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V. RESUMEN

El género Stevia es uno de los mas grandes y reconocidos de la tribu Eupatorieae. Sus distintas
especies han demostrado poseer productos naturales con diversos esqueletos, algunos con
aplicacion en la industria alimentaria y otros con importante actividad bioldégica como
antitumorales. Del extracto hexanico de las raices de Stevia serrata Cav., se obtiene en forma
cristalina la rasteviona (10), la cual posee un esqueleto hidrocarbonado denominado longipinano.
Este, se encuentra constituido por un ciclo de seis miembros, unido a un ciclo de siete miembros
y un ciclobutano central. Una caracteristica importante de esta clase de compuestos es su
facilidad de transposicion debido a la tensidén generada por el ciclobutano central, la cual ha sido
aprovechada para generar compuestos con nuevos esqueletos hidrocarbonados. En el presente
trabajo el sesquiterpeno 10 se sometid a una secuencia de reacciones que incluyé hidrdlisis
alcalina, acetilacién, preparacion de su base de Schiff y transposicion de Beckmann, obteniendo
la lactama del triacetato de longipinantriol (32). Este compuesto se sometidé a hidrdlisis alcalina
para liberar los grupos hidroxilo en las posiciones 7, 8 y 9 generando la lactama de longipinantriol
(56). A partir de 56 empleando acido p-toluensulfénico y acetona se obtuvo el correspondiente
acetdénido 57, posteriormente, se preparo el derivado acetilado obteniendo la lactama acetdnido-
acetato (58). Empleando la lactama 56, se realizaron pruebas de reactividad con cloruro de
cinamoilo y piridina obteniendo la lactama de tricinamato (59). Los productos se caracterizaron
por Resonancia Magnética Nuclear en una y dos dimensiones ademas de modelado molecular

empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad a nivel de calculo B3LYP/DGDZVP.
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VI. ABSTRACT

The genus Stevia is one of the most recognized of the Eupatorieae tribe. Natural products with
different structures can be isolated from its distinct species. Some compounds show important
biological activity and others are been used in food industry. Hexane extraction of the roots of
Stevia serrata Cav., yielded rastevione (10), which has a hydrocarbon skeleton named
longipinane. Longipinane skeleton is formed by a six membered ring, bound to a seven membered
ring and a central cyclobutane. An important feature of this class of compounds is their ease of
transposition due to the tension generated by the central cyclobutane, which has been availed to
generate new compounds with new hydrocarbon skeletons. In this work the sesquiterpene 10
was subjected to a sequence of reactions that included alkaline hydrolysis, acetylation,
preparation of the Schiff base and Beckmann rearrangement, obtaining the longipinantriol
triacetate lactam (32). This compound was subjected to alkaline hydrolysis to liberate the
hydroxyl groups at the 7, 8 and 9 positions generating the longipinantriol lactam (56). From 56
using p-toluenesulfonic acid and acetone, the corresponding acetonide (57) was obtained.
Subsequently from 57, it was prepared the acetylated derivative obtaining the acetonide-acetate
lactam (58). Using lactam 56, reactivity tests were performed with cinnamoyl chloride and
pyridine, obtaining tricinnamate (59). The products were characterized by nuclear magnetic
resonance in one and two dimensions, and the global minimum energy structures for each
longipinane derivative were obtained by Monte Carlo protocol using the molecular mechanics

force field followed by Density-Functional Theory at the B3LYP/DGDZVP level of theory.
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1. INTRODUCCION

1.1 Productos Naturales

Un producto natural es todo compuesto de origen organico o inorgdnico que se encuentre en la
naturaleza y que pueda ser procesado por el hombre. Generalmente en el drea de la quimica
organica, se consideran como productos naturales a aquellos provenientes principalmente de
plantas, hongos, bacterias y organismos marinos, los cuales llevan a cabo dos tipos de
metabolismo, el primario y el secundario. El metabolismo primario es aquél en el cual los
organismos sintetizan y convierten sustancias para sobrevivir a partir de compuestos simples
como el CO,, H,0, N2 y algunos metales, que son transformados en polisacaridos, proteinas y
acidos nucleicos, los cuales son considerados bloques fundamentales de la materia viva. Este tipo

de metabolismo lo llevan a cabo todos los organismos.

Otro proceso que se lleva a cabo en las plantas, dando diferentes productos de acuerdo al tipo de
especie, es el llamado metabolismo secundario. Los productos formados por este metabolismo
se conocen como productos naturales y como ejemplos se pueden mencionar a los terpenos, los
alcaloides y los pigmentos, entre otros. La mayoria de estos compuestos organicos poseen peso

molecular bajo o intermedio.

La ruta biogenética es una secuencia de reacciones en las cuales un organismo sintetiza a una
sustancia comenzando con una molécula inicial. Los compuestos en los que molécula inicial se
transforma hasta llegar al producto final se les denomina intermediarios naturales. Un metabolito
secundario no es siempre el resultado de un solo paso en una ruta biosintética. Hay una gran
diversidad de compuestos que se pueden obtener a través de relativamente pocas rutas
fundamentales que dan lugar a miles de productos naturales,! a continuacién se muestran

algunas en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema general de rutas biosintéticas.

1.2 Género Stevia y composicion

El género Stevia, perteneciente a la tribu Eupatorieae, familia Asteraceae, se extiende desde el
suroeste de Estados Unidos hasta el norte de Argentina, a través de México, América Central y
los Andes. Se estima que el nUmero de especies dentro del género es de 300, de las cuales mas

de 80 se encuentran en Norte América.l

De los estudios fitoquimicos realizados en aproximadamente 70 especies se han encontrado

metabolitos tales como:

e Aceites esenciales y otros constituyentes volatiles como: borneol (1), cineol (2), pulegona

(3), geraniol (4), acetato de linalol (5), chamazuleno (6), etc.!
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e Derivados de la acetofenona, benzofurano y cromeno. Como ejemplos de estos
compuestos se encuentran: p-hidroxiacetofenona 7, un derivado del benzofurano 8 y el

derivado del cromeno 9.1
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Sesquiterpenos funcionalizados como: bisabolanos, germacrenos, eudesmanos,
eremofilanos, etc. Los derivados de longipinano, constituyen una de las clases mas
representativas de sesquiterpenos presentes en el género Stevia. Este grupo comprende
61 compuestos, 43 longipinanos y 18 longipinenos. Los grupos funcionales caracteristicos
presentes en estos compuestos son un grupo carbonilo en C-1 y grupos hidroxilo o ésteres
en C-7, C-8, C-9 y/o C-15. En los compuestos saturados, el grupo metilo en C-3 se
encuentra siempre con una configuracion a, mientras que el grupo hidroxilo o los grupos
ésteres en los respectivos carbonos, tienen siempre una configuracién B, o y a
respectivamente. Los ésteres mas comunes son angelatos (Ang), tiglatos (Tigl),
senecioatos (Sen), metilacrilatos (Meacr) y acetatos (Ac), aunque también se han
encontrado epoxiangelatos (Epang), isovaleratos (i-Val), isobutiratos (i-Bu), sarracenilatos
(Sar), acetoxisarracenilatos (Sarac) y a-metilbutiratos (MeBu). Este Ultimo residuo solo se
ha encontrado unido a tres lactonas sesquiterpénicas aisladas de Stevia serrata Cav.,*
Figura 2.

También se han aislado diterpenos, triterpenos y esteroles.
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Figura 2. Tipos de diversos grupos acilo.
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Algunas de las especies mas comunes son Stevia elongata, Stevia purpurea, Stevia salicifolia y
Stevia serrata Cav. Debido a que el género Stevia, es uno de los mas grandes y reconocidos de la
tribu Eupatorieae, este taxdn, tiene una amplia diversidad en su composicidon quimica.? El
producto natural rasteviona (10) aislado de las raices de la Stevia serrata Cav. y sus analogos 11-
13, poseen un esqueleto hidrocarbonado denominado longipinano. Este, se encuentra formado

por un ciclo de seis miembros, unido a un ciclo de siete miembros y un ciclobutano central.3



10:R,=H R,=R;=Ang
11:R,=Ac R,=R3;=Ang
12:R,=H R,=R;=H
13:R,;=Ac R,=Rz=Ac

Una caracteristica importante de esta clase de compuestos es su facilidad de transposicion debido

a la tensién generada por el ciclobutano central, la cual ha sido aprovechada para generar

compuestos con nuevos esqueletos hidrocarbonados.3

1.3 Actividad farmacoldgica de sesquiterpenos

A lo largo del tiempo, se han aislado diversos tipos de sesquiterpenos de distintos géneros de
plantas y algunos presentan actividad farmacolégica, por ejemplo, las raices de Valeriana
officinalis L. (Valeraniaceae) han sido consideradas desde hace mas de mil afnos como un remedio
eficaz para el tratamiento de distintas alteraciones del sistema nervioso central, principalmente
por su actividad ansiolitica y sedativo-hipndtica. Presenta monoterpenos como el canfeno y

sesquiterpenos como la valeranona (14), valeranal (15) y el valeraniol (16).*
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Esta planta también contiene otros sesquiterpenos no volatiles que son acidos carboxilicos
ciclopentanicos: valerénico (17) y acetoxivalerénico (18), a los cuales se responsabiliza en parte

de su actividad farmacoldgica.’
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También se encuentran las llamadas lactonas sesquiterpénicas, las cuales son compuestos que
tradicionalmente han sido considerados como “amargos” y han sido aisladas de numerosos
géneros de la familia Asteraceae. Ellas forman parte de los principios activos de una gran variedad
de plantas medicinales que son usadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias y han mostrado diferentes actividades bioldgicas tales como
antimicrobiana, citotéxica, antinflamatoria, antibacteriana, anticancerigena, antiviral,
antifungica, efectos en el sistema nervioso central y cardiovascular asi como su potencia

alergénica.b

Por ejemplo, el arnica, perteneciente a la familia Asteraceae es utilizada para el tratamiento por
via topica de procesos inflamatorios y alteraciones de la piel. En las flores de Arnica montana fue
encontrada la helenalina (19), ésta posee un potente efecto citotéxico y actividad antineoplasica
contra tumores en ratas y humanos. La manera en la cual actua es en la inhibiciéon del ADN, el
ARN vy la sintesis de proteinas.” Al igual que los sesquiterpenos, algunos diterpenos poseen la

misma actividad antineopldsica pero distinta accion bioldgica.
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1.3.1 Actividad antineoplasica del paclitaxel

De la familia de las Taxaceas, el Taxus brevifolia se distribuye geograficamente en los continentes
americano, europeo Yy asiatico. Son arboles de tres a seis metros de altura, que poseen hojas
lanceoladas de coloracién verde, el fruto es una baya de color rojo brillante. Tanto de la corteza,
como de las hojas se obtienen los taxoides, un grupo de metabolitos secundarios. El paclitaxel
(20) es aislado de la corteza, su esqueleto central es un anillo de taxano de naturaleza
isoprenoide, su estructura quimica es compleja en la que destaca un esqueleto hidrocarbonado
formado por tres ciclos de 6, 8 y 6 carbonos polisustituidos con cuatro metilos y ocho funciones
oxigenadas. El Taxol®, comercialmente llamado, presenta amplio espectro de accién contra gran
variedad de tipos de cancer, tales como cancer de seno, pulmdn, ovario, colon, gastrico, cervical,
préstata, higado, e incluso para tratar la enfermedad del rifidn policistico dominante autosomal,
la artritis reumatoide y la malaria. Tiene un mecanismo de accién biolégico que consiste en inhibir
la despolimerizacion de las unidades a- y B-tubulina que forman los microtubulos (Figura 3),

impidiendo la mitosis en las células.?®

20



El huso mitético de la célula esta formado por tubos unidos por la combinacién de dos tipos de
proteinas: a- y B-tubulina. Estas proteinas forman heterodimeros, capaces de agruparse en
polimeros (microtubulos) en presencia de otras proteinas denominadas MAPs (del inglés
“microtubule-associated proteins”). Los heterodimeros de la tubulina interaccionan cabeza con
cola para formar protofilamentos rectos que posteriormente se asocian en forma paralela,
estableciendo contactos laterales entre ellos para formar la pared cilindrica del microtdbulo, en
cada uno de ellos existe un extremo (+) compuesto por B-tubulina, y un extremo (-) compuesto
por a-tubulina. El paclitaxel se une a la B-tubulina y con ello favorece la formacién de largos
polimeros.t?
Microtdbule

Extremo ==
B-tubulina

a-tubulina

Dimero
de
tubulina

4

e Protofilamento

EXtremo =

Figura 3. Microtubulo: Estructura tubular de las células formados por heteropolimeros de a- y B-

tubulina.

