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WIRODUCCION

Las plantas de la fatmiia Asclepadacene estdn ampliamente distribuidas geografica-
mente, sobre todo, cn Centio y Norteamérica’. Bl estucho titoquimico dc esta familia estd
bien documentado, y es de suma importancia debido a fa gran cantidad de metabolitos gue

se aislan de los distintos gc’neros" .

Estos metabolitos han mostrado tener diversa actividad bioldgica. En parocular, los gé-
neros Asclepius y Calotropis sobresalen por [a gran cantidad de productos con actividad
cardiotonica (glicdsidos cardiacos 6 cardendlidosy™”. Desafortunadamente, la actividad cay-
dioténica de estos metabolitos es téxica’, y un ejemplo claro de ello se observa en la natu-
raleza, al proveer a la manposa monarca (Danaus plexippus) de un mecanismo de defensa

en contra de algunos depredadorex"z“{.

Esto es, la mariposa monarca se alimenta de las plantas pertenecientes a esta fanulia, al-
macena los glicésidos contenidos en la planta y cuando un depredador (pdjaros principal-
mente), ingiere alguna mariposa, este se¢ intoxica o muere. Posteriormente, en caso de so-

brevivir, el depredador ignorard totatmente a la mariposa’.

Pero no todos los metabolitos tienen actividad wxica. Existen algunos metabotitos, por
ejemplo, la labriformina’, que ha mostrado cierta actividad antitumoral. Desaforiunada-
mente, la pequeia cantidad de labriformina que se afsla del Litex de las plantas de la familia
Asclepiadaceae (por ejemplo, A glaucescens), han prolongado el estudio de la determina-

cion de Ja aclividad biologica™®.

Es por ello que surge la necesidad de emplear a Sintesis Orgdnica y obtener estos pro-
ductos en el laboratorio, a partir de metabolitos aislados de lu musma tamilia
(Asclepiadaceae) y con un esqueleto catbonado similar al de la labriformina, a Tos cuales se
fes 1calizan Transformaciones Quinticas sucesivas para obtener ¢l producto deseado. Asi,
extrapolando resultados a lu labriformina, se logrard determinar la actividad bioldgica y

demostrar su uso terapéutico o su Loxicidad,
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Los metabolitos empleados para dichas transformaciones, gue se aislan cn cantidad sufi-
. . . . i ‘e
clente de Asclepras lrm.'r'r(rl, son conocidos como asclepinas’, det que destacan el Gomfé-

stdo, el Afrésido v la Calactina’.
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FUNDAMENTACION TEORICA

Las asclepinas (rabfa A) son ghedsidos cardiacos (curdendhidos) pertenecientes & un
grupo de dervados esteroidales de 23 dtomos de carbono, La mayoria de estos productos
won astados de ta familia Ascfepiadaceae y estdn formados por un azicar y una aghcona.
Las asclepinas mds importantes aisladas de esta Eamilia, se muestran cn la rabla A Las ca-
racterfsticas importantes de la estructura de la aglicond (o genina) son, en general, la pre-
sencia de una y-lactona (B-butendlida) o f-msaturada umda al carbono C-17 del esqueleto
esteroidal y un geupo oxhidrile terciario en el carbono C-14. Algunas geninas son portado-
ras de un grupo aldehido en el carbono C-19'. La mayoria de los glicosidos tienen el azicar
unido en las posiciones 2oty 3P de la aglicona, formando un hemicetal y un acetal respecti-

vamente, o que los hace muy resistentes a hidrolisis dcida”’.

[ (N 1 1} Ry H [ H:
GOMFOSIBO ¢ Mo H B-OH n-H H H
AFROSIDO 1 v H 8.OH o-H o U
CALACTINA L HO H B-OH o-H " H
CALOTROFINA 1v (HO H wOH [i-H H H
CALOTOXINA v < HO H 3-OH, t-H 31} H
ASCLEPINA v (i H - OAc. H W H
PROCEROSIDO vir CHO  H §-OH o-H H  OH

TABLA A Alpunas asclepinas asladas de la faniha

1243
Asciepiaduc eae a
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Ei axtcar presente en algunas asclepmay (tal como el GomfGsido 1. el Afidsdo Iy la
Calactina I} es una 4.6-B-D-(lidesoxlhcxo.\uioxal’.‘;'. lo que es importante en las transfor-

maciones debido al grapo funcional 2°,3"-dio] (Figura 1)

HO

PV

(4] (3]

O — O — P

Hy

Figura 7 Azicar picsente en algunas asclepinas®

La estructura de afgunas asclepinas, asi como la estructura del azidcar fue determinada
. . . oo . - 7
por Reichstein® en Suiza, y Ia estereoquimica del azticar fue determinada por Cheung” en

Australia. La 4,6-didesoxihexosulosa muestra las siguientes caracteristicas’ {Figura 2);
o

+ Laquiralidad del carbono C-5'es R
+ Et grupo 3-hidroxilo es axial
¢ Los grupos hidroxilo 2'- y 3'- sen cis

« La [usion de los anillos es cis

Figura 2 Esteicoquinuea de ia 4. 6echdesoxiheansalosa®
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Se ha observado gue la actividad biolégica de estos alicdsidos e tonica’?. Algunos m-
cectos s¢ alimentan de estas plantas, utilizindolas como defensa contra jos depredadores Es
de gran interés ¢l caso de la mariposa monarca (Danaus plexippus), que desde farvay du-
rante (odo su desariollo, inglere las asclepinas, almuacenindolas en su cucrpo' La mariposi
monarca, debido a sus colores Hlamativos, es distinguida por algunos depredadores como los
pdjaras, pero como la ingestion de dos 0 mis especimenss causa vOmMito o hasta Iz muente,

posteriolmente hacen caso omiso de ella.

La familia Asclepiadaceae agrupa aproximadamente 2500 especies en 200 géneros A
diferencia de otras familiag {por ejemplo, Angiospermasy, en esta familia abundan los ghed-
vidos!. Se han aislado de 12 géneros y se cree que existen en algunos otros En particular,
los géneros Calotropis y Asclepias, tienen amplia distribucion en México y son los mids es-

tudiados’. Entre las especies de Asclepias mds estudiadas se pueden mencionar:

! )
A syriacad ! A subulatd’ A crrossavicd
e L7 e 3
A friticosa A speciosa A glancescens
. .2 . (/] . 7
A linarid A erivcarpd A lunnistrara

En algunos paises como Costa Rica, México o la India, se han utitizado varias especies
de Asclepias en preparados medicinales para el tratamiento del cdncer’, tumores o verrugas,

asi como vomutivos o en el tratamiento de la bronquitis’.

En la actualidad, el estudio fitoquimico cs de gran importancia en la bisqueda de pro-
ductos con actividad farmacolégica. Principalmente las sustancias con actividad antineopld-
sica han sido evaluadas en grandes centros de mvestigacion, por su trascendencia terapéu-

tica.

En especial, la labtiformina IX, es un producto natural atslado de algunas especies de la

familia Asclepiadaceae (como por cjemplo, Asclepias g!mru}.\cenﬁ)‘;, cuya actividad biold-
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@ica ha sido estudiada parcialmentc en el National Institute Cancer Research (NICR), en

Estados Unidos. mostrando cierta actividad antitumoral (antincopidsica) muy mteresante

LABRIFORMINA FX

La dificultad que se presenta para lograr determinar la actividad bioldgica, es la cantidad

tan pequedia de labriformina que se puede obtener del ldtex de la planta A gi(urcescen.v".

Pero las asclepinas, que se afslan en mayor proporci(‘m"‘?, presentan un esqueleto carbo-
nado stmtlar al de la labriformina. Por tanto, se pueden realizar transformaciones quimicas
en las asclepinas (Gomfésido I, Afeésido [Ty Calactina IIT), y evaluar la actividad biold-

gica, extrapolando los resultados a fa labriformina.
Las transformaciones quimicas a realizar en fas asclepinas son:
+ L oxidacidn del grupo 1,2-diol para obtener la correspondiente hidroxicetona.

«  La lormacién del anillo tiazolinico (tiazolidina) en ef carbono ¥, mediante reaccidn

del carbonilo de 1a hidroxicetona y ¢l derivado apropiadoe de cisteina.
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R; 3
Gomtdside T Me n
Afrdsido ff Me OH
Calactina Hf CHO H

La oxidacién de 1,2-dioles a o-hidroxicetonas representa una transformacion gue siem-
pre tiene que superar el problema de la oxidacién del enlace C-C del glicol”'”. La oxida-
ci6n en las asclepinas (Gomfdsido I, Afrésido 11, Calactina H1I) se puede llevar a cabo ade-
cuadamente, gracias a las técnicas actuales conocidas para este tipo de sintesis, que evitan
la fragmentacidn del diol y ademds son regioespecificas. La oxidacién por bromindlisis de
derivados estanilados’ y la oxidacién con el dcido 2-yodoxibenzdico (aBX)!!, forman hi-

droxicetonas a partir de 1,2-dioles sin romper el enlace C-C del glicol.
2.1.- Oxidacién por Bromindlisis de Derivados Estanilados

La reaccion de 1,2-dioles con dxido de di-n-butilestanio (dibutitestaiio) en suspension en
benceno, con eliminacion azeotrépica de agua, es regioespecifica, y la formacidn del esta-
nilderivado es eficiente’"™7. Se ha observado que en disolventes no polares. puede existr
como dimero aumentando la selectividad. La reaccién de bromindlisis se lleva a cabo a
temperatura ambicnte a la velocidad de una titulacion, obteniendo resultados satisfactorios

l”

del cetoalcohol’* ( Figura 3)
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Rkt C—C R34 RH O —C K
nise:Snod By .
W —C RaRy — (1) o — O = Raltx C—C Rally
\/ /£ Ssatu;
OH Ol $h Buén -'\” U OH 0
nibu nhu
R E—

Figura 3 Oxidavidn de L.2-oles a hidroxicetonas par el mélado de

n Bu;SnO."Br;”

Los derivados de aziicares, son buenos modelos para cvaluar el alcance del método en
presencia de una variedad de grupos protegidos, porque da fa tranguitidad de discriminacion
entre posibles productos de oxidacién isoméricos’. Por ejemplo, se ha descrito que el mé-
todo de bromindlisis de derivados estanilados, oxida umformemente aziicares con un ren-

dimiento elevado (87%)” {Tabla B).

