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RESUMEN

El tratamiento oxidativo del 6pB-acetoxivouacapano (5), aislado de
Caesalpinia platyloba, con diferentes agentes oxidantes como DDQ, AMCPB,
CrOs, K2Cr207 y fotooxidacion, generd 12 nuevos derivados 6, 46-48 y 51-58,
ademas de los compuestos 9, 49 y 50 reportados previamente de Caesalpinia
bonduc. Todas las estructuras fueron elucidadas con base en sus datos de RMN
en una y dos dimensiones. La estereoquimica de los derivados se establecié con
base en los experimentos NOESY, y mediante rayos X para los compuestos 46,
50, 55 y 58. Los compuestos 5, 6 y 9 fueron ensayados para su actividad
citotoxica frente a las lineas celulares MCF-7 y HL-60, mostrando actividad
moderada. Por otro lado, se obtuvo el hidroxibenzofurano 59 a partir de la
hidrolisis de 9. Posteriormente, 59 se oxido a la cetona 60, la cual se funcionalizé
con BPO y L-prolina para obtener el derivado oxibenzoilado 61. Todas las
estructuras fueron establecidas con base en sus datos fisicos y espectroscopicos

de RMN en una y dos dimensiones.

Palabras clave: Caesalpinia platyloba, cassano, vouacapano, oxidacion,

fotooxidacion.

Xl



Xl



ABSTRACT

Oxidative treatment of 68-acetoxivouacapane (5), isolated from Caesalpinia
platyloba, with different oxidative agents as DDQ, mCPBA, CrOs, K2Cr207 and
photooxidation reaction, yielded the new compounds 6, 46-48 and 51-58, as well
as the known compounds 9, 49 and 50, previously isolated by Caesalpinia bonduc.
All the structures were supported by its 1D and 2D NMR data. The stereochemistry
was established on the basis of the NOESY NMR experiments, and X-ray
diffraction measurement for 46, 50, 55 and 58. Cytotoxic activities of compounds 5,
6 and 9 were tested against MCF-7 and HL-60 cell lines, providing moderate
activity. On the other hand, hydroxybenzofuran 59 was obtained by hydrolysis of 9.
Later 59 was oxidized to 60, which was treated with BPO and L-proline to obtain
the oxybenzoylated cassane derivative 61. All the structures were supported by 1D
and 2D NMR spectroscopy.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia los productos naturales obtenidos de las plantas se
han constituido como la principal fuente de compuestos activos para el tratamiento
de diferentes enfermedades.t? Por lo que con el surgimiento de las grandes
civilizaciones, surgen también los primeros agentes terapéuticos, obtenidos
principalmente de las plantas.® Sin embargo, con los avances tecnolégicos en el
campo de la quimica organica, se desarrollan en la primera mitad del siglo XIX los
primeros agentes terapéuticos obtenidos mediante la sintesis organica,*° con lo
que disminuyé el interés en el estudio de las plantas como fuente de compuestos
activos, bajo las siguientes razones:® la obtencién de extractos complejos, en los
que se encuentran compuestos que pueden dar falsos positivos en pruebas in
vitro. La reproducibilidad de los resultados en cuanto a la obtencion de los
compuestos, ya que su produccion en las plantas depende del medio ambiente
donde esta se desarrolla y puede variar de un lugar a otro. Los altos costos en la
obtencion de los productos naturales. El alto grado de dificultad para el aislamiento
de los compuestos activos. El tiempo necesario para la obtencién de extracto
suficiente para aislar en buenas cantidades de los compuestos. Asi como por la
dificultad para la obtencion de las especies vegetales. Sin embargo, en la
actualidad los productos naturales se encuentran entre las principales fuentes de
farmacos, junto con los compuestos obtenidos mediante modificaciones quimicas
de estos, asi como la sintesis de productos naturales y aquellos obtenidos

mediante disefio y sintesis organica total.”®

Los productos naturales representan un grupo estructuralmente complejo
que no puede ser reemplazado facilmente mediante sintesis organica, ya que
representa una variedad estructural con multiples centros estereogénicos, que
ademas contienen en dichas estructuras heteroatomos (principalmente oxigeno y
nitrégeno),° lo que permite que a partir de ellos se puedan hacer modificaciones
quimicas, obteniendo nuevos derivados, con lo que se puede mejorar la actividad
biolégica.* Un ejemplo claro es el paclitaxel, un diterpeno aislado de la corteza
del arbol canadiense Taxus brevifolia, utilizado para el tratamiento de cancer de
mama Yy ovario. De este compuesto se obtuvo mediante modificaciones quimicas
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el DHA-paclitaxel, el cual es absorbido con mayor facilidad por las células
cancerosas, lo que mejora el perfil farmacocinético y de toxicidad con respecto al
compuesto de origen natural. Cabe resaltar que ademas de éste se han obtenido

mediante modificaciones quimicas otros derivados activos del paclitaxel.1>13

Paclitaxel DHA-Paclitaxel

Figura 1. Estructuras del placlitaxel y su derivado DHA-paclitaxel.

Dentro de las plantas farmacol6gicamente interesantes se encuentran
aquellas pertenecientes al género Caesalpinia ya que son ampliamente utilizadas
en la medicina tradicional, entre estos usos destacan el tratamiento de la
malaria,**1% reumatismo,® disenteria,!’ diarrea,'® entre otros. De estas plantas se
han aislado diferentes tipos de compuestos, principalmente flavonoides,
diterpenos y esteroides,’® destacando los compuestos diterpénicos de tipo
cassano, que constituyen un amplio grupo de compuestos que presentan una gran
variedad de funciones quimicas®® y que se ha demostrado que presentan
actividades biologicas importantes como antitumoral, antiinflamatoria, antiviral,
antimicrobiana y anti malaria;?° por ejemplo de la fraccién cloroférmica del extracto
metanalico de las semillas de Caesalpinia sappan aislaron los diterpenfuranos 1-4,
de los cuales el compuesto 1 mostré actividad moderada frente a las lineas
celulares HepG-2 (8.9 + 1.1 yM), MCF-7 (13.7 + 1.3 yM), HCT-8 (10.2 + 1.9 uM).2!
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Figura 2. Diterpenfuranos aislados de Caesalpinia sappan.

En estudios previos de los extractos de hexano y diclorometano de
diferentes partes de Caesalpinia platyloba y C. coriaria se aislo el 60-
acetoxivouacapano (5) que mostré6 actividad citotoxica contra la linea
inmortalizada de células de cancer de préstata DU-145 sin respuesta a
estr6genos.?>?® Recientemente, se establecid la configuracion absoluta del

cassano 5 (figura 3) mediante dicroismo circular vibracional (DCV) y rayos X.2324

Figura 3. Estructura del 6B-acetoxivouacapano (5) aislado de C. platyloba.



Posteriormente, se realizd6 un estudio sobre la reactividad del cassano 5
bajo condiciones de oxidacion, lo que condujo al aislamiento y caracterizacion de
6-8 y un benzofurano 9 (figura 4), reportado previamente de caesalpinia bonduc en

bajos rendimientos.?®

Figura 4. Compuestos obtenidos por oxidacidon del 63-acetoxivouacapano (5).

Como se menciond anteriormente, los compuestos de tipo cassano
presentan actividades biologicas interesantes y generalmente presentan diferentes
grados de oxidacion,'®2° por lo que en este trabajo se reporta la obtencién de
nuevas estructuras a partir de modificaciones quimicas oxidativas del vouacapano

5, asi como del compuesto benzofuranico 9.



ANTECEDENTES

En la medicina tradicional se conoce el uso de las plantas para el
tratamiento de diferentes enfermedades, por lo que los productos naturales han
tomado gran importancia ya que mediante estudios quimicos y biolégicos se
pueden aislar y caracterizar los compuestos responsables de diferentes
actividades farmacologicas, obteniendo asi principios bioactivos; por ejemplo
estudios quimicos y pruebas bioldgicas de la planta de la vinca (Catharanthus
roseus), usada en varias culturas para el tratamiento de la diabetes, condujeron al
aislamiento de los alcaloides vinblastina (10) y vincristina (11) (figura 5), los cuales

son utilizados como agentes anticancerosos.26

Figura 5. Alcaloides aislados de Catharanthus roseus.

Las modificaciones quimicas de compuestos de origen natural activos son
de gran importancia, ya que mediante éstas se pueden obtener nuevas estructuras
con mejor actividad o una mejora en la toxicidad de dichos compuestos. Por
ejemplo, de la planta china Camptotheca acuminata aislaron la camptotecina
(12),%" cuya sal sédica fue probada como agente anticanceroso; sin embargo, fue

retirada durante los estudios quimicos en la década de 1970 ya que causaba

5



toxicidad severa en la vejiga; pero la busqueda de nuevas modificaciones condujo
a la obtencion de derivados mas efectivos, el Topotecan (13) y el Irinotecan (14)
(figura 6).%® El Toptecan (13) es usado para el cancer de ovario y de pulmén,?®

mientras que el Irinotecan (14) es utilizado para tratar el cancer colorrectal.30:31

12 13 14

Figura 6. Camptotecina (12) aislada de Camptotheca acuminata,

y sus derivados quimicos.

De los frutos de Ptedoron polygalaeflorus aislaron el &acido 6a,78-
dihidroxivouacapan-178-oico (15), el cual presentd buena actividad antiinflamatoria
y analgésica; a partir de este compuesto realizaron diferentes derivatizaciones,
esperando obtener compuestos con mejor actividad sin que éstos lograran mostrar
mejores resultados a los reportados para el compuesto natural.3?34 Sin embargo,
Belinelo y col., obtuvieron los derivados 16-21 (esquema 1), sustituidos en el anillo
de furano con grupos alquilamino, mediante la reaccién de Mannich. Estos

derivados mostraron mejor actividad que la presentada por el compuesto natural.3®



1. Ac,0, AcONa, THF, 60 °C
2.EtNH,, THF, ta.

R’,,NCH,CI, THF, -70 °C

15b

16 R CH N/ 17 R CH>-N 18 R CH»-N
= - = - = 2.
2 L7 &

Esquema 1. Derivados semisintéticos del acido

6a,7B-dihidroxivouacapan-178-oico (15).

Los compuestos 22 y 23, aislados de las raices de Caesalpinia pulcherrima,
fueron modificados quimicamente con la finalidad de incrementar la bioactividad
natural de dichos compuestos, para ello, los autores del trabajo realizaron la
oxidacion de Jones en un intento por obtener la cetona en el C-7 de ambos
compuestos (esquema 2); sin embargo, obtuvieron los derivados 24-27,
modificados en el anillo del furano de la estructura, siendo éste el primer reporte
de oxidacion del furano en compuestos de tipo cassano en las condiciones
mencionadas. Cabe resaltar que en el compuesto 23 ademas de la oxidacion del

furano, ocurri6 también la conversién del alcohol secundario en C-3 a la
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correspondiente cetona, adicionalmente se llevé a cabo la deshidratacion oxidativa
del alcohol terciario en C-5, y la subsecuente descarboxilacion, para obtener el

derivado 27.36

KzCr207/H20/H2804

0°C-t.a., 24 h
(CH3),CO

OH
OR

22
R = COCH=CHCgHj

K20r207/H20/H2804

0°C-ta., 24h
(CH3),CO

23 27 56 %
R'=R? = COCgHs
Esquema 2. Oxidacién de los vouacapanos naturales 22 y 23.

Otro objetivo de las modificaciones quimicas de productos naturales es
demostrar algunas funciones presentes en la estructura aislada. Por ejemplo de la
fraccion de acetato de etilo del extracto metandlico de las semillas de Bowdicchia
nitida aislaron los cassanos 28-31 (figura 7), para confirmar la estructura
propuesta para el compuesto 31, realizaron la oxidacion del cassano 28 con
AMCPB en cloroformo y &cido clorhidrico como catalizador, logrando obtener a la
lactona 31, junto con dos subproductos 32 y 33. Por otro lado la reaccion de 28
con el mismo oxidante en benceno condujo al aislamiento del derivado natural 30
(esquema 3). Los compuestos 28 y 30 mostraron citotoxicidad moderada contra

células de adenocarcinoma de colon COLO201, mientras que el derivado 30



mostré promisoria actividad antiplasmodica in vitro (ICso 0.39 pg/mL) contra

Plasmodium falciparum 3D7.3’

AMCPB
Benceno, -
ta.3h
32%
28 30
AMCPB 0

CHCI3

HCI 12N

0°C 1dia

-
-
~

E)Ac
31 (6.8%)

nitida.

32 (12.5%)

33 (13.3%)
Esquema 3. Reacciones de oxidacion del cassano 28 obtenido de Bowdichia



Por otro lado, los productos naturales pueden ser modificados
guimicamente para obtener moléculas activas, por ejemplo a partir de la (+)-
esclareolida (34) en seis etapas y con buen rendimiento global obtuvieron el
Zerumin B (35) (esquema 4), un diterpeno aislado de Alpinia zerumbet, el cual
presentd buena toxicidad contra células de adenocarcinoma de mama MCF-7 (ICso
= 0.59 uM).*8

HO
(0]
"'OH
—_—
. :
’,//H
34 35 53%

Esquema 4. Obtencion del (+)-Zerumin B (35) a partir de la (+)-esclareolida (34).

Por otro lado, las reacciones de fotooxidacion en anillos de furano son de
importancia en la modificacion y sintesis de productos naturales bioactivos,3® asi
como para la obtencion de precursores en sintesis organica.*® Estas reacciones
ocurren mediante una adicion [4+2] del oxigeno sobre al anillo de furano, para
obtener el correspondiente endoperoxido, el cual se ha reportado que puede dar
origen a diferentes compuestos, dependiendo de las condiciones de reaccion y del

tipo de furano que se oxida como se muestra en el esquema 5.41:42
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e M e ROR
R30 OOH
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a. Reordenamiento hacia ésteres 4-oxo-2,3-insaturados con la inserciéon de un oxigeno en el enlace C-R?
b. Reordenamiento hacia enol ésteres con insercion de oxigeno entre el carbono-vinilo
c. Reordenamiento a epdéxidos

d. Formacién de hidroperoxidos via la adicidn de un alcohol (R2OH)

Esguema 5. Reordenamientos de endoperéxidos en la fotooxidacion de furanos.

Imamura y col, obtuvieron los hidroxibutenélidos 39 y 40 a partir del

hardwickiiato de metilo (36) (esquema 6) obtenido de fuentes naturales, para lo

cual realizaron primero la reduccion del grupo carbonilo, generando el derivado 37,

seguida por la fotooxidacion de éste compuesto para

la obtencién del

hidroxibutenolido 39; por otro lado, la eliminacion reductiva del hidroxilo en 37

condujo al compuesto 38, cuya fotoxidacion favorecid la formacion de 40. Cabe

resaltar que el compuesto 39 mostrd actividad antitubercolosa significativa segun

el protocolo TAACF (12.5 u/mL) con un 85% de inhibicibn de Mycobacterium

tuberculosis.*3

COOCH;

36

7
;/\Q/O O,, Rosa de

DIBAL tl bengala
—_— >

Tolueno DIPEA, CH,CI,

-78 °C -78 °C

CH5R CH5R

Boruro de

) o 37TR=0H 98% 39R=0H 75%

I, digl

oo oM 38 R=H 73% 40R=H 72%

Esquema 6. Modificaciones quimicas del hardwickiiato de metilo 36.
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Adicionalmente, las oxidaciones en posicién alfa a un grupo carbonilo, son
de gran importancia en la sintesis organica de productos naturales o compuestos
bioactivos. Dentro de estas reacciones se encuentran la a-hidroxilacion y a-
aminoxilacion, las cuales pueden llevarse a cabo utilizando un organocatalizador
quiral, con lo que se puede controlar tanto la regio como la esteroselectividad. En
el 2003, surgieron los primeros reportes de aminoxilaciéon de aldehidos 41
utilizando L-prolina como catalizador y nitrosobenceno como oxidante, en
diferentes condiciones de reaccion, para obtener los derivados 42, los cuales se
redujeron in situ para generar los alcoholes correspondientes 43, con rendimientos

y excesos enantiméricos buenos (esquema 7).44-46

Q\(o

H  OH o

(e}
N. (5-20 mol%) O.. _Ph OH
Ph/ S0 + H)J\ . ° > H W N NaBH4 o Ph
-20 °C-t. a. H - WO
R R H
1 42 R

43
(CHR)_(')AIIQq', /(A\(;HC)'_‘IZ\J'T-:B “4rendimientos 44-99%; ee 95-99% (14 ejemplos)
2)nOR, 2)4 oc

4Srendimientos 60-95%; ee 97-99% (8 ejemplos)
46rendimientos 54-86%; ee 94-99% (8 ejemplos)

Esquema 7: Aminoxilacion asimétrica de aldehidos.

Moléculas organicas pequefas, primordilmente compuestos nitrogenados,
se han utilizado como catalizadores para un gran nimero de reacciones quimicas,
en las que se aprovecha la presencia de un grupo funcional en la molécula de
partida, principalmente los grupos carbonilo,**° promoviendo de esta manera la
quimica verde.® En el 2012 fue descrita la sintesis asimétrica de trioles protegidos
45 a partir de un B-hidroxialdehido sililado 44, mediante la reaccion de
aminoxilacion utilizando como catalizadores la L- o D-prolina y una urea, en
presencia de nitrosobenceno. Cuando realizaron la reaccion con los enantiomeros
de 44 (R 0 S), y prolina como catalizador, seguida de una reduccién, aislaron los
cuatro posibles diasteredmeros con buenos rendimientos y excelentes excesos

diastereoméricos (esquema 8).5!
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OTBS

ot 2)NaBH, -~ > “OH
N">CO.H - ONHPh
oTBS Jr)ezhg‘% H (25,35)-45; 76%, ed 94%
_A~_-CHO ’
) OTBS
(5)-44 ' 2) NaBH, :
N "'CO,H OH
ONHPh

(2R,3S)-45; 75%, ed 92%
Esquema 8. Aminoxilacion electrofilica de un B-hidroxialdehido.

Un afio después, el mismo grupo de trabajo reportd la hidroxilacién
enantiomérica “one-pot” de alcoholes primarios para la obtencion de 1,2-dioles
(esquema 9). La secuencia de dicha reaccion consistio en la oxidacion del alcohol
primario al aldehido, la hidroxilacidon organocatalizada y la reduccién del carbonilo,

para obtener el respectivo diol monoprotegido con benzoato, evitando con esto la
purificacion del aldehido.%?

Secuencia "one-pot"
R\/\OH tres etapas R}E/\OH

OBz
PhI(OAc),, )
TEMPO, THF,
t.a., 16h

NaBHy,, t.a., 16h

R\AO R\g/%O
BPO, X, THF, t.a., 5h OBz
Ar Ar
X = )—QS Ar- (o} Oﬁ’ueAr
N  OTMS N OTMS
H

Esgquema 9. Obtencion de 1,2-dioles.
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Existen productos naturales que presentan grupos carbonilos en su
estructura de manera natural o que pueden ser preparados a partir de un
intermediario, lo que puede ser util para llevar a cabo las reacciones mencionadas
anteriormente, para asi poder obtener nuevos derivados con posible actividad

bioldgica.