Uno de los problemas mas dificiles para la produccidon del Taxol®, se debe a los minimos
contenidos concentrados en la corteza de las especies de Taxus, por ejemplo, T. brevifolia
contiene de 0.01 a 0.05% de peso seco de taxol, asi como el lento crecimiento de los arboles, por
lo cual se estdn buscando nuevas alternativas para la produccién de compuestos con actividad

similar.



2. ANTECEDENTES

Alo largo de los ultimos afios, se han llevado a cabo varios estudios para determinar la reactividad
de la rasteviona (1), en los cuales se han obtenido dos tipos de modificaciones: la primera,
aquellas que conservan el esqueleto longipinano y la segunda, aquellas que promueven la ruptura
y formacién de enlaces, dando lugar a nuevos esqueletos hidrocarbonados mediante

transposiciones y reordenamientos.
2.1 Reactividad de grupos funcionales de la rasteviona

La estructura de 10, fue comprobada a partir de estudios espectrales combinado con
transformaciones quimicas, por lo cual se llevaron a cabo modificaciones de los grupos
funcionales que posee el anillo de siete miembros en las posiciones C-7, C-8 y C-9. Entre ellas
encontramos la formacién de la triolona (12) obtenida a partir de la hidrdlisis basica de los
angeloilos. A partir de 12, se realizaron varias modificaciones, entre ellas la produccion del
triacetato de triolona (13) a partir de condiciones estandar de acetilacién. También, llevaron a
cabo la formacién de su aceténido correspondiente utilizando acido p-toluensulfénico y acetona,
obteniendo el 7,8-acetdnido de longipinan-73,8a,7a-triol-1-ona (21). Su estructura la dedujeron
con la acetilacién del grupo hidroxilo libre restante obteniendo el 7,8-acetonido-9-acetato de

longipinan-7B,8a,7a-triol-1-ona (22).!
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Posteriormente, para comprobar la reactividad del grupo hidroxilo en la posicién C-9, generaron
nuevos derivados esterificados, entre ellos el derivado mesilado 23 obtenido por el tratamiento

con cloruro de metansulfonilo y el tosilado 24 obtenido por el tratamiento con cloruro de tosilo.?

10
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Posteriormente, a partir de 12, se realizaron la formacion de ésteres cinamato con cloruro de

cinamoilo y piridina, llevando a cabo la formacion del dicinamato de triolona 25.13

(0]

\\\\\\\\\

25

El esquema general de reaccién llevado a cabo para la formacion de los ésteres cinamato en 25

es el siguiente: un grupo hidroxilo reacciona con un cloruro de 4cido en una reaccidn exotérmica

para dar lugar a un éster a través de una sustitucién nucleofilica del grupo acilo por el mecanismo

de adicidn-eliminacion (Figura 4).

Cl1 R' (o) R’

Grupo OH Cloruro de acido Ester

Figura 4. Esquema de reaccion de esterificacion con haluros de acido.

HCI
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El atomo de halégeno de un haluro de acilo sustrae inductivamente densidad electrénica del
atomo de carbono del grupo carbonilo, aumentando su naturaleza electrofilica y haciendo a los

haluros de acilo particularmente reactivos respecto a la sustitucién nucleofilica del grupo acilo. El

ion haluro también actia como buen grupo saliente.

El ataque del alcohol al grupo carbonilo electrofilico da lugar a un intermediario tetraédrico. La

pérdida del cloruro seguida de la desprotonacién da lugar al éster (Figura 5).%4

)J\ N
-~ _H Cli > R + HCI
R' (|5/ R’ o~

R

Figura 5. Mecanismo de reaccién de esterificacidn a partir de cloruro de acido.

Igualmente a partir de 12, se llevd a cabo la producciéon de su hemiacetal acetal 26 utilizando
HI04.2° Este fue sometido a condiciones de esterificacién para evaluar la reactividad del grupo

hidroxilo hemiacetdlico. Una de ellas fue la formacién del derivado cinamoilado 27 con acido

cindmico y trazas de acido p-toluensulfénico.®
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Continuando con la reactividad de 10, en el ciclo de seis miembros recientemente se realizo el

estudio de la reactividad del grupo carbonilo con la adicién de derivados de amoniaco entre ellos

la 2,4-dinitrofenilhidrazina, el clorhidrato de semicarbazida y el clorhidrato de hidroxilamina

formando la 2,4-dinitrofenilhidrazona 28, la semicarbazona 29 y la oxima 30. En el mismo estudio,

se llevé a cabo la formacion de la oxima 31 a partir de 13.3
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2.2 Reacciones de transposicion y reordenamiento de la rasteviona

Por la tensidn que genera el ciclobutano central en la rasteviona, a partir de 31 se efectud el

reordenamiento de Beckmann, el cual se llevé a cabo por el tratamiento con oxicloruro de fésforo

obteniendo la lactama correspondiente. El ciclo de seis miembros del longipinano analogo, se

transforma en un ciclo de siete miembros con la consecuente formacién de la amida ciclica (32).3

13
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Continuando con el estudio de transposiciones moleculares, se llevd a cabo el estudio de
reordenamientos fotoquimicos de derivados de longipinano los cuales se encontraban altamente
funcionalizados. La 7B,9a-diacetiloxilongipin-2-en-1-ona (33) se sometio a irradiacidn ultravioleta
y proporciond la vulgarona A (34) y el compuesto 35, éste ultimo posee un esqueleto
sesquiterpénico triciclico llamado pingilonano. Se observé que se llevaron a cabo
reordenamientos fotoquimicos de 33, y que éstos ocurren via [1,3] en reordenamientos
sigmatrépicos del C-4-C-10 o de los enlaces C-4—C-5, respectivamente. La 7,80,9a-
triacetiloxilongipin-2-en-1-ona (36), se sometié a irradiacion similar a la anterior, que produjo los

compuestos 37 y el pingilonano 38.17 Estos fueron considerados los productos principales, que se

formaron por el cambio [1,3] y como foto productos minoritarios se obtuvieron los compuestos
39y 40.%8

Ry
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33: R1=R3=AC R2=H 34: R1=R3=AC R2=H 35: R1=R3=AC R2=H
46:R1=R2=R3=AC 37:R1=R2=R3=AC 38:R1=R2=R3=AC
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Al observar los nuevos esqueletos obtenidos a partir de la via [1,3], se realizé el reordenamiento
molecular del mesilato de rasteviona 23, a partir del tratamiento con KOH y MeOH, el cual
proporciond dos derivados epiméricos del 2,6,6,11-tetrametiltriciclo[5.4.0.0*8]lundecano (41 y

42). El nuevo esqueleto generado se denomind arteagano.'?
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Posteriormente, se llevd a cabo la preparacion de nuevos esqueletos los cuales fueron llamados
quirogano, prenopsano Yy patzcuareno. Iniciaron con la radiacién ultravioleta de
(1R,35,45,55,10R,11R)-1-acetiloxi-7-oxolongipin-8-eno (43), éste compuesto fue preparado a
partir de diésteres de longipineno aislados de Stevia salicifolia, que generaron el nuevo quirogano
44 y el prenopsano 45 como productos mayoritarios. A su vez obtuvieron el foto producto

(1R,3R,5R,8S5,11S)-1-acetiloxi-7-oxopatzcuar-9-eno  (46), que posee un esqueleto de

sesquiterpeno triciclico.?°
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Al observar que el reordenamiento Warner-Meerwein era una técnica efectiva para el
reordenamiento y la obtencién de nuevos esqueletos, llevaron a cabo un segundo estudio en el
cual generaron un esqueleto hidrocarbonado de jiquilpano a través de dos reordenamientos
sucesivos Wagner-Meerwein aplicados a derivados de longipinano. Para promover el
reordenamiento molecular del (1R,3S,4S,5S,7S,8R,95,10R,11R)-7,8,9-triacetiloxilongipinan-1-ol
(47), éste compuesto lo sometieron a condiciones acidas lo que condujo a la formacion del
(1S,4R,5R,7S5,8R,9S5,10S5)-7,8,9-triacetiloxiuruap-3(12)-eno (48); posteriormente el
estereoisomero en C-3, después de dos reordenamientos Wagner-Meerwein seguidos y de dos
migraciones de hidruro 1,2 proporcioné el (4R,5R,7S,8S,95,10S,115)-7,8,9-triacetiloxijiquilp-
3(12)-eno (49). Las estructuras de las nuevas sustancias, fueron comprobadas con RMN de una'y
dos dimensiones en combinacién con andlisis de difraccion de rayos-X para el uruapano y
derivados del jiquilpano. El modelado molecular igualmente, fue utilizado para estudiar los

mecanismos de reaccion.?!
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2.3 Nuevos compuestos estabilizadores de microtubulos

Los compuestos estabilizadores de microtubulos son un grupo de moléculas aisladas de una
amplia gama de fuentes, incluyendo microorganismos, esponjas y plantas. Actualmente nuevos

estabilizadores se contintan aislando con sus correspondientes sitios activos.

Recientes estudios han descubierto un nuevo género de planta llamado Tacca chantrieri, el cual
proporciona tacalondlidas, los cuales son esteroides altamente acetilados que poseen actividad
estabilizadora de microtubulos. Los tacalondlidas 50 y 51 son agentes antitumorales muy

potentes y eficaces contra modelos murinos de cancer que son insensibles a paclitaxel.

16
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El aislamiento de la tacalondlida 52 y la generacién de su analogo semi-sintético 53, demostraron
por primera vez una interaccién directa con la tubulina purificada. Estos estimulan la
polimerizaciéon de la tubulina en un grado muy cercano al paclitaxel pero con diferente cinética.
En presencia del paclitaxel, la tubulina se polimeriza inmediatamente; sin embargo, con 52 0 53
observaron un notable periodo de retraso, lo que sugiere la posibilidad de una interaccidn
diferente. Recientemente se ha demostrado que las tacalondlidas se unen covalentemente a la
tubulina, lo que probablemente explica las propiedades distintas en comparacidon con otros

estabilizadores de microtubulos, incluyendo su potente actividad in vitro.?
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También, a partir de organismos marinos han aislado compuestos con actividad similar. De la
esponja marina Discodermina dissoluta se aislé la discodermolida (54), un policétido que se
describid inicialmente como un potente inmunodepresor. Afios mas tarde, se descubrid que tenia
potencia en la induccién de haces de microtubulos en células, ademads de inhibir fuertemente la
unién del taxol a su sitio en los microtubulos. El comportamiento citotdxico sinérgico entre la
discodermolida y el taxol ha sido descrito, ya que ambos compiten por el mismo sitio de unidn.
Desafortunadamente la discodermolida no ha superado las fases clinicas de desarrollo como

farmaco antitumoral debido a su elevada toxicidad.®
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Otro compuesto que fue descrito como estabilizador de microtubulos fue la ciclostreptina (55),
que fue aislada del medio de cultivo de bacterias del género Streptomyces. De igual manera

compite fuertemente con el taxol por su sitio en los microtubulos, pero las células resistentes a

taxol son sensibles a este ligando.*®
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3. JUSTIFICACION

Debido a que en la actualidad existe un gran numero de especies vegetales de las cuales se
desconoce su composicion quimica, y por lo tanto la estructura del o los productos naturales que
pudiesen presentar alguna actividad, es necesario llevar a cabo el estudio quimico de las especies

gue se encuentran a nuestro alrededor.

