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Il. RESUMEN

De Ageratina petiolaris se obtuvo el extracto hexanico de las flores, el cual se sometié a
hidrélisis alcalina empleando KOH y metanol para obtener el acido 2a-hidroxieperuico (2).
Una vez obtenido el diterpeno se realizd la metilacién en el grupo carboxilo con
diazometano formando el éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3). A partir del
acido 2a-acetoxieperuico (4) empleando diazometano se obtuvo el correspondiente éster
metilico 5. Empleando al éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3) se prepard el
cinamato 6 utilizando cloruro de cinamoilo y piridina. Ya preparado los derivados 3, 6, la
amida 7, asi como el derivado tedrico 8, se construyeron los modelos moleculares de
partida de cada uno de ellos, seguido de una busqueda conformacional empleando el
protocolo de Monte Carlo con Mecanica Molecular, posteriormente se analizaron las
conformaciones realizando un corte dentro de las primeras 5 kcal/mol, se optimizo la
geometria de los conférmeros que contribuian de manera notable en la distribucion de
Boltzmann empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel de calculo B3LYP/6-
31G(d,p). Una vez obtenido el conférmero de menor energia se procedid a realizar el
estudio de anclaje molecular entre el heterodimero de alfa- y beta-tubulina con los
diferentes derivados: el éster metilico 3, el cinamato 6, la amida 7 y el derivado 8. Los
cuales indican que la prediccidn del sitio activo de los derivados diterpénicos preparados a
partir del producto natural 2 de Ageratina petiolaris en el heterodimero de alfa- y beta-
tubulina es el mismo sitio que el ocupado por el paclitaxel.

HO,,,

Palabras clave: Ageratina, diterpeno, tubulina, diazometano, conférmero.
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Ill. ABSTRACT

Hexane extract of flowers of Ageratina petiolaris was subjected to alkaline hydrolysis
using KOH and methanol to obtain the 2a-hidroxieperuic acid (2). After obtaining the
diterpene, methylation of carboxyl group was carried out with diazomethane yielding the
methyl ester 3. 2a-acetoxieperuic acid (4) was methylated with diazomethane to obtain
the corresponding methyl ester 5. A cinnamte derivative (6) was prepared from the
methylester 3 using cinnamoyl chloride and pyridine. Derivatives 3, 6, 7 and a theoretical
derivative 8, were subjected to a molecular model study, therefore molecular mechanics
conformational search was made via the Monte Carlo protocol with MMFF force-field,
conformations in the first 5 kcal/mol were analyzed and subsequently geometry
optimization of these conformations were calculated at DFT B3LYP/6-31G(d,p) level of
theory. Once obtained lower energy conformation we proceeded to the docking study
between tubulin heterodimer and the derivatives: methylester 3, cinnamate 6, amide 7,
and a theoretical derivative 8. Prediction of the active site of the diterpene derivatives in
beta-tubulin is similar that occupied by paclitaxel but lower affinity.

H O//,,h'

Keywords: Ageratina, diterpene, tubulin, diazomethane, conformer.
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1. INTRODUCCION

El aprovechamiento llevado a cabo por el hombre de las plantas medicinales, ha quedado
plasmado en numerosos testimonios escritos pertenecientes a distintas civilizaciones y
culturas. La medicina tradicional practicada desde la antigiiedad a través de errores y
aciertos fue utilizada en la prevencion, diagndstico y eliminacion de desequilibrios fisicos,
mentales o sociales, obtenidos exclusivamente en base a la experiencia practica y
observacidn, asi como al empirismo transmitido a través de generaciones.!

Las plantas con atributos farmacoldgicos fueron las primeras medicinas utilizadas en
forma empirica para la cura de enfermedades que padecia el hombre; se diferenciaron las
gue curaban de las que mataban, y dichos conocimientos fueron trasmitidos oralmente
debido a la carencia de escritura. Al desarrollarse la escritura y con la aparicion del papiro
como soporte de la misma, se comenzd a recoger informacidn, convirtiéndose esta en
patrimonio de unos pocos dentro de las sociedades por las cuales ha transitado la
humanidad hasta nuestros dias.

En la Biblia (Figura 1) se describen aproximadamente 200 plantas de uso medicinal y
ademas sus aplicaciones.

Figura 1. La biblia en la antigliedad.



El papiro de Ebers (Figura 2), escrito hace unos 3500 afios a.de C, describe enfermedades
e indicaciones para solucionarlas mediante el empleo de especies vegetales.

Figura 2. Papiro de Ebers.

Durante los siglos Xl al XlIl la Escuela Arabe (célebre por sus renombrados médicos) asi
como la de Salerno en ltalia, prescribian numerosas substancias vegetales de las cuales
muchas son utilizadas actualmente. En esa época vivié el famoso médico musulman lbn
Wafid (nacido en Toledo en el afio 1008 y muerto en esa misma ciudad en 1074) fue autor
de la obra “El libro de la almohada” famoso recetario médico del siglo XI. Sus recetas casi
todas originales, comprendian remedios para atender dolencias o disturbios desde la
cabeza hasta los pies, segun la tradicién de la medicina drabe, y en ella se empleaban
numerosas plantas casi todas procedentes de Espafia y del norte de Africa.

En el siglo XV eran ya conocidas las esencias de almendras amargas, espliego, canela,
ginebra, rosa, salvia, lavanda, entre otras. Un siglo después, mas de 60 nuevas esencias se
afiadian a estas. En 1511 se publicé en Barcelona “Concordia Pharmacopolarum” que es la
primera farmacopea territorial del mundo.

El famoso Cddice de la Cruz Badiano (Figura 3) escrito en 1552 por el indigena Xochimilca
Martin de la Cruz y traducido del ndhuatl al latin por Juan Badiano en México, contiene el
tesoro herbolario de los antiguos mexicanos.
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Figura 3. Cddice de la Cruz Badiano.

En el siglo XIX se practican los primeros analisis quimicos de esencias y otros principios
activos de los vegetales, con la aplicacion del microscopio y la quimica analitica nace la
farmacoquimica. En 1811 se aisla la morfina a partir del opio.

En la actualidad, existe un amplio reconocimiento del empleo de fuentes naturales como
medicamentos y en especial de la fitoterapia, justificado en muchos casos por razones
econdmicas, disminucion de efectos tdxicos crdnicos debidos a sustancias quimicas puras
y con una tendencia en los paises desarrollados al retorno del empleo de productos
naturales en el tratamiento de diversas afecciones. Cabe hacer mencién del importante
papel de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en los distintos paises, a través de la
validacién de efectos etnobotdnicos adjudicados a las plantas en la historia de la
humanidad.?

La OMS apoya el uso de la medicina tradicional y alternativa cuando esta demostrado el
beneficio y la existencia de minimo riesgo para el paciente. La medicina tradicional es la
suma total de conocimientos, técnicas y procedimientos basados en las teorias, creencias
experiencias de diferentes culturas, sean o no explicables, utilizados para el
mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el
tratamiento de enfermedades fisicas y mentales. El uso a través del tiempo ha
demostrado la inocuidad y eficacia de la medicina tradicional. En la actualidad solo falta
comparar el empirismo con el cientificismo, respetando la investigacién y evaluacion de la
medicina tradicional, los conocimientos y experiencia obtenidos en la invaluable historia
de sus procedimientos.?
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2. ANTECEDENTES

Para poder vivir, crecer y reproducirse los organismos necesitan transformar una gran
variedad de compuestos orgdnicos. Estas transformaciones requieren energia que
obtienen en forma de ATP y la presencia de sistemas enzimaticos. El conjunto de
reacciones especificas mediante el cual un organismo fabrica sus propias sustancias y
mantiene la vida se conoce como metabolismo.

Las moléculas mds importantes para la vida son las proteinas, los hidratos de carbono, las
grasas y los acidos nucleicos. A pesar de las caracteristicas extremadamente diferentes de
los distintos seres vivos, las rutas generales para modificar y sintetizar estas sustancias son
esencialmente las mismas para todos con muy pequefias modificaciones. Estos procesos
se conocen como metabolismo primario y los compuestos implicados en las diferentes
rutas se conocen como metabolitos primarios.

Se denomina metabolismo secundario al conjunto de procesos en el que participan
compuestos con una distribucién mucho mas limitada y especifica segun el ser vivo. Los
compuestos que participan en este metabolismo se denominan metabolitos secundarios y
son especificos de las especies y también se les llama productos naturales.*

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no solamente
tienen gran importancia ecoldgica porque participan en los procesos de adaptacion de las
plantas a su ambiente, sino también en el establecimiento de la simbiosis con otros
organismos y en la atraccién de insectos polinizadores y dispersores de las semillas y
frutos. La sintesis activa de los metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son
expuestas a condiciones adversas tales como: el consumo por herbivoros (artrépodos y
vertebrados); el ataque por microorganismos (virus, bacterias y hongos); la competencia
por el espacio del suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas vy la
exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico.’

Los metabolitos secundarios se agrupan en cuatro clases principales: compuestos
fendlicos, glicdsidos, alcaloides y terpenos.

