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La Resonancia Magnética Nuclear es actualmente la técnica de rutina para determinar la estructura de moléculas
orgdnicas. Esta determinacién no solo incluye la conectividad de los d4tomos en la molécula, sino también la
configuracion relativa de los centros quirales que esta posea (Jacobsen, N. 2007).
Los glicésidos son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en la naturaleza, reportdndose su existencia
tanto en el mundo terrestre como marino (Cutler, S.; Cutler, H. 2002; Blunt, J. e al. 2009). Se les asigna una gran
variedad de actividades bioldgicas, que van desde antimicrobianos, cardiotdnicos, antitumorales, hasta anti-
inflamatorios, siendo esta tltima la més reportada recientemente (Cutler, S.; Cutler, H. 2002).
Los extractos polares son ricos en glicésidos que poseen entre 2 y 6 unidades (en algunos casos mas) de
monosacdaridos. Aglicones monoglicosidados, generalmente acetilados en una o méas posiciones del monosacarido,
se encuentran en las fracciones hexdnicas o cloroférmicas de los extractos (Jones, W.; Kinghorn, D. 2006).
Existen trabajos recientes que permiten deducir sin ambigiiedad la informacién estructural clave sobre la posicién
de las distintas unidades de carbohidratos sobre un aglicén, via el andlisis de desplazamientos quimicos, patrones
de acoplamiento y multiplicidad de las sefiales (Bagno, A. et al. 2007).
Rutinariamente, el desplazamiento quimico de los protones, proporciona informacién sobre su ambiente quimico,
estereoquimica relativa del centro quiral en donde se encuentra, e incluso, la constitucién y conformacién de la
molécula (Bose-Basu, B. et. al. 2007).
Combinando toda esta informacién y analizandola detenidamente como una identidad espectral, es posible conocer
la posicién de las cadenas glicosidadas en el aglicon y la secuencia de monosacdridos en las mismas.
Lo anterior se realiza con ayuda de la informacion que proporciona el RMN-C y de los datos bidimensionales,
principalmente COSY, NOESY, HMQC y HMBC (Jiménez, C. 2008).
Normalmente, la identidad de los monosacaridos individuales, se deduce a través del analisis del hidrolizado
respectivo (HCI al 1N a 48-50 C durante tres horas para 0.5 mg del glicésido) por GC-MS quiral, utilizando
patrones puros de monosacaridos para comparar (Leavitt, A.; Sherman, W. 1982).
En este trabajo se pretende ilustrar de una manera simple, como elucidar la estructura de un diterpeno
monoglicosidado natural, aislado del gorgonio caribefio Eunicea sp., que posee propiedades citotoxicas (10°-10°
M contra varias lineas celulares cancerosas) y anti-inflamatorias a niveles comparables a indometacina (Cébar, O.
et. al. 1997).
El glicésido muestra una férmula molecular de C, H,O,, obtenido a partir del espectro de HRFABMS, que indica
la existencia de siete grados de insaturacion.
El espectro infrarrojo muestra absorciones atribuibles a grupos hidroxilo (3438 cm™) y éster carbonilo (1748 cm™).
El espectro de RMN-'H (300 MHz en CDC],) muestra a campo alto, la presencia de seis grupos metilos como singletes
ad1.22,8 1.55, 8 1.56, 8 1.63, 8 2.05 y § 2.11 (los dos tltimos asignables a metilos localizados en grupos éster
acetato), cuatro grupos metileno (todos multipletes a 0 1.27, 6 1.65, 6 1.86 y § 2.20) y un metino multiplete a d 1.45.
A campo bajo se observan diez sefiales claramente resueltas: dos metilenos a 8 4.10 (dd, /J=2.4, 12.0 Hz) y  4.19
(dd,J=6.1,12.0 Hz) y ocho metinos a § 3.41 (t,J = 8.46 Hz), § 3.59 (ddd, J =2.5,6.1,9.1 Hz), 0 3.68 (t,J =9.16
Hz),84.45(d,J=4.5Hz),064.87 (t,/=9.8 Hz),64.93 (t,/=6.6 Hz),8 5.00 (t, /= 6.7 Hz) y 8§ 5.07 (t,/ = 6.7 Hz).
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Las demas sefiales estdn solapadas en la region comprendida entre 8 2.0 y 0 2.2 (Figura 1).
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Figura 1. Espectro de RMN-H del glicésido-diterpénico

El espectro de RMN-"C (75 MHz en CDCl,) muestra siete metilos que resuenan a 0 15.3,0 15.5, 0 15.6,8 20.7 y
0 20.9 (los dos ultimos atribuibles a metilos sobre éster acetato), d 24.0 y 0 24.5, ocho metilenos a § 24.0, d 24.7,
028.2,828.3,837.8,038.8,039.4,y 0 62.8, nueve metinos a8 47.7,070.9,8 71.6,8 74.5,8 74.7, 0 96.7, 8 125.1,
0 125.7 y 0 125.8 y seis carbonos cuaternarios a d 81.6, 6 133.1, 8 133.5,0 134.1,8 170.6 y 8 170.7 (los dos tltimos
atribuibles a grupos carbonilo de éster acetato) (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de RMN-=C del glicésido-diterpénico
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La existencia de un esqueleto diterpénico se deduce por la presencia de cinco grupos metilo no adscritos a éster
acetato, siete metilenos no-oxigenados, cuatro carbonos cuaternarios no atribuibles a grupos carbonilo, tres metinos
vinilicos y un metilo que absorbe a campo alto.