La rasteviona con el esqueleto de longipinano, posee tensidn generada por el ciclobutano central,
la cual ha sido aprovechada para llevar a cabo transposiciones con facilidad y asi poder producir
distintos tipos de reordenamientos y en consecuencia poder realizar varias reacciones; basados
en esto, se realizd el estudio de la reactividad de los grupos hidroxilo de la lactama triciclica
producida por el reordenamiento del longipinano 31 para poder identificar su reactividad al
realizar variaciones en las condiciones de reaccion como lo son concentracidon de reactivos,

temperatura y tiempo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar el comportamiento de los grupos hidroxilo de la lactama triciclica preparada a partir de

rasteviona; aislada de raices de Stevia serrata Cav.

4.2 Objetivos especificos.

e Recoleccién, secado y molienda de raices de Stevia serrata Cav.

e Obtencidén de rasteviona a partir de reflujo en hexano de las raices de Stevia serrata Cav.

e Separacion y purificacidn por técnicas cromatograficas de la lactama triciclica obtenida a
partir del triacetato de rasteviona.

e Realizar el estudio de la reactividad al variar concentracién de reactivos, temperatura de
reaccién y tiempo.

e Elucidar y caracterizar los productos obtenidos por medio de sus propiedades fisicas y

espectroscépicas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencidn de la materia prima

Del extracto hexanico de las raices de Stevia serrata Cav. se obtuvo en forma cristalina la
rasteviona (10). En su espectro de RMN-H (Figura 6), se identificaron en 6.12 ppm las sefiales
para los hidrégenos vinilicos H-3’ y H-3" correspondientes al sistema angeloilo, en 5.52 ppm se
observé una senal simple correspondiente a los hidrégenos bases de angeloilo H-7 y H-8. La seiial
del protén H-9 base de hidréxilo proporcioné una seiial doble en 3.82 ppm (J = 2.0 Hz), en 3.10

ppm se observé una sefial doble correspondiente al H-11 (J = 5.5 Hz).
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Figura 6. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la rasteviona (10).

En cuanto al espectro de RMN-13C (Figura 7), presentd 25 sefiales que corresponden al esqueleto
sesquiterpénico de la rasteviona y a los angeloilos. En 212.0 ppm, se observd la sefal
correspondiente al carbonilo, en 166.5 y 165.9 ppm se observaron las sefiales correspondientes

a los carbonilos de los angelatos 1” y 1’ respectivamente. Se observd una seiial a 75.1 ppm
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asignada a C-9 base de hidroxilo. En 70.8 y 70.5 ppm aparecieron dos sefales que fueron

asignadas a C-7 y C-8.
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Figura 7. Espectro de RMN-13C a 100 MHz de la rasteviona (10).

A continuacion, el tratamiento del producto natural rasteviona (10) con hidroxido de potasio en
metanol, hidrolizé los ésteres angélicos y condujo a la formacién de la triolona (12) con aspecto
aceitoso de color amarillo claro. El espectro de RMN-'H (Figura 8), mostrd la desaparicion de los
hidrégenos y metilos vinilicos de los angeloilos. Las sefiales de base de hidroxilo H-8 y H-9 se
observaron parcialmente sobrepuestas y desplazadas hacia campo alto en 3.81 ppm. Alrededor
de 3.65 ppm se observo una sefial doble correspondiente a la base de hidroxilo H-7 (J = 10.3 Hz).

En 2.89 ppm aparecid una sefial doble originada por el protdn metinico del ciclobutano H-11 (J =
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5.5 Hz). En 1.05, 1.03 y 0.94 ppm se observaron las sefiales simples correspondientes a los metilos

terciarios 13, 12 y 14, respectivamente.
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Figura 8. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la triolona (18).

Posteriormente, el tratamiento del compuesto carbonilico 12 con anhidrido acético en piridina
como disolvente, generé el triacetato de triolona (13) obteniéndose cristales en forma de agujas

de color blanco.

En su espectro de RMN-'H (Figura 9), se observaron desplazamientos hacia campo alto de los
protones base de acetato. En 5.35 ppm se observé una sefial doble (/ = 11.3 Hz) asignada a H-7,
en 5.29 ppm una seial doble de dobles (/ = 11.3, 3.0 Hz) debida a H-8 y en 5.23 ppm una seiial
doble (J = 3.0 Hz) que fue originada por H-9. En 3.02 ppm aparecié una sefial doble (J = 5.6 Hz)
debida a H-11. En 2.15, 2.06 y 1.95 ppm se observaron sefiales simples debidas a los metilos 2”,

2’y 2" de los acetilos.
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Figura 9. Espectro de RMN-'H a 400 MHz del triacetato de triolona (13).

Las oximas de triacetato de triolona (31) se obtuvieron mediante tratamiento del compuesto
carbonilico 13 con clorhidrato de hidroxilamina en presencia de piridina la cual fungié como

disolvente y base. La oxima 31 se obtuvo como cristales de color blanco en forma de placas.

En su espectro de RMN-H (Figura 10), mostré en 7.19 ppm una sefial ancha debida al H del —OH
del grupo =N-OH, en 5.40 ppm se observé una sefial doble (J = 11.0 Hz) asignada a H-7, en 5.25
ppm se observo una senal doble de dobles (J = 5.7, 3.2 Hz) debida a H-8 y en 5.23 ppm una sefial
doble (J = 3.2 Hz) que fue originada por H-9. En 3.07 ppm aparecié una sefial doble (J = 6.2 Hz)
debida a H-11. En 2.15, 2.06 y 1.95 ppm se observaron sefiales simples debidas a los metilos 2”,

2’y 2" de los acetilos.
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Figura 10. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la oxima de triacetato de triolona (31).

En su espectro de RMN-13C (Figura 11), se observaron las sefiales correspondientes de los
carbonilos de los acetatos 1”7, 1’y 1’ en 171.0, 170.0 y 169.9 ppm. En 163.5 ppm se observo la
sefial que corresponde al carbono del grupo imino C=N-OH. En 74.5, 71.4 y 69.5 ppm se

observaron las sefiales que fueron asignadas a los carbonos base de acetato 9, 7 y 8

respectivamente.
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Figura 11. Espectro de RMN-3C a 100 MHz de la oxima de triacetato de triolona (31).

5.2 Reordenamiento de Beckmann de las oximas

Se realizé el tratamiento de la oxima de triacetato de triolona (31) para inducir el reordenamiento

de Beckmann. El derivado 31 se tratd con oxicloruro de fésforo en piridina como disolvente a

temperatura ambiente obteniéndose un sélido amorfo.

Los cambios significativos en el espectro de RMN-*H (Figura 12), con respecto al de la oxima de
triacetato de triolona, fueron la aparicidon de una sefial doble a 6.04 ppm (J = 6.6 Hz) ligeramente
ancha debida al N-H de la lactama. También se llevo a cabo la transformacion de la sefial doble
debida a H-11, en una sefial triple en 3.61 ppm (J = 5.7 Hz) debido a su acoplamiento ahora con
el N-H. El acoplamiento entre estos dos protones indicé que el enlace que migré hacia el nitrégeno
fue el C-1-C-11 con la consecuente salida del OH de la oxima. En 5.32, 5.31 y 5.30 ppm se
presentaron tres sefales simples que corresponden a H-7, H-9 y H-8 respectivamente.
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Figura 12. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la lactama de triacetato de triolona (32).

En su espectro de RMN-13C (Figura 13), ademas de las sefiales debidas a la parte del sistema de
longipinano, se observaron las sefiales de los carbonilos de los acetatos 1’, 1””” y 1” en 170.6,
170.0 y 169.7 ppm; y la del carbonilo de la lactama en 175.4 ppm. Aparecieron tres sefales

asignadas a los carbonos base de acetato 9, 7y 8 en 73.9, 71.5 y 69.2 ppm respectivamente.
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Figura 13. Espectro de RMN-'3C a 100 MHz de la lactama de triacetato de triolona (32).

5.3 Lactama de longipinantriol

El tratamiento del compuesto 32 con hidroxido de potasio en metanol, liberd los grupos hidroxilo
de las posiciones 7, 8 y 9 generando la lactama de longipinan-73,8a,9a-triol (56), con aspecto

oleoso de color amarillo claro.

El espectro de RMN-H (Figura 14) mostrd en 6.27 ppm una sefial doble (J = 5.2 Hz) debida al H
del grupo —NH. También, se observd la desaparicion de los metilos de los acetatos. Las sefiales
base de hidroxilo H-9, H-8 y H-7 se observaron desplazadas hacia campo alto. En 3.81 ppm se
observé una seial doble (J = 3.6 Hz) correspondiente a H-9, en 3.79 ppm, se observo una seial

doble de dobles (/= 10.5, 3.6 Hz) correspondiente a H-8 y en 3.59 ppm se observd una sefial doble
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(/ =10.5 Hz) asignada a H-7. En 3.49 ppm aparecié una sefial triple (/ = 5.8 Hz) debida a H-11, en
2.66 ppm se observd una sefial doble de dobles (J = 17.1, 6.4 Hz) asignada al proton H-2a y en
2.48 ppm otra sefial doble de dobles (/ = 17.1, 10.4 Hz) correspondiente a H-2[3. En 2.26 ppm se
asignd una sefal multiple a H-3, en 2.19 ppm aparecid una seiial simple asignada a H-5. En 1.99
ppm se observo una seial doble (J = 4.9 Hz) que correspondié a H-4. En 0.99 ppm se observo una
sefial doble (J = 6.7 Hz) que se origind por el metilo secundario H-15. En 1.13 ppm, 1.01 ppmy
0.94 ppm se observaron tres senales simples correspondientes a los metilos terciarios 12, 14y 13

respectivamente.
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Figura 14. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la lactama de triolona (56).

En su espectro de RMN-3C (Figura 15), se observd en 179.6 ppm la sefial correspondiente al
carbonilode lalactama, en 77.8, 74.1y 72.4 ppm aparecieron las sefiales asignadas a los carbonos
base de hidroxilo 9, 7 y 8 respectivamente. En 52.8, 52.3, 46.5 y 30.1 ppm se observan las sefiales
gue corresponden a los carbonos terciarios C-11, C-5, C-4 y C-3. En 49.8 y 37.1 ppm aparecieron

las sefiales que se asignaron a los carbonos cuaternarios C-10 y C-6. En 44.3 ppm se observoé la
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sefial que corresponde al carbono secundario C-2. En 28.4, 23.0, 20.2 y 19.1 ppm aparecen las

sefiales que corresponden a los carbonos metilicos C-12, C-15, C-13 y C-14 respectivamente.
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Figura 15. Espectro de RMN-'3C a 100 MHz de la lactama de triolona (56).