2.1. Compuestos fendlicos

Existen dos rutas basicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos: la ruta del
acido maldnico es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es poco
empleada en plantas superiores. La ruta del acido shikimico es responsable de la
biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas. A partir de eritrosa-4-P y
de acido fosfoenolpiruvico se inicia una secuencia de reacciones que conduce a la sintesis



de acido shikimico y los aminoacidos (fenilalanina, triptdfano y tirosina). Entre los que se
encuentran: cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

2.2. Glicosidos

Su nombre hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de
azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Entre los glicdsidos se
encuentran: saponinas, glicésidos cardiacos, glicdsidos cianogénicos y glucosinolatos.

2.3. Alcaloides

Se sintetizan a partir de aminoacidos normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano,
aunque algunos como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina.®

2.4. Terpenos

Los terpenos que se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del acido
mevaldnico, activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan para
formar acido mevaldnico que reacciona hasta formar isopentil difosfato (IPP), o bien la
ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera también IPP. El
isopentil bifosfato y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los precursores
activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacién catalizadas por
prenil transferasas para dar lugar a prenil bifosfatos como geranil difosfato (GPP),
precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos y geranil
geranil difosfato (GGPP) precursor de diterpenos. Como ejemplos de terpenos se
encuentran hormonas, pigmentos o aceites.



CO:+H:.0

Respiracién/T Fotosintesis, asimilacién
02 02
Polisacaridos
Glicésidos Monosacaridos
(ole]e)
Glicolisis
——————-
)Cj)\ Hot Y YoH
- OH
Coo Shikimato
Piruvato
Polei - © +
oleinas ] OO
0QC $
HO, ) G
HO coo "_/U\SCoA_" Aminoacidos
Mevalonato Acetil-CoA alifaticos {7,

l l l Prefenato
Alcaloides ¢
OFP "00C™CO0 0 CHs | — Aminoacidos
>J Malonato H3C~N N aromaticos
A A
O N

3,3-dimetilalil ¢

‘% _coo
N
pirofosfato (I;H
> N,

l |

Acidos grasos Acidos cinamicos

Terpenoides Grasas

Otros aromaticos
O

O/\/COOH
Flavonoides
l

Cumarinas

8
O

Figura 4. Rutas de produccién de metabolitos secundarios.’



Ya para el siglo XIX, los quimicos poseian herramientas para llevar a cabo la elucidacion
estructural de compuestos recientemente descubiertos. Conociéndose para la época una
gran cantidad de estructuras de productos naturales, el cientifico aleman Otto Wallach’
notd que las estructuras de muchos compuestos, especialmente los principios fragantes
de las plantas (aceites esenciales), podian ser divididas en unidades ramificadas de cinco
carbonos derivadas del isopreno (Figura 5) o 2-metil-1,3-butadieno, de férmula molecular

CsHs.
Cola —» \/I\ «——— Cabeza

Figura 5. Estructura del isopreno.

Estos compuestos, que tipicamente presentaban una férmula molecular que resultaba un
multiplo entero de la del isopreno, fueron agrupados bajo el término genérico de
terpenos, vocablo derivado etimolégicamente del nombre del arbol de terebinto (Pistacia
terebinthus), el cual exuda una resina. Wallach recibié el Premio Nobel de Quimica por
este descubrimiento en 1910.

Después de extensas investigaciones, se formuld la llamada regla del isopreno, la cual
propone que los terpenos estan formados por un determinado nimero de unidades
isoprénicas unidas mediante enlaces cabeza-cola. Sin embargo, se presentaban
compuestos que, a pesar de estar constituidos mayormente por estas unidades no
seguian cabalmente la regla del isopreno, ya sea por violacion del principio cabeza-cola,
reordenamientos, degradaciones, etc. Estos compuestos se denominaron terpenoides.’

Los terpenos y terpenoides constituyen el grupo mas grande de los productos naturales.
Para 1998, se habian aislado mas de 30000 terpenoides, de los cuales mas de la mitad
eran sintetizados por plantas.®

Debido a la amplia gama de este grupo de productos naturales, surgié la necesidad de
establecer un sistema de clasificacion. La clasificacién tradicionalmente aceptada se basa
en la cantidad de unidades de isopreno presentes en la estructura. De esta manera se
tiene hemiterpenos (una), monoterpenos (dos), sesquiterpenos (tres). Diterpenos
(cuatro), triterpenos (seis), tetraterpenos (ocho), etc.”? como se muestra en la Tabla 1.1°



Tabla 1. Clasificacidon y precursores de los Terpenos.*°
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GFPP
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2.4.1. Diterpenoides

A medida que se fueron descubriendo mas diterpenos, surgid la necesidad de
implementar a su vez un sistema para clasificarlos. El sistema establecido los subdivide en
grupos (Figura 6), dependiendo de la cantidad de los ciclos que presentan en su
estructura. Asi, se tiene diterpenos aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos,
macrociclicos, etc. Y a su vez, dependiendo de la distribucion del esqueleto carbonado,
pueden conformarse familias. Dentro de estas subdivisiones, las cuales son nombradas en
base a algunos de los primeros descubrimientos para cada una de ellas por ejemplo,
cembranos, labdanos, kauranos, etc.!!

Aciclicos Monociclicos
OAc

Hanliuina | (fitano) Vitamina A o retinol

Biciclicos Triciclicos Tetraciclico

HOOC
Coronarin C (labdano) Acido Abiético Acido Giberélico
(abietano) (giberalina)
Pentaciclicos Macrociclicos
HO
—
COOH
Acido Helifulvalénico Cembreno A
(traquilobano) (cembrano)

Figura 6. Clasificacion de los terpenos.



2.4.2. Actividad farmacoldgica de los diterpenos

El interés farmacoldgico de los diterpenos esta fuera de toda duda, ya que dentro de este
grupo se encuentran los diterpenos triciclicos del género Taxus y sus derivados (paclitaxel
o Taxol®y docetaxel o Taxotere®) utilizados actualmente en terapéutica en el tratamiento
de algunos tipos de cancer por su accién antimitdtica.?

2.4.3. Diterpenos tipo labdano

Una de las familias de compuestos naturales que ha recibido en afios recientes una
atencién particular debido a sus diversas aplicaciones farmacolégicas, es la de los
diterpenos tipo labdano.

Los labdanos han sido encontrados ampliamente en la naturaleza, aislados principalmente
de plantas terrestres y esponjas marinas. Su estructura se basa en un esqueleto biciclico
carbonado del tipo trans-decalina (Figura 7).’

Figura 7. Esqueleto carbonado del tipo trans-decalina.

2.4.4. Actividad bioldgica de los labdanos
2.4.4.1. Actividad antibacterial y antiviral

Existen varios diterpenos tipo labdano que han mostrado actividad antibacterial. Por
ejemplo, los compuestos 13-epi-Sclareol, (5R,8R,9R,10R,13E)-labdan-en-8a,15-diol vy
acetato de (5R,8R,9R,10R,13E)-labdan-en-8a,15-diol, aislados de las hojas de Cistus
incanus (Figura 8) han mostrado una mayor actividad que la ampicilina contra Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosae a una concentracién de
100 ppm, asi como actividad moderada sobre S. eidermis, Enterobacter cloacae y
Escherichia coli.”
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13-epi-Sclareol (5R,8R,9R,10R,13E)-labdan- Acetato de (5R,8R,9R,10R,13E)-labdan
13-en-8a,15-diol -13-en-8a,15-diol

Figura 8. Diterpenos con actividad antibacterial y antiviral.

Asi mismo, el extracto etandlico de la planta Prema oligotricha (Verbenaceae), cuyas
ramas son masticadas en Africa oriental y el humo al ser quemada es utilizado para
esterilizar recipientes de leche (usos que indican una posible actividad antibacterial),
presentd actividad contra una gran variedad de bacterias Gram-positivas, como por
ejemplo Streptococcus sp. y Lactobacillus sp., responsables de la apariciéon de caries y
otros problemas dentales, utilizando como estdndar estreptomicina. De ese extracto se
aisld, entre otros, el acido 12-oxolabda-8,13(16)-dien-15-oico (Figura 9).”

COOH

Acido 12-oxolabda-8,13(16)-dien-15-oico

Figura 9. Diterpeno con actividad antibacterial.

También se han encontrado labdanos con actividad antibacterial y antiviral en organismos
marinos, tales como los Mycaperdxidos A y B (Figura 10), provenientes del extracto
metandlico de la esponja Thai del género Mycale. Ambos compuestos fueron activos
contra las bacterias Gram-positivas Bacillus subtilis y S. aureus, pero también mostraron
actividad contra los virus de la estomatitis vesicular y del herpes simple tipo | (ICso~ 0.25-
1.0 ppm).B2
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Figura 10. Diterpenos tipo labdano con actividad antibacterial y antiviral provenientes de

la esponja Thai del género Mycale.
2.4.4.2. Actividadad antifuingica

Se ha descubierto una gran variedad de diterpenos labdanicos que inhiben el crecimiento
de hongos patdgenos y que pueden ser efectivamente utilizados para el tratamiento de la
mayoria de las infecciones fungica superficiales. Sin embargo, aun existe la necesidad de
farmacos con baja toxicidad que puedan ser administrados parental u oralmente de
manera segura y que puedan alcanzar concentraciones efectivas en la zona afectada.*?

