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RESUMEN

El acido ent-kaurénico es una sustancia que
posee propiedades biologicas interesantes. En este
estudio se describe la hemisintesis de los ésteres
glicosidicos de los acidos 15a-hidroxi-ent-kaur-
16-eno-19-o0ico, 15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-
19-oico y 15-oxo0-ent-kaur-16-eno-19-oico. Los
ésteres se obtuvieron mediante reaccion de las
sales de plata de los acidos con bromuro de tetra-
acetato de a-D-glucopiranosa en benceno seco.
Los ésteres carbohidrato se trataron luego con
NHj; en metanol libre de humedad para remover
los grupos acetato. La estructura de los compuestos
obtenidos se establecié mediante experimentos
uni- y bidimensionales de resonancia magnética
nuclear.

PALABRAS CLAVE

Acido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico,
acido 15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-19-oico,
acido 15-oxo0- ent- kaur-16-eno-19-oico, esteres
glicosidicos.

ABSTRACT

Kaurenic acid is a substance with interesting
biological properties. In the present study
the hemisynthesis of the glycosidic esters
of 15a-hydroxy-ent-kaur-16-en-19-oic acid,
15a-acetoxy-ent-kaur-16-en-19-oic acid and 15-
oxo- ent-kaur-16-en-19-oic acid is described. The
esters were obtained through reaction of the silver

salt of the acids with a-D-glucopiranose tetracetyl
bromide in dry bencene. The carbohydrate esters
were then treated with ammonia in dry methanol to
remove the protecting acetate groups. The structure
of the carbohydrate esters was established by uni-
and bi-dimensional NMR experiments.
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INTRODUCCION

El 4cido ent-kaur-16-en-19-oico es un diterpeno
tetraciclico ampliamente distribuido en el reino
vegetal ya que interviene en la biosintesis de las
giberilinas, hormonas de crecimiento vegetal.
Aunque su concentracién en la mayoria de las
plantas es sumamente baja, existen algunas
especies que acumulan importantes cantidades de
este diterpeno. Este es el caso del frailejon, planta
resinosa que crece en los paramos de Colombia,
Ecuador y Venezuela [1]. Se han descrito alrededor
de 180 especies de frailejon de las cuales 74 son
nativas de Venezuela. Se han estudiado hasta el
momento unas 20 especies de frailejon y se ha
encontrado que la resina de estas plantas, sin
excepcion, esta formada por mezclas de diterpenos
tipo kaurano y ceras, siendo los acidos ent-kaur-
16-eno-19-oico (Fig. 1) y ent-kaur-9(11)16-dieno-
19-oico los componentes mas importantes de la
resina [2].

*Correspondencia al autor: usubillaga@ula.ve
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1 2a R;=H; Ry= OCOCH=C(CHs),
2b Ry=H; R,=OH
2cR;=Na; R,= OH
2d R,=Ag; R,=OH

“reoor, “reo0R
3a Ry=H; R,= OCOCH, 4aR-H
3b R,=Na; R,= OCOCH, 4bR=Na
3¢ R,=Ag; Ry= OCOCH, 4cR=Ag

Fig. 1. Estructura molecular de los acidos: ent-kaur-16-eno-18-oico
(1), ent-150.- senecioxi- kaur-16-eno-19-oico (2a), ent-15-hidroxi-
kaur-16-eno-19-oico (2b), ent-15-a-acetoxi- kaur-16-eno-19-oico
(3a) y ent-15-ox0- kaur-16-eno-19-oico (4a) y sus sales de sodio
y plata.

El acido ent-kaur-16-eno-19-oico, que en adelante
llamaremos simplemente 4cido kaurénico (1), es
una sustancia que posee propiedades bioldgicas
interesantes por lo que ha sido objeto de estudio por
parte de muchos investigadores [3]. Se ha encontrado
que posee moderada actividad antimicrobiana [4] y
propiedades molusquicidas. Investigadores brasilefios
han reportado que es activo ante el Tripanosoma
cruzi y se ha demostrado que inhibe el crecimiento
de algunos insectos fitéfagos [5]. Pero una de sus
propiedades mds interesantes es su moderada actividad
in vitro ante varios tipos de cancer, como pulmoén
(A-549), sistema nervioso central (XF498), ovario
(SK-OV-3), piel (SK-MEL-2) y colon (HCT15) [6].