5.4 Lactama-acetonido

Para comenzar con pruebas de reactividad de los grupos OH, se realizé el tratamiento del
compuesto 56 en acetona con acido p-toluensulfonico que proporciond un sélido amorfo de color

blanco, correspondiente a la lactama de 7,8-aceténido longipinan-7,8a,9a-triol (57).

Su espectro de RMN-'H (Figura 16) mostrd en 6.13 ppm una sefial doble (J = 7.4 Hz) debida al H
del grupo —NH. En 4.04 ppm se observé una senal doble de dobles (/ = 10.2, 8.8 Hz)
correspondiente a H-8, en 3.89 ppm, se observé una seiial doble (J = 8.8 Hz) correspondiente a H-
9y en 3.59 ppm se observd una sefial doble (J = 10.2 Hz) asignada a H-7. En 3.38 ppm aparecid
una sefial triple (/ = 6.1 Hz) debida al H-11, en 2.70 ppm se observé una sefal doble de dobles (J
= 17.7, 6.6 Hz) asignada al protén H-2a y en 2.43 ppm otra sefial doble de dobles (/= 17.7, 10.3
Hz) correspondiente a H-2B. En 2.23 ppm se asignd una sefal multiple a H-3, en 2.17 ppm aparecio

una sefial doble (J = 4.2 Hz) asignada a H-4. En 2.12 ppm se observd una seial simple que
30



correspondidé a H-5. En 1.56 ppm se observd la sefial corresponde a los protones metilicos del
acetonido. En 1.12, 1.11 y 0.96 ppm se observaron tres sefales simples correspondientes a los
metilos terciarios 13, 14 y 12 respectivamente. En 0.98 ppm se observé una sefial doble (J = 6.1

Hz) que se origind por el metilo secundario H-15.
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Figura 16. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la lactama-acetdnido (57).

En su espectro de RMN-3C (Figura 17), se observd en 175.7 ppm la sefial correspondiente al
carbonilo de la lactama, en 108.5 ppm aparecié la sefial del carbono cuaternario del anillo de
dioxolano asignada a C-1". En 80.9 y 80.4 ppm se observaron las sefiales que corresponden a los
carbonos base de acetdnido C-7 y C-8 respectivamente. En 68.8 ppm se observa la sefial asignada
al carbono base de hidroxilo C-9. En 54.4, 50.5, 43.6 y 28.4 ppm se observan las sefiales
correspondientes a los carbonos terciarios C-11, C-5, C-4 y C-3. Los carbonos cuaternarios C-10 y

C-6, aparecen en 49.9 y 32.1 ppm. En 42.8 ppm se muestra la sefial que corresponde al carbono

31



secundario C-2. Las sefales de los carbonos metilicos C-13, C-15, C-14 y C-12 aparecen en 27.2,
21.7, 18.4 y 18.1 ppm respectivamente. En 27.0 y 26.8 ppm se observan las sefales asignadas a

los carbonos metilicos del aceténido C-3’ y C-2’.
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Figura 17. Espectro de RMN-'3C a 100 MHz de la lactama-aceténido (57).

5.5 Lactama-acetonido-acetato

El tratamiento del compuesto 57 con anhidrido acético en piridina, generd la lactama de 7,8-
acetonido 9-acetato de longipinan-78,8a,9a-triol (58) obteniéndose un sélido amorfo de color

blanco.

Su espectro de RMN-'H (Figura 18) mostré en 6.75 ppm una sefial doble (J = 6.4 Hz) debida al H
del grupo —NH. Hacia campo bajo, podemos encontrar desplazada a 5.40 ppm una sefial doble (J
= 3.8 Hz) correspondiente a H-9. En 4.07 ppm se observd una sefial doble de dobles (/= 10.4, 3.8
Hz) correspondiente a H-8, en 3.81 ppm, se observé una sefial doble (J = 10.4 Hz) correspondiente
a H-7. En 3.59 ppm aparecid una seial triple (J = 6.7 Hz) debida al H-11, en 2.67 ppm se observd
una sefial doble de dobles (/ = 17.1, 6.5 Hz) asignada al protén H-2a y en 2.43 ppm otra seiial
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doble de dobles (J = 17.1, 10.4 Hz) correspondiente a H-2f. En 2.23 ppm se asignd una seial
multiple a H-3. En 2.15 ppm se observé una seial simple que correspondié a H-5. En 2.12 ppm,
aparecié una sefial simple correspondiente a los protones metilicos del acetato. En 2.04 ppm, se
observé una sefial doble (J = 6.7 Hz) que fue asignada a H-4. En 1.38 y 1.35 ppm, se observaron
dos sefales simples correspondientes a los protones metilicos del aceténido. En 0.96 ppm se
observé una sefal doble (J = 6.6 Hz) que se origind por el metilo secundario H-15. En 1.15,0.94 y
0.91 ppm se observaron tres sefales simples correspondientes a los metilos terciarios 12, 13y 14

respectivamente.
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Figura 18. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la lactama-acetdnido-acetato (58).

En su espectro de RMN-3C (Figura 19), se observa la sefial que corresponde al carbonilo de la
lactama C-1 en 176.2 ppm. En 170.0 ppm aparece la seiial asignada al carbonilo del acetato C-1".
En 108.5 ppm se observa la sefial correspondiente al carbono C-1’ del acetdnido. Las sefiales que
fueron asignadas a los carbonos base de aceténido C-7 y C-8 se observaron en 78.8 y 74.4 ppm

respectivamente. En 71.5 ppm se mostro la sefial que corresponde al carbono base de acetato C-
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9. Los carbonos terciarios C-11, C-5, C-4 y C-3 aparecieron en 52.0, 50.8, 45.1 y 27.9 ppm

respectivamente. En 47.9 y 32.0 ppm se mostraron las sefales que se asignaron a C-10y C-6. En

42.1 ppm se observé la sefal que corresponde al carbono secundario C-2. Los carbonos metilicos

C-12, C-15, C-14 y C-13 se observaron en 27.0, 21.8, 18.1 y 17.3 ppm respectivamente. En 26.9y

26.5 ppm se mostraron las sefales correspondientes a los carbonos metilicos C-3’ y C-2" del

acetdénido. En 20.8 ppm aparece la sefial que fue asignada al carbono metilico del acetato C-2".
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Figura 19. Espectro de RMN-3C a 100 MHz de la lactama-aceténido-acetato (58).

5.6 Lactama-tricinamato

Se realizaron una serie de pruebas de reactividad a la lactama 56 con cloruro de cinamoilo al variar

la concentracién de reactivo, temperatura y tiempo de reaccion. El tratamiento del compuesto

56 con cloruro de cinamoilo (1:4) y piridina como disolvente y base por 5 horas en bafio de vapor

proporciona la lactama de 7,8,9-tricinamato longipinan-7f,8a,9a-triol (59) con aspecto aceitoso

de color naranja.
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En su espectro de RMN-H (Figura 20), hacia campo bajo podemos observar tres sefiales dobles
en 7.84 ppm (J = 16.0 Hz), 7.59 ppm (J = 16.0 Hz) y 7.43 ppm (J = 16.0 Hz) que fueron asignadas a
los protones vinilicos H-32, H-25 y H-18 respectivamente. En 6.60 ppm (J = 16.0 Hz), 6.34 ppm (/
= 16.0 Hz) y 6.15 ppm (J = 16.0 Hz) se observaron tres sefiales dobles que corresponden a los
protones vinilicos alfa al carbonilo H-31, H-24 y H-17. Entre 7.64 y 7.13 ppm se observaron las
sefiales que corresponden a los protones aromaticos. En 6.15 ppm una sefial doble (J = 7.4 Hz)
debida al H del grupo —NH. En 5.66 ppm se observé una seial doble (/ = 11.0 Hz) asignada a H-7.
En 5.64 ppm se mostré una sefial doble de dobles (/ = 11.0, 3.4 Hz) que corresponde a H-8 y en
5.58 ppm una sefial doble (J = 3.4 Hz) correspondiente a H-9. En 3.80 ppm se observé una seial
triple (J/ = 6.4 Hz) debida al H-11, en 2.70 ppm se observo una senal doble de dobles (/=17.5, 6.0
Hz) asignada al proton H-2a y en 2.48 ppm otra sefial doble de dobles (/ = 17.5, 10.4 Hz)
correspondiente a H-2B. En 2.33 ppm se asignd una senal multiple a H-3. En 2.32 ppm se observd
una seinal simple que correspondié a H-5. En 2.26 ppm, se observd una sefial doble (J = 5.2 Hz)
que fue asignada a H-4. En 1.07 ppm se observé una sefial doble (J = 6.7 Hz) que se origind por el
metilo secundario H-15. En 1.18, 1.14 y 0.99 ppm se observaron tres sefiales simples

correspondientes a los metilos terciarios 13, 12 y 14 respectivamente.
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Figura 20. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la lactama tricinamato (59).

En su espectro de RMN-3C (Figura 21), se observa la sefial que corresponde al carbonilo de la
lactama C-1 en 175.5 ppm. En 166.5, 166.3 y 165.5 ppm aparecen las sefiales asignadas a los
carbonilos de los cinamatos C-30, C-23 y C-16 respectivamente. En 146.2, 145.9 y 145.7 ppm se
observan las sefiales que corresponden a los carbonos vinilicos C-32, C-18 y C-25
respectivamente, en 117.5, 117.4 y 117.0 ppm se observaron las sefiales que fueron asignadas a
los carbonos vinilicos alfa al carbonilo C-24, C-31 y C-17 respectivamente. Las sefiales que fueron
asignadas a los carbonos cuaternarios de los anillos aromaticos C-33, C-26 y C-19 se observaron
en 134.4, 134.1 y 134.0 ppm respectivamente. En 130.5, 130.4 y 130.2 ppm se mostraron las
sefiales que corresponden a los carbonos C-36, C-29 y C-22 de los anillos aromaticos. Las sefiales
correspondientes a los carbonos equivalentes C-21 y C-20 del anillo aromatico del cinamato sobre
C-7 se observaron en 128.6 y 128.2 ppm respectivamente, para C-28 y C-27 del anillo aromatico
del cinamato sobre la posicion C-8 se observaron en 128.8 y 128.1 ppm respectivamente, los

carbonos C-35 y C-34 del anillo aromatico del cinamato de C-9 se asignaron en 128.9y 128.4 ppm
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respectivamente. Las sefiales correspondientes a C-9, C-7 y C-8, bases de cinamato se observaron
en 74.5, 72.2 y 69.5 ppm. Los carbonos terciarios C-11, C-5, C-4 y C-3 aparecieron en 52.1, 50.2,
44.9 y 28.0 ppm respectivamente. En 48.0 y 35.2 ppm se mostraron las sefiales que se asignaron
a C-10 y C-6. En 42.6 ppm se observd la sefial que corresponde al carbono secundario C-2.

Finalmente, los carbonos metilicos C-12, C-15, C-13 y C-14 se observaron en 26.8, 21.9, 20.0 y

17.1 ppm respectivamente.
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Figura 21. Espectro de RMN-3C a 100 MHz de la lactama tricinamato (59).
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5.6.1 Lactama-dicinamato

Posteriormente, se realizé una prueba disminuyendo el tiempo de reaccién del tratamiento del
compuesto 56 con cloruro de cinamoilo (1:4) y piridina a 3 horas en bafio de vapor, el cual
proporciono la lactama de 7,8-dicinamoiloxilongipinan-7,8a,9a-triol (60) con aspecto aceitoso

de color amarillo claro.

