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RESUMEN

En este trabajo se analizé el comportamiento y los cambios estructurales que presenta
pristimerina, una metilénquinona, al someterla a distintas condiciones de oxidacion, en
busca de determinar la presencia de reacciones de cicloadicion.

La pristimerina utilizada en las reacciones de oxidacion fue aislada de la corteza de las
raices de Hippocratea excelsa H.B.K. Las reacciones de oxidacién de pristimerina fueron
llevadas a cabo utilizando, en cada ocasion, un diferente agente oxidante. Los agentes
oxidantes utilizados fueron: 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona (DDQ), nitrodisulfonato
de potasio (Sal de Fremy) y &cido 2-yodoxibenzoico (IBX).

La reaccion de oxidacion realizada con DDQ resulté en la obtencién de: xuxuarinas Ea
y EB, dos nuevos dimeros triterpénicos conformados por unidades de isopristimerina lll
y pristimerina unidos mediante un enlace de tipo 3,4-dioxi en [3-O-2] y [4-O-3], 6-0x0-
pristimerol y la pristimerina-dicianofenalediona. La aplicacién del agente oxidante IBX
resultd en la obtencién de los mismos productos mencionados anteriormente. En el caso
de la reaccién en la que se utilizo la sal de Fremy solo se obtuvieron las xuxuarinas Ea

y EB.

ABSTRACT

In this work the behavior and the structural changes of the quinone methide pristimerin
under oxidative conditions was investigated, in order to determine the occurrence of
cycloaddition reactions.

Pristimerin was isolated from Hippocratea excelsa H.B.K. bark. 2,3-dichloro-5,6-
dicyanobenzoquinone (DDQ), potassium nitrosodisulphonate (Fremy’s salt), and 2-
iodoxibenzoic acid (IBX) were used as oxidative agents in separate reactions.

The use of DDQ or IBX resulted in the formation of xuxuarines Ea and E, two new dimers
formed by moieties of isopristimerin Il and pristimerin linked by a 3,4-dioxi bond, 6-oxo-
pristimerol and pristimerin dicyanophenalenedione; however, when Fremy’s salt was
used only xuxuarines Ea and E3 were obtained.
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INTRODUCCION

Las metilénquinonas triterpénicas son un grupo de metabolitos secundarios de tipo
friedelano que se encuentran restringidos a la familia Celastraceae, hoy en dia se han
identificado cerca de 23 metilénquinonas, las mas comunes son la pristimerina, el
celastrol y la tingenona.! Ademas de la presencia de las metilénquinonas, se han aislado
dimeros triterpénicos en los cuales se sugiere su formacion mediante la tautomeria entre
una metilénquinona triterpénica y su forma orto-quindnica para dar lugar a una reaccion
de tipo Diels-Alder entre ambas estructuras.? De acuerdo con la literatura existen
alrededor de 300 cicloaductos que se dan por medio de reacciones de tipo Diels-Alder,
en donde se incluyen a los policétidos, terpenoides, fenilpropanoides, alcaloides y
productos naturales que se han formado a través de las vias biosintéticas mixtas. Sin
embargo, no se ha establecido claramente si las reacciones de tipo Diels-Alder son
solamente viables mediante la accién enzimatica 0 no enzimatica, es por ello que es
imprescindible el aislamiento de un aducto con el precursor correspondiente para su
estudio.?

Los aductos diméricos de tipo [4+2] son encontrados frecuentemente en productos
naturales; el analisis retrosintético de estos compuestos proporciona informacion sobre
el proceso de reaccién de dimerizacién en donde se propone una oxidacion (en casos
de compuestos fendlicos) para obtener una quinona reactiva, a este tipo de reacciones
en donde el dieno o el diendfilo contiene un heterodtomo (oxigeno o nitrégeno) se les
conoce como reacciones hetero-Diels-Alder, y han sido ampliamente reportadas en la
sintesis total de diferentes metabolitos secundarios. En el caso de las metilénquinonas
triterpénicas, se sugiere la formacion de la orto-quinona mediante un proceso de
oxidacion que se da en el anillo “A” de la molécula. Debido a que la especie que se
obtiene es altamente reactiva no ha sido posible su aislamiento ni su caracterizacion
dando lugar a la formacién de dimeros triterpénicos con un bajo rendimiento.®

Es por ello que la intencion del presente trabajo fue estudiar por medio de distintas
reacciones y condiciones de oxidacion la posible formacion de la orto-quinona de una
metilénquinona triterpénica (pristimerina) para valorar el papel que toma ésta dentro del
proceso de formacion de dimeros triterpénicos.






ANTECEDENTES

La familia de las Celastraceas comprende mas de 90 géneros y cerca de 1,300 especies,
éstas han sido estudiadas por sus diversos usos en la agricultura y en la medicina
tradicional, ademas de que se les considera como una fuente de terpenoides de tipo
friedelano, lupano, oleanano, dimeros triterpénicos y diterpenos de tipo kaurano y
abietano. Dentro de los metabolitos secundarios que se han aislado en esta familia
destacan los alcaloides sesquiterpénicos y las metilénquinonas triterpénicas, estas
ltimas pueden llegar a ser precursores de dimeros o trimeros triterpénicos.>®

Las metilénquinonas triterpénicas constituyen un pequefioc grupo de nor-D:A-
friedoleanos insaturados y oxigenados (Figura 1), las cuales se encuentran restringidos
a las raices de especies de la familia de plantas superiores Celastraceae y se les
considera indicadores quimiotaxonémicos de dicha familia ya que hasta ahora no se han
aislado en otros géneros fuera de esta familia, debido a esto son conocidos también
como “celastroloides”, incluyendo a los que poseen agrupamientos fendlicos.”8

Hoy en dia se conocen alrededor de 100 triterpenoides de este tipo, el interés en
particular por estudiar estos compuestos ha sido por la gran variedad de actividades
biolégicas que presentan,tales como: antitumoral, antimicrobiana, antibiotica,
antimalaria, antiparasitaria, antioxidante e inhibidora del virus SARS-CoV, es por ello que
en la actualidad existen varios estudios sobre relaciones estructura-actividad vy
mecanismos de accion de este tipo de triterpenoides®*°

Figura 1. Estructura y numeracion del esqueleto 24-nor-D:A-friedoleano.

Dentro de las metilénquinonas que han sido aisladas con mayor frecuencia y abundancia
destacan el celastrol, tingenona y pristimerina (Figura 2). La diferencia entre estos
compuestos radica en el grado de oxidacién que poseen en el anillo E.° La presencia del
croméforo metilenquindnico extendido en los anillos A y B es de vital importancia para la
actividad antimicrobiana; asi como los sustituyentes presentes en el anillo E.°



pristimerina celastrol tingenona

Figura 2. Metilénquinonas frecuentes de la familia Celastraceae.
Biosintesis de metilénquinonas triterpénicas.

El estudio de su formacién pone como base principal al esqueleto de tipo friedelano, el
friedelanol sufre una oxidacion transformandose en friedelina, la cual por medio de la
intervencion de enzimas oxido-reductasas y de re-arreglos da lugar a la formacion de
pristimerina (Figura 3), esta a su vez actia como precursora de isopristimerina Il e
isotingenona lll, las cuales poseen un arreglo de tipo catecol.!!

Estructuralmente, las metilénquinonas como pristimerina poseen funciones oxigenadas
en los carbonos dos y tres, sin embargo, se han encontrado oxidaciones adicionales en
los carbonos C4, C7, C15, C20, C21, C22, C28, C29 y C30 e insaturaciones en C5-C6,
C7-C8, C9-C11, C14-C15, C20-C21 y C20-C30, dependiendo de los procesos de
oxidacién y los re-arreglos que éstas presenten pueden dar lugar a los derivados 6-oxo-
fendlicos como el 6-oxo-pristimerol, las 7-oxo-metilénquinonas, los triterpenofenoles, las
9 (11)-en-metilénquinonas, las 14(15)-en-metilénquinonas y la formacién de los dimeros
triterpénicos.*?
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Figura 3. Ruta biogenética propuesta para la formacion de pristimerina y tingenona.
Dimeros triterpénicos

Los dimeros de triterpenometilénquinonas son caracteristicos de la familia Celastraceae,
y hasta ahora se han aislado més de 60 de ellos de especies pertenecientes al género
Maytenus: M. chuchuasca, M. ilicifolia, M. umbellata, M. magellanica, M. scutioides y M.
blepharodes, asi como de otras especies de la familia Celastraceae (Rzedowskia
tolantonguensis, e Hippocratea excelsa).®2 Estos se caracterizan por contener unidades
de fenoles o unidades metilénquindnicas derivadas de pristimerina, tingenona, celastrol



y/o sus derivados, los cuales se encuentran unidos mediante dos enlaces tipo éter entre
los anillos A-A de dos celastroloides (Figura 4) o bien entre los anillos B-A.1314

“&COOMe

Figura 4. Dimeros triterpénicos a) 6'7'-dihidroscutionina aB, b) xuxuarina EB, c) 7,8-
dihidroxuxuarina-Ea y d) xuxuarina A.

Shirota y colaboradores? postularon un mecanismo biosintético para la formacion de los
dimeros triterpénicos, en el cual se asume que una metilénquinona triterpénica se
encuentra en estado de equilibrio con una o-quinona triterpénica (Figura 5) y ambas
pueden reaccionar para formar el correspondiente aducto, esto se da por medio de una
reaccion de tipo Hetero-Diels-Alder, en donde se pueden obtener los dimeros de tipo A-
Ay los de tipo B-A (Figura 6).15:16:17



Figura 5. Equilibrio entre metilénquinona- orto-quinona.t’

Cuando la reaccion se da entre el doble enlace del anillo B de un fenol y la dicetona del
anillo A de una o-quinona, se obtienen los dimeros B-A (Figura 6), éstos son
considerados derivados de triterpenofenoles y dependiendo del tipo de unién se pueden
obtener los regioisomeros A o B.157

cangorosina Ad isocangorosina Ad

Figura 6. Dimeros triterpenometilénquinénicos de tipo B-A.

La ruta biosintética propuesta para la formacion de los dimeros triterpénicos sugiere que
la metilénquinona se comporta como un diendfilo frente a la o-quinona, esto da lugar a
la obtencién de cuatro posibles isémeros de cada aducto (Figura 7), el ataque de la o-
guinona (dieno) puede darse tanto en la cara Si-Si, o en la Re-Re del diendfilo, dando
como resultado la obtencién de dimeros con estereoquimica a o .19
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Figura 7. Posible mecanismo biosintético para los regio- y estereocisomeros de los
dimeros triterpénicos.’

Reacciones Diels-Alder

Las reacciones de tipo Diels-Alder se han propuesto como mecanismo de formacion de
cerca de 300 cicloaductos en productos naturales del reino vegetal, sin embargo, no se
ha logrado establecer de forma experimental una reaccién enzimética que pueda dar
lugar a ellas; aun asi existen ciertas enzimas aisladas de especies de hongos que se
han caracterizado, en las cuales se ha encontrado que pueden promover reacciones
Diels-Alder, dentro de ellas se encuentra la solanapirona sintasa (SPS), la macrofomato
sintasa (MPS) y la lovastatina nonacétido sintasa (LNKS), la actividad de las enzimas
dielsalderasas hasta donde se sabe es limitada, una razon de esto podria ser la dificultad
del aislamiento de los precursores de la reaccién Diels-Alder, o bien de que las enzimas
sean bifuncionales como catalizar oxidaciones previas a la cicloadicion.1®%

Un nuamero significativo de aductos [4+2] son considerados como derivados de una
transformacién oxidativa procedente de reacciones de tipo Diels-Alder, por ejemplo la
oxidacién de los catecoles proporcionan o-quinonas reactivas que presentan dos dienos
y dos diendfilos en la misma molécula (Figura 8).2°
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Figura 8. Modelos de o-quinonas y o-quinoles como sustratos de enzimas
dielsalderasas.

Obtencién de derivados quindnicos

En afos recientes la oxidacion de productos naturales, y en este caso de los terpenos,
ha adquirido mayor importancia gracias al impacto que tienen en cuestiones de sintesis
y biosintesis, ya sea aplicado en la industria o en la quimica medicinal, gracias a ello es
posible la adicién de otras moléculas a la estructura de los terpenos-??

La oxidacion puede ser factible mediante reacciones con radicales hidroxilo (OH), ozono,
nitrato (NO3), sales de paladio o por medio de fotélisis, sin embargo, su estudio no sélo
se centra en estos Ultimos, generalmente, las reacciones de oxidacion en terpenos
pueden ser posibles mediante sus dobles enlaces o bien por los grupos oxigenados que
éstos poseen, el hecho de usar una determinada reaccion en la molécula, dependera del
tipo de terpeno que se esté oxidando.???3

Las quinonas son resultado de la oxidacion de fenoles las cuales pueden ser clasificadas
como p- y o-quinonas (Figura 9). Su importancia yace en el impacto en la industria, en
su capacidad para transportar energia, atomos de carbono en organismos vivos, proveer
de nutrientes; en la industria farmacéutica se usan para tratar el cancer, VIH y como
agentes antibacterianos. Las orto-quinonas son compuestos polares e inestables debido
a que pueden dar lugar a reacciones de dimerizacion y otras no deseables. Existen



ciertos tipos de reacciones de oxidacion que pueden dar lugar a la obtencion de orto-
guinonas, algunas de ellas se muestran en la Tabla 1. %

O

0
R Ry R o)
R Rs R R,
3

Figura 9. Estructura general de p-quinonas y o-quinonas.

