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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el aislamiento del 64-acetoxivouacapano (6)
aislado de la especie Coulteria platyloba, asi como, de un nuevo vouacapano, el acido (-) -
(4R,5R,6R,8S,9S,10R,14R)-6-((E)-p-cumaril-oxi)-18-vouacapanoico (59) aislado de la
especie Coulteria velutina. A partir de estos productos naturales, se prepararon derivados
mediante reacciones de hidrélisis, oxidacion, deshidratacion y reordenamiento. La
exploracion de estas reacciones permitio conocer, acerca del comportamiento reactivo de este
tipo de estructuras y de cémo las funcionalidades presentes en cada una modifican este
comportamiento. Las estructuras se elucidaron mediante RMN de una y dos dimensiones; se
obtuvieron 10 nuevos compuestos, asi como, 9 previamente reportados. Ademas, se
determind la configuracion absoluta de los compuestos 59 — 63 mediante dicroismo circular
vibracional (DCV).

Adicionalmente, en este trabajo se realizaron ensayos para evaluar la actividad
antiproliferativa del novedoso producto natural 59, utilizando las lineas celulares Hela,
(adenocarcinoma cervical humano), MDA-MB-231 (cancer de mama), Caco-2

(adenocarcinoma de colon caucasico) y NIH/3T3 (fibroblastos embrionarios de raton).

— Coulteria platyloba

“ OR

6: R=Ac 19:R=Ac
47:R=H 51: R=H
52: R=CHO 54: R = CHO



- Coulteria velutina

59:R=H 59b 61: R = CH,OH 63
60: R = Me 62: R = COOH

Palabras clave: Coulteria, vouacapanos, reordenamiento molecular, DCV.



ABSTRACT

In the present work, we report the isolation of 64-acetoxyvouacapane (6) isolated from the
species Coulteria platyloba, as well as a new (-)-(4R,5R,6R,8S,9S,10R,14R)-6-[(E)-p-
coumaroyloxy]vouacapan-18-oic acid (59) obtained from the species Coulteria velutina.
From these natural products, derivatives were prepared by hydrolysis, oxidation,
aromatization, dehydration and rearrangement reactions. The exploration of these reactions
in the structure of vouacapanes allowed us to learn more about the reactive behavior of this
type of structure and how the functionalities present in each one modify this behavior. The
structures were elucidated by one- and two-dimensional NMR; 10 new compounds were
obtained, as well as 9 previously reported ones. In addition, the absolute configuration of the
new natural vouacapane 59 and its derivatives (59-63) was determined by vibrational circular
dichroism (VCD).

In addition, assays to evaluate the cytotoxic activity of the novel natural product 59
were performed, using HelLa (human cervical adenocarcinoma), MDA-MB-231 (breast
cancer), Caco-2 (Caucasian colon adenocarcinoma) and NIH/3T3 (mouse embryonic

fibroblast) cell lines.
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- Coulteria velutina

59:R=H 59b 61: R = CH,OH 63
60: R = Me 62: R = COOH

Key words: Coulteria, vouacapane, molecular rearrangement, VCD.

vii



INTRODUCCION

Las plantas son laboratorios quimicos especializados en la biosintesis de metabolitos
secundarios, estos metabolitos, constituyen la base de varios farmacos comerciales y remedios
herbales, hasta la fecha, mas del 30% de los medicamentos proceden directa o indirectamente

de productos naturales (PNs) (Schwachtje et al., 2018).

Los metabolitos secundarios aportan un valor agregado por lo que no solo son
importantes para la industria alimentaria y farmacéutica, sino que también, son valiosos para la

industria perfumeria, cosmética y agricola (Twaij & Hasan, 2022).

El grupo més grande y diverso de compuestos naturales que se encuentran en las plantas
son los terpenos. Se pueden clasificar segun el nimero de unidades de isopreno, siendo los mas
comunes los monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), triterpenos (Cso),
tetraterpenos (Cao) y politerpenos.

Los diterpenoides son biosintetizados por plantas, animales y hongos; exhiben diversas
actividades bioldgicas y farmacoldgicas. Algunos de estos compuestos han sido ampliamente
utilizados para fines clinicos y son medicamentos disponibles en el mercado (Wang et al., 2019).

Caesalpinia L. es uno de los géneros mas importantes de la familia Fabaceae; incluye
arbustos, arboles y trepadoras lefiosas distribuidas en zonas tropicales y subtropicales con

importancia medicinal, horticola y econdmica ( Torres-Colin & Saynes-Vasquez, 2020).

En los Gltimos 35 afios se han presentado dudas persistentes sobre la delimitacion del
género (Gagnon et al., 2013). Pero estudios recientes (Gagnon et al., 2016), han demostrado la
no monofilia de algunos de ellos y la necesidad de una nueva clasificacion genérica.
Actualmente, se clasifica en 21 géneros (Van-Lume et al., 2017). Sin embargo, en términos
fitoquimicos algunas especies del género Caesalpinia, han sido reclasificadas y son la fuente
principal de terpenos de tipo cassano, norcassano y vouacapanos (Figura 1). Esta clase de
compuestos, han presentado atribuciones farmacol6gicas como antimicrobianos (Sudhakar et

al., 2006), citotoxicos (Palasap et al., 2014) y antimalaricos (Kalauni et al., 2006), entre otras.



Cassano Norcassano Vouacapano

Figura 1. Esqueleto base de diterpenos comunmente aislados del género Caesalpinia.

Las especies vegetales que se tomaron en consideracion en la presente investigacion
han sido reclasificadas, Caesalpinia platyloba y Caesalpinia velutina pertenecen ahora al
género Coulteria (Gagnon et al., 2013). A partir de especies de los géneros Poinciana y
Coulteria se han aislado cassanos de tipo vouacapano funcionalizados con grupos alcoholes y
ésteres (1-6) (Figura 2), que pueden dar paso a las exploraciones en su reactividad (Gomez-
Hurtado et al., 2013; Maurya et al., 2012; Ragasa et al., 2002).

1R=H 4R,=H;R,=Bz 6
2R=O0H 5R;=Bz R,=H
3R=0Bz
Figura 2. Vouacapanos funcionalizados con grupos hidroxilo y ésteres.

Este tipo de compuestos han demostrado ser moléculas bioactivas para el tratamiento
de diversas enfermedades en las cuales destaca, la actividad citotoxica que exhiben tanto los
metabolitos secundarios aislados, como, los derivados semisintéticos que se preparan a partir de

estos.

Las modificaciones quimicas a moléculas bioactivas permiten la obtencion de nuevas
estructuras que tengan mayor actividad que el producto natural, menor toxicidad, mas

solubilidad y mayor biocompatibilidad (Vivek et al., 2023).

Los reordenamientos quimicos agrupan una amplia clase de reacciones organicas donde

el esqueleto base de una molécula se reorganiza para dar un isomero estructural de la molécula



original; son reacciones de primera eleccion en la busqueda de poblar el universo quimico, ya

gue estos, permiten la obtencion de productos con esqueletos distintos a la materia de partida.

En la presente investigacion se reporta el aislamiento de vouacapanos a partir de los
extractos de C. velutina y C. platyloba, asi como, la preparacién de derivados producto de
variables condiciones de reaccién que favorezcan los reordenamientos quimicos y su

exploracién citotoxica.