En su espectro de RMN-!H (Figura 22), hacia campo bajo podemos observar dos sefiales dobles
en 7.60 ppm (J=16.0 Hz) y en 7.43 ppm (J = 16.0 Hz) que fueron asignadas a los protones vinilicos
H-25 y H-18 respectivamente. En 6.35 ppm (J/ = 16.0 Hz) y 6.30 ppm (J = 16.0) se observaron dos
sefiales dobles traslapadas que corresponden a los protones vinilicos alfa al carbonilo H-24 y H-
17. Entre 7.45y 7.20 ppm se observaron varias sefiales multiples que corresponden a los protones
aromaticos. En 6.31 ppm una sefial doble (J = 6.9 Hz) debida al H del grupo —NH. En 5.70 ppm se
mostré una sefial doble de dobles (J = 11.1, 8.7 Hz) que corresponde a H-8, en 5.25 ppm se
observé una sefial doble (J = 11.1 Hz) asignada a H-7 y desplazada hacia campo alto en 4.15 ppm
una sefial doble (J = 8.7 Hz) correspondiente a H-9. En 3.53 ppm se observd una sefal triple (J =
6.1 Hz) debida a H-11, en 2.74 ppm se observé una sefial doble de dobles (J = 17.5, 6.3 Hz)
asignada al protén H-2a y en 2.48 ppm otra seiial doble de dobles (J = 17.5, 10.5 Hz)
correspondiente a H-2. En 2.34 ppm se observé una sefial doble (J = 4.7 Hz) que fue asignada a
H-4. En 2.28 ppm se asignd una senal multiple a H-3. En 2.26 ppm se observé una sefial simple
que correspondié a H-5. En 1.04 ppm se observé una sefial doble (J = 6.4 Hz) que se origind por el
metilo secundario H-15. En 1.19, 1.18 y 1.06 ppm se observaron tres sefiales simples

correspondientes a los metilos terciarios 12, 13 y 14 respectivamente.
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Figura 22. Espectro de RMN-'H a 400 MHz de la lactama dicinamato (60).

5.7 Modelado molecular

El modelo molecular se realizé construyendo la molécula de la lactama de triacetato de triolona
(32), la lactama de longipinantriol (56), la lactama-aceténido (57), la lactama acetdnido-acetato
(58) y la lactama tricinamato (59) de acuerdo a los datos fisicos y espectroscdpicos en el programa
Spartan’14, en el cual se aplicé el método de Monte Carlo con mecdnica molecular para lograr
obtener las estructuras de minima energia de cada uno de ellos. Posteriormente, de cada
compuesto se seleccioné el conformero de minima energia (Figuras 23 y 24) y fueron optimizados
mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) con el nivel de calculo B3LYP/DGDZVP.
Una vez obtenidos los minimos globales de cada compuesto, se utilizod el programa Gauss View

para realizar la medicion de los angulos diedros (Tabla 1).

Con esto se observé que no hay cambios significativos en los valores de los dngulos obtenidos. En

el ciclo de siete que posee los carbonos 7, 8 y 9, se esperarian cambios significativos por los
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distintos sustituyentes que posee cada compuesto, pero dichos dngulos permanecen con valores
cercanos. También, realizando una comparacién de los dngulos diedros entre el anillo de seis

miembros del longipinano analogo y el anillo de 7 miembros de la lactama, no se observan

\%r N\
‘v)g@*r

32, Eprr=-1400.43 hartrees. 56, Eprr = —942.38 hartrees. 57, Eprr = —1059.13 hartrees.

cambios significativos.

58, Eprr=—1211.81 hartrees. 59, Eprr=-2207.91 hartrees.

Figura 23. Minimos globales de las lactamas 32, 56-59.

EnlaTabla 1, se muestran los valores de los angulos diedros de la lactama de triacetato de triolona
(32), lactama de longipinatriol (56), lactama-aceténido (57), lactama-acetdnido-acetato (58) y

lactama-tricinamato (59), en los cuales podemos observar que permanecen con valores cercanos.

40



Tabla 1. Angulos diedros (en grados) de las lactamas.

32 56 57 58 59
N-C1-C2-C3 47.0 46.6 46.6 46.1 46.6
C1-C2-C3-C4 -45.2 -44.7 -44.8 -44.4 -44.9
C2-C3-C4-C5 -29.7 -30.0 -30.0 -30.3 -29.8
C2-C3-C4-C10 69.9 69.8 70.1 69.9 69.9
C3-C4-C5-C6 -144.5 -144.2 -143.9 -143.9 -144.6
C3-C4-C5-C11 95.5 95.8 94.1 96.0 95.6
C3-C4-C10-C9 154.0 154.1 153.4 153.1 153.9
C3-C4-C10-C11 -93.7 -93.8 -94.1 -94.1 -93.7
C4-C5-C6-C7 -64.0 -64.8 -65.0 -64.6 -64.5
C4-C5-C11-C10 21.0 20.9 20.6 20.7 21.0
C4-C5-C11-N -95.8 -96.2 -96.4 -96.2 -96.0
C4-C10-C9-C8 29.4 30.1 30.9 30.8 29.8
C4-C10-C11-N 94.9 94.8 95.0 95.1 94.9
C5-C6-C7-C8 48.9 49.0 50.5 49.9 50.3
C5-C11-N-C1 49.4 49.8 49.8 49.5 49.4
C5-C11-C10-C9 90.8 91.6 95.3 92.0 90.8
C6-C7-C8-C9 -77.7 -75.6 -80.0 -79.5 -78.8
C6-C5-C4-C10 98.8 99.1 99.5 99.3 98.7
C6-C5-C11-N 140.8 140.8 140.5 140.8 140.7
C6-C5-C4-C3 -144.5 -144.2 -143.9 -143.9 -144.6
C7-C8-C9-C10 58.5 56.0 56.5 56.4 58.2
C7-C6-C5-C4 -64.0 -64.9 -65.0 -64.6 -64.5
C7-C6-C5-C11 40.1 39.0 38.8 39.1 39.5
C8-C9-C10-C11 -66.0 -65.6 -64.8 -64.8 -65.7
C8-C9-C10-C4 294 30.1 30.9 30.8 29.8
C9-C10-C11-N -153.2 -152.7 -152.0 -152.1 -153.2
C9-C10-C11-C5 90.8 91.6 92.3 92.0 90.8
C9-C10-C4-C3 154.0 154.1 153.4 153.1 153.9
C9-C10-C4-C5 -91.3 -91.2 -92.0 -92.2 -91.5
C9-C8-C7-C6 -77.7 -75.6 -80.0 -79.5 -78.8
C10-C11-N-C1 -51.0 -50.7 -51.0 -51.3 -51.1
C10-C11-C5-C4 21.0 20.9 20.6 20.7 21.0
C10-C11-C5-C6 -102.3 -102.0 -102.6 -102.3 -102.3
C10-C4-C3-C2 69.9 69.8 70.1 69.9 70.0
C10-C4-C5-Cé 98.8 99.1 99.5 99.3 98.7
C11-N-C1-C2 -20.9 -21.0 -20.8 -20.4 -20.7
C11-C5-C4-C3 95.5 95.8 96.0 96.0 95.6
C11-C5-C6-C7 40.1 39.0 38.8 39.2 39.5
C11-C10-C9-C8 -66.0 -65.6 -64.8 -64.8 -65.7
C11-C10-C4-C5 20.9 20.8 20.5 20.6 20.9
N-C11-C5-C4 -95.8 -96.2 -96.4 -96.2 -96.0
N-C11-C5-C6 140.8 140.9 140.5 140.8 140.7
N-C11-C10-C9 -153.2 -152.7 -152.0 -152.1 -153.2
C1-N-C11-C5 49.4 49.8 49.8 49.5 49.4
C1-N-C11-C10 -51.0 -50.7 -51.0 -51.3 -51.1
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5.8 Ensayos de polimerizacion de microtibulos con rasteviona y derivados

El producto natural 10, junto con los derivados 32 y 56-60 a una concentracidon de 200 uM fueron
sometidos a estudios de polimerizacién de los heterodimeros de a-y B-tubulina in vitro, utilizando
como control negativo DMSO, como control positivo paclitaxel (20) a 20uM vy la proteina de
cerebro de porcino a una concentracién de 2 mg/ml. Dado que el proceso de formacion de
microtubulos es endotérmico, la induccion del ensamblaje in vitro se realiza elevando la
temperatura de la muestra a 37 °C. Cuando la temperatura desciende a temperaturas bajas (4
°C), los microtubulos se despolimerizan, por lo cual un ligando estabilizador de microtubulos
como el paclitaxel (20), mantiene el efecto aun sobre la despolimerizacién de éstos inducida por
frio. Para comprobar si los compuestos son capaces de producir este efecto, se realizé el ensayo

durante 1 hora a 37°C, y posteriormente las muestras se colocaron a 4 °C por 30 minutos.

El ensayo se realizd por triplicado, utilizando una placa de 96 pozos que se introdujo en un
espectrofotémetro BioTek. Las lecturas se realizaron cada minuto durante 1 hora a 37 °Cy con
una absorbancia de 340 nm. Posteriormente, se retird la placa del equipo y se colocd a una
temperatura de 4 °C durante media hora. Al finalizar el tiempo, la placa se introdujo nuevamente
al equipo, en la cual se realizaron lecturas cada minuto por media hora en las mismas condiciones.
La Figura 25, muestra el efecto sobre la inestabilidad dinamica de microtubulos de los controles

positivo y negativo. La curva tiene tres fases predominantes:

1. Fase de nucleacién: No se produce crecimiento.
2. Fase de elongacién o crecimiento: Se produce la tasa maxima de crecimiento.
3. Fase de estabilidad: La concentracion polimerizada de la tubulina permanece

constante.

Durante una fase inicial se forman pequefios nucleos y luego la polimerizacidn incrementa
linealmente en funcién del tiempo (fase de elongacidn) hasta alcanzar un estado estacionario

donde la masa del polimero permanece constante.

En ausencia de compuestos, la fase de nucleacion del DMSO ocurre aproximadamente en 10

minutos, seguida de la fase de crecimiento maximo, sin embargo, después de la disminucion de
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la temperatura la recuperacion es nula. En presencia del estabilizador de microtibulos paclitaxel

(20), la fase de nucleacion es desviada y presenta una rapida fase de crecimiento. La fase de

estabilidad se mantiene alin después de la disminucién de la temperatura.

0.8+ 37°C

37°C

o DMSO
* Paclitaxel 20 uM

0.74

A Absorbancia (340 nm)

O. 3 T T Ll Ll Ll
0 10 20 30 40 50

Tiempo (minutos)

60 70 80 90

Figura 24. Efecto de los controles sobre la polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacién de

los microtubulos inducida por disminucién de la temperatura.

Los compuestos 10, 32 y 56-58 a una concentracion de 200 uM, mostraron un comportamiento

muy parecido al control negativo, por lo cual el proceso de polimerizacién de la tubulina y

despolimerizacién de los microtubulos se llevd a cabo sin éxito. A continuacién se muestran los

resultados obtenidos para cada compuesto.
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Figura 25. Efecto del producto natural 10 sobre la polimerizacion de la tubulina y la

despolimerizacién de los microtubulos inducida por disminucién de la temperatura.
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Figura 26. Efecto del derivado 32 sobre la polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacion de

los microtubulos inducida por disminucion de la temperatura.
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Figura 27. Efecto del derivado 56 sobre la polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacién de

los microtubulos inducida por disminucién de la temperatura.
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Figura 28. Efecto del derivado 57 sobre la polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacion de

los microtubulos inducida por disminucion de la temperatura.
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Figura 29. Efecto del derivado 58 sobre la polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacién de

los microtubulos inducida por disminucién de la temperatura.