Tabla 1. Obtencién de distintos tipos de quinonas de derivados fendlicos.?®

Condiciones Productos
Selenio 2 OMe O OMe O

Se0;,, 60°C, AcOH MeO
— JU
MeO
OMe
O
L

Sal de Fremy 2

(KSO3):NO R OH R
O 5T

B
Dimetildioxirano 23 0
Ok J\; A-Bu
-Bu

l

IA\gO2 23 (@) 0]
MeO. OH MeO. 0]
0 —
e
OH
Tautdmero mas estable Tautémero menos estable




Agentes oxidantes para la obtencién de estructuras quindnicas

Existen diversos métodos para la oxidacion de fenoles a sus correspondientes quinonas,
aungue, no todos ellos son regioselectivos. Entre los agentes oxidantes que mas se
conocen por formar p- y o-quinonas destacan: el dinitrosulfonato de potasio (sal de
Fremy), acido o-iodobenzoico (IBX), 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona (DDQ) y el
dimetildiroxirano (DMDO). La sal de Fremy es un agente oxidante de tipo radical, el cual
es comunmente utilizado para oxidar fenoles a sus correspondientes benzoquinonas,
cuando la posicion p- con respecto al grupo hidroxilo en cuestion no se encuentra
sustituido es mas favorable la formacién de la p-quinona (Figura 10), en contraste,
cuando éste se encuentra sustituido es mas probable que se obtenga la o-quinona.?*

A~ .
~ 0
,B"H o.\. LO
+ N(SO3K),
—_— —_—
2 -
-~
“N(SO3K),
fenol
0 o 0
- -
e
C i
R
_ mSO;gK)y \N(Sost)7
p-quinona

Figura 10. Formacion de una p-quinona mediante la sal de Fremy.

A diferencia de la sal de Fremy que da lugar a p- y o-quinonas Pettus y
colaboradores?*reportaron un método regioselectivo para la oxidaciéon de fenoles a sus
correspondientes o-quinonas usando IBX en dimetilformamida, en dicha oxidacién es
menos probable que se formen otros productos no deseados (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismo racional usando IBX para la conversion de fenoles a o-quinonas.

ElI DDQ es un reactivo ampliamente utilizado por su alto potencial como agente oxidante
sobre alcoholes y grupos amino, dando lugar a la obtencién de dimeros y derivados o- y
p-quindnicos, ademas de promover algunas anillaciones oxidativas?’. Asi mismo se ha
demostrado la formacién de los correspondientes dimeros del sustrato en cuestion
dando lugar a la obtencién de nuevos productos (Figura 12).

Otro tipo de reaccién que se usa para oxidar fenoles como el metil 4-hidroxibenzoato y
convertirlos en sus respectivas quinonas es el uso de un catalizador de cobre,
especificamente se han usado los complejos de aminas con Cu(ll) para dar lugar a una
o-quinona, la reaccion se da en tres pasos de acuerdo a la Figura 13.2
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Figura 12. Oxidacién de bis (2-hidroxi-1-naftil) metano con DDQ.
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Figura 13. Reaccion de la obtencion de o-quinonas mediante el complejo de Cu(ll).
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Obtencién de quinonas triterpénicas

En el caso de las quinonas provenientes de las celastraceas no se sabe de manera
experimental si se puede aislar la o-quinona correspondiente, la pristimerina ha servido
como base para llevar a cabo ciertas reacciones que podrian demostrar la presencia de
la 0-quinona, sin embargo, debido a su inestabilidad ha sido dificil de aislar, aunque la
presencia de triterpenos con agrupamiento de tipo catecol en especies de Celastraceas
se conoce desde hace varios afios,?® los triterpenos o-quinénicos han permanecido
esquivos, y solamente se cuenta con un reporte sobre la identificacion de una especie
poco estable de tipo 9(11)-en-metilen-orto-quinona, aislada de la especie Celastrus
orbiculatus.®® Los derivados de catecoles, que podrian ser los precursores de los
triterpenos de tipo 2,3-dicetonas a través de oxidaciones enziméaticas en las plantas, o
directamente las o-quinonas son considerados como los materiales de partida para la
formacion de dimeros triterpénicos.

Estudio de la formacion de metilénquinonas triterpénicas

Como parte del estudio de la formacion de los dimeros triterpénicos a partir de reactivos
de oxidacién, se puede mencionar el trabajo de Gonzalez y colaboradores®! en donde
realizaron la oxidacion de la pristimerina bajo condiciones de tipo Diels-Alder con
dimetildiroxano para producir la 4-a hidroxipristimerina®?, dando lugar a un dimero
sintético conformado por dos unidades de pristimerina (Figura 14). La reaccion de
cicloadiciéon da soporte a la idea de que es necesaria una oxidacion previa para la
formacién de un heterodieno.

OOMe

‘?C

DMDO
—
CH,Cl,

HOwm»

4-a-hidroxipristimerina
Figura 14. Oxidacion de pristimerina con DMDO.
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Asi mismo, se ha llevado a cabo la oxidacion de la pristimerina usando (DDQ) en dioxano
a temperatura ambiente, en esta reaccién de obtuvieron dos dimeros triterpénicos que
fueron identificados como xuxuarinas Ea y EB (Figura 15).23

Xuxuarina Ea enlace cis-3,4a
xuxuarina E enlace cis-3,43

Figura 15. Posibles rutas de reaccion para la formacion de dimeros triterpénicos
(xuxuarina Ea y xuxuarina E) resultantes de la oxidacion de la pristimerina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes agentes oxidantes en la obtencion de derivados o-
quindnicos de pristimerina.

Objetivos especificos

a.

Obtener pristimerina del extracto apolar (Hex) de raices de Hippocratea
excelsa H.B.K.

Identificar las condiciones de oxidacion de pristimerina compatibles con el
uso de Ko:NO(SOs), (Sal de Fremy), 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona
(DDQ) y acido 2-yodoxibenzoico (IBX).

Purificar los productos de oxidacién por técnicas cromatograficas.

Elucidar la estructura de los compuestos obtenidos por medio de
experimentos 1D y 2D de RMN.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos

Los disolventes utilizados para los procesos de extraccion, separacion y purificacion
fueron de grado industrial y se destilaron previamente para su uso; los reactivos y
disolventes utilizados en las reacciones de oxidacién fueron de la marca Sigma-Aldrich.

Métodos de separacion

Las separaciones por cromatografia en columna (CC) se realizaron con distintas fases
estacionarias, tales como Sephadex lipofilico LH-20 y gel de silice con tamafio de poro
de 60 A y tamafio de particula de 37-44 um y de 2-25 pm.

El analisis en cromatografia por capa delgada (CCD) se realiz6 mediante cromatofolios
de aluminio de 20 x 20 cm impregnados con gel de silice 60GF2s4 de 0.25 mm de espesor
de la marca Sigma-Aldrich. Como agentes reveladores se utilizaron luz ultravioleta de
onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm), asi como 6leum (&cido acético glacial, agua
y acido sulfdrico en proporciones 20:4:1) con calentamiento posterior.

La cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP) se llevé a cabo en placas de
vidrio de 10 x 20 cm impregnadas con gel de silice 60GF2s4 de 0.5 mm de espesor de la
marca Sigma-Aldrich.

Equipos
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Para la caracterizacion estructural de los compuestos se usé la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear proténica (RMN-tH) y de carbono-13 (RMN-3C) a 400 y
100 MHz, respectivamente, asi como los experimentos homonucleares vy
heteronucleares, en un espectrometro Bruker DPX400 Avance, con una sonda BBO de
5 mm con un gradiente protegido en z, se emplearon disolventes deuterados de la marca
Aldrich de acuerdo a la solubilidad de los compuestos. Los desplazamientos quimicos
se reportaron en partes por milléon (ppm) y se encuentran referenciados con respecto a
la sefial residual del disolvente deuterado utilizado en cada caso.

Ultrasonido

Para las reacciones de oxidacién se us6 un equipo de ultrasonido de la marca Ultrasonic
Processor con una amplitud de onda de 20 Hertz y a una temperatura de 30°C.
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Recolecta y extraccién del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realiz6 en el mes de Diciembre de 2016 en las
cercanias de la comisaria de Dzununcén, Yucatan, México (N 20°84', O 89°61"). Se
recolectaron tres ejemplares de Hippocratea excelsa H.B.K de aproximadamente 1 m de
altura, las raices obtenidas se descortezaron, se limpiaron y se colocaron en un
desecador para herbario durante cuatro dias a una temperatura menor a 50°C,
posteriormente el material vegetal seco fue molido a un tamiz de malla numero 10 de
dénde se obtuvo 2,050 g.

Aislamiento de pristimerina

El material vegetal seco y molido (2,050 g) se sometié a extraccion en un equipo Soxhlet
con Hexano (Hex) como disolvente; el extracto ya concentrado (87.8 g) se disolvio en
CHCIl; y posteriormente se le afiadié Metanol (MeOH) hasta la obtencién por filtracién
de un precipitado blanco grisaceo que fue identificado como gutapercha. La mezcla
CH.CIl; —MeOH fue concentrada en un evaporador rotatorio a presién reducida para
obtener 37.8 g de extracto seco.

Fraccionamiento primario

El extracto hexanico (37.8 g) fue fraccionado en una columna de vidrio empacada con
Sephadex LH-20 y con una mezcla de Hex:CHCIl;:MeOH (2:1:1). De esta columna se
obtuvieron 22 fracciones que fueron reunidas por similitud de acuerdo a la CCD en cinco
fracciones primarias (A-E), siendo la prioridad del presente trabajo aislar y purificar
pristimerina se trabaj6 con las fracciones C (4.5 g) y D (5.7 g) de donde se observo la
presencia de esta metilénquinona triterpénica.

La fraccién C (4.5 g) fue separada por CC con gel de silice (37-44 um) y como fase movil
Hex, mezclas de Hex: Acetato de etilo (AcOEt) (9:1, 8.5:1.5, 8:2, 7.5:2.5, 7:3) y AcOEt.
Se recolectaron 53 fracciones, las cuales fueron agrupadas por similitud por CCD en
cinco fracciones principales (C1-C5). La fraccién C3 se sometid a evaporacion lenta para
la obtencién de pristimerina cristalina (0.404 g). Los cristales fueron separados por
filtracion a gravedad y lavados con Hex frio. En la fraccion C4 se observo la presencia
de la pristimerina y tingenona, y la fraccion (C5) tuvo como componente mayoritario a la
tingenona (figura 2).

La fraccion D (5.7 g) se purificé mediante CC, utilizando gel de silice (37-44 um) como
fase estacionaria y mezclas de Hex, Hex:AcOEt (9:1, 8.5:1.5, 8:2, 7.5:2.5, 7:3) y AcOEt,
como fase movil. Se recolectaron 45 fracciones y de acuerdo al andlisis por CCD se
reunieron en cuatro grupos (D1-D4). A partir de la fraccion D3, por medio de la
evaporacion lenta del disolvente, se obtuvieron cristales de pristimerina (0.711 g).
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La fraccion marcada como D4 (0.540 g) se fraccioné mediante CC utilizando gel de silice
(2-25um) como fase estacionaria y como fase mévil Hex, una mezcla de Hex-CHCls-
AcOEt (2:7.5:0.5) y AcOEt, obteniéndose 27 fracciones, las cuales al ser analizadas por
CCD se reunieron en D4.1 (pristimerina con impurezas), D4.2 (pristimerina pura) y D4.3
pristimerina con tingenona (Figura 16).

La pristimerina se obtuvo como agujas de color naranja; RMN-'H (400 MHz, CDCls): &
7.02 (dd, 1H, 3 =7.1, 1.4 Hz, H-6), 6.97 (s, 1H, OH), 6.53 (d, 1H, J = 1.4 Hz, H-1), 6.35
(d, 1H, J = 7.1 Hz, H-7), 3.55 (s, 3H, OCHs), 2.43 (1H, H-19), 2.20 (3H, H-23), 1.44 (3H,
H-25), 1.25 (3H, H-26), 0.52 (3H, H-27), 1.09 (3H, H-28), 1.17 (3H, H-30).

Corteza de raiz de
Hippocratea excelsa

Fraccionamiento primario
(37.89)

Sephadex LH-20
Hex:CHCI;:MeOH (2:1:1)

Fraccién C Fraccion D
4549 5749
Si0,, 37-44 um
Hex:AcOEt
C1 Cc2 Cc3* c4 Cc5 510, 37-44um
(1-16) (17-31) (32-38) (39-43) (44-53) Hex-AcOEt
404.8 mg
*Cristales de prisimerina
| I | |
D1 D2 D3* D4
(1-17) (18-29) (30-37) (38-45)
711 mg
*Cristales de pristimerina Si0,, 2-25 ym
Hex:AcOEt
| | I
D4.1 D4.2 D4.3
(1-11) (12-20) (20-27)
230 mg
Pristimerina

Figura 16. Purificacién de pristimerina.
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Reacciones de oxidacion
Oxidacion de pristimerina con DDQ

En un matraz de fondo redondo y en atmésfera de nitr6geno, se agregaron 51.5 mg
(120.8 pumol) de pristimerina, y se afiadieron diferentes proporciones de DDQ; para el
primer caso se utilizaron 30.2 mg (133.0 umol) y para el segundo 75.4 mg (332.4 umol),
la mezcla de reactivos se disolvié en 5 mL de dioxano anhidro. Para las reacciones que
emplearon 30.2 mg (1.20 eq.) de DDQ se establecieron tiempos de reacciéon de 3,6y 12
horas a temperatura ambiente, ademas de la irradiacion con ondas ultrasénicas a una
amplitud de onda de 20 Hz y a una temperatura de 30°C por 3y 6 h. Las reacciones con
3 equivalentes de DDQ se realizaron a temperatura ambiente en agitacion constante a
3,6,y12h.