Sosa y col. (1998) encontraron que el acido
kaurénico es activo in vivo ante el melanoma murino
B16F1 enratones C57BL/6 aniveles de 1,0 mg/Kg [7].
Considerando que el 4cido kaurénico es practicamente
insoluble en agua, Sosa y col. prepararon el éster
glicosidico del acido kaurénico y observaron que
su administracion provocaba una disminucion en el
numero de metastasis y prolongaba la sobrevida de
los ratones. En vista de que se ha determinado que
algunos derivados del 4cido kaurénico substituidos
en el carbono C-15, como es el caso de los acidos
150-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (2b), 15a-ent-
acetoxi-kaur-16-eno-19-oico (3a) y 15-oxo0-ent-kaur-
16-eno-19-oico (4a) poseen actividad citotoxica [8,9],

se decidi6 obtener mediante hemisintesis los ésteres
glicosidicos de estos compuestos. Por otra parte, en
estudio realizado por Rodrigues y colaboradores se
encontrd que 1, 3a y 4a epoxidados en A16 poseian
actividad antimaldrica en ratones contaminados
con Plasmodium berghei [10]. Por consiguiente se
decidi6 obtener también los ésteres glicosidicos de
2b, 3a y 4a con el objeto de posteriormente obtener
los derivados epoxidados y estudiar las propiedades
citotoxicas y antimaldricas de todas estas sustancias.
La Figura 2 muestra la estructura molecular de los
ésteres glicosidicos tanto protegidos (5a, 6a y 7a),
como desprotegidos (Sb, 6b y 7b).

Reorc_ ] OR; ROH.C_ G /_oR
.0
OR, of°
5a R,=OH; R,= OCOCH=C(CHs), 7a R= OAC
5b R,=OH; R,=OH 7b R= OH

6a R;=0Ac; Ry,= OAc
6b R,=0OAc; R,=OH

Fig. 2. Estructura de los ésteres glicosidicos protegidos y
desprotegidos.

Existen algunos glucosidos diterpénicos de origen
natural. Los mas conocidos son los rebaudoésidos,
sustancias aisladas de la Stevia rebaudiana 180 veces
mas dulces que la sucrosa, que son utilizadas en Japon,
China y Corea del Sur como substitutos del azticar [11].
Otros glucésidos con esqueleto kaurénico como el
atractilosido y el carbonil-atractilésido son toxicos [12].

Se han descrito varios métodos para obtener ésteres
glicosidicos de 4cidos carboxilicos. Uno de los mas
conocidos es la reaccion de Mitsunobu [ 13] que utiliza
trifenilfosfina y dietil azodicarboxilato lo que conduce
ala inversion de configuracion del carbono anomérico
del carbohidrato. Wood y Fletcher [14] describieron
un método para obtener los ésteres carbohidrato de
grupos carboxilo estéricamente impedidos, como es el
caso del grupo carboxilo en el &cido kaurénico. En este
método la sal de plata del 4cido reacciona en benceno
seco con el bromuro peracetilado del azucar y forma
el éster carbohidrato acetilado. Este fue el método
utilizado por Visbal y colaboradores para obtener los
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ésteres del acido kaurénico con glucosa, ramnosa y
galactosa [15]. En el presente trabajo se utilizd este
método para obtener los ésteres glicosidicos de los
acidos 15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (2b),
15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (3a) y 15-oxo-
ent-kaur-16-eno-19-oico (4a).

