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Introduccion

1. INTRODUCCION

La principal fuente de energia para llevar a cabo la mayoria de las transformaciones
quimicas en la tierra es el sol. La energia solar constituye una de las principales
fuentes energéticas, pues de ella podemos obtener energia por radiacion directa, ya
sea en forma de calor, electricidad o directamente mediante fototransformaciones.!
Durante miles de afios los procesos fotoquimicos han sido el principal impulso
para el origen de la vida debido a que la luz solar es la principal fuente de sintesis
de materia orgéanica. La luz solar es considerada un reactivo limpio, por lo que la
fotoquimica constituye una forma eficiente de aplicacion de la Quimica Verde.
Ademas, este tipo de reacciones resultan econdmicas y de facil escalamiento para
la sintesis de diversos compuestos.*

A partir de los afios cincuenta surgié un gran interés en la fotoquimica organica,
especificamente en el estudio de los productos naturales, debido a que existian un
importante nimero de este tipo de compuestos que sufrian transformaciones
promovidas por accién de la luz, generando compuestos con estructuras nuevas
como resultado de reordenamientos quimicos.? A lo largo de esa década se
lograron dilucidar las estructuras de diversos productos fotoquimicos formados, en
su mayoria, por reordenamientos complejos de compuestos terpénicos.?

Un reordenamiento quimico es una reaccién que involucra la migracion de &tomos,
grupos o enlaces en una molécula generando una reorganizacién en los enlaces, v,
por tanto, en su conformacion estructural.® Una de las principales aplicaciones de
los reordenamientos moleculares se encuentra en sintesis organica como estrategia
para la obtencion de nuevos compuestos hidrocarbonados y también en el
descubrimiento de nuevas estructuras que pueden ser Utiles en el desarrollo de
nuevos farmacos. Asi también, podemos definir a un reordenamiento fotoquimico
como una reaccion quimica promovida por la absorcion de energia radiante
ultravioleta o visible que implica una modificacion en la estructura de una
molécula.’

1.1 Fotoquimica

La fotoquimica es la rama de la quimica encargada del estudio del efecto de la
energia radiante en las reacciones quimicas generadas por la accion de luz.* La
principal ventaja de este tipo de reacciones es que pueden ocurrir a muy bajas
temperaturas y en estado liquido o sélido.®> A diferencia de una reaccion térmica
generada por colisiones intermoleculares, las reacciones fotoquimicas son
promovidas por la absorcion de fotones que generan la activacion del estado
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Introduccion

excitado de la molécula. Es importante resaltar que las reacciones fotoquimicas
constituyen una herramienta versatil en la sintesis de moléculas organicas.*

El principio de este fendmeno se basa en transiciones electronicas producidas por
la interaccion de las moléeculas con la luz UV y visible. En condiciones normales,
una molécula se encuentra en un estado fundamental de minima energia (M), pero
al irradiarla con luz de una frecuencia igual a la diferencia de energia entre el
estado fundamental y el estado electronico excitado, la molécula absorbe la
energia, trasladandose a un estado excitado de mayor energia (M¥*), con
propiedades fisicas y quimicas distintas a las iniciales, aumentando su reactividad
y, por tanto, posibilitando transformaciones que no podrian llevarse cabo en
condiciones normales.* En la figura 1 se muestra el diagrama de reaccion de una
transformacion fotoquimica.*

M+hv - M*"> N
A M*

[ ]
Estado excitado

Absorcion
Energia de luz

M

Reactivos

Productos

>
Avance de reaccidon

Figura 1. Diagrama de reaccion de una reaccion fotoquimica.*
1.1.1 Absorcion de energia electromagnética (luz)

Cuando una molécula es irradiada con luz, puede absorber la energia, v,
dependiendo de la cantidad de energia absorbida, sera el tipo de transicion que se
genere.®

Transicion rotacional: Una molécula gira en torno a varios ejes, a niveles de
energia de rotacién definidos. Al absorber radiacion en las regiones del infrarrojo
cercano y de microondas la molécula pasa a niveles de energia rotacional mayores
generando esta transicion.®

Transicion vibracional: El nivel de energia vibracional de los atomos y enlaces
de una moléecula puede aumentar al absorber energia en las regiones del infrarrojo
medio y lejano, ascendiendo a un nivel mas alto de energia de vibracion.®
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Introduccion

Transicion electrénica: Se genera cuando una molécula absorbe radiacion en las
regiones del visible y el ultravioleta originando que sus electrones asciendan a un
nivel de energia electronico mayor. Este tipo de transicion es el que puede conducir
a una reaccion fotoquimica.®

1.1.2 Estado excitado y sus procesos de desactivacion

Cuando una molécula o atomo se encuentra en su estado fundamental o basal, los
electrones generalmente se encuentran apareados, es decir, se encuentran en pares
con espines opuestos ocupando un mismo orbital molecular, correspondiendo con
un estado singulete (So).” Al absorber un cuanto de energia de una cantidad
especifica, un electrén tendera a desaparearse y migrar al estado excitado pudiendo
conservar el mismo espin del estado basal conduciendo a un estado excitado
singulete (S1), o bien, invertir su espin pasando al estado excitado triplete (T1).” La
duracion del estado excitado es muy corta, ya que la mayor parte de las moléculas
se desactivan por las colisiones entre ellas e inmediatamente disipan su energia y
regresan al estado fundamental. Algunas otras moléculas se desactivan al emitir
parte de la luz que absorbieron, es decir, emiten luz de desactivacion que
dependiendo de si el estado excitado que se formo es singulete (S1), el proceso de
desactivacion se denomina fluorescencia, mientras que si el estado excitado es
triplete (T1), el proceso se conoce como fosforescencia.” Es decir, la emision de la
energia absorbida que genera una transicion de desactivacion de tipo (Si— So)
genera el fendmeno de fluorescencia, en cambio, una transicion de desactivacion
de tipo (T:— So), que involucra una inversion del espin de un estado triplete a uno
singulete generara el proceso de fosforescencia (Figura 2).”

Asi también, otras moléculas podran perder el exceso de energia mediante una
reaccion fotoquimica’ cuando la cantidad de energia de la luz UV o visible
absorbida origine la ruptura de enlaces para generar atomos, moléculas mas
simples o radicales libres. Otro fendmeno que puede ocurrir es que la molécula
activada pueda colisionar con otra molécula diferente no activada y pasarle su
exceso de energia convirtiéndola en una molécula activada, proceso conocido
como fotosensibilizacion.’

En una molécula, a la region especifica o grupo funcional responsable de la
absorcion de energia de luz UV-visible se le denomina croméforo.® Estas regiones
o grupos funcionales se caracterizan por poseer electrones n (de dobles y triples
enlaces) y electrones n (de no enlace), que principalmente estan presentes en
grupos funcionales tales como alqueno, alquino, carbonilo, carboxilo, nitro, azo,
compuestos aromaticos, entre otros® (Tabla 1).
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Introduccion

Tabla 1. Longitud de onda de absorcion maxima (Amax) de distintos
cromdforos.®

Cromoforo Sistema Amax (NmM)

Alqueno CeH13CH=CH: 177
Alqgueno conjugado  CH>=CHCH=CH> 217
Alquino CsH11:C=CCHz3s 178
196
225

Carbonilo 0)

I
Cetona CH;CCH; 186
280

@)
I

Aldehido CH;CH 180
293

I
Carboxilo CH;COH 204

I
Azo CH3sN=NCH3 339
Nitro CH3NO:; 280
Nitroso CsHoNO 300
Nitrato C2HsONO2 665
270
Aromatico 204
256
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1.2 Longipinanos, productos naturales sesquiterpénicos

Un producto natural, también denominado como metabolito secundario, es un
compuesto quimico o sustancia de origen organico, inorganico o una combinacion
de ambos, formado esencialmente por carbono.® Este tipo de compuestos son
biosintetizados como mecanismo de defensa por un organismo Vivo,
contribuyendo a su supervivencia, y que generalmente puede poseer una actividad
farmacoldgica o bioldgica util en el descubrimiento de farmacos y/o drogas de
disefio.®

Los terpenos forman parte de una gran familia de productos naturales; son
compuestos organicos con estructuras lineales o ciclicas constituidos por la union
de unidades de isopreno®, por lo que siempre tendran un nimero de atomos de
carbono multiplo de cinco que pueden ser clasificados con base en el nimero de
unidades isoprenoide que contengan'®, como se muestra en la tabla 2. Los terpenos
constituyen a un grupo de metabolitos secundarios de estructuras diversas que
proporcionan caracteristicas organolépticas a algunas plantas y frutos.® En la
naturaleza se encuentran ampliamente distribuidos en plantas como constituyentes
de sus aceites esenciales.®

Tabla 2. Clasificacion de terpenos.®

Unidades No. de
Nombre isoprenoide atomos de C

Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos n SN

Dentro de los terpenos, los sesquiterpenos que poseen tres unidades de isopreno
(15 atomos de carbono) han mostrado gran variedad estructural y funcional,
Ilegando a presentarse como hidrocarburos, alcoholes, lactonas, ésteres, aldehidos
y cetonas.™!
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Introduccion

Los longipinanos son productos naturales de estructura sesquiterpénica cuya
estructura base corresponde a un sistema triciclico conformado por anillos de
cuatro, seis y siete miembros fusionados entre si (Figura 3).*2 Los compuestos de
este tipo funcionalizados con enlaces dobles situados en el anillo de ciclohexano
son denominados longipinenos.

15

Figura 3. Estructura base de un longipinano.*?

Se ha descrito hasta el momento que este grupo de sesquiterpenos comprende 61
compuestos, 43 longipinenos y 18 longipinanos que pueden ser clasificados en 18
esqueletos basicos segun su grado de oxigenacién y la posicion de los grupos
funcionales'® (Tabla 3).

Generalmente poseen un grupo carbonilo (C=0) en Cl1 y la frecuente
funcionalizacion de grupos hidroxilo o éster de acetilo (Ac), metilbutirilo (MeBu),
angeloilo (Ang) o tigloilo (Tigl) en C7, C8, C9 o C13*3 (Figura 4). Los grupos OH
u OR en C7, C8, C9 siempre tienen orientacion P, o, o, respectivamente, y en los
compuestos saturados (12-18) el grupo Mel15 en C3 posee una orientacion a.!3 El
anillo de siete miembros posee una conformacion de pseudo-silla con los
sustituyentes C7 y C8 en orientacion pseudoecuatorial y C9 en pseudoaxial*
(Figura 4).

e) O
Z 2\)
Ang MeBu
O 0
ﬂHé\ 2’\
. Tigl Ac

Figura 4. Principales sustituyentes éster en los longipinanos y longipinenos.**

En la naturaleza los longipinanos se encuentran como componentes de los aceites
esenciales de plantas del género Stevia, género ampliamente distribuido a lo largo
del continente americano desde el suroeste de Estados Unidos hasta el norte de
Argentina y comprende alrededor de 230 especies de plantas, de las cuales cerca
de 70 son endémicas de México.™® En este trabajo se usé como material de partida
una mezcla de triésteres de longipinano que se aislaron de las raices de Stevia
serrata.
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Tabla 3. Diferentes derivados de longipinano aislados del género Stevia.?
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La especie Stevia serrata es una planta herbacea perenne erecta nativa de paises
como Colombia, Ecuador, Estados Unidos, Guatemala, Honduras, México y
Venezuela.*® En la tabla 5 se muestra su informacion taxondémica.®

Los estudios fitoquimicos de Stevia serrata demuestran la presencia de lactonas
sesquiterpénicas, diterpenos, sesquiterpenos y flavonoides,'® sin embargo, los
sesquiterpenos son los principales compuestos aislados en este género, de los
cuales, los derivados de longipinano son los mas representativos*3.