En el presente trabajo se reporta la obtencibn de nuevos derivados
oxidados del 6B-acetoxivouacapano (5) en el anillo de furano, asi como la

obtencion de compuestos modificados en el anillo B del benzofurano 9.
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JUSTIFICACION

El uso de las plantas en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversas enfermedades, las ha hecho una importante fuente de moléculas
bioactivas, algunas de las cuales han presentado actividades biolégicas
interesantes. Una caracteristica de los productos naturales es su complejidad, ya
que pueden presentar mdultiples centros esterogénicos, sustituyentes con
heteroatomos y/o estructuras policiclicas, o que permite que a partir de ellos se
puedan hacer modificaciones quimicas, obteniendo nuevos derivados, con lo que

se puede modificar la actividad biologica.

Por otro lado, el uso de organocatalizadores ha sido de gran utilidad, ya que
mediante éstos se ha logrado la sintesis de moléculas activas de manera
enantioselectiva. Por lo que considerando que algunos productos naturales activos
se han aislado en pequefas cantidades y que han servido como modelo para la
sintesis de compuestos que se utilizan como farmacos; el aislamiento del
diterpenfurano 6(-acetoxivouacapano (5) en buenos rendimientos, abre la
posibilidad desarrollar o implementar reacciones quimicas de oxidacion para

generar nuevas moléculas activas o precursores de éstas.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener nuevos compuestos oxidados a partir del 6B-acetoxivouacapano

(5).

Objetivos especificos
1. Aislar e identificar el 63-acetoxivouacapano (5).
Realizar los tratamientos oxidativos de 5.
Aislar y caracterizar los compuestos obtenidos.
Determinar la actividad citotoxica de los productos de oxidacion.

Preparar los intermediarios para la obtencion de a-cetohidroxi derivados.

o gk WD

Llevar a cabo las a-cetohidroxilaciones del derivado natural 5, asi como del
benzofurano 9.

7. Aislar y caracterizar los productos de reaccion.

16



HIPOTESIS

La oxidacion quimica del anillo de furano presente en el 60-
acetoxivouacapano, generard estructuras novedosas, las cuales pueden presentar

actividades bioldgicas interesantes.
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PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Las purificaciones se realizaron mediante cromatografia en columna,
empleando columnas de vidrio, gel de silice 230-400 mallas de la marca MERCK,
0 placas preparativas PLC Silica gel 60 Fzss, de 5 mm de espesor, de la marca
MERCK de 10 cm de alto por 20 cm de largo, y mezclas de disolventes como fase
movil.

Los espectros de RMN de 1D y 2D se determinaron en los espectrometros
Varian Mercury Plus 400 y BRUKER 300 utilizando CDCls como disolvente y TMS
como referencia interna. Los espectros fueron procesados en el programa

MestReNova.

Los espectros de IR se determinaron en un Thermo Scientific Nicolet iIS10
FT IR Spectrometer con accesorio ATR, cristal de ZnSe y regién de 4000 a 650
cm?. Los datos se expresan en nimeros de onda v (cm?) para los maximos

principales de absorcion.

Los puntos de fusion de determinaron en un aparato Fisher Scientific y no

estan corregidos.

Las mediciones de UV se llevaron a cabo usando un espectrofotometro
marca Perkin EImer Lambda 12, empleando celdas de cuarzo de 1 cm de longitud

y soluciones etandlicas.

Los espectros de masa de baja resolucién se midieron en un equipo Varian

Saturn 2000 mediante impacto electronico.
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Obtencién del 6B-acetoxivouacapano (5)

Las hojas de Caesalpinia platyloba, se colectaron en Los Charcos municipio
de Buenavista, Michoacan, se secaron a la sombra y se obtuvieron los extractos
de hexano y CH2Cl2, por el método de maceracion a temperatura ambiente,
obteniendo 60 g de extracto de CH2Cl2, a partir de 1 kg de hojas secas, lo que

representa aproximadamente el 6% de rendimiento.

Un lote de 41 g de extracto de diclorometano se fraccion6 mediante
cromatografia en columna, utilizando una columna de vidrio de 4 cm de didmetro
exterior, empacada con gel de silice a una altura de 12 cm, como fase estacionaria
y como eluente se utilizaron mezclas de hexanos- CH2Cl2, en las fracciones
eluidas en la polaridad de Hexanos-CH2Cl2 (49:1) se obtuvieron 1.1 g de cristales
con un punto de fusién de 114-116 °C cuyos datos de RMN coincidieron con los

reportados para el 68-acetoxivouacapano (5).2324

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & 7.23 (1H, da, J = 1.9 Hz, H-
16), 6.19 (1H, da, J = 1.9 Hz, H-15), 5.51 (1H, sa, H-6), 2.60
(1H, m, H-14), 2.60 (1H, dd, J = 16.9, 7.1 Hz, H-11), 2.48 (1H,
dd, J = 16.9, 10.0 Hz, H-11"), 2.03 (1H, m, H-8), 2.03 (3H, s,
¥ "";8 OAc Ac0),1.85 (1H, dt, J = 14.3, 3.5 Hz, H-7), 1.73 (1H, da, J = 12.7
Hz, H-1) 1.63 (1H, dt, J = 13.6, 3.2 Hz, H-2), 1.54 (1H, m, H-9), 1.53 (1H, m, H-7"),
1.48 (1-H, m, H-2), 1.41 (1H, da, J = 13.1 Hz, H-3), 1.20 (3H, s, CH3-20), 1.19
(1H, m, H-3"), 1.09 (1H, s, H-5), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0.99 (3H, s, CHs-18), 0.96
(3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17)
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Tratamiento del 68-acetoxivouacapano (5) con DDQ en CH2Clz o acetonitrilo

Una disolucion de 0.104 g del 63-acetoxivouacapano (5) en 5 mL de CH2Cl2
0 CHsCN se adiciono a una suspension de 0.207 g de DDQ en 5 mL de CH2Clz,
esta mezcla se dejé reaccionar durante 20 minutos en agitacion a temperatura
ambiente. La mezcla de la reaccidn se extrajo con CH2Clz, se lavé tres veces con
agua, tres veces con solucion saturada de NaHSOs y tres veces con agua. Se
secO Na2SO4 anhidro y se evaporo el disolvente en rotavapor. El crudo de la
reaccion se purificd mediante cromatografia en columna, utilizando gel de silice
como fase estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt en orden creciente de
polaridad como fase movil. En las fracciones eluidas en polaridad de hexanos-
AcOEt (24:1) se obtuvieron 15 mg (15%) del benzofurano 9. La segunda fraccion,
eluida con la polaridad de hexanos-AcOEt (9:1) se obtuvieron 15.2 mg (15%) de
cristales blancos correspondientes al dimero 46. Mientras que la tercera fraccion,
eluida en polaridad de hexanos-AcOEt (4:1) se obtuvieron 30 mg (28%) de la

lactona 47.

Benzofurano 9

Miel incolora; RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7.54 (1H, d, J
= 2.3 Hz, H-16), 7.40 (1H, s, H-11), 6.73 (dd, J = 2.3, 0.9 Hz,
H-15), 5.84 (1H, dt, J = 5.4, 1.5 Hz, H-6), 3.06 (1H, dd, J =
18.0, 5.4 Hz, H-7), 2.98 (1H, d, J = 18.0 Hz, H-7’), 2.34 (3H,
s, CHs-17), 2.32 (1H, da, J = 16.8 Hz, H-1), 2.02 (3H, s, OAc), 1.88 (1H, ct, J =
13.8, 3.6 Hz, H-2), 1.65 (1H, dt, J = 13.8, 3.6 Hz, H-2'), 1.62 (3H, s, CH3-20), 1.58
(1H, s, H-5), 1.49 (1H, m, H-1), 1.44 (1H, m, H-3), 1.25 (1H, td, J = 13.5, 3.6 Hz,
H-3’), 1.10 (3H, s, CHs-19), 1.07 (3H, s, CHs-18). RMN de 3C (100 MHz, CDClz) &
171.0 (CO, OAc), 153.7 (C, C-12), 146.0 (C, C-9), 144.4 (CH, C-16), 128.4 (C, C-
14), 125.6 (C, C-13), 123.7 (C, C-8), 105.1 (CH, C-11), 104.9 (CH, C-15), 67.6
(CH, C-6), 51.5 (CH, C-5), 43.0 (CH2, C-3), 43.0 (CH2, C-1), 38.4 (C, C-10), 35.1
(CHz, C-7), 34.1 (C, C-4), 33.5 (CHs, C-18), 27.5 (CHs, C-20), 23.1 (CHs, C-19),
21.8 (CHs, OAc), 19.7 (CHz, C-2), 16.0 (CHs, C-17).
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Dimero 46

Cristales blancos con pf = 245-248 °C. [a]sso -
41.5 [a]s7s -43.3 [a]s46 -49. ( ¢ 2.14, CHCI3); UV (1,4-
Dioxano) Amax (log €) nm: 215 (4.48), 248 (4.04), 256
(4.01), 314 (4.16), 323 (4.37), 338 (4.60), 357 (4.59);
IR (CHCls) vmax 2928, 2863, 1724, 1459, 1382; RMN
de H (400 MHz, CDCl3) & 7.42 (1H, s, H-11), 7.10
(1H, s, H-15), 5.85 (1H, d, J = 5.1 Hz, H-6), 3.07 (1H,
dd, J = 18.1, 5.1 Hz, H-7), 2.99 (1H, d, J = 18.1 Hz,
H-7"), 2.38 (3H, s, CH3-17), 2.32 (1H, d, J = 12.9 Hz,
H-1), 2.03 (3H, s, OAc), 1.90 (1H, m, H-2), 1.67 (1H,
m, H-2’), 1.63 (3H, s, CH3-20), 1.57 (1H, s, H-5), 1.50 (1H, m, H-1’), 1.47 (1H, m,
H-3), 1.27 (1H, td, J = 13.3, 6.7 Hz, H-3’), 1.11 (3H, s, CH3-19), 1.08 (3H, s, CHs-
18). RMN de *3C (100 MHz, CDClIz) 6 171.0 (CO, OAc), 153.9 (C, C-12), 147.4 (C,
C-16), 147.0 (C, C-9), 128.7 (C, C-14), 126.8 (C, C-15), 124.4 (C, C-8), 105.0 (CH,
C-11), 101.8 (CH, C-15), 67.6 (CH, C-6), 51.5 (CH, C-5), 43.0 (CH2, C-3), 43.0
(CHz, C-1) 38.6 (C, C-10), 35.2 (CHz, C-7), 34.1 (C, C-4), 33.5 (CHs, C-18), 27.4
(CHs, C-20), 23.1 (CHs, C-19), 21.8 (CHs, OAc), 19.7 (CHz, C-2), 16.0 (CHs, C-17).
HR TOFMS ES+ m/z 679.3981 [M+H]* calculada para Ca4Hs406+H* 679.3998.

19 1/8 OAc

Lactona 47

Cristales incoloros con pf = 236-239 °C; [a]sse -26.4 [a]s7s -27.6
[a]s46 -30.9 [a]ass -37.1 ( ¢ 0.42, CHCI3); UV Amax (EtOH) 218,
277; IR (CHCI3) vmax 2935, 2872, 1753, 1729, 1459, 1366; RMN
de 'H (400 MHz, CDCls) & 5.85 (1H, s, H-11), 5.78 (1H, s, H-
15), 5.53 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6), 2.84 (1H, qd, J = 7.2, 4.5 Hz,
H-14), 2.18 (1H, m, H-8), 2.05 (3H, s, OAc), 2.03 (1H, da, J =
11.4 Hz, H-9), 1.89 (1H, d, J = 11.3 Hz, H-1), 1.73 (tt, J = 13.2, 3.4 Hz, H-7), 1.65
(1H, m, H-2), 1.59 (1H, m, H-7"), 1.54 (1H, m, H-2), 1.43 (1H, d, J = 13.3 Hz, H-3),
1.22 (1H, m, H-3'), 1.17 (3H, s, CH3-20), 1.12 (1H, s, H-5), 1.10 (1H, m, H-1’), 1.06
(3H, d, J = 7.2 Hz, CHs-17), 1.00 (3H, s, CHs-18), 0.98 (3H, s, CH3-19). RMN de
13C (100 MHz, CDCls) & 170.4 (CO, OAc), 170.2 (CO, C-16), 161.2 (C, C-13),
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150.2 (C, C-12), 111.0 (CH, C-11), 110.2 (CH, C-15), 69.1 (CH, C-6), 55.1 (CH, C-
5), 48.7 (CH, C-9), 43.8 (CH2, C-3), 40.6 (CH2, C-1), 38.2 (C, C-10), 35.2 (CHz, C-
7), 34.0 (C, C-4), 33.1 (CH, C-8), 33.1 (CHs, C-18), 33.0 (CH, C-14), 23.0 (CHs, C-
19), 21.8 (CHs, OAc), 18.6 (CH2, C-2), 17.6 (CHs, C-20), 14.6 (CHs, C-17). EMIE
70 eV m/z (Int. Rel.) 358(2)[M]*, 283(5), 255(7), 214(5), 174 (21), 160(100),
148(16), 43(18). HRMS m/z 358.4712 [M]* calculada para C22H3004".

Tratamiento del 63-acetoxivouacapano (5) con DDQ en CH3CN-H20

Una solucién de 0.062 g del 68-acetoxivouacapano (5) en 3 mL de CH3CN
se adiciond a una solucion de 0.123 g de DDQ disuelta en 3 mL de CH3CN y 0.6
mL de H:20, esta mezcla se dej6é reaccionar durante 30 minutos en agitacion a
temperatura ambiente. La mezcla de la reaccion se extrajo con AcOEt, se lavo tres
veces con agua, tres veces con solucion saturada de NaHSOs3 y tres3 veces con
agua. Se seco sobre Na2SOa4 anhidro y se evaporo el disolvente en rotavapor. Se
obtuvieron 0.095 g de una miel café, la cual se separ6 mediante cromatografia en
capa fina, utilizando una placa de 20 cm de largo por 10 cm de alto y 0.5 mm de
espesor como fase estacionaria, eluida cuatro veces con CH2Cl.. De esta
cromatografia se obtuvieron dos fracciones (A y B). De la fraccion A (Rf = 0.7) se
obtuvo en forma de miel incolora la lactona 47. En la fraccion B (Rt = 0.43) se
obtuvo el aldehido 48 como una miel incolora.

Aldehido 48

RMN de H (400 MHz, CDCls) & 9.73 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-
16), 5.87 (1H, d, J = 7.9 Hz, H15), 5.54 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-
6), 2.70 (1H, dd, J= 15.0, 4.8 Hz, H-11), 2.68 (1H, m, H-14),
2.35 (1H, dd, J = 15.0, 12.2 Hz, H-11"), 2.27 (1H, ddd, J =
12.4, 12.4, 3.9 Hz, H-8), 2.08 (3H, s, AcO), 2.04 (1H, m, H-1),
1.82 (1H, dt, J = 14.3, 3.4 Hz, H-7), 1.66 (1H, m, H-9), 1.50
(1H, m, H-7"), 1.21 (3H, s, CHs-20), 1.03 (1H, s, H-5), 1.02 (3H, s, CHs-19), 1.01
(3H, d, J = 7.3 Hz, CHs-17), 0.99 (3H, s, CH3-18). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) &
204.3 (CO, C-12), 192.0 (CO, C-16), 170.4 (CO, AcO), 163.8 (C, C-13), 128.0 (CH,
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C-15), 69.0 (CH, C-6), 54.9 (CH, C-5), 48.1 (CH, C-9), 44.5 (CH2, C-11), 43.6
(CHz, C-3), 42.8 (CH2, C-1), 41.6 (CH, C-14), 38.0 (C, C-10), 35.4 (CH2, C-7), 34.4
(CHs, C-18), 33.8 (C, C-4), 33.5 (CH, C-8), 23.3 (CHs, C-19), 21.8 (CHa, AcO),
18.6 (CH2, C-2), 16.6 (CH3, C-20), 13.6 (CHs, C-17).

Tratamiento del 68-acetoxivouacapano (5) con DDQ en THF-H20

A una solucion de 0.085 g de 5 en 4 mL de THF se le adicion6 una mezcla
de 0.170 g de DDQ en 4 mL de THF y 0.8 mL de H20, la mezcla se dejo
reaccionar en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos. La reaccion
se extrajo con CH2Clz, se lavd tres veces con agua, tres veces con solucion
saturada de NaHCOgs, tres veces con soluciéon de NaHSOs y tres veces con agua,
se secO sobre NazSOg, y el disolvente se evapord en rotavapor, obteniendo 0.1 g
de una miel de color café. El crudo de la reaccién se purifico por cromatografia en
columna utilizando gel de silice y una mezcla de hexanos-AcOEt (8:2) como

eluente, para obtener 62 mg (72%) del aldehido 48.

Tratamiento del aldehido 48 con DDQ en CH2Cl2-HCI

Un lote de 0.50 g de 5 se trataron siguiendo la metodologia de reaccion con
DDQ en THF-H20, el crudo de esta reaccion se disolvio en 2 mL de CH2Cl2 y se
adiciond a una suspension de 0.1 g de DDQ en 3 mL de CH2Cl2 y 0.5 mL HCI, esta
mezcla se dejo reaccionar durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se extrajo
con CH2Clz, se lavd tres veces con agua, tres veces con solucion saturada de
NaHCOs, tres veces con solucion de NaHSOs y tres veces con agua, se seco
sobre Na2SOg, y el disolvente se evaporo en rotavapor. Obteniendo 0.60 g de una
miel de color café. La cual fue analizada mediante RMN de 'H, comprobando la
presencia del benzofurano 9 como producto principal de la reaccién.