Al finalizar cada reaccién, se afladieron 100 mL de AcOEt y posteriormente se realizé
una extraccioén liquido-liquido con 70 mL de agua (6x), se recolecto la fase organica y
fue secada con Na.SO, anhidro, filtrada y concentrada en un evaporador rotatorio. La
purificacién de los crudos de reaccién se realizé en una columna de vidrio empacada
con Sephadex LH-20 y eluida con una mezcla de Hex:CHCIls;:MeOH (2:1:1).

La purificacion de las reacciones con 1.20 eq. dio lugar a 18 fracciones, las cuales se
agruparon por similitud (A-E), de acuerdo a la CCD. En las reuniones de tipo “A” se
separaron a las xuxuarinas Ea y E por medio de CCDP usando un sistema Hex: AcOEt
(8.5:1.5), asi como a dos productos hombrados como compuestos “a” (1.5 mg) y “b”
(1.4 mg). Se trabajé con la reunién C y D de la reaccién a 3 h con ultrasonido y a través
una CCDP en un sistema Hex:AcOEt (7:3) se obtuvo un compuesto nombrado “c” (2.1
mg), y en la fracciéon D en un sistema Hex:AcOEt (6.5:3.5) al compuesto “d” (2.3 mg).

La xuxuarina Ea se obtuvo como un sélido de color amarillo (2.1 mg; 2.0%). RMN-H
(400 MHz, CDClz): 8 6.80 (s, 1H, H-1Y), 6.25 (s, 1H, H-7"), 6.23 (dd, 1H, J = 5.95, 1.2 Hz,
H-6), 6.09 (d, 1H, J = 1.2 Hz, H-1), 5.94 (d, 1H, J = 5.95 Hz, H-7), 5.13 (s, 1H, OH), 2.40
(1H, H-19), 3.60 (s, 3H, OCHsa), 3.54 (s, 3H, OCH3'") 1.52 (s, 1H, H-18), 1.56 (s, 1H, H-
18", 2.74 (s, 3H, H-23"), 1.58 (s, 3H, H-23), 1.50 (s, 3H, H-25"), 1.42 (s, 3H, H-25), 1.28
(s, 3H, H-26"), 1.17 (s, 3H, H-26), 1.17 (s, 3H, H-30), 1.16 (s, 3H, H-30"), 1.09 (s, 3H, H-
28", 1.06 (s, 3H, H-28), 0.55 (s, 3H, H-27), 0.53 (s, 3H, H-27'). RMN-3C (100 MHz,
CDCl3): 6 190.2 (C, C-6), 187.8 (C, C-2), 178.7 (C, C-29), 178.7 (C, C-29"), 174.1 (C, C-
10), 171.6 (C, C-10", 161.3 (C, C-8), 150.4 (C, C-10"), 1445 (C, C-2'), 137.4 (C, C-3),
129.7 (C, C-5), 127.5 (C, C-4"), 126.7 (CH, C-6), 126.1 (CH, C-7"), 124.3 (C, C-5), 116.0
(CH, C-7), 115.1 (CH, C-1), 111.3 (CH, C-19, 91.9 (C, C-3), 79.3 (C, C-4), 51.5 (CHs,
OCHsa), 51.5 (CHs, OCHz3'), 44.6 (C, C-14), 44.5 (C, C-14), 44.1 (CH, C-18"), 44.1 (CH,
C-18), 41.8 (C, C-9), 39.8 (C, C-9), 38.9 (C, C-13), 38.1 (C, C-13), 37.6 (CHs, C-25"
36.3 (CH2, C-16), 36.3 (CH, C-16"), 34.7 (CH2, C-22'), 34.8 (CHs, C-25), 34.1 (CH>, C-
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11'), 32.7 (CHa, C-11), 32.6 (CHs, C-30), 32.6 (CH3, C-30'), 31.5 (CH3, C-28), 31.4 (CHs,
C-28), 30.8 (CH2, C-19), 30.7 (CH2, C-19'), 30.4 (C, C-17), 30.4 (C, C-17"), 29.8 (CH2, C-
21), 29.8 (CH,, C-21), 29.7 (CH2, C-12'), 29.3 (CH,, C-12), 28.4 (CH,, C-15"), 28.3 (CHa,
C-15), 22.3 (CHs, C-26), 22.1 (CHs, C-23), 20.1 (CH3, C-26), 18.5 (CHs, C-27), 18.1 (CHs,
C-27"), 12.9 (CHs, C-23).

La xuxuarina EB se obtuvo como un sélido amarillo (1.9 mg; 1.8%). RMN-tH (400 MHz,
CDCls): 8 6.74 (s, 1H, H-1", 6.25 (s, 1H, H-7"), 6.52 (dd, 1H, J = 5.95, 1.2 Hz, H-6), 6.08
(d, 1H, J = 1.2 Hz, H-1), 6.08 (d, 1H, J = 5.95 Hz, H-7), 5.12 (s, 1H, OH), 2.39 (1H, H-
19), 3.59 (s, 3H, OCHs3), 3.48 (s, 3H, OCH3'), 1.56 (s, 1H, H-18"), 2.74 (s, 3H, H-23"), 1.57
(s, 3H, H-23), 1.47 (s, 3H, H-25"), 1.37 (s, 3H, H-25), 1.25 (s, 3H, H-26"), 1.17 (s, 3H, H-
26), 1.16 (s, 3H, H-30), 1.16 (s, 3H, H-30", 1.09 (s, 3H, H-28"), 1.05 (s, 3H, H-28), 0.55
(s, 3H, H-27), 0.53 (s, 3H, H-27'). RMN-*3C (100 MHz, CDClz): & 189.3 (C, C-2), 187.3
(C, C-6Y, 179.1 (C, C-29), 178.7 (C, C-29"), 174.0 (C, C-10), 171.1 (C, C-8", 161.3 (C,
C-8), 151.0 (C, C-10", 145.1 (C, C-2, 137.4 (C, C-3"), 129.8 (C, C-5), 128.2 (C, C-4),
126.7 (CH, C-6), 126.1 (CH, C-7"), 123.7 (C, C-5", 116.9 (CH, C-7), 115.0 (CH, C-1),
111.0 (CH, C-1"), 91.9 (C, C-3), 77.3 (C, C-4), 51.5 (CH3, OCHgs), 51.4 (CH3, OCH3"), 44.7
(C, C-14, 445 (C, C-14), 44.2 (CH, C-18"), 44.2 (CH, C-18), 42.8 (C, C-9), 40.1 (C, C-
9Y, 39.1 (C, C-13)), 39.1 (C, C-25), 38.4 (C, C-13), 37.6 (CHs, C-25" 36.3 (CH>, C-16),
36.3 (CHz, C-16'), 34.7 (CH, C-22"), 34.1 (CH2, C-11"), 32.7 (CH, C-11), 32.6 (CHs, C-
30), 32.6 (CHs, C-30"), 31.5 (CHs, C-28"), 31.4 (CHs, C-28), 30.8 (CH2, C-19), 30.7 (CHa,
C-19Y, 30.4 (C, C-17), 30.4 (C, C-17"), 29.8 (CH2, C-21), 29.8 (CH2, C-21"), 29.7 (CH, C-
12", 29.3 (CH,, C-12), 28.4 (CH,, C-15"), 28.3 (CH, C-15), 23.9 (CHs, C-23), 20.8 (CHs,
C-26"), 18.5 (CHs, C-27), 18.3 (CHs, C-27'), 13.3 (CHjs, C-23").

El compuesto “a” se obtuvo como un sélido amarillo (1.5 mg; 1.4%). RMN-'H (400 MHz,
CDCls): 6 6.57 (s, 1H, H-1", 6.49 (dd, 1H, J = 6.92, 1.6 Hz, H-6), 6.43 (d, 1H, J = 9.94
Hz, H-6"), 6.25 (d, 1H, J = 9.94 Hz, H-7'), 6.06 (s,1H, H-1), 6.05 (sa,1H, H-7), 5.42 (da,
1H, J = 5.32 Hz, H-11") 5.04 (s, 1H, OH), 2.39 (1H, H-19), 2.15 (1H, H-19'), 3.59 (s, 3H,
OCHpg), 3.50 (s, 3H, OCH3'), 2.26 (s, 3H, H-23"), 1.53 (s, 3H, H-23), 1.40 (s, 3H, H-25),
1.18 (s, 3H, H-26), 1.16 (s, 3H, H-30), 1.16 (s, 3H, H-30"), 1.07 (s, 3H, H-28), 1.03 (s, 3H,
H-28", 0.95 (s, 3H, H-25"), 0.90 (s, 3H, H-26"), 0.87 (s, 3H, H-27"), 0.52 (s, 3H, H-27).
RMN-13C (100 MHz, CDCls): d 190.5 (C, C-2), 179.5 (C, C-29), 178.2 (C, C-29), 173.4
(C, C-10), 164.2 (C, C-8), 142.8 (C, C-10", 141.4 (C, C-2", 140.0 (CH, C-6"), 138.0 (C,
C-3"), 132.7 (C, C-5), 131.6 (C, C-9), 128.5 (CH, C-6), 125.9 (C, C-5), 122.7 (CH, C-11",
121.6 (C, C-4), 119.5 (CH, C-7), 117.4 (CH, C-7), 115.1 (CH, C-1), 110.5 (CH, C-1),
90.9 (C, C-3), 77.1 (C, C-4), 52.0 (CH3, OCH?'3), 51.9 (CH3, OCHs), 47.3 (CH, C-18"), 44.6
(CH, C-18), 44.6 (C, C-14), 44.2 (C, C-9), 44.1 (C, C-8), 41.0 (C, C-13"), 40.8 (C, C-14"),
40.7 (C, C-20), 39.0 (C, C-13), 39.3 (CHs, C-25), 39.2 (C, C-20"), 38.0 (CH, C-22", 37.9
(CHy, C-12'), 37.8 (CH2, C-16"), 36.7 (CH2, C-16), 35.1 (CH,, C-22), 33.0 (CHs, C-30"),
32.8 (CHs, C-11), 32.2 (CHs, C-30), 31.9 (CH3, C-28), 31.8 (C, C-17'), 31.7 (CH2, C-19"),
31.0 (CHs, C-28", 30.4 (C, C-17"), 30.9 (CHy, C-19), 30.8 (C, C-17), 30.2 (CHy, C-21),
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30.2 (CHa, C-21"), 29.4 (CH,, C-12), 28.9 (CH,, C-15), 24.9 (CHs, C-23), 24.0 (CH,, C-
15), 22.9 (CHs, C-25), 22.7 (CHa, C-26), 19.7 (CHs, C-26), 19.2 (CHs, C-27"), 18.5 (CHs,
C-27), 10.9 (CHs, C-23)).

El compuesto “b” se obtuvo como un sélido amarillo (1.4 mg; 1.3%). RMN-'H (400 MHz,
CDCl3): 6 6.61 (s, 1H, H-1"), 6.42 (d, 1H, J = 9.92 Hz, H-6"), 6.28 (d, 1H, J = 9.92 Hz, H-
7", 6.14 (dd, 1H, J = 6.59, 1.59 Hz, H-6), 6.05 (d,1H, J =1.59 Hz, H-1), 5.90 (d,1H, J =
6.59 Hz, H-7), 5.52 (da, 1H, J = 5.32 Hz, H-11"), 4.87 (s, 1H, OH), 2.2 (2H, H-19, 2.07
(2H, H-12'), 3.60 (s, 3H, OCHs3), 3.53 (s, 3H, OCHz"), 2.26 (s, 3H, H-23"), 1.54 (s, 3H, H-
23), 1.40 (s, 3H, H-25), 1.18 (s, 3H, H-26), 1.16 (s, 3H, H-30), 1.16 (s, 3H, H-30"), 1.07
(s, 3H, H-28), 1.03 (s, 3H, H-28"), 0.92 (s, 3H, H-25"), 0.90 (s, 3H, H-26"), 0.83 (s, 3H, H-
27", 0.58 (s, 3H, H-27). RMN-C (100 MHz, CDCls): & 190.2 (C, C-2), 179.3 (C, C-29),
178.9 (C, C-29), 173.8 (C, C-10), 164.9 (C, C-8), 142.2 (C, C-2"), 140.8 (C, C-10'), 139.5
(CH, C-6", 137.9 (C, C-3", 130.7 (C, C-5), 131.6 (C, C-9', 126.0 (CH, C-6), 121.6 (C, C-
4", 120.2 (C, C-5'), 123.4 (CH, C-11"), 119.2 (CH, C-7"), 116.1 (CH, C-7), 115.6 (CH, C-
1), 110.8 (CH, C-1'), 92.1 (C, C-3), 79.2 (C, C-4), 51.8 (CHs, OCH?'3), 51.7 (CHs, OCH3),
47.1 (CH, C-18"), 44.3 (CH, C-18), 44.6 (C, C-14), 41.8 (C, C-9), 43.9 (C, C-8"), 41.0 (C,
C-13Y), 40.8 (C, C-14"), 40.7 (C, C-20), 39.0 (C, C-13), 34.9 (CH3s, C-25), 39.2 (C, C-20,
38.0 (CHz, C-22"), 37.9 (CH2, C-12'), 37.8 (CH2, C-16"), 36.7 (CH2, C-16), 35.1 (CH, C-
22), 33.0 (CHs, C-30"), 32.8 (CHs, C-11), 32.2 (CHs, C-30), 31.9 (CHs, C-28), 31.8 (C, C-
17", 31.5 (CH2, C-19'), 31.0 (CHs, C-28"), 30.4 (C, C-17"), 30.9 (CH2, C-19), 30.8 (C, C-
17), 30.2 (CH, C-21), 30.2 (CH,, C-21'), 29.4 (CH2, C-12), 28.9 (CHa, C-15), 24.9 (CHs,
C-23), 24.0 (CHy, C-15), 22.9 (CHs, C-25), 22.7 (CHs, C-26), 19.7 (CH3, C-26'), 18.8 (CHs,
C-27"), 18.8 (CHs, C-27), 10.98 (CHs, C-23").

