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Resumen

A partir de la hidrolisis basica de una de las fracciones de mediana polaridad de la cromatografia general de un extracto
de Stevia lucida, se obtuvo un longipineno identificado como la 7p,9a-dihidroxi-longipin-2-en-1-ona [1]. La oxidacion
con permanganato de potasio del compuesto [1], condujo a la formacién de una mezcla compleja de productos de
reaccion, de la cual se aislo el diosfenol [2]. La estructura de los compuestos fue establecida mediante el analisis
detallado de sus espectros de Infrarrojo (IR) y de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) uni- y bidimensional. Se
discute brevemente la propuesta del mecanismo seguido para la transformacion de [1] en diosfenol [2].
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Abstract

The basic hydrolysis of a fraction obtained of general chromatography of the extract from Stevia lucida affords 7f,9a-
dihydroxy-longipin-2-en-1-one [1]. The oxidation of the compoud [1] with potassium permanganate affords a complex
mixture of oxidation products. The diosphenol [2] was isolated from the reaction mixture by preparative thin layer
chromatography. These compounds were characterized on the basis of spectroscopic studies, including 1D- and 2D-NMR
experiments. A plausible reaction mechanism for the transformation of [1] to diosphenol [2] is discussed.
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Introduccion

Los diosfenoles son a-dicetonas, en las cuales uno de los
carbonilos estd enolizado; los mismos forman parte de la
estructura de diversos productos de origen natural y
sintético™**. Estos compuestos presentan gran utilidad en el
campo de la sintesis organica, debido a que pueden
experimentar reagrupamientos tipo Claisen®, adiciones tipo
Michael®, reacciones de Wittig®, reacciones fotoquimicas’ y
reacciones de expansién y contraccion de anillos®. La
presencia de diosfenoles en productos naturales es
frecuente, y algunos estudios de relacion estructura-
actividad, han determinado que este rasgo estructural es
clave en su actividad biologica®'°. Debido a las propiedades
quimicas y biologicas que poseen las a-dicetonas
enolizadas, se procedid a sintetizar alguna de ellas,
empleado como sustrato de partida un sesquiterpeno de la
serie del longipinano (compuesto [1]), extraido de las partes
aéreas de la Stevia lucida Lagasca. Estos compuestos
poseen un esqueleto triciclico que frecuentemente se
encuentra funcionalizado con cetonas, dobles enlaces y
grupos hidroxilos esterificados, que incorporan restos
acetato, angelato, senecioato o tigliato.

Dado que los longipinanos poseen un anillo ciclobutanico y
estan altamente funcionalizados, son moléculas interesantes
para estudiar conversiones de grupos funcionales, y en
particular, para ensayar reacciones de reagrupamiento
molecular bajo diferentes condiciones experimentales, con
resultados realmente sorprendentes, en lo que respecta a la
generacion de nuevos esqueletos sesquiterpénicos™.

Materiales y métodos
Equipos

La determinacion de los puntos de fusion se hizo en un
instrumento Fisher-Johns. Los espectros de IR se realizaron
en KBr en un espectrofotémetro Perkin—Elmer modelo FT-
1725X. Para los espectros de RMN se utiliz6 un equipo
Bruker-Advance DRX 400 de 400 MHz para 'H'y 100 MHz
para “C. Las separaciones cromatograficas se hicieron en
columnas empacadas con gel de silice Merck 60 (63-200
um, 70-230 mesh). Para la cromatografia de capa fina
(TLC), se utilizaron placas Merck de gel de silice HF 254
(0.25 mm espesor), Las placas fueron reveladas con una
mezcla v/v CH;COOH - H,O - H,SO4 (20:4:1) y calentadas
sobre placa térmica a 120 °C durante unos minutos. Las
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placas para cromatografia preparativa se montaron
suspendiendo gel de silice fluorescente (HF 254) en agua
destilada (relacion 1:2 p/p), y extendiendo luego la mezcla
en piezas de vidrio. Las placas fueron activadas a 120 °C
durante 24 horas.

Material vegetal

El material vegetal (hojas y ramas) se colectd en el Paramo
de la Negra, Municipio Autonomo Rivas Davila, Estado
Meérida. La especie fue determinada como Stevia lucida
Lagasca [sin. Stevia glutinosa H.B.K.]. Una muestra
botanica como Voucher Specimen de referencia (J. M.
Amaro-Luis, N° 1582) se encuentra depositada en el
herbario MERF de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Los Andes (ULA), Mérida, Venezuela.