ANTECEDENTES

Los organismos vivos producen miles de estructuras diferentes de compuestos organicos de bajo
peso molecular. Algunos no tienen ninguna funcion aparente en los procesos bésicos de
crecimiento y desarrollo y se han denominado histéricamente productos naturales o metabolitos

secundarios.

Los terpenos, también conocidos como terpenoides o isoprenoides, son el mayor grupo
de productos naturales, de las cuales, muy pocas se han investigado desde una perspectiva
funcional (Gershenzon & Dudareva, 2007). La mayoria de estos compuestos tienen una fuerte
tendencia lipofilica, son solubles en disolventes organicos y contienen atomos de carbono

asimétricos con rotaciones dpticas.

La quimiodiversidad de los compuestos terpénicos, asi como, el continuo avance en los

procesos industriales hace que sus aplicaciones sean cada vez mas amplias.

En la industria farmacéutica, los terpenos se utilizan principalmente como nuevos
medicamentos contra el cancer (Figura 3). Por ejemplo, el elemeno 7 es un compuesto natural
contra el cancer con efectos secundarios toxicos menores, inhibe el cancer de pulmon, higado,
nasofaringeo y tumores cerebrales (Fan et al., 2023). El paclitaxel (8) es un agente antitumoral
que se emplea para el tratamiento de algunos tipos de cancer debido a su capacidad de inhibir
la multiplicacion de las células tumorales (Wani et al 1971; Chavez et al., 2019). También son
utilizados como antimicrobianos, antivirales, analgésicos, antiinflamatorios, antifungicos,

antiparasitarios, entre otras actividades.

7
Elemeno Paclitaxel
Figura 3. Productos naturales utilizados para el tratamiento contra el cancer.



Coulteria platyloba

Conocida como palo colorado, coral o frijolillo; es una especie representativa del
bosque tropical caducifolio de México. Ha sido utilizada para distintos fines, entre ellos como
madera, forraje, cerca viva, postes, varas, sombreo, purga para animales y almacenamiento de
carbono (Gutiérrez-Vazquez, et al., 2020). Pertenece a la familia Fabaceae y presenta sinonimia
con Caesalpinia platyloba (S. Watson) (Vilarifio Pavia, 2022). Es un arbol o arbusto de 4 a8 m
de alto con hojas bipinadas, flores amarillas y fruto de 6-13 cm de largo. Las semillas de color
café verdoso tienen forma suborbicular lenticular. La especie habita principalmente en la costa
del pacifico de México, desde Sonora hasta Oaxaca (Sanchez-Soto et al., 2016). Las
investigaciones quimicas de la especie han permitido el aislamiento de diterpenos de tipo
cassano (6, 9 y 10) (Figura 4), siendo el 64-acetoxivouacapano (6) el compuesto mayoritario
(Gomez-Hurtado et al., 2013).

Figura 4. Cassanos aislados de C. platyloba.

Coulteria velutina

Especie comunmente conocida como chaperno blanco, aripin, palo colorado. Nativa de
las zonas secas subtropicales de México, es un arbol caducifolio de tamafio mediano que llega
a medir los 20 m de altura. Usado en la conservacion de suelos y control de erosion; su madera
dura y resistente permite su utilizacion en la produccion de herramientas, postes, lefia, carbon y
en la fabricacion de muebleria rustica (CATIE, 1992). Esta especie no cuenta con reportes

fitoquimicos previos por lo que, el estudio de sus metabolitos secundarios resulta novedoso.



Modificaciones quimicas en productos naturales

La diversidad de especies de plantas, animales, microorganismos y organismos marinos da lugar
a mdaltiples metabolitos secundarios con estructuras quimicas diversas, que ofrecen
caracteristicas especiales en comparacion con las moléculas sintéticas convencionales, que

confieren tanto ventajas como retos para el proceso de descubrimiento de farmacos.

Los productos naturales se caracterizan por una importante diversidad de andamiajes y
complejidad estructural, ya que suelen tener un alto nimero de 4tomos de carbono sp® y atomos
de oxigeno, méas aceptores y donantes de electrones y una mayor rigidez molecular en
comparacion con las moléculas sintéticas (Atanasov et al., 2021). Estos, se adaptan y modifican
guimicamente en funcion de sus propiedades estructurales y bioldgicas, el descubrimiento de
farmacos a partir de productos naturales se caracteriza por tomar como punto de partida un
compuesto activo y realizar manipulaciones a su estructura hasta alcanzar un criterio

farmacolégico adecuado (Guo, 2017).

A menudo los productos naturales sirven de inspiracion para la elaboracion de drogas
sintéticas, evidencias de ello es la tricostatina A (11) (Figura 5), aislada de Streptomyces
hygroscopicus en 1970, inicialmente se usé como antibiético y antifangico. Posteriormente, se
descubri6 que es un potente inhibidor reversible de las histonas desacetilasas (HDAC), estas son
una diana importante para la terapia anticancerigena y antiinflamatoria. El primer inhibidor de
la HDAC aprobado por la FDA fue el vorinostat (12) en 2006, los hallazgos sobre la actividad
inhibidora del compuesto 11 sirvieron de guia para dilucidar el mecanismo molecular del
vorinostat (Guo, 2017).

H
WN/OH @NM _OH
H
(0]
N

Iz

11 12
Figura 5. Producto natural 11 y compuesto sintético 12 inhibidores de la HDAC.

Un ejemplo de modificaciones quimicas realizadas a productos naturales es el caso del
paclitaxel (8) (Taxus brevifolia) y el docetaxel (13) (Taxus baccata) producto de semisintesis

con mayor potencia. En las Gltimas dos décadas ambos se han utilizado ampliamente como una

6



clase importante de agentes quimioterapéuticos solos 0 en combinacion para tratar maltiples
tipos de neoplasias malignas. Sin embargo, las proteinas MDR tienen cada vez més afinidad por
el paclitaxel, lo que hace que algunas células tumorales sean mas resistentes al farmaco. Para
superar esto, los grupos hidroxi en las posiciones C-7 y C-10 del docetaxel se sustituyeron por
grupos metoxi, dando lugar al cabazitaxel (14) (Figura 6). Los ensayos de bioactividad
demostraron que esta alteracion estructural daba lugar a una mayor potencia tanto en las lineas
celulares sensibles al docetaxel como en las resistentes a este farmaco, sin un aumento
significativo de la toxicidad a la dosis maxima tolerada. El cabazitaxel tiene una lipofilia
superior a la del docetaxel, lo que se traduce en una mayor penetracion celular, que resulta en
una mejor actividad contra las lineas celulares resistentes. El cabazitaxel combinado con
prednisona prolongé significativamente la tasa de supervivencia global en pacientes con cancer
de préstata que habian recibido previamente tratamiento con docetaxel, por lo que el cabazitaxel
recibio la aprobacion de la FDA en 2010 para el tratamiento de pacientes con cancer de préstata

metastasico refractario a las hormonas (Galsky et al., 2010).

AcO O OH O
O
J NH O
P NH O :
: . BN o] Ph
Ph/\.)J\O\\ “H = 6H
~ OH OBzOAc
OH
8
Paclitaxel 13 Docetaxel (Segunda generacion) R;, R,=OH
Primera generacién 14 Cabazitaxel (Tercera generacién) R;, R,=OMe
Figura 6. Desarrollo de cabazitaxel a partir de docetaxel y paclitaxel.