De acuerdo con estudios etnobotanicos, la infusion de la raiz, hojas y flores se
destaca por ser ampliamente usada en medicina tradicional para tratar la tos y
trastornos gastrointestinales.’®> En el estado de Michoacan se emplea en el
tratamiento de malestares intestinales como indigestion, infeccion intestinal,
empacho, dolor de estomago y diarrea.l” De igual manera es usada como
antigastralgico en algunas regiones del estado de Guanajuato.l” Asimismo, existen
registros del uso de las raices en lavados y cataplasmas para curar heridas abiertas
como cortes en los pies y en mordeduras de serpientes.'® En la tabla 4 se indica la
composicion quimica del aceite esencial de las raices de Stevia serrata.*®

Tabla 4. Composicion porcentual del aceite esencial de las raices de
Stevia serrata.*®

Compuesto % Compuesto %
santolia triene 126  (E)-cariofileno 8.1
a-pineno 1.7 a-himachaleno 0.6
B-pineno 0.2 (E)-b-farneseno 3.5
a-felandreno 0.6 v- himachaleno 1.3
B-felandreno 0.7 germacreno D 22.2
acetato de
trans-crisantenilo 0.3 biciclogermacreno 1.0
acetato de lavandulilo 4.9 B-himachaleno 1.7
a-longipineno 23.5  pB-bisaboleno 0.3
acetato de nerilo 1.9 oxido de cariofileno 1.2
longicicleno 1.4 vulgarona B 0.5
a-ylangeno 4.8 himachalol 0.3
B-longipineno 1.4 acetato de
longifoleno 0.5 cedr-8(15)-en-9-a-ol 0.6
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Tabla 5. Informacion taxonémica de Stevia serrata.!®

Nombre
cientifico

|- = \\ v d

Stevia serrata var. serrata.

Nombres Burrillo, chile burro, chipatoria, cola de borrego, tlasivaca.
comunes
Reino Plantae
Subreino Traqueobionta (plantas vasculares)
Division Magnoliophyta (plantas con flor)

Superdivision ~ Spermatophyta (plantas con semillas)

Clase Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase Asteridae
Geénero Stevia
Especie Stevia serrata
Familia Asteraceae
Tribu Eupatorieae
D'St“?u.cmn Estados Unidos, México, Honduras a Colombia y Ecuador.
geografica
Habitat Pastizales, bosques, matorrales, orillas de caminos.
Tamafio Hasta de 40 a 80 cm de alto.
Tallo Sin ramificarse debajo de la inflorescencia, densamente piloso.
. Alargadas, cubiertas de pelillos, de 0.8 a 6.5 cm de largo, de 0.8
Hojas
a 20 mm de ancho.
Cabezuelas agrupadas en racimos densos formados por 5
Flores ~ L .
pequenias flores sésiles de color blanco, con pelillos.
Frut_os y El fruto es seco y no se abre, con una sola semilla.
semillas
Raiz Con una base rizomatosa de la que nacen numerosas raices.

-10 -
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En cuanto a estudios de actividad bioldgica, los estudios de la actividad citotoxica
del extracto acuoso de la planta entera arrojaron resultados negativos, al igual que
la evaluacion de la actividad endulzante de sus hojas.!’

Recientemente en 2017 se estudid la actividad antinociceptiva

del aceite esencial de Stevia serrata en ratones.'® El estudio

encontr6 como constituyente principal al chamazuleno (19)

(60%) (Figura 5) en el aceite esencial de las partes aéreas de O
Stevia serrata.'® Durante la investigacion se demostré que la
administracion oral del aceite esencial de esta planta produce 19

una marcada actividad antinociceptiva cuando se prueba en

Figura 5. Estructura
ratones.1® 9

del chamazuleno (19).

En el afio 2010 se evalud la actividad anti-alimentaria de algunos derivados de
longipinano 20-27 (Figura 6) en distintas especies de insectos, entre ellos
Spodoptera littoralis, Rhopalosiphum padi y Myzus persicae.?° Los longipinanos
20-22 y 27 mostraron actividad antialimentaria contra S. littoralis y M. persicae,
siendo 20 y 21 mayormente activos en S. littoralis y 20 en M. persicae.?° Por su
parte, los compuestos 22 y 23 tuvieron efectos toxicos contra S. littoralis.?° La
actividad fitotoxica de 20-22 contra Lactuca sativa también fue evaluada, sin
embargo, no mostraron ningln efecto.?® Durante la investigacion también se
probaron los efectos citotoxicos de estos compuestos sobre un panel de células
tumorales.?’ Los efectos citotoxicos fueron probados en cuatro lineas celulares;
A549 y H1299 correspondientes a carcinomas de pulmén y Co-10205 y HT29 a
carcinomas de colon.?’ Los longipinenos 21 y 25 tuvieron una mayor actividad
citotoxica en H1299 seguidos de 22, 23>26,20>24>27, mientras que para Co-
10205 se obtuvo respuesta con 22>25>20, por su parte HT29 mostrd6 menor
sensibilidad con 26, sin embargo, ningin compuesto afect6 la linea A549.20

R R R R R R R R
20 H H 22 H H 24 H Ac 20 H H
21 Ac Ac 23 Ac Ac 25 Ac Ac 27 H Ac

Figura 6. Longipinenos (20-23) y longipinanos (24-27) estudiados en actividad
anti-alimentaria, fitotoxica y citotoxica.?
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Posteriormente, en 2020 se demostrd que la funcionalizacion de algunos derivados
de longipinano con ésteres de cinamato, como 28 (Figura 7), brinda notables
efectos en la polimerizacion de la tubulina y en la estabilizacion de microtibulos.?*
La tubulina es una proteina que, al polimerizarse alternadamente ensambla los
microtibulos que resultan esenciales en la division celular.?! La interacciéon de
algunos compuestos con la tubulina detiene la division de las células cancerosas
mediante un proceso de apoptosis.’l De 8 longipinanos estudiados, los
funcionalizados con ésteres de cinamato brindaron una mejor estabilizacion de los
microtibulos, siendo el compuesto 28 el que brindé mayor estabilizacion.?

-

Figura 7. Estructura del longipinano dicinamatilado 28.%

El descubrimiento del efecto estabilizante de los derivados de longipinano en
microtUbulos amplia las posibilidades de emplear este tipo de compuestos como
nuevos agentes anticancerigenos.

1.2.1 Reactividad quimica de los longipinanos

En los ultimos afios los longipinanos han tomado relevancia por su gran facilidad
para llevar a cabo reordenamientos moleculares, pues poseen caracteristicas
estructurales y conformacionales Unicas; la posicion espacial de sus atomos
(geometria), la tensién del anillo de cuatro miembros, los diferentes grupos
funcionales que presentan y la orientacion entre ellos.??

A modo de resumen, en la figura 8 se presenta una recopilacion de los diferentes
esqueletos sesquiterpénicos nuevos, obtenidos mediante transposiciones
moleculares de longipinanos.t* Los esqueletos 29-34 fueron sintetizados en
solucion por métodos convencionales, mientras que las estructuras 35-37 se
obtuvieron por via fotoquimical! gracias a la funcionalizaciéon de cetona o,B-
insaturada en el anillo de seis miembros, flanqueada por el ciclo de cuatro
miembros.

Indudablemente, la estructura triciclica del longipinano amplia el panorama en la
obtencion de nuevos esqueletos hidrocarbonados y propone nuevas estrategias de
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sintesis mediante reordenamientos moleculares, ya sea en solucién con métodos
convencionales o por via fotoquimica mediante irradiacion con luz UV.

14
Quirogano (36)

Patzcuarano (37)

Uladano (34) 12

13 11

15

14
Meridano (33) 15

Jiquilpano (31)
Uruapan:)2 32)
Figura 8. Esqueletos hidrocarbonados nuevos 29-37 obtenidos a partir del
longipinano.!!

1.3 Reactividad en estado sélido

Una reaccion en estado sélido, también conocida como reaccién seca, es una
transformacion quimica que ocurre entre dos 0 mas sustancias sélidas para generar
otra sustancia sélida sin la necesidad de usar disolventes para solubilizar a los
reactivos. Este tipo de reacciones se caracteriza por llevarse a cabo en lugares
especificos del sdlido, comenzando con la formacion de pequefios nucleos
compuestos por aglomerados submicroscopicos, durante una etapa inicial
denominada nucleacion. Los sitios mas favorables para el comienzo de la reaccion
son denominados sitios potenciales de nucleacion. El proceso se repite numerosas
veces formando nuevos nicleos y aumentando el tamarfio de los ya formados.?

La simplicidad de separacion y purificacion y los mejores rendimientos quimicos
obtenidos hacen de esta técnica una alternativa mas eficiente para llevar a cabo
distintas reacciones, ademas de que la nula necesidad de disolvente supone una
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importante ventaja medioambiental contribuyendo a la aplicacion de la quimica
verde.?®

Actualmente, la mayoria de las reacciones quimicas usadas en sintesis organica se
Ilevan a cabo en solucion, sin embargo, resulta importante conocer si estas pueden
proceder también en estado solido para completar el estudio de la reactividad
quimica de los compuestos. El estudio de las reacciones en estado solido es un
campo menormente explorado a pesar de que una de las mayores contribuciones
del estudio de esta reactividad recae en la industria farmacéutica, ya que es
indispensable que los principios activos en los farmacos, que mayormente se
producen en estado sélido, no sufran cambios durante su vida de almacén para que
puedan cumplir con su funcién farmacoldgica.?®

Considerando la versatil reactividad quimica en solucion de los longipinanos
polioxigenados en cuanto a reordenamientos moleculares, tanto en condiciones
convencionales como fotoquimicas, y aunado a la actividad citotdxica que algunos
derivados han presentado frente a lineas celulares de carcinoma de pulmoén y
colon?® resulta importante contribuir al estudio de la reactividad fotoquimica en
estado sélido de este tipo de sesquiterpenos triciclicos. En este trabajo se describe
la obtencion del 7pB,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23) y del 7f,9a-
diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21) preparados a partir de mezclas de triésteres de
longipinanona y diésteres de longipinenona aislados de los extractos hexanicos de
las raices de Stevia serrata y Stevia salicifolia, respectivamente, y el estudio de su
reactividad fotoquimica en estado sélido.
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2. ANTECEDENTES

Diversos estudios de la reactividad quimica de los derivados de longipinano han
evidenciado su capacidad para llevar a cabo reordenamientos moleculares, pues la
tensién anular que aporta el anillo de cuatro miembros convierte a los longipinanos
en excelentes sustratos de este tipo de reacciones. A continuacién, se describen
algunos de estos reordenamientos.