El compuesto “c” se obtuvo como un sélido de color rojo (2.1 mg; 3.5%). RMN-'H (400
MHz, CDCls): & 8.19 (s, 1H, H-23), 6.87 (s, 1H, H-7), 6.64 (s, 1H, H-1), 3.57 (s, 3H,
OCHg), 2.42 (d, 2H, J = 16 Hz, H-19), 1.58 (s, 3H, H-25), 1.34 (s, 3H, H-26), 1.19 (s, 3H,
H-30), 1.12 (s, 3H, H-28), 0.64 (s, 3H, H-27).

El compuesto “d” se obtuvo como un sélido amarillo palido (2.3 mg, 4.31 %).RMN-H
(400 MHz, CDCls): & 6.92 (s, 1H, H-1), 6.11 (s, 1H, H-7), 3.53 (s, 3H, OCHz), 2.47 (1H, J
= 14 Hz, H-19), 2.26 (1H, J = 13.4 Hz, H-11), 2.59 (s, 3H, H-23), 1.52 (s, 3H, H-25), 1.33
(s, 3H, H-26), 1.15 (s, 3H, H-30), 1.13 (s, 3H, H-28), 0.59 (s, 3H, H-27). RMN-13C (100
MHz, CDCls): 6 187.2 (C, C-6), 178.8 (C, C-29), 178.9 (C, C-29), 170.9 (C, C-8), 150.9
(C, C-10), 149.4 (C, C-2), 142.8 (C, C-3), 126.7 (CH, C-7), 125.9 (C, C-4), 123.1 (C, C-
5), 109.4 (CH, C-1), 51.7 (CH3, OCHjs), 45.1 (CH, C-14), 45.1 (CH, C-18), 40.5 (C, C-9),
41.0 (CHz, C-11), 39.7 (C, C-13), 38.0 (CHs, C-25), 37.2 (CH2, C-16), 35.6 (CHz, C-22),
34.8 (C, C-14"), 32.8 (CHj3, C-30), 31.9 (CHs, C-28), 31.4 (CH, C-19), 31.2 (CH,, C-17),
30.5 (C, C-13), 21.3 (CH2, C-26), 18.8 (CH3, C-27), 13.8 (CH3, C-23).

24



Oxidacion de pristimerina con DDQ promovida con un catalizador de SnCla.

En un matraz de fondo redondo y en atmdsfera de nitrdgeno se agregaron 51.5 mg
(110.8 umol) de pristimerina y 75.4 mg (332.4 umol) de DDQ y se disolvieron en 5 mL
de dioxano anhidro, posteriormente se afiadid una 500 mL de SnCls. La reaccion se
mantuvo en agitacion constante durante 3 horas a temperatura ambiente. Al finalizar, se
afiadieron 100 mL de AcOEt y posteriormente se realizd una extraccién liquido-liquido
con 70 mL de agua (6x), se recolecto la fase organica y fue secada con Na>SO, anhidro,
filtrada y concentrada en un evaporador rotatorio, obteniéndose 95.6 mg de residuo. La
purificacion del crudo de reaccion se realizdé en una columna empacada con Sephadex
LH-20y eluida con una mezcla de Hex:CHCI3:MeOH (2:1:1), se obtuvieron 20 fracciones
que fueron agrupadas por similitud (A-D) de acuerdo a la CCD, la reunién B se purificé
mediante CCDP usando un sistema Hx:AcOEt (8.5:1.5) de donde se obtuvo 3.1 mg (3.05
%) y 3.9 (3.84 %) mg de xuxuarina Ea y EB respectivamente (ver datos espectroscopicos
en la pagina 22 y 23)
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Oxidacion de pristimerina con Sal de Fremy
» Método A

Se preparé una disolucién buffer (0.16 M) de fosfato de sodio heptahidratado (NazHPO4
7H20) a pH: 9.4, para cada reaccion se tomo un volumen de 12 mL de esta disolucion y
se afladid por separado a 3 eq. (322.8 umol) y 6 eq. (645.6 umol) de la sal de Fremy.
Una vez acondicionado el agente oxidante éste se adicioné gota a gota a 50 mg de
pristimerina (107.6 pmol), la cual se encontraba disuelta ya sea en 6 mL de MeOH,
Acetona (Me2CO) 6 bien AcOEt. Se establecieron tiempos de reaccién de 3, 6 y 24 horas
a temperatura ambiente en agitacion constante. Ademas de la adicién de la irradiaciéon
con ondas ultrasénicas con una amplitud de onda de 20 Hz y a una temperatura de 30°C
por 3y 6 h. Asi mismo, para las reacciones con 3 eg. del agente oxidante y la pristimerina
disuelta en MeOH usando ultrasonido a 3 h se trabajé con un buffer a 0.16 M de KH,PO4
apH: 4.7.

Al finalizar cada reaccion, se afiadieron 60 mL de CHCl, y posteriormente se realizé una
extraccion liquido-liquido con 80 mL de agua, los lavados fueron con CH,Cl, (x3), se
recolecto la fase organica y fue secada con Na SO, anhidro, filtrada y concentrada en un
evaporador rotatorio. La purificacion de los crudos de reaccién se realiz6 en una columna
empacada con gel de silice de 2-25 um, usando sistemas en gradiente de Hx-AcOEt
(9:1, 8.5:1.5, 8:2, 7:3, 6:4 y 1:1). Los productos obtenidos por purificacién, asi como el
porcentaje de rendimiento de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 2 (ver datos
espectroscopicos en la pagina 22 y 23)

Tabla 2. Compuestos obtenidos de la oxidacién de pristimerina con Sal de Fremy.

Entrada Sal Disolvente pH Producto observado Rendimiento
de Fremy (eq) (%)
1a 3 MeOH 94 xuxuarina EB 1.9
22 3 Me,CO 9.4 xuxuarina Ea, EB 21,26
3a 3 Me,CO 5 Compuesto f :
4p 3 MeOH 9.4 xuxuarina ER 24
5b 3 Me,CO 9.4 xuxuarina Ea, EB 1.3,25

a: reaccioén a 3h
b: reaccion a 6h
c: No determinado

> Método B

Se preparo6 una solucién de KH,POsa pH: 5, se tom6 un volumen de 6 mL y se afiadio a
86.6 mg (322.8 umol) de la sal de Fremy, ésta se afiadi6 gota a gota a 50 mg de
pristimerina (107.6 umol) la cual se encontraba disuelta en 10 mL de Me,CO. La reaccion
se dejo a temperatura ambiente en agitacién constante con tiempos de 3y 15 h, y usando
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la irradiacion con ondas ultrasonicas a una amplitud de onda de 20 Hz y a una
temperatura de 30°C por 3 h. El tratamiento al finalizar cada reaccién fue similar al del
método A, la purificacion de los crudos de reaccion se realizé por CC usando gel de silice
de 2-25 um y fases moviles de Hx-AcOEt (9:1, 8:2, 7:3, 6:4 y 1:1). De lareaccibn a 15 h
se obtuvo un compuesto mayoritario denominado “f’ (12 mg).

Oxidacion de pristimerina con IBX

En un matraz de fondo redondo y en atmdsfera de nitrdgeno se agregaron 50.0 mg
(107.6 umol) de pristimerina, se ensayaron diferentes proporciones de IBX: 30.13 mg
(107.6 pmol) y 60.28 mg (215.2 pmol), la mezcla de reactivos se disolviéo en 5 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) anhidro. Se establecieron tiempos de reaccién de 3,6,y 24 h a
temperatura ambiente en agitacion constante, ademas de la irradiacion con ondas
ultrasénicas a una amplitud de onda de 20 Hz y a una temperatura de 30°C por 3y 6 h.
Adicionalmente, las reacciones con se sometieron bajo calentamiento convencional
durante 6, 12, 24 y 48 h a 70°C.

Al finalizar cada reaccion, se afiadieron 60 mL de AcOEt y posteriormente se realizé una
extraccion liquido-liquido con 40 mL de agua (6x), se recolecto la fase organica y fue
secada con NaxSO, anhidro, filtrada y concentrada en un evaporador rotatorio. La
purificacién de los crudos de reaccion se realizdé en una columna empacada con gel de
silice de 2-25 um, usando sistemas en gradiente de Hx-AcOEt (9:1, 8.5:1.5, 8:2, 7:3, 6:4
y 1:1). Los productos obtenidos por purificacion, asi como el porcentaje de rendimiento
de cada uno de ellos se muestran en la Tabla 3 (ver datos espectroscépicos en las
paginas 22-24).

Tabla 3. Compuestos obtenidos de la oxidacion de pristimerina con IBX.

Entrada IBX Modalidad TlemRo de Producto obtenido Rendlomlento
(eq) reaccion (h) (%)
1 2 a 3 6-oxo-pristimerol (2.4 mg) 4.64
2 2 a 6 6-oxo-pristimerol (3.1 mg) 5.9
3 2 b 24 compuesto “a” (1.9 mg)y “b” (2.1 mg)  1.9,2.10
4 9 b 48 compuesto “a” (3.1 mg)y “b” (29 mg)  3.1,2.9

xuxuarina Ea y EB 3,28

a: ultrasonido
b: calentamiento convencional a 70°C
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Cuantificacién por RMN

En un tubo de RMN de 5 mm se pes6 1 mg de nicotinamida (> 98%, Sigma-Aldrich) y 4
mg del crudo de reaccion, se adicion6 0.5 mL CDCIls y la mezcla fue homogeneizada en
un bafio ultrasonico. La sefal de la nicotinamida a 7.52 ppm (Har-5, 1H) fue
estandarizada a 100 % y empleada como referencia. Las correcciones de fase y de la
linea base se realizaron de manera manual. Para el analisis cuantitativo de xuxuarinas
Ea, EB y de pristimerina se seleccionaron las sefiales a 6.80 ppm (H-1, 1H), 6.74 ppm
(H-1, 1H), y 6.53 ppm (H-1, 1H) para obtener la integracion de sus &reas. La obtencién
de las integrales se realiz6 de manera manual y por triplicado y se obtuvo el promedio
de cada valor resultante de la integracion. La cantidad de xuxuarinas y de pristimerina
en el crudo de reaccion fue determinada mediante la siguiente ecuacion:

Nk My
T ST Ny Igr Mgp

Donde my es la masa desconocida de los xuxuarinas (Ea y EB) y de la pristimerina, msr
es el peso del estandar en mg, My es el peso molecular de la xuxuarinas (Ea 6 EB) y
pristimerina, y Mst el peso molecular del estandar, Ix e Isr representan el valor de la
integral del area de las sefiales de la xuxuarina y pristimerina y del estandar; Nsr y Nx
son los valores del nimero de protones de las sefiales integradas para el estandar y las
Xuxuarinas y pristimerina.

28



RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de pristimerina

Se obtuvo 1.35 g de pristimerina, su identificacion fue por medio del espectro de RMN-
H. En éste (Figura 17) se observé una sefial con dy 7.02 (dd, J = 7.1, 1.4 Hz)
correspondiente al proton vinilico localizado en la posicion 6, dos sefiales dobles con dn
6.53 (d, J=1.4 Hz) y 6.35 (d, J = 7.3 Hz) generadas por los protones vinilicos en posicién
1 y 7; una sefial simple con &4 3.55 correspondiente al éster metilico presente en la
molécula y seis sefales simples con onw 2.2, 1.44, 1.25, 1.17, 1.09 y 0.52
correspondientes a los metilos 23, 25, 26, 27, 28 y 30, respectivamente.