MATERIAL Y METODOS

Procedimientos generales. Los puntos de fusion
se midieron en un aparato Fisatom Modelo 430D
y no estan corregidos. Los espectros infrarrojo
se realizaron en un espectrémetro Shimadzu
Inffinity y los espectros de resonancia magnética
nuclear se efectuaron en un espectrémetro Bruker
modelo Avance de 400 MHz. Para la completa
elucidacion estructural se realizaron experimentos
uni y bidimensionales: 'H, 13C, H-H-COSY, DEPT,
HMBC, HMQC y NOESY, Los espectros de masas
de alta resolucion se realizaron en la Universidad de
California, se utilizo un equipo Agilent 6210 LCTOP.
Para la purificacion de las sustancias sintetizadas
se utiliz6 la cromatografia flash en columna sobre
gel de silice (Merck 60, 63-200 mesh) eluyendo las
fracciones con hexano y mezclas de hexano-acetona,
hexano- acetato de etilo, o hexano-éter dietilico. Para
la cromatografia en capa fina (TLC) se usaron placas
Merck de gel de silice de 0,20 mm de espesor sobre
un soporte de aluminio. La cromatografia de gases-
masas se realizo en un equipo MSD Hewlet Packard
5975 sobre columna HP-5MS (95 % metil-5 % fenil
polisiloxano), con helio (0,9 mL/minuto) como gas
portador. Se utilizé una temperatura inicial de 250 °C
seguida de un programa de 5 °C/minuto hasta 300 °C,
manteniéndose la temperatura final 5 minutos. La
D-glucopiranosa se adquiri6 de la compaiiia Aldrich
(Milwaukee, USA). Otros reactivos se adquirieron
de la compaiiia Merck y no se purificaron antes
de usarlos. Se utiliz6 hexano, acetona y acetato de
etilo de grado técnico previa destilacion. Se prepard
benceno y éter anhidros mediante adicion de alambre
de sodio metalico y destilacion.

Obtencion de acido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-
eno-19-oico (2b). Se recolectd en julio de 2010 17
kg de hojas de Coespeletia moritziana en el Pico del
Aguila (Muestra testigo AU-27, Herbario MERF). El
material seco y molido (5,9 kg) se extrajo a temperatura
ambiente con hexano-éter dietilico (4:1). El extracto
se agitdé con una solucién de hidroxido de sodio 0,5
molar. A la fase acuosa, que contenia la fraccion acida,
se agreg6 acido clorhidrico hasta pH 3,0 y se agité con
hexano. La capa organica que contenia los acidos libres
se llevo a sequedad obteniéndose 145 g de residuo que

se trato a temperatura ambiente durante 48 horas con
1,5 L de éter dietilico, obteniéndose una masa cristalina
(13,8 g) de acido 15a-O-senecioxi-ent-kaur-16-eno-
19-oico (2a), que se filtré y lavo con éter dietilico. Se
purifico el dcido 2a mediante cromatografia flash sobre
una columna de gel de silice, eluyendo con hexano. La
pureza del acido 15a-O-senecioxi-ent-kaur-16-eno-19-
oico se comprobd mediante metilacion de una alicuota
y cromatografia de gases-masas observandose un solo
pico a 11,5 min. Peso molecular 414 (C,cH;40,4). Se
disolvid 10 g de 2a en 50 mL de dimetilsulfoxido,
se agregd 5 gramos de hidréxido de potasio y se
calent6 a reflujo durante 3 horas. A la solucion fria
se anadieron 200 mL de agua y se llevd hasta pH
3,0 por adiciéon de éacido clorhidrico. Se agité con
hexano y el extracto hexdnico se seco sobre sulfato
de sodio anhidro y se llevd a sequedad obteniéndose
7,4 gramos de una sustancia que segiin una inspeccion
en capa fina contenia un 95 % de 4cido 15a-hidroxi-
ent-kaur-16-eno-19-oico (2b) y pequeias impurezas
de 4cido kaurénico y 4cido 15a-O-senecioxi-ent-
kaur-16-eno-19-oico. Una cristalizacion en metanol
y una recristalizacion en benceno permitié obtener
acido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico puro con
punto de fusion de 224-228 °C (lit 224-228 °C) [16].
El espectro de gases-masas del acido metilado mostrod
un solo pico a 6,18 minutos, i6n molecular a m/z 332
(C51H3,05).

Obtencion de acido 15a-acetoxi-ent-kaur-
16-eno-19-oico (3a). Se disolvieron 3,0 g de acido
15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico en 10 mL de
anhidrido acético, se agregaron 10 mL de piridina y
se sometio la mezcla a reflujo durante 30 minutos. Al
cabo de este tiempo se agregd 100 mL de agua helada
y se extrajo la mezcla con éter dietilico. Se seco la
solucion etérea sobre sulfato de sodio anhidro y se
llevo a sequedad. Se evaporo la masa solida tres veces
luego de afiadir pequefias cantidades de tolueno a fin
de eliminar completamente la piridina. Se purificd
el residuo solido mediante cromatografia flash sobre
una columna de gel de silice eluyendo primero con
hexano y luego con hexano-acetato de etilo (4:1).
Se obtuvo 2,8 g de 4cido 15a-acetoxi-ent-kaur-16-
eno-19-oico puro (3a), punto de fusién 172-174 °C,
idéntico al mismo 4cido aislado de Espeletia schultzii
[17] (TLC, IR). El 4cido metilado fue inspeccionado
mediante cromatografia de gases-masas, observandose
un solo pico a 7,19 minutos, peso molecular m/z 374
(C23H3404).