Uno de los compuestos mas representativos de este tipo de sesquiterpenos es la
rasteviona (38) aislada del extracto hexanico de las raices de Stevia serrata. La
rasteviona fue uno de los primeros derivados de longipinano en mostrar un
reordenamiento de tipo Warner-Meerwein en condiciones 4&cidas. Dicho
reordenamiento involucra la protonacion del grupo OH en C9 que sale como H.0
por la migracién antiperiplanar del enlace C4-C10 promovida por la expansion del
anillo de ciclobutano a uno de cinco miembros, al formar el enlace C4-C9y generar
un carbocation terciario en C10. La posterior eliminacion de un proton del Mel4
genera el enlace doble C10-C14 conduciendo a la obtencion del derivado 39 con
un esqueleto hidrocarbonado nuevo denominado moreliano (Esquema 1).%

®
0 u H
10 “‘\OH
2 11 5 )
8)m0ANg LSOH>
3 5 CeHe 3
o 6 7 4
> <
15 A
4 g OAng 15
12 13
38 38 39

Esquema 1. Reordenamiento de la rasteviona 38 en el nuevo esqueleto
hidrocarbondo moreliano 39.24

Posteriormente se estudio la influecia del enlace doble C2-C3 en el reordenamiento
de tipo Warner-Meerwein al tratar el derivado 7a,98-dihidroxilongipin-2-en-1-ona
(40), obtenido por hidrdlisis alcalina del extracto hexanico de las raices de Stevia
salicifolia,® bajo las mismas condiciones que su analégo 38 (Esquema 1)
generando el correspondiente producto esperado dienolona 41 (Esquema 2, ruta a),
mediante un mecanismo igual al descrito para la obtencion de 39, junto con un
nuevo producto, la endiona 42 (Esquema 2, ruta b).° Para la formacién de la
endiona 42, en el intermediario 40 la formacion del grupo ceto en C7 promueve la
migracion transanular del hidruro de C7 al carbocation terciario en C10.%
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Esquema 2. Reordenamiento del diol 20 en los derivados de moreliano dienolona
41y endiona 42.2°

Después, en 1995 se estudio el reordenamiento del mesilato de rasteviona 43 en
medio basico sometiéndolo a reflujo en MeOH con KOH obteniendo la mezcla de
los epimeros 44 y 45 con un nuevo esqueleto sesquiterpénico que se denominé
arteagano (Esquema 3).2° EI mecanismo propuesto para esta transformacion inicia
en la hidrdlisis de los ésteres angeloato en C7 y C8. La desprotonacion del OH en
C8 y formacion del grupo ceto promueve la transposicion 1,2 de hidruro y la
sustitucion del grupo mesilato para dar el intermediario 43a. En 43a se origina la
epimerizacion en C7. El medio basico abstrae un hidrogeno acido de C9, el anion
forma el enlace doble C9-C10 y origina una migracion 1,3 hacia el C=0 en C8 que
involucra la ruptura del enlace C11-C10 y la formacion de un nuevo enlace C11-
C8, dando lugar a los epimeros de arteagano 44 y 45 (Esquema 3).%

OMs

--IIIOAng &»

o
MeOH
4

OAng

it €

43 43a

Esquema 3. Transformacion del mesilato de rasteviona 43 en los epimeros de
arteagano 44 y 45.%6

Posteriormente, se explord el reordenamiento del longipinano en dos nuevos
esqueletos hidrocarbonados: uruapano 48 y jiquilpano 49, al tratar los derivados
de rasteviol 46a y 47a con BFs; (Esquema 4).2” Dichas transformaciones se
producen mediante un mecanismo por migracion de carbocationes, en donde la
orientacion del grupo Mel5 en C3 con orientacion a en 47a o  en 46a determina
la obtencion de los esqueletos jiquilpano 49 o uruapano 48.%” El grupo hidroxilo en
C1 se coordina con BF3 (46b) para ser desplazado por la migracion 1,2 del enlace
C5-C11 formando el enlace C5-C1 y generando un carbocation en C11

(intermediario 46c¢). 2’ Una doble transposicion de carbocatién primero por una
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transposicion 1,3 de hidruro del hidrogeno en C2 a C11 seguido de un segundo
reordenamiento 1,2 de hidruro del hidrogeno en C3 al carbocation en C2 produce
el carbocation en C3.27 La posterior eliminacion de un hidrégeno del grupo B-Me15
forma el enlace doble C3-C15 dando lugar a la obtencion del derivado de uruapano
48 (Esquema 4A).%" En la formacion del jiquilpano, a partir del rasteviol 47a con
el grupo Mel5 en orientacion a, al formarse el correspondiente intermediario
carbocationico en C11 47b, en lugar de ocurrir la migracién 1,3 de hidruro de C2
a C11 ocurre la ruptura del enlace C2-C1 para formar el enlace C2-C11 y el
carbocation en C1 47¢.?” Una migracion 1,3 de hidruro del hidrogeno o en C2 a
C1 seguida de la segunda migracion 1,2 de hidruro del hidrégeno B en C3 al
carbocation en C2 y la eliminacion de un hidrégeno del grupo Mel5 para formar
el enlace doble C15-C3 genera la estructura del derivado de jiquilpano 49
(Esquema 4B).?” La orientacion B del grupo Mel5 en 46¢ promueve el
desplazamiento 1,3 de hidruro del hidrégeno con orientaciéon f en C2, mientras
que la orientacion o del grupo Mel5 en 47b favorece la migracion del enlace C2-
C1 para formar el enlace C2-C11 en 47¢.%’

eBHFg,

OH, 14

Esquema 4. Transformacion de los longipinanos 46a y 47a en los nuevos
derivados de uruapano 48 y jiquilapano 49, respectivamente.?’

Estudios posteriores demostraron que los derivados de longipineno con doble
enlace en C2-C3 pueden reordenarse fotoquimicamente al ser irradiados con luz
ultravioleta (UV) mediante transposiciones [1,3] debido a que son sistemas de
cuatro electrones (4n), dos electrones aportados por un enlace ¢ del anillo de
ciclobutano (C4-C10 o C4-C5) y los otros dos electrones por el enlace = del enlace
doble C2-C3.1

El estudio de la reactividad fotoquimica del longipineno se llevo a cabo en los

derivados 7,9-diacetilado®® y 7,8,9-triacetilado?’, donde la reactividad fotoquimica

de ambos derivados procedié de manera similar. La irradiacion con luz ultravioleta

durante 5 minutos de 7a,9B-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21) dié lugar a la

formacion de los derivados 50 y 51 con esqueletos sesquiterpénicos diferentes, de
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vulgarona A y pingilonano, respectivamente. Por su parte, la irradiacion UV de
7B,8a.,9a-triacetiltoxilongipin-2-en-1-ona (23) generé los derivados 52 y 53
(Esquema 5).28 El estudio sefiala que los derivados de vulgarona A 50 y 51 se
forman por un desplazamiento sigmatropico [1,3] del enlace C4-C10, generando
ahora el enlace C2-C10, mientras que los fotoproductos 52 y 53 se obtienen por
migracion del enlace C4-C5 para formar el enlace C2-C5 (Esquema 5).%

-

12 43
21:R=H
23: R =0Ac

Esquema 5. Reaccion fotoquimica de 7pB,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21)
y 7B,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23) para obtener los
derivados 50, 51 y 52, 53 respectivamente.?

El estudio mas detallado de la reactividad fotoquimica de estos sistemas se llevo a
cabo con el derivado triacetilado 23, logrando, después de 5 minutos de irradiacion,
el aislamiento de un total de cuatro productos reordenados; los dos productos
mayoritarios 52 (56%) y 53 (15%) previamente descritos, y dos nuevos productos
minoritarios 54 (1%) y 55 (3%) (Esquema 6).2° El estudio demostrd que los
derivados 52 y 53 son fotoproductos primarios, mientras que los nuevos derivados
54, denominado isolongiciclanona, y 55, nombrado 1-norpingiloneno, son
fotoproductos secundarios obtenidos a partir de los compuestos 52 y 53,
respectivamente.?®

Esquema 6. Irradiacion fotoquimica de 7f,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona
(23).%°
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Se propuso que el reordenamiento fotoquimico procede mediante un mecanismo
via radicales libres. En dicho planteamiento el triacetato 23 puede reaccionar de
dos maneras: la ruptura homolitica del enlace C4-C10 origina el intermediario de
reaccion 23a, que evoluciona al derivado de la vulgarona A 52; o la ruptura del
enlace C4-C5 produce el intermediario dirradical 23b que después se convierte en
el derivado del pingilonano 53. Posteriormente, la vulgarona 52 da lugar al
intermediario 52a que produce el derivado sesquiterpénico de isolongiciclanona
54. A su vez, el pingilonano 53 produce el intermediario 53a que se descarboxila
para formar el derivado de 1-norpingiloneno 55 (Esquema 7).2°

Esquema 7. Mecanismo de reaccion propuesto para el reordenamiento
fotoquimico de 7B,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23).2°
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3. JUSTIFICACION

La energia solar es una de las principales fuentes energéticas ya que a partir de esta
se puede obtener energia por radiacion directa en forma de calor, electricidad o
mediante transformaciones quimicas.

Las reacciones fotoquimicas permiten inducir cambios estructurales en las
moléculas, proporcionando una via rapida y directa para llevar a cabo dichas
transformaciones. La relevancia del estudio de las fotorreacciones se debe a que
proporcionan una alternativa ideal para la sintesis de compuestos que dificilmente
podrian ser obtenidos por otros medios, ademas de que su obtencién puede lograrse
en un solo paso de reaccion. En este sentido la luz solar es una fuente de energia
limpia por lo que la fotoquimica contribuye al desarrollo de metodologias en la
quimica verde.

Otra area que contribuye al desarrollo de la quimica verde corresponde al estudio
de las reacciones en estado sélido, area muy poco explorada a pesar de que en la
industria farmacéutica es indispensable que los principios activos de los farmacos,
que en su mayoria se producen en estado sélido, no sufran cambios durante su
almacenamiento, para que puedan cumplir con su funcién farmacoldgica. Resulta
por lo tanto importante completar el estudio de la reactividad quimica en estado
solido de los compuestos organicos y en particular de aquellos que tienen alguna
actividad farmacoldgica.

Los productos naturales con estructura de longipinano han mostrado gran
versatilidad para la generacion de nuevos esqueletos carbociclicos mediante
diferentes reordenamientos moleculares inducidos tanto en medios quimicos
acidos y béasicos como por via fotoquimica. Los longipinanos también han
mostrado potencial actividad como agentes anticancerigenos frente a lineas
celulares de carcinoma de pulmén y col6n.?’° Con base en lo anterior resulta
importante contribuir al estudio de su reactividad fotoquimica en estado solido.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Aislar la mezcla de triésteres y diésteres naturales de longipinano a partir
del extracto hexanico de las raices de Stevia serrata y Stevia salicifolia,
respectivamente, y preparar los derivados 7f,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-
en-1-ona y 7B,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona para explorar su
reactividad fotoquimica en estado sélido.