En el afio 1988, Morita e Itokawa’ aislaron de la planta Alpina galanga una serie de
labdanos con estructuras nuevas e interesantes, entre los cuales se sefialan los aldehidos
labda-8(17),12-dien-15,16-dial, 8B(17)-epoxilabda-12-en-15,16-dial y la Galanolactona
(Figura 11), que presentaron actividad contra varias cepas de Candida.

CHO

CHO

Labda-8(17),12-dien-15,16-dial 8B(17)-epoxilabda-12-en-15,16-dial Galanolactona
Figura 11. Aldehidos tipo labdano con actividad antifungica.

Similarmente, el Sclareol, empleados comercialmente en la manufactura del perfume de
ambar gris, es un inhibidor potente del crecimiento de hongos de herrumbre y éxidos. Sin
embargo, puesto que este compuesto no es facilmente obtenible a partir de fuentes
naturales, siendo las Unicas fuentes viables las hojas de Nicotiana glutinosa y las cabezas
de flor de Salvia sclarea, existe en la actualidad un gran interés por el desarrollo de cepas
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de microorganismos capaces de sintetizarlo y ademas por purificar la enzima responsable
de su transformacién a partir de su precursor biogenético.!*

2.4.4.3. Actividad citotdxica

Hoy en dia el cancer es una de los padecimientos mas graves que sufre el ser humano.
Durante el afio 1998, mas de 6,200,000 personas murieron de cancer en el planeta y aun
no se ha desarrollado un tratamiento que pueda disminuir éste numero
significativamente. Es por esto que la busqueda de farmacos citotdxicos adquiere una
importancia suprema en las vertientes actuales del desarrollo de la quimica medicinal.

En 1987, Itokawa y colaboradores aislaron de las raices de una planta utilizada como
antirreumatico en Brasil, Hedychium coronarium o cafia de indio, las Coronarinas A, B, Cy
D (Figura 12). Estas sustancias, sobre todo el Coronarina A y el B, mostraron citotoxicidad
cuando fueron aplicadas a cultivos de células V-79 de hdmster chino clonadas.’

Coronarina A Coronarina B Coronarina C Coronarina D

Figura 12. Coronarinas A, B, C, D, con actividad citotoxica.

Otro efecto importante que se ha podido observar en algunos labdanos, es el de inhibir la
agregacion de plaquetas comportdndose como un antagonista del Factor Activador de
Plaguetas (FAP), el cual se sabe que estd involucrado en una variedad de condiciones
como el asma bronquial, coagulacién intravascular diseminada, inflamacién y alergia
aguda, entre otras. La busqueda de un nuevo agente terapéutico mds potente, menos
téxico y con mejor biodisponibilidad ha propiciado el descubrimiento de compuestos
como el 3a-hidroximanool (Figura 13), hallado en la planta medicinal nativa de Butan
llamada shug chher (Juniperus communis), el cual mostré un potente efecto inhibitorio
sobre la agregacién de plaquetas mediada por el FAP.®
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3a-hidroximanool

Figura 13. 3a-hidroximanool, antagonista del Factor Activador de Plaquetas (FAP).
2.5. El cancer

Bajo la denominacién de cancer, se engloba a un grupo numeroso de enfermedades
malignas, con origen genético monoclonal, caracterizadas por una proliferaciéon celular
anormal, anapldsica, auténoma, progresiva y destructiva. Comienza por una falta de
control en el proceso de reproduccion celular en un tejido en el que las células se
reproducen de forma autdnoma e irreversible, sin regulacion ni afinidad. La pérdida de la
capacidad celular de realizar apoptosis se traduce en la aparicion del fendmeno
metdstasis, que es el rasgo mas caracteristico de esta enfermedad.’

El enorme interés en el conocimiento de la enfermedad, se ha traducido en un extenso y
exhaustivo estudio bioldgico y farmacoldgico destinado a desarrollar nuevos farmacos que
de forma selectiva eliminen las células enfermas.

2.6. Taxol

El paclitaxel (Figura 14), conocido comercialmente como Taxol®, es uno de los agentes
antitumorales mas efectivo empleado en las udltimas décadas. Recientemente, se
cumplieron 30 afios desde el descubrimiento del modo de acciéon de este farmaco,
obtenido a partir de un extracto vegetal y 15 afos desde la aprobacién del uso para el
tratamiento del cancer, de mama vy algunos otros tipos de cdncer debido a su capacidad
de inhibir la multiplicacién de las células tumorales. En la Tabla 2 se muestran las fases del
desarrollo del paclitaxel. Identificado y extraido inicialmente a partir de la corteza del tejo
Taxus brevifolia. En combinacion con otros compuestos (cisplatino), constituye la

quimioterapia de primera linea para el tratamiento del cdncer de ovario.® *°
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Figura 14. Estructura del paclitaxel.

Tabla 2. Fases del desarrollo del paclitaxel como agente quimioterapéutico.

El Instituto Nacional del Cancer (NCI) de Estados Unidos observa

1963 . . .
actividad antitumoral en el extracto de corteza de tejo.

1971 Se identifica el principio activo: paclitaxel.

1979 Se determina el modo de accidn del paclitaxel.

1983 Comienzan los ensayos clinicos — Fase I.
La empresa farmacéutica Bristol-Myers Squibb se hace cargo del

1991 e . .
desarrollo y comercializacién del paclitaxel bajo el nombre del Taxol®.
Se publica la sintesis total del paclitaxel.

1994 Se autoriza el uso del Taxol® en Estados Unidos para el tratamiento del
cancer de mama.

1998 Se prueba el uso clinico de Taxol® para el tratamiento del carcinoma de
ovario.

2000 Se permite el desarrollo de paclitaxel como medicamento genérico.
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2.7. Métodos de Quimica Computacional
2.7.1. Modelado molecular

Es una serie de métodos que consideran las propiedades de las moléculas en tres
dimensiones, andlisis conformacional, mecanica cudantica, mecanica molecular,
termodinamica estadistica y los graficos moleculares interactivos. Lo que permite la
representacion y manipulacién de las moléculas en tres dimensiones y proporciona
informacién espacial que es esencial para comparar moléculas y para estudiar la
interaccion entre ligando y receptores macromoleculares.®®

2.7.2. Protocolo Monte Carlo

El protocolo Monte Carlo es una combinacion de muestreo aleatorio y el empleo de la
distribucién de Boltzmann.

exp[—V(r1,r2, ..., r) /KB T]

Es una mera coleccion de estructuras tridimensionales arbitrarias, no relacionadas entre
si. Las configuraciones secuenciales de este tipo de muestreo son instantaneas al azar del
movimiento total de la molécula y, por tanto no ofrece ninguna pista sobre la ruta
traslacional que las une. Las estructuras se pueden organizar sobre la base de algun
criterio y compararse luego frente a modelos ideales o modelos de otras moléculas.®

2.7.3. Mecéanica molecular

La expresion mecanica molecular se emplea ampliamente para definir un método de
calculo basado en la mecanica clasica y disefada para obtener a priori las estructuras y las
energias de las moléculas. La idea central de la mecanica molecular es que los enlaces
poseen valores de longitudes y angulos ideales o naturales, los cuales van a condicionar la
geometria molecular.?°

2.7.4. Teoria de Funcionales de la Densidad

Es un proceso variacional alternativo a la solucién de la ecuacion de Schrédinger, donde el
funcional de la energia electrdnica es minimizado con respecto a la densidad electrdnica.
Es uno de los métodos mas utilizados en los cdlculos cuanticos de la estructura electrdnica
de la materia, tanto en la fisica de la materia condensada como en la quimica cudntica.

Originalmente, la DFT se desarrolld en el marco de la teoria cudntica no relativista
(ecuacion de Schrodinger independiente del tiempo) y de la aproximacion de Born-
Oppenheimer. La teoria fue extendida posteriormente al dominio de la mecanica cuantica
dependiente del tiempo, y se habla de la TD-DFT o Teoria de Funcionales de la Densidad
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Dependiente del Tiempo y del dominio relativista. Entre otras cosas, esto permite calcular
estados excitados.?!

2.8. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae es un grupo monofilético y representa una de las familias mas
numerosas de angiospermas, con 1600 a 1700 géneros y 24000 a 30000 especies. Esta
familia también presenta una amplia variedad de formas de vida: herbaceas, suculentas,
lianas, epifitas, arboles y arbustos.?? Su distribucién es cosmopolita, exceptuando la region
Antartica, y se le encuentra en todos los ambientes. La evidencia filogenética y los datos
paleontoldgicos sugieren que el ancestro de Asteraceae surgio en el hemisferio sur, en el
drea que hoy corresponde a la regién andina de Sudamérica.?®>?* Estimaciones
conservadoras del nimero de géneros de compuestas conocidas en la Republica Mexicana
es de 310 a 387. El nimero de las especies se encuentra cerca de las 3000.%°

2.8.1. Género Ageratina

Ageratina es uno de los géneros con mas especies de la familia Asteraceae en México ya
que se encuentran alrededor de 153 especies.?”