1.2-DIOL HIDROXICETONA RENDIMIENTO (%)
O 0
q q "
ol O
"o OCHh, O OCPh
77-87
[114} HO
0 ]
OMe O My
Ohle Ml
(l“h”" CiH.0H
CHOH 0
0 0 m
Ml LARITY
(><M:t' (><.\1l'
° ™ 0 e
P 1] P
[ ™o } 0
] | 0 |
"yl Hye 72
o 0
O LB 0 H,Ph
E Ol
wo [

TABLA 8 Rendimicntos descritos para la formacion de mdroxicetonas

apatirde | 2-cioles con aBu,SnQ/Br:
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Durante la bromindlists se presentan atgunas complicaciones, como s el aumento de la
acidez en el medio de reaccién debido a la formacién de HBr, provecando una ruptura de
los enlaces Sn-O (cetdlicos) y la formacién de materal de desecho, que puede atacar a la

materia prima (diol), asf como a la cetona quelatada’®.

Para evilar este problema, es recomendable agregar tamiz molecular de 4A o un equiva-
fente de met6xido de tributilestafio durante la adicién del bromo. Los rendimientos son sig-
nificativamente altos con ef segundo caso, pero la introduccion al medio de reaccidn de de-

rivados estanilados hace muy diffcil su eliminacién®.

El mecanismo de reaccién (Figara 4) propuesto para la oxidacion de 1,2-dioles a hidroxi-

cetonas, a partir de la formacidn del derivado estanilado y posterior brominélisis, se mues-

tra a continuacion’.

Ry Ry K
-H* MR
RRC—Cr—H === RRC—C—H P R|RC—C~==H
+R* -Hy0
H CH Q H e 0
i "“u\:@'@
aBugsn 0 >
oS ==0 N
o
"y Ks Ba
L H . = R C—CyH
RfsC-—C —_— R.R:(.——C\\ N 1 :l D‘
\() +H 4] +H o .
oH (0 0\ J b
| nllu,.‘hv)
abuSnr |
aluSnk e

Figura 4 Mecanismo de reacciSn propuesto para 2 oxidacion por #BuaSNO/Br,"*

2.2.- Oxidacién con Acido 2-Yodoxibenzéico en DMSO

Otro método descrito para la oxidacién de 1,2-dioles es ef caso del dcido 2-yodoxiben-

as i .
z6ico’’ (IBX X), que pertenece al grupo de los peryodinanos; estos son agenies suaves y
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selectivos para la oxidacion de alcohotes’®. Estos compuestos

por Meyer y Hartmann'.

[ueron preparados en 1893

X x
L2-DIOL HIDROXICETONA RENDIMIENTQ (%}
98
85
i
LA
Acl) é v
on &
an
O Ac
o 93
b
L]

|.2-choles con [BX/DMSO

TABLA € Rendimiento descrite para la formacidn de hidroxicetonas a partir de

g
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La oxidacién con IBX se Heva a cabo en solucidn de sulféxido de dimenlo a temperatura
ambicnte (pocas veces, a otra temperatura), El IBX es estable a la humedad y la oxidacion
puede llevarse a cabo en un matraz abierto, sin necesidad de condiciones tales como atmas-

. . I
fera inerte o disolventes secos’”.

Durante algin tiempo, el IBX habia sido utilizado para la preparacion del peryodinano
de Dess-Martin, un eficaz oxidante. Por si solo, el IBX nunca se habia usado como agente

oxidante’.

El IBX ha mostrado gran selectividad y se han obtenido hidroxicetonas a partir de 1,2-
dicles con un rendimiento de hasta 98%!! (rasfz €). El mecanismo de reaccidn para la ob-

tencién de hidroxicetonas por este procedimiento no se ha descrito.
2.3.- Sintesis de Derivados Tiazolinicos

Las primeras sintesis de derivados de tiazol se llevaron a cabo a fines del siglo XIX, por

1%, En la literatura estdn des-

Hantzsch, Hubacher, Traumann, Miolatti, Tcherniac y Gabriel
critos varios métodos para la sintesis de derivados de tiazol’®, que pueden clasificarse segiin

los sintones mostrados en la tabla 2.

C :
N 5 N G S N g
N Nt e N “c
Hantzsch ;‘;Z’)""’“ Cook and Gabrlel
{1987 Heltbrann (1910)
(1947)
C C"-C ‘JC C ol
8 8 s S
¢ ¢ c N o
Erlenmeyer—— Gabriel Harte Dubs
{1243) {1918) and Selb {1974
(19711

TABLA £ Sintones que ejemplifican la sintesis de dertvados de tazol’®

17
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En la formacidn del anillo tiazolinico (Gabriel 1916), la B-mercaptoalquilamina sirve
como la materia prima, y el formiato de ctilo es el reactivo que proporciona el carbono de la
posicién 2- del anitlo. Esta sintesis constituye la ruta mds importante para la preparacién de

muchas tiazolidinas’®.

El método mds usado para la sintesis de tiazolidinas y sus homélogos, es el que involu-
cra la reaccién de compuestos carbonilicos con Of-aminotioles y sus derivados? (figura 5).
Aldehidos, cetonas y otros derivados, tales como acetales o tioacetales, reaccionan con cis-

teina y sus derivados, para formar tiazolidinas’>*’.

Por ejemplo, en la figura &, el clorhidrato de tiazolidina, se obtiene en alto rendimiento
por la reaccidn de clorhidrato de cisteamina con formaldehido acuoso a temperatura am-
biente. En esta reaccidn, la etilenimina y el sulfuro de hidrégeno pueden sustituir al amino-

tial?®.

[NHZ'HCI

Figura & Sintess de tazolidinas

El mecanismo de reaccin (Higura 6) para la formacion de la tiazolidina, a partir de la
sintesis de Gabriel (reaccida de carbonile con derivado de cistefna), se describe a continua-

cion.

(e = [36 # [X

Figura 6 Mecanismo de reaceidn para 1a formacidn de tiazohidinas

12



PIANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que algunos productos naturales gue presentan en su estructura deriva-
dos del tiazol (tiazolinas, tiazolidinas), presentan actividad bioldgica interesante™”, Por
ejemplo, en un estudio realizado en ef National Institute Cancer Research (NICR), en Esta-
dos Unidos (no reportado), la Jabriformina’, producio aislado de A glaucescens mostré acti-
vidad bioldgica muy importante (antitumoral). Desafortunadamente, debido a las cantidades

tan pequefias que se afslan del ldtex de 1a planta, este estudio ha quedado pendiente.

En base a la estructura de las asclepinas (en particular, Gomfésido I, Afrésido IT y Ca-
lactina IIT}, se planted que, si la actividad bioldgica de la labriformina estd determinada por
la presencia de la tiazolina en la posicidn 3', entonces es posible la transformacién quimica
de las asciepinas para obtener el derivado 3'-tiazolidina y evaluar as dicha actividad. Pero
esta actividad probablemente se deba a los sustituyentes presentes en el anillo B (grupo
ep6xido) o anillo C {grupo hidroxicetona), o también, al conjunte de los tres grupos funcio-

nales diferentes (tiazolina, epdxido e hidroxicetona).

Estas asclepinas muestran en su estructura un grupo 1,2-diol (posicién 2' y 3', excepto el
Afrésido IT que tiene dos grupos 1,2-diol), lo que hace posible tedricamente, la oxidacion
del alcohol secundario (3-hidroxilo), formando la hidroxicetona correspondiente (3'-ceto).
Posteriormente, se puede reatizar la formacién de la 3'-tiazolidina, por reacci6n del deri-

vado de la cisteina {clorhidrato del éster etilico).
Estas transformaciones quimicas son posibles, pues se han descrito métodos suaves y re-

gioespecificos (por ejemplo, IBX), favoreciendo la sintesis, pues las asclepinas son muy

sensibles a condiciones extremas de pH.

13



OBIETIVOS

4,1.- Objetivo General

Realizar transformaciones quimicas en las asclepinas correspondicntes (Gomfdsido,
Afrésido y Calacting), awladas de A linqria, para oblener el derivado 3’-tiazolidina, 1cali-
zundo iniciatmente la oxidacidn con el 4cido 2-yodoxibenzdco (IBX) o mediante la bromi-
ndlists de derivados estanilados. Posteriormente realizar Ja formacion de la 3'-tazolidia

con reaccion del clothidrato det éster etilico de cisteina (Gabriel).

4.2.-- Objetivos Parciales

Realizar la sintesis def dernvado 3'-ceto cn las asciepinas correspondientes (Gomfosido 1,
Afrésido I y Calactina I, empleando la oxidacién con dcido 2-yodoxibenzdico en sulfo-

xido de dimetilo a tempelatura ambiente.