Modificaciones quimicas en vouacapanos

La presencia de un ciclo reactivo como el furano en el anillo C de los vouacapanos y las
funcionalizaciones que presentan comUnmente hacen que este tipo de moléculas sean
susceptibles a modificaciones quimicas. En la literatura existen algunas evidencias de ello.
Talavera-Aleméan y colaboradores en el 2017, mediante reacciones de fotooxidaciéon de 6,
lograron modificar el anillo de furano generando las mezclas diasteroisoméricas de las

epoxilactonas (15 — 18) (Figura 7) (Talavera-Aleman et al., 2017).



15 16 17 18
Figura 7. Epoxilactonas obtenidas por fotooxidacion del 6-acetoxivouacapano (6).

Afos mas tarde Talavera-Aleman y colaboradores, reportaron nuevas modificaciones a partir
del vouacapano 6 (Figura 8), mediante reacciones de oxidacion usando diferentes agentes
oxidantes, prepararon los derivados 19 — 27 que presentan diferente grado de oxidacion.
Ensayaron la actividad citotoxica de 6, 19 y los cuales presentaron actividad citotdxica

moderada frente a células cancerosas MCF-7 y HL-60 (Talavera-Aleman et al., 2020).

25 R=H
23 24 26 R=Ac 27 28
Figura 8. Derivados oxidados obtenidos a partir del 65-acetoxivouacapano (6).

Por su parte, Servin-Garcia y colaboradores utilizaron el vouacapano 6, primeramente
prepararon el derivado formilado 29 para realizar la semisintesis de los tetrazoles 30-32 (figura
9), esta modificacion quimica implica la adicién de un grupo sintético (tetrazol) clasificado
como molécula diana, con lo cual, las posibilidades de bioactividad ya presentes en el producto

natural incrementan (Servin-Garcia et al., 2022).
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Figura 9. Semisintesis de tetrazoles a partir del vouacapano natural 6.

En 2009 Euzébio y colaboradores publicaron el aislamiento del compuesto 33 a partir
de los frutos de Pterodon polygalaeflorus, asi como la semisintesis de tres derivados lactonicos:
6a-hidroxivouacapan-74,175-lactona (34), 6a-acetoxivouacapan-74,17p-lactona (35) y 6-
oxovouacapan-7p,17p-lactona (36); investigaron la actividad antiproliferativa de estos
compuestos frente a nueve lineas celulares de cdncer humano, los resultados revelaron que la
lactona 34 era el furanditerpeno mas potente contra todas las lineas celulares cancerosas
estudiadas. Demostrando que la presencia de un grupo hidroxilo en C-6 y la presencia del anillo
7p,17p-lactona son importantes para la actividad antiproliferativa de estos compuestos (Figura
10) (Euzébio et al., 2009).

Figura 10. Estructura del diterpeno 33y las lactonas derivadas 34-36.

Posteriormente a partir del compuesto 34 que presentd mas actividad se prepararon
derivados 37 — 39 mediante la reaccion de Mannich (Figura 11), estos compuestos también se
probaron en lineas celulares de cancer; observaron que los derivados eran mas potentes que el

compuesto 34 en la inhibicion de la proliferacion de células cancerosas.



Los estudios tedricos que realizaron apoyaron esos hallazgos, revelando el caracter
nucleofilico del anillo de furano como una caracteristica importante para el efecto

antiproliferativo de los derivados de Mannich estudiados (Euzébio et al., 2010).

37: R1= R2= 'CHz'cH3
O 38: R1= R2= 'cHz'CHz'CH3
39: R1= R2='CH2'CH'(CH3)2

g
>
-
-
-

OH
Figura 11.  Derivados de Mannich obtenidos a partir de la lactona semisintética 34.

Transposiciones quimicas

En este tipo de reacciones ocurre la migracién de un dtomo, grupo funcional o grupo
alquilo. Normalmente el reordenamiento quimico se da debido a un cambio durante la

mecanistica de la reaccion para cumplir con el principio de minima energia.

El termino reordenamiento es usado para describir dos diferentes tipos de reacciones en
quimica orgénica. Un reordenamiento puede involucrar la migracion en un solo paso de un H o
un fragmento molecular mas grande, mediante la formacion de un intermediario con tiempo de
vida relativamente corto, por ejemplo, el reordenamiento de Wagner-Meerwein; o bien, puede
ser una reaccion de varios pasos donde de igual manera migre un H o un fragmento molecular
mas grande en alguno de los pasos de la reaccion. Otro tipo de reordenamiento es la expansion
del anillo (Figura 12). El reordenamiento ocurre en muchas reacciones orgénicas. Los
compuestos reordenados son producto de una estabilidad termodindmica y dentro de los

reordenamientos, los mas comunes son los que tienen lugar en iones carbenio (Moulay, 2002).

a)
R
+

OH
H
b) N ccl, Na
e
/ HCI A ¢
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Figura 12.  a) Reordenamiento de Wagner-Meerwein, b) expansion del anillo de indol.

Transposiciones quimicas en productos naturales

Ejemplo de este tipo de reordenamientos es el reportado por Roméan y colaboradores sobre
derivados de longipineno. El tratamiento con acido p-toluensulfénico en benceno de la rasteviona
(40) (Figura 13) condujo al derivado 41 mediante transposiciones de Wagner- Meerwein (Roman
etal., 1991).

1OTigl

OTig|

41
Figura 13.  Transposiciones de Wagner Meerwein de rasteviona (40).

Adicionalmente, se han reportado transposiciones de los metilos en posicion 4 de
vouacapanos, como se muestra en la Figura 14, utilizando el compuesto 42, aislado de Poinciana
pulcherrima por Sudhakar y colaboradores en 2012, al ser tratado con BF3-OEt; en
diclorometano, favoreciendo la deshidratacion del OH-5 y un reordenamiento de grupo metilo
generando el derivado 43 en los cuales se presenta una alteracion del esqueleto base (Sudhakar
etal., 2012).

Figura 14.  Reordenamiento de vouacapanos aislados de P. pulcherrima.

Matsumoto y colaboradores, trataron al diterpeno 12-metoxi-8,11,13-abietatrien-64-ol

(44) con oxicloruro de fosforo en piridina con lo cual obtuvieron la olefina 45, posterior

11



tratamiento de 45 con BF3-OEt, a temperatura ambiente produjo el compuesto reordenado 46 en

dos etapas (Esquema 1) (Matsumoto et al., 1993).

OMe

POCI,
B

Piridina

44
Esquema 1. Reaccion de deshidratacidn y reordenamiento el diterpeno 44.

Por otro lado, el tratamiento con acido férmico del 64-hidroxivouacapano (47)
obtenido de la hidrdlisis de 6, favorecio la migraciéon de uno de los metilos del anillo A hacia el
C-5 de la estructura, dando lugar al derivado reordenado 48 (Esquema 2), cuya estereoquimica

del C-5 no fue determinada (Magallén-Chavez, 2018).

H-COOH

48

Esquema 2. Reordenamiento del 64-hidroxivouacapano 47 en medio &cido.

Reordenamientos quimicos en el furano

Los compuestos heterociclicos son aquellos compuestos orgénicos ciclicos que contienen al
menos un heteroatomo, estos compuestos son considerados vitales dentro de la quimica organica
por su uso en el campo bioldgico, ya que han mostrado actividad contra variadas enfermedades
(Banerjee & Banerjee, 2020).