El género Ageratina es un grupo taxondmico complejo al cual se han incluido algunas
especies antes pertenecientes al género Eupatorium, tal es el caso de Ageratina petiolaris
anteriormente conocida como Eupatorium petiolare.*°

2.8.2. Ageratina petiolaris

Es un arbusto hasta de 2 m de altura; tallos lefiosos, cilindricos, de 2 a 5 mm de diametro,
estriados, blanco-amarillentos, puberulentos; hojas opuestas, peciolo de 1.5 a 8 cm de
largo, pubescente, ldmina ovada, de 3.5 a 10 cm de largo por 2.5 a 10 cm de ancho, apice
agudo u obtuso, borde crenado-dentado, base cordada, haz puberulento, envés
pubescente, con abundantes globulos resinosos, tri a pentanervada desde la base,
membrandcea; numerosos capitulos de 7 a 8 mm de largo dispuestos en corimbos,
compuestos terminales, pedicelos pubescentes; involucro turbinado, de 5a 7 mm de largo
por £5 mm de ancho, cubre la mitad basal o mas de las corolas, sus bracteas discretas en 3
series de la misma longitud, lineal-lanceoladas, agudas, verdes, pubescentes; flores 35 a
40; corola de 4 a 5 mm de largo, blanca, glabra, con gldbulos resinosos en los I6bulos;
aquenio de 2 a 3 mm de largo, muy pubescente , vilano casi del largo de la corola, cerdas
blanco-rosadas (Figura 15).
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Figura 15. Ageratina petiolaris.

Es conocida como “Hierba del Angel” o “yolochichitl”. Se ha colectado de Huehuetoca a
Milpa Alta y de Pachuca y Real del Monte a Amecameca, entre 2350 y 3000 m de altitud,
en sitios con pastizal, matorral xeréfilo y bosque de pino, encino y Juniperus; crece
frecuentemente en ambientes de disturbio, especialmente a lo largo de caminos vy
carreteras. Se conoce de Coahuilay Tamaulipas a Oaxaca.?6?”

En 1983, Calderén y colaboradores realizaron el estudio fitoquimico de Eupatorium
petiolare (Ageratina petiolare) colectada en la ciudad de México, aislando al acido 2a-
isovaleroxieperuico (1) (Figura 16), un diterpeno tipo ent-labdano.?®

COOH

Figura 16. Acido 2a-isovaleroxieperuico (1).

A partir de una hidrolisis basica sobre el enlace tipo éster del acido 2a-isovaleroxieperuico
(1), se obtuvo el acido 2a-hidroxieperuico (2) (Figura 17) en forma de cristales.

3

HO,
g COOH

Figura 17. Acido 2a-hidroxieperuico (2).
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2.8.3. Preparacion de la amida

Dentro del grupo de trabajo se realizé la preparacién de la amida 6 (Figura 18) a partir del
acido 2a-acetoxieperuico (4) obtenido a partir del producto natural 1 de Ageratina
petiolaris mediante la proteccion de la posicién dos con un grupo acetato, empleando
anhidrido acético y pridina previa hidrodlisis alcalina del grupo isovalerato. Una vez
protegida la posicion dos se procedid a llevar a cabo la preparacion de la amida
empleando anilina via anhidridos mixtos usando NMM vy i-BCF para la formacién del
enlace amida entre el grupo carboxilo del producto natural y el grupo amino de la anilina,
la cual fue obtenida en forma de miel incolora. Su elucidacién se realizé por RMN en unay
dos dimensiones.

Figura 18. Amida del 4cido 2a-acetoxieperuico (6).

2.9. Microtubulos

Los microtubulos estdn constituidos por heterodimero de alfa-tubulina y beta-tubulina
(Figura 19) y estos a su vez son polimeros proteicos cilindricos huecos de unos 24 nm de
didametro y una longitud variable. Los heterodimeros de tubulina interaccionan cabeza con
cola para formar protofilamentos rectos que posteriormente se asocian de forma paralela,
estableciendo contactos laterales entre ellos, para formar la pared cilindrica del
microtubulo. Dado que los dimeros de tubulina asocian cabeza con cola para formar
protofilamentos dentro del microtubulo, éste tiene una polaridad determinada por las
diferencias de sus extremos. En cada microtubulo, existe un extremo (+) compuesto por
beta-tubulina, y un extremo (—) compuesto por alfa-tubulina.’
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Figura 19. Microtubulos.

2.10. Estudio de anclaje molecular proteina-ligando (Docking)

Es un procedimiento computacional que intenta predecir la unién no covalente de
macromoléculas o mas frecuentemente, de una macromolécula (receptor) y una pequefia
molécula (ligando) de manera eficiente a partir de sus estructuras no unidas, obtenidas a
partir de modelado molecular. La prediccién de la unidn de moléculas pequefias a la
proteina es muy importante, ya que se puede determinar la conformacidon de ligantes
conocidos, cuando las estructuras experimentales no estdn disponibles.?®3°
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2.11. Derivados de acidos carboxilicos

Los acidos carboxilicos son la materia prima para diferentes derivados de acilo, como son
cloruros de 4cido, anhidridos de 4dcido, ésteres y amidas. Estos se encuentran
ampliamente distribudos en la naturaleza, ya que provienen de la oxidacidn de aldehidos y
alcoholes en el metabolismo.3!

Tabla 3. Clases de derivados.

Clase Férmula general

Cloruro de acido

Anhidrido de acido

Ester

Amida

Amida N-sustituida

Amida N,N-disustituida

0
R)LCI
0 0
R)J\O
0
R)J\OR
0
R)J\NHZ
0
R)kNHR
0
R)kNR'R
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2.11.1. Cloruro de acido

Los halogenuros de acido son generalmente intermediarios muy utiles en la formacién de
derivados de dcidos carboxilicos debido a que ellos son normalmente mucho mas
reactivos que estos ultimos, por ejemplo en reacciones de esterificacién, amidacion, etc.

En particular, los cloruros de acido son un tipo de derivados muy utilizados, que provienen
de sus correspondientes acidos carboxilicos, y donde el grupo acilo esta unido a un buen
grupo saliente.

Se preparan al calentar un acido carboxilico con uno de los siguientes reactivos: cloruro de
tionilo (SOCI,), tricloruro de fésforo (PCls) o pentacloruro de fésforo (PCls).3%33

O O
/H\ + SOCl, —— /“\ + S0, + HCI A
OH Cl
O O
/\)j\ + PCly —» /\)}\ + pocl + HClI4
OH Cl

2.11.2. Formacion de anhidridos

La formacidn de los anhidridos se lleva a cabo al calentar acidos carboxilicos en presencia
de pentéxido de fésforo (P20s) y se generan anhidridos simétricos por deshidratacion
entre dos moléculas diferentes de dcido carboxilico.3?

Los acidos carboxilicos reaccionan con cloruros de acido en presencia de piridina para dar
anhidridos:

oH SN TS N

©
y Cl

22



2.11.3. Formacion de ésteres
2.11.3.1. Esterificacion de Fisher

Los acidos carboxilicos pueden transformarse directamente en ésteres al calentarlos con
alcoholes en presencia de una cantidad catalitica de acido mineral.3

O H+ O

)L ¥ R'—OH )L _R’ * O

R OH R @)

2.11.3.2. Esterificacion por reaccion de un anhidrido de acido con un alcohol.

La reaccidn de anhidridos con alcoholes permite obtener ésteres.

Y - /@ O%O

2.11.3.3. Por reaccion de un anion carboxilato con un halogenuro de alquilo.

La reaccidon de un anién carboxilato con un halogenuro de alquilo en un disolvente polar
aprotico permite obtener ésteres.

O N o
+ | X Cl ) o
ONa =

2.11.3.4. Reaccion de acidos carboxilicos con diazometano.

La reaccién de acidos carboxilicos con diazometano permite obtener ésteres. Esta

reaccion es poco utilizada debido a la elevada toxicidad del diazometano.3437

OH o @ _CHj
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2.11.4. Formacion de amidas

La reaccion de un cloruro de acilo con amoniaco, una amina primaria o secundaria en
medio basico permite obtener amidas.3

HaC N Dimetilamina H;C NN
o) "OH O
Cl

N
HC™ CH,

2.11.4.1. Por reaccion de un acido carboxilico con una amina

Este método funciona bien cuando la amina es primaria o amoniaco.

—_—
A
O O
2.11.4.2. Por reaccion de una amina con ésteres

La reaccidn de ésteres con aminas proporciona amidas. En general sélo es util cuando la
amina a introducir es barata y puede utilizarse en exceso.