Obtencion del acido 15-0x0-ent-kaur-16-eno-19-
oico (4a). Se disolvieron 2,1 g de 4cido 15a-hidroxi-
ent-kaur-16-eno-19-oico en 10 mL de piridina y se
agreg6 un exceso de complejo CrO5-piridina, reactivo
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de Sarett [18]. Se dejo toda la noche a 30 °C bajo
atmosfera de argén y agitacion magnética. Al dia
siguiente un ensayo en capa fina indicé que se habia
consumido por completo el producto inicial y se habia
formado 100 % del 4cido 15-oxo0-ent-kaur-16-eno-19-
oico (4a, Rf =062, solvente, hexano-acetato de etilo
4:1). Se afiadieron 200 mL de agua y se agito tres veces
con éter dietilico. El extracto etéreo se seco sobre
sulfato de sodio anhidro y se evapor6 a sequedad. El
residuo se disolvié en hexano caliente y se purificd
sobre una columna de silica gel (80 g) eluyéndose
con hexano y luego con mezclas de hexano-acetato de
etilo obteniéndose 1,82 g de 4a con punto de fusion de
184-185 °C (lit. 184-5 °C) [9], UV Amax 234 nm (log
€ 3,85), IR (KBr) vmax cm™! 3072, 2934, 2864, 1724,
1690, 1644, 1470, 1256, 935.

Preparaciéon de las sales de plata de 2b, 3a
y 4a. Se disolvieron 5,0 g de 2b en 100 mL de
metanol y se afiadieron dos gotas de solucidén de
fenolftaleina. Se titulé con una solucion 0,5 molar
de hidroxido de sodio hasta que la solucion tomé un
color ligeramente rosado, para formar la sal sédica
2c¢. Se afiadieron 3,0 g de NO;Ag disueltos en 10 mL
de agua y se dejo en la oscuridad durante 3 horas.
Se filtro rapidamente la sal de plata (2d) sobre un
embudo de frita de vidrio y se puso en la estufa a 50
°C durante la noche. Al dia siguiente se guardo la sal
de plata formada (4,9 g) en un desecador al vacioy
en la oscuridad. Se utiliz6 el mismo procedimiento
que se acaba de describir para preparar 2,40 g de
3capartirde 1,9 gde 3ay 1,15 g de 4¢ a partir de
0,9 g de 4a.

Obtencion del bromuro de tetraacetato de
a-p-glucopiranosa. Se utiliz6 el procedimiento de
Redemann y Niemann [19]. La cantidad de 22 g de
monohidrato de glucosa produjeron 35 g de bromuro
que se recristalizo en éter di-isopropilico (p.f. 86-88
°C). Este producto se conserva indefinidamente en la
nevera a -10 °C bajo éter di-isopropilico.

Preparacion del éster glicosidico del acido
15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (5b). Se
suspendid la sal de plata (2d, 2,1 g, 4 mmol) en
benceno seco (tratado con alambre de sodio) en un
balon especialmente tratado a la llama y al vacio
para eliminar toda la humedad. Se afadieron 2,2
g (5,4 mmol) de bromuro de tetra-acetato de a-D-
glucopiranosa disuelto en benceno seco y se dejo
bajo agitacion en la oscuridad en atmoésfera de argon
durante 12 horas. Transcurrido ese tiempo se filtro
al vacio sobre frita de vidrio. El filtrado se llevd
a seco a presion reducida y se purific6 mediante
cromatografia flash sobre gel de silice eluyendo con
mezclas de hexano-acetato de etilo obteniéndose