Los furanos son heterociclos que juegan un papel importante en la sintesis quimica ya
que se encuentran presentes en diversas moléculas organicas. La reactividad de este heterociclo
ha permitido la obtencion de derivados con utilidad sintética mediante reacciones de sustitucion,

oxidaciones, reducciones, entre otras (Ke et al., 2017).
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Desde un punto de vista sintético, la expansion oxidativa del anillo de furano representa
un ejemplo importante de la utilidad de los bloques de construccion furanicos. EIl primer reporte
de esta expansion de anillo se dio a finales de la década de los 1960, la llamada “Reaccion de
reordenamiento de Achmatowicz” (Esquema 3), valiosa debido a la amplia versatilidad de los
productos resultantes. Esta reaccion se ha llevado a cabo con diferentes reactivos como son, NBS,
AMCPB, Br,, PCC, conduciendo principalmente a la obtencion de hidroxipiranonas (Ghosh &
Brindisi, 2016; Bielski & Grynkiewicz, 2021).

o)
R /IQ/)_< - TR,
1 OH =
Esquema 3. Esguema general de reaccion de reordenamiento de Achmatowicz.
Cavill y colaboradores reportaron por primera vez la adaptacion del reordenamiento de

Achmatowicz para la sintesis de 6-hidroxipiranona 50 mediante la expansion del anillo de furano
de 49 (Esquema 4) (Cavill et al., 1969).

Br2 O
0] MeOH H,O o)
OH _50 OC HO
49 50

Esquema 4. Reordenamiento de Achmatowicz.
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JUSTIFICACION

Con base en el interés de la investigacion bésica relacionada con las exploraciones del
comportamiento reactivo de productos naturales, y a los pocos reportes sobre reordenamientos
moleculares en esqueletos de cassano, surge el interés de aislar los metabolitos secundarios
mayoritarios de especies de la familia Fabaceae para promover los reordenamientos moleculares
que permitan obtener compuestos novedosos, con la intencién de conocer mas acerca de la

reactividad quimica de esqueletos de vouacapano y generar nuevas estructuras.

OBJETIVOS
Objetivo general

Promover reacciones de reordenamiento molecular en vouacapanos empleando condiciones de
reaccion estratégicas para la obtencion de novedosos derivados diterpénicos con posible

actividad citotoxica.

Objetivos especificos

° Aislar vouacapanos de C. platyloba y C. velutina.

° Preparar derivados estratégicos que permitan ensayar reacciones de reordenamiento.
° Explorar condiciones generales de reordenamiento en presencia de acido y oxidacion.
° Aislar y caracterizar los productos obtenidos.

° Determinar la actividad citotoxica de voucapanos naturales y modificados quimicamente.

14



DISCUSION DE RESULTADOS
Colecta

La colecta de las especies de interés se realiz6 en diferentes temporadas del afio (Tabla 1), la
especie vegetal previamente secada a la sombra y molida se someti6é al método de extraccién

como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Datos de colecta y extraccion
Especie Parte dela Disolvente Método de Tiempo (h) Lugar de
planta extraccion colecta
C. platyloba Hoja CHCI> Maceracion 72 Buenavista
C. velutina Hoja CH2Cl; Reflujo 4 Caracuaro

Los extractos de las especies utilizadas fueron analizados por RMN de 'H para
confirmar la presencia de vouacapanos en su contenido, se aislaron los compuestos mayoritarios
de las dos especies mediante cromatografias en columna sucesivas con sistemas de disolventes

adecuados.

— Coulteria platyloba
Para iniciar el estudio de reactividad y reordenamientos de los vouacapanos se procedio a aislar
el 63-acetoxivouacapano (6) a partir de las hojas de C. platyloba por la metodologia descrita por
Gobmez-Hurtado y colaboradores en el 2013, y a partir de 6 se prepararon estratégicamente los
derivados hidroxilados 47 y 51, a partir de los derivados 6 y 19 (Figura 15) mediante las
metodologias  descritas  (Talavera-Aleman et al., 2020; Alvarez-Esquivel 2012),

respectivamente. Para generar el derivado 51 se tratd a 19 con LIALH4/THF.

Figura 15. Formula del 6p-acetoxivouacapano (6) y sus derivados semisintéticos.
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El alcohol benzofuranico 51 fue identificado mediante su espectro de RMN de 'H
(Figura 16) se observa que la sefial del H-6 se desplaza de 5.81 a 4.69 ppm siendo ahora base

de hidroxilo, mientras que la sefial en 2.11 ppm correspondiente al metilo del acetilo desaparece.

20

17
19 45

1

6 5 3

| AR

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 T

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

4.4
f1 (ppm)
Figura 16.  Espectro de RMN de H a 400 MHz del 64-hidroxivouacapan-8(14),9(11)-dieno (51)
en CDCla.

Tomando como antecedentes los estudios realizados en un trabajo previo (Magallon-
Chavez, 2018) (Esquema 2), para promover los reordenamientos de 47 en condiciones acidas,
el compuesto 47 gener6 al formiato 52 como Unico producto mediante tratamiento con acido
formico en diclorometano, mientras que en ausencia de disolvente y por lo tanto a una
temperatura de reflujo mayor, dio como producto una mezcla del derivado reordenado 48 y el
formiato 52 (Figura 17).
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48
Figura 17.  Productos de reaccion con &cido formico de 47.

Continuando con los ensayos en condiciones acidas se decidié modificar el &cido,
empleando ahora acido perclorico en metanol durante cuatro horas. Lo que condujo nuevamente

a la formacion del derivado 48 y de 53 producto de la deshidratacion. (Esquema 5).

o)
NS
‘ HCIO,/MeOH

‘7

Esquema5. Tratamiento con acido perclérico del 64-hidroxivouacapano (47).

La estereoquimica del metilo que migré de la posicion 4 a la posicion 5 se establecid
por comparacién con los resultados obtenidos por Sudhakar y colaboradores en el 2012, en
vouacapanos aislados de Caesalpinia pulcherrima; mediante el analisis del experimento
NOESY ellos observaron correlacion de los metilos en posicion 5, 10 y el H beta del C-8 en 48.
Bajo estas condiciones el compuesto 48 fue obtenido como producto mayoritario, mientras que
en el espectro de RMN de 'H (Figura 18) del producto minoritario 53 se observa en 5.55 ppm
una sefial triple con J = 4.0 Hz asignada al hidrogeno vinilico H-6, en 2.17 ppm se encuentra
una sefial multiple correspondiente a los hidrogenos alilicos en posicién 7, la sefial del CH3-20
se presenta en 1.13 ppm como una sefial simple que integra para tres hidrdgenos, en 1.10y 1.05
ppm se muestran dos sefiales simples asignadas a los metilos CHs-18 y CHs-19, la sefial del
CHs-17 secundario se observa como una sefial doble en 1.01 ppm con una J = 7.0 Hz. Mediante
el analisis de los desplazamientos quimicos, se puede deducir que la reaccién ocurrio

Unicamente con la deshidratacion del grupo hidroxilo en la posicién 6, sin evidencia de un
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reordenamiento, ya que, los desplazamientos quimicos de los metilos 18,19 y 20 no muestran
un cambio significativo.

15 \
18 & 1 |
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Figura 18.  Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del derivado vinilico 53 en CDCls.