Tratamiento del 68-acetoxivouacapano (5) con AMCPB en tolueno

A una solucion de 0.085 g de 5 en 4 mL de tolueno se le adicioné una
suspension de 0.1 g de AMCPB en 4 mL de tolueno, esta mezcla se dejo
reaccionar en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se extrajo
con AcOEt, se lavd cinco veces con solucion saturada de NaHCOs y tres veces

con agua, se seco sobre Na2S0Oa. El disolvente se evaporo en rotavapor, el crudo
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de la reaccién se lavo con AcOEt, obteniendo 0.069 g (75%) de un sdlido blanco
con pf = 116-120 °C, cuyos datos de RMN fueron idénticos a los reportados para

la lactona 49.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 5.71 (1H, s, H-15), 5.51 (1H, d,
J = 1.6 Hz, H-6), 2.92 (1H, dc, J = 7.4, 7.4 Hz, H-14), 2.45 (1H,
dd, J = 13.0, 3.0 Hz, H-11), 2.04 (3H, s, CH3-AcO), 1.88 (ddd, J
= 12.7, 10.5, 4.4 Hz, H-8), 1.76 (1H, m, H-7), 1.76 (1H, m, H-1),
1.66 (1H, m, H-2), 1.64 (1H, m, H-7’), 1.59 (1H, m, H-9), 1.49
(1H, m, H-3), 1.42 (1H, t, J = 13.0 Hz, H-11"), 1.23 (1H, m, H-
3)), 1.17 (3H, d, J = 7.4 Hz, CH3-17), 1.10 (3H, s, CH3-20), 1.07 (1H, d, J = 1.6 Hz,
H-5), 1.00 (3H, s, CHs-18), 0.98 (3H, s, CHz-19). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) &
172.7 (C, C-13), 170.7 (CO, AcO), 170.6 (CO, C-16), 113.4 (CH, C-15), 105.8 (C,
C-12), 69.3 (CH, C-6), 55.1 (CH, C-5), 45.0 (CH, C-9), 43.7 (CHz, C-3), 41.9 (CH>,
C-1), 37.8 (C, C-10), 37.7 (CHz, C-11), 36.0 (CH, C-14), 35.9 (CH, C-8), 35.4 (CHz,
C-7), 33.9 (C, C-4), 33.7 (CHs, C-18), 23.3 (CHs, C-19), 21.8 (CHs, AcO), 18.8
(CHz, C-2), 17.1 (CHs, C-20), 12.8 (CHs, C-17).52

Acetilacion de la lactona 49

A una solucion de 0.03 g de 49 en 0.5 mL de piridina se le adicionaron 0.5
mL de anhidrido acético. Esta mezcla se coloco en bafio de vapor durante noventa
minutos. La reaccion se extrajo con AcOEt, se lavo tres veces con agua, 3 veces
con HCI al 10%, 3 veces con solucion de NaHCOs y tres veces con agua. El
disolvente se evapor6 en rotavapor, obteniendo 0.032 g de una miel ligeramente
amarilla. La cual se purific6 mediante cromatografia en columna con gel de silice
como como fase estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt en polaridades
ascendentes, de la cual se obtuvieron dos fracciones principales (A y B), en la
fraccidon A eluida en la polaridad de hexanos-AcOEt (9:1) se obtuvieron 4.2 mg (15
%) un solido blanco con pf = 227-231 °C, para la lactona 47. En la fraccion B
eluida con polaridad de hexanos-AcOEt (4:1) se obtuvieron 12.5 mg (36 %) de un

sélido blanco para el diacetato 50.
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Diacetato 50

Sélido blanco que sublima a 190 °C. RMN de 'H (400 MHz,
CDCls) 8 5.87 (1H, s, H-15), 5.51 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-6), 2.98
(1H, dc, J = 7.4, 7.4 Hz, H-14), 2.69 (1H, dd, J = 13.1, 3.0 Hz,
H-11), 2.04 (6H, s, CHs-AcO), 1.89 (1H, m, H-8), 1.76 (1H, m,
H-7), 1.76 (1H, m, H-1), 1.61 (1H, m, H-2), 1.53 (1H, m, H-7’),
1.44 (1H, m, H-9), 1.31 (1H, t, J = 13.1 Hz, H-11’), 1.21 (1H, m,
H-3), 1.10 (3H, s, CHs-20), 1.07 (1H, sa, H-5), 1.03 (3H, d, J = 7.4 Hz, CHz-17),
1.00 (3H, s, CHs-18), 0.98 (3H, s, CHs-19). RMN de 3C (100 MHz, CDCI3) 6 170.4
(CO, Ac0O-6), 169.7 (C, C-13), 169.5 (CO, C-16), 168.6 (CO, Ac0O-12), 115.3 (CH,
C-15), 105.0 (C, C-12), 69.1 (CH, C-6), 55.2 (CH, C-5), 44.6 (CH, C-9), 43.7 (CHz2,
C-3), 42.0 (CH., C-1), 37.7 (C, C-10) 37.7 (CH, C-11), 36.0 (CH, C-8), 35.8 (CH, C-
14), 35.3 (CHz, C-7), 33.9 (C, C-4), 33.7 (CHs, C-18), 23.3 (CHs, C-19), 21.78
(CHs, AcO), 21.74 (CHs, AcO), 18.7 (CH2z, C-2), 17.1 (CHs, C-20), 11.6 (CHs, C-
17).%2

Reactividad del 63-acetoxivouacapano (5) frente a CrOs

A una solucién de 0.10 g de 5 en 2 mL de AcOH, se le adicion6 una
solucion de 0.087 g de CrOs en 2 mL de AcOH y 0.2 mL de H20, esta mezcla se
dej6 reaccionar en agitacién a temperatura ambiente durante una hora. La mezcla
de reaccion se extrajo con AcOEt, se lavo tres veces con agua, tres veces con
solucién saturada de NaHCOs y tres veces con agua, se seco sobre Naz2S0O4 y se
evaporé el disolvente en rotavapor. El crudo de la reaccion se separ6 mediante
cromatografia en columna, empleando gel de silice como soporte y mezclas de
hexanos-AcOEt como fase mdvil. De esta cromatografia se obtuvieron seis
fracciones principales, (A-F). En la fraccion A (eluida en la polaridad de hexanos-
AcOEt (9:1)) se obtuvieron 12 mg (12%) de una miel incolora correspondiente al
dinorcassano 51. La fraccién B correspondiente a las ultimas fracciones eluidas en
la polaridad de hexanos-AcOEt (9:1) se obtuvieron 19 mg de una mezcla de
compuestos, la cual se separ6 mediante cromatografia en placa fina, utilizando

una placa de 10 cm de alto por 20 cm y 0.5 mm de espesor. La cromatografia se
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eluy6é con una mezcla de hexanos-AcOEt (8:2). En esta placa cromatografica se
extrajo la banda con Rt = 0.56 con CH2Clz, de la cual se obtuvieron 6.9 mg (7%) de
una miel ligeramente amarilla identificada como el dinorcassano 52, de la fraccion
C (eluida con polaridad de hexanos-AcOEt (17:5)) se obtuvieron 16 mg del
compuesto 53. En la fraccién D (hexanos-AcOEt (4:1)) se obtuvieron 11 mg (10%)
de la lactona 47. En la fraccion E (hexanos-AcOEt (4:1)) se obtuvo la espirolactona
6, 11 mg (10%). Mientras que en la fraccion F (hexanos-AcOEt (4:1)) se identifico
mediante RMN un producto mayoritario, esta mezcla se purificé en cromatografia,
utilizando una columna de 0.5 cm de didmetro exterior empacada con 5 cm de gel
silice como fase estacionaria y se eluy6é con una mezcla de hexanos-AcOEt (7:3),
obteniendo 24 mg (22%) solido de color blanco que concordd con los datos de la

lactona 49.

Dinorcassano 51

RMN de H (300 MHz, CDCls) & 5.56 (1H, dd, J = 5.3, 2.9 Hz,
H-6), 2.68 (1H, m, H-8), 2.59 (1 H, dd, J = 16.5, 3.7 Hz, H-11),
2.30 (1H, m, H-7), 2.26 (1H, m, H-11"), 2.09 (3H, s, AcO), 1.82
: (3H, d, J = 1.7 Hz, CHs-17), 1.68 (1H, m, H-2), 1.64 (1H, m, H-
% OAc 3), 1.57 (1H, m, H-9), 1.50 (1H, m, H-2)), 1.42 (1H, m, H-1),
1.32 (1H, m, H-7’), 1.21 (3H, s, CHs-20), 1.16 (1H, m, H-1), 1.07 (1H, d, J = 2.1
Hz, H-5), 1.02 (3H, s, CHs-19), 0.96 (3H, s, CH3-18), 0.90 (1H, m, H-3). RMN de
13C (75 MHz, CDCls) 8 194.4 (CO, C-12), 170.4 (CO, AcO), 143.7 (C, C-13), 132.2
(C, C-14), 69.1 (CH, C-6), 55.5 (CH, C-5), 52.7 (CH, C-9), 43.8 (CH2, C-1), 40.6
(CH2, C-3), 37.1 (C, C-10), 36.3 (CH2, C-7), 35.0 (CHz, C-11), 34.3 (CH, C-8), 33.8
(C, C-4), 33.2 (CHs, C-18), 23.3 (CHs, C-19), 21.8 (CHs, AcO), 18.7 (CH, C-2),
17.0 (CHs, C-20), 13.5 (CHs, C-17).
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Dinorcassano 52

RMN de 1H (400 MHz, CDCls) d 6.11 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-11),
5.53 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6), 2.43 (1H, m, H-14), 2.40 (1H, m,
H-8), 2.09 (1H, m, H-9), 2.05 (3H, s, CHs-AcO), 1.88 (1H, da, J
=12.6 Hz, H-1), 1.70 (1H, m, H-2), 1.64 (2H, m, H-7), 1.54 (1H,
m, H-3), 1.43 (1H, da, J = 11.8 Hz, H-3"), 1.23 (1H, m, H-2"), 1.19 (3H, s, CH3-20),
1.11 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-5), 1.06 (3H, d, J = 7.3 Hz, CH3-17), 1.00 (3H, s, CHas-
18), 0.98 (3H, s, CHs-19). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) & 199.2 (CO, C-13),
170.4 (CO, AcO), 146.2 (C, C-12), 118.1 (CH, C-11), 69.1 (CH, C-6), 55.1 (CH, C-
5), 48.7 (CH, C-9), 43.9 (CH2, C-3), 43.4 (CH, C-14), 40.6 (CH2, C-1), 37.9 (C, C-
10), 34.7 (CHz, C-7), 34.0 (C, C-4), 33.1 (CH, C-8), 33.1 (CHs, C-18), 23.0 (CHgs, C-
19), 21.8(CHs, AcO), 18.6 (CH2, C-2), 17.6 (CHs, C-20), 10.8 (CH3, C-17).

11-Oxoespirolactona 53

o) [a]sss -230.6 [a]s7s -243.5 [a]s46 -285.0 [a]a3s -588.8 ( ¢ 0.88,
CHCI3); IR (CHCls) vmax 2972, 2924, 2844, 1978, 1734, 1462,
4"7 1392; RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) 6 6.96 (1H, d, J = 3.5 Hz,
, H-16), 5.57 (1H, m, H-6), 5.56 (1H, d, J = 3.5 Hz, H-15), 2.52
19 18 OAc (1H, m, H-14), 2.49 (1H, m, H-8), 2.38 (1H, ddd, J = 12.9, 4.7,
2.9 Hz, H-1), 2.09 (3H, s, CHs-AcO), 2.02 (1H, m, H-7), 1.97 (1H, d, J = 14.1 Hz,
H-9), 1.63 (1H, m, H-2), 1.52 (1H, m, H-7"), 1.46 (1H, m, H-3), 1.40 (1H, m, H-2),
1.23 (1H, m, H-3), 1.22 (3H, s, CH3-20), 1.15 (1H, m, H-1"), 1.12 (3H, d, J = 7.0 Hz,
CHs-17), 1.01 (1H, d, J = 1.0 Hz, H-5), 0.99 (3H, s, CHz-19), 0.97 (3H, s, CH3-18).
RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & 208.2 (CO, C-11), 173.7 (CO, C-12), 170.1 (CO,
AcO), 143.7 (CH, C-16), 110.8 (CH, C-15), 69.3 (CH, C-6), 66.6 (C, C-13), 61.8
(CH, C-9), 56.4 (CH, C-5), 44.0 (CH2, C-3), 40.1 (CH2, C-1), 39.7 (CH, C-14), 38.4
(C, C-10), 34,3 (CHz, C-7), 33.8 (C, C-4), 33.4 (CHs, C-18), 33.3 (CH, C-8), 22.9
(CHs, C-19), 21.7 (CHs, AcO), 18.3 (CH2, C-2), 17.1 (CHs, C-20), 10.2 (CHs, C-17).
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Espirolactona 6

[a]sse -7.5 [0]s7s -7.7 [O]s46 -8.3 [0]a3s -9.9 [a]zes 6.3 ( ¢ 10.2,
CHCIs); IR (CHCls) vmax 3592, 3489, 2933, 2863, 2845, 1783,
1717, 1615; RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 6.85 (1H, d, J =
3.6 Hz, H-16), 5.61 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-15), 5.50 (1H, sa, H-6),
4.26 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-11), 2.55 (1H, dddd, J = 13.1, 13.1,
7.8, 3.6 Hz, H-8), 2.31 (1H, g, J = 7.8 Hz, H-14), 2.07 (3H, s, OAc), 1.87 (1H, dt, J
= 13.6, 3.6 Hz, H-7), 1.79 (1H, ddd, J = 13.4, 4.6, 3.0 Hz, H-1), 1.70 (1H, dt, J =
13.4, 3.1 Hz, H-1"), 1.47 (1H, dd, J = 13.1, 8.6 Hz, H-9), 1.45 (2H, m, H-2), 1.41
(1H, da, J = 13.6 Hz, H-7’), 1.30 (3H, s, CH3-20) 1.18 (2H, m, H-3), 1.02 (3H, s,
CHs-19), 1.00 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-5), 0.96 (3H, s, CHs-18), 0.92 (3H, d, J = 7.8
Hz, H-17). RMN de 13C (100 MHz, CDCls): & 182.7 (CO, C-12), 170.6 (CO, OAc),
142.1 (CH, C-16), 110.1 (CH, C-15), 78.6 (CH, C-11), 69.7 (CH, C-6), 62.0 (CH, C-
9), 60.6 (C, C-13), 56.2 (CH, C-5), 44.2 (CH2, C-3), 42.7 (CH, C-14), 42.4 (CH2, C-
1), 37.9 (C, C-10), 33.8 (CH2, C-7), 33.7 (CHs, C-18), 33.7 (C, C-4) 33.0 (CH, C-8),
23.2 (CHs, C-19), 21.9 (CHs, OAc), 18.6 (CH2, C-2), 16.6 (CHs, C-20), 13.2 (CHs,
C-17). EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) 317(2)[M-AcO]*, 316(3), 298 (2), 273(6), 272(13),
206(4), 205(11), 191(5), 188(7), 187(9), 178(15), 177(100), 161(8), 121(27),
107(19), 95(33), 93(20); HR TOFMS ES+ m/z 377.2327 [M+H]* calculada para
C22H3205+H* 377.2328.

Reactividad del 6B-acetoxivouacapano (5) frente a K2Cr207 a temperatura
ambiente

A una disolucion de 0.1 g de 5 en 4 mL de AcOH se le adicionaron 0.17 g de
dicromato de potasio en 1 mL de agua, la mezcla se dejo en reaccidén en agitacion
a temperatura ambiente durante una hora. Una vez terminada la reaccién, se
extrajo con AcOEt, se lavo tres veces con agua, tres veces con solucién de
NaHCOs y tres veces mas con agua,; la fase organica se sec6 sobre Na2SOs, y el
disolvente se evapor6 en rotavapor. El crudo de la reaccion se purificO mediante
cromatografia en columna, utilizando gel de silice y mezclas de hexanos-AcOEt,

para obtener tres compuestos puros. En las fracciones eluidas en la polaridad

28



(9:1) de hexanos-AcOEt se obtuvo el primer compuesto, el cual corresponde a la
11-Oxoespirolactona 53, con un rendimiento del 25% (28 mg). En las siguientes
fracciones (hexanos-AcOEt (4:1)), se obtuvieron 22 mg (20%) de la espirolactona
6. Mientras que en las fracciones que se eluyeron en polaridad de hexanos-AcOEt
(7:3), se obtuvieron 11 mg (10%) de la lactona 49.

Reactividad del 63-acetoxivouacapano (5) frente a K2Cr207 a reflujo

A una disolucion de 0.11 g del cassano 5 en 4 mL de AcOH se le adicionaron 0.18
g de K2Cr207 en 1 mL de agua, la mezcla se dejo reaccionar en agitacion a reflujo
durante 30 minutos. Terminada la reaccion, se extrajo con AcOEt, la fase organica
se lavo con agua, solucion de Na:HCOs y agua, se secO sobre Na2SOs y el
disolvente se evapor6 en rotavapor. El crudo de la reaccion se purificO mediante
cromatografia en columna, empleando gel de silice y mezclas de hexanos-AcOEt
como eluyente. De esta cromatografia se obtuvo una fraccion principal (70 mg
(58%)) correspondiente a la mezcla de los epimeros en C-13 de las 11-

Oxoespirolactonas 53 y 54, las cuales no fue posible separar.

Obtencién de la 13-epi-11-Oxoespirolactona 54

La espirolactona 6 se obtuvo mediante oxidacion de 5 con AMCPB, de acuerdo a
la metodologia descrita.?®> Posteriormente 0.021 g de 6 disueltos en 2 mL de
CH2Cl2 se adicionaron a una suspension de 0.05 g de PCC, la mezcla se dej6
reaccionar en agitacién a temperatura ambiente durante 2 horas. El crudo de la
reaccion se purificO mediante cromatografia en columna utilizando gel de silice y
una mezcla de hexanos-acetona como fase movil, para obtener 18 mg (86%) de la

11-Oxoespirolactona 54.

11-Oxoespirolactona 54

[a]ss9 +27.5 [a]s78 +29.0 [a]s46 +33.5 [a]436 +61.0 [a]3es +34.6 ( C
0.48, CHCIs); IR (CHCls) vmax 2923, 2845, 2723, 1789, 1735,
1613, 1507, 1462; RMN de H (300 MHz, CDCls) & 6.98 (1H, d,
J = 3.8 Hz, H-16), 5.55 (1H, dd, J = 5.3, 2.9 Hz, H-5), 5.43 (1H,
d, J = 3.8 Hz, H-15), 3,17 (1H, m, H-8), 2.64 (1H, q, J = 7.5 Hz,
H-14), 2.42 (1H, m, H-1), 2.10 (3H, s, CHs-AcO), 2.07 (1H, m, H-7), 1.78 (1H, d, J
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= 14.6 Hz, H-9), 1.68 (1H, m, H-2), 1.53 (1H, m, H-7"), 1.47 (1H, m, H-2’), 1.41 (1H,
m, H-3), 1.27 (3H, s, CHs-20), 1.22 (1H, m, H-3), 1.10 (1H, m, H-1’), 1.01 (3H, s,
CHs-19), 0.98 (1H, s, H-5), 0.98 (3H, d, J = 7.5, CH3-17), 0.96 (3H, s, CHa-18).
RMN de 13C (75 MHz, CDCls) & 207.2 (CO, C-11), 174.7 (CO, C-12), 170.5 (CO,
AcO), 144.8 (CH, C-16), 109.1 (CH, C-15), 69.2 (CH, C-6), 66.8 (C, C-13), 62.0
(CH, C-9), 56.7 (CH, C-5), 44.2 (CH2, C-3), 40.4 (CH2, C-1), 39.5 (CH, C-14), 38.6
(C, C-10), 34.6 (CHz, C-7), 33.9 (C, C-4), 33.6 (CHs, C-18), 32.2 (CH, C-8), 23.0
(CHs, C-19), 21.8 (CHs, AcO), 18.4 (CHz, C-2), 17.2 (CHs, C-20), 11.9 (CHs, C-17).
EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.) 315(2)[M-AcOJ*, 314(7), 299 (2), 286(3), 271(4), 203(4),
193(3), 190 (5), 177(14), 176(100), 175(26), 162(12), 161(86), 120 (17), 119 (16),
111(27), 107(15), 106(23), 105 (41), 95(10).