La resonancia en el espectro de RMN-"C a § 96.7 (d) que puede asignarse a un carbono anomérico y cinco sefiales
en la region comprendida entre O 62-75, sugieren la existencia de una hexosa en la molécula.

La presencia de un grupo acetal y numerosos carbonos oxigenados, analizados en conjunto con la férmula molecu-
lar, son fuertes indicativos de la presencia de un fragmento de 10 4&tomos de carbono adicionales al diterpénico, lo
que sugiere que estructuralmente la molécula contiene una hexosa diacetilada unida a un aglicén diterpénico.

La elucidacion via RMN de la estructura y conformacion de la hexosa, se inicia con el anélisis de las correlaciones
que muestran los protones oxigenados en el espectro del 'H-'H COSY (ver Figura 3).
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Figura 3. Espectro '‘H-'H COSY (300 MHz en CDCI,) del glicésido-diterpénico

Designando como “pivote” o “sefial punto de partida” al protén anomérico, (0 4.45, d, J = 7.65 Hz, H-1"), se
observa que correlaciona con el triplete ubicado a § 3.41 (J = 8.7 Hz, H-2") quien a su vez lo hace con la sefial a §
3.68 (t,9.16, H-3").
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La secuencia de correlaciones sucesivas contintia con el protén H-3” por su correlacion con el que resuena a 6 4.87,
(t,9.67, H-4") y este a su vez con el multiplete a 6 3.59 (ddd, 2.51, 6.14, 9.18, H-5") y este con ambos protones H-
67 (04.10,dd, 2.46, 11.99/8 4.19, dd, 6.14, 12.00). Finalmente, se observa la correlacién entre ambos protones H-
6 para terminar la secuencia.

Lo anterior nos permite asignar, sin ambigiiedades, los protones asociados a la hexosa de la molécula.

Con los protones glicosidicos debidamente identificados, se procede a asignar los carbonos respectivos mediante
el andlisis del espectro de 'H-"C HETCOR (CSCM) (ver Figura 4).
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Figura 4. Espectro de 'H-"C-HETCOR (CSCM a 300 MHz en CDCl,) del glicésido-diterpénico

La conformacién beta del enlace glicésidico entre la hexosa y la porcién diterpénica de la molécula, se puede
inferir por el desplazamiento quimico y constante de acoplamiento del protén anomérico (8 4.45, d, J = 7.65 Hz),

4
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que claramente indica su posicién axial. Un desplazamiento quimico superior a 4.8 ppm y una constante de
acoplamiento */,, menor de 4 Hz indica que la posicion del protén anomérico es ecuatorial.

El espectro de PS-NOESY, especificamente en el drea correspondiente a los protones del aziicar (ver Figura 5),
muestra correlaciones fuertes entre los protones H-1"y H-3", H-1"y H-5" , H-3" y H-5", H-2" y H-4", que
conjuntamente con la magnitud de las constantes de acoplamiento de dichos protones (', , entre 6.5y 9.1 Hz), son
evidencia inequivoca de la relacién 1,3-diaxial que existe entre ellos.
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Figura 5. Espectro de PS-NOESY (300 MHz en CDCI,) del glicésido-diterpénico

Organizando la informacién espectral y las inferencias efectuadas hasta ahora, es posible asignar la presencia de
una glucosa en forma de piranosa y con una conformacién beta en su enlace glicosidico.
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Queda ahora por determinar la posicion de los dos grupos éster acetato que posee la molécula. El desplazamiento
a campo bajo de los protones H-4" (0 4.87) y H-6" (0 4.10 y 8 4.19), que normalmente se encuentran en la zona
de 3.5-3.0 ppm respectivamente en CDCI, y las correlaciones encontradas entre los protones H-4" y H-6" con las
sefiales de RMN-"C ad 170.6 y 8 170.7, adscritas a los grupos éster-carbonilo en el espectro de HMBC, localizan
respectivamente ambos grupos sobre los carbonos C-4"y C-6" del residuo glicosidico.

Hay que puntualizar que la aplicacién rutinaria de RMN es un método no-quiral, por lo que no puede distinguir
entre las series “D” o “L” de un monosacarido.

Por convencion, las hexosas de la serie “D” son aquellas que poseen el grupo hidroxilo sobre el carbono quiral de
mas alta numeracidn a la derecha en el sistema de proyeccion de Fischer (quedando ubicado el grupo CH,OH en
posicion ecuatorial en la conformacion de silla).

Los que lo poseen a la izquierda, se asignan a la serie “L”".

CHO CHO
H————OH H ————OH
HO———f——H HO———H
H—————OH H ————OH
HO———H H————o0H
CH,OH CH2OH
L-Glucosa D-Glucosa

La utilizacion de reactivos desplazantes de Lantdnido puede discriminar entre ellos. Teéricamente es posible hacerlo
debido al diasterotopismo causado por la induccién asimétrica, que en la préictica, requiere comparacion con datos
de la literatura de moléculas con conocida configuracién absoluta en su azicar (Eliel E.; Wilen, S. 1994).
Basado en el andlisis elucidativo efectuado, es confiable entonces asignar la porcion glicosidica del glicésido-
diterpénico como $-D-4,6-diacetilglucopiranosa.

H OAc

AcO

Diterpeno

La identidad de esta hexosa fue confirmada por andlisis del hidrolizado en una columna quiral por GC-MS
(Cobar, O. et. al. 1997).
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