0 0
N NH N
A OMe ——» A NH,
‘ MeOH ‘
= A =
N N

2.11.4.3. Por hidrdlisis parcial de un nitrilo

La hidrdlisis en condiciones suaves de un nitrilo puede detenerse en la amida. Aunque el
proceso puede realizarse bajo catalisis basica, es mds usual utilizar catdlisis acida.

NH,
N CN
HO </ I / ©
N~ \H NaOH HO, < |
2 o5 N
@ H,0 o NH,
OH OH
OH OH
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3. JUSTIFICACION

Dado que no se cuenta con un estudio de anclaje molecular de la amida preparada a partir
del producto natural obtenido de Ageratina petiolaris y sus derivados, es necesario
realizar este estudio para conocer el sitio de accién sobre el heterodimero de alfa y beta-
tubulina de los derivados del diterpeno tipo ent-labdano, con la finalidad de ampliar el
conocimiento del posible sitio blanco de estos derivados en esta proteina y de esta
manera encontrar una nueva alternativa en el tratamiento de cancer.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

= Realizar el modelado y anclaje molecular de la amida 7 preparada a partir del acido
2a-acetoxieperuico (4).

4.2. Objetivos especificos

= Llevar a cabo las reacciones correspondientes para preparar nuevos derivados del
compuesto natural 2.

= Caracterizar los productos obtenidos mediante técnicas espectroscépicas.

= Llevar a cabo el modelado molecular de los nuevos derivados de 2 para conocer
sus estructuras de minima energia.

= Realizar un estudio docking (proteina-ligando) de los nuevos derivados preparados
a partir del acido 2a-hidroxieperuico (2).
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Se colectd Ageratina petiolaris en el estado de Michoacdn cerca de San Joaquin Morelos,
Municipio de Tlalpujahua a 2592 msnm; utilizando unicamente las flores para la obtencion
del acido 2a-hidroxieperuico (2) mediante una hidrdlisis basica de su extracto hexanico, ya
gue en esta parte es donde se encuentra en abundancia, con respecto a la hoja, tallo y
raiz, de acuerdo a los estudios realizados dentro del grupo de trabajo.

5.1. Identificacién del acido 2a-hidroxieperuico (2)

En el espectro de RMN de H (Figura 20) se observaron dos sefiales simples en 4.84 y 4.50
ppm correspondientes a los hidréogenos del metilo exociclico H-17 y H-17°
respectivamente. En 4.17 ppm se aprecié una seial quintuple (J = 5.4 Hz) correspondiente
al hidrégeno base de hidroxilo H-2, en 1.15 ppm se observé una seiial doble de dobles (J =
12.5, 2.8 Hz) identificada como H-5, en 0.99 ppm se encontrd una sefal simple que integra
para tres hidrégenos identificado como H-18, asi mismo en 0.98 ppm se observé una sefial
doble (J = 6.2 Hz) para el metilo secundario de la molécula, asi como dos senales simples
para H-19 y H-20. Cabe sefalar que estas dos Ultimas sefiales habian sido reportadas en
un principio como una sola sefial simple que integraba para seis hidrégenos.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 21) se observaron 20 sefiales que confirman la
presencia del diterpeno, en 178.9 ppm se observo la sefial para el carbonilo C-15, en 148.0
ppm se observé la seiial del C-8 base del metileno exociclico, en 107.0 ppm se aprecié la
sefial del carbono del metileno exociclico C-17 y en 67.8 ppm se observo la sefial del
carbono base de hidroxilo C-2.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H (300 MHz) del 4cido 2a-hidroxieperuico (2) en CDCls.
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Figura 21. Espectro de RMN de *3C (75 MHz) del acido 2a-hidroxieperuico (2) en CDCls.



5.2. Preparacion del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico

La metilacion del dcido 2a-hidroxieperuico (2) en el grupo carboxilo se llevé a cabo con
diazometano. La reaccidn fue in situ, obteniendose como producto el éster metilico del
acido 2a-hidroxieperuico (3), como un aceite denso incoloro.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 22) mostré una sefial quintuple en 4.15 ppm,
correspondiente al hidréogeno base hidroxilo H-2, y una sefal en 3.66 ppm
correspondiente al metilo del éster que integra para tres protones.

En el espectro de RMN de *3C (Figura 23) mostrd una sefial en 173.3 ppm correspondiente
al carbonilo de éster C-15, en 67.5 ppm se observo la sefial del carbono base de hidroxilo
C-2 yen 51.2 ppm la sefial que se asignd al metilo de éster C-21, lo que concuerda con el
reporte previo.?’
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) del éster metilico del dcido 2a-hidroxieperuico (3) en CDCls.
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5.3. Preparacion del éster metilico del acido 2a-acetoxieperuico

La metilacion del acido 2a-acetoxieperuico (4) en el grupo carboxilo se llevé a cabo con
diazometano. La reaccién fue in situ, generando como producto el éster metilico del acido
2a-acetoxieperuico (5), como un aceite denso incoloro.

I} @
H,C—N=N
COOH 2C , -
Eter

3
3

COOMe

El espectro de RMN de'H de (Figura 24) mostré una sefial quintuple en 5.15 partes por
millén (J = 4.1 Hz), correspondiente al hidréogeno base de éster H-2, una sefial a 3.15 ppm
del metilo de éster para el hidrégeno H-21 que integra para tres protones asi como
también la sefial del acetato en 2.03 ppm que integra para tres protones.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 25) mostré dos sefiales de carbonilo, una en 173.7
ppm correspondiente al éster metilico y otra en 170.6 ppm asignada al éster del acetilo,
en 70.8 ppm mostré una sefial del carbono base de éster, en 51.1 una sefial del metilo de
éster y en 21.6 ppm la sefial que se asigno al metilo de acetilo, los datos espectroscépicos
concuerdan con lo reportado en la literatura.?’
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5.4. Preparacidon del cinamato a partir del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico

El cinamato 5 se prepard a partir del derivado éster metilico del 2a-hidroxieperuico (3),
con el cloruro de cinamoilo en presencia de piridina recién destilada, obteniendo un aceite
denso amarillo.

P Cl

3

H O/’///,,

o COOMe

Piridina

El espectro de RMN de 'H (Figura 26) mostré una sefial quintuple en 5.31 ppm,
correspondiente al hidrégeno base de éster H-2, una sefial a 3.66 ppm correspondiente al
metilo de éster H-21 que integra para tres protones, dos sefiales dobles de un sistema AX
correspondientes a los protones vinilicos del doble enlace a a carbonilo del cinamoilo; una
en 6.40 ppm correspondiente al hidrégeno H-23 y la segunda en 7.66 ppm para el
hidrégeno H-24, una sefial triple en 7.39 ppm para los hidrégenos H-26 y H-30 y
finalmente una sefial cuddruple en 7.52 ppm para los hidrégenos H-27 y H-29.

En el espectro de RMN *3C (Figura 27) se observé una sefial en 173.7 ppm debida al
carbonilo de éster C-15, una sefial a 166.6 ppm del carbonilo de éster C-22, una sefial a
144.5 ppm del C-24, una sefal a 134.0 ppm correspondiente al carbono cuaternario C-25,
la sefal correspondiente a C-28 se observd en 131.0 ppm, mientras que a 128.8 ppm una
sefial para los carbonos C-26 y C-30, a 128.2 ppm se vio una sefial para los carbonos C-27 y
C-29, asi como una sefial a 118.9 ppm para el C-23.

En el espectro NOESY (Figura 28) se observd interaccion en el espacio entre el hidrégeno
base de hidroxilo H-2 y el hidrégeno H-1, los hidrégenos H-7 y H-17, asi como también el
hidrégeno H-23 con el hidrégeno H-24 correspondientes a los hidrégenos vinilicos y estos
a su vez presentaron interaccion con el hidrégeno H-29 del anillo aromatico del cinamato.
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5.5. Modelado de los derivados del acido 2a-hidroxieperuico

El modelo molecular del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3) (Figura 29) se
realizé construyendo la molécula de acuerdo a los datos fisicos y espectroscépicos.

Figura 29. Modelo molecular del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3), E =
-6.254 kcal/mol, A = 418.18 A2, Vol = 406.63 A3,

El modelo molecular del cinamato del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (6)
(Figura 30), se realizd acorde a sus datos obtenidos mediante RMN de *H, 13C y NOESY.

Figura 30. Modelo molecular del cinamato del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico
(6), E = -6.9216 kcal/mol, A = 535.59 A2, Vol = 525.02 A3,
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El modelo molecular de la amida del acido 2a-acetoxieperuico (7) (Figura 31), se realizé
construyendo la molécula de acuerdo a los datos fisicos y de RMN de 'H, 3C y HMBC.

Figura 31. Modelo molecular de la amida del acido 2a-acetoxieperuico (7), E = -8.7380
kcal/mol, A = 498.10 A2, Vol = 495.69 A3,

5.6. Conférmeros de los derivados del acido 2a-hidroxieperuico

El conférmero del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3) (Figura 32) se obtuvo
empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel de célculo B3LYP/6-31G(d,p).