Reaccion general de fotooxidacion de 5

Una mezcla de 50 mg de 68-acetoxivouacapano (5) y catalizador (3% mol)
en 2 mL de disolvente en agitacion, fueron irradiados con luz blanca (Sylvania
Mini-Lynx T 20W) bajo atmoésfera de oxigeno o aire. Al finalizar la reaccion
(monitoreada por TLC), el disolvente se evapord en rotavapor, y el crudo de
reaccion se separ6 mediante cromatografia en columna, utilizando gel de silice
como fase estacionaria y mezclas de éter de petréleo-AcOEt como eluyente, de la
cual se obtuvieron dos fracciones (A y B). De la fraccion A (éter de petréleo-AcOEt
(9:1)) se obtuvo la mezcla de los compuestos 55 y 56. En la fraccién B (éter de
petréleo-AcOEt (8:2)) se obtuvo la mezcla de diastereémeros 57 y 58. La fraccién
A se purific6 mediante cromatografia flash, utilizando una mezcla de éter de
petroleo-CH2Cl2 (1:2) como eluyente, obteniendo puros los compuestos 55 y 56.
La fraccion B se purificO mediante cromatografia flash utilizando una mezcla de
éter de petroleo-éter dietilico (7:3) para obtener los compuestos 57 y 58 de forma

pura.

Epoxi-espirolactona 55
[a]o +32 (c 0.94 CHCI3); IR vmax cm™ 1779, 1720, 1242, 1073, 1012, 855; RMN de
1H (300 MHz, CDCls) & 5.55 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-16), 5.52 (1H, m, H-6), 3.61 (1H,
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d, J = 2.3 Hz, H-15), 2.63 (1H, g, J = 7.5 Hz, H-14), 2.20 (1H,
m, H-8), 2.06 (3H, s, CHs-OAc), 1.96 (1H, dd, J = 13.1, 8.1
Hz, H-11), 1.88 (1H, m, H-7), 1.76 (1H, m, H-9), 1.64 (1H, m,
H-2), 1.55 (1H, dd, J = 13.1, 10.3 Hz, H-11’), 1.47-1.37 (4H,
m, H-1, H-3, H-7, H-2), 1.24 (1H, m, H-3), 1.17 (3H, s, CHas-
20), 1.12 (1H, m, H-1’), 1.02 (1H, d, J = 1.8 Hz, H-5), 1.00 (3H, s, CHs-19), 0.96
(3H, s, CH3-18), 0.92 (3H, d, J = 7.5 Hz, CHs-17). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &
178.2 (CO,C-12), 170.3 (CO, AcO), 78.0 (CH, C-16), 70.1 (CH, C-6), 59.8 (CH, C-
15), 56.3 (CH, C-5), 55.3 (CH, C-9), 54.6 (C, C-13), 44.2 (CH2, C-3), 42.1 (CHa, C-
1), 42.0 (CH, C-14), 37.5 (CH, C-8), 37.5 (C, C-10) 33.7 (CHz, C-7), 33.6 (C, C-4),
33.5 (CHs, C-18), 32.6 (CH2z, C11), 23.2 (CH2, C-19), 21.8 (CHs, AcO), 18.6 (CHz,
C-2), 15.6 (CHs, C-20), 12.3 (CHs, C-17). HR-ESI-FTMS m/z 375.2181 [M-H]
(calculado para C22H3105 375.2177).

Epoxi-espirolactona 56

[a]o -84 (c 1.05 CHCI3); IR vmax cm™ 1788, 1723, 1241, 1068,
1021, 852; RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) 6 5.56 (1H, d, J = 2.3
Hz, H-16), 5.51 (1H, m, H-6), 3.53 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-15),
2.48 (1H, m, H-8), 2.35 (1H, q, J = 7.4 Hz, H-14), 2.05 (3H, s,
% 18 OAc CHs-AcO), 1.89 (1H, m, H-7), 1.84 (1H, dd, J = 13.5, 11.4 Hz,
H-11), 1.72 (1H, dd, J = 13.5, 7.8 Hz, H-11"), 1.64 (1H, m, H-2), 1.55 (1H, m, H-9),
1.51-1.39 (4H, m, H-1, H-2, H-3, H-7), 1.18 (1H, m, H-3), 1.17 (3H, s, CHs-20),
1.05 (1H, m, H-1’), 1.05 (3H, d, J = 7.4 Hz, CHs-17), 1.01 (3H, s, CHs-19), 0.97
(1H, d, J = 2.0 Hz, H-5), 0.96 (3H, s, CHs-18). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) &
180.7 (CO, C-12), 170.6 (CO, AcO), 77.7 (CH, C-16), 69.8 (CH, C-6), 57.4 (CH, C-
15), 56.4 (CH, C-5), 55.4 (C, C-13), 55.2 (CH, C-9), 44.3 (CH2, C-3), 42.7 (CH2, C-
1), 41.6 (CH, C-14), 37.6 (CH, C-8), 37.6 (C, C-10), 33.7 (CHs, C-18), 33.7 (C, C-
4), 33.6 (CHz, C-7), 33.2 (CHz, C-11), 23.2 (CHs, C-19), 21.9 (CHs, AcO), 18.7
(CH2, C-2), 15.6 (CHs, C-20), 12.0 (CHs, C-17). HR-ESI-FTMS m/z 399.2135
[M+Na]* (calculado para C22H320s5 + Na* 399.2142).
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Epoxilactona 57

[a]p -13.3 (¢ 0.54, CHCI3); IR vmax cm1 1799, 1724, 1249, 1028,
944, 853; RMN de H (300 MHz, CDCls) & 5.44 (1H, m, H-6),
2.90 (1H, d, J = 18.9 Hz, H-15), 2.78 (1H, d, J = 18.9 Hz, H-15),
2.31 (1H, dd, J = 15.8, 8.3 Hz, H-11), 2.17 (1H, m, H-14), 2.17
(1H, dd, J = 15.8, 9.3 Hz, H-11’), 2.06 (1H, m, H-8), 2.03 (3H, s,
CHs-OAc), 1.67 (1H, m, H-7), 1.60 (1H, m, H-1), 1.57 (1H, m, H-
2), 1.46 (1H, m, H-2"), 1.40 (1H, m, H-7’), 1.37 (1H, m, H-3), 1.27 (1H, m, H-9),
1.18 (1H, m, H-3’), 1.16 (3H, s, CH3-20), 0.99 (3H, s, CH3-19), 0.97 (1H, s, H-5),
0.96 (3H, d, J = 7.3 Hz, CHs-17), 0.95 (3H, s, CHs-18), 0.91 (1H, m, H-1’). RMN de
13C (75 MHz, CDCI3) 6 173.4 (CO, C-16), 170.5 (CO, OAc), 89.3 (C, C-12), 69.3
(CH, C-6), 65.1 (C, C-13), 55.8 (CH, C-5), 43.7 (CHz, C-3), 42.8 (CH, C-9), 41.3
(CHz, C-1), 38.2 (C, C-10), 36.3 (CHz, C-7), 34.3 (CHz, C-15), 33.9 (C, C-4), 33.5
(CHs, C-18), 32.0 (CH, C-14), 27.1 (CH, C-8), 23.3 (CHs, C-19), 21.8 (CHs, OAc),
21.0 (CHz, C-11), 18.5 (CH2, C-2), 16.0 (CHs, C-20), 10.9 (CHs, C-17). HR-ESI-
FTMS m/z 399.2139 [M+Na]* (calculado para C22H3205 + Na* 399.2142).

Epoxilactona 58

[a]p -10.7 (c 0.58 CHCI3); IR vmax cm™ 1800, 1722, 1249, 1025,
954; RMN de 'H (300 MHz, CDCls) &6 5.47 (1H, sa, H-6), 3.04
(1H, d, J = 18.9 Hz, H-15), 2.69 (1H, d, J = 18.9 Hz, H-15’), 2.52
(1H, dd, J = 14.4, 4.7 Hz, H-11), 2.27 (1H, g, J = 7.2, Hz, H-14),
2.07 (3H, s, CHs-OAc), 2.01 (1H, dd, J = 14.4, 11.5 Hz, H-11),
1.89 (1H, m, H-8), 1.79 (1H, m, H-1), 1.75 (1H, m, H-7), 1.62
(1H, m, H-2), 1.52 (1H, m, H-2), 1.45 (1H, m, H-3), 1.72 (1H, m, H-7’), 1.27 (1H,
m, H-9), 1.21 (3H, s, CHz-20), 1.16 (1H, m, H-3’), 1.06 (1H, m, H-1°), 1.03 (3H, s,
CHz-19), 1.02 (1H, m, H-5), 1.00 (3H, s, CHz-18), 0.98 (3H, d, J = 7.2 Hz, CH3-17).
RMN de **C (75 MHz, CDCl3) 6 173.4 (CO, C-16), 170.5 (CO, OAc), 90.8 (C, C-
12), 68.8 (CH, C-6), 64.7 (C, C-13), 54.7 (CH, C-5), 43.8 (CH, C-9), 43.4 (CH2, C-
3), 42.3 (CH2, C-1), 37.6 (CH2, C-15), 37.5 (C, C-10), 34.6 (CH2, C-7), 33.83 (C, C-
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4), 33.77 (CHs, C-18), 31.7 (CH, C-14), 30.2 (CH, C-8), 23.5 (CHs, C-19), 22.7
(CHz2, C-11), 21.8 (CHs, OAc), 18.7 (CH2, C-2), 18.1 (CH2, C-20), 10.8 (CH2, C-17).
HR-ESI-FTMS m/z 399.2139 [M+Na]* (calculado para C22H320sNa* 399. 2142).

Obtencion del Hidroxibenzofurano 59

El benzofurano 9 se obtuvo mediante la metodologia descrita.?® Posteriormente 86
mg de 9 disueltos en 3 mL de THF anhidro se adicionaron a una suspension de 19
mg LiAlH4 en 3 mL de THF anhidro, la mezcla se dejo reaccionar en agitacion a
temperatura ambiente en atmdsfera de argdn durante 30 minutos. Terminada la
reaccion se neutralizé con HCI 1M y se extrajo tres veces con 10 mL de AcOEt, se
secO sobre MgSOa y el disolvente se evaporo en rotavapor. Se obtuvo como Unico

producto el hidroxibenzofurano 59.

Hidroxibenzofurano 59

RMN de H (400 MHz, CDCls) 6 7.52 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-16),
7.38 (1H, s, H-11), 6,72 (1H, dd, J = 2.2 Hz, H-15), 4.80 (1H, d,
J =4.1 Hz, H-6), 3.04 (1H, dd, J =17.4, 5.0 Hz, H-7), 2.97 (1H,
d, J =17.4, H-7), 2.37 (3H, s, CHs-17), 2.25 (1H, da, J = 12.2
Hz, H-1), 1.89 (1H, qt, J =13.7, 3.5 Hz, H-2), 1.64 (1H, m, H-2'), 1.64 (3H, s, CHs-
20), 1.49 (1H, m, H-1’), 1.46 (1H, s, H-5), 1.44 (1H, m, H-3), 1.31 (3H, s, CH3-19),
1.24 (1H, m, H-3’), 1.08 (3H, s, CH3-18). RMN de 13C (100 MHz, CDCls) 6 153.8
(C, C-12), 146.4 (C, C-9), 144.2 (CH, C-16), 128.5 (C, C-14), 125.5 (C, C-13),
124.1 (C, C-8), 105.2 (CH, C-11), 104.9 (CH, C-15), 65.7 (CH, C-6), 52.8 (CH, C-
5), 43.3 (CH2, C-1), 43.0 (CHz, C-3), 39.0 (CHz, C-7), 38.2 (C, C-10), 34.2 (C, C-4),
33.7 (CHs, C-18), 27.7 (CHs, C-20), 23.9 (CHs, C-19), 19.8 (CHz, C-2), 16.1 (CHs,
C-17).

Oxidacion del Hidroxibenzofurano 59

A una suspension de 0.1 g de PCC en 2 mL de CH2Cl2 se le agreg6 una disolucion
de 0.085 g de 59 en 2 mL de CH2Clz, la mezcla se dejo reaccionar en agitacion a
temperatura ambiente durante una hora. Terminada la reaccion se evaporo el

disolvente en rotavapor y el crudo de la reaccidon se purific6 mediante
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cromatografia en columna, empleando gel de silice como fase estacionaria y una
mezcla de éter de petrdleo-AcOEt (24:1) para obtener 60 mg (70%) de la cetona
60.

Cetona 60

RMN de 'H (300 MHz, CDCIs) 6 7.60 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-16),
7.40 (1H, s, H-11), 6.77 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-15), 3.69 (1H, d, J
= 21.6 Hz, H-7), 3.50 (1H, d, J = 21.6 Hz, H-7), 2.48 (1H, s, H-
5), 2.41 (3H, s, CHs3-17), 2.40 (1H, m, H-1), 1.81 (1H, m, H-2),
1.71 (1H, m, H-1’), 1.70 (1H, m, H-2’), 1.46 (1H, m, H-3), 1.37 (3H, s, CH3s-20),
1.20 (3H, s, CHs-19), 1.18 (1H, m, H-3’), 1.11 (3H, CHz-18). RMN de 3C (75 MHz,
CDCls) 6 209.7 (CO, C-6), 154.0 (C, C-12), 146.3 (C, C-9), 144.8 (CH, C-16),
128.0 (C, C-8), 125.9 (C, C-13), 125.0 (C, C-14), 105.0 (CH, C-11), 104.1 (CH, C-
15), 62.2 (CH, C-5), 43.2 (CH2, C-7), 42.8 (CH2, C-3), 40.8 (C, C-10), 39.3 (CH2, C-
1), 32.9 (CHs, C-18), 32.7 (C, C-4), 25.1 (CHs, C-19), 21.7 (CHs, C-20), 18.8 (CHz,
C-2), 15.9 (CHs, C-17). HR TOFMS ES+ m/z 297.1852 [M+H]* calculada para
C20H2402+H 297.1855.

Oxibenzoilacion de la cetona 60

En un matraz de reaccién se disolvieron 31 mg de 60, 2.4 mg (20%) de L-prolina
como catalizador y 4.3 mg (20%) de 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-fenilurea como
cocatalizador en 1 mL de acetonitrilo, esta mezcla se dejé en agitacioén durante 5
minutos, posteriormente se adicionaron 25.1 mg de peréxido de benzoilo. La
mezcla se dejo reaccionar en agitacion a temperatura ambiente durante una
semana. Terminado el tiempo de reaccion, se diluyé con 2 mL de AcOEt y se le
adiciono solucion saturada de NaHCOgs, se extrajo tres veces con AcOEt, la fase
organica total se lavo con soluciéon de NaCl y agua, se seco sobre MgSOa4 y el
disolvente se evapord en rotavapor. El crudo de la reaccién se separ6 mediante
cromatografia en columna utilizando gel de silice como soporte y mezclas de éter
de petroleo-AcOEt como eluyente. De esta cromatografia se recuperaron dos

fracciones principales A y B. En la fraccion A (éter de petroleo-AcOEt (43:7)) se
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recuperd la cetona 60. En la segunda fraccion (éter de petréleo-AcOEt (9:1)) se

obtuvieron 5 mg (11%) del producto oxibenzoilado en posicion C-7 61.

Cassano oxibenzoilado 61

18).

Miel incolora, RMN de H (200 MHz, CDCIz) & 8.04 (2H, d,
J = 7.3 Hz, H-3’, H-7"), 7.62 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-16), 7.57
(1H, t, J = 7.3 Hz, H-5'), 7.45 (1H, s, H-11), 7.42 (2H, t, J =
7.3 Hz, H-4’, H-6"), 6.78 (1H, da, J = 2.2 Hz, H-15), 6.29
A+ (1H, s, H-7), 324 (1H, s, H-5), 2.45 (1H, m, H-1a), 2.42
A s (3H, s, CHs-17), 1.38-1.18 (5H, m, CHz-2, CH2-3, H-1b),
1.43 (3H, CHs-20), 1.27 (3H, s, CHs-19), 0.89 (3H, s, CHs-

Ensayo de viabilidad

PBS (Phosphate buffer saline)

8 g de NaCl.

0.2 g de KCI.

1.44 g de Na2HPO..

0.24 g de KH2POa.

Disolver las sales en 1 L de agua desionizada ésteril.
Ajustar pH a 7.4.

Esterilizar por filtracion en filtro de 22 pm.

Medio F12-Ham incompleto (Células MCF-7)

Esterilizar un litro de agua desionizada. Atemperar.
Adicionar medio F12-Ham.

Pesar 1.5 g de NaHCOg3 y adicionarlos al medio.
Ajustar pH a 7.4 (KOH o HCI).

Esterilizar por filtracion en filtro de 22 pum.

Medio F12-Ham completo (Células MCF-7)

25 mL de Suero Fetal Bovino.
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25 mL de suero de ternera.

250 pL de anfotericina.

5 mL de penicilina-estreptomicina.

Aforar a 500 mL con medio F12-Ham incompleto.

Esterilizar por filtracion en filtro de 22 pum.

Ensayo en células Células MCF-7

1.

Lavar el cultivo celular. Retirar el medio de la caja petri y adicionar 4 mL de
PBS. Remover suavemente y retirar PBS (repetir dos veces).

Adicionar 4 mL de tripsina e incubar a 37°C, 5% CO2 durante 5 min.

3. Adicionar 4 mL de medio F12-Ham para inactivar la tripsina.

Colocar la suspension celular en un tubo falcon y centrifugar a 1500 rpm
durante 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con medio F12-Ham
completo.

Contar la suspension celular con la camara de Neubauer o el contador
celular automatizado.

Sembrar 10000 células por pozo en la placa de cultivo celular, de 96
pocillos, con 100 pL de medio F12-Ham completo, incubar durante 24 horas
a 37° C, 5% de CO..

Cambiar el medio por medio F12-Ham incompleto, incubar durante 24 horas
a 37° C, 5% de COa.

Reemplazar el medio por medio F12-Ham incompleto (90 uL), y adicionar

los tratamientos (compuestos) (10 pL), incubar durante 24 horas.

10.Realizar el ensayo de MTT.
Medio RPMI incompleto (Células HL-60)

Esterilizar un litro de agua desionizada. Dejar enfriar.
Adicionar medio RPMI.

Pesar 4 g de NaHCOs y adicionarlos al medio.
Ajustar pH a 7.4 (KOH o HCI).

Esterilizar por filtracion en filtro de 22 pum.
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Medio RPMI completo (Células HL-60)

50 mL de Suero Fetal Bovino.

250 pL de anfotericina.

5 mL de penicilina-estreptomicina.

Aforar a 500 mL con medio RPMI incompleto.
Esterilizar por filtracion en filtro de 22 pm.