En el espectro COSY (Figura 19) se aprecian las correlaciones entre el proton vinilico H-
6 y las sefiales de los hidrdégenos de CH>-7, también se observa la correlacion entre los
hidrégenos H-8 con H-9, asi como H-9 con H-11, el metilo secundario CHs-17 se correlaciona

con el H-14 base de este metilo. Lo que sugiere la obtencion del compuesto 53 producto de la
deshidratacion de 47.

En todas las condiciones de reaccion por los tratamientos acidos se generaron mezclas de
productos, modificando los rendimientos obtenidos.
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Figura 19.  Espectro COSY del derivado vinilico 53 en CDCla.
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En reportes previos el derivado benzofurénico 51 habia sido tratado con acido formico

en diclorometano, obteniendo como Unico producto el 64-formilvouacapan-8(14),9(11)-dieno

(54) (Magallon-Chavez, 2018). Con la finalidad de obtener un producto reordenado se

incrementd la temperatura de reflujo en ausencia de un co-disolvente con acido formico

(Esquema 6), la reaccién se dejé durante cuatro horas, en el crudo de reaccion se distingue la

presencia de dos compuestos los cuales se separaron mediante cromatografia en columna y

fueron analizados mediante RMN, correspondiendo a los compuestos 54 y 55.

HCOOH

g
-
-
-
-

55
Esquema 6. Tratamiento acido del alcohol benzofuranico 51.
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En el espectro de RMN de *H (Figura 20) del derivado formilado 54, se encuentra en
8.10 ppm una sefial simple de hidrogeno de formiato, en 7.53 ppm y 6.72 ppm se observan las
sefiales caracteristicas de los protones furanicos H-16 y H-15 con una J = 2.2 Hz, en 7.40 ppm
se localiza una sefial simple correspondiente al protén aromatico H-11 y en 6.00 ppm la sefial
del hidrégeno base del formiato H-6. Los datos obtenidos coincidieron con los reportados para
el 64-formilvouacapan-8(14),9(11)-dieno (54) (Magallon-Chavez, 2018). En estas condiciones
el compuesto 54 se obtuvo como compuesto minoritario, mientras que a menor temperatura se

obtiene como Unico producto.
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Figura 20.  Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 6p-formilvouacapan-8(14),9(11)-dieno (54)
en CDCls.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 21) del compuesto 55 se observa un
desplazamiento en la sefial del H-11 hacia 7.61 ppm, la sefial del proton del furano H-16 se
encuentra en 7.53 ppm vy la sefial del H-15 en 6.75 ppm como una doble de dobles con J = 2.3,
1.0 Hz, en 6.32 ppm se muestra una sefial doble de dobles con J = 4.9, 2.8 Hz que corresponde
a un hidrégeno vinilico en la posicién 1, en 2.88 ppm y 2.68 ppm se ubican las sefiales de los
protones H-7 y H-7", en 2.39 ppm se observa una sefial simple que integra para tres hidrégenos

asignada al metilo aromatico CHs-17, en 0.96 ppm se encuentra una sefial simple que integra
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para 6 hidrogenos correspondiente a los protones de los metilos CH3-18 y CHs-19, la sefial
simple del CHs-20 se desplazd hacia campo alto (0.93 ppm), indicando la formacion del
derivado reordenado 55.

18,19

15

. T
6.73 6.72 6.71 6.29
ppm 17

20

T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 21.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 55 en CDCls.

En el espectro de RMN de '3C (Figura 22) del derivado 55, se observaron 20 sefiales
caracteristicas de un esqueleto diterpénico, entre 153.3 - 104.9 ppm se observan las sefiales de
los carbonos del furano. En 120.1 ppm se observa una sefial asignada al CH-1 vinilico, el C-10
cabeza de puente vinilico se muestra en 134.5 ppm, las sefiales de los carbonos del anillo C

aromatico se observan entre 140.3-105.2 ppm.
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Figura 22.  Espectro de RMN de *3C a 100 MHz del compuesto 55 en CDCls.

10

En el experimento NOESY (Figura 23), se observa la correlacion entre el hidrégeno
vinilico H-1 con el H-11 aromaético lo que confirma la posicién del doble enlace entre los
carbonos C-1 y C-10 y la migracion del metilo de posicién 10 a posicion 5. La correcta
asignacion de la estructura se llevé a cabo por RMN de una y dos dimensiones. En la literatura
consultada no se encontraron datos sobre el compuesto 55 por lo que corresponde a una nueva
estructura, la cual al presentar el desplazamiento del CHs-20 en posicion 5 no corresponde a un
esqueleto de tipo vouacapano.
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Figura 23.  Experimento NOESY del compuesto 55 en CDCls.

Considerando que el reordenamiento de Achmatowicz se utiliza para realizar
expansiones del anillo del furano (Liang et al., 2022), se decidi6 explorar la reactividad del
anillo del furano del 6 s-acetoxivouacapano (6); teniendo en cuenta también que Servin-Garcia
y colaboradores introdujeron un grupo aldehido en el carbono C-2 del furano de 6 (Servin-
Garciaetal., 2022), se realizd una reaccion de acilacion, utilizando anhidrido acético y BFz*OEt
(Sartori & Maggi, 2006), obteniéndose el derivado 56 (Esquema 7).

1y, AC20/BF3‘ OEtz _

Esquema 7. Acilacion del vouacapano 6.
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El crudo de reaccion se separé mediante cromatografia en columna obteniendo un
compuesto mayoritario con un rendimiento del 57 %, el cual mostr6 en su espectro de RMN de
'H (Figura 24) un desplazamiento de la sefial del H-15 de 6.40 a 7.01 ppm. En 2.41 ppm se
observa la sefial del nuevo CHs-22 que se encuentra en posicion alfa al carbonilo, el resto de las

sefiales no sufridé un cambio significativo.
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ppm

Figura 24.  Espectro de RMN de *H de la cetona 56 en CDCl3 a 400 MHz.

Mediante el analisis del espectro de RMN de 'H, se propone que la adicion del grupo
acetilo se llevo a cabo en el carbono C-16, correspondiente al carbono 2 del anillo de furano,
obteniendo la cetona 56. Posteriormente se realiz6 la reduccion de la cetona 56 con borohidruro
de sodio en metanol, con la finalidad de generar el alcohol necesario para el reordenamiento de

Achmatowicz (Esquema 8).
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NaBH,
MeOH

OAc
56 57
Esquema 8. Reduccidon de la cetona 56.

En el espectro de RMN de 'H de 57 (Figura 25) se observa un desplazamiento a
frecuencias menores de la sefial del H-15 de 7.01 a 6.03 ppm, en 4.82 ppm se aprecia una sefal
cuadruple correspondiente al H-1" base de hidroxilo, en 1.52 ppm se observa una sefial doble

gue integra para 3 hidrdgenos asignada al metilo 2”. El producto corresponde al compuesto 57.
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Figura 25.  Espectro de RMN de *H en CDCl3 a 400 MHz del hidroxilo 57 en CDCla.

Para favorecer el reordenamiento de Achmatowicz, el hidroxilo 57 se inicié ensayando

la reaccion de fotooxidacion con azul de metileno bajo radiacion de luz blanca durante 24 h a
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temperatura ambiente, ya que existen reportes que bajo estas condiciones se favorece la
expansion del anillo en varios derivados sustituidos con diferentes grupos alquilo (Esquema 9)
(Deska et al., 2015; Plutschack et al., 2016; Zhou et al., 2023).

HO

"1 Azul de metileno

Luz blanca

57 25
Esquema 9. Reaccion de fotooxidacion del compuesto 57.