4.2 Objetivos Especificos

a)

b)

f)

Llevar a cabo el aislamiento de los derivados de longipinano en su
forma natural como mezclas de triésteres y diésteres a partir de las
raices de Stevia serrata y Stevia salicifolia.

Preparar los correspondientes derivados de longipineno triacetilado
y diacetilado mediante cuatro y dos pasos de reaccion,
respectivamente.

Lograr la cristalizacion de los derivados acetilados, para obtenerlos
en estado solido cristalino.

Estudiar la reactividad fotoquimica de los compuestos en estado
solido al irradiarlos con luz UV (hvw) y con luz solar (hvso).

Confirmar las estructuras de los materiales de partida y productos
mediante RMN de proton, asi como el seguimiento de la
transformacion fotoquimica.

Comparar el comportamiento fotoquimico en estado sélido con la
reactividad fotoquimica descrita en solucion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencion de 7p,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23)
y 7B,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21)

El derivado 7p,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23) se preparo a partir de la
mezcla de ésteres de longipinantriolona 16. Con base en su estructura, los ésteres
sesquiterpénicos de longipinantriolona son productos naturales no polares
(lipidos), por tanto, fue posible su extraccion de las raices de Stevia serrata
mediante reflujo de hexano (disolvente no polar). El hexano se evapord y el
extracto obtenido se disolvio en MeOH frio para precipitar la mezcla de
compuestos triterpénicos presentes. Esto fue posible debido a que los compuestos
triterpénicos al ser también esqueletos hidrocarbonados, pero de mayor peso
molecular, tienden a ser menos polares que los longipinanos, logrando precipitar a
bajas temperaturas en MeOH que es un disolvente polar.

A partir de la mezcla de ésteres de longipinantriolona 16 la 7f,8a,90-
triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23)? se prepard en cuatro pasos de reacciéon como
se muestra en el esquema 8. La hidrdlisis alcalina de la mezcla de triésteres 16
presentes en el extracto hexanico se llevé a cabo con KOH en MeOH a reflujo por
2 horas para generar el triol 16a en 62% de rendimiento, que se acetilé con Ac20
y piridina bajo calentamiento durante 3 horas para dar el triacetato 25 (8%). La
posterior bromacion de 25 con Br2 en AcOH a temperatura ambiente por 96 horas
permitio obtener el derivado bromado 25a en 50% de rendimiento, cuya posterior
deshidrobromacion con LiCl y LioCOz genero la enona 23 en 49% de rendimiento
que se cristalizé de etanol (Esquema 8).22

El proposito de las reacciones de hidrdlisis y acetilacion fue introducir un solo tipo
de éster que permitiera un mejor manejo de los derivados de longipinano y
facilitara el estudio de los reordenamientos fotoquimicos del esqueleto del
longipineno. Por su parte, las reacciones de bromacion y posterior
deshidrobromacidn permitieron la formacion del enlace doble C2-C3 en el anillo
de seis miembros para contar con el sistema de cetona a,B-insaturada adyacente al
anillo de cuatro miembros requerido para llevar a cabo los reordenamientos
fotoquimicos promovidos por luz UV. Los espectros de RMN de *H de los
derivados 25, 25a y 23 se incluyen en el apéndice (Anexos 3, 4 y 6) y permitieron
confirmar su obtencion?.
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Esquema 8. Secuencia de reacciones para la obtencion de 75,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23) a partir de los triésteres
de longipinantriolona 16 aislados de Stevia serrata.
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Considerando que la reactividad fotoquimica en solucion se llevé a cabo en los
derivados triacetilados y diacetilados??, en este trabajo se decidio también obtener el
7B.,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21) que se prepard a partir de la mezcla de
diésteres presentes en las raices de Stevia salicifolia. Asi, de manera analoga a lo
descrito para el triacetato 23, 1 Kg de raices secas y molidas de Stevia salicifolia se
extrajeron con hexano bajo reflujo por 4 horas. El disolvente se evaporo y se obtuvo
el extracto hexanico como un aceite viscoso de color naranja. Posteriormente, el
extracto se sometié a condiciones de hidrolisis basica con KOH acuoso en MeOH
para obtener el diol 20 (26%) que se acetilé con AcOH y piridina permitiendo obtener
7B,90-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21)?? en 6% de rendimiento como se muestra
en el esquema 9. El diacetato de longipinendiol 21 cristalizd de acetona-hexano en
forma de cristales blancos. El espectro de RMN de *H se muestra en el apéndice
(Anexo 5).

o 2 o)
‘\OR \\OAc
1. KOH / MeOH
2. Ac,O/ py .
%2 OR! 2z OAc
6 21

Esquema 9. Secuencia de reacciones para la obtencion de 7p,9a-diacetiloxilongipin
-2-en-1-ona (21) a partir de los diésteres de longipinendiolona aislados
de Stevia salicifolia.

5.2 Reactividad fotoquimica de los derivados de longipineno
diacetato 21 y triacetato 23

El estudio del comportamiento fotoquimico de los derivados de longipineno se llevo
a cabo con dos fuentes distintas de radiacion UV; una lampara de luz UV de arco de
mercurio de media presion (hvw) y luz solar (hvsa). Es asi que 20 mg de cristales del
diacetato 21 se disolvieron en 1 mL de CDCls. La solucién se coloco en un tubo de
RMN, se burbujeo con flujo de nitrégeno vy se irradio con luz UV hvy durante 5
minutos. El propdsito del burbujeo con gas nitrégeno fue crear un ambiente libre de
oxigeno. Transcurrido el tiempo de irradiacion se obtuvo el espectro de RMN de H
(Figura 9, trazo B) evidenciando que el reordenamiento del diacetato 21 en el
derivado 50% (Esquema 5, pagina 18) procede completamente en solucion
(Apéndice, anexo 7).

Posteriormente se exploré la reactividad fotoquimica del triacetato de longipineno
23. Es asi que 20 mg de cristales del triacetato 23 se disolvieron en 1 mL de CDCls.
La solucion se colocé en un tubo de RMN, se burbujeé con flujo de nitrogeno y se

irradio con luz UV hv,y durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo de irradiacion se
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obtuvo el espectro de RMN de 'H de la solucién irradiada (Figura 10, trazo B)
observandose las sefiales del producto reordenado 5222, derivado de vulgarona A,
confirmando que el fotoreordenamiento del triacetato 23 (Esquema 6, pagina 18)
también procede completamente en solucion (Apéndice, anexo 8).

5.2.1 Irradiacion fotoquimica en estado solido

Con esta informacion se llevd a cabo la irradiacion en estado solido del diacetato 21
al colocar 1 mg de cristales de diacetato 21, previamente triturados, que se
distribuyeron sobre un portaobjetos, se cubrieron con otro portaobjetos y se
sometieron a irradiacion hvyy durante 10 minutos. El espectro de RMN de protén del
solido recuperado no mostro evidencia alguna de la transformacion del diacetato 21,
observandose solo las sefiales del material de partida sin reaccionar. Debido a esto,
1 mg de cristales del diacetato 21 se irradi6 durante 30 minutos. El espectro de RMN
de proton del de solido recuperado mostré una minima conversion (2%) del diacetato
21 en el derivado de vulgarona A 50 (Figura 9, trazo C) (Apéndice, anexo 9);
transformacion fotoquimica descrita en solucién?® (Esquema 5, pagina 18).

Posteriormente se llevo a cabo la irradiacion en estado sélido del triacetato 23, por
lo que, en base en los resultados previos, se prepararon cinco muestras, cada una de
1 mg de cristales del triacetato 23 previamente triturados y distribuidos sobre la
superficie de un portaobjetos que se cubrieron con otro portaobjetos y se sometieron
a irradiacion hvyy por diferentes tiempos: 30, 60, 90, 120 y 240 minutos. Transcurrido
el tiempo de irradiacion hvyy de los cristales del triacetato 23 las muestras recuperadas
se sometieron a estudios de RMN de proton (Apéndice, anexos 10-14).

Los espectros de RMN de proton mostraron un avance progresivo de la reaccion
fotoquimica (Esquema 6, pagina 18) al incrementar el tiempo de irradiacion de modo
que después de 30 minutos de irradiacion hvy, més de la mitad del compuesto de
partida triacetato 23 (53%) se habia reordenado en los cuatro fotoproductos 52-552°
previamente descritos de la irradiacion del triacetato 23 en solucion. En la tabla 6 se
indica la relacion en porcentaje de los cuatro fotoproductos 52-55, determinada a
partir de las integrales de la sefial aislada de Me 13 caracteristica de cada
compuesto???° (Apéndice, Tabla 13). Asi, después de 60 minutos de irradiacion hvyy
la reaccion habia procedido casi por completo, con un pequefio remanente del
compuesto de partida triacetato 23 (6%) (Figura 10, trazo C). Las irradiaciones hvyy
por 90 y 120 minutos no mostraron cambios significativos, los porcentajes de los
derivados reordenados son similares a los obtenidos en 60 minutos de irradiacion
(Tabla 6). Finalmente, después de irradiar durante 240 minutos ya no se observan
sefiales del material de partida triacetato 23 sOlo se encontraron sefiales
pertenecientes a los derivados reordenados, indicando la completa transformacion

del triacetato 23.
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Figura 9. Espectros de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de 7B,90-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21) (trazo A); crudo de reaccion
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Resultados y Discusion

Es importante mencionar que despues de 60 minutos de irradiacion fue notoria la
posible fundicion de los cristales. Con base en los puntos de fusion descritos en la
literatura??, es posible que el cambio de sélido a liquido se deba al avance de la
reaccion fotoquimica ya que la lampara de mercurio de media presion gque se uso
irradia calor durante su funcionamiento y el pf del producto mayoritario 52 es
menor que el del compuesto de partida triacetato 23, y los demas fotoproductos
53-55 son aceites a temperatura ambiente (Tabla 7).2? Dicho esto, es posible que
el incremento en la temperatura de la lampara UV originara la fundicion del
compuesto 52 a medida que la reaccion progresa. Por tanto, las irradiaciones por
mayor tiempo se realizaron por periodos de 30 minutos de irradiacion continua,
dando un tiempo para que la ldmpara de UV pudiera enfriarse antes de continuar
la irradiacion.

Tabla 6. Proporcidn relativa porcentual del material de partida triacetato 23 y los
fotoproductos 52-55 determinada mediante RMN de *H de los crudos de
irradiacion hvyy del triacetato 23 en estado sélido a diferentes tiempos.