Figura 32. Conféormero de menor energia del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico
(3), Eprr = —657399.773 kcal/mol, A =397. 91 A2, Vol = 385.80 A3.
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Empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel de calculo B3LYP/6-31G(d,p) se
obtuvo el conférmero de menor energia del cinamato del éster metilico del acido 2a-
hidroxieperuico (6) (Figura 33).

Figura 33. Conférmero de menor energia del cinamato del éster metilico del 4cido 2a-
hidroxieperuico (6), Eorr = —3858057.89 kcal/mol, A = 535.82 A2, Vol = 524.79 A3,

El conféormero de la amida del acido 2a-acetoxieperuico (7) (Figura 34) se obtuvo
empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel de célculo B3LYP/6-31G(d,p).

Figura 34. Conféormero de menor energia de la amida del acido 2a-acetoxieperuico (7),
Eprr = -861065.184 kcal/mol, A = 498.45 A2, Vol = 494.81 A3,
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5.7. Anclaje molecular de los derivados del diterpeno tipo ent-labdano

A los conférmeros de menor energia de los derivados del acido 2a-hidroxieperuico, el
éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3), el cinamato del éster metilico del acido 2a-
hidroxieperuico (6), la amida del acido 2a-acetoxieperuico (7) y el derivado tedrico
obtenido por modelado molecular 8 que se puede preparar a partir del producto natural 1
se les realizd el estudio Docking por separado; proteina-ligando para conocer su sitio
blanco en el heterodimero formado por alfa- y beta- tubulina. De acuerdo con los
antecedentes previos hay reportes donde se confirma que los diterpenos tipo labdano
actlian como anticancerigenos, asi que se tomd como referencia uno de los mejores
anticancerigenos hoy en dia, el paclitaxel, que tiene como sitio activo a la beta-tubulina
(Figura 35), sitio de interés donde se espera que actlen los derivados diterpénicos.

Figura 35. A) Heterodimero de alfa- y beta-tubulina obtenida del Protein Data Bank,
cédigo 1JFF. B) Sitio activo del paclitaxel (café) en la beta-tubulina.
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5.7.1. Anclaje molecular del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico-tubulina

Se llevé a cabo el docking del conférmero de menor energia del éster metilico del acido
2a-hidroxieperuico (3), sometido a un estudio ciego sobre todo el heterodimero de alfa-y
beta-tubulina, asi como a un estudio de refinamiento en una rejilla de 30 A3 tomando
como centro el sitio ocupado por el paclitaxel. El estudio ciego del derivado 3 mostré
interaccidn en afta-tubulina, por otra parte el estudio de refinamiento en la rejilla de 30
A3 del mismo derivado 3 cuenta con en el mismo sitio de interacciéon que el paclitaxel
(Figura 36), con una energia de afinidad de -6.9 kcal/mol comparada con la energia de
afinidad del paclitaxel de -10.0 kcal/mol.

Figura 36. A) Sitio blanco en la tubulina donde actta el éster metilico del acido 2a-
hidroxieperuico (3), Epock = —6.9 kcal/mol. B) Comparacion del modo de unién obtenido
por docking ciego con la estructura cristalografica del paclitaxel (en café).
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5.7.2. Anclaje molecular cinamato-tubulina.

Se llevd a cabo el docking del conférmero de menor energia del cinamato del éster
metilico del acido 2a-hidroxieperuico (6), sometido a un estudio ciego sobre todo el
heterodimero de alfa- y beta-tubulina, asi como un estudio de refinamiento en una rejilla
de 30 A3 tomando como centro el sitio ocupado por el paclitaxel. Ambos estudios
mostraron que el derivado 6 cuenta con en el mismo sitio de interaccidén que el paclitaxel
(Figura 37), con una energia de afinidad de -8.5 kcal/mol comparada con la energia de
afinidad del paclitaxel de -10.0 kcal/mol.

Figura 37. A) Sitio blanco en la tubulina donde actua el cinamato del éster metilico del
acido 2a-hidroxieperuico (6), Epock = —8.5 kcal/mol. B) Comparacién del modo de unidn
obtenido por docking ciego con la estructura cristalografica del paclitaxel (en café).
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5.7.3. Anclaje molecular amida-tubulina

Se llevd a cabo el docking del conférmero de menor energia de la amida del acido 2a-
acetoxieperuico (7), sometido a un estudio ciego sobre todo el heterodimero de alfa- y
beta-tubulina, asi como un estudio de refinamiento en una rejilla de 30 A% tomando como
centro el sitio ocupado por el paclitaxel. Ambos estudios mostraron que el derivado 7
cuenta con en el mismo sitio de interaccion que el paclitaxel (Figura 38), con una energia
de afinidad de -8.0 kcal/mol comparada con la energia de afinidad del paclitaxel de -10.0
kcal/mol.

Figura 38. A) Sitio blanco en la tubulina donde actia la amida del acido 2a-
acetoxieperuico (7), Epock = —8.0 kcal/mol. B) Comparacién del modo de unién obtenido
por docking ciego con la estructura cristalografica del paclitaxel (en café).
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6. PROPUESTA TEORICA DEL DERIVADO 8
6.1. Preparacion del derivado tedrico 8

De acuerdo a los dos grupos funcionales que presenta el producto natural (1) de Ageratina
petiolaris se propone al derivado tedrico 8 (Figura 39) obtenido por modelado molecular.
De esta manera se realizd su andlisis computacional de anclaje molecular en alfa- y beta-
tubulina. Dado que su sitio blanco es el mismo que el ocupado por el paclitaxel en la beta-
tubulina, pero con una energia de afinidad mayor que los derivados anteriores, por este
motivo se tiene como perspectiva a corto plazo su preparacion.

L]
(=]
"

34

Figura 39. Derivado tedrico 8 a partir del acido 2a-isovaleroxieperuico (1).
6.2. Modelo del derivado teodrico 8

El modelado del derivado tedrico 8 (Figura 40), se realizo construyendo la molécula
mediante su prediccidn tomando en cuenta sus los grupos funcionales que presentan los
derivados 6y 7.

Figura 40. Modelo molecular del derivado tedrico 8, E = -11.68499 kcal/mol, A = 594.77
A2, Vol = 593.80 A3.
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6.3. Conférmero del derivado tedrico 8

El conférmero de menor energia del derivado 8 (Figura 41) se obtuvo empleando la Teoria
de Funcionales de la Densidad a nivel de calculo B3LYP/6-31G(d,p).

\ /

A
-

Figura 41. Conférmero de menor energia del derivado 8, Eprr = =102959 kcal/mol, A =
591.66 A2, Vol = 592.74 A3,

47



6.4. Anclaje molecular del derivado tedrico 8

Se llevd a cabo el docking del conférmero de menor energia del derivado tedrico 8,
sometido a un estudio ciego sobre todo el heterodimero de alfa- y beta-tubulina, asi como
un estudio de refinamiento en una rejilla de 30 A3 tomando como centro el sitio ocupado
por el paclitaxel. Ambos estudios mostraron que el derivado tedrico 8 cuenta con en el
mismo sitio de interaccién que el paclitaxel (Figura 42), con una energia de afinidad de
-9.1 kcal/mol comparada con la energia de afinidad del paclitaxel de —10.0 kcal/mol.

Figura 42. A) Sitio blanco en la tubulina donde actua el derivado tedrico 8, Epock = 9.1

kcal/mol. B) Comparacién del modo de unién obtenido por docking ciego con la estructura
cristalografica del paclitaxel (en café).
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7. CONCLUSIONES

El 4cido 2a-isovaleroxieperuico (1), diterpeno tipo ent-labdano, cuenta con dos grupos
funcionales en su esqueleto, un hidroxilo en C-2, un carboxilo en C-15 y un doble enlace
exociclico permitiendo modificaciones quimicas necesarias para obtener los derivados 3-6.

El derivados 3 se prepard a partir del acido 2a-hidroxieperuico (2) modificando el grupo
carboxilo en posicién C-15 con diazometano.

3

HO,
“ COOMe

Del acido 2a-acetoxieperuico (4), derivado del producto natural de Ageratina petiolaris se
obtuvo el éster metilico del acido 2a-acetoxieperuico (5) empleando diazometano previa
acetilacién en condiciones estandar de reaccion.

3

COOMe

La formacion del derivado metilado 3 permitié la preparacion del cinamato 6 en la
posicion 2 del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (3), empleando cloruro de

cinamoilo y piridina.

5

COOMe

En el estudio del anclaje molecular de los derivados diterpénicos 3, 6, 7 y el derivado
tedrico 8, con el heterodimero de alfa- y beta-tubulina, mostraron que su sitio blanco es el
mismo sitio que el ocupado por el paclitaxel, pero con una afinidad menor que el
compuesto empleado en la clinica, esto nos indica que el anillo aromatico introducido al
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esqueleto ent-labdano aumenta la afinidad por la proteina por lo que funcionalizar
aromaticamente este tipo de esqueletos hidrocarbonados puede incrementar la afinidad
de estas substancias con el fin de encontrar una alternativa en el tratamiento de las
enfermedades que presentan un proceso descontrolado en la division de las células del
cuerpo.