-OMe

23
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2 26 |28 27

7‘1 7‘0 6‘,9 (;,8 5‘7 5‘6 f;,s f;,4 5‘3 6‘2
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7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 1.5 1.0 0.5

Figura 17. Espectro de RMN-!H de la pristimerina (CDCl;, 400 MHz).
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Identificacion de los compuestos resultantes de la oxidacién de pristimerina con
DDQ

Xuxuarina Ea

La xuxuarina Ea fue obtenida como un sdlido de color amarillo, la cual fue identificada
por medio de su andlisis por RMN-H y 13C. En el espectro de RMN-'H (Figura 18) se
observaron en la region de los protones aromaticos y vinilicos sefiales simples con du
6.25 y 6.80 referentes a un protén en posicion a a un sistema a,B-insaturado (H-7').%
Ademds, se confirmd la presencia de protones caracteristicos de un sistema
metilenquinénico con &y 6.09 (d, J = 1.2 Hz, H-1), 6.23 (dd, J = 1.2, 5.95 Hz, H-6) y 5.95
(d, J=5.2 Hz, H-7). En la region con &4 3.60 y 3.53 se tuvieron dos sefiales simples que
pertenecen a los grupos metoxilo de la unidad quinoide y aromética y una sefal simple
con &y 2.73 concerniente a un grupo metilo en un anillo aromatico; ademas 11 sefales
simples agudas de grupos metilo entre &4 1.58- 0.53.

-OMe'
-OMe

23
1 23

6| 7 -OH

1

75 7.0 6.5 6.0 55 5.0

}L . JMM‘J uh__JL_

T T T T T T T T T T T T T T

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 18.- Espectro de RMN-H (400 MHz) de la xuxuarina Ea en CDCls.
El analisis de RMN-13C (Figura 19) sirvié para confirmar la obtencién de este compuesto

(Figura 19) en donde se observaron dos sefiales de carbonilos a,B-insaturados con &¢
187.8 (C-2) y 190.14 (C-6), dos carbonos cuaternarios con d¢c 178.8 y 178.7
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pertenecientes del éster metilico en las posiciones 29 y 29' respectivamente; 14 sefiales
de carbonos oleofinicos y aromaticos, los desplazamientos obtenidos se compararon
con la literatura (Tabla 4).%3
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Figura 19. Espectro de RMN-3C de la xuxuarina Ea (CDCls, 100 MHz).

Figura 20. Estructura de la xuxuarina Ea.
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos de la xuxuarina Ea en comparacion con la
literatura®® (*H, 400 MHz, *3C, 100 MHz en CDCls).

Unidad Quinoide Unidad Aromética
Reportado Obtenido Reportado Obtenido
Posicién Ha C Ha C H C H C
1 6.09d(16) 1151 6.08d(12) 1151 68s 1113  6.80s 1113
2 187.8 187.8 144.5 144.5
3 511s(OH) 919 513s(OH) 919 137.5 137.4
4 79.3 79.3 127.5 127.5
5 129.8 129.7 124.4 124.3
6 6.24 dd 6.23 dd

(16,6.6) 1267 (J=1.2,5.95) 126.7 190.2 190.2

7 594d(6.6) 116.1 5.94d(5.95) 116.0 6.25s 126.1 6.25s 126.1
8 161.3 161.3 171.6 171.6
41.9 41.8 39.9 39.8
10 1741 1741 150.4 150.4
11 1.82,1.95 328 t 327 194,212 341 t 34.1
12 177,159 294 t 293 173,164 298 t 29.7
13 38.1 38.1 38.9 38.9
14 44.6 445 44.6 44.6
15 150,143  28.34 t 283 165,158 284 t 28.4
16 142,180  36.3 t 36.3 150,187 36.3 t 36.2
17 30.5 30.4 30.5 30.4
18 152s 441 152s 441 157s 442 1.56 s 441
19 240,168 308 240,167 308 240,164 308 t 30.7
20 40.4 40.4 40.4 40.4
21 217,136  29.8 t 298 218,137 298 t 29.8
22 200,093 347 T 346 205097 347 t 34.7
23 1.58s 221 1.58s 221 2.74s 12.9 2.74s 12.9
25 142s 34.8 142s 34.8 150 s 37.6 1.50 s 37.6
26 117s 224 117s 22.3 1.28s 20.1 1.28 s 20.1
27 0.55s 18.6 0.55s 18.5 0.54s 18.2 0.53s 18.1
28 1.06 s 31.5 1.06 s 31.4 1.09s 315 1.09s 31.5
29 178.8 178.7 178.7 178.7
30 117s 32.7 117s 32.6 1.16s 32.7 1.16s 32.6
OMe 3.60s 51.6 3.60s 51.5 3.54s 51.5 3.54s 51.5

a: Constante de acoplamiento (Hz) indicada en paréntesis
1: No identificado experimentalmente
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Xuxuarina Ef3

Este compuesto fue obtenido como un sélido de color amarillo, en los espectros de RMN-
1H (Figura 21) y 3C (Figura 22) se obtuvieron desplazamientos similares a la xuxuarina
Eaq, destacando entre ellas las sefiales simples con 64 6.74 (H-1") y 6.25 (H-7"), junto con
el sistema AB con &4 6.08 (H-1, d) y &4 6.52 (H-6, dd), provenientes de una unidad
quinoide de tipo pristimerina. De igual manera se observaron dos simples con o4 3.62 y
3.51 que corresponden a los grupos metoxilo de la unidad quinoide y aromética, y 11
metilos angulares con &4 1.60- 0.55. En el analisis de carbono los desplazamientos
caracteristicos con d¢ 77.29 (C-3), 24.6 (C-23) y el desplazamiento del H- 23' (5 2.73)
concuerdan con los datos obtenidos en la literatura (Tabla 5) para la confirmacion de la
estructura de la xuxuarina EB (Figura 23).14 33
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Figura 21. Espectro de RMN-'H (400 MHz) de la xuxuarina EB en CDCls.
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Figura 22. Espectro de RMN-13C de la xuxuarina EB (CDCls, 100 MHz).
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Figura 23. Estructura de la xuxuarina Ef3

34




Tabla 5. Desplazamientos quimicos de la xuxuarina Ef en comparacion con la
literatura#32 (*H, 400 MHz, 3C, 100MHz en CDCls).

Unidad Quinoide Unidad Aromatica
Reportado Obtenido Reportado Obtenido
Posicion Ha C Ha C H C H C
1 6.08(1.6)d 1147 6.08d(15) 1150 6.74s 1106 6.74s 111
2 189.4 189.3 145.2 1451
3 5.11's (OH) 91 5.12 s (OH) 91.9 137.5 137.4
4 77.3 77.3 128.3 128.2
5 131.8 129.8 123.8 123.7
6 6.52 dd 6.52 dd

(6.9, 1.6) 1288  (1.5,6.9) 126.7 187.4 187.3

7 6.08d(6.9) 117.2 6.08d(15) 1169 6.25s 1261 6.25s 126.1
8 164.4 161.3 171.2 1711
43.9 42.8 40 40.1
10 173.3 174.0 151.1 151.0
11 32.8 32.6 34.1 34.1
12 29.8 29.0 29.8 29.8
13 38.6 384 39 39.1
14 444 445 447 447
15 28.6 28.6 28.5 28.4
16 36.4 36.3 36.4 36.3
17 30.5 304 30.5 304
18 t 442 T 44.2 157s 442 1.56 s 44.2
19 2.39m 30.9 2.39m 30.8 2.39m 30.8 t 30.7
20 40.5 40.4 40.4 40.31
21 29.8 29.8 29.5 29.7
22 35 34.9 34.7 34.6
23 1.58s 24.6 157s 23.9 2.74s 13.2 2.74s 13.3
25 1.38s 39.2 1.37s 39.1 148s 371 147s 371
26 117 s 22.3 117 s 22.3 1.26's 20.9 1255 20.8
27 053s 18.2 053s 18.5 0.55s 18.4 0.55s 18.3
28 1.06s 31.6 1.05s 317 1.09s 315 1.09s 315
29 179.1 179.1 178.8 178.7
30 1.16s 329 1.16s 32.8 117s 32.7 1.16s 32.6
OMe 3.59s 51.6 3.59s 515 348s 514 3.48s 51.3

a: Constante de acoplamiento (Hz) indicada en paréntesis
1: No determinado experimentalmente
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Compuesto “a”

El compuesto “a” fue obtenido como un sélido amarillo, en el analisis de RMN-*H (Figura
24) se identificaron sefiales correspondientes a un sistema metilenquinénico con 6y 6.49
(dd, J = 6.92, 1.60 Hz, H-6), 6.06 (H-1) y 6.05 (H-7), en el caso de H-7 y H-1 no fue
posible medir la constante de acoplamiento debido al solapamiento de las sefiales, por
lo que se clasificaron como sefales simples, las sefiales que se esperaban para estos
protones eran de tipo doble; ademas de la presencia de una sefial simple con &y 6.57
atribuible a un proton en posicién aromatica (H-1"), y un doble enlace conjugado con dos
protones vinilicos con & 6.43 (d, J = 9.94 Hz, H-6") y 6.25 (d, J = 9.94 Hz H-7),
adicionalmente se observo una sefial doble con &4 5.42 (da, J = 5.32 Hz, H-11") que
integraba para un protén, estos desplazamientos son caracteristicos de una unidad
triterpénica aromatica asignada a la isopristimerina 111*%; dicho triterpenofenol presenta
dobles enlaces entre C-6 y C-7, C-9 y C-11 con la migraciéon de un grupo metilo (C-25)
a C-8. Asi mismo se contd con 11 metilos angulares, un grupo metilo con o4 2.26
asignado a un anillo aromatico y dos grupos metoxilo con & 3.59 y 3.50.
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Figura 24. Espectro de RMN-'H (400 MHz) del compuesto “a” en CDCls.

o J

En el espectro de RMN-3C (APT) se confirmé la presencia de 60 carbonos, entre las
cuales destaca la sefial con &¢ 190.5 correspondiente al carbonilo en posicion dos de la
pristimerina, sefiales con d¢c 90.9 y 77.1 concernientes a carbonos cuaternarios unidos a
grupos oxigenados, dos carbonilos de un grupo éster con ¢ 179.1 (C-29) y 179.5' (C-
29", ademas de sefales con &¢ 140 (C-6"), 138.0 (C-3"), 121.6 (C-4'), 125.9 (C-5'), 142.8
(C-10) y 110.5 (C-1) provenientes de una unidad fendlica; aunado a esto, se
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identificaron sefiales con 8¢ 132.7 (C-5), 128.5 (C-6), 117.4 (C-7), 164.2 (C-8), 44.20 (C-
9) y 173.4 (C-10) caracteristicos del sistema metilenquinénico de pristimerina; en
conjunto, se obtuvo 14 sefiales de grupos metilo (8¢ 52.0-10.4) y 13 sefiales de grupos
metileno (Figura 25), el analisis de los carbonos y protones de la unidad fendlica y
metilénquindnica en conjunto con la revision de la literatura!, daban indicio de que la
estructura para este compuesto pertenecia a un dimero triterpénico derivado de
pristimerina e isopristimerina 1l (Figura 26), el mecanismo sobre la transposicion del
grupo metilo se discutira en secciones posteriores (pagina 65).
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Figura 25. Espectro de RMN-3C (APT) del compuesto “a” (CDClz, 100 MHz).

Figura 26. Estructura propuesta para el compuesto “a”.
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El experimento HSQC (Figura 27) permitid correlacionar las siete sefiales simples
observadas en el experimento de RMN-'H con sus respectivos carbonos. De esta
manera las sefales del sistema metilenquinonico con &4 6.06, 6.49 y 6.05, pertenecen a
los metinos C-1 (8¢ 115.1), C-6 (6c128.5) y C-7 (8¢ 117. 4), y las sefiales aromaticas con
On 6.57, 6.43, 6.25 y 5.42 fueron asignadas a C-1' (8¢ 110.5), C-6' (8¢ 140.0), C-7' (&¢c
119.4) y C-11' (&¢c 122.7) respectivamente, los desplazamientos de dc 47.3 'y 44.6 fueron
correlacionados con 64 1.68 (H-18") y 1.52 (H-18), la asignacién de los grupo metilo con
sus respectivos carbonos comprendi6 la zona entre 0.5y 2.26 ppm.
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Figura 27. Experimento de correlacion heteronuclear (HSQC) del compuesto “a”
(CDCls).
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Las correlaciones heteronucleares a larga distancia fueron confirmadas mediante el
HMBC en el cual se observé interacciones de C-3 (8¢ 90.9) con la sefal del hidrégeno
vinilico en posicién 1 (&u 6.05), el proton del grupo —OH (d+ 5.04) en posicion 3 y los
protones del grupo metilo en 23 (6 1.53) (Figura 28). Adicionalmente, se observé las
interacciones de C-4 (8¢ 77.1) con el protén del grupo —OH (81 5.04) y los protones del
grupo metilo en 23 (dn 1.53), en este caso, la interaccion con el grupo vinilico
correspondio a H-6 (o1 6.49). Se analizé la unidad metilénquindnica y aromatica de los
anillos A y B para dar sustento a la estructura propuesta (Figura 29), del sistema
metilenquinénico la sefial de H-1 (&4 6.05) correlacion6 con C-5 (8¢ 132.7), C-9 (&¢c 44.2)
y C-10 (&¢c 173.4), en el andlisis de la unidad fendlica se observaron las interacciones
entre &c 44.1 (C-8") con H-6' (dn 6.43), H-7' (dn 6.25) y H-11' (dn 5.42) las cuales
pertenecian a sistemas vinilicos propios del anillo B y C de la isopristimerina 1l y con H-
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25' (6w 0.95), lo cual demostraba la migracion de metilo -25 de acuerdo a la estructura
propuesta (Figura 30).
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Figura 29. Experimento HMBC de la unidad quinoide y aromatica del compuesto “a”
(CDCls).
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Figura 30. Experimento HMBC de la unidad aroméatica del compuesto “a” (CDCls).