Bajo estas condiciones se obtuvo un Unico producto, el cual en el espectro de RMN de
'H (Figura 26) presenté una sola sefial de hidrégeno vinilico en 5.71 ppm correspondiente al H-
15. En 5.51 ppm se identifico la sefial del hidrégeno H-6 base del acetato. En 2.92 ppm se ubico
una sefial quintuple con una J = 7.4 Hz, asignada al proton H-14. En 2.45 ppm se observo una
sefial doble de dobles con constantes de acoplamiento de J = 13.0, 3.0 Hz, la cual pertenece al
H-11. Los desplazamientos obtenidos correspondieron a la lactona 25 obtenida anteriormente
en nuestro grupo de trabajo mediante la oxidacién del 64-acetoxivouacapano (6) con DDQ
(Talavera-Aleman et al., 2020).

26



Ac

18

20
19

17

15

w

T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

ppm

Figura 26.  Espectro de RMN de *H de la lactona 25 en CDCls a 400 MHz.
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Al no obtener los resultados esperados mediante la reaccion de fotooxidacion, se
decidié utilizar AMCPB en diclorometano (Esquema 10), reaccion previamente reportada
(Buffat et al, 2004) en la que se favorece la expansion del anillo de furano.

AMCPB
CH,Cl,

Esquema 10. Reordenamiento de Achmatowicz del compuesto 57.

En el espectro de RMN de *H (Figura 27) del crudo de reaccion se observan varias sefiales
duplicadas, por ejemplo se aprecia en 5.83 ppm y 5.88 ppm dos sefiales simples

correspondientes a hidrdgenos vinilicos, en 4.25 ppm y 4.63 ppm se observan dos sefiales
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cuadruples de los hidrdgenos base de oxigeno y metilo secundario, asi como en 1.38 ppmy 1.50
ppm se observan dos sefiales dobles de metilos secundarios, de igual manera en la region de 0.8
ppm a 1.2 ppm se observan varias sefiales, lo que se sugiere la generacion de dos isomeros

producto de la expansion del anillo de furano.
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Figura 27.  Espectro de RMN de *H de los productos de oxidacion en CDCls a 400 MHz.

Mediante cromatografia en capa fina se logro aislar una limitada cantidad de uno de
los dos isémeros que permitié la obtencion de un espectro de RMN de 'H (Figura 28), se muestra
en 5.83 ppm una sefial simple del hidrégeno vinilico H-15, en 5.50 ppm se aprecia la sefial
simple ancha del H-6 base de éster, en 4.63 ppm se encuentra una sefial cuadruple
correspondiente al H-16 que presenta una constante de acoplamiento de 6.8 Hz con el metilo 21
en 1.38 ppm. La obtencién del compuesto 58 representa el primer reporte de expansion del anillo
de furano en vouacapanos para la obtencion de hidroxipiranonas. Estos resultados abren la
posibilidad de seguir explorando otras condiciones reportadas para el reordenamiento de

Achmatowicz.
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Figura 28.  Espectro de RMN de *H del derivado 58 en CDCl3 a 400 MHz.

Una vez observado el comportamiento reactivo del producto natural 6 se continué con el
resto de las especies para ver de qué manera afectaba la presencia de otras funcionalidades en

la estructura.

— Coulteria velutina

Esta especie no cuenta con estudios quimicos previos; sin embargo, analizando el espectro
de RMN de *H del extracto con cloruro de metileno de hojas (Figura 29) se observé la presencia
de un compuesto mayoritario, en el cual, destacaban las sefiales tipicas del esqueleto de

vouacapano, asi como, de un grupo cumarilo.

29



Senales del cumarato
Senales del furano

T T T
7.5 7.0 1.0

T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Figura 29.  Espectro de RMN de *H del extracto de CH.Cl. de las hojas de C. velutina en CDCls.

Para el aislamiento del producto mayoritario, se llevé a cabo una cromatografia en
columna, utilizando como fase mdvil polaridades ascendentes de mezclas Hexanos-AcOEt. En
las fracciones colectadas en la polaridad 1:1 se obtuvo una miel verde que fue analizada por
RMN de tH. En el espectro (Figura 30) se muestran en 7.22 ppm y 6.23 ppm dos sefiales dobles
con J = 1.5 Hz correspondientes a los protones H-15 y H-16 del anillo de furano. También se
observan dos sefiales dobles en 7.56 ppm y 6.20 ppm con J = 15.8 Hz asignadas a los protones
vinilicos H-2" y H-3", en 7.37 y en 6.83 ppm se encuentran dos sefiales dobles con J = 8.8 Hz
de protones aromaticos; estos desplazamientos corresponden a sefiales tipicas de grupos p-
cumarilo. Adicionalmente confirmando la presencia de este grupo, se observa en 5.31 ppm una
sefial simple asignada al H-6 base de éster. En el espectro se pueden observar sefiales de una
impureza correspondiente a &cidos grasos, lo que adicionalmente permite ver que el compuesto
posee solo dos metilos terciarios, indicando que uno de los metilos debe estar funcionalizado.

Analizando el espectro se propuso obtencién de la estructura del vouacapano 59.
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Figura 30.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 59 en CDCls.

En la misma polaridad se obtuvieron fracciones de una miel que correspondian a
otro compuesto. Se observé mediante cromatografia en capa fina un compuesto de Rf muy
similar al compuesto mayoritario, por lo que mediante recromatografias sucesivas se logro aislar
un sélido blanco que presento en el espectro de RMN de 'H (Figura 31) nuevamente las sefiales
correspondientes al grupo p-cumarilo, observandose las sefiales de los protones vinilicos H-3"
y H-2" en 6.82 ppm y 5.79 ppm desplazadas hacia campo alto y con una J = 12.5 Hz, la sefal
del metilo terciario CHs-18 se desplazd de 1.41 a 1.22 ppm, las sefiales del anillo de furano se
presentan en 7.20 y 6.19 ppm, la sefial simple ancha del H-6 base del cumarilo se aprecia en
5.48 ppm estas sefales corresponden al diasteredmero cis 59b. De igual manera se observa solo

dos sefales simples de metilos terciarios.
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Figura 31.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del compuesto 59b en CDCls.

La purificacion del compuesto 59 resulté dificil debido a la presencia de los grupos OH

del fenol y del &cido carboxilico grupos que aumentan la acidez de la molécula.

Con el proposito de incrementar la estabilidad de su estructura se decidio preparar un
derivado que involucrara la proteccion de ambos grupos, utilizando diazometano para generar
el derivado 60 (Esquema 11).

59 O 60 o
Esquema 11. Reaccion de metilacion del producto natural 59.

En el espectro de RMN de 'H del producto obtenido (Figura 32) se observan en 3.83

ppm y 3.71 ppm dos sefiales simples que integran para 3 hidrégenos correspondientes al éster
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metilico 18 y al metoxilo del grupo cumarilo; se aprecian en 7.41 ppmy 6.83 ppm las sefiales
de los protones ardbmaticos H-5", H-6", H-8"y H-9"; en 7.21 y 6.19 ppm se encuentran las sefiales

de los protones del furano, asi como, en 5.19 ppm la sefial simple ancha del H-6 base de éster.
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b
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ppm

Figura 32.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del derivado metilado 60 en CDCls.