1,1 g del éster glucosidico acetilado (5a) del 4cido
15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (rendimiento
del 34 % con un punto de fusion de 120-122 °C). El
espectro de masas de alta resolucion, medido bajo
la forma de sal s6dica mostré un peso molecular
de 671,3908 (C34Hy80,,.Na). IR (KBr) vmax cm’!
3068, 2949, 2862, 1759, 1736, 1234, 1217, 1082,
905. Espectro de HI-RMN (Tabla 1). Espectro de
CI3-RMN (Tabla 2). El éster protegido se someti6 a
hidrolisis suave mediante reaccion con NH;y seco en
solucidon metanolica. Una solucion de 1,0 g de Sa en
100 mL de metanol seco se satur6 con NH; obtenido
mediante reaccion de NH,OH con KOH y secado
en una columna de sulfato de sodio anhidro. Esta
hidrolisis condujo a la obtencion del éster glicosidico
libre (Sb) del 4cido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-
oico en forma cuantitativa (0,8 g). El éster cristalizd
directamente de la solucién metandlica, con punto
de fusion de 108-110 °C. IR (KBr) vmax cm™!: 3599,
3398, 30068, 2949, 2920, 2854, 1724, 1635, 1074,
993. Espectro de H!-RMN (Tabla 1). Espectro de
CI3-RMN (Tabla 2).

TABLA 1
Desplazamientos quimicos de los protones de los ésteres
glucosidicos protegidos (5a, 6a 'y 7a) y libres (5b, 6b y 7b).

H 5a 6a 7a 5b 6b 7b
1a 0,77 dt 1,01 dt 0,79 dt 0,75 dt 0,72dt [ 0,7dt
414 Hz 4,14 Hz 4,14 Hz 414 Hz 3:13Hz | 3;13Hz
1b 1,84m 1,86 m 1,65m 1,77m 1,75d | 1,71 m
6,4 Hz
2a 1,55m 1,42m 1,44 m 1,48 m 145m [ 141m
2b 212m Na 1,80 m 217m 218m | 214m
3a 1,05m 0,98 m 1,03 m 1,06 m 1,04m | 1,01 m
3b 227Tm 213m 214m 235m 237m | 235m
5 1,09 m 1,07 dd 1,16 m 1,11 m 1,038d 1,16t
1;12Hz 10,7Hz | 3,7Hz
6a 1,90 m 1,85m 1,85m 197d 1,98d | 2,08m
13,0Hz 10 Hz
6b 2,30m 1,60 m Na 2,37d 235m | 2,38m
13,0 Hz
7a ,38 m ,50m 1,35 m ,40m ,30m ,42m
7b ,45m ,54m Na 43 m ,69m [ 2,03m
9 ,03m ,19m 1,22 m ,02m ,13m ,28 m
11a ,54 m ,52m 1,62 m .54 m ,50m ,57m
11b 1,59 m 1,56 m 1,67 m 1,59 m 153m | 2,15m
12a 1,45m 1,68 m 1,68 m 1,46 m 1,49m [ 1,50 m
12b 135m 124m 1,77m 137m 138m | 1,58m
13 2,58 sa 2,77 sa 3,02 sa 2,54 sa 2,67sa| 2,83sa
14a 1,06 m 1,43 m 1,37 m 1,08d 1,48m [ 1,01d
6,8 Hz 3,9 Hz
14b 2,10dd 187d 2,30d 211d 2,08m | 2,46d
2;11 Hz 12,1Hz 11,8 Hz 6,8 Hz 12,0 Hz
15a 2,03m 524brs [ e 1,99t 551s | s
13,0 Hz
15b 206m | - [ 201d | e |
6,2Hz
17a 4,73 br 5,42 brs 525s 4,84 brs 509s 5,18s
17b 4,79 brs 5,72 brs 502s 4,87 brs 522s | 6,04s
18 0,78 s 0,83s 0,88s 1,20s 1,30s 1,26s
20 1,14s 1,16s 1,18s 127s 121s 1,26s
CH3CO | — 202s | - 212s
1 5,75d 5,72d 5,73d 6,19d 6,13 d | 6,25d
7,6 Hz 7,8 Hz 7,8 Hz 8,0 Hz 78Hz | 78Hz
2 524t 52d 524t 421 423td | 4,20t
7,8 Hz 78 Hz 8 Hz 8,1 Hz 84Hz | 81Hz
3 5,22t 525t 522t 425t 422t 425t
9,0 Hz 9,0 Hz 9,0 Hz 8,1 Hz 90Hz | 90Hz
4 514t 514d 514d 514d 428t | 437t
9,0 Hz 9,2 Hz 94 Hz 9,4 Hz 90Hz | 92Hz
5 3,82m 38m 3,81 3,81m 405m | 4,03d
6a’ 4,07d 4,07 dd 4,07dd 407dd | 4,36d | 4,37d
123Hz  [13y12,0Hz[1,3y12,0Hz|1,3y12,0Hz|12,0Hz | 120Hz
6b” 4,29dd 4,28 dd 4,24 dd 4,24 dd 444d | 444d
48y120Hz[49y120Hz|49y120Hz|49y 120Hz[12,0Hz | 12,0 Hz
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TABLA 2
Desplazamientos quimicos de C-13 de los ésteres glicosidicos
protegidos (5a, 6a, 7a) y libres (5b, 6b, 7b).