Extraccion del material vegetal

El material vegetal fresco se dispersd sobre una superficie
plana recubierta con papel adsorbente y se mantuvo al aire,
a temperatura ambiente y a la sombra, durante quince dias.
Las hojas y ramas (= 7,0 kg), fueron extraidas hasta
agotamiento en un sohxlet, con etanol. La disolucion
obtenida fue filtrada y concentrada al vacio en un rotavapor
a temperatura no mayor a 50 °C, para generar un extracto
crudo (= 1.800 g), el cual fue preadsorbido en gel de silice y
sucesivamente extraido con éter de petroleo, acetona y
metanol, hasta agotamiento en cada caso. Cada una de las
disoluciones obtenidas fue concentrada al vacio para
generar los subextractos respectivos.

Cromatografia del subextracto en acetona

Una parte del subextracto en acetona (= 300 g) fue
readsorbido en gel de silice y cromatografiado en columna
al vacio, siguiendo la técnica de Coll & Bowden"
utilizando como solventes hexano y mezclas hexano-acetato
de etilo (AcOEt) en orden de polaridad creciente (100:0 —
0:100) y posteriormente mezclas AcOEt-metanol (80:20 —
0:100) (tabla 1). Se recogieron 117 fracciones de 1L hasta
agotar la elucion y las mismas se concentraron al vacio en
un rotavapor, a temperatura no mayor de 40 °C. Las
fracciones fueron analizadas por TLC, y sobre la base de
este analisis, fueron adecuadamente reunidas para generar
11 reuniones (A, B, C,...K) (tabla 1). El analisis cromatogra-
fico de la reunion C (fracciones: 21-28, eluyente: hexano-
AcOEt 17:1, masa: 32,7 g ), reveld que la misma era rica en
diésteres de la 7B3,9a-dihidroxi-longipin-2-en-1-ona, carac-
terizados a través del estudio de su espectro de RMN-'H.

Obtencidn de la 759 a-dihidroxi-longipin-2-en-1-ona [1]

La reunion C (32,7 g), fue disuelta en metanol ligeramente
caliente, luego se afiadieron 60 g de KOH (disueltos en
agua) y la mezcla se sometio a reflujo. El curso de la
reaccion fue monitoreado por TLC detectandose que el
sustrato habia reaccionado en su totalidad después de media

hora de calentamiento. Transcurrido este tiempo se dejo
enfriar la mezcla de reaccion y luego fue vertida sobre agua
y acidificada con HCI (10 %) hasta alcanzar un pH
ligeramente 4cido. A continuacién fue extraida con CH,Cl,
y lavada con NaHCO; (10 %). La capa organica fue
separada en embudo de decantacion y secada sobre MgSO,
anhidro. La evaporacion del disolvente condujo a la
formacion de un sélido blanco [1] (= 3,5 g): P. F.=174-175
°C. IR, Vi, (cm-"): 3.528-3.332 (OH); 1.669 (C=0); 1.620
(C=C) y 844 (=C-H). RMN-'H (figura 1; tabla 2); RMN-"C
(tabla 2).

Obtencion de la 2,739 e-trihidroxi-longipin-2-en-1-ona [2]

A una disolucion en acetona de [1] (= 300 mg), se le afiadio,
gota a gota y bajo agitacion constante, una solucion de
permanganato de potasio (KMnQO,4) en acido clorhidrico
concentrado (HCI). El curso de la reaccion fue monitoreado
por TLC hasta observar la desaparicion del sustrato. Las
nuevas manchas que se observaron sobre la TLC revelaron
que la mezcla de reaccion estaba conformada por varios
productos de oxidacion de similares Rf. Mediante
cromatografia de placa preparativa [hexano-AcOEt (1:1)] se
obtuvo el compuesto [2] (= 27 mg): Compuesto resinoso de
color marrén claro; IR, Vma. (cm-"): 3.417 (OH); 1.693 y
1.681 (C=0); 1.604 (C=C); RMN-'H (tabla 2); RMN-"C
(tabla 2).