8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1. Generalidades

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de H y 13C se adquirieron en un equipo
Varian Mercury Plus a 400 MHz y 100 MHZ respectivamente, utilizando cloroformo
deuterado (CDCl3) como disolvente y como referencia interna tetrametilsilano (TMS), la
purificacion de los compuestos obtenidos fue mediante cromatografia en columna
empleando gel de silice 230-400 mallas.

8.2. Obtencion del acido 2a-hidroxieperuico

Para la obtenciéon del extracto se maceraron las flores con hexano y cloruro de metileno.
Posteriormente se concentrd en rotavapor obteniendo 26 g del macerado de hexano y 16
g del macerado de cloruro de metileno, ambos en forma de una miel oscura. El extracto
hexanico de las flores se sometid a hidrdlisis alcalina empleando KOH y metanol a reflujo
por 2 h, seguido de acidificacion del crudo de reaccion con HCI al 10% hasta pH de 2, la
fase organica se extrajo con AcOEt, se lavd con agua y se secd sobre sulfato de sodio
anhidro. El concentrado del crudo de reaccién se purifico en cromatografia en columna
para obtener el dcido 2a-hidroxieperuico (2) como cristales incoloros en forma de aguja
en un rendimiento del 17%.

HO,,

Agujas incoloras

RMN de *H (300 MHz, CDCls) & 4.84 (1H, s, H-17), 4.50 (1H, s, H-17), 4.17 (1H, quint, J =
5.4 Hz, H-2), 2.39 (1H, m, H-7), 2.39 (1H, dd, J = 14.7, 5.4 Hz, H-14), 2.12 (1H, dd, J = 14.7,
8.4 Hz, H-14"), 1.95 (1H, m, H-7), 1.94 (1H, m, H-13), 1.77 (1H, m, H-1), 1.71 (1H, m, H-6),
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1.64 (1H, m, H-3), 1.61 (1H, m, H-1'), 1.57 (1H, m, H-9), 1.51 (1H, m, H-12), 1.49 (1H, m, H-
3'), 1.48 (1H, m, H-11), 1.42 (1H, m, H-6"), 1.15 (2H, dd, J = 12.5, 2.8 Hz, H-5), 1.03 (1H, m,
H-12), 0.99 (3H, S, H-18), 0.98 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.92 (3H, s, H-19), 0.91 (3H, s H-
20).

RMN de 13C (75 MHz, CDCl5) & 178.9 (C=0, C-15), 148.0 (C, C-8), 107.0 (CH2, C-17), 67.8
(CH, C-2), 57.6 (CH, C-9), 53.1 (CH, C-5), 46.4 (CH,, C-3), 45.7 (CH,, C-1), 41.3 (CH,, C-14),
39.7 (C, C-10), 38.1 (CH2, C-7), 36.0 (CH2, C-12), 33.3 (CHs, C-19), 33.0 (C, C-14), 30.9 (CH,
C-13), 24.6 (CHs, C-18), 24.5 (CHa, C-6), 21.5 (CH,, C-11), 19.9 (CHs, C-16), 17.3 (CH3, C-20).

8.3. Preparacion del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (2)

En un matraz de 50 mL se colocaron 200 mg del 4cido 2a-hidroxieperuico, se disolvieron
en 2 mL de éter etilico, el matraz se tapd con una septa y se llevd a 4 °C. Posteriormente
se prepard el diazometano con la N-nitroso-metil-urea. Para su preparacion, en un
segundo matraz de 50 mL sobre un bafio de hielo se colocaron 3 mL de éter etilico y se
adicionaron 2 mL de KOH al 40%, a continuacién se adicionaron 320.06 mg de la N-
nitroso-metil-urea (10:1) en pequefias porciones durante un minuto, manteniendo una
agitacion suave. Una vez formado el diazometano la fase etérea se separd de la fase
acuosa por medio de un embudo de separacion. El diazometano se agregd a la materia
prima dejando reaccionar 24 horas a 4 °C. Transcurrido el tiempo la reaccion se monitorio
por medio de cromatografia en capa fina. Una vez consumida la materia prima, se extrajo
con acetato de etilo, se lavd con solucién saturada de bicarbonato de sodio y con agua, se
secd sobre sulfato anhidro, se filtré y se concentré bajo presién reducida obteniendo
152.5 mg de un aceite denso incoloro correspondiente al 73% de rendimiento de 3.

3

H O///,
COOMe

Aceite denso incoloro

RMN de H (400 MHz, CDCls) 6 4.84 (1H, s, H-17), 4.500 (1H, s, H-17"), 4.15 (1H, quint, J =
4.9 Hz, H-2), 3.65 (3H, s, H-21), 2.38 (3H, m, H-7), 2.34 (1H dd, J = 14.6, 5.9 Hz, H-14), 2.12
(1H, dd, J = 14.7, 8.2 Hz, H-14"), 1.77 (1H, m, H-1), 1.70 (1H, m, H-6), 1.60 (1H, m, H-3),
1.59 (1H, m, H-1°), 1.55 (1H, m, H-9), 1.48 (1H, m, H-12), 1.46 (1H, m, H-3"), 1.38 (1H, m, H-
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6°), 1.15 (1H, dd, J = 9.58, 2.9 Hz, H-5), 1.0 (1H, m, H-12°), 0.99 (3H, s, H-18), 0.95(3H, d, J =
6.5 Hz, H-16), 0.92 (3H, s, H-19), 0.91 (3H,s, H-20).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) § 174 (C=0, C-15), 148.2 (C, C-8), 106.8 (CH,, C-17), 67.58
(CH, C-2), 57.5 (CH, C-9), 53.0 (CH, C-5), 51.12 (CHs, C-21), 46.6 (CHa, C-3), 45.82 (CHa, C-1),
41.3 (CHa, C-14), 39.7 (C, C-10), 38.5 (CH,, C-7), 35.9 (CHa, C-12), 33.2 (CHs, C-19), 33. (C, C-
4),31.2 (CH, C-13), 24.6 (CHs, C-18), 24.4 (CH,, C-6), 21.4 (CHg, C-11), 19.8 (CH3, C-16), 17.3
(CHs, C-20).

8.4. Preparacion de éster metilico del acido 2a-acetoxieperuico

En un matraz de 50 mL se colocaron 70 mg de una mezcla del dcido 2a-acetoxieperuico
(4), se disolvieron en 2 mL de éter etilico, el matraz se llevd a 4 °C. Posteriormente se
prepard el diazometano con la N-nitroso-metil-urea. Para su preparacién en un segundo
matraz de 50 mL sobre un bafio de hielo se colocaron 3 mL de éter etilico y se le
adicionaron 2 mL de KOH al 40% y luego 198.22 mg de la N-nitroso-metil-urea (10:1) en
pequefias porciones durante un minuto, manteniendo una agitacién suave. Una vez
formado el diazometano la fase etérea se separd de la fase acuosa. El diazometano se
adiciond a la materia prima lentamente dejando reaccionar 24 horas a 4 °C. Transcurrido
el tiempo la reaccién se monitorio por medio de cromatografia en capa fina. Una vez
consumida la materia prima, el diazometano remanente se elimind bajo corriente de
Nitrégeno para posteriormente extraer con acetato de etilo. La fase orgdnica se lavd con
solucién saturada de bicarbonato de sodio y con agua, secandose sobre sulfato de sodio
anhidro. El producto de reaccidon se sometid a cromatografia en columna y en las
fracciones eluidas con Hex:AcOEt 19:1 se obtuvieron 11.3 mg del éster metilico del 2a-
acetoxieperuico (5) en un rendimiento del 16% de (5).

Aceite denso incoloro

RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 5.15 (1H, quint, J = 4.4 Hz, H-2), 4.86 (1H, s, H-17), 4.50 (1H,
s, H-17°), 4.50 (3H, s, 3H, s, H-21), 2.40 (2H, m, H-7), 2.32 (1H. dd, J = 14.9, 5.4 Hz, H-14),
2.1 (1H, dd, J = 14.9, 8.4, H-14°), 2.02 (3H, s, H-23), 1.97 (1H, m, H-1), 1.93 (1H, m, H-13),
1.77 (1H, m, H-3), 1.73 (1H, m, H-6), 1.53 (1H, m, H-9), 1.46 (1H, m, H-12), 1.4 (1H, m, H-
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3%), 1.40 (1H, m, H-1°), 1.2 (1H, dd, J = 12.5, 2.6 Hz, H-5), 1.17 (1H, m, H-12"), 0.95 (3H, d, J
6.5 Hz, H-16), 0.97 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, s, H-19), 0.86 (3H, s, H-20).