Reahzar la sintesis del derivado 3'-ceto en fas asclepinas correspondientes (Gomfdsido 7,
Afrdsido I y Calactina HIT), empleando la oxidacion por brominélisis de derivados estant-
lados, formado por 1eaccion del dxido de dibutslestaiio v el diol correspondiente en ben-

ceno.
Realizat la sintesis del dervado 3'-tiazolidina en las asclepinas conespondientes y oxi-

dadas, empleando la condensacidn del clothidrato del éster ctilico de la eisteina con el dert-

vado 3'-ceto cn elanot,

14
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HIPOTESIS

La parle del azicar (4,6-didesoxihexosulosa) presente cn algunas asclepinas (productos
natutales aislados de Asclepras linaria), tiene en su estructura un 1,2-diol, lo cual favorece

fa sintesis del derivado 3'-tiazolidina mediante una serie de transformaciones quimicas.

Por tanto, al realizar en estas asclepinas (Gomfésido I, Afrésido I y Calactina I} ta
oxidacién del 2',3-diol por el método de! dcido 2-yodoxibenzéico en sulféxido de dimetilo,
y/o por el método de bromindlisis del estanilderivado formado a partir del éxido de dibutil-

estaflo, se obtendra el derivado 3'-ceto de asclepinas.

La condensacion del clorhidrato del éster etilico de la cisteina con el producto oxidado

{¥'-ceto) en etanol, dard lugar a la formacidn del derivado 3'-tiazolidina.

15
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6.-

Material

Matraz Erlenmeyer 5, 25, 50, 125, 250 mi, PYREX
Matraz bola 25, 50 mL., junta 14/20, ALDRICH
Matraz bola 100, 250, 500 ml., junta 24740, PYREX
Columnas para cromatografia, varias dimensiones
Equipo Dean-Stark, junta 14/20, ALDRICH
Refrigerante, junta 14/20, ALDRICH

Embudo de separacion 125mL, PYREX

Embudo Hirsh

Embudo de vidro de tallo corto, PYREX

Pipeta graduada 1, 5, 10 mL, KIMAX

Anillo de fierro

Soporte universal

Pinzas de tres dedos con niez

Cromatoplacas, ALUGRAM SIL G/UV s, para ccf
Barra magnética

Placas preparativas 20x20cm, MERCK SIL-60 GiUVys
Pipeta Pasteur

Embudo de aspersién

Cdmara de elucion

Cubreabjetos

Viales

Equipo

Reéstato, STAICO ENERGY

Canastitla, GLASS COL

Agitador magnético, CMS

Recirculador y enfriador de agua, POLISTAT COLE PARMER
Rotavapor, BUCHI 011, con bafio de agua, BUCHI 461

MATERIAL, EQUIPO ¥ REACTIVOS
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Polarimetro JASCO DIP-360

Espectrofotémetro UV/Vis SHIMADZU 160-U

Espectrofotometro FT-IR NICOLET MAGNA 750

Espectrémetro de Resonancia Magnética Nuclear, VARIAN UNITY-300
Espectrémetro de Masas, HEWLETT-PACKARD 5985B

Fisher-Tohns

Termdmetro, CORNING PS-16

Balanza semianalitica, SARTORIUS

Reactivos

122 2
)

Acido 2-yodoxibenzdico (preparado seglin Dess-Martin
Acido 2-yodobenzdico, ALDRICH

Acido sulfiirico, IT BAKER

Bromato de potasio, ALDRICH

y/o Katritsky

Hipociorito de sodio comercial al 5%

Bromo, ALDRICH

Oxido de dibutilestaiio, ALDRICH

Tamiz molecular de 4A

Clorhidrato del éster etilico de cisteina, ALDRICH
Ciloruro de calcio

Sulfato de sodio

Silica gel malla 60 para cromatografia ¢n columna al vacio™
Silica gel malla 230-400 para cromatografia en colzmna relimpago™
Celita

Sulféxido de dimetilo, ALDRICH

Benceno, ALDRICH

Acctona

Cloruro de metileno

Metano!

Etarol

Acetato de etilo

Agua
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Los puntos de Tusidn se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estdin corregidos.

Los resultados de Rotacién Especifica [0, se obtuvicron en un polarimetro JASCO

DIP-360, a 20°C.

Los espectros de Ultravioleta (UV) se determinaron en un espectrofotdmetro UV/Vis
SHIMADZU 160-U, utilizando metanol comeo disolvente, y las unidades de longitud de
onda mixima estin dadas en nm y en seguida entre paréntesis se da ¢l valor del coeficiente

de extincion (g).

Los espectros de Infrarrojo (IR) fueron determinados en un espectrofotémetro FT-IR

NICOLET MAGNA 750, en solucién (CHCL:), pastifla (KBr) o suspensién (Nujol). Las

. . r . ‘]
longitudes de onda de absorcidn de las bandas caracteristicas se danencm .

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN'H, 300MHz) y de
Carbono (RMN”C. T5MHz) se determinaron en un espectrometro VARIAN UNITY, utili-
zando come disolvente CDCly 6 CDCL-DMSQdy. Los desplazamientos quimicos (8} estin
expresados en ppm, usando como referencia tetrametilsilano (TMS). Las constantes de aco-
plamiento (J} estdn expresadas en Hz. La multiplicidad de las sefales se reportan de la si-
guiente manera: s=singulete, d=doblete, dd=doblete de doblete, t=triplete, c=cuarteto,

q=quinteto, m=multiplete.

Los espectros de Muasas (EM) se determinaron en un espectrémetro HEWLETT-PA-
CKARD 5985B.

La pureza de los productos y el curso de lus reacciones se observd por cromatografia en

capa fina (ccf) usando como adsorbente silica gel 60 Fysy, ¥ como revelador luz ultravioleta

y sulfato cérico al | % en dcido sulfirico 2N.
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Los productos linales se puriticaron por cromatografia en columna, utilizando sitica gel
Merck 60 para columna ul vacio™ y malla 230-400 para columna relimpago™, y con cro-

matoplacas de capa fina prepurativa (epp) de silica gel Merck 60 Fzsy de 20220

192



PARTE EXPERIMENTAL ¥ RESULTADOS

7.1.-  Aislamiento y Purificaciéon de Asclepinas

La planta A linaria fue recolectada en 1995, en el Estado de San Luis Potosi (muntcipio
de Salinas), en México. Las partes aéreas de la planta (secas. 1.5 Kg), fueron cxtraidas con
MeOH (20 L} a temperatura ambiente durante siete dias El disoivente we evaporé a vacio
{presion reducida), obteniendo 300 g de extracto, al cual se le hicieron particiones con
MeOH-agua (4:1) y benceno-hexano (1.1). La parte polar se concenird y se extrajo con
CHaClay AcOEt.

Del extracto de AcOEL se obtuvieron aproximadamente 3 g de un producto cristalino
{mezcla en ccb). Sucesivas cromatografias en columna a vacio (malla 60), usando CH,Cl,
como eluyente y avmentando la polaridad con MeOH, lograron separar parcialmente a los

productos, observandose en ccf sélo dos de ellos principalmente.

Mediante cromatogratia en columna reldmpago {malla 230-400), empleando los mismos

eluyentes, se lograron purtficar estos dos productos.

De las fracciones eluidas con MeOH al 1.0% en CHaCls se obtuvo un sdlido blanco
cristalino (600 mg) con pl de 235-239"C y que corresponde al Gomfdsido I, de acuerdo a

las siguientes caracteristicas espectroscapicas:

[R({nujol} A Cm'|= 3510(-OH), 1780 y 17!4(B-butendlida), 1616(doble ligadura).

[('\_m'('rm 1A, pug 54]
RMN'H (CDCI3-DMSOde) Sppm)= 5.84(s, |IHH-22), 4.74(s,1H.H-1"), 5.04(dd, J=18 y

{.5Hz, H-21a) y 4.82(dd, J=18 y 1.5Hz, H-21b), 3.63(t,IH.H-3", 1.21(d.3H,J=6.26Hz, H-
6'). 0.87 (S.6H.H~ 18 y H-]()) {(ﬂ\p(’('fl'{? T pag 55]
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De las fracciones eluidas con MeOH af 2% en CHCla, s anlé un sélido blanco crista-
lino {400 mg) con pf de 255-260°C y que corresponde al Afrdsido f1, de acuerdo a las st-

guientes caracteristicas espectroscopicas:
IR(aujol) A g cmAE= 3454(-OH). 1772 y 1727(B-butendhda). 1632(doble ligadura).

RMN'H(CDCl1-DMSOds) S(ppm)= 5.84(s 1H,H-22), 4.78(s,1H,H-1"). 5.09¢dd, IH,I=18
y 1.5Hz, H-2la) y 4.83(dd.IHJ=18 y L.5Hz, H-21b), 1.26(d,3H.J=6.15Hz,H-6"),
0.94(5,3H,H-18). 089(\.3“{,[‘[- 19) [e\pc(‘rm 1C. pag 56]

Por otra parte, en un estudio realizado’ en A finaria recolectada en ¢f Estado de México
{municipio de Texcoco), y tratada bajo las mismas condiciones, se aislaron en su gran ma-
yorfa (a partir de partes aéreas 1.8 Kg y se obtienen 318 g del extracto metandlico), Gomfo-
sido [ (700 mg), con las caracterfsticas espectroscopicas antes mencionadas. El eluyente fue

el mismo (MeOH al 1.0% en CHyCl3).

Mientras que, la elucién con MeOH al 2% en CH,Cly, mostré un producte blanco crista-
lino (900 mg), cuyo pf fue de 257-261°C, y que corresponde a la Calactina I, en base a los

datos espectroscopicos siguicntes:

IR¢{nujol) A s cm-l= 3432(-OH), 2720(-HC=0), 1770 y 1727(B-butendlida), 1631 (doble
ligadura).