Ensayo en células Células HL-60

1.

Colocar la suspension celular en un tubo falcon y centrifugar a 1000 rpm
durante 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con medio RPMI
incompleto.

Colocar en frasco de cultivo con medio RPMI incompleto e incubar durante
24 horas, a 37° C, 5% de CO:s..

Colocar la suspension celular en un tubo falcon y centrifugar a 1000 rpm
durante 10 minutos.

Decantar el sobrenadante y resuspender la pastilla con medio RPMI
incompleto, enriquecido con 2% de suero fetal bovino.

Contar la suspensién celular con la camara de Neubauer o el contador
celular automatizado.

Sembrar 20000 células por pozo en la placa de cultivo celular de 96
pocillos, con 90 pL de medio RPMI incompleto, agregar los tratamientos de
los compuestos e incubar durante 24 horas, a 37° C, 5% de CO-.

Realizar el ensayo de MTT.

Protocolo para el ensayo de MTT

Solucion de MTT:

1.
2.

Disolver MTT en PBS (5 mg/mL).
Filtrar a través de un filtro de 22 um.

3. Almacenar protegido de laluz a 4 °C.
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Ensayo:
1. Cambiar medio de los pozos por medio fresco.
2. Adicionar 10 pL de la solucién de MTT por pozo. Concentracion final de
0.45 pg/mL. Resuspender.
Incubar de 1 a 4 horas a 37 °C.
Adicionar 100 pL de isopropanol-HCI (1M) (19:1) y resuspender.

Mantener a temperatura ambiente durante 30 minutos.

o 0ok~ w

Realizar lectura de las absorbencias a 595 nm.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Obtencion del vouacapano 5

Las hojas de Caesalpinia platyloba, se colectaron en Los Charcos municipio
de Buenavista, Michoacédn y se procesaron de acuerdo a la metodologia descrita
para obtener el extracto de diclorometano, el cual se fraccion6 mediante
cromatografia en columna para aislar el 6B-acetoxivouacapano (5), que fue
identificado mediante sus datos de RMN de H (figura 8), y su punto de fusién de

114-116 °C, los cuales coincidieron con los reportados.?324
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H del 6B8-acetoxivouacapano (5)
en CDCIs a 400 MHz.
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Oxidacion del 68-acetoxivouacapano (5) con DDQ

Una vez aislado e identificado el cassano 5, se procedié a realizar los
ensayos de oxidacion quimica, para lo cual se decidié retomar los estudios
realizados previamente?® y continuar con la oxidacién de 5 con DDQ, lo que
gener6 3 compuestos principales (esquema 10), el benzofurano 9 con rendimiento
del 15%, el dimero 46 (15%), analogo del benzofurano 9, y como producto

mayoritario la lactona 47 con un rendimiento del (28%).

DDQ
CH2C|2, t.a.
20 min

“ Ohc
Esquema 10. Reaccion del 6B-acetoxivouacapano (5) con DDQ.

El benzofurano 9 se aislé en forma de miel incolora, y se identific6 mediante
RMN de H (figura 9), donde se observaron en 7.54 y 6.73 ppm las sefales
correspondientes a los hidrogenos del anillo de furano disustituido H-16 y H-15,
respectivamente. En 7.40 ppm se asigno la sefal simple del proton aromatico H-
11. En 3.06 y 2.98 ppm se observaron las sefales de los hidrégenos bencilicos H-
7y H-7’, respectivamente. Esto asociado al corrimiento de la sefal del metilo CHs-
17 ahora en 2.34 ppm como una sefial simple, confirma la aromatizacién del anillo
C del vouacapano 5. Estos datos fueron idénticos a los reportados previamente

para 9.25:53
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Figura 9. Espectro de RMN de 'H del benzofurano 9 en CDClz a 400 MHz.

El dimero del benzofurano 46 se obtuvo en forma de cristales blancos con
punto de fusion de 245-248 °C, y mostr6 un ion molecular [M+H]* de 679.3981 m/z
calculado para CasHs4Oe+H* de 679.3998 (HR TOFMS ES+). Este compuesto
mostré un espectro de RMN de 'H similar al del benzofurano 9 (figura 10), donde
se observaron en 7.42 y 7.10 ppm soélo dos sefales simples de hidrogenos
aromaticos H-11 y H-15, respectivamente. En 5.85 ppm se observo la sefal
correspondiente al hidrogeno H-6 base de acetato. En 3.07 y 2.99 ppm se
observaron al igual que en compuesto anterior las sefiales de los hidrégenos
bencilicos H-7 y H-7’, respectivamente. La sefial en 2.38 ppm del metilo aromético
CHs-17, se observé también sin cambios aparentes con respecto al compuesto 9.
Las sefales correspondientes al resto de los metilos se asignaron en 1.63, 1.11y
1.08 ppm (CH3z-20, CH3-19 y CH3s-18), respectivamente. La presencia de una sola
de las sefales correspondientes al anillo del furano, indicé la funcionalizacion en la

posicién C-16 del compuesto.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H del dimero 46 en CDCls a 400 MHz.

En su espectro de RMN de 3C (figura 11) se observaron 22 sefiales, de las
cuales en 171.0 ppm se ubic6 la sefal del carbonilo del acetato. Entre 153.9 y
124.4 ppm se observaron 6 sefales de carbonos aromaticos. En 105.0 y 101.8
ppm se asignaron dos sefiales de metinos aromaticos, correspondientes a C-11y
C-15, respectivamente. En 67.6 ppm se observé la sefial correspondiente al
carbono C-6 base de acetato. En 51.5 ppm se ubico la sefal del carbono C-5,
caracteristica para compuestos de tipo cassano. Entre 43.0 y 16.0 ppm se
observaron 10 sefales, las cuales fueron asignadas mediante el experimento
HETCOR y por comparacion con la materia de partida asi como con los datos del
compuesto 9. La asignacion total de los datos de RMN de 'H y 13C se realiz6 en
base a los analisis en dos dimensiones, COSY, HETCOR, HMBC.
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Figura 11. Espectro de RMN de 3C del dimero 46 en CDClz a 100 MHz.

Mediante el analisis de RMN, fue posible solo proponer una estructura
parcial, la cual presenta un benzofurano formado por la aromatizacién del anillo C
del 6B-acetoxivouacapano (5), sin embargo, la ausencia del hidrégeno de la
posicion 16, sugirid la funcionalizacion de este carbono, por lo que se prepararon
cristales adecuados para su difraccion por rayos X (figura 12). Con este analisis se
determind que este compuesto se trataba de un dimero, el cual cocristalizé con
dos moléculas de CH2Cl2. Al realizar una busqueda en la literatura no se
encontraron datos para esta estructura, por lo que el dimero 46, corresponde a un
nuevo derivado. Sin embargo, se encontré un reporte de un dimero de un
vouacapano, obtenido por Kitagawa y colaboradores, mediante el tratamiento con

NBS, el cual les permitié la determinacion de la configuracion absoluta de la
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materia de partida.>* Cabe resaltar que naturalmente solo se ha reportado el

aislamiento de heterodimeros derivados de cassanos.>®

Figura 12. Estructura de rayos X del dimero 46.

La lactona 47 se obtuvo en forma cristales incoloros con punto de fusién de
236-239 °C. En su espectro EIMS se observé el ion [M]* de 358 m/z. En su
espectro de RMN de 'H (figura 13) se observaron dos sefiales de protones
vinilicos en 5.85 y 5.78 ppm, las cuales se asignaron a H-11 y H-15,
respectivamente. En 5.53 ppm se ubico la sefial correspondiente al hidrogeno
base de acetato H-6. En 2.84 ppm se apreci6 la sefial correspondiente a H-14
como una sefial cuadruple de dobles, con J = 7.2, 4.5 Hz. En 2.05 ppm se aprecio
la sefal simple caracteristica del metilo del acetato. En 1.17, 1.00, 0.98 y 1.06
ppm, se observaron tres sefales simples y una doble, correspondientes a los

metilos terciarios CHs-20, CH3-18 y CH3-19, asi como al metilo secundario CHs-17.
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Figura 13. Espectro de RMN de H de la lactona 47 en CDClz a 400 MHz.

En su espectro de RMN de 3C (figura 14) se observaron dos sefiales para
carbonos de carbonilo, una en 170.4 y 170.2 ppm, que se asignaron al carbonilo
de acetato y al de la lactona C-16, respectivamente. En 161.2, 150.2, 111.0 y
110.2 ppm se observaron cuatro sefiales de carbono de doble enlace, las cuales
fueron asignadas a los carbonos C-13, C-12, C-11 y C-15, respectivamente. En
69.1 ppm se ubicé la sefial correspondiente al carbono C-6 base del acetato. En
55.1 ppm se aprecio la sefial caracteristica del carbono metinico C-5. Entre 48.7 y
14.6 ppm se observd el resto de las sefiales carbonadas de la estructura, las
cuales fueron asignadas mediante los experimentos HETCOR, HMBC y por

comparacion con la materia de partida.
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Figura 14. Espectro de RMN de *3C de la lactona 47 en CDClI3 a 100 MHz.

Mediante el experimento COSY (figura 15) se asigné de manera inequivoca
la sefial del hidrégeno H-14 en 2.84 ppm, ya que mostrd una correlacion con la
sefial del metilo secundario CHs-17. La sefial de H-14 mostrO a su vez una
correlacion con la sefial mdultiple observada en 2.18 ppm, lo que permitidé la
asignacion de H-8; ésta a su vez mostro tres correlaciones, la primera con una
sefal ubicada en 2.03 ppm, que se asigndé a H-9, las otras dos correlaciones
fueron con las sefiales ubicadas en 1.73 y 1.59 ppm, que se asignaron a los
hidrégenos H-7 y H-7'. La sefal asignada anteriormente a H-9 mostr6 una
correlacion con la sefal de hidrogeno vinilico ubicada en 5.85 ppm, asignando de
esta forma al hidrogeno a H-11. La sefial del H-6 en 5.53 ppm mostré tres
correlaciones, las primeras dos con las sefiales ubicadas en 1.73 y 1.59 ppm,
corroborando de esta forma la asignacion de H-7 y H-7’; y la otra correlacion fue
con la sefial ubicada en 1.12 ppm, por lo que ésta se asigno al H-5. Llevando a
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cabo de esta manera la asignacién de los hidrogenos de los anillos B y C de la

estructura.
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Figura 15. Espectro COSY de la lactona 47.

En base a los datos obtenidos, se propuso una estructura en la que el anillo
de furano se oxid6 a una lactona, la cual ademas presenta dos insaturaciones en
las posiciones C11-C12 y C13-C15. No se encontraron reportes en la literatura
para esta estructura, por lo que la lactona 47 corresponde a un nuevo compuesto.
Cabe resaltar que este tipo de butendlidos a,B-insaturados, que presentan una
insaturacion conjugada como 47, son compuestos raros en la naturaleza,
encontrando reportes de su aislamiento de plantas como Caesalpinia crista,®

Caesalpinia pulcherrima,®” Caesalpinia bonduc,>® y Caesalpinia magnifoliata.>®
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Con la finalidad de favorecer las interacciones ionicas, se decidi6 llevar a
cabo el mismo tratamiento pero adicionando medio acuoso. Por lo que un lote de
0.062 g del vouacapano 5 se sometio bajo condiciones de oxidacién con 0.123 g
de DDQ en 6 mL de una mezcla de CH3CN-H20 (10:1) en agitacion a temperatura
ambiente. De esta reaccién se obtuvo una mezcla de dos compuestos, la lactona
47 y el aldehido 48 (esquemall).

DDQ
CH3CN-H,0
30 min, t.a.
“ OAc
48

Esquema 11. Reaccion del 6B-acetoxivouacapano (5) con DDQ en CH3CN-H:0.

La mezcla de reaccidbn se separd0 mediante cromatografia en placa
preparativa, la cual se eluyé cuatro veces con CH2Clz, observando dos bandas
principales, las cuales fueron separadas y extraidas con CH2Clz2. De la banda A
con un Rt = 0.7 se obtuvo una miel incolora, cuyos datos de RMN correspondieron
con los de la lactona 47, descrita previamente. Mientras que de la banda B con Rt
= 0.43 se obtuvo el aldehido 48 como una miel incolora. Su espectro de RMN de
H (figura 16) mostré en 9.73 y 5.87 ppm dos sefales dobles (J = 7.9 Hz),
correspondientes a los protones del aldehido H-16 y al hidrégeno vinilico H-5,
respectivamente. En 5.54 ppm se ubico una sefial doble con J = 1.9 Hz, la cual se
asigno al hidrogeno H-6 base de acetato. En 2.70 ppm se encontré una sefial
doble de dobles con J= 15.0 y 4.8 Hz, que se asignoé al hidrégeno a-carbonilo H-
11. En 2.68 ppm se observo una sefial multiple que se asigné al protén H-14. En
2.35 ppm se ubico la sefal correspondiente a H-11" como una senal doble de

dobles con contantes de acoplamiento de 15.0 y 12.2 Hz. En 2.27 ppm se
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encontré una sefal doble de doble de dobles con constantes de acoplamiento de
12.4, 12.4 y 3.9 Hz, correspondiente al H-8. En 2.08 ppm se observo la sefial
simple intensa caracteristica del metilo del acetato. En 1.21, 1.02 y 0.99 ppm se
ubicaron las sefiales simples correspondientes a los metilos terciarios CHs-20,
CHs-19 y CHs-18, respectivamente. Por dltimo en 1.01 ppm se observo la sefial

doble correspondiente al metilo secundario CHs-17.
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Figura 16. Espectro de RMN de 'H del aldehido 48 en CDCIz a 400 MHz.

En el espectro de RMN de 3C (figura 17) se observaron tres sefiales para
carbonos carbonilicos, en 204.3, 192.0 y 170.4 ppm, correspondientes al carbonilo
de cetona C-12, carbonilo de aldehido C-16 y al carbonilo del acetato de la
estructura. En 163.8 y 128.0 ppm se ubicaron dos sefiales de carbono de doble
enlace, las cuales se asignaron a C-13 y C-15, respectivamente. En 69.0 ppm se
ubico la sefal del carbono C-6 base del acetato. En 54.9 ppm se observo la sefial
caracteristica del carbono C-5. El resto de las sefales se encontraron entre 48.1y
13.6 ppm. Aunque solo se presenta su asignacion tentativa por comparacion con

la materia de partida.
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Figura 17. Espectro de RMN de *3C del aldehido 48 en CDCIz a 100 MHz.

En el experimento COSY (figura 18) se observo la correlacion de la sefial
doble ubicada en 9.73 ppm, que fue asignada para el proton del aldehido H-16,
con la sefial doble encontrada en 5.87 ppm, por lo que ésta fue asignada al
hidrogeno vinilico H-15. La sefial asignada al metilo secundario 17 observada en
1.01 ppm correlacion6 con una sefial multiple ubicada en 2.68, asignando de esta
forma el hidrégeno metinico H-14. La sefial del H-14 mostré una correlacién con la
sefal centrada en 2.27 ppm, por lo que esta Ultima se asigné al H-8, que mostro
tres correlaciones, una de ellas con la sefial ubicada en 1.66 ppm que se asigno al
H-9, las otras dos correlaciones se observaron con las sefales en 1.82 y 1.50
ppm, y que fueron asignadas a los hidrégenos del metileno CH2-7. La sefal que
fue asignada al H-9 correlacioné con dos sefiales mas ubicadas en 2.70 y 2.35
ppm por lo que fueron asignadas a los protones del metileno CH2-11. Por otro
lado, la sefal ubicada en 5.54 ppm y que se asign6 al H-6 base del acetato
correlacion6 con tres sefiales, las dos primeras ubicadas en 1.82 y 1.50 ppm,
confirmando asi la correcta asignacién de las sefiales del metileno CH2-7, la

correlacion de H-6 se observo con la sefial que se encontré en 1.03 ppm, la cual
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se asigno al H-5. En base al analisis de los datos de RMN se propuso la estructura

del aldehido 48, que se forma por la apertura oxidativa del anillo de furano de 5. Al

realizar una busqueda en la literatura se encontré un reporte de un aldehido,

obtenido mediante oxidacion del caesaldecarin b con AMCPB en la ruta de

sintesis para la obtencion de ésteres para determinar su configuracion absoluta

mediante RMN.>* Sin embargo, dicho aldehido presenta diferentes sustituyentes,

por lo que el aldehido 48 corresponde a un compuesto nuevo.
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Figura 18. Experimento COSY del aldehido 48.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos utilizando una mezcla de

CH3CN-H20 como disolvente, se decidid realizar la reaccidon cambiando el

disolvente por THF-H20, para ello un lote de 0.085 g de 5 se hicieron reaccionar
con 0.170 g de DDQ en 0.8 mL de mezcla THF-H20 (10:1), en agitacién a

temperatura ambiente durante 30 minutos. De esta mezcla se obtuvo como Unico
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producto el aldehido 48, el cual se purific6 mediante cromatografia en columna
para obtener 48 puro con 72% de rendimiento (esquema 12).

DDQ
THF-H,0
30 min, t.a.
OAc
48

Esquema 12. Reaccion de 5 con DDQ en THF-H20.

Durante el analisis de RMN de este compuesto se observdé que se
descomponia rapidamente, generando principalmente el benzofurano 9, por lo que
un lote de 0.050 g de 5 se trataron siguiendo la metodologia de reaccion con DDQ
en THF/H20, una vez identificado el aldehido 48 como producto principal de la
reaccion (figura 19), el crudo de la reaccion se adicioné a 0.1 g de DDQ en
CH2Cl2-HCI (10:1), esta mezcla se dej6 reaccionar durante 10 minutos (esquema
13), obteniendo 0.060 g de una miel de color café. El analisis de RMN del crudo de
la reaccién mostré como producto principal el benzofurano 9 (figura 20), con lo que
se demostrd que el aldehido 48 puede ser un intermediario en la obtencién del

compuesto 5.

1) DDQ, THF-H,0
30 min, t.a.

2) DDQ, CH,CI,-HCI
10 min t.a.

Esquema 13. Transformacion del vouacapano 5 a benzofurano 9.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H del crudo de la reaccién de oxidacion de 5 con
DDQ en THF-H20 en CDCIs a 400 MHz.
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Figura 20. Espectro de RMN del crudo del tratamiento del aldehido 48 con DDQ
en CH2Cl2-HCl en CDCls a 400 MHz.
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Al hacer un andlisis de los resultados obtenidos con los diferentes
tratamientos con DDQ se puede observar que cuando la reaccion se lleva a cabo
utilizando CH2Cl2 como disolvente, la reaccion ocurre mediante radicales libres
(obtencién del dimero 46), asi como por interacciones ionicas (obtencion del
benzofurano 9 y la lactona 47). Lo cual se confirma al adicionar medio &cido a la
reaccion, ya que se obtiene como Unico producto el derivado benzofuranico 9.%°
Por otro lado, al llevar a cabo la reaccién en medio acuoso se promueve la adicion
de agua en el carbono C-16 o0 en C-12, y cuya oxidacion promueve la obtencién de
la lactona 47 y del aldehido 48.
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Tratamiento del 68-acetoxivouacapano (5) con AMCP

Una vez que se llevaron a cabo los tratamientos de 5 con DDQ, se retomé
el estudio de la reactividad del cassano 5 con AMCPB.?® Para ello un lote de 0.085
g de 5 se colocaron bajo condiciones de oxidacion con 0.1 g de AMCPB en
tolueno, en agitacion a temperatura ambiente durante 30 minutos (esquema 14).
El crudo de la reaccion se purificd6 mediante lavados con AcOEt para obtener puro

el derivado 49 con un rendimiento del 75%.