RMN de 13C (400 MHz, CDCls) & 179.2 (C=0, C-15), 170.6 (C=0, C-22), 147.8 (C, C-8), 107.2
(CHa, C-17), 70.8 (CH, C-2), 57.8 (CH, C-9), 54.2 (CH, C-5), 51.3 (CH3, C-21) 43.4 (CH,, C-3),
41.8 (CHa, C-1), 41.4 (CH2, C-14), 39.0 (C, C-10), 38.1 (CH2, C-7), 35.8 (CHa, C-12), 33.7 (CHs,
C-19), 32.8 (C, C-4), 31.0 (CH, C-13), 24.2 (CHy, C-6), 23.5 (CHs, C-18), 21.6 (CH3, C-23), 21.3
(CHa, C-11), 20.0 (CH3, C-16), 16.0 (CH3, C-20).

8.5. Preparacion del cinamato del éster metilico del 2a-hidroxieperuico

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 42 mg del éster metilico del 2a-hidroxieperuico (3)
adicionandole 0.416 g de cloruro de cinamoilo (2:1) y 3 mL de piridina seca recién
destilada con atmésfera inerte de argdn. La mezcla de reaccién se dejé en bafio de vapor
durante 8 horas, transcurrido el tiempo la mezcla se vertié sobre hielo y se extrajo con
acetato de etilo, lavdndose con HCl al 10%, agua destilada, solucidon saturada de
bicarbonato de sodio y finalmente con agua destilada. Posteriormente se secd sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtré y evapord bajo presién reducida. El residuo se purifico
en columna con gel de silice 230-400 mallas. De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt 19:1
se obtuvieron 9.3 mg de 6 en forma de miel amarilla con un 16% de rendimiento.

3

COOMe

Aceite denso amarillo

RMN de H (400 MHz, CDCls) & 7.65 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-24), 7.52 (2H, dd, J = 6.0, Hz, H-
29), 7.38 (3H, t, J = 2.1 Hz, H-26), 6.40 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-23), 5.30 (1H, quint, J = 5.4 Hz,
H-2), 4.87 (1H, s, H-17), 4.51 (1H, s, H-17"), 3.65 (3H, s, H-21), 2.35 (1H, m, H-7), 2.32 (1H,
dd, J = 14.7, 5.4 Hz, H-14), 2.10 (1H, dd, J = 14.7, 8.4 Hz, H-14"), 2.00 (1H, m, H-13), 1.90
(1H, m, H-3), 1.56 (1H, m, H-9), 1.50 (1H, m, H-1), 1.15 (2H, dd, J = 12.5, 2.8 Hz, H-5), 1.03
(3H, s, H-18), 0.94 (3H, s, H-19), 0.93 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.92 (3H, s H-20).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls) § 173.7 (C=0, C-15), 166.6 (C=0, C-22) 148.0 (C, C-8), 134 (C,
C-25), 130.2 (CH, C-28), 128.8 (CH, C-26 y C-30), 128.2 (CH, C-27 y C-29), 118.9 (CH, C-23),
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107.3 (CH,, C-17), 71.0 (CH, C-2), 57.8 (CH, C-9), 54.2 (CH, C-5), 51.4 (CHs, C-21), 43.5 (CHa,
C-3), 41.9 (CH,, C-1), 41.4 (CH,, C-14), 39.1 (C, C-10), 38.1 (CH2, C-7), 35.8 (CH,, C-12), 33.8
(CHs, C-19), 32.8 (C, C-4), 31.1 (CH, C-13), 23.6 (CHs, C-18), 24.1 (CH2, C-6), 21.3 (CH,, C-
11), 19.9 (CHs, C-16), 16.1 (CHs, C-20).

8.6. Modelado molecular de los derivados del acido 2a-hidroxieperuico

Los modelos moleculares se obtuvieron utilizando el programa Spartan’14 aplicandoles el
protocolo Monte Carlo empleando mecanica molecular MMFF para encontrar las
estructuras de minima energia de cada derivado del acido 2a-hidroxieperuico. Los
conférmeros de minima energia se optimizaron mediante la Teoria de Funcionales de la
Densidad (DFT) con el nivel de célculo B3LYP/6-31G(d,p).

8.7. Estudio Docking

Los estudios de anclaje molecular entre los derivados del acido 2a-hidroxieperuico y el
heterodimero de alfa- y beta-tubulina, se realizaron utilizando el programa AutoDock Vina
1.0. Para la preparacion de la proteina y de los modelos moleculares de los derivados
diterpénicos se utilizé el programa AutoDock Tools. La visualizacién de los resultados y su
analisis se llevé a cabo empleando el programa PyMol. El archivo cristalografico de la
proteina se obtuvo el RCSB Protein Data Bank bajo el cédigo 1JFF y los modelos
moleculares diterpénicos se obtuvieron de los resultados del modelado molecular.
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10. ANEXO

Residuos de beta-tubulina donde interactian los derivados preparados a partir del acido
2a-hidroxieperuico (2).

Pro360

Asp26
Ser236 Phe272

Ala233 Leu219
His229 Leu230

Figura 43. Acercamiento del sitio blanco del cinamato del éster metilico del acido 2a-
hidroxieperuico (6) en beta-tubulina.

Ser277
—

Thr276
Leu275

Asp26 .
‘;' Pro360 =

Figura 44. Acercamiento del sitio blanco de la amida del dcido 2a-acetoxieperuico (7) en
beta-tubulina.
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Arg369 Gly370

Leu275
_ Leu217

NS |
Leu219 E

Leu230

Ser236
Ala233

His229

Figura 45. Acercamiento del sitio blanco del derivado tedrico 8 en beta-tubulina.

Tabla 4. Comparacion de la energia de afinidad (kcal/mol) del conférmero de menor
energia del éster metilico del 2a-hidroxieperuico (3) en un estudio docking ciego en una
rejilla de 30 A3.

Docking ciego Docking rejilla de 30 A3

Compuesto 3 Energia Compuesto 3 Energia
Conférmero 1 -6.8 Conférmero 1 -6.9 °
Conférmero 2 -6.5 o Conférmero 2 -6.7 °
Conférmero 3 -6.1 ° Conférmero 3 -6.5 °
Conférmero 4 -6.0 Conférmero 4 -6.5 °
Conférmero 5 -5.9 Conférmero 5 -6.5 °
Conférmero 6 -5.8 Conférmero 6 -6.5 °
Conférmero 7 -5.8 Conférmero 7 -6.5 °
Conférmero 8 -5.7 Conférmero 8 -6.5 °
Conférmero 9 -5.7 ° Conférmero 9 -6.4 °
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Tabla 5. Comparacion de la energia de afinidad (kcal/mol) del conférmero de menor

energia del cinamato del éster metilico del acido 2a-hidroxieperuico (6) en un estudio

docking ciego en una rejilla de 30 A3,

Docking ciego

Docking rejilla de 30 A3

Compuesto 6 Energia Compuesto 6 Energia
Conférmero 1 -8.1 ° Conférmero 1 -8.5 °
Conférmero 2 -8.0 Conférmero 2 -8.3 °
Conférmero 3 -7.6 ° Conférmero 3 -8.0 °
Conférmero 4 -7.6 ° Conférmero 4 -7.9 °
Confoérmero 5 -7.5 Conférmero 5 -7.8 °
Conférmero 6 -7.4 Conférmero 6 -7.8 °
Conférmero 7 -7.2 ° Conférmero 7 -7.6 °
Conférmero 8 -7.1 Conférmero 8 -7.5 °
Conférmero 9 -7.1 Conférmero 9 -7.5 °
Tabla 6. Comparacion de la energia de afinidad (kcal/mol) del conférmero de menor

energia de la amida del acido 2a-acetoxieperuico (7) en un estudio docking ciego en una

rejilla de 30 A3.

Docking ciego

Docking rejilla de 30 A3

Compuesto 7 Energia Compuesto 7 Energia
Conférmero 1 -7.8 ° Conférmero 1 -8.0 °
Conférmero 2 -7.4 ° Conférmero 2 -7.8 °
Conférmero 3 -7.3 Conférmero 3 -7.5 °
Conférmero 4 -7.1 ° Conférmero 4 -7.5 °
Conférmero 5 -7.0 ° Conférmero 5 -7.5 °
Conférmero 6 -6.8 Conférmero 6 -7.5 °
Conférmero 7 -6.6 ° Conférmero 7 -7.4 °
Conférmero 8 -6.5 Conférmero 8 -7.4 °
Conférmero 9 -6.5 Conférmero 9 -7.3 °
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Tabla 7. Comparacion de la energia de afinidad (kcal/mol) del conférmero de menor

energia del derivado 8 en un estudio docking ciego en una rejilla de 30 A3.

Docking ciego

Docking rejilla de 30 A3

Compuesto 8

Energia

Confdormero 1

-9.1

Conférmero 2

-8.3

Conférmero 3

-8.2

Conférmero 4

-8.1

Confdrmero 5

-8.1

Confdormero 6

-8.0

Conférmero 7

-8.0

Conférmero 8

-8.0

Compuesto 8 Energia
Conférmero 1 -9.1
Conférmero 2 -8.3
Conférmero 3 -8.1
Conférmero 4 -7.6
Confoérmero 5 -7.5
Conformero 6 -7.5
Conférmero 7 -7.5
Conférmero 8 -7.5
Conformero 9 -7.4

Confdrmero 9

-7.9
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