Mediante el experimento COSY (Figura 31) se determinaron las interacciones tanto de
los protones de la unidad quinoide como de la aromatica, esto sirvi6 como base para la
asignacion inequivoca de H-6' (0 6.43), H-7' (0w, 6.25) y H-6 (61 6.49), H-7 (&n, 6.05).
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Figura 31. Experimento COSY del compuesto “a” en CDCls.
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El experimento NOESY (Figuras 32 y 33) presento la interaccion entre H-1' (81 6.57) y
H-11"' (0w 5.42) confirmando de esta manera la proximidad de estos dos grupos y su
adecuada asignacion, ademas se observaron correlaciones entre el metilo H-23' (&n
2.26) y H-6 (61 6.49), y entre el hidrogeno del hidroxilo en C-3 (&n 5.04) y el metilo en
posicion 23 (6n 1.53) localizado en C-4, indicando que en el compuesto “a” las dos
unidades se encuentran unidas por dos enlaces de tipo éter con orientacion cis. El efecto
NOE entre H-23' (61 2.26) y H-6 (01 6.49) confirmé que el enlace 3,4-dioxi consistia en
[3-O-2] y [4-O-3], de esta manera para el compuesto “a”, se afirma la formacién de un
aducto dimérico entre isopristimerina Il y pristimerina, tal compuesto no ha sido aislado
de fuentes naturales por lo cual se reporta como el primer dimero sintético entre estas
uniones, los desplazamientos y asignaciones obtenidos se muestran en la Tabla 6.
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Figura 32. Experimento NOESY del compuesto “a” en CDCls

Las uniones de dimeros triterpénicos que se han aislado con unidades de isopristimerina
Il hasta ahora no han sido reportadas, sin embargo en 2004, Shirota y colaboradores®®.
aislaron dos dimeros de Maytenus chuchuasca a los que nombraron xuxuasinas A
(Figura 34 a) y B (Figura 34 b), estos contenian en su unidad aromética isotingenona lIl,
las uniones de estos compuestos fueron similares a la cangorosina A (dimero de tipo B-
A).18
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Figura 33. Experimento NOESY del compuesto “a” en CDCls.

Unidad de
isotingenona llI

Figura 34. Dimeros triterpénicos asilados de Maytenus chuchuasca, a) xuxuasina A, b)
xuxuasina B.33
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Tabla 6. Desplazamientos quimicos obtenidos para el compuesto “a” (*H, 400 MHz, 3C
100MHz en CDCls).

Unidad quinoide Unidad aromatica
Posicién H C H C
1 6.06 s 115.1 6.57 s 110.5
2 190.5 141.4
3 5.04 s (OH) 90.9 138.0
4 771 121.6
5 132.7 125.9
6 6.49(dd, J=6.92,1.69Hz) 1285 6.43(d,J=9.94 Hz) 140.0
7 6.05s 174 6.25(d, J=9.94 Hz) 119.5
8 164.2 441
9 44.20 131.6
10 173.4 142.8
11 t 328 542 (da, J=5.32Hz) 122.7
12 1.75,1.25 294 2.05, 2.00 37.9
13 39 41.0
14 44.6 40.8
15 1.57,1.45 28.9 1.95,1.25 24.0
16 1.46, 1.82 36.7 1.72,1.87 37.8
17 30.8 31.8
18 1.52s 44.6 1.68 s 47.3
19 2.39,2.37 30.9 215 31.7
20 40.7 39.2
21 2.21,1.37 30.2 2.12,1.37 30.2
22 2.03,0.93 35.1 t 38.0
23 153 s 24.9 2.26's 10.9
25 140s 39.3 0.95s 22.9
26 1.18s 22.7 0.90s 19.7
27 0.52s 18.5 0.87s 19.2
28 1.07 s 31.9 1.03s 31.0
29 178.2 179.5
30 1.16 s 32.2 1.16 s 33.0
OMe 3.59s 51.9 3.50s 52.0

1: No identificado experimentalmente
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Compuesto “b”

El compuesto “b” se obtuvo como un sélido amarillo, en el analisis por RMN-H (Figura
35) se observaron desplazamientos similares al compuesto “a”, se obtuvo una sefial
simple con &y 6.61 (H-1") atribuible a un proton en posicion aroméatica. Ademas de la
presencia de dos sefales dobles con &4 6.42 (d, H-6', J = 9.92 Hz) y 6.28 (d, H-7' J =
9.92 Hz) propias de un sistema vinilico, y una sefial doble con &4 5.52 (da, J = 5.32 Hz)
proveniente de una subunidad fendlica de isopristimerina lll, ademas de la identificacion
del sistema metilenquinénico con &y 6.05 (d, H-1, J = 1.59 Hz), 6.14 (dd, H-6, J = 6.59,
1.59 Hz) y 5.90 (d, H-7, J = 6.59 Hz), asi mismo, se obtuvieron dos sefales simples
provenientes de grupos metoxilo con &4 3.60 y 3.53', un grupo metilo con dy 2.26 (H-23")
asignado a un anillo aromatico y la identificacion de 11 metilos angulares con & 1.54-
0.58.

23

OH
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7‘ 5 7'0 6;,5 EI,O 5I 5 5‘[] 4‘5 4I,O 3‘5 3I 0 2‘5 2‘0 1I 5 1‘,0 0’5
Figura 35. Espectro de RMN-'H (400 MHz) del compuesto “b” en CDCls.

En el espectro de RMN-3C (APT) (Figura 36) se confirmd la presencia de 60 carbonos,
entre las cuales destacan las sefiales con dc 190.2 correspondiente al carbonilo en
posicion dos de la pristimerina, d¢c 90.9 (C-3) y 79.25 (C-4) concernientes a carbonos
cuaternarios unidos a grupos oxigenados y dos carbonilos de un grupo éster con &c
179.3y 178.9', todo esto y en comparacion con el compuesto “a” indicaba que se trataba
de un posible aducto dimérico (Figura 37), mismo que podria ser su correspondiente
regioisémero.
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Figura 36. Espectro de RMN-3C (APT) del compuesto “b” (CDCls, 100 MHz).

Figura 37. Estructura propuesta para el compuesto “b”.

El experimento HSQC (Figura 38) permitio correlacionar las sefiales metilénquindnicas
con dy 6.05, 6.14 y 5.95, pertenecientes a C-1 (&¢ 115.6), C-6 (8¢ 126.0) y C-7 (dc 116.
1) y las sefales aromaticas con 04 6.61, 6.42, 6.28 y 5.52 fueron asignadas a C-1' (&¢c
110.8), C-6' (¢ 139.5), C-7' (6c 119.2) y C-11" (8¢ 123.4), los desplazamientos de dc47.1
y 44.3 fueron correlacionados con 0y 1.68 (H-18") y 1.52 (H-18), la asignacién de los
grupo metilo con sus respectivos carbonos comprendio la zona entre 0.5y 2.26 ppm.
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Figura 38. Experimento de correlacion heteronuclear (HSQC) del compuesto “b”
(CDCls).

Las correlaciones heteronucleares a larga distancia (HMBC) (Figura 39) demuestran que
el producto es un aducto dimérico debido a las interacciones de las sefales con &¢ 92.90
y &c 79.25 lo cual concuerda con la literatura®? para compuestos de este tipo. La sefial
de 8¢ 92.90 (C-3) presentd interacciones con la sefial del hidrégeno vinilico en posicion
1 (&n 6.05), el proton del grupo —OH (0w 4.87) en posicién 3 y los protones del grupo
metilo en 23 (6n 1.53); adicionalmente, la sefial con 79.25 (C-4) present6 las mismas
correlaciones con el protén del grupo —OH (61 4.87) y los protones del grupo metilo en
23 (0w 1.53), en este caso, la interaccion con el grupo vinilico correspondié a H-6 (&u
6.14). Esta asignacién de sefiales confirmé la presencia de un sistema 3-hidroxi-4-metil-
3,4-dioxi, lo cual da sustento a un aducto dimérico formado en el anillo A de la
pristimerina.

En el andlisis de la unidad aromatica (Figura 40) la sefial con &u 6.61 presento
interacciones con el carbono cuaternario aromético en C-5' (8¢ 120.2) y con dos carbonos
cuaternarios aromaticos en C-2' (8¢ 142.2) y C-3' (&¢ 137.9), asi mismo d¢ 43.9 (C-8)
correlacion6 con H-6' (6x 6.42), H-7' (61 6.28) y H-11' (1 5.52) las cuales pertenecian a
sistemas vinilicos propios del anillo B y C de la isopristimerina Ill, y con H-25 (4 0.92) lo
cual demostraba la migracion de metilo -25 de acuerdo a la estructura propuesta.
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Figura 40. Interacciones observadas en el HMBC entre la unidad quinoide y la aroméatica
del compuesto “b”.
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El experimento NOESY (Figura 41) presenté la interaccion entre H-1' (61 6.61) y H-11'
(61 5.52) confirmando de esta manera la proximidad de estos dos grupos y su adecuada
asignacion (Figura 42), ademas se observaron correlaciones entre el metilo H-23' (&n
2.26) y H-6 (6n 6.14), y entre el hidrogeno del hidroxilo en C-3 (6n 4.87) y el metilo en
posicién 23 (6n 1.54) localizado en C-4, indicando que en el compuesto “b” las dos
unidades se encuentran unidas por dos enlaces de tipo éter con orientacion cis. El efecto
NOE entre H-23' (61 2.26) y H-6 (01 6.14) confirmé que el enlace 3,4-dioxi consistia en
[3-O-2] y [4-O-3]. De esta manera se deduce que los compuestos “a” y “b” son
regioisomeros, los desplazamientos y asignaciones obtenidos se muestran en la Tabla
7.
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Figura 41. Experimento NOESY del compuesto “b” en CDCls.

Figura 42. Interacciones observadas en el NOESY del compuesto “b” (CDClIs).
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos obtenidos para el compuesto “b” (*H, 400 MHz, 3C,
100 MHz en CDCls).

Unidad quinoide Unidad aromatica
Posicién H C H c

1 6.05 (d, J=1.59 Hz) 115.6 6.61s 110.8
2 190.2 142.2
3 4.87 s (OH) 921 137.9
4 79.2 121.5
5 130.7 120.2
6 6.14 (d, J=6.59, 1.59 Hz) 126.0 6.52 (d, J=9.92 Hz) 139.5
7 5.90 (d, J=6.59 Hz) 116.1 6.28 (d, J=9.92 Hz) 119.2
8 164.9 43.9
9 41.8 131.0
10 173.8 140.8
1 32.8 5.52 (da, J=5.32 Hz) 1234
12 294 2.07,1.76 37.8
13 39 41.0
14 446 40.8
15 28.9 1.95,1.25 24.0
16 36.7 37.8
17 30.8 319
18 1.52s 443 1.68 s 471
19 t 30.9 2.2 315
20 40.7 39.2
21 t 30.2 t 30.2
22 t 35.1 t 38.0
23 1.54 s 22.6 2.26s 10.98
25 140s 34.9 0.92s 19.6
26 1.18s 32.9 0.90s 19.7
27 0.58s 18.8 0.83s 18.8
28 1.07 s 31.9 1.03s 22.6
29 178.9 179.3
30 1.16 s 30.6 1.16 s 33.0

OMe 3.60s 51.7 3.53s 51.8

1: No identificado experimentalmente
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Pristimerina-dicianofenalediona (Compuesto “c”)

Este compuesto se obtuvo como un sélido de color rojo, al ser analizado por RMN-tH
presento tres sefiales simples en el espectro (Figura 43) con &4 8.19 (H-23), 6.87 (H-7)
y 6.64 (H-1), las sefales caracteristicas de los grupos metilo y del metoxilo de la
pristimerina permanecieron constantes, a diferencia del metilo en posicion 23 en donde
se observo la ausencia de éste. Por comparacion con los datos publicados en la literatura
(Tabla 8)* y sabiendo que el DDQ podria interferir en la reacciéon formando un aducto,
se identific6 como pristimerina-dicianofenalediona (Figura 44).
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Figura 43. Espectro de RMN-!H (CDCls, 400 MHz) de la pristimerina-dicianofenalediona

Figura 44. Estructura de la pristimerina-dicianofenalediona.
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Tabla 8. Comparacion de los datos de RMN-H (400 MHz, CDCls) del compuesto “c”
con los descritos en la literatura.®

Posicion o4 observado Oy literatura’

1 6.64s 6.64s
7 6.87s 6.87 s

190 242 (d, J=16 Hz) 242 (d, J=15.7 Hz)
23 8.19s 8.19s
25 1.58s 1.59s
26 1.34s 1.34s
27 064s 0.64s
28 112s 112s
30 1.19 1.19s
-OMe 3.57s 357s

Se ha propuesto que la obtencion de este compuesto parte de la formacién de una orto-
guinona en el medio de reaccion (Figura 45), la cual es obtenida mediante la oxidacién
promovida con el DDQ en el anillo A de la pristimerina. Esta sufre una reaccién de tipo
Diels-Alder en donde el DDQ se comporta como un diendfilo dando lugar a la obtencion
de un aducto.