La Figura 31, muestra las curvas de polimerizacidon del compuesto 59 a una concentracién de 100
y 200 uM, en la cual se observa que la fase de nucleacién ocurre aproximadamente en 5 minutos,
seguida de la fase de crecimiento maximo. En ambas concentraciones, después de la disminucidn
de la temperatura se observa que la polimerizacidn se repone, propensa a estabilidad. Estos
resultados confirman la utilidad de este ensayo al efecto de un compuesto sobre la estabilidad y
polimerizaciéon de microtubulos. También indica que la actividad es probablemente debido a la

interferencia con el crecimiento de microtubulos por estabilizacion.
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Figura 30. Efecto del derivado 59 a 100 y 200 uM sobre la polimerizacién de la tubulina y la

despolimerizacion de los microtubulos inducida por disminucién de la temperatura.

No obstante, el compuesto 60 a una concentracion de 200 uM (Figura 32) presenta una actividad
similar al compuesto 59, pero con mayor potencia, se observa el efecto de la polimerizacion de la
tubulina y al llevarse a cabo la despolimerizacion al disminuir la temperatura, muestra

restauraciéon de la polimerizacidn propensa a estabilidad.

47



2.0 37°C 4°C 37°C

4 60200 uM
o DMSO
= ® Paclitaxel 20 uM
S
c 1.54
o
<t
L
o
8]
c
@
2 1.04
o
(%]
Q
<
<
0.5
[

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tiempo (minutos)

Figura 31. Efecto del derivado 60 sobre la polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacion de

los microtubulos inducida por disminucidn de la temperatura.
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6. CONCLUSIONES

Los grupos hidroxilo de la lactama triciclica 56, a pesar de ser todos alcoholes secundarios
presentaron diferencia en reactividad, en la cual los OH actuaron como especies nucleofilicas que
reaccionaron con especies electrofilicas como fue el caso de la formacién del compuesto 57, en
la cual se llevd a cabo el ataque del oxigeno al carbonilo de la cetona con la consecuente
formacion del anillo de dioxolano, el cual se formd en los carbonos en posicién 7 y 8, esto es
debido a que el valor del angulo diedro es menor, en comparacion con el de los carbonos en
posicion 8 y 9. Posteriormente para la formacion del compuesto 58, el grupo hidroxilo libre sobre

C-9 realiza un mecanismo similar.

Para la realizacion de los ésteres cinamato, se logré la formacion del compuesto 59 en un tiempo
de reaccion favorable, sin embargo al disminuir el tiempo de reaccidn se llevé a cabo la formacién
del dicinamato 60 en las posiciones C-7 y C-8, esto puedo deberse al impedimento estérico que
presenta C-9 por el metilo 14 y a la posicion pseudo-axial a diferencia de los hidroxilos en C-7 y C-
8 (pseudo-ecuatoriales) por lo cual reacciona mas lentamente, produciendo con mayor facilidad

los ésteres cinamatos en esas posiciones.

También al realizar las mediciones de los dngulos diedros del esqueleto cada una de las lactamas
obtenidas, se pudo observar que no existen cambios significativos en los valores de los angulos
en las posiciones C-7, C-8 y C-9 en donde cada compuesto posee distintos sustituyentes. También,
al realizar una comparacién con los valores del esqueleto del longipinano andlogo, no existen

diferencias significativas entre ellos.

De los ensayos de polimerizacion de tubulina con el producto natural 10 y derivados 32, 56-60, se
observo que solo los compuestos 59 y 60 presentan un efecto favorable en la polimerizacién de
la tubulina y despolimerizacion de microtubulos, esto se debe a los anillos aromaticos que poseen
en su estructura, ya que estudios describen interacciones electrénicas m-m stacking con
aminodcidos presentes en la tubulina, especificamente con la fenilalanina, histidina y tirosina. Las
interacciones m-1t stacking se refiere a las interacciones no covalentes de atraccién entre los

anillos aromaticos por los enlaces i, en las que se lleva a cabo un momento cuadrupolar con
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fuerzas de dispersidn de London, esto indica que se requiere la aromaticidad para que se lleven a

cabo las interacciones entre los electrones deslocalizados en los orbitales p.

En el caso del compuesto 60, los oxigenos de los carbonilos y el grupo hidroxilo libre en posicién
C-9 podrian establecer puentes de hidrédgeno con los grupos amino o en general con los oxigenos
presentes en los aminodcidos, por lo cual tendria a cabo dos tipos de interacciones, una con los

anillos aromaticos y otra con el grupo hidroxilo libre.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Los puntos de fusién se determinaron en el IIQB-UMSNH, en un aparato Fisher-Johns y no estan

corregidos.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotémetro Perkin-ElImer 16F PC IR FT,

empleando soluciones cloroférmicas y en algunos casos pastillas de KBr.
Los espectros de ultravioleta se midieron en un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 12.

Las rotaciones especificas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 341 empleando CHCl;

y MeOH como disolvente y las concentraciones estan dadas en g/100 mL.

Para las separaciones cromatograficas en columna abierta se utilizé como fase estacionaria gel
de silice de 230-400 mallas y como fase mdvil mezclas de disolventes organicos en orden

ascendente de polaridad.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se determinaron cloroformo deuterado (CDCl3)
y metanol deuterado (CD30D) utilizando como referencia interna tetrametilsilano (TMS). Los
espectros a 400 MHz de *H y de *3C a 100 MHz fueron medidos en un equipo Varian Mercury Plus.
Los espectros a 300 MHz de *H y de 13C a 75.4 MHz, asi como los experimentos bidimensionales
COSY, NOESY, HSQC y HMBC se obtuvieron en un equipo Varian Mercury 300 en el Centro de

Investigacidn y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional en la Ciudad de México.
Los desplazamientos quimicos (6) estan dados con respecto al TMS.

Los espectros de masas (EIMS), se determinaron en un Varian Saturn 2000 de trampa idnica por

impacto electrdnico a 70 eV (El).

Los ensayos de polimerizacidén de tubulina se realizaron en un lector de placas BioTek ELx808IU,

provisto de incubacién y lectura en el rango UV.
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7.1 Obtencidn de la rasteviona (10)

\\\\\\\\u

La rasteviona (10) se obtiene en forma de cristales de los extractos hexanicos de la raiz de Stevia
serrata Cav. La planta se colecté en la comunidad de Iratzio, Mich. Después del secado se procedié
a moler las raices. Posteriormente se tomaron 2.5 kg de éstas y se sometieron a reflujo con
hexano por 4 h. Transcurrido el tiempo, el extracto hexanico se filtré y se concentrd en rotavapor.
Posteriormente se dejo reposar el extracto concentrado durante 24 h a temperatura ambiente.
Se filtré al vacio y realizando lavados con hexano obteniéndose 30 g de rasteviona (1) en forma
de placas blancas de p.f. 127-130 °C (Reportado 130-131 °C) todo esto de acuerdo con la técnica

descrita dentro de nuestro grupo de trabajo.
Estado fisico: Cristales en forma de placas blancas con p.f. 127-130 °C.
FM: C25H3606; PM: 432 g/mol.

7.2 Obtencidn de longipinan-7,8a,9a-triol-1-ona (12)

(o)

=

W

\\\\\\\n.

A una solucién de 1 g de cristales de rasteviona (10) en 20 mL de metanol se agregd 1 g de
hidréxido de potasio disueltos en minima cantidad de agua. La solucidn se llevd a reflujo por 2 h.
Transcurrido el tiempo, se evaporaron dos terceras partes del MeOH. Posteriormente, el
remanente se vertid sobre hielo-agua en un embudo de separacidn y se extrajo con acetato de

etilo. La fase organica se lavd cuatro veces con agua; secandose sobre sulfato de sodio anhidro,
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se filtré y se evapord hasta sequedad. El residuo obtenido se colocé en matraz Erlenmeyer
obteniéndose 404.2 mg de triolona (12), con un rendimiento de 67%, como un aceite de color

amarillo claro.
Estado fisico: Aceite de color amarillo claro.
FM: C1504H24, PM: 268.34 g/mol.

7.3 Obtencidn de triacetato de longipinan-78,8a,9a-triol-1-ona (13)

\\\\\\\\\

A una solucion de 404.2 mg de triolona (12) en 3 mL de piridina se adicionaron 3 mL de anhidrido
acético. La mezcla se dejé reaccionar por 4 h en bano de vapor. Transcurrido el tiempo, la mezcla
se vertié sobre hielo-agua en embudo de separacién y se extrajo con acetato de etilo. La fase
organica se lavd agitando ligeramente con acido clorhidrico al 10%, agua, solucidon saturada de
bicarbonato de sodio y agua; posteriormente se secé sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
evapord hasta sequedad. Obteniéndose 505.2 mg de cristales en forma de placas de triacetato

de triolona (13) de p.f. 154-156 °C (Reportado 150-152 °C) con un rendimiento de 85%.
Estado fisico: Cristales en forma de placas color blanco con p.f. 154-156 °C.

FM: C2107H30, PM: 394.45 g/mol.
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7.4 Obtencidn de oxima de triacetato de longipinan-7,8a,9a-triol-1-ona (31)

\\\\\\\\“

e

A una solucién de 505.2 mg de cristales de triacetato de triolona (13) en 6 mL de piridina se le
adicionaron 505.2 mg de clorhidrato de hidroxilamina, disolviendo en bafio de vapor. La mezcla
se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 30 minutos, transcurrido el tiempo de
reaccion, el residuo se vertié sobre hielo-agua en embudo de separacién y se extrajo con acetato
de etilo, lavandose la fase organica con acido clorhidrico al 10%, agua, solucion saturada de
bicarbonato de sodio y agua, posteriormente se secé sobre sulfato de sodio anhidro, se filtro y se
evapord hasta sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en columna a través de silica
gel malla 230-400 empleando como eluyente mezclas de hexano-acetato de etilo, en orden
ascendente de polaridad, en fracciones de 20 mL cada una. De las fracciones eluidas con una
polaridad 6:4 hexano-acetato de etilo, se obtuvieron 441.9 mg de cristales en forma de placas
color blanco de oxima de triacetato de triolona (31) de punto de fusiéon 231-234 °C con un

rendimiento de 84%.
Estado fisico: Cristales en forma de placas color blanco con p.f. 231-234 °C.

FM: C2107H3:1N, PM: 409.47 g/mol.
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7.5 Obtencidn lactama de triacetato de longipinan-78,8a,9a-triol (32)

A una solucion de 100 mg de cristales de oxima de triacetato de triolona (31) en 2 mL de piridina
se le adicionaron 10 gotas (0.5 mL) de oxicloruro de fésforo sobre bafio de hielo. Pasados 15
minutos se retiré del bafio de hielo y se dejo a temperatura ambiente durante 24 h. Transcurrido
el tiempo de reaccion, el residuo se vertié cuidadosamente sobre hielo-agua en embudo de
separacion y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavé mezclando ligeramente con
acido clorhidrico al 10%, agua, solucién saturada de bicarbonato de sodio y agua; posteriormente
se secO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentrd en rotavapor hasta sequedad. El
residuo se purificd por cromatografia en columna a través de silica gel malla 230-400 empleando
como eluyente mezclas de hexano-acetato de etilo, en orden ascendente de polaridad, en
fracciones de 20 mL cada una. De las fracciones eluidas con una polaridad 3:7 hexano-acetato de
etilo se obtuvo la lactama de triacetato de triolona (32), obteniéndose 76 mg de sélido amorfo

color blanco con punto de fusion de 200-202 °C, con un rendimiento de 76%.
Estado fisico: Sélido amorfo de color blanco con p.f. 200-202 °C.
FM: C,107H31N, PM: 409.47 g/mol.