RMN'H(CDC-DMSOds) S(ppm)= 10.0(s,1H,H-19), 5.87(s, [H,H-22), 4.74(s,1H,H-1"),

5.08(dd,1HJ=18Hz y 1.5Hz, H-21a) y 4.88(dd.IHJ=18Hz y 1.5Hz, H-21b}.
[.24(d,3H,]=6.10Hz,H-6", 0.85(s,3H.H-18}. Lespecror 1D, pag 57)
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7.2.-  Preparacion del Acido 2-Yodoxibenzéico (1BX)

El bromato de potasio {890mg, 5.3mmel) se adiciond lentamente y por un lapso de 0.5 h
aproximadamente, a una mezcla agitada wigorosamente de dcido 2-yodobenzdico (lg,
4.4mmol) y 8.2mL de H.S0, 0.73M, colocuda en un bafio a 55°C. La mezcla se agité por
3.3 h, sin que fa temperatura sobrepasara los 65°C. La mezela se entrié en un bailo de hielo
y el producto formado se {ilerd a vacio, se lavé con agua hasta pH neutro, y luego se lavé
con acetona y etanol sucesivamente. E! producto obtenido, pf 265-268°C, amarillo pélido,
correspondié al dcido 2-yodosobenzdico, y que muestra la siguiente caracteristica espec-

troscopica.
IR(nujol) A e cm' = 1611(I0C=0)4,

El producto obtenido (dcido 2-yodosobenzdico), se disolvid en una solucidn de hipoclo-
rito de sadio comercial al 5% (10mL), y se agitdé durante 1 h. Luego se enfrié en un bafio de
hielo, se agrego gota a gota HySO4 concentrado (0.5mL), y el sélido formado se filtré a va-
cio, lavando con agua hasta pH neutro. Posteriormente se lavé con acetona y después con
ctanol, abteniendo un producto con pf 235-236°C, y rendimiento de 89%, que correspondid
al deido 2-yodoxibenzdico (pf lit 232-233°C), y que muestra las siguientes caracteristicas

espectroscopicas:
[R(nujol) A s e’ = 1639(10C=0)2?

RMN'H(DMSOdg} S(ppm)= 8.14(d, 1H.}. 8.03(d. 1 H.}, 7.99(t, | H), 7.84(t,1H,)**7,

22



PARTE EXPERIMENTAL ¥ RESULTADOS

7.3.- Transformaciones Quimicas del Gomfésido
7.3.1) Reaccién por Brominglisis de! Derivado Estanilado

El Gomfésido I (100mg, 0.193mmol} v el Gxido de dibutilestafio (52.2mg,0.2 i0mmol),
fueron colocados en benceno (25mL) y refluidos durante 24 h, acondicionado con un
equipo Dean-Stark, para remover el agua formada. El benceno se evapord en un rotavapor
al vacio, hasta obtener un volumen aproximado de SmL. Se agregd tamiz molecular de 4A
(1g} y CH;Cl; (2mL). Una solucién de bromo (bromo -320mg, 2mmol- en SmL de CH.Cla)
fue agregada gota a gota a la velocidad de una titulacion, a la solucion del derivado estani-
lado agitada vigorosamente. El volumen agregado de 1a solucién de bromo fue de 0.8mL

(bromo 51.2mg, 0.32mmol).
La mezcla de reacci6n se filtro a través de algodén, lavando con una mezcla de CHACl, -
MeOH, y evaporando hasta sequedad. El residuo se cromatografié en columna reldmpago

(silica gel malla 230-400), usando CH,Cl» como eluyente y aumentando la polaridad con
MeOH.

La elucién con 0.5% de MeOH en CH2Cly mostrd un producto bianco cristalino, soluble

en CH,Cly y que se recristalizé de hexano-AcOEt, pf 188-1920C, con un rendimiento de

83%, y que mostrd las siguientes caracteristicas espectroscopicas:
[a]200= “350
UV(CHCI3) Ay nim (€)= 218 (13229)

IR(CHCI3) A s cm-lz 3460(-OH), 177t y 1745(B-butendiida), 1622(doble ligadura}.

[espectre 24, pag 58]
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RMN'H(CDCL:) S(ppm)=  5.87(s,lH,14-22), 4.89(s, IHH-1'), 4.96(dd,|HJ=18.3 y
J=1.5H-21a), 4.78(dd,1HJ=18.3 y J=1.5H-21b), 4.48(dq, IHH-5), 3.79(s,3H,H-OMe),
3.57(ddd, I H-2),  3.25(ddd, iHH-3),  2.76(dd,IHH-17),  L40(d,3H,J=6.3,H-6),
0.87(s,3H,H-18), 0.80(s, 3H.H-[9). [espectros 20: pag 59]

EM(FABY) nvz (% abundancia relativa)= 549(M™+1)(17), 1539(100), 99(44}, 136(25},
4 1( 12), 355( 10), 53 1(5), 245(2) [(‘.b‘.r)l’(‘l'l't) 26, pay 64]

HRMS (Espectromeiria de Masas de Alta Resolucién)=Calculado CagHasOg (549.3064),
Observado CagHys0y (549.3046).

Nombre asignado: Ester metilico del acido gomfosidico (GOxSn1)8
Una segunda reaccién fue realizada bajo ias mismas condiciones, excepto que se agregd
2mL de MeOH” durante ¢! reflujo y, a partir de la brominélisis, no se empled nada de

MeOH. El efuyente en este caso fue CHaCly y se aumentd la polaridad con acetona.

La elucién con 2% de acetona en CHaCly mostré un producto blaneo cristalino, insoluble

en CH,Cls, pero soluble en CH.Cl, -MeOH y que se recristalizé de AcOEt-MeOH, pf 295-,
2990C, un rendimiento de 87%, y que muestra las siguientes caracteristicas espectroscopi-
cas:

[0}20= +45°

UV(CHCl3-MeOH 1:1) A jyox nm (€)}=217.5 (14073)

IR(nujol) A o cm'lz 3457(-OH), 1774 y 1741(B-butendlida), 1623(doble ligadura).

{espectra 34, pag 65)
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RMN'H(CDCl:-DMSOdg) S(ppm)= 5 78(s, |H,H-22), 5.04(s, 1H,H- 1,
4.94(dd,I1HJ=18 3 y J=1.5H-21a), 4.76(dd,1H J=18.3 y I=1.5H-21b). 4.850d.1TLH-2),
4.10(dq, 1 H,H-5"), 3.530d, 1H,H-3), 2.70(dd, |H,H-17), 1.21(d,3H,J=6 0,H-6"), 0.84(s,3H H-
£8), 0.79(s,3H,H-19). [especnio 36, peg 66)

EM(ET") m/z (% abundancia relativa)= 516(M*)X9), 44100), 355(39), 373(28}. 239(16),
31 3( 14), 498(5). 407(4}, 470(3) [(*\fr.':rlm 3G, pag 71']

HRMS (Espectroscopia de Masas de Alta Reselucién)=Calculado CagHy Qg (517.2801);
QObservado C29H4|Og (51728 16)

Nombre asignado: 2'-gomfosélida (GOxSn2}
7.3.2) Acetilacién del GOxSnl

El producto GOxSnl (20mg,0.036mmol), se agregd a una solucién vigorosamente agi-
tada de piadina (0 SmL) y anhidrido acéuico (3.5mlb.), a temperatura ambiente y bajo condi-

ciones anhidias.

Acdas 24 hode reacaidn, la cef mostraba un solo producto (menos polar que la materia
pumu) La mezela de reaccidn se levd a sequedad al vacio, se agregd aguz y se agité du-
1ante 10 min Posteriormente se extraio con AcOEL, lavando con HCE al 10%, con NaHCO;
al 10% y con salmuera, sucesivamente hasta pH neutro. La fase orgdnica se secé sobre
CaCly, se 1lrd y se llevo a sequedad, punilicando ¢l producto abtenido por cromatograffu.

Ei cluyente empleado fue hexano y aumentando la polaridad con AcQEt

De taelucidn al 15% de AcOE( en hexano de esta cromatografia, sc obfuve un producto

puio que cristalizd de hexano- CH,Cla, con pf de 169-1759C y con un rendimiento de 85%,

cuyas calacterislicas especiroscépicas se muestran a continuacion
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Lo, = -60°
UV(CHCL) A s o (£)= 217.5(13877)

IR(CHCl) X wsn cn{lz 1743(B-butendlida), 1622(doble ligadura).

RMN'H(CDCly)  8(ppm)=  5.88(s,iH,H-22), S5.12(s,lH,H-1), 5.01dd 1HJ=I8 ¥
J=1.5H-21a), 482(dd,1HJ=18 y J=15H-21b), 4.88(m HH-2), 4.30(dq,1H,H-5".
3.73(s.3H,H-OMe), 3.61(ddd,1H,H-3), 2.76(dd,IH.H-17), 2.10(s3H,CHx del AcO-3).
2.04(s3H,CHy del AcO-2), 132(d3H,J=6.2,H-6), 0.86(s,3H,H-18), 0.85(s 3H.H-19).

{(’ spectro 4A, pag 72]

EM(FAB*} m/z (% abundancia relativay= 633(M"+1)(15) que corresposde con una [61-
mula molecular de CaaHagOr1, 201(100), 135(40), 355(4), 220(2), 523(2), 432(1). [espec e

4E, pag 76]
Nombre asignado. Diacetato del éster metilico del dcido gomfosidico (GOXAcO)
7.3.3) Reaccion con IBX en DMSO

E] IBX (39mg,0. 103mmol), se disolvid en lmL de DMSO. Posteriormentc s¢ agregd el
Gomfésido £ (50mg,0.096mmol) agitando la mezela de reaccién durante 24 h a temperatusa
ambiente. En ccf, se observaron dos productos' la maleria prima $in reacciond y un pro-
ducto menos polar que ésta, Se agregd agua y se filtré a vacio, agregando CHACly para di-
solver la fase orgamca. Bl CHACls se elinuné con higero calentanuente y Iu [ase acuosa se
extrapo con AcOEL lavandoe con NaHCO; y con salmucra hasta pH neutro La ase orgénica

se sec6 con CaCls, se [1trd y se evapord a scquedad al vacio.