Resultados y discusion

Los datos de RMN-'H (fig. 1; tabla 2) y RMN-"C (tabla
2) del compuesto [1] permitieron determinar el niimero
de hidroégenos y de carbonos presentes en la molécula, y
también, el grado de hibridacion y tipo de sustitucion de
cada carbono, con lo cual fue posible establecer la
formula molecular C;sH,,05. Dos de las cinco insatura-
ciones que exige esta formula molecular, corresponden a
un grupo carbonilo [IR, vy 1.669 cm’ (C=0); RMN-
B, 8c: 204,0 (C=0; C-1)] y a un doble enlace trisus-
tituido [IR, Viay: 1.620 cm™ (C=C) y 844 cm™ (=C-H);
RMN-'H: &y: 5,96, ¢, J = 1,4 Hz (=CH; H-2); RMN-"C,
8c: 123,0 (=CH; C-2) y 8¢ 171,7 (=C<; C-3)]; en
consecuencia, se concluye que se trata de un compuesto
triciclico. La presencia en la molécula de un metilo situado
sobre un doble enlace [RMN-'H: &y: 1,95, d, J = 1,4 Hz
(=C-CHs; H-12); RMN-"C, 8¢: 23,2 (-CHs; C-12)], un
metilo cuaternario [RMN-'H: & 1,33, s, (-CHs; H-15);
RMN-"C, & 22,1 (-CHjy; C-15)] y un gem-dimetilo
[RMN-'H: 8;;: 1,16 y 1,18, s, (H;C-C-CHs ; H-13 y H-14);
RMN-"C, 8¢: 0,95 y 0,97 (HsC-C-CH;; C-13 y C-14)],
junto con sefiales caracteristicas de tres metinos incluidos en
un anillo ciclobutanico [RMN—le On: 2,66, d, J = 6,8 Hz
(>CH-; H-4), 6y: 2,43, s, (>CH-; H-5) y dy: 3,62,d,J = 6,8
Hz (>CH-; H-11); RMN-"C, 8¢: 49,3 (>CH-; C-4), 8¢: 62,7
(>CH-; C-5) y &c: 53,8 (>CH-; C-11)], permitieron
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Fig. 1: Espectro de RMN-H (CsDsN, 400 MHz) de la 7p,9a-dihidroxi-longipin-2-en-1-ona [1]

caracterizar al compuesto como un sesquiterpeno de la serie
del longipinano®. Por otro lado, fue posible caracterizar en
la molécula dos hidroxilos secundarios [IR, Vi@ 3.528-
3.332 cm™ (OH); RMN-'H: &;: 4,54, dd, J=11,6 y 2,0 Hz
(>CH-OH; H-7) y oy: 4,01, t, J = 3,4 Hz (>CH-OH; H-9) ;
RMN-"C, 8¢: 69,1 (-CH-OH; C-7) y &¢: 73,3 (>CH-OH;
C-9)] situados sobre sendos carbonos que se interconectan a
través de un metileno [RMN—le On: 2,64, m, (H-8a) y Oyt
2,39, m, (H-8B); RMN-"C, 8¢ 40,6 (>CH,; C-8)]. La
ubicacion de estos hidroxilos y su estereoquimica (C-7, [B-
OH y C-9, a-OH) fue establecida sobre la base de las
constantes de acoplamiento de sus hidrogenos geminales, y
confirmada mediante el andlisis detallado de los espectros
de RMN-'H bidimensionales ['H,'H-COSY, HMQC,
HMBC y NOESY]. Este analisis también confirmo la
existencia en la molécula, de una ciclohexenona conjugada
C-1/C-2/C-3. Con ello fue posible concluir que el
compuesto en estudio era la 7,9a-dihidroxi-longipin-2-en-
1-ona [1]. Los datos de RMN-'H y RMN-"C del compuesto
[1] (tabla 2) concuerdan con los reportados en la bibliografia
para la 7B,9a-dihidroxi-longipin-2-en-1-ona™.

El producto [2], separado de la mezcla de reaccion de [1]
con KMnOy/H', se purific6 como un sélido resinoso de
color marrén. Su formula molecular, determinada a través
del analisis detallado de sus espectros de RMN (tabla 2),
resultd ser C;sHxOs4, a la cual también corresponden tres
grados de insaturacion. El analisis comparativo de los
espectros de RMN uni- y bidimensionales de este