C 5a 6a 7a 5b 6b 7b
1 399 40,0 39,9 41,0 41,0 404
2 19,0 19,1 19,0 19,7 19,8 19,5
3 383 37.9 37.8 386 383 385
4 442 442 56,3 43,7 44,6 444
5 563 56,8 20,0 57.6 575 57.0
3 20,0 20,7 338 224 216 208
7 416 32,8 52,6 41,8 354 34,7
146 442 516 146 48,1 53.0
9 516 52,90 404 553 53,5 522
10 40,9 39,9 18,5 40,1 40,5 40,9
11 185 185 324 189 19,0 19,0
12 33.6 34,8 382 33,7 332 32,6
13 44,6 42,8 36,7 44,5 43,2 38,7
14 40,0 374 210,0 399 375 36,9
15 49,5 3.1 149,35 49,3 3.5 2102
16 1560 | 1560 | 1495 | 156,0 | 1566 | 147,0
17 1035 | 1102 | 1147 | 1037 | 1103 | 1140
18 289 28,8 289 288 209 288
19 1761 | 1768 | 1756 | 1770 | 1772 | 177.1
20 162 164 16,0 16,1 164 16,1
CH,C00 | —r 203 | e | s 21,5
CH,CO0 | —r 1712 | | s 1711
1 913 913 913 95,9 96,2 96,2
2 70.4 70,4 70,3 74,2 74,5 74,4
3 732 733 732 792 79,5 79,5
4 68.3 68.3 68.3 71,2 71,5 714
5 729 726 726 79,5 79.7 79.7
[3 618 618 618 623 62,5 62,5

Sintesis del éster glicosidico del acido
15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (6b). Se
suspendi6 0,8 g (1,71 mmol) de sal de plata del acido
15a-acetoxi-ent-kaurl6-en-19-oico (3¢) en benceno
seco. Se afadio 0,75 g (1,83 mmol) de bromuro
de tetra-acetato de a-D-glucopiranosa disuelto en
benceno seco y se dejo bajo agitacion en la oscuridad
en atmosfera de argon durante 12 horas. Transcurrido
ese tiempo se filtro al vacio sobre frita de vidrio. El
filtrado se llevo a seco a presion reducida y se purificd
mediante cromatografia flash sobre columna de gel
de silice eluyendo con mezclas de hexano-acetato de
etilo. Se obtuvo 0,55 g del éster glicosidico acetilado
(6a), punto de fusion 139-140 °C, IR (KBr) vmax cm™!:
3067,2947,1759, 1738, 1371, 1219, 906., El espectro
de masas de alta resolucion, medido bajo la forma
de sal sddica mostr6 un peso molecular de 713,3144
(C36H500,3-Na). IR (KBr) vmax cm™!: 3072, 2956,
2870, 1755, 1468, 1382, 1237, 1061, 902. Espectro
de H!-RMN (Tabla 1). Espectro de C!3-RMN (Tabla
2). Se hidroliz6 el éster 6a con NH; seco utilizando
el mismo procedimiento ya descrito. El éster libre
6b cristalizé directamente de la solucion metabolica
(0,40g), punto de fusion 167-168 °C; IR (KBr) vmax
eml: 3412, 3080, 2932, 1736, 1663, 1371, 1240, 1045,
1024, 901; espectro de HI-RMN (Tablal), espectro de
CI3-RMN (Tabla 2).