En el espectro de RMN de '3C (Figura 33) se observa en 179.2 ppm la sefial del
carbonilo de éster 18, entre 168.5 —109.2 ppm las sefiales de los protones aromaticos del grupo
cumarilo y el anillo de furano; en 145.2 ppm y 116.2 ppm las sefiales de los carbonos vinilicos
CH-3" y CH-2 respectivamente; en 72.3 ppm la sefial del carbono base de cumarilo y en 55.5
y 52.3 ppm se encuentran las sefiales de los metoxilos, con lo cual, se confirmo la presencia del
derivado 60.
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Figura 33.  Espectro de RMN de **C a 100 MHz del derivado metilado 60 en CDCls.

Analizando la estructura de 59 y considerando su inestabilidad, se pensé en preparar
otro derivado que involucrara la hidrolisis del éster. Se llevo a cabo el tratamiento de
hidrdlisis de 59 (Esquema 12), utilizando LiAlHs en THF, producto de esta reaccion se

obtuvo un Gnico compuesto que fue analizado mediante RMN.

LiAIH,
THF

Esquema 12. Hidrolisis del cumarato natural 59.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 34) se observa en 7.22 ppm y 6.20 ppm dos
sefiales dobles de los protones H-15 y H-16 del furano, en 4.43 ppm se observa una sefial doble
ancha correspondiente al H-6 ahora base del hidroxilo, mientras que en 3.64 ppm y 3.22 ppm se

ubican dos sefiales dobles base de hidroxilo, asignadas a los protones H-19y H-19" con J = 10.9
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Hz, lo cual indica que la reaccién procedio con la hidrolisis del éster y la reduccién del &cido

carboxilico.

0| 14g

15
16

o
1
T T T T T T T T T T T T
3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0

19 1
| M )M\
T T '\ T T T T T T T T
4.6 4.2 3.8 3.4

T T T T T T T
74 7.2 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0

Figura 34.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del vouacapano 61 en CDCls.

ppm

En el espectro de RMN *3C (Figura 35) se observa la presencia de 20 carbonos, se presentan
las sefiales de los carbonos del anillo de furano entre 149.5 —109.2 ppm, en 72.1 ppm y 67.5
ppm se ubican las sefiales de los carbonos CH»-19 y CH-6 ahora bases de hidroxilo, confirmando
la obtencion del compuesto 61, el cual es una estructura novedosa. Debido al resultado
observado, se penso en la posibilidad de llevar a cabo la reaccion con un agente mas suave, que

solo involucrara la hidrélisis del éster sin afectar al acido carboxilico.
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Figura 35.  Espectro de RMN de *3C a 100 MHz del compuesto 61 en CDCls,

Para esto, el compuesto 59 se sometid a condiciones de hidrdlisis mas suaves utilizando
NaOH (Esquema 13). Debido a que estas estructuras obtenidas son novedosas y en la necesidad
de determinar la configuracién absoluta de estos compuestos, se planted el preparar una lactona
que permitiera realizar un experimento de DCV.

Esquema 13. Hidrdlisis del vouacapano natural 59.

En el espectro de RMN de *H del derivado 62 (Figura 36) se muestran las sefiales del anillo
de furano en 7.25 ppm y 6.20 ppm, se observa la sefial del H-6 ahora base de hidroxilo

desplazada de 5.32 a 4.15 ppm.
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Figura 36.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del vouacapano 62 en CDCls.

En el espectro de RMN de 3C (Figura 37) se observa en 184.7 ppm la sefial carbono de
carbonilo de &cido, entre 151 —109 ppm se observan las sefiales de los protones aromaticos del
anillo del furano; en 69.8 ppm la sefial del C-6 ahora base de hidroxilo, asi como el resto de las
sefiales asignadas al vouacapano 62. Al comparar este producto con el derivado en donde ocurrié
adicionalmente la reduccion del acido carboxilico, se observa que el cambio principal ocurrid

solo con la hidrolisis del éster.
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Figura 37.  Espectro de RMN de '3C a 100 MHz del compuesto 62 en CDCls.

Posteriormente el compuesto 62 se tratdé con acetato de sodio en anhidrido acético
(Esquema 14) para favorecer la lactonizacion (Euzébio et al., 2009). De esta reaccion se logro

aislar un producto que se analiz6 por RMN.

*,, AcONa/Acy,O
4h, A

HOOC ¥ OH

62

Esquema 14. Lactonizacion del vouacapano 62.

En el espectro de RMN de H (Figura 38) se puede ver que la sefial del H-6 que se
presentaba como simple ancha en 4.15 ppm, ahora es una ddd (J =14.1, 11.0, 5.9 Hz) en 4,51
ppm, el cambid en la multiplicidad del hidrogeno 6 se puede atribuir al aumento en la rigidez
adquirida por la formacion de la lactona ciclica y por lo tanto el cambio de conformacion,
también se observan las sefiales esperadas del sistema furanico en 7.21y 6.19 ppm; asi como el
resto de las sefiales de los hidrogenos de la estructura.
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Figura 38.  Espectro de RMN de *H a 400 MHz del vouacapano 63 en CDCls.

L

En el espectro de RMN de 3C (Figura 39) se observa que la sefial del C-18 ahora
carbonilo de lactona se desplaza a frecuencias menores apareciendo ahora en 181.7 ppm. La
sefial del C-6 se desplaz6 de 69.8 ppm a 76.4 ppm; entre 149.0 ppm y 109.0 ppm se encuentran
las sefiales de los carbonos del anillo de furano; en 51.2 ppm se muestra la sefial del carbono 5;

entre 42-17 ppm el resto de las sefiales correspondientes al compuesto 63.
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Figura 39.  Espectro de RMN de **C a 100 MHz del compuesto 63 en CDCls.

12 13

Posteriormente se analizaron los espectros de dos dimensiones para la correcta
asignacion; en el experimento COSY (Figura 40) se observo la correlacion que existen entre los
hidrégenos H-15 y H-16; entre H-7 y H-6; H-14 y H-8; H-8 y H-9, entre otras correlaciones que

permitieron la asignacion del esqueleto.
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Figura 40.  Experimento COSY del compuesto 63 en CDCls.

En el espectro NOESY (Figura 41) se observa la correlacion del CH3-20 del cual se
conoce que se encuentra orientado en beta con el CHs-18 lo que indica que este también debe
tener una orientacion beta, por lo tanto, el carbono 19 de la lactona se encuentra orientado en
alfa. El producto 63 obtenido reveld la proximidad de los grupos en C-18 (&cido carboxilico) y
C-6 (hidroxilo); ademaés, la rigidez de la molécula y la ausencia de interacciones

intermoleculares criticas.
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Figura 41.  Experimento NOESY del compuesto 63 en CDCls.