El s6lido obtenido se cromatografis en columna 1eldmpago, eluyendo con CH2Cl: ¥ au-

mentando la polaridad con acctona Al clun con 3% de acetona cn CH»Cla. s¢ observé un
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producto pura en ccf, que recristalizo de AcOEt-MeOH, obteniendo un sélido blanco cris-
tatino con pf de 296-299°C y un rendimiento de 90%, y cuyas caracterfsticas espectroscopi-
cas son idénticas al producto obtenido en la segunda reaccién del Gomfosido y la bromind-

lisis de derivados estanilados (GOxSn2).

74.- Transformaciones Quimicas del Afrésido
7.4.1 Reaccién por Bromindlisis del Derivado Estanilado

El Afrésido IT (100mg, 0.188mmol) y el éxido de dibutilestaiio (102mg,0.412mmol}, fue
tratado bajo las mismas condiciones que la primera reaccién del Gomfésido y la bromindli-
sis de derivados estanilados. El volumen agregado de la solucién de bromo (bromo T0mg,

0.437Tmmol en SmL de CHCly) fue de 2. ImL (bromo 30mg, 0,187mmal).

Los productos obtenidos durante la cromatograffa reldmpago en columna no se lograron
purificar atn usando posteriormente cromatografia en placa preparativa o con una nueva
columna reldmpago.

7.4.2) Reaccién con IBX en DMSO

La metodologia fue similar a la reaccion del Gomfdsido y el [BX, excepto que la canti-

dad de IBX empleada fue de 76mg (0.2mmol), agregando 50mg (0.093mmol) de Afrdsido.
Al igual que en la reaccién con el derivado de estafio y posterior bromindlisis, los pro-

ductos obtenidos no se lograron purificar mediante cromatograffa relampago ni por placa

preparativa,
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7.5.-  Transformaciones Quimicas de la Calactina

7.5.1) Reaccion por Bromindlisis del Derivado Estanilado

La Calactina IIX (100mg, 0.108mmol} y el éxido de dibutilestafio (51mg,0.206mmol),
fueron tratados de igual moda que el Afrdsido v Ja bromindlisis de derivados estanilados. El
volumen agregado de la solucién de brome (bromo 106mg, 0.647mmol en SmL de CH,Cls)

fue de 2.8mL (bromo 59.3mg, 0,358 mmol).

Al igual que la reaccién con el Afrésido, en ccf se observaban a) menos 4 productos. La
mezcla de reaccion no se logré purificar, adn y cuando se uso placa preparativa y realizando
una nueva columna reldmpago con mezcla de diferente efuyentes (CH2Cly-AcOEt, CHyClz-

acetona, hexano-AcOEL),

7.5.2) Reaccion con IBX en DMSO

La metodologia fue similar a la de la reaccion del Afrésido y el IBX, excepto que la can-

tidad de IBX fue de 38mg (0. lmmol) y 50mg (0.094mmal) de Calactina.

Los resultados no fueron satisfactorios, como en el caso de a reaccién de [a Calactina y
la bromindlisis de derivados estanilados o 1a reaccion del Afrésido y el IBX. No se logrd
aislar producto alguno, ain empleando diversas mezclas de disolventes para eluir la co-

lumna reldmpageo.
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Las asclepinas empleadas para las transformaciones quimicas fueron aisiadas de la planta
Asclepias linaria, que se recolectd, por primera instancia en el municipio de Salinas, en el
estado de San Luis Potosi (México) en 1993, de la cual se a1sldé Gomidsido F (0.7 g) v Afid-
sido IT (0.4 g). Mientras que, de la recoleccidn de la planta A linaria' en el municipio de
Texcoco, en el estado de México (México), se aislé Gomfésido I (0.6 g) y Calactina I
(0.9 g).

El aislamiento de estas asclepinas, fue realizado en base al procedimiento mostrado en el

cuadro siguientel .

MeCH Benceno-Hexarm
Asclepias linaria ~———» Extracto Vetandlico ~———3 Fraccién nopolar de
Asclepias linaria
MeOH-Agua
Fase Acuosa Fraccion polar de
(Fraccidn muy <« Asclepias linaria
polar de (Extraccion)
Asclepias linaria)
\Q:Cl;-:\c()ﬂ
ASCLEPINAS

Figura 7 Aislamicnio de algunas asclepinas de A finaria’

Una vez aisladas y purificadas estas asclepinas (Gomfésido I, Afrésido IT y Calactina
I, se Hevaron a cabo las transformaciones quimicas, iniciando con el Gomfésido I, de-

bido a que presenta una estructura similar a la tabriformina.

Para la reaccidn del Gomfésido I y nBu,SnQ, se colocaron en benceno y se refluyeron

durante 24 h, equipado con un sistema Dean-Stark. Al inicio del reflujo, la mezcla era tur-
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bia, mientras que a las 18-24 h, todo estaba disuelto debido a fa formacion de! derivado es-

tanilado’? (Figura 8).

Figura & Formacidn del derivado estamiado

La caracterfstica del derivado estanilado (formacidn del estanilcetal), es que es un inter-

mediario soluble en benceno®™.

Se agregd tamiz molecular de 4A y 5mlL de CHyCla. La mezcla fue agitada vigorosa-
mente y posteriormente se agregd el bromo (en CH;Cly), gota a gota, observando la decoio-
racién. Al momento en que se agregd el volumen calculado estequiométricamente, se formd
un producto cristalino en la mezcla de reaccién. La ccf de la mezcla mostraba la presencia
de tinicamente dos productos. Uno de ellos, el Gomfésido sin reaccionar, y el otro producto
era menos polar que el mismo Gomfésido. La mezcla se filtr6é usando mezcla de CH,Cl, -
MeQH para disolver el producto. Se eliminé el benceno llevando a sequedad al vacio y

posteriormente se cromatografié en columna reldémpago.

La elucién con MeOH al 0.5% en CH2Cly, mostrd en ccf un producto puro, que al re-

cristalizar (hexano-AcOFRt) se obtuvo un producto blanco cristalino, soluble en CHyCly y

cuyo pf fue de 187-193°C.
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-l
El espectro de IR [evpecno 24, pag 58] muestra bandas en 3460cm , debido a grupos oxhi-
drilos; ademds, bandas en IT:‘lcm'I y l7"45(:m-I {B-butendlida), asi como en I622(:m-I

{doble ligadura), que corresponden a fa y-lactona o,B-insaturada.

El espectro de RMN'H (CDCla) {ewpecno 28, pags9], muestra un singulete en 5.87ppm, que
se asigna al protén H-22. Se observa el sistema AB de los protones diasterostdpicos de la y-
lactona en 4.96ppm ((J=18Hz y 1.5Hz, H-21a) y en 4.78ppm (J=18Hz y 1.5Hz, H-21b).

Estos datos {IR y RMN) indican que la lactona o,B-insaturada no sufrié cambio alguno.

En 0.87ppm se observa un singulete que integra para tres protones, asignado al metilo H-
18. Se observa otro singulete (3H) en 0.80ppm que se debe a los protones H-19. En
2.76ppm se observa una sefial que, comparando con el Gomfésido, indican que se debe al
protén H-17. Esto indica gue la aglicona, en general, no sufrié ningiin cambio, por lo que, la

transformacién ocurrid en la parte glicosidica del Gomfésido.

La sefial singulete del protdén H-1' (4.89ppm), se observa desplazada ligeramente a
campo bajo con respecto al Gomfiésido (4.74ppm). En 3.57 se observa una sefial que se
debe al protén H-2, desplazado a campo alto con respecto al Gomfésido (4.01ppm). Tam-
bién se asigna la sefial que aparece en 3.25ppm del protén H-3, desplazada a campo alto
con respecto al Gomfésido (4.02ppm). Una nueva sefial (singulete) aparece en 3.79ppm,
que integra para tres protones, y que segin el desplazamientoz’g. indica un grupo metilo aso-
ciado a una base oxigenada (grupo metoxilo: -OMe), que no se observaba en la materia
prima. Ademads desaparece Ia sefial asignada al protén H-3', que en el Gomfésido aparecia
en 3.63ppm. Estos datos indican que efectivamente, ocurrié alguna transformacion en el

carbono C-3' (7abla &).

En el espectro de correlacion heteronuclear 'H,"C a larga distancia (2-3 ligaduras)
[espectro 2F. pag 63], se observa que los protones del grupo -OMe (que integra para 3H,
3.79ppm) correlaciona a larga distancia con el carbono C-23 (171.8ppm) lo que segin esto,

indica que este grupe -OMe reacciond en la lactona o, f}-insaturada. Esto es imposible, pues
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analizando el espectro de IR fespectro 24, pag 581, RMN'H [espectre 28, pag 59] ¥ €l de RMN''C
[evpectro 20, pag 60 y Tabla F], las sciiales de la lactona permanecen sin cambio. En el espectro
de IR se observa sin alteracién la B-butendlida, caracteristico para estos productos. En el
espectro de RMN'H, el protén H-22 y el sistema AB (protones H-21a y H-21b), no sufren
cambio. En la tabla de RMNYC, los carbonos C-20, C-21, C-22 y C-23. no varfan mucho

su desplazamiento quimico con respecto al Gomfésido.