Tiempo de irradiacion (min)

Compuesto
30 60 90 120 240
23 47% 6% 6% 6% -
52 19% 36% 36% 35% 36%
53 15% 29% 27 % 28% 31%
54 4% 8% 10% 11 % 13%
55 15% 21% 21% 20% 20%

Tabla 7. Caracteristicas fisicas y puntos de fusion (pf) de los compuestos 23 y 52-

55.22,29
Compuesto Apariencia Punto de fusion °C
23 Cristales blancos 166-167
52 Cristales blancos 130-131
53 Aceite incoloro -
54 Aceite incoloro -
55 Aceite ligeramente amarillo -
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En este punto resulta importante observar que la fototransformacion con luz UV
hvyy por 30 minutos del derivado triacetilado 23 en estado solido procede mas
rapido (53%) que la reaccion fotoquimica del correspondiente derivado diacetilado
21 (2%), siendo la unica diferencia la funcionalizacién en C7, funcionalizacion
ausente en el derivado diacetilado. Se propone que el grupo éster en C7 favorece
que se adopte una conformacion que permite el reordenamiento.

Posteriormente, se decidié explorar si la radiacion UV procedente de la luz solar
(hvsol) puede promover las fotoreacciones en el longipineno 23. Se prepararon 6
muestras de 1 mg siguiendo el mismo procedimiento descrito previamente, y se
irradio cada una a diferentes tiempos: 30, 60, 90, 120, 240 y 360 minutos.
Transcurrido el tiempo de irradiacion las muestras se sometieron a estudios de
RMN de H (Apéndice, anexos 15-20).

Los espectros mostraron que la reaccion fotoquimica (Esquema 6, pagina 18)
procede también con luz solar (Tabla 8), pero méas lentamente en comparacion con
las muestras irradiadas con la lampara de mercurio de media presién (hvy) (Tabla
6). La irradiacion (hvso) de 30 minutos mostrd una conversion del 11% del
triacetato 23 en los cuatro productos reordenados 52-55%°, no muy alejada de la
irradiacion hvsoi de 60 minutos que indicd una conversion del 17%. La irradiacion
hvsol de 90 minutos mostré una conversion del 42% del triacetato 23, mientras que
después de 120 minutos de irradiacion hvso mas de la mitad del triacetato 23 (58%)
se habia transformado en los derivados reordenados. Finalmente, las dos ultimas
irradiaciones hvso de 240 y 360 minutos arrojaron porcentajes de conversion del
triacetato 23 muy similares 90% y 93%, respectivamente, indicando que después
de 240 minutos de irradiacion solar ya no hay un avance significativo en la
fototransformacion.

A diferencia de la irradiacion con la lampara de UV, la irradiacion con luz solar no
fundid los cristales en ningan tiempo de irradiacion demostrando que la irradiacion
caldrica del sol es baja, menor al punto de fusion del material de partida triacetato
23 y de los productos de reordenamiento.

En la figura 11 se muestra la evolucion de la reaccion fotoquimica con irradiacion
hvyy evidenciando la disminucion del triacetato 23 conforme se incrementa el
tiempo de irradiacion, y a su vez el incremento progresivo en la formacion de los
fotoproductos reordenados 52-55.
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Tabla 8. Proporcidn relativa porcentual del material de partida triacetato 23 y los
fotoproductos 52-55 determinada mediante RMN de tH, de los crudos de
irradiacion solar (hvso) del triacetato 23 en estado solido a diferentes

tiempos.
Tiempo de irradiaciéon (min)
Compuesto
30 60 90 120 240 360
23 89% 83% 58% 42% 10% 7%
52 3% 5% 13% 19% 28% 27%
53 3% 5% 13% 17% 28% 30%
54 2% 2% 4% 5% 8% 8%
55 3% 5% 12% 17% 26% 28%
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Figura 11. Grafico de los porcentajes de conversion del triacetato 23 en los
derivados reordenados 52-55 a diferentes tiempos de
irradiacion hvyy.

Por su parte, las irradiaciones con luz solar (hvss) mostraron un tiempo 6ptimo
mayor en comparacion con la irradiacion hvu. Si bien con hvse la reaccion
fotoquimica avanz6 progresivamente a partir de los 60 minutos, el tiempo 6ptimo
se obtuvo hasta los 240 minutos, logrando una conversion total del 90% del
triacetato 23; a partir de este punto el avance de la reaccidon fue minimo.

La energia emitida por el sol abarca longitudes de onda (A) en toda la gama del
espectro electromagnético, que van desde los rayos gamma hasta las ondas de
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radio, sin embargo, esta radiacion al pasar por la atmdsfera de la Tierra sufre
procesos de difusion y reflexion por las nubes, y de absorcion por los gases (O,
O3, CO2, H20) y particulas en suspensién presentes en la misma. El ozono (O3)
presente en la atmdsfera tiende a absorber la energia en la region UV, de tal forma
que A menores a 290 nm se absorben casi por completo en la atmosfera superior,
mientras que la radiacion en la region de 290 a 350 nm es menos absorbida y por
lo tanto es la que principalmente pasa a la superficie de la Tierra.3!

Debido a que la banda de absorcion méxima para la cetona o,p-insaturada en el
longipineno esta alrededor de 254 nm se requiere mayor tiempo de irradiacién
solar para dar lugar a la fototransformacion.

En la figura 12 se muestra el avance de la fotorreaccion empleando irradiacion
solar (hvsal), mostrando la disminucion del triacetato 23 y aparicion de los
productos reordenados 52-55 en un tiempo mas prolongado en comparacion con
la irradiacion hvyy.

La diferencia en los tiempos de reaccion entre ambas fuentes de radiacion UV
puede deberse a la cantidad de energia “efectiva” que es emitida por cada fuente
para llevar a cabo la reaccion. A pesar de que ambas fuentes emiten radiacion UV,
debe tomarse en cuenta que la principal radiacion emitida por el sol no corresponde
a la A necesaria para inducir el fotoreordenamiento, ya que, COmo se menciono
anteriormente, existen otros factores en la atmosfera que intervienen en la
dispersion de la radiacion solar que incide en la Tierra3l. Por su parte, una lampara
de mercurio de media presion emite radiacion directa a la muestra en la region UV
en el rango de A 200 a 600 nm.

Irradiacion con luz solar (hv,)
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Figura 12. Grafico de los porcentajes de conversion del triacetato 23 en los
derivados reordenados 52-55 a diferentes tiempos de irradiacion hvsol.
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5.3 Comparacion de la reactividad fotoquimica del triacetato
23 en estado sélido y en solucion

Los resultados obtenidos demuestran que la reactividad fotoquimica del triacetato
23 con luz UV se lleva a cabo tanto en solucion como en estado solido generando
los cuatro productos reordenados 52-55%° (Esquema 6, pagina 18). En solucion de
ciclohexano usando una lampara de mercurio de baja presion (A=254 nm) la
transformacion completa del triacetato 23 procedié después de 5 minutos de
irradiacion??, mientras que en estado soélido ocurre en 60 minutos usando una
lampara de mercurio de media presion (A=200-600 nm) y en 240 minutos con
irradiacion solar, con un poco de remanente de material de partida sin reaccionar
6% y 10%, respectivamente (Tabla 9). En este estudio la irradiacién en solucion
del triacetato 23 se llevo a cabo en CDCIs usando una ldmpara de mercurio de
media presion (A=200-600 nm) observandose también que la fototransformacién
del triacetato 23 procede en 5 minutos.

La tabla 9 compila la proporcién en la que los fotoproductos 52-55 se generan a
partir de la irradiacion del triacetato 23 tanto en solucion como en estado sélido
con irradiacion hvu y hvsol. En solucion después de 5 minutos de irradiacion la
relacion entre los fotoproductos primarios 52:53 es 3:1 en ciclohexano?>? y de
3.3:1 en CDCls, mientras que en estado sélido es 1.2:1 al irradiar con la ldmpara
de UV y de 1:1 con luz solar. Con respecto a los fotoproductos secundarios, en
solucion de ciclohexano??2° hay nula conversion del derivado 52 en el derivado 54
y en solucion de CDCls es del 7%, mientras que la transformacion del derivado 53
en el derivado 55 es del 3% y del 13% respectivamente. En tanto que en estado
solido usando la lampara de mercurio de media presion o luz solar la
transformacion del derivado 52 en el derivado 54 es del 8% en ambos casos,
mientras que la transformacion del derivado 53 en el derivado 55 se incrementa al
21% con hvyy Y 26% con hvsol.

Uno de los factores méas importantes que afecta la cinética de una reaccion es el
estado de agregacion en el que se lleva a cabo, lo que es evidente en los diferentes
tiempos de reaccién, de 5 minutos al llevarse a cabo en solucion y, de 60 y 240
minutos al llevarse a cabo en estado solido.

En solucidn, las moléculas se encuentran dispersas en el disolvente y la radiacién
UV interacciona de forma individual con cada molécula, en tanto que en estado
solido las moléculas se encuentran muy proximas entre si compactadas en
pequetios “ctimulos” formados durante el proceso de cristalizacion, mostrando que
en estado solido la interaccion con la luz UV no es tan efectiva, es asi que el
proceso de trituracion de los cristales previo a la irradiacion de la muestra es un
factor determinante en el avance de la reaccion (Figura 13).
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Tabla 9. Proporcion relativa porcentual® de los fotoproductos 52-55 a partir de
la irradiacion UV del triacetato 23 en solucion y en estado solido.

En solucion En estado solido
Compuesto d5e gfgﬁ?ﬁﬁ?g ;iwci:nDuE)Isi 60 minutos® 240 minutos®
23 - 6 % 6 % 10 %
52 2% 57 % 36 % 28 %
53 24 % 17 % 29 % 28 %
54 - 7% 8 % 8 %
55 3% 13 % 21 % 26 %

 Obtenidos mediante RMN de *H a 400 MHz a partir de la integral de la sefial
simple de Me13 de cada fotoproducto.

b Lampara de mercurio de baja presion (A=254 nm)

¢ Lampara de mercurio de media presion (A=200-600 nm)

4 Luz solar

e, [ o
v v
N ~— b

a
Figura 13. Representacion de la irradiacion (a) en solucion y (b) en estado sélido.

5.4 Influencia del disolvente durante la irradiaciéon

En el estudio previo de la reactividad fotoquimica descrita para el triacetato 23 en
disolucion de ciclohexano (30 mg/30 mL)?? se indic6 su completa transformacion
después de 5 minutos de irradiacion UV.

Durante este trabajo la reactividad fotoquimica del triacetato 23 en solucion (20
mg/mL) se llevo a cabo en CDCl;3 obteniendo resultados similares, ya que después
de 5 minutos de irradiacion se observo solo 6% del triacetato 23 sin reaccionar.
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En este trabajo para la eleccion del disolvente se considerd la solubilidad del
compuesto a irradiar triacetato 23 y la longitud de onda de absorcion del disolvente
de modo que sea transparente en la region de absorcion del triacetato 23. Asi
también, se decidié utilizar cloroformo deuterado para facilitar el andlisis
inmediato en RMN de proton, esto considerando que es un disolvente de mediana
polaridad. Con la finalidad de determinar si el disolvente influye en la reactividad
fotoquimica del triacetato 23 se decidio llevar a cabo la reaccién en acetonitrilo
deuterado. Asi, la irradiacion hvyy del triacetato 23 disuelto en CD3CN (5 mg/mL)
se llevd a cabo durante 5 minutos. El espectro de RMN de proton de la disolucion
irradiada (Figura 14, trazo B) mostro que la conversion del triacetato 23 en el
producto principal 52 procedié en 28%, mientras que el espectro de RMN de
proton de la irradiacion hvyy en CDCls por 5 minutos (Figura 14, trazo A) mostro
al derivado 52 en 57% con un remanente del compuesto de partida triacetato 23
del 6% (Tabla 9). La solucién del triacetato 23 en CD3CN se continud irradiando
y monitoreando por periodos de 5 minutos hasta un tiempo de 25 minutos
observandose un avance gradual en la formacion del derivado 52 (Tabla 10).