Sintesis del éster glicosidico del acido 15-oxo-

ent-kaur-16-eno-19-oico (7b). Se suspendidé 0,9 g
(2,05 mmol) de sal de plata del acido 15-oxo-ent-
kaur-16-eno-19-oico (4¢) en benceno seco. Se afiadid
1,0 g (2,44 mmol) de bromuro de tetra-acetato de
a-D-glucopiranosa disuelto en benceno seco y se dejo
bajo agitacion durante 12 horas en atmdsfera de argén,
en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se filtr6 al
vacio sobre frita de vidrio. El filtrado se llevé a seco a
presion reducida y se purifico mediante cromatografia
flash sobre columna de gel de silice eluyendo con
mezclas de hexano-acetato de etilo. Se obtuvo 0,95
g del éster glicosidico acetilado (7a), punto de fusion
157-159 °C; IR (KBr) vmax cm!: 3084, 3955 2862,
1751, 1645, 1371, 1229, 1074, 906. El espectro de
masas de alta resolucion, medido bajo la forma de
sal sodica mostrd un peso molecular de 669,2881
(C54H460,,.Na). Espectro de HI-RMN (Tabla 1),
espectro de C13-RMN (Tabla 2). Se hidrolizé el éster
7a con NHj; seco utilizando el mismo procedimiento
ya descrito. El éster libre 7b cristalizé directamente
de la solucién metanolica (0,70 g), punto de fusion
150-151 °C. Espectro de HI-RMN (Tabla 1), espectro
de C!3- RMN (Tabla 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

El 4cido 15a-hidroxi-ent-kaur-16-eno-19-oico
(2b) se obtuvo mediante hidrolisis del acido 15a-O-
senecioxi-ent-kaur-16-eno-19-oico (2a) aislado de
la Coespeletia moritziana. El acido 15a-acetoxi-
ent-kaur-16-eno-19-oico (3a) y el acido 15-oxo-
ent-kaur-16-eno-19-oico (4a) se obtuvieron de 2b
mediante acetilacion y oxidacion respectivamente.
Las estructuras del acido kaurénico y sus derivados
se presentan en la Figura 1. Para obtener los ésteres
glicosidicos de 2b, 3a y 4a se preparo las sales de
plata de estos tres compuestos (2d, 3¢ y 4c) mediante
reaccion de las respectivas sales sddicas con nitrato
de plata. Para lograr la esterificacion de los kaurenos
fue necesario hacerlos reaccionar con bromuro
de tetra-acetilglucosa que se obtuvo mediante el
procedimiento de Redemann y Niemann [19]. Esta
reaccion se realiza en solucion de benceno anhidro,
el i6n bromuro reacciona con el i6n plata formando
bromuro de plata que es insoluble en benceno.
Simultaneamente el carbono anomérico de la glucosa
protegida forma un enlace con el grupo carboxilato
del kaureno. Los ésteres glicosidicos libres (Sb, 6b
y 7b) se obtuvieron mediante hidrolisis suave de los
grupos acetilo tratando 5a, 6a 'y 7a con NH; seco en
soluciéon de MeOH absoluto.

En la reaccion entre la sal de plata y el bromuro
de tetra-acetilglucosa se tiene que evitar la presencia
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de agua porque el agua reacciona con el halégeno
del aztcar, por esta razén se utilizé benceno seco
que fue tratado con alambre de sodio y el kaurenato
de plata se seco al vacio sobre pentoxido de fosforo.
Sin embargo es inevitable que el bromuro de tetra-
acetilglucosa contenga trazas de humedad, ya que
si se trata de secarlo asi sea un corto tiempo en
un desecador, adquiere un color negro, signo de
descomposicion. Por consiguiente es inevitable tener
trazas de humedad en el transcurso de la reaccion y
esta pequena cantidad de agua es probablemente la
responsable de que el rendimiento de la reaccion no
pase del 30 %.

La configuracion del grupo carboxilico tanto del
acido kaurénico (1), como de los derivados 15a-acetoxi
(3a) y 15-oxo0 (4a) es a-axial con respecto al plano de
los anillos A/B del esqueleto kaurénico. En vista de
que el metilo C-20 tiene también configuracion a-axial
el grupo carboxilico estd sometido a un impedimento
estérico que puede ser parcialmente responsable del
bajo rendimiento de la reaccion.