7.6 Obtencidn de lactama de longipinan-7p,8a,9a-triol (56)
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A una solucién de 75 mg de lactama de triacetato de triolona (32) en 2 mL de metanol se agregd
75 mg de hidréxido de potasio disueltos en minima cantidad de agua. La solucién se llevé a reflujo
por 4 h. Transcurrido el tiempo de reaccién, se evapord completamente el MeOH.
Posteriormente, el remanente se disolvid en cloroformo y se filtré a vacio a través de silica gel. La
fase orgdnica se evapord hasta sequedad. El residuo obtenido se purificd por cromatografia en
columna a través de silica gel malla 230-400 empleando como eluyente 200 mL una solucién 5:3:2
cloroformo-acetato de etilo-metanol, en fracciones de 20 mL cada una. De la fraccidon 2-14 se
obtuvo la lactama de longipinantriol (56), obteniéndose 46.7 mg de un aceite de color amarillo

claro con un rendimiento de 89%.

Estado fisico: Aceite de color amarillo claro.

FM: C1504H25N, PM: 283.3633 g/mol.

Rotacion: [a]sse +5.0, [a]s7s +5.0, [a]sa6 +6.1, [a]a3e +8.3, [a]3es +4.4 (¢ 1.8, MeOH).
IR: (KBr) vmax 3366, 1624 cm™2.

RMN-'H (CDsOD, 400MHz): 8 6.27 (1H, d, J = 5.2 Hz, N-H), 3.81 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-9), 3.79 (1H,
dd, J = 10.5, 3.6 Hz, H-8), 3.59 (1H, d, J = 10.5 Hz, H-7), 3.49 (1H, t, J = 5.8 Hz, H-11), 2.66 (1H, dd,
J=17.1, 6.4 Hz, H-20), 2.48 (1H, dd, J = 17.1, 10.4 Hz, H-2B), 2.26 (1H, m, H-3), 2.19 (1H, s, H-5),
1.99 (1H, d, J = 4.9 Hz, H-4), 0.99 (3H, d, J = 6.7, Me-15), 1.13 (3H, s, Me-12), 1.01 (3H, s, Me-14),
0.94 (3H, s, Me-13).

RMN-13C (CDs0OD, 100 MHz): & 179.6 (C-1), 77.8 (C-9), 74.1 (C-7), 72.4 (C-8), 52.8 (C-11), 52.3 (C-
5), 49.8 (C-10), 46.5 (C-4), 44.3 (C-2), 37.1 (C-6), 30.1 (C-3), 28.4 (C-12), 23.0 (C-15), 20.2 (C-13),
19.1 (C-14).

Espectro de masa EIMS: m/z 285 [M+2]* (5), 224 (14), 125 (32), 110 (40), 85 (100), 39 (30).

7.7 Obtencidn de lactama de 7,8-acetdénido longipinan-78,8a,9a-triol (57)
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A una solucién de 100 mg de lactama de longipinantriol (56) en 2 mL de acetona se agregd 10 mg
de acido p-toluensulfénico. La solucidn se llevé a temperatura ambiente por 2.5 h. Transcurrido
el tiempo de reaccidn, se concentrd a vacio la acetona hasta sequedad. Posteriormente, el residuo
se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavd 2 veces con agua; secandose sobre sulfato
de sodio anhidro, se filtré y se evaporé hasta sequedad. El residuo obtenido se purificéd por
cromatografia en columna a través de silica gel malla 230-400 empleando como eluyente mezclas
de hexano-acetato de etilo, en orden ascendente de polaridad, en fracciones de 20 mL cada una.
De las fracciones eluidas con una polaridad 1:1 hexano-acetato de etilo, se obtuvieron 81.7 mg
de un sélido amorfo de color blanco con un punto de fusién de 235-240 °C, con un rendimiento

de 72%.

Estado fisico: Sélido amorfo de color blanco con p.f. 235-240 °C.

FM: C1804H2sN, PM: 323.21 g/mol.

Rotacion: [a]ssg -20.6, [a]s7s -21.1, [at]sa6 -23.9, [a]azs -43.9, [a]365 -80.0 (¢ 1.8, CHCls).
IR: (CHCI3) vmax 3399, 1650 cm™.

RMN-H (CDCls, 400MHz):6 6.13 (1H, d, J= 7.4, N-H), 4.04 (1H, dd, J = 10.2, 8.8 Hz, H-8), 3.89 (1H,
d, J=8.8 Hz, H-9),3.59 (1H, d, /=10.2 Hz, H-7), 3.38 (1H, t, /= 6.1 Hz, H-11), 2.72 (1H, dd, J = 17.3,
6.6 Hz, H-2a), 2.42 ( 1H, dd, J = 17.3, 10.3 Hz, H-2B), 2.23 (1H, m, H-3), 2.17 (1H, d, J = 4.2 Hz, H-
4), 2.12 (1H, s, H-5), 1.56 (3H, s, Me-acetonido), 1.44 (3H, s, Me-acetonido), 1.11 (3H, s, Me-14),
1.12 (3H, s, Me-13), 0.98 (3H, d, J = 6.1 Hz, Me-15), 0.96 (3H, s, Me-12).

RMN-13C (CDCls, 100 MHz): 6 175.7 (C-1), 108.5 (C-acetdnido), 80.9 (C-7), 80.4 (C-8), 68.8 (C-9),
54.4 (C-11), 50.5 (C-5), 49.9 (C-10), 43.6 (C-4), 42.8 (C-2), 32.1 (C-6), 28.4 (C-3), 27.2 (C-13), 27.0
(C-acetonido), 26.8 (C-acetdnido), 21.7 (C-15), 18.4 (C-14), 18.1 (C-12).

Espectro de masa EIMS: m/z 306 [M-OH]* (9), 249 (75), 166 (45), 84 (100), 43 (40).
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7.8 Obtencidn de lactama de 7,8-acetonido 9-acetato longipinan-7p,8a,9a-triol (58)

A una solucidn de 80 mg de lactama-aceténido (57) en 2 mL de piridina se adicionaron 2 mL de
anhidrido acético. La mezcla se dejé reaccionar por 4 h en bafio de vapor. Transcurrido el tiempo
de reaccion, la mezcla se vertié sobre hielo-agua en embudo de separacién y se extrajo con
acetato de etilo. La fase organica se lavo agitando ligeramente con acido clorhidrico al 10%, agua,
soluciéon saturada de bicarbonato de sodio y agua; posteriormente se secd sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtrd y se evaporé hasta sequedad. El residuo obtenido se purificd por cromatografia en
columna a través de silica gel malla 230-400 empleando como eluyente mezclas de hexano-
acetato de etilo, en orden ascendente de polaridad, en fracciones de 20 mL cada una. De las
fracciones eluidas con una polaridad 7:3 hexano-acetato de etilo, se obtuvieron 68.3 mg de un

sélido amorfo de color blanco con un punto de fusion de 241-244 °C, con un rendimiento de 76%.
Estado fisico: Sélido amorfo de color blanco con p.f. 241-244 °C.

FM: C200sH31N, PM: 365.22 g/mol.

Rotacion: [a]sss -4.4, [a]s7s -5.0, [at]sas -5.8, [at]a3s -13.9, [a]3es -33.4 (¢ 8.0, CHCIs).

IR: (CHCI3) vmax 3399, 1741, 1650 cm™.

RMN-H (CDCls, 400MHz): 6 6.75 (1H, d, J = 6.4 Hz, N-H), 5.40 (1H, d, J= 3.8 Hz, H-9), 4.07 (1H, dd,
J=10.4, 3.8 Hz, H-8), 3.81 (1H, d, /= 10.4 Hz, H-7), 3.62 (1H, t, J= 6.7 Hz, H-11), 2.67 (1H, dd, J =
17.1, 6.5 Hz, H-2a), 2.43 (1H, dd, J = 17.1, 10.4 Hz, H-2B), 2.23 (1H, m, H-3), 2.15 (1H, s, H-5), 2.12
(3H, s, Ac0-9),2.04 (1H,d,J=5.19 Hz, H-4), 1.38 (3H, s, Me-acetdnido), 1.35 (3H, s, Me-aceténido),
1.02 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-15), 1.05 (3H, s, H-12), 0.94 (3H, s, H-13), 0.91 (3H, s, H-14).

RMN-13C (CDCls, 100 MHz): & 176.2 (C-1), 170.0 (AcO-9), 108.5 (C-aceténido), 78.8 (C-7), 74.4 (C-
8), 71.5 (C-9), 52.0 (C-11), 50.8 (C-5), 47.9 (C-10), 45.1 (C-4), 42.1 (C-2), 32.0 (C-6), 27.9 (C-3), 27.0
(C-12), 26.9 (C-aceténido), 26.5 (C-aceténido), 21.8 (C-15), 20.8 (Ac0-9), 18.1 (C-14), 17.3 (C-13).
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Espectro de masa EIMS: m/z 366 [M+1]* (5), 248 (25), 247 (40), 165 (37), 122 (60), 84 (100), 43
(65).

7.9 Obtencidn de lactama de 7,8,9-tricinamato longipinan-7,8a,9a-triol (59)

7,
7,
,//
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A una solucidn de 95 mg de lactama de longipinantriol (56) en 1.5 mL de piridina se adicionaron
380 mg de cloruro de cinamoilo (1:4). La mezcla se dejé reaccionar por 5 h en bafio de vapor.
Transcurrido el tiempo de reaccidén, la mezcla se vertio sobre hielo-agua en embudo de separacién
y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavé con acido clorhidrico al 10%, agua,
solucion saturada de bicarbonato de sodio y agua; posteriormente se secé sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtrd y se evaporé hasta sequedad. El residuo obtenido se purificé por cromatografia en
columna a través de silica gel malla 230-400 empleando como eluyente mezclas de hexano-
acetato de etilo, en orden ascendente de polaridad, en fracciones de 20 mL cada una. De las
fracciones eluidas con una polaridad 1:1 hexano-acetato de etilo, se obtuvieron 35.6 mg de un

aceite de color naranja con un rendimiento de 16%.

Estado fisico: Aceite de color amarillo claro.

FM: C4207Ha3N, PM: 673.79332 g/mol.

Rotacidn: [a]sse +133.4, [a]s7s +141.6, [a]sa6 +169.1, [a]aze +402.5 (c 4.4, CHCIs).

IR: (CHCl3) vmax3393, 1712, 1635 cm™.

RMN-H (CDCls;, 400MHz): & 7.84 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-32), 7.59 (1H, d, J= 16.0 Hz, H-25), 7.43

(1H, d, J = 16.0, H-18), 7.64 (1H, m, H-34), 7.44 (1H, m, H-36), 7.44 (1H, m, H-35), 7.34 (1H, m, H-
27),7.29 (1H, m, H-29), 7.29 (1H, m, H-28), 7.24 (1H, m, H-22), 7.16 (1H, m, H-20), 7.13 (1H, m, H-
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21), 6.60 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-31), 6.34 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-24), 6.15 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-17),
6.15 (1H, d, J = 7.4 Hz, N-H), 5.66 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-7), 5.64 (1H, dd, J = 11.0, 3.4 Hz, H-8), 5.58
(1H, d, J = 3.4 Hz, H-9), 3.80 (1H, t, J = 6.4 Hz, H-11), 2.70 (1H, dd, J = 17.5, 6.0 Hz, H-2q), 2.48 (1H,
dd, J = 17.5, 10.4 Hz, H-2PB), 2.33 (1H, m, H-3), 2.32 (1H, s, H-5), 2.26 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-4), 1.18
(3H, s, H-13), 1.14 (3H, s, H-12), 1.07 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-15), 0.99 (3H, s, H-14).