AMCPB

Tolueno
30 min, t.a.

Esgquema 14. Reaccion del 6B-acetoxivouacapano (5) con AMCPB en tolueno.

La lactona 49 se aisl6 como un solido blanco con pf = 116-120 °C. En su
espectro de RMN de *H (figura 21) se observé una sola sefial de hidrégeno vinilico
en 5.71 ppm que se asigné a H-15. En 5.51 ppm se identific6 la sefial del
hidrégeno H-6 base del acetato, que conserva el mismo desplazamiento con
respecto a la materia de partida. En 2.92 ppm se ubic6 una sefial doble de dobles
con una J = 10.5, 7.4 Hz, asignada al proton H-14. En 2.45 ppm se observé una
sefal doble de dobles con constantes de acoplamiento de 13.0, 3.0 Hz, la cual se
asigno al hidrogeno vinilico H-11. En 2.04 ppm se encontro la sefial simple intensa
caracteristica del metilo del acetato. En 1.88 ppm se ubico la sefal doble de doble
de dobles con J = 12.7, 10.5, 4.4 Hz correspondiente al hidrégeno H-8. En 1.42
ppm se encontré una sefal triple con una constante de acoplamiento igual a 13.0
Hz, y se asigno a H-11". En 1.17 ppm se observo la sefial doble correspondiente al
metilo secundario CHs-17. En 1.10, 1.00 y 0.98 ppm se encontraron las sefiales
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correspondientes a los metilos cuaternarios CH3-20, CHs3-18 y CHz-19,
respectivamente. La desaparicion de la sefial del hidrégeno H-16 del furano, asi
como el desplazamiento de la sefial de H-15, sugieren que en esta reaccion se

llevé a cabo la oxidacion del anillo de furano.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H de la lactona 49 en CDCIlz a 400 MHz.

En su espectro de RMN de 3C (figura 22) se observaron las 22 sefiales
esperadas. En 172.7 y 113.4 ppm se ubicaron las sefiales correspondientes a los
carbonos del doble enlace C-13 y C15, respectivamente. En 170.7 y 170.6 se
encontraron las dos sefales de los carbonilos, correspondientes al carbonilo del
acetato y a C-16, respectivamente. En 105.8 ppm se ubicé la sefial de carbono
hemicetalico C-12. En 69.3 ppm se encontro la sefial del carbono base de acetato
C-6. En 55.1 ppm se ubico la sefial caracteristica del carbono metinico C-5. Entre
45.0 y 12.8 ppm se encontraron el resto de las sefiales de la estructura. Las
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sefiales de carbono fueron asignadas en base a experimentos en dos dimensiones

y por comparacion con la materia prima.
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Figura 22. Espectro de RMN de 3C de la lactona 49 en CDClz a 100 MHz.

Una vez analizados los datos de RMN, se propuso la estructura 49,
correspondiente a una y-lactona o/f insaturada, y que ademas se encuentra
hidroxilada en la posicion 12. Al realizar una busqueda en la literatura se encontré
un reporte para este compuesto, el cual fue aislado de la fraccién hexanica del
extracto etandlico de Caesalpinia bonduc en bajos rendimientos y presentd baja

actividad frente a tres lineas celulares.®3

Para comprobar la presencia del grupo hidroxilo en la posicién C-12 y poder
establecer la estereoquimica de dicho centro, se llevd a cabo la acetilacién de la
lactona 49. Para lo cual 0.03 g de 49 se hicieron reaccionar en 0.5 mL de piridina y

0.5 mL de anhidrido acético en bafio de vapor durante noventa minutos (esquema
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15). El crudo de la reaccién se separ6 mediante cromatografia en columna, de la
cual se aislaron dos compuestos, la lactona 47 con un rendimiento del 15% y el

compuesto acetilado 50 con 36% de rendimiento.

Py, (CH5CO),0
90 min, calor

~ OAc
47

Esquema 15. Acetilacion de la lactona 49.

El diacetato 50 se obtuvo como sélido blanco que sublimé a 190 °C. En su
espectro de RMN de *H (figura 23) no se observaron cambios significativos en el
desplazamiento de las sefiales con respecto a 49. En 5.87 ppm la sefial simple
correspondiente al hidrégeno vinilico H-15. En 5.51 ppm se ubicé la sefial del
hidrégeno H-6 base del acetato. En 2.98 ppm se encontrd6 la sefal
correspondiente a H-14, ligeramente desplazada a frecuencias mayores. La sefial
correspondiente al hidrégeno H-11 se encontré también a frecuencias mayores en
2.69 ppm. Mientras que la sefial simple intensa en 2.04 ppm integré para 6
hidrogenos, lo que indica que se encuentran traslapadas las sefiales de los metilos
de los acetatos de la estructura. Por otro lado, la sefial correspondiente al metilo
CHs-17 se desplazo a frecuencia baja, encontrandose ahora en 1.03 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H del diacetato 50 en CDClsz a 400MHz.

En su espectro de RMN de 13C (figura 24) se observaron ahora tres sefales
de carbonos carbonilicos en 170.4, 169.5 y 168.6, correspondientes a los
carbonos AcO-6, C-16 y AcO-12, respectivamente, adicionalmente se observé la
aparicion de dos sefales de metilos de acetato en 21.78 y 21.74 ppm, lo que
indica que se obtuvo el diacetato 50. Los datos de RMN de 3C de este compuesto
fueron comparados con los de un compuesto obtenido mediante acetilacion de la

lactona obtenida de C. bonduc y fueron idénticos.%3
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Figura 24. Espectro de RMN de 3C del diacetato 50 en CDClz a 100 MHz.

De este compuesto se obtuvieron cristales adecuados para difraccion de
rayos X, con lo cual se determindé de manera inequivoca la configuracion absoluta
del carbono C-12, ya que el acetato de la posicion C-12 se encuentra orientado en

posicion a al igual que el metilo CH3-17 (figura 25).

Figura 25. Diagrama de rayos X del diacetato 50.
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Reactividad del 6B3-acetoxivouacapano (5) frente a derivados de Cromo

Oxidacion con CrOs

Una vez ensayados los agentes oxidantes descritos anteriormente, se
decidi6 estudiar la oxidacion de 5 frente a agentes oxidantes mas fuertes, como el
tribxido de cromo, por lo que un lote 0.10 g de 5 someti6 a oxidacion con 0.087 g
de CrOs3 en AcOH-H20 (esquema 16).

CrO3

AcOH-H,0
1h, ta.

e OAc
47

49

Esgquema 16. Oxidacion del 68-acetoxivouacapano (5) con CrOs.

El crudo de la reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna, en
la cual se obtuvieron 6 compuestos: el dinorcassano 51 con un 12% de
rendimiento, el dinorcassano 52 con un rendimiento del 7%, la 11-
oxoespirolactona 53 con 15% de rendimiento, la lactona 47 con un rendimiento del
10%, la espirolactona 6 con 10% de rendimiento y la lactona 49 con el 22% de

rendimiento.

El dinorcassano 51 se obtuvo como una miel incolora. En su espectro de
RMN de H (figura 26) se observd en 5.56 ppm una sefial doble de dobles con
constantes de acoplamiento de 5.3 y 2.9 Hz, la cual se asign6 al H-6. En 2.68 ppm
se encontré una sefal multiple que fue asignada a H-8. En 2.59 ppm se ubicé una
sefal doble de dobles con J = 16.5 y 3.7 Hz, y que fue asignada al hidrogeno H-

11. En 2.30 ppm se observo la sefial multiple asignada al proton H-7. En 2.26 ppm
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se ubic6 una sefial multiple, que se asign6 a H-11". En 2.09 pm se observé una
sefial simple intensa caracteristica del metilo del acetato. En 1.82 ppm se encontro
una sefal doble con J = 1.7 Hz, la cual se asignd al metilo vinilico CHs-17. En
1.21, 1.02 y 0.96 se apreciaron las sefiales simples de los metilos terciarios CHs-
20, CHs-19 y CH3s-18, respectivamente. El desplazamiento de la sefial del CHs-17
a frecuencia alta, correspondiente ahora a un metilo vinilico, llevé a proponer un

doble enlace entre los carbonos C-13-C-14.
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Figura 26. Espectro de RMN de H del dinorcassano 51 en CDCls a 300 MHz.

En el espectro de RMN de 13C (figura 27) se observaron 20 sefiales de las
22 esperadas. Se ubicaron dos sefales de carbono de carbonilo, en 194.4y 170.4
ppm, asignadas al carbonilo de cetona C-12 y al carbonilo del acetato,
respectivamente. En 143.7 y 132.2 ppm se apreciaron dos sefiales de carbonos de
un doble enlace, y fueron asignadas a C-13 y C-14, respectivamente. En 69.1 ppm
se observo la sefal del carbono C-6 base del acetato. En 55.5 ppm se ubicé la

sefal caracteristica del carbono C-5. Entre 52.7 y 13.5 ppm se observaron las 14
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sefales restantes, las cuales fueron asignadas en base a los experimentos
bidimensionales HSQC y HMBC. Mediante el analisis de estos experimentos no se
encontré ningun traslape de sefales, lo que indica la perdida de dos carbono de la
estructura de partida. Los desplazamientos del sistema a-hidroxicetona (C-12, C-
13) fueron corroborados por comparacion con los reportados para sistemas
similares.60.61

18

T T T T
37.5 36.5 35.5 345 335
ppm

AcO

17

13

12 AcO
14

A NI I Tl | I A | V““ [ N L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 27. Espectro de RMN de *3C del dinorcassano 51 en CDCls a 75MHz.

Con ayuda del experimento COSY (figura 28) se asignaron algunas de las
sefales de hidrogeno de la estructura. La sefial ubicada en 5.56 ppm, asignada al
hidrégeno H-6 base del acetato mostro tres correlaciones, las dos primeras con las
sefales encontradas en 2.30 y 1.32 ppm, las cuales se asignaron a los hidrogenos
del metileno CH2-7; la otra correlacion de H-6 se observo con la sefial ubicada en
1.07 ppm, por lo que ésta se asigné como H-5. Las sefales asignadas

anteriormente al CH2-7 correlacionaron con una sefial ubicada en 2.68 ppm, la
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cual fue asignada como H-8. La sefal de H-8 mostr6é una correlacién con la sefal
multiple encontrada en 1.57 ppm y que se asign6 como H-9, esta sefial
correlacion6 a su vez con dos sefiales mas ubicadas en 2.59 y 2.26 ppm, por lo

que éstas fueron asignadas a los protones del metileno CH2-11.
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Figura 28. Experimento COSY del dinorcassano 51.

El resto de las sefiales se asignaron en base a los experimentos
bidimensionales HSQC y HMBC. En base a los datos obtenidos, se propuso la
estructura del dinorcassano 51, el cual se forma por la ruptura oxidativa del enlace
C13-C15, y la formacion del doble enlace C13-C14. La cual ademas presenta un
carbonilo en posicién C-12. No se encontraron reportes para esta estructura, por lo

gue el dinorcassano 51 corresponde a un nuevo compuesto.
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El dinorcassano 52 se obtuvo como una miel ligeramente amarilla. En su
espectro de RMN de 'H (figura 29) se observé en 6.11 ppm una sefial doble con J
= 2.3 Hz, y que integr6 para un hidrégeno, la cual se asigné al hidrogeno vinilico
H-11. En 5.94 ppm se encontré la un sefial simple ancha para el hidroxilo de la
estructura. En 5.53 ppm se ubicé la sefial doble con una constante de
acoplamiento de 2.1 Hz, correspondiente al hidrégeno H-6 base del acetato. En
2.43 y 2.40 ppm se ubicaron dos sefales multiples asignadas a los protones H-14
y H-8, respectivamente. En 2.09 ppm se localizé una sefial multiple, que se asigné
al hidrégeno alilico H-9. En 2.05 ppm se encontré la sefial simple intensa
caracteristica del metilo del acetato. En 1.19, 1.00 y 0.98 ppm se localizaron las 3
sefales de los metilos terciarios, CHs-20, CHs3-18, y CHzs-19, respectivamente.
Mientras que la sefial doble correspondiente al metilo secundario CHs-17 se ubico
en 1.06 ppm. La presencia de una sefial de hidrégeno vinilico, adicional a la
desaparicion de las sefiales correspondientes al metileno CH2-11, asi como el
desplazamiento de la sefal correspondiente al hidrégeno H-9 a frecuencias

mayores, sugirieron que el doble enlace se encuentra C-11y C-12.
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H del dinorcassano 52 en CDClz a 400 MHz.

En su espectro de RMN de 3C (figura 30) se observaron 19 sefiales de las
22 esperadas; en 199.2 y 170.4 ppm se ubicaron las sefiales de los carbonilos C-
13 y el del acetato de la estructura. En 146.2 y 118.1 ppm se observaron dos
sefales para carbonos de doble enlace, estas se asignaron a los carbonos C-12 y
C-11, respectivamente. El resto de las sefiales se ubicaron entre 69.1 y 10.8 ppm,
las cuales fueron asignadas con base al experimento HETCOR y por comparacion
con los datos de la materia de partida, asi como con los del dinorcassano 51.
Mediante el analisis de los experimentos HETCOR y DEPT se ubicé un traslape
de dos sefales, lo que indica que esta estructura tiene solo 20 carbonos,

confirmando la pérdida de C-15y C-16.

11

13 AcO 12

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 30. Espectro de RMN de 3C del dinorcassano 52 en CDCls a 100 MHz.

Mediante el experimento bidimensional COSY (figura 31) se asignaron
algunas de las sefiales de hidrégeno de la estructura. La sefial en 5.53 ppm
mostré dos correlaciones, una con la sefial ubicada en 1.64 ppm y que se asigno

al metileno CH2-7; la otra correlacion fue con la sefial encontrada en 1.11 ppm, por
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lo que se asignd al hidrégeno H-5. La sefal del metileno CH2-7 mostré a su vez
otra correlacion con la sefial multiple ubicada en 2.40 ppm, la cual se asigné al
hidrogeno H-8. La sefial de H-8 correlaciono con la sefial encontrada en 2.09 ppm,
por lo que se asigné como H-9 y ésta a su vez mostro una correlacion con la sefal
que se encontré en 6.11 ppm, asignando de esta forma el hidrogeno vinilico como
H-11. Por otro lado, la sefial multiple que se ubicé en 2.43 ppm correlacioné con la
sefal doble correspondiente al metilo CHs-17, con lo que se asigno el hidrogeno
H-14.
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Figura 31. Experimento COSY del dinorcassano 52.

En base al andlisis de los datos de RMN se propuso la estructura del
dinorcassano 52, el cual se forma por la pérdida de los carbono C-15y C-16 de la
estructura del vouacapano 5, ademas presenta un doble enlace entre las
posiciones C-11 y C-12 asi como un carbonilo de cetona en la posicién C-13 y que

seria un isémero del dinorcassano 51. Al realizar una busqueda bibliografica de
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esta estructura no se encontraron reportes, por lo que se trata de un nuevo

derivado.

La 11-oxoespirolactona 53 se obtuvo en forma de solido blanco. En su
espectro de RMN de H (figura 32) se observaron dos sefiales dobles (J = 3.5 Hz)
en 6.96 y 5.56 ppm, las cuales se asignaron a los hidrogenos del doble enlace H-
16 y H-15, respectivamente. En 5.57 ppm se ubicO la sefial correspondiente al
hidrogeno H-6 base del acetato. En 2.52 y 2.49 ppm se encontraron las sefiales
multiples de los protones H-14 y H-8, respectivamente. En 2.38 ppm se asigno la
sefal de H-1 como una doble de dobles de dobles (J = 12.9, 4.7, 2.9 Hz). En 2.09
ppm se encontré una sefal simple que integré para 3 hidrégenos, y se asigné al
metilo del acetato. Las sefiales de los metilos CHs-20, CHs-17 (d, J = 7.03 Hz),
CHs-19 y CHs-18 se ubicaron en 1.22, 1.12, 0.99 y 0.97 ppm, respectivamente. El
desplazamiento de las sefiales dobles de los hidrogenos H-16 y H-15 sugirié que

la reaccion se llevéd a cabo en el anillo de furano de 5.

AcO

201918

15
16

T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

68



Figura 32. Espectro de RMN de 'H de la 11-oxoespirolactona 53
en CDCIs a 300 MHz.

En su espectro de RMN de 3C (figura 33) se observaron tres sefiales de
carbonilos en 208.2, 173.7 y 170.1 ppm que se asignaron a los carbonos C-11, C-
12 y al carbonilo del acetato, respectivamente. En 143.7 y 110.8 ppm se ubicaron
las sefiales de los carbonos del doble enlace C-16 y C-15, respectivamente. En
69.3 ppm se ubico la sefal del carbono C-6 base del acetato. En 66.6 ppm se
encontrd la sefial del carbono cuaternario de la espirolactona C-13. En 61.8 ppm
se ubico la sefial del carbono C-9. Entre 56.4 y 10.2 ppm se observé el resto de
las sefiales de la estructura. Todas las sefiales de RMN, tanto de *H como de 3C
fueron asignadas con base en los experimentos bidimensionales COSY, HSQC y
HMBC. En base a los resultados obtenidos se propuso la estructura de la
espirolactona 53, obtenida mediante el reordenamiento oxidativo del vouacapano
5. Y que presenta una fusion de tipo espiro entre los anillos C y D, el anillo D
corresponde a una y-lactona y ademas la posicion C-11 se encuentra oxidada a
una cetona. No se observé correlacion entre el proton H-15 con el metilo CHs-17,

por lo que se propuso que el enlace C13-C12 se encuentra a-orientado.
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Figura 33. Espectro de RMN de *3C de la 11-oxoespirolactona 53
en CDCls a 75 MHz.
La espirolactona 6 se obtuvo en forma de sdlido blanco. En su espectro de

RMN de H (figura 34) se observaron en 6.85 y 5.61 ppm dos sefales dobles con
J = 3.6 Hz, correspondientes a los protones vinilicos H-16 y H-15,
respectivamente. En 5.50 ppm se ubico una sefial simple ancha base de acetilo, la
cual por comparacion con la materia prima fue asignada al hidrégeno H-6. En 4.26
ppm se observo una sefial doble de dobles con J = 8.6, 5.4 Hz, correspondiente a
un protén base de oxigeno, la cual fue asignada al hidrogeno H-11. En 2.07 ppm
se ubicd una sefal simple caracteristica del metilo de acetilo. En 1.70 ppm se
observé una sefal doble con J = 5.4 Hz, que fue asignada al proton del OH. Se
observaron tres sefales para metilos terciarios en 1.30, 1.02 y 0.96 ppm
correspondientes a CHs-20, CHs-19 y CH3s-18, respectivamente. Por ultimo, se
localizé en 0.92 ppm una sefal doble con J = 7.8 Hz, que integré6 para 3
hidrogenos, correspondiente al metilo secundario CHs-17. Posteriormente se
realizé el intercambio con agua deuterada (D20), obteniendo su espectro de RMN
de 'H (figura 34, trazo superior), en el cual se observé la simplificacién de la sefial
ubicada en 4.26 ppm, que aparece ahora como una doble con J = 8.6 Hz. La seial
doble que se encontraba en 1.70 ppm se intercambid, por lo que se confirma su
asignacion al grupo hidroxilo. Estos datos fueron corroborados con los reportados

previamente.?®
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H de la espirolactona 6 en CDCls a 400 MHz.
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Oxidacion de 5 con K2Cr207

Continuando con el estudio de la oxidacion de 5 con derivados de cromo se
decidié llevar a cabo la reacciéon con dicromato de potasio, para lo cual 0.1 g de 5
se puso a reaccionar con 0.17 g de dicromato de potasio en AcOH-H20. El crudo
de la reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna, obteniendo puros
los compuestos 53 (25%), 6 (20%) y 49 (10%) (esquema 17).