compuesto frente a los de [1], puso en evidencia que no
hubo cambios en el anillo cicloheptanico, el cual conserva
los dos grupos hidroxilos secundarios en C-7 y C-9 [IR,
Vinax: 3417 cm™ (OH); RMN-'H: &: 3,91, d, J = 11,9 Hz
(>CH-OH; H-7) y du: 3,85, s ancho, (~>CH-OH; H-9);
RMN-"C, &¢: 69,4 (~>CH-OH; C-7) y 8¢: 73,4 (~>CH-OH;
C-9)]. De igual manera el esqueleto carbonado persiste,
dado que las sefiales de los cuatro metilos permanecen
practicamente invariables [RMN-"H: &y: 2,16, s, (=C-CHj;
H-12), 6y 1,05, s, (-CHs; H-15) , 8y: 0,95y 0,97, s, (H;C-C-
CHs ; H-13 y H-14); RMN-"C, 8¢: 21,1 (-CHs; C-12)], 8¢:
21,7 (-CHj; C-15)], 8¢: 26,5y 17,7 (H;C-C-CH;; C-13 y C-
14)]. La variacion detectada se centra en el anillo de
ciclohexano, concretamente en el sistema alquénico, el cual
se convirtié en un doble enlace tetrasustituido dado que no
se detectan en el espectro RMN-'H sefiales de protones
olefinicos; sin embargo se aprecian, en su espectro RMN-
BC, dos picos atribuibles a carbonos sp> olefinicos
cuaternarios [RMN—BC, Oc: 164,3 (=C-O-; C-2) y dc: 126,7
(=C<; C-3)]. Hay dos hechos destacables en los datos de
RMN-"C que sustentan este cambio: 1) el desapantalla-
miento del pico atribuido a C-2 , el cual es justificable si se
interpreta, en congruencia con la féormula molecular del
compuesto [2], a la sustitucion del hidrogeno olefinico
(presente en [1]) por un hidroxilo endlico (presente en [2]),
y 2) el notable apantallamiento de la sefial asignada a C-3
(0c: 126,7, A3: -45 ppm respecto a C-3 en [1], &¢c: 171,7),
entendible en funcion del efecto dador de electrones (por
resonancia), del grupo hidroxilo (fig. 2).
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Tabla 1: Resultados de la cromatografia general del extracto en acetona obtenido de las hojas y ramas de Stevia lucida®

Reuniones Fracciones Masa (g) Eluyente Productos
A 1-12 22,3 hexano 100 % ceras
B 13-20 14,6 hexano-AcOEt (19:1) alcoholes alifaticos
) (+)-Melleina y mezclas de diésteres de la
¢ 21-28 32,7 hexano-AcOEt (17:1) 7B,9a-dihidroxi-longipin-2-en-1-ona
D 29.36 25.7 hexano-AcOEt (4:1) Lactonas sesqulterpemcas (Farinosina,
alantolactona e isoalantolactona)
E 37-48 26.8 hexano-AcOEt (7:3) Flavonoides (Pectolinaringenina,
hexano-AcOEt (3:2) isosacuranetina)
hexano-AcOEt (1:1)
F 49-63 18,4 hexano-AcOEt (2:3) Flavonoides (Hispidulina)
hexano-AcOEt (3:7)
hexano-AcOEt (1:4) .
G 64-84 35,5 AcOEt (100%) mezclas complejas
H 85-90 19,0 AcOEt-metanol (4:1) mezclas complejas
I 91-96 22,5 AcOEt-metanol (7:3) mezclas complejas
AcOEt-metanol (1:1) .
J 97-106 26,8 1 1
’ AcOEt-metanol (1:3) fezeias compreas
K 107-117 38,2 metanol (100 %) productos polares

Tabla 2: Valores de RMN ('H y °C) de los productos [1]y [2]

RMN-"C [3. (ppm)]

RMN-'H [8y (ppm; J en Hz)]

Posicion
C/H 7B,90a.-dihidroxi- 2,7B,9a-trihidroxi- 7B,9a-dihidroxi-longipin-2- 2,7B,9a-trihidroxi-
longipin-2-en-1-ona [1] longipin-2-en-1-ona [2] en-1-ona [1] longipin-2-en-1-ona [2]

1 204,0 196,3 - -

2 123,0 164,3 596(c; 14) -

3 171,7 126,7 - -

4 49,3 49,9 2,66 (d; 6,3) 2,72 (d; 7,3)

5 62,7 66,1 2,43 (s) 2,32 (s)

6 39,0 38,8 - -

7 69,1 69,4 4,54 (dd; 11,6; 2,0) 3,91 (d; 11,9)

g 406 353 H-8a= 2,64 (m) H-8a= 1,91 (d; 14.,3)
H-8B=2,39 (m) H-8B=2,23 (t; 14,3)

9 73,3 73,4 4.01 (t; 3,4) 3,85 (s ancho)

10 57,9 58.5 - -

11 53,8 52,8 3,62 (d; 6,8) 3,23 (d; 7,3)

12 232 21,1 1,95 (d; 1,4) 2,16 (s)

13 27,1 26,5 1,16 (s) 0,95 (s)

14 18,4 17,7 1,18 (s) 0,97 (s)

15 22,5 21,7 1,33 () 1,05 (s)
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Fig. 2: Estructuras resonantes en el equilibrio ceto-endlico del diosfenol [2]

Es evidente, en concordancia con la figura 2, que el
diosfenol existe como una mezcla en equilibrio ceto-endlico
(en el espectro IR se detectan dos absorciones asignables a
carbonilos a Vg 1.693 cm’ y 1.681 cm-l), notablemente
desplazado hacia la forma enolica. En consecuencia, la
estructura de este diosfenol quedd establecida como la
2,7B,9a-trihidroxi-longipin-2-en-1-ona [2]. El analisis de
los espectros de RMN bidimensionales [IH,IH—COSY,
HMQC (fig. 3) y HMBC (fig. 4)] confirmé inequivoca-
mente dicha estructura.