TABLA £ RMN'H para el Gomfésido y los productos obtenidos en las Transformaciones Quinucas

4.74 4.65 4.89 5.04 5.12
3 3.63 - . - -
5 4.20 3.70 448 4.10 4.30
6 1.21 1.41 1.40 1.21 1.32
2 4.01 3.57 4.85 4.88
3 4.02 3.25 3.53 3.61
4 2.34,2.12 } 2.29,2.10
17 2.79 2.70 2.76 2,70 2.76
18 0.87 0.87 0.87 0.84 0.86
19 0.87 0.87 0.80 0.79 0.85
21 5.04, 4.82 5.0, 4.8 4,96,4.78 § 4.94,4.76 | 5.01,4.82
22 5.84 5.85 5.87 5.78 5.88
-OMe 379 3.73
CHj de AcO-3' 2.10
CH, de AcO-2 2.04

* Producto exidado en ¥ (hidroxicetona), aisiado naturalmente de la familia Asclepiadaceae

Fsta correlacidn hace suponer que existen dos seifales con ese desplazamiento quimico
en RMN'*C (171.8ppm). La sefial corresponde para los carbonos C-23 y C-3"; esta dltima
debido a que no se observa en el espectro la base oxigenada correspondiente en la zona de

carbonos sp’.
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TABLA £ RMN'"'C pura el Gomfésido y los productos obtenidos en las Transformaciones Quiicas

1 94.1 102.4 104.6

2 90.1 170.6 170.3

k) 70.4 86.1 89.4

4 39.2 43.2 39.5

5 65.7 723 75.7

6 20.5 19.6 22.2

1 41.8 41.7 424

2 68.9 732 72.6

3 72.0 77.2 78.2

4 318 29.5 323

5 44.4 434 43.5

6 274 26.8 27.5

7 27.0 264 27.0

8 40.1 39.5 40.8

9 49.3 48.2 49.4

10 374 36.5 31

11 209 20.4 21.1

12 39.2 38.3 3.9

13 49.3 48.8 494

14 84.3 83.1 85.3

15 323 31.6 32.9

16 264 259 26.7

17 50.4 49.8 50.6

18 15.4 15.0 15.6

19 13.4 12.6 12.7
20 174.8 174.9 174.4

21 73.1 72.5 73.3
22 116.9 116.1 117.6
23 174.1 173.2 169.7
-OMe - 524
CH; de-AeQ-C2 - 20.8
CH; de-AcO-CY - 21.3
CO de AcO-2 - 169.7
CO de AcO-3' - 174.3

* Producio oxidado en 3' (hidraxicetona), aiskxde naturalmente de la familia Asclepiadaceae
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Datos bibliograficos importantes indican que la apertura del azicar en el carbono C-2',

en productos similares at Gomfdsido, fue descrita por Reichstein en 1969%, empleando

4cido bérico. Segiin lo anterior, se puede proponer que el producto obtenido tene la si-

guwente estructura (Figuea 9

0
[H]
/
o HO
. OH OH
o (3]
o 0

Figura ¢ Producto formada en |a primera rezccién del Gomfésido y el nBu,Sn0/Br,
(GOxSnl)

En base al mismo planteamiento que mostré Reichstein, el mecanismo de reaccidn pro-
puesto para la obtenci6n de este producto, considerando en primera instancia que el pro-

ducto fue oxidado, se muestra a continuacién {Figura 10).

. Mol b P

(O
on .
0., a1 el 0, Y+
.. LI R,
] = o =
O
o o o HO

L8] 0 On OF

Figura 70 Mccanismo de reaccién propucsto para Ia formacién del GOxSnl

34



DISCUSION DE RESULTADOS

Seglin el mecanismo de reaccién, el MeOH agregado durante la disolucién del producto
cristalino, tiene mucho que ver con la formacidn de este producto. Se cree que el producto
oxidado ya se habia formado, pero por la presencia del medio dcido (HBr) y la presencia de
MeOH, tiene fugar la metandlisis de la lactona de 7 miembros para la formacién del éster

metilico.

La base més importante para determinar que efectivamente se formeo el producto cuya
estructura se describié antetiormente, se puede observar en el espectro de masas {espeerro 26,
pag 64]. El jon molecular [M* +11 correspondiente al producto es de 549. La fragmentacion
de la molécula es congruente con la estructura (Figura 17); asi, los fragmentos que se obser-
van en 159m/z® (100%) ¥ 99m/z’ (45%), confirman la estructura propuesta, pues corres-

ponden a la fraccién del azicar.

La espectromeiria de masas de alta resolucién {(HRMS), indica que el peso molecular
real es de 549.3046 (calculado 549.3064), que cortesponde con una férmula molecular de
CagH1404. El espectro UV muestra absorcion a 218om {g=13229), caracteristico de la lac-

tona ot,B-insaturada. La rotacién especifica ([0]]20;,) es de -35°

Fl nombre trivial dado a esta estructura es éster metilico del 4cido gomfosidico, debido
a que Reichstein habia logrado obtener un producto similar con anterioridad, pero a partir

de ta Calactina (denominado éster metilico def dcido calactinico®).

Como se menciond anteriormente, el MeOH tuve mucho que ver en la formacion de este
producto, por lo que se realizé una nueva reaccidn con el Gomfésido y el derivado estani-
lado con posterior bromindlisis.

Las condiciones de trabajo fueron las mismas que ia reaccion anierior, excepto que:

1.- Durante el reflujo se agregaron 2mL de MeOH (formacién de un derivado

nBuSn-MeOH mis soluble)”.

35



DISCUSION DE RESULTADOS

2.- Al momento en que se formd el producta cristalino, se disolvié con CHaCls -

acctona,
3.- Al momento de realizar la cromatograffa, se aumentd Ia polaridad con acetona.

ﬂ + 4]
o 0
. F
] I o
° "o o "o ‘
H on on
d 0
& ¥z 531
e 159 wz 391
“ “ 0
[ .
l Va
0
] [
) CHy
IIII p o [l
L o'
oz 99 wz 355 'z 245

Figura 77 Fragmentaci6 propucsta para GOxSnl en EM
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Al eluir con acetona al 1.5% en CH,Cla, se obtuvo un producto que en ccf, mostraba el
misme Rr que GOxSnl, lo que hizo suponer que se habia formado lo mismo, El producto se
recristalizé en CHaCly -hexano, obteniende un producto blanco cristalino con pf de 295-
3000C (muy'diferente al GOxSnl). Este producto no era soluble en CH,Cly, como era el

caso del GOxSnl. Se evitd completamente ¢l uso del MeOH.

En el espectro de IR {especrro 34, pag 65] se observan bandas en 3457cm'l, que se deben a
fos grupos oxhidrilo. En 1774cm’" y l74lcnfl, se observan bandas debidas a la }-butené-

-
lida. Ademds, en 1623cm  estd la banda que corresponde a la doble ligadura, que asociado

a la B-butenélida, muestran la presencia de la y-lactona ot,B-insaturada,

En el espectro de RMN'H [espectro 38, pag 66] Se observa una sefial (singulete) en 5.78ppm,
que corresponde al protén H-22; se observa la parte AB de la lactona, que es la parte AB de
un sistema ABX en 4.94ppm (J=18Hz y |.5Hz, H-21a) y 4.76ppm (J=18Hz y I.5Hz, H-
21b). Una seiial se observa en 2,70, que se debe al protén H-17. Se observan dos singuletes
que integran para tres protones cada uno: los protones del metilo 18 (0.84ppm) y los del
metilo 19 (0.79ppm). Esto indica que, al igual que la primera reaccién, la aglicona no sufrié

cambio alguno.

Un singulete se observa en 5.04ppm que, asignado al protén H-1', estd desplazado a
campo bajo con respecto al Gomfdsido (4.74ppm) y al GOxSnl (4.89ppm). El proton H-2
(4.85ppm), se desplaza a campo bajo, con respecto al Gomféside (4.01ppm), y no a camgpo
alto como en GOxSnl (3.57ppm), El protén H-3 permanece casi constante (3.53ppm), con
respecto a GOxSnl (Fabia £). A diferencia de la reaccién de formacién de GOxSnl, no se
observa el metoxilo ni el protén H-3'. Esto hace indicar que efectivamente se formé un pro-

ducto de oxidacién, sin tener mds datos precisos.
La espectrometria de masas muestra que el producto de la segunda reaccién tiene un M”

de 516, que concuerda con la masa molecular esperada del producto oxidado en el carbono

3 {formacidn del carbonilo).
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En el espectro de RMN"Clovpecrro 3C. pay 67 5 Tabla #, se observa que el producto obte-
nido en esta segunda reaccién es diferente al esperado. El carbono C-2' tiene un desplaza-
miento de 170.6ppm, lo que indica que corresponde 2 un carbonilo de éster (R-COO-R) y

no a un carbonilo cetdnico (R-CO-R)”.

En el espectro de correlacién heteronuclear 'H"%C a larga distancia (2 y 3 ligaduras)
[espectro 3F, pag 70], se observa que el carbono C-2' (170.6ppm) correlaciona a larga distancia
(3 ligaduras), con el protén H-4'b, lo que indica reaccién en la parte glicosidica de la molé-

cula.

En base a los datos espectroscopicos mencionados anteriormente, asi como a los antece-
dentes de que e! producto oxidado se puede abrir en posicién C-2', y con respecto a la reac-
cién GOxSnl, se plantes que el producto obtenido presenta la siguiente estructura {Figura

12);

Figura 72 Praducto formado en la segunda reaccidn det Gomfdside y ef nBu:Sn0/Bry
{GOx3n2)

E{ mecanismo de reacci6n propuesto para la formacién de este producto, se muestra a

continuacién (Fgura 13).
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Figura 13 Mecamsmo de reaccicn propuesto para la formacion del GOxSn2

Nuevamente, la espectrometria de masas [espectro 3G, pag 7/] permite determinar que la es-
tructura propuesta corresponde al producto obtenido. Esto se observa en los fragmentos
44m/z (100%) v 373m/z (30%), que corresponden a la pérdida de CO, y de la parte glicosi-

dica, respectivamente, como se muestra a continuacion (Figura 14).