La constante de acoplamiento de los hidrogenos
anoméricos, tanto de los productos protegidos (5a,
6ay 7a) como de los ésteres que tienen los hidroxilos
libres (Sb, 6b y 7b) es de aproximadamente 8 Hz, lo
que quiere decir que el enlace que une la glucosa al
grupo carboxilo es f y por consiguiente ecuatorial
con respecto al plano de la glucosa. La asignacion de
los desplazamientos quimicos tanto proténicos como
de carbono 13 de todos los compuestos, se realizod
con ayuda de experimentos !H-'H-COSY, DEPT,
HMQC y HMBC . Estos valores se presentan en las
Tablas 1 y 2. Experimentos NOESY indican que no
hay interaccion de los atomos de hidrégeno del azticar
con los 4tomos de hidrogeno de los kaurenos, lo que
indica que la molécula de azucar esta orientada hacia
abajo con respecto al plano del kaureno. Un analisis
de rayos-X del éster glicosidico del acido kaurénico,
obtenido por Mora y col. 2004 [20], confirm¢ la
configuracion deducida de los experimentos de
resonancia magnética nuclear.

En la Tabla 1| se presentan los desplazamientos
quimicos proténicos de los ésteres glucosidicos
protegidos (5a, 6a y 7a) y libres (Sb, 6b y 7b). Los
espectros de resonancia de los ésteres glicosidicos
protegidos se ejecutaron en soluciéon de cloroformo
deuterado. Los espectros de resonancia de los
¢ésteres desprotegidos (5b, 6b y 7b) que tienen
todos los grupos hidroxilo libres y por consiguiente
son compuestos polares insolubles en cloroformo,
se realizaron en piridina deuterada. Aunque los
compuestos son muy parecidos entre si, las sefiales
de los compuestos disueltos en cloroformo difieren

de los disueltos en piridina, sobre todo en aquellos
protones que estan cerca de grupos anisotropicos,
como los carbonilos y el carbono anomérico de la
glucosa. Por ejemplo en los tres productos protegidos
(5a, 6a y 7a), el proton H-1 unido al carbono
anomérico del azucar muestra un desplazamiento
que es practicamente idéntico (6 5,75, 6 5,72 y &
5,73) en cambio en los ésteres donde los hidroxilos
estan libres, la sefial de este proton aparece alrededor
de 6 6,20. Los protones H-2°, H-3’ y H-4’ muestran
igualmente un desplazamiento diamagnético (hacia
campo mas alto) en aquellos compuestos que tienen
los hidroxilos libres, este desplazamiento es de casi
1,0 ppm. En cambio los hidréogenos H-4* y H-5’
muestran un ligero desplazamiento paramagnético
(0,2-0,3 ppm).

El grupo acetilo ubicado sobre el carbono C-15
influye notablemente sobre el desplazamiento quimico
de los protones del doble enlace exociclico (H-17ay
H-17b), Hay un desplazamiento paramagnético (hacia
campo mas bajo) de estos dos protones en 6a debido
a la influencia del carbonilo del grupo acetilo. La
influencia del carbonilo es atin mas notable en el caso
del grupo 15-oxo ya que los protones H-17ay H-17b
se desplazan a § 5,25 y 6 5,92. Pero la influencia de
estos carbonilos afecta también los protones H-9,
H-13, H-14 que se desplazan a campo mas alto, sobre
todo en el caso de los compuestos 7a y 7b.

La presencia del grupo acetoxi produce el
desplazamiento paramagnético del carbono C-15 a
83,1 ppmy en el caso del compuesto 15-oxo (7a'y 7b)
a 210 ppm. Obviamente, las sefiales de los carbonos
C-7, C-9, C-12, C-13 y C-14 vecinos a C-15 sufren
un desplazamiento a campo mas alto, ya que el efecto
del doble enlace del grupo C=0 es contrario en los
carbonos vecinos, al efecto observado sobre los
protones que portan dichos carbonos.

Las sefiales de los dos protones exociclicos
(H-17ay H-17b) que aparecen en el &cido kaurénico a
04,73 y 64,79 se desplazan a campo mas bajo en 6a
(05,226 5,73) yen 7a (8 5,25 8 5,92). Estos valores
cambian ligeramente en los ésteres glicosidicos libres
5b, 6b y 7b que se realizaron en piridina deuterada.
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