Tabla 10. Seguimiento de la transformacion fotoquimica del triacetato
23 en el fotoproducto 52 en solucion de CD3CN.?

Tiempo de irradiacion hvyy

Fotoproducto
5 min 10min  15min 20 min 25 min

52 28 % 54 % 65 % 75 % 76 %

2 Determinada mediante RMN de protdn.

A diferencia de lo observado en CDCls, la fotorreaccion en CD3CN mostrd que es
necesario irradiar la muestra durante un mayor tiempo logrando el mayor
porcentaje de transformacion de 75% a los 20 minutos de irradiacion (Figura 14,
trazo C). A los 25 minutos de irradiacion el espectro de RMN de *H mostré
practicamente el mismo porcentaje de conversion (76%). Es importante sefialar
que en solucion de CD3CN no se observa la formacion de los otros fotoproductos.

Con base en estos resultados y a partir de los datos obtenidos de los espectros
ultravioleta (longitudes de onda de absorcion méaxima (Amax) Y correspondiente
absortividad molar (g)) del triacetato 23 en ambos disolventes (Tabla 11), se
propone que la naturaleza del disolvente afecta el tiempo de reaccion y el
comportamiento fotoquimico del triacetato 23 como resultado de las interacciones
soluto-disolvente, que originan cambios en la conformacion de la molécula
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evitando una correcta disposicion de los orbitales para que el reordenamiento se
Ileve a cabo. Los datos de la tabla 11 apoyan la propuesta ya que el desplazamiento
batocrémico (a mayor longitud de onda) de las Amax del triacetato 23 en
acetonitrilo-ds evidenciaron la interaccion del croméforo enona en el disolvente
mas polar.

Tabla 11. Longitudes de onda méaxima de absorcion UV (Ama) VY
absortividad molar (¢) del triacetato 23 en acetonitrilo-ds? y
cloroformo-ds®.

Disolvente Amax (€) Amax (€)
acetonitrilo-ds 262 nm (253) 312 nm (158)
cloroformo-ds 258 nm (429) 309 nm (222)

ac=0.15
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5.5 Reactividad fotoquimica del triacetato 23 via estado triplete

La reactividad fotoquimica en solucién de longipinentriolona 23 se propone que
procede mediante un mecanismo por radicales libres, es decir, mediante un estado
triplete (Esquema 7, pagina 19).2°

Para corroborar dicha propuesta una solucion de 5 mg del triacetato 23 en 1 mL de
CDCl3s se coloco en un tubo de RMN vy se burbujeo con aire (oxigeno) durante 3
minutos. Posteriormente, la solucién se irradié con una lampara de mercurio de
media presion (hvu) durante 5 minutos. El espectro de RMN de *H de la solucion
irradiada mostro una minima conversion del triacetato 23 en el derivado 52 (1.3%)
como se muestra en la figura 16, trazo B. Este resultado contrasta con la irradiacion
hvyy durante 5 minutos de la solucion del triacetato 23 (5 mg/mL) en CDCls que
previamente se burbujed con nitrégeno gas durante 3 minutos; en ausencia de
oxigeno la conversion del triacetato 23 procede en 94% en los fotoproductos 52-
55 (Tabla 9), en donde el compuesto 52 esta presente en 57% (Figura 16, trazo A).

El O2 en su estado fundamental se encuentra en un estado triplete paramagnético
con dos electrones desapareados (Figura 15). Esta configuracion electronica le
permite reaccionar facilmente con otras moléculas con electrones desapareados,
tales como los radicales libres. Estos experimentos confirman que el
fotoreordenamiento del triacetato 23 procede mediante un estado triplete; la
presencia de oxigeno resulta en una “trampa de radicales libres” imposibilitando
que la reaccion se lleve a cabo.

2s

Orbitales
atdmicos

2s

Orbitales
atomicos

Orbitales
moleculares

Figura 15. Diagrama de orbitales moleculares para la molécula de Oo.
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5 minutos en ausencia de oxigeno (trazo A) y en presencia de alta concentracion de oxigeno (trazo B).
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Conclusiones

6. CONCLUSIONES

A partir del extracto hexanico de las raices de Stevia serrata se aislé una mezcla
de triésteres de longipinano a partir de la cual se logr6 obtener en cuatro pasos de
reaccion (hirolisis alcalina, acetilacion, bromacion y deshidrobromacion)
7B,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona 23 como pequerios cristales blancos en
forma de rosetas. Asimismo, a partir de las raices de Stevia salicifolia se aislé una
mezcla de diésteres de longipineno que mediante reacciones de hidrélisis alcalina
y acetilacién permitié obtener 7pB,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona 21 como
pequenos cristales blancos.

La transformacion fotoquimica del triacetato de longipineno (23) en el derivado de
vulgarona A (52) procedio completamente en solucion de CDCIs después de
irradiarse con luz UV durante 5 minutos empleando una lampara de arco de
mercurio de media presion (hvw). El fotoreordenamiento del analogo diacetilado
21 en el correspondiente derivado 50 también procedié completamente en solucion
de CDClI;3 bajo las mismas condiciones.

Por su parte, el estudio de la reactividad fotoquimica del diacetato de longipineno
21 en estado solido (cristales) usando una lampara de arco de mercurio de media
presion e irradiando durante 30 minutos mostr6 una conversién minima del 2% en
el derivado de vulgarona A 50. En contraste, la irradiacion fotoquimica de cristales
del triacetato 23 bajo las mismas condiciones evidencio una transformacion del
53% del triacetato 23 en los productos reordenados 52-55. Dada la gran diferencia
en el porcentaje de transformacion del diacetato 21 (2%) y triacetato 23 (53%) en
30 minutos de irradiacién hvyy Yy siendo la Unica diferencia la funcionalizacion en
C7, se propone que el grupo éster en dicha posicion favorece una mejor
conformacién que permite llevar a cabo el reordenamiento. La irradiacion del
triacetato 23 se continud y se encontrd un tiempo éptimo de irradiacion hvyy de 60
minutos con una transformacion en los derivados reordenados 52-55 del 94%.

Por otra parte, el estudio de la reactividad fotoguimica en estado sélido del
triacetato 23 inducida por radiacion solar se logro en un tiempo 6ptimo de 4 h con
una conversion en los derivados reordenados 52-55 del 90%. La dispersion de la
luz solar por la atmosfera origina diferencias en las intensidades de radiacion
efectiva emitidas por ambas fuentes de radiacion afectando el nimero de moléculas
activadas para llevar a cabo la fotorreaccion, lo que puede explicar la diferencia
entre las cinéticas al llevar a cabo el reordenamiento con radiacion UV (hvw) y
radiacion solar (hvso).

Los resultados obtenidos demostraron que la reactividad fotoquimica del triacetato
23 en solucién también procede en estado sélido y que en ambos casos se
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obtuvieron los mismos cuatro productos reordenados 52-55. Sin embargo, se
obtuvo diferente relacion entre los productos primarios 52 y 53; en solucion fue de
3:1 mientras que en estado solido fue de 1:1.

Otro factor que influyé importantemente en la cinética del fotoreordenamiento es
el estado de agregacion en el que se llevd a cabo la reaccion, que procede mas
rapido en solucion indicando que la absorcion de la luz es mas eficiente, mientras
que en estado solido las moléculas se encuentran compactadas en pequefios
“camulos” impidiendo irradiar a todas de forma efectiva, de modo que el tamafio
de cristal tiene una influencia significativa en el tiempo de irradiacion requerida
para que culmine la fotorreaccion.

Otro punto importante abarcado durante esta investigacion fue el estudio de la
influencia del disolvente en la reaccion fotoquimica. Se comprobd que existe una
influencia significativa de la naturaleza del disolvente, en el tiempo de reaccion y
el comportamiento fotoquimico del triacetato de longipineno 23. El
fotoreordenamiento en soluciéon de CDCIz culmind en 5 minutos con una
transformacion de 94% del triacetato 23 en los productos reordenados 52-55,
mientras que en solucion de CD3CN en un tiempo de irradiacion de 20 minutos se
logré una conversion de 75% del triacetato 23 en el producto mayoritario 52. Estos
distintos tiempos de irradiacion y resultados se puede deber a la diferente de
polaridad de los disolventes y a las interacciones soluto-disolvente que pueden
originar cambios en la conformacion de la molécula que no favorecen las
transformaciones fotoquimicas, lo cual se confirmé al obtener los espectros
ultravioleta del triacetato 23 en CDCls (258 nm, &= 429; 309 nm, &= 222) y en
CD3CN (262 nm, &= 253; 312 nm, &= 158) y observar un ligero desplazamiento
batocromico de la banda de absorcion en el espectro de 23 en CD3CN.

Adicionalmente, mediante una prueba de desactivacion del estado triplete al usar
oxigeno como “trampa de radicales libres” se comprobdé que el fotoreordenamiento
del triacetato 23 en solucion se lleva a cabo via radicales libres. La solucion
cloroférmica del triacetato 23 se oxigend previamente y cuando se irradié el
reordenamiento fotoquimico no procedio.

En este estudio se comprobd que el triacetato 23 en estado sélido (cristales) se
reordena fotoquimicamente, por lo que al tratarse de un compuesto con potencial
actividad farmacoldgica se recomienda que los derivados de longipineno del tipo
del triacetato 23 se almacenen en estado solido en frascos &mbar para protegerlos
de la luz solar y se marquen como compuestos fotosensibles para evitar su
exposicion a fuentes de irradiacion UV, con la finalidad de mantener su integridad
estructural.
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La sintesis de los productos fotoquimicos principales 52 y 53 a partir de la
irradiacion con luz solar del triacetato 23 corresponde a una metodologia de
quimica verde al usar una fuente de energia alterna (sol) y llevarse a cabo en
ausencia de disolventes. Asi también, dicha transformacion fotoquimica podria ser
de interés en el desarrollo de protectores solares.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

La cromatografia analitica de capa fina se hizo en placas de aluminio con silica gel
60 F254 (0.25 mm de espesor) con un indicador fluorescente. La visualizacion se
Ilevd a cabo con luz UV (254 nm). Los puntos de fusion (pf) se determinaron en
un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de RMN de proton se obtuvieron a temperatura ambiente en el
espectrometro BRUKER trabajando a 400 MHz empleando CDClz y CD3CN como
disolventes. Los desplazamientos quimicos se dan en ppm considerando TMS
como referencia interna.