@

[©]
DDQ

Diels-Alder

( CN
Lo

2l
i

c
Figura 45. Posible ruta de formacién de la pristimerina-dicianofenalediona.®

Por medio de una segunda oxidacion se forma una estructura poco estable que da lugar
a una retro-Diels-Alder en donde se elimina una parte de la molécula para la obtencion
de un anillo aromatico con dos grupos cianos.
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6-oxo-pristimerol (compuesto “d”)

En el andlisis por medio de RMN-H (Figura 46), se observé la ausencia de las sefiales
quindnicas de pristimerina y se obtuvo dos simples en regiones aromaticas (6 6.85 y
6.11) las cuales integraban para un protén, seis sefiales angulares con &4 2.59, 1.52,
1.33, 1.15, 1.13 y 0.59 pertenecientes a grupos metilo y una sefial con & 3.53 que
integraba para tres protones concerniente a un grupo metoxilo, todo esto y de acuerdo
a lo reportado en la literatura®® (Tabla 9) se trataba de un triterpenofenol derivado de
pristimerina conocido como 6-oxo-pristimerol (Figura 47).
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Figura 46. Espectro de RMN-'H del compuesto “d” (Me,CO-ds, 400 MHZz).

En el espectro de RMN-3C (Figura 48) se apreciaron 30 sefiales, las cuales mediante el
DEPT 135° y 90° se identificaron como: siete sefales pertenecientes a metilos, siete
metilenos, tres metinos y 13 carbonos cuaternarios, lo cual daba soporte a la estructura
del compuesto obtenido, los desplazamientos y asignaciones obtenidos se muestran en
la tabla 7.

Figura 47. Estructura del 6-oxo-pristimerol.
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Figura 48. Espectros de RMN-13C, DEPT 135° y 90° del 6-oxo-pristimerol (Me>CO-ds,
100 MH2).

Es importante mencionar que en la biosintesis de las xuxuarinas Ea y EB, el 6-oxo-
pristimerol se propone como producto de partida para la obtencién del derivado orto-
quindnico que da lugar a la unidad aromatica del aducto formado, por lo cual su ruta de
formacion (Figura 49) probablemente ocurra mediante la adicién de agua al carbono seis
de la pristimerina para formar un intermediario, el cual es oxidado con el DDQ para su
obtencién.

HO
DDQ HO
- — 1N
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j-H-\
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Cl N
Cl N

Figura 49. Ruta propuesta para la obtencién del 6-oxo-pristimerol con DDQ.*
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Tabla 9. Comparacion de los datos espectroscopicos del 6-oxo-pristimerol en Me,CO-
d6-35

On On Oc o¢
Posicion observado literatura® observado literatura®
1 6.92 (1H, s) 6.91 (1H, s) 1094 1094
2 1494 149.5
3 142.8 1429
4 125.9 125.9
5 123.1 123.0
6 187.2 187.2
7 6.11 (1H, s) 6.07 (1H, s) 126.7 126.8
8 170.9 170.9
9 405 40.5
10 150.9 150.9
1Ma 2.26 (1H,da J=13.4 Hz) 2.26 (1H, da J=13.65 Hz) 34.8 348
12 30.5 30.6
13 39.7 39.7
14 45.1 45.1
15 1.57 (1H,da J=5.3 Hz)  1.57 (1H, da J=5.2 Hz) 29.3 29.3
16 1.91 (2H, m) 1.91 (2H, m) 37.2 37.2
17 31.2 31.2
18 1.65 (1H, ta J=8 Hz) 1.65 (1H, ta J=8 Hz) 45.1 45.1
19a 2.47 (1H, d J=14 Hz) 2.44 (1H, d J=14 Hz) 314 314
20 41.0 41.0
21 1.40 (2H, td J=14,3Hz)  1.40 (2H, td J=14,3Hz) 30.6 30.6
22 0.96 (1H, da J=12.52 0.96 (1H, da J=12.52 35.6 35.6
Hz) Hz)
23 2.59 (3H, s) 2.58 (3H, s) 13.8 13.8
25 1.52 (3H, s) 1.51 (3H, s) 38.0 38.0
26 1.33(3H, s) 1.32 (3H, s) 21.3 21.2
27 0.59 (3H, s) 0.58 (3H, s) 18.8 18.8
28 1.13 (3H,s) 1.12 (3H,s) 31.9 31.9
29 178.8 178.9
30 1.15(3H, s) 1.14 (3H, s) 328 32.8
MeO 3.53 (3H, s) 3.53 (3H, s) 51.7 51.8
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Andlisis de la oxidacién de pristimerina con DDQ
Cuantificacion de xuxuarinas Ea y ES.

En la Tabla 10 se presenta el rendimiento obtenido de las xuxuarinas Ea y EB para las
reacciones establecidas con DDQ, es importante mencionar que no fue del todo posible
la purificacion de los estereoisbmeros por métodos cromatograficos convencionales, ya
gue algunas fracciones (para 1.20 eq.) se encontraron en mezcla con pristimerina
haciendo dificil su separacién. Similarmente, con 3 eq. de DDQ algunas fracciones
resultantes de la purificacion se encontraron en mezcla Ea:EB. Por lo cual fue
indispensable hacer uso de la RMN¢ (Tabla 11) para obtener valores mas cercanos de
este conjunto de estereoisdmeros en el crudo de reaccion.

Tabla 10.- Porcentaje de rendimiento aislado de xuxuarinas Ea y E.

Condiciones de DDQ  xuxuarina Ea % xuxuarina E§ %
reaccion® (Eq.) (mg) Rendimiento (mg) Rendimiento
3h 1.20 2.1 2.01 1.9 1.82
3 ha 1.20 3.3 3.16 3.7 3.54
3h 3 6 5.74 6.9 6.60
6h 1.20 2.3 2.20 2.1 2.01
6 h? 1.20 2.3 2.20 2.7 2.58
6h 3 6.4 6.12 5.5 5.26
12h 1.20 2.9 2.77 3.1 2.96
12h 3 5.6 5.35 8.7 8.32

a: Reacciones promovidas con ultrasonido
b: 51.5 mg de pristimerina (110.8umol, T. Amb)

Las distintas condiciones de reaccién establecidas con el DDQ, sirvieron como base para
el estudio del porcentaje de formacion de xuxuarinas Ea y EB (Figura 50), por medio de
RMNCc se realizé con cada crudo de reaccion la cuantificaciéon de xuxuarinas Ea y ER
(Figura 51), asi como el calculo del porcentaje de recuperacion de pristimerina que no
logré reaccionar.
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Figura 50. Reaccion de oxidacion de pristimerina con DDQ.
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Figura 51. Representacion de la cuantificacion por RMN-'H de las xuxuarinas Ea y EB
(CDCl3, 400MHz).

En la Tabla 11, se observa una influencia positiva del aumento en la cantidad de DDQ
empleado para la formacion de xuxuarinas Ea y Ef, al parecer, el rendimiento de los
dimeros va en una proporcion cercana 1:3 con respecto a la cantidad obtenida de
xuxuarinas con 1.20 eq. y 3 eg. del agente oxidante. El aumento en el tiempo de reaccion,
asi como el uso del ultrasonido, no impact6 de manera considerable en el porcentaje de
rendimiento de los estereoisémeros formados, por lo que se asume que el DDQ es el
factor limitante para una mayor obtencion de estos compuestos.
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Tabla 11. Porcentajes de conversién y rendimiento cuantificado por RMN para las
Xuxuarinas Ea y Ef.

% % %
Condiciones de DDQ pristimerina  Conversion  Rendimiento®  Proporcion

reaccion? (Eq.) recuperada (Ea + EB) (Ea + EB) Ea:ER
3 h/agitacion magnética 1.20 76.5 35.0 8.2 51:49
3 h/ultrasonido 1.20 30.6 11.8 8.2 49:51
3 h/agitacion magnética 3 14.4 26.7 19.45 46:54
6 h/agitacion magnética 1.20 48.1 17.0 8.8 52:48
6 h/ultrasonido 1.20 394 13.3 8.1 51:49
6 h/agitacion magnética 3 c 22.9 23.9 45:55
12 h/agitacion magnética 1.20 42.2 14.1 8.2 50:50
12 h/agitacién magnética 3 c 19.64 20.5 41:59

a: 51.5 mg de pristimerina (110.8 umol, T. Amb)
b: Rendimiento por RMNc
c: No identificado en el espectro de RMNCc.

El uso de la técnica del ultrasonido en las condiciones de reaccion (30.2 mg,133.0 umol)
de DDQ promovié un mayor consumo de la pristimerina. Sin embargo, como ya se
menciond, no resultd ser de gran importancia en el rendimiento de las xuxuarinas
formadas, esto podria ser atribuido a que el consumo de la pristimerina se dirige hacia
la formacién de otros productos secundarios.

De acuerdo a la literatura®®?’ en las Ultimas dos décadas el uso del ultrasonido ha sido
empleado en sintesis como un método alternativo para acelerar los procesos de reaccion
debido a un proceso conocido como cavitacidn acustica, lo cual permite la selectividad
de las reacciones y mejora el rendimiento de los productos formados. Es importante
hacer mencién que el DDQ no actla de manera selectiva hacia la formacion de los
dimeros, ya que a través de este agente oxidante se han obtenido trimeros, fenoles, asi
como derivados orto y para-quinénicos®, lo cual habla sobre la distintita selectividad que
puede presentar, esto explicaria la razén por la cual no se obtuvo un mayor rendimiento
de los dimeros estudiados.
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Con 1.20 eq. de DDQ la relacion Ea:E3 se mantiene en proporcion 1:1, esto varié con la
adicion de 3 eq. de DDQ, de acuerdo a un estudio realizado con -calculos
computacionales sobre la biogénesis de los dimeros triterpénicos® se encontré que los
dimeros de tipo A-A con estereoquimica a (xuxuarina Aa e isoxuxuarina Aa, unidos por
dos unidades de tingenona) son mas estables que los de tipo B (xuxuarina AP,
isoxuxuarina AB) por 1.7-2.6 Kcal/mol. Sin embargo, de acuerdo a lo ya descrito, para 3
eq. de DDQ se observo un favorecimiento hacia la estereoquimica 3 de la xuxuarina de
tipo E, el cual aumento considerablemente con respecto al tiempo, esto significaria, que
el ataque de la o-quinona se da con mayor facilidad por la cara Re-Re del doble enlace
de la metilénquinona!® (Figura 52) y por eso se encuentra en una ligera mayor
proporcion.

H3G
HsC
xuxuarina E3 {—— Ny
3
CHs
xuxuarina Ea - ] ,?2

H3
Figura 52. Posible mecanismo del ataque de la o-quinona para formar los diferentes
estereiosomeros.

Como un estudio complementario en la formacién de los derivados diméricos se eligio6 la
reaccién a 3 h con 75.4 mg (332.4 umol) de DDQ para analizar la posible influencia de
un catalizador de estafio (SnCls, 500 mL) en el porcentaje de rendimiento de las
xuxuarinas Ea y EB (Figura 53). Se ha demostrado que los acidos de Lewis sobre las
reacciones Diels-Alder mejoran la reactividad de los dienos y diendfilos®®, ademas de
gue el SnCl, ha sido reportado en la sintesis de un dimero triterpénico al reaccionar la
pristimerina con un derivado de tipo 4-a-hidroxi-pristimerina obtenido en la oxidacién con
DMDO.??
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Figura 53. Oxidacion de pristimerina frente a un catalizador de SnCl,

A diferencia de las reacciones presentadas en la Tabla 11, no fue posible cuantificar las
sefales de las xuxuarinas Ea y E por RMNc debido al solapamiento de sus sefiales; sin
embargo, se trabajé con la sefial correspondiente al H-1 de la pristimerina para proceder
a su cuantificacion (Tabla 12), en donde se recuperd una cantidad menor de ésta (9.18
%) en comparacion con las anteriores donde se obtuvieron valores entre 14.4- 76.5 %
(ver tabla 11). Debido a que no se logro realizar la cuantificacion de las xuxuarinas Ea y
ER se procedio a la purificacion del crudo de reaccion, contrario a lo que se esperaba el
consumo de la pristimerina no se dirige exclusivamente a la formacién de los aductos
diméricos; no obstante la mezcla de reaccion fue muy compleja por lo que la
caracterizacién de los otros productos formados fue imposible.

Tabla 12. Porcentaje de conversion y rendimiento para las xuxuarinas Ea y E.