La espectrometria de masas de alta resolucién (HRMS) mostré un peso molecular real de
517.2816 (calculado 517.2801), correspondiente a una férmula molecular de CigHs0Os. El
espectro de UV muestra absorcidn a 217.5nm (e=14073), y la rotacion especifica ([o]*;),

fue de -45°, asignando el nombre a este producto como 2'-gomfosélida.

El estudio que hubtera permitido reconfirmar la estructura asi como la estereoquimica
relativa, es el estudio de difraccidn de rayos X de monocristajes. Desgraciadamente, pro-
bando con diferentes sistemas de disolventes, este producto no formaba cristales adecuados

para dicha téenica.
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Figura 74 Fragmentacion propuesta para GOxSn2 en EM
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Para demostrar quimicamente la formacién del producto propuesto para GOxSnl, se
realizé 1a acetilacioén del mismo, empleando anhidrido acético y piridina. Una mezcla de
GOxSnl, anhidrido acético y piridina fue agitada durante un dia a temperatura ambiente en
condiciones anhidras. Posteriormente se observd en cef la presencia de un producto menos
polar que fa materia prima. Se agregé agua y se evapor$ a sequedad. Se realizaron extrac:
ciones con AcOED), lavando con agua, con NaHCO; y con salmuera, sucesivamente hasta
pH neutro. El producto obtenido se cromatografié en columna reldmpago, eluyendo con he-

xano y aumentando la polaridad con AcOEL

Al eluir al 15% de AcOEt en hexano, se observé la presencia de un producto que rectis-
talizé de hexano, con pf fue de 169-175°C y que muestra las siguientes caracteristicas es-

pectroscépicas:

En el espectro IR, a diferencia del producto inicial (GOxSnl), no existe la presencia de
grupos oxhidrilos. Se observa en 1743cm’ una banda muy intensa que indica la presencia
de grupos catbonilos (C=0), que debido a la gran cantidad de estos grupos, no se aprecia la
sefial en 1761cm’! (abroximadamente) debido a la y-lactona ¢,p-insaturadas. En 1622cm’’,
se observa la banda de la doble ligadura.

En RMN'H [especiro 4A. pag72], se observa el singulete caracter(stico en 5.88ppm, que se
debe al protén H-22, y la parte AB de la y-lactona o,B-insaturada en 5.0ippm (J=18Hz y
1.5Hz, H-21a) y en 4.82ppm (J=18Hz y 1.5Hz, H-21b}, lo que indica que la Jactona no se

afectd.

Aparece un singulete en 5.12ppm, debido al protén H-1" {LH), asi como un singulete que
se debe a los protones del metilo -OMe (3.73ppm). Se observan dos seiiales nuevas, que
integran cada una para tres protones (3H). Ambos, por el desplazamiento qufmicoz"", indican
que se trata del metilo del grupo acetato. Una de estas sefiales esta en 2.10ppm (protones
del metilo del acetato en el carbono C-3', AcO-C3", y la otra en 2.04ppm (protones del me-

tilo del acetato en el carbono C-2, AcO-C2); esto indica que al parecer, entraron dos grupos
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acetato. El protén del carbono C-2, se ve desplazade a campo bajo (4.88ppm), debido al
efecto que ejerce el grupo -AcQ. De acuerdo a ello, se planted la estructura siguiente para el

producto obtenido (Figura 15).

Figura 75 Acetilacidn de GOxSnl

Segtin el espectro de masas [especiro 4E, pag 76], el ion molecular corresponde a la presen-
cia de dos nuevos grupos en la molécula (acetato) (M*+1= 633), y de acuerdo a las frag-
mentaciones, los grupos acetato estdn presentes en las posiciones anteriormente dichas
(sobre el carbono C-3'y C-2). Esto se puede observar en la figura 76, donde el fragmento
mis abundante (100%) se encuentra en 201%(m/z) (aztcar y un grupo acetato, ademds de un
grupo carbometoxi). Es obvio, pues debido al impedimento estérico que tiene el grupo -OH

en la posicién C-14, hace menos posible la formacion del acetato.

La rotacion especifica ([0} es de -60°, y su espectroscopia en UV indica una absor-

cidn a 217.5nm (e=13877).

Después de realizar las transformaciones quimicas con el Gomfdsido, se llevd a cabo la
reaccion con el IBX en DMSO, para lo cual fue necesario preparar este reactivo. (ver parfe

experimental}.
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figura F& Fragmentacién propuesta para GOXAcQ ¢n EM

Una vez obtenido el reactivo de IBX, se realizé la reaccién de éste con Gomfdsido. En la
mezcla de reaccidn se observd, en ccf, la presencia de sélo dos productos. Uno de ellos, el

Gomfésido sin reaccionar, y el otro, comparado con GOxSnl y GOxSn2, tenia el mismo Re.

La reacci6n se finalizé agregando agua y filtrando el sélido formado (IBS). La solucidn
fue extraida con AcOEt, lavando con NaHCO; y luego con salmuera, hasta pH neutro. La
fase orgdnica se sec y se filr6, llevando a sequedad y realizando la cef, que indicaba la

misma situacién (dos productos).
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Se obscrvi que la cantidad obtenida del producto era muy escasa en relacién con la can-
tidad de materia prima colocada. Se realizd una cef al sélido obtenido durante la filtracion,
observando que parte del producto estaba presente. Para ello, se disolvid ese producto con
CH,Cl, -MeOH, y se reunié con el producto obtenido de la fase orgénica. El producto obte-
nido se evaporé a sequedad y se cromatografié en columna reldmpago, eluyendo con

CH.Cl» y aumentando ta polaridad con acetona.

La fraccién eluida al 3% de acetona en CH,Cls, indicd en ccf, la presencia de un pro-
ducto, cuyo R es similar al de la reaccidn con nBu;Sn0O (GOxSnl y GOxSn2). El producto,
recristalizado de AcOEt-MeOH, tiene un pf de 297-300°C, yen IR y RMN'H, es idéntico al
producto GOxSn2 (2'-gomfosdlida).

Para determinar si ia elucién con acetona habfa tenido algo que ver en la formacion de
este producto (formacién de una lactona de 7 miembros, como en la reaccién con Gomfd-
sido y nBu,SnQ), se realizd una nueva reaccién bajo las mismas condiciones, sélo que
ahora el eluyente en la columna reldmpagoe fue CHyCly y aumentando la polaridad con

MeOH, para obtener el producto abierto en el carbono C-2' como en GOx3nl.

El producto obtenido fue el mismo que la reaccién anterior (usando CHLCl: -acetona),

por lo que se demostrd que, en esta reaccién, nada tuvo que ver ef MeOH.

Posterior a las transformaciones del Gomfdsido, se Hevaron a cabo las reacciones con el
Afrésido. Las condiciones iniciales de trabajo fueron las mismas que se empiearon para el
Gomfésido. Para la bromindlisis, la solucidn de bromo fue agregado gota a gota con una
pipeta graduada hasta el volumen calculado estequiométricamente. A diferencia del Gomfs-
sido, no se observd producto cristalino en el medio de reaccién, por lo que se decidid agre-
gar un ligero exceso de bromo. En ccf, se observaron al menos dos productos: la materia
prima y un producto menos potar. Se {iltré Ia mezcla de reaccién, se evapord a sequedad y
el residuo se cromatografié en columna reldimpago (silica gel 230-400), Después de eluir

por completo la columna se observo por ccf que ninguna de estas fracciones estaba pura, es
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decir, habla presentes mas de dos productos en cada fraccion eluida y que no serfa ficil se-

parar.

Se realizé una cromatograffa para purificar alguna de estas fracciones que contenian una
cantidad de producto apreciable y que el R, era similar a los productos obtenidos en la reac-
cién anterior (Gomfésido-nBusSn0). La cromatogratia en columna reldmpago nuevamenie
falld en el intento por separar los productos, Se utiliz6 la cromatografia en placa preparativa
{cpp), pero desafortunadamente y observando el espectro de RMN 'H, no se obtuvieron re-

sultados satisfactorios.

Se realizé una nueva reaccién con el Afrésido y el nBouSnO. Ahora durante el reflujo se
agregé una cantidad catalftica (5 mg) de dcido p-toluensulfénico (TSOH). La téenica se
modificé y posterior a la brominélisis, se realizaron extracciones para eliminar el bromo
que hubiera quedado. Se favé con agua destilada, con Na25,0;, nuevamente con agua y por
Gliimo con salmuera, hasta pH neutro. La fase orgdnica se seco y se evapord. La ccf mos-

traba al menos tres productos.

Se realizd la columna reldmpago, observando al finalizar la elucion que ninguna de las
fracciones se purificé. Se eluyd mediante diferentes sistemas (CH.Cl;-MeOH, acetona-
CH.Cly, AcOEt-hexano, acetona-hexano), pero ninguno funciond adecuadamente. La cpp
no ayudé en mucho, pues aiin estaban presentes varios productos. La RMN'H también

mostrd que no era un solo producto el que se habia obtenido.

En algunas fracciones tanto de la reaccién anterior, como de esta Gltima (con el Afré-
sida), sé observé un producto de color café (aceitoso), que en ccf era no polar, y que no apa-
recid en ningln momento durante la reaccién con Gomfésido. En IR, este producte indica
la presencia de cadenas de metilenos y metilos (2930cm’'), debidos al derivado estanilado.