RMN-13C (CDCls, 100 MHz): & 175.5 (C-1), 166.5 (C-30), 166.3 (C-23), 165.5 (C-16), 146.2 (C-32),
145.9 (C-18), 145.7 (C-25), 134.4 (C-33), 134.1 (C-26), 134.0 (C-19), 130.5 (C-36), 130.4 (C-29),
130.2 (C-22), 128.9 (C-35), 128.8 (C-28), 128.6 (C-21), 128.4 (C-34), 128.2 (C-20), 128.1 (C-27),
117.5 (C-24), 117.4 (C-31), 117.0 (C-17), 74.5 (C-9), 72.2 (C-8), 69.5 (C-8), 52.1 (C-11), 50.2 (C-5),
48.0 (C-10), 44.9 (C-4), 42.6 (C-2), 35.2 (C-6), 28.0 (C-3), 26.8 (C-12), 21.9 (C-15), 20.0 (C-13), 17.1
(C-14).

7.9.1 Obtencidn de lactama de 7,8-dicinamato longipinan-7,8a,9a-triol (60)

H

A una solucién de 50 mg de lactama de longipinantriol (56) en 1 mL de piridina se adicionaron 150
mg de cloruro de cinamoilo (1:4). La mezcla se dejé reaccionar por 3 horas en bafo de vapor.
Transcurrido el tiempo de reaccién, la mezcla se vertio sobre hielo-agua en embudo de separacién
y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se lavé con acido clorhidrico al 10%, agua,
solucion saturada de bicarbonato de sodio y agua; posteriormente se secd sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtrd y se evaporé hasta sequedad. El residuo obtenido se purificd por cromatografia en
columna a través de silica gel malla 230-400 empleando como eluyente mezclas de hexano-
acetato de etilo, en orden ascendente de polaridad, en fracciones de 20 mL cada una. De las
fracciones eluidas con una polaridad 3:7 hexano-acetato de etilo, se obtuvieron 31.7 mg de un

aceite de color amarillo claro con un rendimiento de 33%.
Estado fisico: Aceite de color amarillo claro.

FM: C3306H37N, PM: 543.65 g/mol.
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RMN-'H (CDCls, 400MHz): & 7.60 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-25), 7.43 (1H, d, J= 16.0 Hz, H-17), 7.24
(1H, m, H-22), 6.35 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-24), 6.30 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-17), 6.31 (1H, d, J = 6.9 Hz,
N-H), 5.70 (1H, dd, J = 11.1, 8.7 Hz, H-8), 5.25 (1H, d, J = 11.1 Hz, H-7), 4.15 (1H, d, J = 8.7 Hz, H-9),
3.53 (1H, t, J = 6.1 Hz, H-11), 2.74 (1H, dd, J = 17.5, 6.3 Hz, H-2a), 2.48 (1H, dd, J = 17.5, 10.5 Hz,
H-2B), 2.34 (1H, d, J = 4.7 Hz, H-4), 2.28 (1H, m, H-3), 2.26 (1H, s, H-5), 1.1 (3H, s, H-12), 1.18 (3H,
s, H-13), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-14), 1.04 (3H, s, H-15).

7.10 Modelado molecular

La construccion de los modelos moleculares de las lactamas 32, 56-59 se realizé en el programa
Spartan’14, en el cual se aplicé el protocolo de Monte Carlo con el campo de fuerza de mecénica
molecular (MMFF) para encontrar las estructuras de minima energia de cada derivado. Los
conférmeros de minima energia se optimizaron mediante la Teoria de Funcionales de la Densidad
(DFT) con el nivel de calculo B3LYP/DGDZVP en el programa Gaussian 09W. Los parametros
termodindamicos y las frecuencias se calcularon a 298 Ky 1 atm. Una vez optimizados, se realiz

la medicion de los dngulos diedros de cada compuesto en el programa GaussView 5.0.
7.11 Ensayo de polimerizacion de microtubulos con rasteviona y derivados

La rasteviona (10) y las lactamas 32, 56-59 disueltas en DMSO se colocaron por triplicado en placas
de ELISA de 96 pozos, de fondo plano y de media drea, en alicuotas de 10 uL de una concentracién
tal que permitiese tener concentraciones finales de 100 0 200 uM, segun el compuesto a analizar.
Por otro lado, se prepard una solucién de tubulina de cerebro de porcino >97% de pureza
(Cytoskeleton, Inc., E. U. A.) manteniéndola siempre a 0 °C. Para preparar la solucién, la tubulina
se disolvié en cantidad necesaria de un buffer de pH 6.9 para dar una concentracion final de
tubulina de 2 mg/mL. El buffer contenia sal sesquisddica del acido piperazin-N,N’-bis(2-
etansulfénico) 80.0 mM, cloruro de magnesio 2.0 mM, acido etilénglicol-bis(B-aminoetiléter)-
N,N,N’,N’-tetraacético 0.5 mM y 5’-trifosfato de guanosina 1.0 mM. La solucidn de tubulinaa 0 °C
se agregod, en alicuotas de 100 pL, a los pozos con los compuestos. La placa de ELISA, mantenida
a 0 °C, se transfirié inmediatamente a un lector de placas BioTek ELx808IU precalentado a 37 °C
durante 30 minutos. La polimerizacion de los heterodimeros de a-tubulina—B-tubulina se
monitored mediante el cambio de la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 60 minutos con
temperatura controlada a 37 °C y con un periodo de mezclado inicial de 5 segundos. Después de

60 minutos de incubacién, la placa se removié del lector e inmediatamente se llevd a una
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temperatura de 4 °C por 30 minutos. Después de este tiempo, la placa se colocd nuevamente en
el lector por 30 minutos mds a 37 °C para determinar el efecto de la temperatura en la estabilidad
de los microtubulos inducida por los compuestos a evaluar.?® Los ensayos de polimerizacién de la
tubulina y despolimerizacion de los microtubulos inducida por disminucién de la temperatura se
realizaron por triplicado. Los resultados se graficaron con el programa GraphPad Prism 7.0 para
Windows, los puntos de las graficas muestran la desviacién estandar de las lecturas para cada

derivado evaluado.
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9. ANEXOS

Espectros de RMN

en CDCl3 y CD30OD de dos dimensiones.
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Tabla 2. Datos espectroscépicos de RMN para la lactama de longipinantriol (56).

C/H

O 0o N OOVl A WN B

P e = N ==Y
T U D W N L O

DEPT

C=0
CH;
CH
CH
CH

CH
CH
CH

CH
CHs
CHs
CHs
CHs

§13C
ppm
179.6
44.3
30.1
46.5
52.3
37.1
74.1
72.4
77.8
49.8
52.8
28.4
20.2
19.1
23.0

gHsQC

2.66,2.48
2.26
1.99
2.19

3.59
3.79
3.81

3.49
1.13
0.94
1.01
0.99
6.27

gHMBC

/

179.6, 46.5, 30.1, 23.0
52.8,23.0
77.8,52.8,44.3,23.0
74.1,52.8,49.8,37.1, 30.1, 28.4
/
72.4,28.4,20.2
74.1
52.8,19.1
/
179.6,77.8, 52.3, 49.8, 46.5, 37.1
74.1,52.3,37.1,20.2
74.1,52.3,37.1,28.4
77.8,49.8,52.8
46.5,44.3,30.1

/
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Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN para la lactama aceténidol (57).

C/H

O 0N OO UV B WN B

=2 [ S o T =S = SN Y
Iui'\i'_:m.bwwl—\o

DEPT

CH;
CH
CH
CH

CH
CH
CH

CH
CHs
CHs
CHs
CHs

CHa
CHa

§13C
ppm
175.7
42.8
28.4
43.6
50.5
32.1
80.9
80.4
68.8
49.9
54.4
18.1
27.2
18.4
21.7
108.5
26.8
27.0

gHsQC

2.72,2.42
2.23
2.17
2.12

3.59
4.04
3.89

3.38
0.96
1.12
1.11
0.98

1.44
1.56
6.13

gHMBC

/
21.7,43.6,175.7
/
21.7,42.8,49.9, 54.4, 68.8
28.4,32.1,49.9, 54.4, 80.9
/
18.1, 27.2
68.8
43.6, 54.4, 80.4
/
32.1,43.6,50.5, 68.8, 175.7
27.2,32.1,50.5, 80.9
18.1,32.1, 80.9
43.6,49.9, 50.5, 54.4
28.4,42.8,43.6
/
*26.8,27.0, 108.5

*

/
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Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN para la lactama-aceténido-acetato (58).

C/H DEPT 813C HETCOR
ppm
1 c=0 176.2 /
2 CH, 42.1 2.67,2.43,
3 CH 27.9 2.23
4 CH 45.1 2.04
5 CH 50.8 2.15
6 C 32.0 /
7 CH 74.4 3.81
8 CH 71.5 4.07
9 CH 78.8 5.40
10 C 47.9 /
11 CH 52.8 3.62
12 CHs 27.0 1.05
13 CHs 17.3 0.94
14 CHs 18.1 0.91
15 CHs 21.8 1.02
NH / / 6.75
1’ C 108.5 /
2 CHs 26.5 1.38
3 CHs 26.9 1.35
1” c=0 170.0 /
2" CHs 20.8 2.12
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Tabla 5. Datos espectroscépicos de RMN para la lactama tricinamato (59).

C/H

O 0N OV A WN -

Z W W W W WwWwWwWwWwWNNNNNNNNNNRRRRERIRERRRRPR
T OO 1 b W N EFP O OO NOULLPE WNPREOOOLONOO UVLEAE WNERLO

DEPT

C=0
CH;
CH
CH
CH
C
CH
CH
CH
C
CH
CHs
CHs
CHs
CHs

CH
CH

CH
CH
CH
C=0
CH
CH

CH
CH
CH

CH
CH

CH
CH
CH

613C

ppm
175.5
42.6
28.0
44.9
50.2
35.2
72.2
69.5
74.5
48.0
521
26.8
20.0
17.1
21.9
166.5
117.0
145.9
134.0
128.2
128.6
130.2
166.3
117.5
145.7
134.1
128.1
128.8
130.4
166.5
117.4
146.2
134.4
128.4
128.9
130.5
/

gHsQC

2.70,2.48
2.33
2.26
2.32

5.66
5.64
5.58

3.80
1.14
1.18
0.99
1.07

6.15
7.43

7.16
7.13
7.24

6.34
7.59

7.34
7.29
7.29

6.60
7.84

7.64
7.44
7.44
6.27

gHMBC

/

175.5, 44.9
72.2,52.1,48.0, 44.9, 35.2, 28.0, 26.8
74.5,52.1,42.6,35.2,21.9
72.2,52.1,48.0, 44.9, 35.2, 28.0, 26.8
/

69.5
74.5
166.5,52.1,17.1
/

175.5, 44.9
72.2,50.2, 35.2, 20.0
72.2,50.2,35.2, 26.8
74.5,52.1, 48.0, 44.9
44.9, 42.6, 28.0
/

165.5, 134.0
165.5, 128.2
/
130.2,128.2
134.0, 128.6
128.8, 128.2
/

166.3, 134.1
166.3, 128.1
/

130.4
/

/

/

166.5, 134.4
166.5, 128.4
/

130.5
134.4, 128.4
134.4,128.4

/
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