Para la irradiacion con luz UV se us6 una lampara de arco de mercurio de media
presion (hvyy) contenida en una camisa de cuarzo de 45 mm de didametro exterior
y 380 mm de longitud, que abarca A=200-600 nm incluida en el reactor
fotoquimico marca ACE GLASS alimentado por una fuente de poder de 450 W de
potencia, 100-125 v y 60 Hz. La irradiacion con luz solar se llevé a cabo al aire
libre en dias soleados a temperatura ambiente y presion atmosférica (T: 18 - 21 °C,
P: 0.998 - 1.003 atm).

7.1 Obtencion de 7p,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23)
Recoleccion de la especie vegetal

La recoleccion de Stevia serrata se realizo el 09 de septiembre del afio 2002 en la
Calera, Michoacan. La planta se dejé secar a la sombra, con el propésito de
conservarla durante mas tiempo con las mismas propiedades y principios activos,
para posteriormente molerla y almacenarla.

Extraccion de la mezcla de triésteres de longipinano 16

La extraccion se realizo colocando 1 Kg de raices secas y molidas de Stevia serrata
con hexano en cantidad suficiente para cubrirla y se calent6 bajo reflujo por 4 h
(Figura 17a). El extracto hexanico se filtro a gravedad y el disolvente se evaporo a
sequedad en el rotavapor (P: 335 mbar y T: 40 °C). Este procedimiento se repitio
cuatro veces obteniendo un residuo de color amarillo claro traslucido que se
disolvié en MeOH y se coloco en refrigeracion durante 24 h. Transcurrido ese
tiempo, se logro la precipitacion de compuestos triterpénicos (Figura 17b) que
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posteriormente se filtraron a gravedad. Este procedimiento se repiti6 hasta la nula
precipitacion de solido.

El extracto libre de precipitado se evaporé en el rotavapor (P:380 mbar y T:60 °C)
obteniendo el extracto hexanico como un liquido altamente viscoso de tonalidad
amarillo-verdosa (Figura 17c) correspondiente a una mezcla de triestéres de
longipinano. La extraccion se realizd en dos lotes de 1 Kg de raices secas y molidas
obteniendo 16.1 g de extracto hexanico de la primera extraccion y 13.8 g de la
segunda.

TR A CTU

’Fiﬂiﬁgu

a b C
Figura 17. Extraccion bajo reflujo (a), precipitacion de triterpenos (b) y extracto
hexanico de las raices secas y molidas de Stevia serrata (c).

Hidrolisis del extracto hexanico de las raices de Stevia serrata para obtener
7B,80.,9a-trihidroxilongipinan-1-ona (16a)

Sl

W

Una solucion de 4 g de extracto hexanico en 80 mL de MeOH se hizo reaccionar
con una solucion de 4 g de KOH disueltos en la minima cantidad de agua. La
mezcla se calent0 bajo reflujo durante 2 h (Figura 18a). Finalizado el tiempo de
reflujo, el MeOH se evaporo en el rotavapor (P: 335 mbar y T: 45 °C), el residuo
se extrajo con AcOEt (250 mL) y se lavo con H20 (6 x 30 mL) (Figura 18b). La
fase orgéanica se seco sobre Na>SO4 anhidro, se filtro (Figura 18c) y el disolvente
se evaporo en el rotavapor (P: 240 mbar y T: 45 °C) permitiendo obtener el crudo
de reaccion correspondiente al triol 16a como un liquido viscoso de tonalidad café-
anaranjado (Figura 18d). La hidrdlisis del total del extracto hexanico (29.9 g) se
logré en siete lotes de reaccion con rendimiento promedio de 62% (Tabla 12).
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Figura 18. Reaccién de hidrolisis basica bajo reflujo para obtener 7f,8a.,9a-
trihidroxilongipinan-1-ona (16a) (a), extraccion de 16a con AcOEt y
lavados con agua (b), filtracién del Na>SO4 anhidro (c), producto

crudo recuperado (d).

Tabla 12. Rendimiento por lote y rendimiento promedio de la hidrolisis del

extracto hexanico de las raices de Stevia serrata.

Lote Extracto longipinantriol (16a) Rendimiento
hexanico (g) (crudo de reaccion) (g) (%)

1 3.9150 1.3386 66.35
2 3.9105 1.2267 60.87
3 4.0187 1.3067 63.09
4 3.6309 0.9475 50.64
5 4.0152 1.3504 65.26
6 4.0175 1.3977 67.51
7 5.1278 1.6845 63.74

Rendimiento promedio 62.5 %
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Acetilacion de 7B,8a,9a-trinidroxilongipinan-1-ona (16a) para obtener
7B.8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-ona (25)

\\““‘

)

-,

/
",
v

25

Una solucion del crudo de hidroélisis (16a) (3.87 g) en piridina (19.5 mL) se trat6
con anhidrido acético (19.5 mL). La mezcla de reaccién se calent6d en bafio de
vapor durante 3 h (Figura 19a). Finalizado el tiempo de reaccion, la mezcla se
extrajo con AcOEt, la fase organica se lavo con H>O (1 x 30 mL), con solucién de
HCl al 10% (2 x 30 mL), con H20 (1 x 30 mL), con solucion saturada de NaHCO3
(3 x30 mL) y con H20 (1 x 30 mL), se secé sobre Na;SO4 anhidro, se filtro y el
disolvente se evapor6 a sequedad en el rotavapor (P: 240 mbar y T: 45 °C)
obteniendo un liquido de tonalidad amarilla. Siguiendo el mismo procedimiento,
un segundo lote de reaccién de 16a (5.38 g) en piridina (27.0 mL) se tratd con
anhidrido acético (27.0 mL) (Tabla 13). Posteriormente, el residuo se cristalizé de
acetona-hexano obteniéndose de ambos lotes 1.1291 g de 25 (8% de rendimiento)
como cristales blancos en forma de agujas (Figura 19b).

Figura 19. Reaccion de acetilacion bajo calentamiento en bafio de vapor (a) y
cristales obtenidos de 7p,8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-ona (25) (b).

Para su cristalizacién, con base en su polaridad, el longipinantriol triacetilado 25
se disolvio en acetona que es un disolvente polar. La solucion se calenté en bafio
de vapor para evaporar gradualmente la acetona e ir adicionando hexano, un
disolvente no polar, en el cual el derivado triacetilado es insoluble favoreciendo su
cristalizacion.
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Tabla 13. Rendimiento por lote y rendimiento promedio de la acetilacién del crudo
de hidrdlisis (16a) para obtener 25.

Lote Crudo de Cristales de Rendimiento
hidrolisis (16a) (g) 25 (9) (%)
1 3.8709 0.4953 8.71
2 5.3801 0.6338 8.01
Rendimiento promedio 8.36 %

Bromacion de 7B,8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-ona (25) para obtener 2f-
bromo-78,8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-ona (25a)

B l'/,"'

™ ‘

25a
Una solucion de 25 (1.0 g) en AcOH glacial (8.3 mL) se hizo reaccionar con Bra
(0.83 mL) a temperatura ambiente durante 96 h (Figura 20a). Transcurrido el
tiempo de reaccion, la mezcla se extrajo con AcOEt y se lavo con H20 (1 x 30
mL.), con solucion acuosa saturada de NaHSO3 (1 x 30 mL), con H20 (1 x 30 mL),
con solucion acuosa saturada de NaHCOs (1 x 30 mL) y con H20 (1 x 30 mL). La
fase organica se seco sobre Na>SO4 anhidro, se filtro, y el disolvente se evaporo a
sequedad (P: 240 mbar y T: 45 °C). El residuo se cristalizé de acetona-metanol
obteniéndo 596 mg del derivado a-bromado 25a (50% de rendimiento) como
cristales blancos en forma de pequefias agujas (Figura 20Db).

Figura 20. Reaccion de bromacion a temperatura ambiente (a), y filtracion de
cristales obtenidos de 2B-bromo-7f,8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-
ona (25a) (b).
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Deshidrobromacion de 2p-bromo-7p,8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-ona (25a)
para obtener 7p,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23)

OAc

«mQAc

"&
7
v

23

Una solucion del derivado a-bromado 25a (450 mg) en N,N-dimetilformamida
(DMF) (4.5 mL) se traté con LiCl (270 mg) y LiCOz (370 mg) bajo reflujo durante
75 minutos (Figura 21a). Posteriormente se destilaron 3 mL de DMF y la mezcla
resultante se extrajo con AcOEt (250 mL), la fase organica se lavé con H20 (2 x
30 mL), se secd sobre Na SOs anhidro, se filtrd y el disolvente se evaporo a
sequedad (P: 240 mbar y T: 45 °C). El producto se cristaliz6 de EtOH obteniendo
182.5 mg de 7B,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona 23 (49% de rendimiento)
como pequefios cristales blancos en forma de roseta (Figura 21b).

Figura 21. Reaccién de deshidrobromacion bajo reflujo (), y cristales obtenidos
de 7B,8a,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23).

7.2 Obtencion de 7p,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21)

Recoleccion de la especie vegetal y extraccion de la mezcla de diesteres de
longipineno 6

La obtencion del extracto hexanico se realizo siguiendo la misma metodologia
descrita anteriormente para el analogo triacetilado 23, a partir de 1 Kg de raices
secas y molidas de Stevia salicifolia, colectada el 09 de septiembre de 2002 en el
estado de Michoacan. La posterior precipitacion de compuestos triterpénicos en
MeOH frio permitié la obtencion de 15.35 g de extracto correspondiente a una
mezcla de diésteres de longipineno (6) como un liquido viscoso de tonalidad
chedron.
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Hidrolisis del extracto hexanico de las raices de Stevia salicifolia para
obtener 7p,9a-dihidroxilongipin-2-en-1-ona (20)

20
Una solucion de 4 g de extracto hexanico disueltos en MeOH (22 mL) en mezcla

con KOH (4 g) disueltos en la minima cantidad de agua, se calentd bajo reflujo
durante 30 minutos.

Siguiendo el procedimiento de extraccion para 16a, a partir de los 15.3472 g de
extracto hexanico de S. salicifolia se obtuvieron 3.5695 g del crudo de hidrolisis
(26% de rendimiento) como un aceite amarillo. Posteriormente, el residuo se
disolvio en CHCIlsy se colocd en el congelador para favorecer su cristalizacion. La
solucion se filtro a vacio obteniendo 0.7237 g del diol 20 (20.28% de rendimiento)
como un sélido amorfo ligeramente amarillo. Posteriormente, las aguas madres
recuperadas se separaron mediante cromatografia en columna usando silica gel
eluyendo con hexano-AcOEt (1:1 v/v) y después con AcOEt. El seguimiento
mediante ccf mostré que el diol 20 se colectdé en las fracciones de AcOEt,
permitiendo obtener 0.2646 g de 20 (7.41% de rendimiento).

Acetilacion de 7p,9a-dihidroxilongipin-2-en-1-ona (20) para obtener 7p,9a-
diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21)

P
21

Siguiendo el procedimiento descrito para la preparacion de 25, una solucién de 20
(0.8 g) disueltos en piridina (4.0 mL) se hizo reaccionar con Ac.O (4.0 mL). El
compuesto se cristalizo de acetona-hexano permitiendo obtener 62.3 mg de 78,90-
diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21) (6% de rendimiento) como pequefios cristales
blancos.