Posteriormente, se llevo a cabo la reaccion entre el IBX y el Afrésido. En este caso, su-

cedid algo similar que en la reaccién anterior con Afrdsido; esto es, la ccf mostrd la presen-

45



DISCUSION DE RESULTADOS

cia de tres productos. Uno de cllos se trata de la materia prima sin reaccionar, mientras que

los olros, son productos menos polares que la misma.

Se realizaron extracciones con AcOEt, lavando después con NaHCO; y con salmuera
hasta pH neutro. La fase orgdnica se secd y se filtrd, llevando después a sequedad. El sélido
obtenido se cromatografié en columna reldmpago, usando como eluyente CH>Cly y aumen-
tando 1a polaridad con MeOH. Después de eluir completamente la columna, se observé que,
similar a lo que sucedi6 con la reaccién Afrésido-nBuaSn0O, no hubo una separacién efi-
ciente, por lo que se realizd una nueva cromatografia en columna con un eluyente diferente

{hexano-AcOEL).

La RMN'H y el IR de las fracciones mds "puras", indican productos que son muy dificil
de determinar de que se tratan, por lo que se realiz6 una nueva reaccidn entre el Afrdsido y
el IBX, ahora modificando las condiciones. Se trabajé en condiciones anhidras y se calent6
la mezcla de reaccitn hasta aproximadamente 60°C. Estas condiciones no ayudaron en mu-

cho, pues los resultados obtenidos fueron semejantes a los ya descritos.

Debido a que con el Afrésido no se habian obtenido buenos resultados, se realizaron fas
transformaciones con Calactina, prithero con la bromindlisis de derivados estanilados, y
posteriormente con el BX en DMSO. En pocas palabras, las condiciones para ambas técni-
cas fueron similares a las realizadas con el Afrésido y el Gomfdsido, obteniendo resultados
poco satisfactorios en los casos de reaccién con la Calactina. En ningtin momento se logré

aislar un producto puro que pudiera ser analtzado espectroscopicamente,

A pesar de todos estos intentos de oxidacién y en base a los resultados poco satisfacto-
rios, atin no se demuestra el porqué en el caso del Gomfésido existe la presencia de pro-
ductos completamente separable, mientras que para el Afrosido y la Calactina, nunca se lo-
gré purificar algin producto, No se puede determinar si este comportamicnto se deba a la

diferencia de un simple grupo funcional en toda la estructura esteroidal, pues se ha obser-
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vado que algunos productos de tipo esterordal cambian por completo su comporiamiento

quimico y fisico con el simpte hecho de modificar un simple grupo de su estructura.

Es importante mencionar que los productos que se planted obtener sc han aislado natu-
ralmente de la familia A.vc‘lepi(tdctcetzez'3'6'7. Esto es, los productos de oxidacién (3'-ceto) del
Gomfésido, del Afrdsido y de la Calactina, as{ como los derivados de tiazolina (3'-tiazoh-
dina y 3'-tiazolina) de la Calactina, se han identificado, pero de igual modo que la labrifor-
mina, las cantidades tan pequefias de estos productos que se aislan de la familia Asclepic-

daceae, no favorecen mucho al planteamiento propuesto en este trabajo.

A continuacién se mencionan los nombres comunes dados a estos productos naturales.

3-DIDEHIDROGOMEOSIDO X M:  H o H oH

A NIDEHIDROAFROSIDO X1/ Me M o H o on

USCHARIDINA X7t7 cHO M o HooH

VORUSCHARINA XIV cHO  H [ 5 H H

USCHARINA XV cHO  H E S H O H
.

TABLA 6 Productos naturales aislades de la familia Asclepiadaceac
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En base a los objetivos planteados para las transformaciones quimicas de las asclepinas y
de acuerdo a los resultados obtenidos, se pucde concluir gue estos objetivos no se cubricron
en su totahdad. Bsto es, a pesar de realizar varias reacciones con los métodos [BX/DMSO y
nBusSnO/Bra, no se logré sintetizar el producto deseado J.ceto en las asclepinas
(Gomfdsido, Afrésido v Calacting), y por consiguiente, no se obtuvo la ¥-yiazotiding en

estas asclepinas.

Sin embargo, se sintetizaron dos productas que no se han descrito en la literatura, deno-
minados éster metilico del 4cido gomfosidico (por reaccién con nBu:SnO/Bra) y 2-gomfo-

sélida (por ambos métodos), a partir del Gomfdsido.

QO (]
0 4]
s P
(1] 0
1))
Lt HO HO
4113 oy OH
0y (¢]
o+ (] ' (4]
ISR METILICO DL ACIDO GOMFOSIDICO 2. GOMPOSOLINA

Es importante remarcar que la estructura del azicar, asi como 1a aglicona jugaron un pa-

pel importante en estas transformaciones gulmicas,

Es decit, la transformacion que sufrié ¢l Gomi6sido en el azicar provocd una contrac-
cién (anillo de § miembros) y una expansion (lactona de 7 miembros) en los amllos, obte-
niendo el producto 2*-gomfosdlida. De igual modo, s¢ obtuvo un producto con apetiwra en

el carbono hemicetalico en posicion 2.
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En ¢l otro caso, debido i L aglicona, se ogré obtence productos puros y aistable en las

reacciones con ¢l Gomtésido, pero con Ja Culactina y el Alrésido, esto no lue posible.
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Pesc « que los métodos de oxidacidn (por bromindlisis de derivados estanilades o por
IBX en sulféxido de dimetilo) no resultaron satisfactorios, se puede continuar el proyecto
de oxidacién de las asclepinas, empleando algin agente oxidante mucho mds suave. Tam-
bidn es necesario scguir con ¢l estudio fitoquimico de alguna otra especie de Ja familia As-
clepiadaceae, para lograr aislar mayor cantidad de productos {tales como ¢l 3'-dehidro-
gomfdside XI, el 3'-deludroatrésido XII o la uscharidina XIIT), y asi evitar ¢l paso de la

sintesis de ta hidroxicetona.

Ademds de ello, es importante analizar detenidamente gue {ve lo que en realidad suced6
con los productos oblenidos, pues como ya s¢ menciond, sélo en las reacciones del Gom{é-
sido sc logré arslar productos puros, muentras que con el Afrésido y la Calacting, nunca su-

cedid asi.

Es importante determinar Ja actividad brolégica de tos productos ebtenidos por fa reac-
cién con el Gomfdsido (GOxSnl v GOxSn2), para demostrar asi su uso terapéutico o su
toxicidad (insecticida, plagmicida, etc). Esto debido a que son dos productos nuevos y que

no estén descritos cn la literatura.
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Espectros
Espectro 1A
Espectro 1B
Espectro 1C
Espectro 1D
Espectro 2A
Espectro 2B
Espectro 2C
Espectro 2D
Espectro 2E
Espectro 2F
Espectro 2G
Espectro 3A
Espectro 3B
Espectro 3C
Espectro 3D
Espectro 3JE
Espectro 3F
Espectro 3G
LEspectie 4A
Espectro 4B
Espectio 4C
Espectro 4D
Espectro 4E

[nfrarrojo Gomfdsido

RMN'H Gomfésido

RMN'H Afrdsido

RMN'H Catactina

Infrarrajo GOxSn!l

RMN'H GOxSni

RMN"’C Y DEPT GOxSnl

Correfacién 'H,'H GOxSnl

Correlacidn heteronuclear "H,”C GOxSnl
Correlacidn heteronuclear "H,"C a farga distancia GOxSn!
EM GOxSnl

Infrarrojo GOxSn2

RMN'H GOxSn2

RMN''C Y DEPT GOx5n2

Correlacién 'H,"H GOxSn2

Correlacidn heteronuclear 'H,""C GOxSn2
Correlacitn heteronuclear 'H,"C a larga distancia GOxSn2
EM GOxSn2

RMN'H GOxAcO

RMN"C Y DEPT GOxAcO

Correlacidn 'H,'"H GOxAcO

Correlacién heteronuclear 'H,C GOxAcO
EM GOxAcO
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DEDICATORIA ESPECIAL

PARA ALGUIEN MUY ESPECIAL::

Por [a paciencia, conocimientos, enseftanzas y consejos brindados durante el tiempo que
la conoci. Desafortunadamente, se adelantd a nuestro destino final, sin poder brindar ain

mds de ese talento que llevaba en su persona.

Quisiera que pudiera estar en estos momentos {al menos en alma), para que compartiera

conmigo los logros que gracias a usted he conseguido.

Esté donde esté, nunca voy a olvidarla y siempre recordaré ese optimismo y fortaleza que

siempre mostrd.

En todos los aspectos:

Gracias Dra, Lydia Rodriguez Hahn
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DFDICATORIA ESPECIAL

Porque personas come usted son muy dificil de encontrar en este mundo, con esa alegria

de vivir y de ver las cosas de una manera mds positiva.

Por haberme brindado su amistad, asi como sus consejos y su sabiduria, por la que estaré

eternamente agradecido.

Por apoyarme siempre, tanto en lo personal, como en lo profesional.

Por todo ello:

Gracias M en C Jorge Ricardo Cirdenas Pérez
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DEDICATORIA ESPECIAL

Por haberme dado comprensién, carifio, anustad y miles de cosas que es imposible

mencionar en este agradecimiento.

Porque sicmpre estuviste conmigo en los momentos méds diffciles para apoyarme y

darme fuerzas de vivir.

Por tantos momentos felices que hemos pasado (y seguiremos pasando) juntos, sin

olvidar los pequefios momentos de tristeza.

Porque no puedo expresar tan facil lo que siento por ti.

Gracias Imelda
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