La oxidacion de dobles enlaces con permanganato de
potasio para generar glicoles es una reaccion ampliamente
conocida en quimica organica’®. Por esta razon, el mecanis-

mo propuesto para la generacion del diosfenol [2] (esquema
1) inicia con el ataque del i6n permanganato al doble enlace
C-2/C-3 del compuesto [1] (estructura [I]), para obtener el
correspondiente 1,2-diol (estructura [II]). El medio acido
protona al grupo hidroxilo ubicado en C-3 haciéndolo buen
grupo saliente (estructura [III]). El proton a al carbonilo
cetdnico, debido a su caracter acidico, es sustraido por una
molécula de agua del medio de reaccion, originando una 3
eliminacion (estructura [IV]) que conduce a la formacion de
la 2,7f,9a-trihidroxi-longipin-2-en-1-ona [2].

3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8

Fig. 3: Espectro HMQC (CDCl;) de la 2,7B,9a-trihidroxi-longipin-2-en-1-ona [2].
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Fig. 4: Espectro HMBC (CDCls) de la 2,7B,90-trihidroxi-longipin-2-en-1-ona [2].

Esquema 1. Mecanismo propuesto para la formacion de 2,7(3,9a-trihidroxi-longipin-2-en-1-ona [2].

Conclusiones

Las partes aéreas de Stevia lucida son una fuente importante
para obtener longipinenos esterificados en C-7 y C-9. La
metodologia seguida para el desarrollo de la cromatografia
general en la cual se obtuvo la reunion C (material de
partida para generar el diol [1] mediante hidrolisis basica),
estaba orientada al estudio fitoquimico minucioso de las
partes aéreas, tal como puede observarse en los resultados
que se presentan en la tabla 1. Sin embargo, el

procedimiento para obtener el compuesto [1], puede
simplificarse  descartando todos aquellos pasos del
fraccionamiento cromatografico que no estén relacionados
con la obtencion de la reunion C. Esto implicaria un ahorro
significativo de tiempo y solventes.

Esta es la primera vez que se genera una o-dicetona
enolizada sobre un esqueleto de la serie del longipinano.
Dada la amplia versatilidad que tiene este tipo de funcio
nalizacion en la sintesis organica, sumado al potencial para



Pablo Chacon-Morales, Juan M Amaro-Luis / Avances en Quimica, 10(1), 41-47 (2015)

las transformaciones quimicas que poseen los sesquiter-
penos triciclicos de esta serie, hacen que la 2,78,9a-tri-
hidroxi-longipin-2-en-1-ona [2] sea un sustrato prometedor
en lo referente a la generacion de nuevas estructuras.

Es notable el hecho de que no se oxiden los alcoholes
secundarios presentes en la 7f,9a-dihidroxi-longipin-2-en-
1-ona [1]. Esto debe a que la evolucion de la reaccion fue
seguida por TLC en funcién de la desaparicion del sustrato,
en consecuencia, la adicion del agente oxidante se detiene al
consumirse todo el sustrato de partida. En presencia de un
exceso de agente oxidante es muy probable que la reaccion
contintie evolucionando a la formacion de otros productos
de oxidacion. Ademas, en la mezcla de reaccion de la cual
fue aislado el compuesto [2], fueron detectados por TLC
otros productos que presentaban valores de Rf muy
similares entre si lo cual ha dificultado el proceso de
aislamiento y caracterizacion de los mismos. Asi pues, es
l6gico pensar que formen parte de la mezcla de reaccion
productos oxidados en las posiciones C-2/C-7; C-2/C-9; C-
2/C-7/C-9 y también productos en los cuales se ha
producido la oxidacion total de la olefina lo que conduciria
a la formacion de un acido carboxilico y una cetona (sobre
C-2 y C-3 respectivamente).

Actualmente, nuestra investigacion se centra en optimizar
los rendimientos de reaccion y los métodos de purificacion
de los productos obtenidos, para promover ensayos de que
permitan estimar su potencial biologico.
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