH,-),1604 st (C=0); RMN de 'H y *C (Fig. 5.56-5.57, Tabla 5.9-5.10).

7-O-{6[((5-triflurometil)-piridin-2-il)-

tio]-hexil}-crisina 1le). El
_N S\Hfo 0 O ] } (11le)

X | | compuesto 9e (500 mg, 1.12 mmol)
F5C

OH O se hizo reaccionar con la 2-mercapto-
11e

5-trifluorometil-piridina (250 mg, 1.40
mmol) y carbonato de potasio (309 mg, 2.24 mmol). La purificacion se hizo por CC
usando hexano-AcOEt (19:1) para obtener a 11le como un sdlido amarillo (539 mg,
87.4 %). Punto de fusion= 143-145 °C. IR Umax (cm™, KBr): 3437 br (O-H), 3069 w (C-H
aromaticos), 2927 st (-CH3-),1660 st (C=0), 1607 st (C=N); Raman: 3076 w (C-Haromaticos),

2913 w (-CH,-),1604 st (C=0): RMN de *H y **C (Fig. 5.58-5.59, Tabla 5.9-5.10).
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9. ANEXOS

Espectro de IR (arriba) y Raman (abajo) para el compuesto 9d.

Transmittance

0 T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Wavenumbers [1/cm]

115



1.8+

Lol Br\M/O o

1.4+

1.2+

Intensity
O
T
o

0.8+

0.6

0.4+

0.2+

T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Wavenumbers [1/cm]

Espectro de IR (arriba) y Raman (abajo) para el compuesto 10a.
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