Condiciones de reaccion % de pristimerina % Conversiéon % Rendimiento  Proporcion
recuperada (Ea + EB) (Ea+EB) (Ea:EB)

3h/agitacion magnética 9.18 10.7 6.7 62:38
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Andlisis de la oxidacién de pristimerina con Sal de Fremy

La oxidacion de pristimerina con las condiciones presentadas en la Tabla 13, dio lugar a
la formacion de las xuxuarinas Ea y E3, aunque con menores rendimientos si se compara
con los obtenidos con el DDQ (para 1.20 eq. 4%, para 3 eq. 20%), ademas de la ausencia
de los compuestos “a” y “b” y del 6-oxo-pristimerol, lo cual indica que para estas
condiciones, la oxidacion se dirige preferentemente hacia las xuxuarinas Ea y Ef por
encima de los compuestos mencionados con anterioridad. En este caso fue imposible
cuantificar directamente del crudo de reaccion la obtencion de las xuxuarinas Ea y EB,
por lo que los porcentajes de rendimientos presentados en la Tabla 13 son de
aislamiento por métodos cromatogréaficos convencionales.

Tabla 13. Condiciones asistidas con ultrasonido para la oxidacién de pristimerina (50
mg, 107umol).

Entrada Sal Disolvente pH Producto observado Rendimiento
de Fremy (eq) (%)
1a 3 MeOH 94 xuxuarina EB 1.9
22 3 MeOH 4.7 sinreaccion
3a 3 Me,CO 94 xuxuarina Ea, EB 21,26
4a 3 Me,CO 5 Compuesto f c
5a 3 AcOEt 94 sin reaccion
62 6 MeOH 94 sinreaccion
72 6 Me,CO 94 sinreaccion
8p 3 MeOH 94 xuxuarina ER 24
9p 3 Me,CO 94 xuxuarina Ea, EB 1.3,25

a: reaccion a 3h
b: reaccion a 6h
c: No determinado

El aumento de la formacion de xuxuarina Ef (Tabla 13, entradas 1 y 8) fue proporcional
con respecto al tiempo, no obstante no fue posible la deteccién de la Ea, esto puede ser
por la influencia del disolvente, ya que al modificar el medio en el cual se encontraba
disuelta la pristimerina se vio favorecida la obtencion de los dos aductos diméricos (Tabla
13, entradas 3y 9).

Es importante destacar que el hecho de obtener un solo dimero para estas condiciones
de reaccion no descarta la posibilidad de que el mecanismo de formacion sea de tipo
Hetero Diels-Alder (HDA), ya que se ha demostrado con anterioridad que al oxidar
pristimerina con DMDO solamente se forma un aducto dimérico,! descartando las otras
tres posibilidades; aunado a esto, mediante estudios teéricos® se ha trabajado con el
estudio del mecanismo de formacion de xuxarinas Aa, AP e isoxuxuarinas Aa, AR
(dimeros triterpénicos unidos mediante dos unidades de tingenona) en donde las
reacciones se ven favorecidas a través de una HDA y no mediante un mecanismo no
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concertado de tipo Michael aldol como algunos autores han sugerido en la formacién de
diversos cicloaductos.® Todo esto da pie a no descartar la posibilidad de que la formacién
de la xuxuarina Ef sea a través de una HDA.

El hecho de que las cantidades obtenidas de xuxuarinas no sean similares a las
obtenidas con el DDQ se debe a la potencia del agente oxidante, en este caso, el
caracter oxidativo de la Sal de Fremy es menor en comparacion con en DDQ, algunos
autores consideran que la sal es capaz de descomponerse® cuando esta entre pH: 9-
12, con lo cual ocurre lo siguiente:

HNO(SOz3),— ON(SO3)2 + H*
"“ON(SO3), —*ON(SO5),

Esta disociacion acarrea diversos problemas en torno a la estabilidad de los productos
formados en el medio de reaccion y posiblemente debido a ello su caracter oxidativo
disminuya y esto desfavorece las reacciones de dimerizacion. Para las reacciones en
condiciones a temperatura ambiente (Tabla 14) en las entradas 6 y 7 se obtuvo al
compuesto “f”’, la obtencién de este compuesto y la nula formacion de xuxuarinas a pH
acido hablan sobre el comportamiento en distintos medios de la pristimerina,
favoreciéndose las reacciones de cicloadicién a pH basico.

Adicionalmente se observd que en condiciones a temperatura ambiente no se favorecio
la formacion de estos dimeros triterpénicos (Tabla 14), lo cual indicaria que es necesaria
una ligera adicion de energia al sistema para promover las reacciones de cicloadicion,
debido a que Unicamente con la irradiacion de ondas ultrasénicas se observo la
formacion de diferentes productos segun las condiciones utilizadas.

Tabla 14. Condiciones de reaccion a temperatura ambiente para la oxidacion de
pristimerina (50 mg, 107 pumol).

Entradaz  Tiempo de Disolvente pH Producto Rendimiento
reaccion (h) observado (%)

1 3p MeOH 94 sin reaccion
2 3 MeOH 94 sin reaccion
3 6 MeOH 94 sin reaccion
4 24 MeOH 94 sin reaccion
5 3 Me,CO 94 sin reaccion
6 3 Me.CO 5 Compuesto f c
7 15 Me.CO 5 Compuesto f c

a: 3 eq de la sal de Fremy

b: T: 0-5°C

c: No determinado
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Identificacion del compuesto resultante de la oxidacion de pristimerina con sal de
Fremy

Compuesto “f”

El compuesto “f’ fue obtenido como un sélido rojo, el cual en su analisis por medio de
RMN-!H (Figura 54), present6 sefales con oy 6.27 (s, 1H), 5.79 (d, 1H, J =6.31 Hz) y
una sefial multiple con &4 3.96 (m, 1H) éstas dieron indicio de la ausencia del sistema
metilenquindnico de pristimerina, ademas de la presencia del grupo metoxilo con &+ 3.58
y la conservacion de los seis metilos angulares con desplazamientos entre 0.58-1.94
ppm. No obstante, no fue posible la elucidacion completa de este compuesto debido a
que probablemente sufrié un proceso de degradacion haciendo dificil su caracterizacion.
De acuerdo a las sefiales observadas en el espectro de RMN-'H y en comparacién con
la literatura, se propuso una probable estructura para este compuesto, en la cual se
asigna un grupo —OH en posicién 6 que acoplaria con o4 5.79 d (H-7); sin embargo, la
falta de evidencia espectroscépica ponen en duda la estructura para “f”.

-OMe

wCOOMe

1

. - : . . - - - : . : . . . : . : . . . 1 . ' - . . r i i
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5

Figura 54. Espectro de RMN-!H (CDCls;, 400 MHz) del compuesto “f”.

62



Andlisis de la oxidacién de pristimerina con IBX.

En la Tabla 15 se resumen las condiciones de oxidacion a temperatura ambiente con el
IBX (Figura 55), no fue posible la obtencién de producto alguno, lo cual dio pie a
establecer dos modalidades de reaccion: la adicion de la técnica del ultrasonido y el
calentamiento por método convencional a 70°C (Tabla 16).

LCOOMe

N

+

5 mL. DMSO
t. amb.

pristimerina

Figura 55. Reaccion para la oxidacion de pristimerina.

Tabla 15. Condiciones de reaccién a temperatura ambiente para la oxidacion de
pristimerina (50 mg, 107 pymol).

Entrada IBX Tiempo de Producto observado Rendimiento

(eq) reaccion (h) (%)
1 1 3 sin reaccion
2 1 6 sin reaccion
3 1 24 sin reaccién
4 2 sin reaccién
5 2 6 sin reaccién
6 2 24 sinreaccion

En las entradas 1- 4 (Tabla 16) se confirmé la presencia de los compuestos “a” y “b” a
través de un andlisis por CCD y por RMN-'H, sin embargo su purificaciéon no fue posible
debido a que se encontraban en mezcla con otros productos no identificados de la
reaccién, por otra parte la cantidad en mezcla que se obtuvo oscilaba entre 2-2.5 mg. La
aparicion de estos compuestos, daba indicio a que en el medio de reaccién se estaban
llevando a cabo reacciones de oxidacion y cicloadicion, esto con la evidencia ya descrita
de que los compuestos “a” y “b” pertenecen a los aductos diméricos conformados por
unidades de isopristimerina Il y pristimerina.

Al igual que en el caso de las oxidaciones con el DDQ se obtuvo al 6-oxo-pristimerol de
las reacciones con 2 eq. de agente oxidante a 3 y 6 h en ultrasonido, esto indica que a
diferencia de la sal de Fremy el IBX resulté poseer un caracter mas oxidante pero menor
al del DDQ; para estas condiciones no se observé la formacion de las xuxuarinas Ea y
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EB, lo cual indicaria la ausencia del sistema o-quinénico (Figura 56) para la obtencion
de los correspondientes regioisémeros.

Tabla 16. Condiciones de reaccion a temperatura ambiente para la oxidacion de
pristimerina (50 mg, 107 pmol).

Entrada IBX Modalidad TlemRo de Producto observado Rendimiento
(eq) reaccion (h) (%)

1 1 a 3 compuesto “a” y “b” c

2 1 a 6 compuesto “a” y “b” c
compuesto “a” y “b” c

3 2 @ 3 6-oxo-pristimerol (2.4 mg) c
compuesto “a” y “b” c

4 2 @ 6 6-oxo-pristimerol (3.1 mg) c

5 2 b 6 sin reaccion

6 2 b 12 sin reaccion

7 9 b 24 compuesto “a (1..9 mg)” y “b (2.1 mg)
xuxuarinas Ea y EB

8 9 b 48 compuesto “a (3.1 mg)” y “b (2.9 mg)

xuxuarina Ea y EB 3,28

a: ultrasonido
b: calentamiento convencional a 70°C
c: No identificado

6-oxo-pristimerol 0-quinona

Figura 56. Comparacion del 6-oxo-pristimerol y su correspondiente o-quinona.

Debido a que la formacién de los aductos diméricos “a” y “b” y el 6-oxo-pristimerol
requerian la adiciébn de energia, se llevaron a cabo reacciones con calentamiento
convencional a 70°C, en las entradas 7 y 8 se demuestra una mejoria en las reacciones
de cicloadicién, obteniéndose a los dimeros “a” y “b” y a las xuxuarinas Ea y EB. La
propuesta que se plantea para la formacién de los compuestos “a” y “b” requiere de la
aromatizacion del anillo A de la pristimerina (Figura 57 a) y a través de re-arreglos en la
molécula ocurre una migracion de metilo (C-25') a C-8' (Figura 57 b), posteriormente por
medio de la oxidacién con DDQ se formaria la probable o-quinona (Figura 57 c), el
acoplamiento entre la unidad fendlica de isopristimerina Ill y el posible derivado o-
quinonico dan como resultado la formacion de “a” y “b”.
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Figura 57. Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion de “a” y “b”.
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CONCLUSIONES

Se calculé el porcentaje de rendimiento de las xuxuarinas Ea y Ef8, con 1.20 eq. de DDQ
a través de RMN, la formacion de estas fue de 1:1, de donde se deduce que para su
obtencion basta con un tiempo de 3 h para estar en proporcion 50:50, la pristimerina se
recupera en un 30.6% a 3h, ultrasonido, siendo la técnica mas eficaz en el consumo de
ésta para la obtencién de los productos de oxidacion.

Con tres equivalentes de agente oxidante (DDQ) se favorece la obtencion de la
xuxuarina EB sobre la Ea, esto fue mas notable con un tiempo de reaccion de 12 h en
agitacion constante [Ea:ER (41.59)], se obtuvo un porcentaje de rendimiento de
xuxuarinas del 22.8% a diferencia de usar 1.20 eq. de donde se obtuvo un 8%.

El uso de un catalizador que promueve las reacciones Diels-Alder (SnCls) no promueve
la obtencion de las xuxuarinas Ea y E.

La técnica del ultrasonido para las oxidaciones con la sal de Fremy promovié la formacion
de las xuxuarinas Ea y E3 debido a un proceso conocido como cavitacion acustica, esto
proporciona una energia adicional al sistema que favorece la formacién de dimeros
triterpénicos ya que en condiciones de reaccion a temperatura ambiente la pristimerina
no presento reactividad alguna.

El medio en el cual se disuelve la pristimerina desempefa un papel importante debido a
la solubilidad de esta metilénquinona triterpénica.

Las oxidaciones con DDQ e IBX dieron lugar dos nuevos dimeros triterpénicos, mismos
que son regioisémeros los cuales se encuentran unidos mediante una unidad fendlica
de isopristimerina Il y pristimerina a través de dos enlaces de tipo éter con disposicion
en cis.

La condicion de reaccion mas favorable en la obtencién de xuxuarinas Ea y Ef3 con los
tres agentes oxidantes empleados fue la de tres equivalentes de DDQ a temperatura
ambiente por 6 h, ya que present6 un rendimiento (Ea: EB) del 23.9 %, a comparaciéon
de los otras condiciones de reaccién en donde se obtuvieron valores alrededor del 5y
8%.

No fue posible la obtencién del derivado o-quindnico de pristimerina, las reacciones que
se vieron favorecidas fueron las de cicloadicién de tipo [4+2] para la obtencién de los
dimeros antes mencionados; sin embargo, en el caso del DDQ e IBX se obtuvo al
correspondiente triterpenofenol (6-oxo-pristimerol) indispensable en la formacién de las
xuxuarinas Ea y EB, esto da soporte a la ruta propuesta por Jacobsen y colaboradores®?,
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en el cual se sugiere que las o-quinonas son formadas a partir de una posible oxidacion
del correspondiente triterpenofenol.
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