K2CF207

AcOH-H,0O
1h, ta.

Esquema 17. Oxidacion de 5 con K2Cr207 a temperatura ambiente.

Por otro lado, la reaccion se llevo a cabo con 0.11 g del vouacapano 5y
0.18 g de K2Cr207 en AcOH-H20 en reflujo durante 30 minutos (esquema 18). El
crudo de la reaccidén se separé mediante cromatografia en columna, obteniendo
una fraccién principal en la cual se determiné mediante RMN de !H que se
encontraban en mezcla las 11-oxoespirolactonas epiméricas 53 y 54 (figura 35).

K2C|'207

AcOH-H,0
30 min, reflujo

53

Esquema 18. Oxidacion de 5 con K2Cr207 a reflujo.
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H de la mezcla de los epimeros 53 y 54 en
CDCls a 400 MHz.

No fue posible separar la mezcla de los epimeros 53 y 54 mediante
cromatografia en columna, por lo que para corroborar la estructura de 54 se llevd
a cabo la obtencién de este compuesto a partir de la espirolactona 6. Para ello se
obtuvo 6 mediante la metodologia descrita.?® Una vez identificado 6 se procedié a
llevar a cabo la oxidacion del hidroxilo en la posicion C-11. Posteriormente, la
espirolactona 6 se oxidé con PCC en CH:Cl. a temperatura ambiente (esquema
19). El crudo de la reaccion se purificd mediante cromatografia en columna, para

obtener la 11-Oxoespirolactona 54 con un rendimiento del 86%.
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PCC
CHzclz, 2 h, t.a.

54

Esquema 19. Oxidacion de la espirolactona 6.

La 11-oxoespirolactona 54 se obtuvo en forma de sélido blanco, es su
espectro EIMS mostrd un ion molecular [M-AcO]* de 315 m/z. En su espectro de
RMN (figura 36), se observaron ligeros cambios en los desplazamientos de las
sefales de los protones H-16 y H-15 (d, J = 3.8 Hz), encontrandose ahora en 6.98
y 5.43 ppm, respectivamente, encontrados en 53 en 6.96 y 5.56 ppm. La sefial del
hidrogeno base del acetato H-6, permanecio sin cambios en 5.55 ppm. Los otros
cambios significativos se registraron en las sefiales de los hidrégenos H-8 y H-14
(2.49 y 2.52 ppm, respectivamente en 53), encontrados ahora en 3.17 y 2.64 ppm.
También la sefial de H-9 mostr6 un cambio en el desplazamiento (1.97 ppm para
53), encontrandose para este compuesto en 1.78 ppm. La sefial del metilo CHz-17,
sufrid un ligero desplazamiento a frecuencias menores, ya que se ubicé en 0.98

ppm (1.12 ppm en el epimero 53).
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H de la 13-epi-11-oxoespirolactona 54
en CDCls a 300 MHz.

En el espectro de RMN de 13C (figura 37) también se observaron cambios
significativos en los desplazamientos de algunos carbonos, las sefiales de los
carbonilos de la cetona C-11 y de la lactona C-12 se apreciaron en 207.2 'y 174.7
ppm, respectivamente, (mientras que en el epimero 53 fueron asignadas en 208.2
y 173.7 ppm). Los carbonos del doble enlace (143.7 y 110.8 ppm,
respectivamente, en 53) aparecieron ahora en 144.8 y 109.1 ppm,
respectivamente. La sefal del metilo CHs, C-17 se desplazo a frecuencias altas,

ya que se ubico en 11.9 ppm (10.2 para 53).
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Figura 37. Espectro de RMN de 3C de la 13-epi-11-oxoespirolactona 54
en CDCls a 75 MHz.

La estereoquimica relativa del compuesto 54 se estableci6 en base al
experimento NOESY (figura 38), en el cual se observod la correlacion de la sefial
de la sefial doble del protén H-15 con la sefial doble del metilo CHs-17, por lo que
se propuso que el enlace C13-C-15 se encuentra orientado en posicion a. Ademas
fue posible proponer la estereoquimica de 53 como un epimero en C-13 de 54, ya
gue ambos muestran espectros similares, con cambios en los desplazamientos de

los protones y carbonos cercano a este centro quiral.
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Figura 38. Experimento NOESY de la 13-epi-11-oxoespirolactona 54.
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Reaccion de fotooxidacion

Como se menciono, las reacciones de fotoxidacion de los anillos de furano
cumplen un rol importante en la obtencién de moléculas activas o precursores de
éstas. Ademas cabe mencionar que no existia ningun reporte de este tipo de
reacciones en compuestos de tipo vouacapano, por lo que se llevé a cabo este
estudio, utilizando el vouacapano 5 como materia de partida. Las condiciones
generales de fotooxidacion incluyeron lotes 50 mg de 5 y 3% mol de
fotocatalizador (Ru(bpy)s(PFs)2, Azul de metileno o Eosina), irradiaciones con luz
blanca, bajo atmdsfera de oxigeno o aire, empleando como medios de reaccion
CH3CN, CH2Cl2, acetona, tolueno o THF (esquema 20). En todos los casos se
obtuvieron los mismos productos, a excepcion de aquellas reacciones en las que
se empled THF o tolueno, en las que no hubo conversion de la materia de partida.
Las reacciones se monitorearon mediante cromatografia en capa fina. Los crudos
de reaccion se separaron mediante cromatografia en columna, utilizando gel de
silice como fase estacionaria y mezclas de éter de petréleo-AcOEt como fase

movil en orden creciente de polaridad.

Luz blanca,
O,, catalizador

y =

Disolvente, t.a.

Esgquema 20. Reaccion de Fotooxidacion del 68-acetoxivouacapano (5).

En la tabla 1 se resumen las condiciones de reaccion especificas probadas.
Los primeros ensayos se realizaron utilizando eosina como catalizador y aire u
oxigeno como oxidante, después de dos horas de reaccion se observé mediante
TLC la desaparicion completa de la materia de partida 5; utilizando aire como
oxidante se observd una relacion 57:43 entre las mezclas de diateredbmeros
(55+56):(57+58) en el espectro de RMN de 'H del crudo de la reaccion; sin
embargo, una vez realizada la purificacion se obtuvieron bajos rendimientos
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(entrada 1). Un cambio en el oxidante por oxigeno (entrada 2), se obtuvieron
mejores rendimientos, sin observar cambios en la proporcion de las mezclas. Al
cambiar el fotocatalizador por Azul de metileno se obtuvieron mejores resultados
en el rendimiento de la mezcla de diasteredmeros 55+56, obteniendo resultados
similares en el uso de oxigeno o aire como oxidante (entradas 3 y 4). Sin
embargo, se puede observar que los mejores rendimientos en ambas mezclas de
diasteredmeros se obtuvieron utilizando Ru(bpy)s(PFs)2 como catalizador, y al
igual que en el caso anterior no se observo diferencia en el uso de aire u oxigeno
(entradas 5y 6). La reaccion se ensayo utilizando también CH2Clz y acetona como
disolvente (entradas 7 y 8), en las cuales no se observaron cambios entre las
proporciones de las mezclas de diasteredmeros (55+56):(57+58) en los crudos de
reaccion. La reaccién en tolueno (entrada 9) y THF (entrada 10), no procedio, por

lo que se recuperé solo la materia prima 5.

Tabla 1. Condiciones de fotooxidacion de 5.

Entrada Condiciones Rendimiento? (%) Relacion®
(55+56):(57+58) (55+56):(57+58)

1 Aire, Eosina, CHsCN, 2h 20:12 57:43
2 O, Eosina, CH3CN, 2h 32:17 55:45
3 Aire, Azul de Metileno, CHsCN, 33:17 56:44
2h

4 O, Azul de Metileno, CH3CN, 2h 30:13 60:40
5 Aire, Ru(bpy)s(PFs)2, CHsCN, 2h 34:22 60:40
6 02, Ru(bpy)s(PFs)2, CHsCN, 1h 32:22 59:41
7 02, Ru(bpy)s(PFe)2, CH,Cl, 18h n.d. 56:44
8 O2, Ru(bpy)s(PFs)2, Acetona, 2h n.d. 50:50
9 Aire, Ru(bpy)s(PFe)2, Tolueno, - -

18h
10 Aire, Ru(bpy)s(PFs)2, THF, 18h - -

aRendimiento determinado en mezcla después de la separaciéon cromatogréafica. PDeterminada en
el crudo de reaccion. n.d. = no determinado
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De las cromatografias se obtuvieron dos fracciones principales, la fraccion
A, obtenida en la polaridad de éter de petréleo-AcOEt (9:1) cuyo andlisis de RMN
de 'H mostré la presencia de dos compuestos, mientras que en la polaridad de
éter de petroleo-AcOEt (4:1) se obtuvo la fraccibn B que mostré6 una mezcla de
isdbmeros en el mismo analisis. La fraccion A se purific6 mediante cromatografia
flash, utilizando una mezcla de éter de petroleo-CH2Cl2 (1:2) como eluyente, en las
fracciones 23-32 se obtuvo un sdlido blanco que mostré un ion molecular [M-H] de
375.2181 m/z (calculado para C22H310s 375.2177), por el método HR-ESI-FTMS.
En su espectro de RMN de 'H (figura 39), se observd la desaparicion de las
sefales del furano de 5, por lo que se confirmd que la reaccién se llevé a cabo en
este anillo. Se observo en 5.55 ppm una sefial doble con J = 2.3 Hz, la cual se
asigné al hidrégeno del epoxido H-16. En 552 ppm se ubicé la sefal
correspondiente al hidrégeno base del acetato H-6. En 3.61 ppm se encontro la
sefal doble con J = 2.3 Hz correspondiente al hidrogeno del epdxido, H-15. La
sefal del metino H-14 se asigné en 2.63 ppm como una sefial quintuple con
constante de acoplamiento de 7.5 Hz. En 2.20 ppm fue asignada la sefial del
metino H-8 como una sefial mdltiple. Las sefiales de los hidrégenos H-11 y H-11’
se ubicaron en 1.96 y 1.55 ppm, respectivamente. Mientras que 2.06, 1.17, 1.00,
0.96 y 0.92 ppm se ubicaron las sefales correspondientes a los metilos de la
estructura, CHsz-OAc, CHs-20, CHs-19, CHs-18 y CHs-17, respectivamente.

80



AcO

20| 19
18
17

13
16 15 n'? |s
6 ,
14 17 9 2 3 w
N

T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm

Figura 39. Espectro de RMN de 'H de la epoxi-espirolactona 55
a 300 MHz en CDCls.

En su espectro de RMN de 13C (figura 40) se observaron 21 sefiales, en
178.2 y 170.3 ppm dos sefiales de carbonos carbonilicos, que se asignaron al
carbonilo de la lactona C-12 y al carbonilo del acetato, respectivamente. En 78.0
ppm se observo la sefal correspondiente al carbono del epdéxido C-16. En 70.1
ppm se asigno la sefial correspondiente al carbono base del acetato C-6. En 59.8
ppm aparecio una nueva sefial de carbono base de oxigeno que fue asignada al
carbono del epéxido C-15. La sefial caracteristica del carbono C-5 se encontré en
56.3 ppm. En 55.3 ppm se encontr6 ahora la seial correspondiente a C-9. En 54.6
ppm se observo la presencia de un carbono cuaternario asignado a C-13. El resto
de las sefiales de carbono se ubicaron entre 44.2 y 12.3 ppm, encontrandose las
sefales de C-8 y C-10 traslapadas en 37.5 ppm. La asignacion total de los
espectros de RMN de 'H y 13C se llevé a cabo mediante los experimentos en dos
dimensiones COSY, HMQC y HMBC.
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Figura 40. Espectro de RMN de 3C de la epoxi-espirolactona 55
a 75 MHz en CDCls.

La ausencia de las sefales del furano, asociado con la aparicion de las
sefales correspondientes a los protones y carbonos del epoxido, asi como la
presencia de una sefal de carbono cuaternario en 54.6 ppm indicaron la
epoxidacion y espirolactonizacion del vouacapano 5 para obtener la estructura de

la epoxi-espirolactona 55.

La estereoquimica relativa de este compuesto se propuso en base al
experimento bidimensional NOESY (figura 41), en el cual se observé la correlaciéon
espacial del hidrégeno H-15 con los hidrégenos del metilo CHs-20, H-8, asi como
uno de los hidrogenos del metileno CH2-11, lo que indicé que el enlace C-13/C-15

presenta estereoquimica S.
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Figura 41. Espectro NOESY de la epoxi-espirolactona 55.

La estructura del compuesto 55, asi como la estereoquimica absoluta se
establecié mediante difraccion de rayos X (figura 42), en la cual se pudo observar
la orientacién a del enlace C-13/C-12, B para el enlace C-13/C-15, asi como una

orientacion espacial a para el oxigeno del epoxido.
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Figura 42. Diagrama de rayos X de la epoxi-espirolactona 55.

continuando con la cromatografia de la fraccién A, en la fracciones 37-45 se
obtuvo el segundo compuesto, en forma de soélido blanco, el cual mostré un ion
molecular de 399.2135 m/z [M+Na]*, calculado para una formula molecular
C22H320s5 + Na* de 399.2142. Este compuesto mostrdé un espectro de RMN de 'H
similar al del compuesto 55 (figura 43). Las sefiales correspondientes a los
hidrégenos del epoxido H-16 y H-15 se observaron en 556 y 3.53 ppm,
respectivamente. En 5.51 ppm se asigno la sefial del hidrogeno base de acetato
H-6. La sefal del hidrégeno metinico H-8 se desplaz6 a frecuencia alta,
encontrandose ahora en 2.48 ppm, mientras que la sefial de H-14 se desplazé a
frecuencia baja ubicandose en 2.35 ppm. Los otros cambios fueron observados en
el desplazamiento de las sefiales correspondientes a los hidrogenos H-11 y H-11’
gue ahora se ubicaron en 1.84 y 1.72 ppm, respectivamente, asi como en el
desplazamiento del metilo CHs-17, que se asign0 para este compuesto en 1.05

ppm. El resto de las sefiales permanecieron sin cambios significativos.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H de la epoxi-espirolactona 56
a 300 MHz en CDCls.

En el espectro de RMN de 3C (figura 44) también se observaron cambios
en los desplazamientos de algunas sefiales en comparacion con el compuesto 55,
el carbonilo de la lactona C-12 se desplaz6 a frecuencia alta observandose en
180.7 ppm. El carbono del epdxido C-15 se encontrd para este compuesto en 57.4
ppm. La sefial del carbono cuaternario de tipo espiro C-13 se desplaz6 a
frecuencia alta, ubicado en 55.4 ppm; el resto de las sefiales de la estructura no
mostraron cambios significativos, por lo que se propuso la estructura del

compuesto 56, que es un diasteredmero del compuesto 55.
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Figura 44. Espectro de RMN de 3C a 75 MHz de la

epoxi-espirolactona 56 en CDCls.

La estereoquimica de este compuesto se asigndé como S para el enlace C-
13/C-12, asi como para el oxigeno del epdxido; mientras que el enlace C-13/C-15
se asignd en posicién a, dada su correlacién con el compuesto 55. Cabe resaltar
que compuestos con este esqueleto han sido reportados de fuentes naturales,2-64
asi como mediante oxidaciéon quimica del esqueleto de vouacapano con AMCPB,3’
sin embargo las estructuras diastereoméricas 55 y 56 corresponden a nuevos

compuestos.

Por otro lado, la fraccion B se purific6 mediante cromatografia flash,
utilizando una mezcla de éter de petrdleo-éter dietilico (7:3) como fase mévil. En
las fracciones 28-33 se obtuvo una miel incolora que mostré un ion molecular de

399.2139 m/z [M+Na]* correspondiente con la formula molecular C22H320s + Na*
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(calculado 399.2142). En su espectro de RMN de 'H (figura 45) se observé en
5.44 ppm la sefial multiple del hidrogeno base del acetato H-6. En 2.84 se
observaron las sefales del sistema AB (J = 18.9 Hz) del metileno CH2-15. En 2.31
ppm se encontré una sefal doble de dobles con J = 15.8, 8.3 Hz, asignada a H-11.
En 2.17 ppm se encontraron traslapadas las sefiales de los hidrogenos H-14 y H-
11°. En 2.06 ppm se ubicé una sefial multiple para el hidrégeno H-8. Mientras que
las sefales de los metilos se apreciaron en 2.03 (3H, s, CH3-OAc), 1.16 (3H, s,
CHs-20), 0.99 (3H, s, CHs-19), 0.96 (3H, d, J = 7.3 Hz, CH3-17), 0.95 (3H, s, CHs-
18).
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H de la epoxilactona 57 a 300 MHz en CDCla.

En su espectro de RMN de 3C (figura 46) se observaron en 173.4 y 170.5
ppm dos sefiales para carbonilos, las cuales se asignaron al carbonilo de la
lactona C-16 y al carbonilo del acetato, respectivamente. En 89.3 ppm se ubicé

una sefal de carbono cuaternario base de oxigeno que se asigno al C-12. En 69.3
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ppm se encontrd la sefial del carbono base del acetato C-6. En 65.1 ppm se
observo otra sefial de un carbono cuaternario base de oxigeno, establecida como
C-13. El resto de las sefales se encontraron entre 55.8 y 10.9 ppm. Tanto las
sefales de carbono como de proton fueron asignadas en base a los espectros de
RMN en dos dimensiones COSY, HMQC y HMBC.
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Figura 46. Espectro de RMN de 3C de la epoxilactona 57 a 75 MHz en CDCls.