7.3 lrradiacion con luz UV del diacetato 21 y tricetato 23 en
solucion usando una lampara de mercurio de media presion

Una solucion de 20 mg del triacetato 23 o diacetato 21 en 1 mL de CDCIs, se
colocé en un tubo para espectroscopia de RMN, la solucion se burbujed durante 3
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minutos con flujo de nitrégeno introduciendo una aguja hasta el fondo del tubo
para lograr un burbujeo regulado y constante, se tapd y se irradio durante 5 minutos
con la lampara UV de media presion. Posteriormente, se obtuvieron los
correspondientes espectros de RMN de *H que se asignaron con base en las sefiales
caracteristicas descritas en la literatura para los longipinenos diacetilado 21 y
triacetilado 23 y los fotoproductos 52-55%22° (Tabla 14, Apendice). La relacion en
la obtencion de los fotoproductos y del material de partida se determind a partir de
la integral de la sefial simple del metilo 13 de cada compuesto.

La irradiacion en solucion del triacetato 23 en CD3CN (5 mg/mL) se llevé a cabo
siguiendo la misma metodologia ya descrita en CDCls. El seguimiento de la
reaccion se hizo en cinco periodos de 5 minutos hasta el tiempo total de 25 minutos
obteniendo los correspondientes espectros de RMN de proton de cada periodo de
irradiacion (Tabla 10, pagina 35).

7.4 Irradiacion con luz UV del triacetato 23 en estado sélido
(cristales)

Los cristales del triacetato 23 (1 mg) se trituraron hasta lograr un polvo y se
distribuyeron en una capa fina, lo mas homogéneamente posible, entre dos
portaobjetos (Figura 22a) que se sujetaron en los extremos con broches y se coloc6
de forma vertical frente a la ldmpara de UV aproximadamente a 8 cm de distancia.
Posteriormente, la muestra se irradio durante diferentes periodos 30, 60, 90, 120 y
240 minutos (Figura 22b).

Transcurrido cada tiempo de irradiacion, la muestra correspondiente se disolvio en
CDCl3 y se obtuvo su espectro de RMN de protdn. El analisis de los espectros de
RMN de protdon permitid determinar la relacion entre el material de partida
triacetato 23 y los fotoproductos 52-55 (Tabla 6, pagina 29) a partir de la sefial de
Mel3 de cada compuesto (Tabla 14, Apéndice).

Figura 22. Cristales del triacetato 23 triturados, colocados entre dos portaobjetos
(@), suspendidos frente a la lampara de luz UV (b).
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7.5 Irradiacion con luz UV del diacetato 21 en estado solido
(cristales)

Siguiendo el procedimiento descrito para la irradiacién en estado solido del
triacetato 23, dos muestras de 1 mg del diacetato 21 se irradiaron durante 10 y 30
minutos respectivamente. Transcurrido el tiempo de irradiacion, las muestras se
disolvieron en CDCl3 y se obtuvieron los correspondientes espectros de RMN de
'H. El estudio evidenci6 un pequefio avance de la fotorreaccion de apenas el 2%
en 30 minutos de irradiacion hvyy con una relacion 49:1 de los compuestos 21 y 50
respectivamente (Apéndice, anexo 9).

7.6 Irradiacion con luz solar del triacetato 23 en estado sélido
(cristales)

Se prepararon seis muestras del triacetato 23 (1 mg cada una) de acuerdo a la
metodologia descrita en 7.4, se colocaron bajo la luz solar a distintos tiempos de
irradiacion: 30, 60, 90, 120, 240 y 360 minutos a temperatura ambiente y presion
atmosférica (T: 18 - 21 °C, P: 0.998 - 1.003 atm) a 2400 m sobre el nivel del mar,
de acuerdo a los datos reportados para los dias en los que se realizaron las
irradiaciones.

Transcurrido los tiempos de irradiacion, las muestras se recuperaron en CDClz y
se obtuvieron los correspondientes espectros de RMN de proton (Apéndice, anexos
10-14). Los resultados del andlisis de los espectros se llevaron a cabo de acuerdo
al punto 7.4 y se incluyen en la tabla 8 de la pagina 30.

7.7 Irradiacién con luz UV del triacetato 23 en ambiente de O>

Una muestra (5 mg) del triacetato 23 disuelta en CDCls (1 mL) se colocd en un
tubo para RMN, se burbujed con flujo de aire (oxigeno) durante 3 minutos y se
irradio durante 5 minutos usando la ldmpara UV de mercurio de media presion.
Una segunda muestra (5 mg) del triacetato 23 en CDCIs (1 mL) se coloco en un
tubo para RMN, se burbujed con nitrégeno durante 3 minutos y se irradio durante
5 minutos. Transcurrido el tiempo de irradiacion se obtuvieron los
correspondientes espectros de RMN de protén.
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Tabla 14. Desplazamientos quimicos® de RMN de *H en CDCls en ppm (3),
multiplicidades y constantes de acoplamiento en Hz para el triacetato
23y sus productos de reordenamiento 52-55.22

) Compuesto
Atomo
23 52 53 54 55
H2 5.82 dd 2.92d 3.14 ddd 1.85 dd
2.00 dd
(1.5) (7.5) (6.8, 5.8, 0.8) (8.0,6.1)
H4 2.79 d ancho
5.77 s ancho 5.31 s ancho 2.14d 5.10 s ancho
(6.9)
2.36 dd 1.02 dd
H5 2.36s 2.63 s ancho 2.10 s ancho
(6.7, 5.8) (9.2, 8.0)
H7 5.37d 4,91 dd 5.27d 5.21d 5.37d
(11.3) (5.8,1.4) (10.4) (10.2) (10.5)
H8 5.28 dd 5.20 dd 5.20 dd 5.31 dd 4,83 dd
(11.3,3.1) (5.8, 1.2) (10.4, 2.3) (10.2, 2.0) (105, 2.2)
H9 5.34d 590d 5.16d 5.13d 5.23d
(3.1) (1.2) (2.3) (2.0) (2.2)
H11 3.14 dd 3.28 ddd 3.27 ddd 1.44 ddd
2.14 s ancho
(6.9, 1.5) (75,25,13) (6.8,6.7,1.5) (9.2,6.1, 1.5)
Mel2 1.09s 1.05s 1.17 s 1.12s 1.02s
Mel3 0.92s 1.11s 1.14 s 0.98s 1.14 s
Mel4d 0.99 1.24s 1.08s 1.06 s 1.06 s
Mel5 2.08 d 1.89 dd 1.86 d 1.82d
1.21s
(1.5) (2.4,1.6) (1.6) (1.5)
1.97s 2.06s 1.95s 1.97s 1.92s
COMe 2.07s 2.12s 2.03s 2.04 s 2.00s
2.17s 2.12s 2.16s 2.17s 2.20s

8Medidos en solucién de CDCls a 400 MHz.
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Tabla 15. Desplazamientos quimicos® de RMN de *H en CDsCN en ppm (§),
multiplicidades (Hz) y constantes de acomplamiento (J) para el
triacetato 23 y el derivado 52.

Atomo ) Compuesto -
H2 5.655s 2.86d
(7.4)
H4 2.79d 5.85s
(6.0)
H5 2.26s 2.58s
H7 4.82 dd
(5.8, 1.5)
H8 5.19-5.22 5.12 dd
sobrepuestos (5.8, 1.1)
H9 5.83d
(1.2)
H11 2.90dd 3.29 dd
(7.5, 1.7) (7.4,1.2)
Mel?2 0.98 s 1.02s
Mel3 0.79s 1.10s
Mel4 0.84s 1.22s
Mel5 1.95d 1.85sa
(1.6)
181s 1.98s
COMe 1.94s 2.07s
2.00s 2.09s

2Medidos en solucién de CD3CN a 400 MHz.
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Anexo 3. Espectro de RMN de *H en CDClz a 400 MHz de 7B,80,90-triacetiloxilongipinan-1-ona (25).
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Anexo 4. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de 2B-bromo-7p,8a,9a-triacetiloxilongipinan-1-ona (25a).
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Anexo 5. Espectro de RMN de *H en CDClz a 400 MHz de 7B,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (21).
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Anexo 6. Espectro de RMN de *H en CDClz a 400 MHz de 7B,80,90-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23).
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Anexo 7. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz del derivado 50 como resultado de la irradiacion hvy en solucién del
diacetato 21 durante 5 minutos en ambiente de No.
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Anexo 8. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz del derivado 52 como resultado de la irradiacion hvuy en solucion
del triacetato 23 durante 5 minutos en ambiente de No.

a01pugdy



_89_

Acetilos

OCOMe
Metilos
14
12
13
15
-
I
a -
f ;__" J f / o
11 4
'1: :;' 1412 j
.'1_ i M \ N bt/jk\\
‘ 6‘.0 ‘ 5‘.5 ‘ 5‘.0 ‘ 4‘.5 ‘ 4‘.0 ‘ 3‘.5 3‘.0 2‘.5 ‘ 2‘.0 ‘ 1‘.5 ‘

Anexo 9. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la irradiacion hvyy en estado sélido del diacetato 21 durante 30 minutos.
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Anexo 10. Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz de la irradiacion hvyy en estado sélido del triacetato 23 durante 30 minutos.
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Anexo 11. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la irradiacion hvyy en estado sélido del triacetato 23 durante 60 minutos.
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Anexo 12. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la irradiacion hvyy en estado sélido del triacetato 23 durante 90 minutos.
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Anexo 13. Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz de la irradiacion hvyy en estado sélido del triacetato 23 durante 120 minutos.
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Anexo 14. Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz de la irradiacion hvyy en estado sélido del triacetato 23 durante 240 minutos.
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Anexo 15. Espectro de RMN de *H en CDCl; a 400 MHz de la irradiacion hvso en estado sélido del triacetato 23 durante 30 minutos.
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Anexo 16. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la irradiacion hvsoe en estado sélido del triacetato 23 durante 60 minutos.
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Anexo 17. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la irradiacion hvso en estado sélido del triacetato 23 durante 90 minutos.
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Anexo 18. Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz de la irradiacion hvso en estado sélido del triacetato 23 durante 120 minutos.
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Anexo 19. Espectro de RMN de *H en CDCl;s a 400 MHz de la irradiacion hvso en estado solido del triacetato 23 durante 240 minutos.
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Anexo 20. Espectro de RMN de *H en CDCls a 400 MHz de la irradiacion hvso en estado sélido del triacetato 23 durante 360 minutos.
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Anexo 21. Espectro de RMN de 'H en CDClsa 400 MHz de la irradiacion hvyy en solucién del triacetato 23 en ambiente de
O2 durante 5 minutos.
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Anexo 22. Espectro de RMN de *H en CD3sCN a 400 MHz de 7B,80,9a-triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (23).
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Anexo 23. Espectro de RMN de *H en CD3sCN a 400 MHz de la irradiacion hvyy en solucion del triacetato 23 en ambiente de

N> durante 5 minutos.
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Anexo 24. Espectro de RMN de *H en CD3sCN a 400 MHz de la irradiacion hvyy en solucion del triacetato 23 en ambiente de

N2 durante 20 minutos.
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