Con base en los datos de RMN se propuso la estructura de la epoxilactona
57, la cual presenta un carbonilo en posicion C-16, asi como una funcion epéxido
en las posiciones C-12/C-13. No se encontraron datos reportados para este

compuesto, por lo que se trata de una nueva estructura.
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Continuando con la cromatografia de la fraccion B, en las fracciones 37-45
se obtuvo el segundo compuesto en forma de sélido blanco que mostrdé un ion
molecular de 399.2139 m/z [M+Na]*, correspondiente con la férmula C22H320sNa*
(calculado 399.2142). En su espectro de RMN de 'H (figura 47) se observd en
5.47 ppm una sefial simple ancha correspondiente al hidrogeno H-6 base de
acetato. En 3.04 y 2.69 ppm se encontraron las sefales dobles del sistema AB del
metileno CH2-15. En 2.52 ppm se apreci0 una sefial doble de dobles
correspondiente al hidrégeno H-11. En 2.27 ppm se observo la sefal quintuple del
H-14. Los metilos de la estructura se localizaron en 2.07 (3H, s, CH3-OAc), 1.21
(3H, s, CHs-20), 1.03 (3H, s, CHs-19), 1.00 (3H, s, CHs3-18), 0.98 (3H, d, J = 7.2
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Figura 47. Espectro de RMN de 'H de la epoxilactona 58 a 300 MHz en CDCls.
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En su espectro de RMN de 3C (figura 48) se ubicaron en 173.4 y 170.5

ppm las sefales de los carbonilos de la estructura C-16 y AcO, respectivamente.

En 90.8 y 64.7 ppm se observaron las sefiales de los carbonos cuaternarios del

epoxido C-12 y C-13, respectivamente. El resto de las sefiales se encontraron

entre 54.7 y 10.8 ppm. Tanto las sefiales de carbono como de proton fueron

asignadas en base a los datos de RMN en dos dimensiones.
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Figura 48. Espectro de RMN de *3C de la epoxilactona 58 a 75 MHz en CDCla.

Con base en los datos de RMN se propuso que la estructura 58, el cual es

un diasteredmero de 57. Esta estructura asi como su estereoquimica se confirmé

mediante difraccion de rayos X (figura 49) en la que se observo la orientacion a del

oxigeno del epoxido, y en base a estos datos se determind también la

estereoquimica de 57. No se encontraron reportes en la literatura de 58 por lo que

este compuesto también es novedoso.
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Figura. 49. Diagrama de rayos X de la epoxilactona 58.

En el mecanismo de reaccion propuesto (esquema 21), la primera etapa
consiste en la adicion [4+2] del oxigeno sobre el anillo de furano, para obtener los
correspondientes endoperdxidos 62 (adicion por ambas caras del furano), seguida
de la ruptura homolitica del enlace O-O para formar el dirradical 63, el cual puede
reaccionar de dos formas. Si se sigue la reaccion por la via a, el doble enlace C-
13/C-15 se rompe homoliticamente reaccionando con el radical oxigeno de la
posicion C-16 para generar el epoxido en C-15/C-16, y generando la estructura
dirradicalaria 64 en la cual el enlace C-11/C-12 sufre una ruptura homolitica,
reaccionando uno de los electrones con el oxigeno radical para formar el
carbonilo, y el otro electrén interacciona con el radical en C-13 para formar el
nuevo enlace C-12/C-13; obteniendo de esta manera los compuestos de tipo
espiro 55 y 56. Por otro lado, si la reaccién sigue la via b, el doble enlace se
rompe de manera homolitica, reaccionando con el radical oxigeno en C-12 para
formar el epoxido C-12/C-13, y un el carbono radical C-15 65. En este caso el
hidrégeno de la posicion C-16 migra como radical hacia C-15 y el radical oxigeno
reacciona con el otro electron del enlace C-H para formar el carbonilo, con lo que

se obtienen los diastereémeros 57 y 58.
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Esquema 21. Mecanismo propuesto para la reaccion de fotooxidacion de 5.
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Oxibenzoilacién del benzofurano 9

Cassanos de tipo vouacapano funcionalizados en las posiciones C-6 y C-7
presentan actividades biolégicas interesantes,®”%° por lo que se decidi6 llevar a
cabo la funcionalizacion del benzofurano 9, aprovechando la funcionalizacién que
presenta naturalmente el vouacapano en la posicion C-6 y utilizando
organocatalizadores en la reaccidén. En este caso la primera etapa consistié en la
obtenciéon del benzofurano 9 de acuerdo a la metodologia descrita.?® Una vez
obtenido el compuesto 9 se llevd a cabo la hidrdlisis del grupo acetato de la
estructura. Para lo cual el benzofurano 9 se tratd bajo condiciones de hidrélisis con
hidruro de litio y aluminio en THF anhidro, en agitacion, bajo atmosfera de argon

durante 30 minutos (esquema 22).

LiAIH,

THF, Ar,
30 min., t.a.

Esquema 22. Hidrdlisis del benzofurano 9.

La presencia del 6-hidroxibenzofurano 59 de confirmé mediante el analisis
de RMN de 'H del crudo de la reacciéon (figura 50) en el cual se observé el
desplazamiento del hidrogeno H-6 a frecuencias bajas, encontrdndose ahora en

4.80 ppm, siendo en esta caso base de hidroxilo.

93



17 20| 19 18
16
11 5
15
7.7 3|,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 7.0 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2
ppm

Figura 50. Espectro de RMN de 'H del hidroxibenzofurano 59
en CDCIs a 400 MHz.

La siguiente etapa de reaccion consistié en la oxidaciéon de 59 con PCC en
CH2Cl2 (esquema 23) en agitacién a temperatura ambiente durante una hora. El

crudo de la reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna, para obtener

la cetona 60.
0
PCC
CH2C|2, 1h, t.a.
“ OH
59

Esquema 23. Oxidacion del hidroxibenzofurano.

94



La cetona 60 mostr6 un ion molecular [M+H]* de 297.1852 m/z, calculado
para C2oH2402+H de 297.1855 por el método. En su espectro de RMN de H
(figura 51) se observaron las sefiales de los protones aromaticos en 7.60, 7.40 y
6.77 ppm para H-16, H-11 y H-15, respectivamente. En 3.69 y 3.50 ppm se
ubicaron las sefiales dobles (J = 21.6 Hz) del metileno CH2-7. En 2.48 ppm se
ubicé una sefal simple que se asigno el protén H-5, el desplazamiento de esta
sefal, junto con las del metileno CH2-7, asi como la ausencia de la base del
hidroxilo sugirieron la obtencion del producto 60 oxidado en C-6.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H de cetona 60 en CDClz a 300 MHz.

Mediante su espectro de RMN de *3C (figura 52) se confirmé la oxidacion

del hidroxilo en posicion 6, ya que se observé una sefial para carbonilo de cetona
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en 209.7 ppm, que se asigndé a C-6. Ademas se observo el desplazamiento a
frecuencia alta de los carbonos C-5y C-7, que se encontraron en 62.2 y 43.2 ppm,

respectivamente.
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Figura 52. Espectro de RMN de 3C de la cetona 60 en CDClz a 75 MHz.

Una vez confirmada la obtencién del compuesto 60, se llevo a cabo la
oxibenzoilacion de este compuesto, para lo cual se traté con peroxido de benzoilo,
utilizando L-prolina como catalizador y 1-(2-(dimetilamino)etil)-3-fenilurea como
cocatalizador, en acetonitrilo en agitacion a temperatura ambiente (esquema 24).
Después de una semana se observd poca reaccion y que ya no habia avance en
ésta, por lo que se extrajo y el crudo se purific6 mediante cromatografia en
columna, de la cual se recuperé la materia prima 60, asi como el derivado

oxibenzoilado 61 en bajo rendimiento.
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BPO
L-prolina
CH3;CN,1 seman, t.a.

Esquema 24. Reaccion de oxibenzoilacion de la cetona 60.

El compuesto oxibenzoilado en posicion C-7 61 se obtuvo en forma de miel
incolora y se confirmé su obtencién mediante su espectro de RMN de H (figura
53), en el cual se observaron en 8.04, 757 y 7.42 ppm las sefiales
correspondientes a los protones del benzoato. Mientras que las sefales
aromaticas del vouacapano H-16, H-11 y H-15, se encontraron en 7.62, 7.45 y
6.78 ppm, respectivamente. En 6.29 ppm se ubicé la nueva sefial de hidrogeno
base de benzoato, asignada al hidrogeno H-7. En 3.24 se encontré la sefal del
hidrégeno H-5. Los metilos de la estructura se observaron en 2.42, 1.43, 1.27 y
0.89 ppm, CHs-17, CHs-20, CHs-19 y CHs-18, respectivamente.
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Figura 53. Espectro de RMN de 'H del benzoato 61 en CDClz a 200 MHz.

Debido al bajo rendimiento obtenido, no fue posible determinar los
espectros de RMN de *3C, asi como los bidimensionales. Por lo que la estructura
se elucid6 en base al espectro de RMN de 'H, mediante el andlisis de los
desplazamientos quimicos y en base también a las integrales de las sefiales
obtenidas. Cabe resaltar que es necesario continuar con este estudio, realizando
pruebas de oxidacién en la posicibn C-7 a al carbonilo, utilizando otros agentes
oxidantes, asi como obtener suficiente cantidad del compuesto 61 para realizar la
caracterizacion espectroscopica completa, asi como determinar la configuracion

del nuevo centro estereogénico generado.
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Ensayos de viabilidad

Los diterpenos de tipo cassano han mostrado diversas actividades
biolégicas destacando la actividad anticancerosa.®®¢’ de las semillas de
Caesalpinia minax se aislaron 14 diterpenos de tipo cassano, de los cuales los
compuestos 66 y 67 mostraron moderada actividad citotoxica en las lineas
celulares HepG-2, K562, HelLa, y DU-145,%* mientras que los compuestos 68 y 69

presentaron buena actividad citotéxica frente a diferentes lineas celulares.586°

Figura 54. Cassanos citotoxicos.

En base a lo anterior se realizaron pruebas de viabilidad celular del 63-
acetoxivouacapano (5), asi como de los derivados semisintéticos 6 y 9, se utilizd
como control positivo una mezcla de los compuestos 68 y 69, y como controles
negativos se utilizaron células tratadas con DMSO al 1% vy células sin
tratamientos. Las concentraciones utilizadas de los compuestos fueron: 1.5625
ug/mL, 3.125 pg/mL, 6.25 pg/mL, 12.5 yg/mL, 25 pg/mL, 50 yg/mL y 100 pg/mL.

Células MCF-7

Las células MCF-7 se cultivaron en medio F12-Ham adicionado con 5% de
Suero Fetal Bovino y 5% de Suero de Ternera, a 37 °C, en atmésfera de 5% de
CO2, cambiando el medio regularmente para mantener viables las células hasta
obtener una confluencia del 80%. Una vez alcanzada la confluencia del 80%, se
sembraron en promedio 10000 células por pozo en placa de 96 pozos. Las células
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se mantuvieron 24 horas con medio completo para su estabilizacion,
posteriormente se le cambio el medio, adicionando 100 yL de medio incompleto.
Después de 24 horas se cambié nuevamente el medio, adicionando en este caso
90 uL de medio y 10 uL de los tratamientos correspondientes. Las células se
incubaron por 24 horas a 37 °C, en una atmdésfera de 5% de CO2. Pasadas las 24
horas de tratamiento, se cambid nuevamente el medio, se adicionaron 10 yL de
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), se incubaron
nuevamente a 37 °C durante 4 horas, posteriormente se adicionaron 100 yL de
mezcla de isopropanol-HCI 1M (19:1), se dejaron las placas en reposo por 30

minutos y posteriormente se realizo la medida de las absorbencias.

En cuanto a los resultados obtenidos, se determind que estos los
compuestos 5, 6 y 9 presentaron valores de ICso entre 6 y 14.9 ug/mL, siendo el

mas activo el producto natural 5 (grafico 1, tabla 2).
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Grafico 1. Efecto de los diferentes compuestos sobre la linea celular MCF-7.
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Tabla 2. Valores de ICso obtenidos de los ensayos de viabilidad celular para las

células MCF-7.
Compuesto ICs0 en pg/mL
6B-acetoxivouacapano (5) 6.01 £ 0.45
Espirolactona 6 14.94 £ 0.49
Benzofurano 9 9.17 + 0.89
Mezcla de cassanos 68 y 69 3.27 £ 0.78

En la figura 55 se pueden observar imagenes de la actividad que presentan
estos compuestos en las células a 25 pg/mL. Donde para el vouacapano 5 se
puede observar la mayoria de las células muertas (figura 55, imagen A), mientras
que para la espirolactona (imagen B) y el benzofurano (imagen C) se pueden
apreciar todavia células viables.

Figura 55. Actividad citotéxica de los compuestos A) 68-acetoxivouacapano (5), B)

espirolactona 6 y C) benzofurano 9, a 25 ug/mL en células MCF-7.

Células HL-60

Las células HL-60 se cultivaron en medio RPMI adicionado con 10% de
Suero Fetal Bovino, a 37 °C, en atmésfera de 5% de CO2, cambiando el medio
regularmente para mantener viables las células hasta obtener una confluencia del
80 %. Una vez alcanzada la confluencia del 80%, se cambi6 el medio a las células
por RPMI incompleto y se incubaron por 24 horas, posteriormente se sembraron
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en promedio 20000 células por pozo en placa de 96 pozos, con 90 pL de medio
incompleto fresco y 10 uL de cada tratamiento de los compuestos ensayados. Las
células se incubaron por 24 horas a 37 °C, en una atmosfera de 5% de COa.
Pasadas las 24 horas de tratamiento, se adicionaron 10 yL de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), se incubaron nuevamente a 37 °C
durante 4 horas, posteriormente se adicionaron 100 yL de mezcla de isopropanol-
HCI 1M (19:1), se dejaron las placas en reposo por 30 minutos y posteriormente

se realiz6 la medida de las absorbencias.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los valores de ICso se encontraron
entre 4 y 18.8 pg/mL (grafico 2, tabla 3), siendo mas activo el compuesto natural 5,
el cual ademas presentd mayor selectividad por las células HL-60. Por otro lado se
pudo apreciar que el benzofurano 9 no mostré selectividad por alguna de las
lineas celulares ensayadas, mientras que en el caso de la espirolactona 6 mostré

selectividad por las células MCF-7.
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Grafico 2. Efecto de diferentes cassanos sobre linea celular HL-60.

102



Tabla 3. Valores de ICso obtenidos de los ensayos de viabilidad celular para las

células HL-60.
Compuesto ICs0 en pg/mL
6B-acetoxivouacapano (5) 4.04 £ 0.01
Espirolactona 6 9.67 £0.32
Benzofurano 9 18.79 £ 0.35
Mezcla de cassanos 68 y 96 1.71+£0.25

En la figura 56 se pueden observar imagenes de la actividad que presentan
estos compuestos en las células HL-60 a 25 yg/mL. Donde para el vouacapano 5
(figura 56 A) se puede observar restos, mientras que para la espirolactona 6

(figura 56 B) y el benzofurano 9 (figura 56 C) se pueden apreciar todavia células

viables.

Figura 56. Actividad citotdxica de los compuestos A) 63-acetoxivouacapano (5), B)

espirolactona 6 y C) benzofurano 9, a 25 yg/mL en células HL-60.
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CONCLUSIONES
Mediante el tratamiento oxidativo del 6B-acetoxivouacapano (5) con DDQ
en CH2Cl2 o CH3CN se obtuvieron tres productos, el benzofurano 9 reportado

previamente, asi como dos nuevos derivados, el dimero 46, y la lactona 47.

La adicion de agua en la reaccion de oxidacion del derivado natural 5 con

DDQ, lleva a la formacién de la lacona 47, asi como un nuevo aldehido 48.

El tratamiento del 6B3-acetoxivouacapano (5) con DDQ en THF/H20 generé

el aldehido 48 como unico producto.

Del tratamiento del aldehido 48 con DDQ en CH2CIl2/HCI se obtuvo como
producto mayoritario el benzofurano 9, por lo que se propone que 48 es un

intermediario en esta reaccion.

Los mejores rendimientos en la oxidacion con DDQ se obtuvieron utilizando
CH2Cl2-HCIl y THF-H20 como disolventes de reaccion, ya que conducen a la

formacién de un Unico derivado en cada una de ellas.

En la reaccién de oxidacion de 5 con AMCPB se aislé como Unico producto

la lactona 49.

La reaccion de acetilacion de la lactona 49, produjo dos productos
principales, el derivado diacetilado 50, asi como la lactona 47, formada por la

deshidratacion de 49.

De la reaccion de 5 con CrOs se obtuvieron seis compuestos, los
dinorcassanos 51 y 52, la oxoespirolactona 53, la lactona 47, la espirolactona 6,

asi como la lactona 49.

En la reaccion del vouacapano 5 con K2Cr207 a temperatura ambiente, se
aislaron tres productos principales, la oxoespirolactona 53, la espirolactona 6 y la
lactona 49; mientras que con el mismo agente oxidante a temperatura de reflujo se

obtuvo la mezcla de las oxoespirolactonas 53 y 54.
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La determinacion de la estructura, asi como de la configuracion relativa del
compuesto 54 se realizd llevando a cabo la oxidacion de la espirolactona 6 con

PCC, la cual produjo como unico producto a 54.

Mediante la fotooxidacion del 63-acetoxivouacapano 5 se obtuvieron cuatro

nuevas epoxilactonas 55-58.

Los mejores rendimientos en la reaccién fueron obtenidos utilizando
Ru(bpy)s(PFs)2, en los cuales no hubo variacién en cuanto al cambio de agente

oxidante.

Este es el primer reporte de fotooxidacion en el anillo de furano de un

vouacapano.

Las estructuras asi como la configuracion absoluta de los compuestos 46,

50, 55 y 58 se confirmaron mediante difraccion de rayos X.

El mayor grado de oxidacién en 5 se obtuvo en la reaccioén con CrOs, ya
gue es en la que se genera el mayor numero de productos, y ademas en esta

reaccion se llevé a cabo la pérdida de carbonos en la estructura natural 5.

La funcionalizacion del benzofurano 9 en la posicion C-7 se realiz6 en
cuatro etapas, en las cuales se obtuvieron los nuevos derivados 59 y 60.
Posteriormente, la reaccion de oxibenzoilacion de la cetona 60 condujo al producto
61, el cual presenta un benzoato en posicion C-7, este compuesto se obtuvo en

bajo rendimiento y mucho tiempo de reaccion.

Los compuestos 5, 6 y 9 presentaron moderada actividad frente a células

MCF-7 y HL-60, siendo mas activo el vouacapano natural 5.
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PERSPECTIVAS

Continuar con los estudios de oxibenzoilaciébn del benzofurano 9, para
obtener cantidad suficiente del derivado 61, para determinar su configuracion

absoluta. Realizar las reacciones de oxibenzoilacion y aminoxilacion del

vouacapano 5.

Determinar la actividad citotéxica de los productos obtenidos en este

trabajo.
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