Dicroismo Circular Vibracional (DCV)

Para confirmar la propuesta de la estereoquimica de la lactona, se llevo a cabo un andlisis
por DCV; los calculos se iniciaron a partir del modelo molecular de 63 que se construyd
utilizando el software Spartan '04, considerando la configuraciéon relativa prevista. A
continuacion, se realizé un analisis de distribucion conformacional mediante el protocolo Monte
Carlo y el campo de fuerza molecular de Merck (MMFF) para revelar dos preferencias
conformacionales en la ventana energética de 0-10 kcal/mol, evidenciando la influencia de la
restriccion conformacional en la molécula. La optimizacion energética posterior de los
conférmeros se logré mediante DFT utilizando el conjunto de bases B3LYP 631G(d) para
revelar un conformero 63a en la ventana energética de 0-3 kcal/mol. Se realizé una optimizacion
adicional de la geometria de 63a en B3LYP/DGDZVP, utilizando el software Gaussian 09
(Figura 42) para sucesivos calculos de espectros de DCV e IRVCD (Figura 43) en el mismo
nivel de teoria (Joseph-Nathan & Gordillo-Roman, 2015). La comparacion estadistica de los
espectros calculados y experimentales mediante el programa CompareVOA proporciond

similitudes espectrales cuantitativas, (Debie et al.,, 2011) donde el factor Optimo de
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anarmonicidad (anH) fue 0.981. Las similitudes espectroscopicas de DCV para el enantiomero
correcto (SE) fue de 76.5, mientras que la del enantiomero incorrecto (S-E) fue de 12.0. El indice
de similitud de enantiémeros (ESI), obtenido por la diferencia SE - S-E fue de 64.6, y los datos
indicaron un nivel de confianza (C) del 100% para la (+)-(4R,5R,6R,8S,9S,10R,14R)-
vouacapan-6,18-olida (63). Por consiguiente, la quiralidad de los precursores es acido (-)-
(4R,5R,6R,8S,9S,10R,14R)-6-((E)-p-cumaril-oxi)-18-vouacapanoico (59) y acido (+)-
(4R,5R,6R,8S,9S,10R,14R)-6-hidroxi-18-vouacapanoico (62).

Figura 42. Conférmero de minima energia del (+)-(4R,5S,6S,8S,9S,10R,14R)-vouacapan-4,6-
olida (63) en nivel de teoria B3LYP/DGDZVP.
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Figura 43.  Comparacion de los espectros de IR y DCV experimentales y DFT B3LYP/DGDZVP
calculados de (+)-(4R,5R,6R,8S,9S,10R,14R)-vouacapan-6,18-olida (63).

Ensayos Antiproliferativos

Los compuestos de tipo cassano han mostrado una potencial actividad citotdxica
(Pournaghi et al., 2020), por lo que se evalud la actividad citotoxica in vitro del compuesto
natural 59 mediante el ensayo MTT. Para el ensayo antiproliferativo se utilizaron las lineas
celulares de carcinoma cervical humano HelLa, de cancer de mama humano MDA-MB-231, de
adenocarcinoma colorrectal humano Caco-2 y fibroblasto embrionario de raton NIH/3T3, los
ensayos se realizaron por triplicado a cinco concentraciones de 59 para obtener los valores
medios de ICso y los intervalos de confianza (IC). Los valores ICso fueron 92.2 pg mL* (IC
95%: 89.9-119.6) para HeLa y 106.2 ug mL* (IC 95%: 104.6-125.7) para las lineas celulares
MDA-MB-231, mientras que el valor ICso para Caco-2 fue superior a 130 ug mL™. El valor
IC50 para una linea celular sana (NIH/3T3) fue de 127.6 pg mL* (IC 95%: 126.8-136.7).
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Se utiliz6 metotrexato como control positivo y DMSO como control negativo. La evaluacion de
la linea celular sana NIH/3T3 fue significativa para comprobar la selectividad del compuesto
59. Los resultados presentados en la Figura 44 muestran un cierto grado de selectividad a dosis
mas bajas, aunque al considerar el conjunto de datos, la selectividad parece ser pequefia. La
viabilidad se determindé mediante el ensayo MTT por cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia, mostrando los resultados como porcentaje de células viables. Las barras
representan el valor medio + el error estdndar (SE) de tres experimentos independientes. Se
realiz6 un analisis de varianza unidireccional con la prueba post hoc de Tukey, n = 3. Los valores
de SE (P < 0,05) se muestran en minusculas (a-f). Analisis de regresién no lineal de dosis-
respuesta para la inhibicion de la viabilidad por el compuesto 59, intervalo de confianza del
95%, P < 0,001. La ICso para la linea celular HeLa fue de 92.2 ug mL*, R? = 0.9173; para
MDAMB-231: ICso = 106.2 ug mL™, R?= 0.9803; para Caco-2: ICso > 130 ug mL* R? no
determinada; y para NIH/3T3: ICso = 127.6 pug mL, R?= 0.9901 (GraphPad Prism 5.0) (Figura
44).
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Figura 44.  Efecto del cumarato 59 sobre la viabilidad de las lineas celulares HeLa, MDA-MB-
232, Caco-2 y NIH/3T3 del tratamiento de 48 h. En el grafico podemos observar que los tratamientos
asignados en cada grupo de color con la misma letra, no presentaron diferencias significativas.
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Los resultados obtenidos muestran que el compuesto 59 afecta la viabilidad de las células
cancerosas humanas MDA-MB-231, HeLa y CaCo-2 de manera dosis-dependiente, mostrando
una disminucion de la viabilidad de aproximadamente ~60, 50 y 40% respectivamente, después

de 24 h del tratamiento con el cumarato 59 a 130 mg/mL (Figura 44).

Para la investigacion de la toxicidad de los farmacos en los modelos de células de la
barrera intestinal, la linea celular epitelial CaCo-2 ha sido el modelo mas utilizado (Castillo et
al 2006). El enfoque cientifico del farmaco es maximizar la eficacia terapéutica y minimizar los
posibles peligros de los medicamentos. Por lo tanto, la baja toxicidad del cumarato 59 en las
células CaCo-2 podria disminuir los efectos secundarios a través de la barrera intestinal. Eso se
ha visto con algunos medicamentos que provocan dafio intestinal macroscopico, como
desprendimiento celular, acumulacion de liquidos, erosion vellosa y dilatacion del tracto

intestinal (Kilcoyne, et al., 2014).

Estos hallazgos indican que el cumarato 59 de Coulteria velutina causo la inhibicion de

la viabilidad de estas tres lineas celulares de cancer, de manera dosis dependiente.
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CONCLUSIONES

Las reacciones en medio &cido ensayadas evidenciaron que los compuestos 48 y 51
funcionalizados Unicamente con un grupo hidroxilo en el C-6, propiciaron la generacion de
derivados vinilicos (58, 53 y 55) en algunos casos acompafiados de transposiciones quimicas
que incrementaban la estabilidad de la molécula. El uso de acido formico en la reaccion

favorecia la obtencion de formiatos como subproductos.

Las reacciones de oxidacion llevadas a cabo en el anillo de furano permitieron la
obtencién de la hidroxipiranona 74 mediante la expansion del anillo a traves del
reordenamiento de Achmatowicz, siendo este el primer reporte de esta reaccion en
vouacapanos, los productos presentaron rendimientos de moderados a buenos; los derivados
56, 57 y 58 obtenidos corresponden a estructuras novedosas que resultan interesantes desde

el punto de vista sintético.

El aislamiento del nuevo vouacapano 59 a partir de la especie Coulteria velutina, que no
contaba con estudios quimicos previos, exhibe una vez mas que las especies de la familia
fabacea son una fuente inagotable de este tipo de cassanos. La derivatizacion de 59 permitio
sintetizar la lactona 63 mediante la cual se determind la configuracion absoluta por DCV. El
producto natural resulto inestable por lo que se preparo el derivado metilado 60. La colecta
de la especie en diferentes temporadas del afio permitié corroborar que el vouacapano 59 solo
estd presente de septiembre a noviembre, probablemente las condiciones climaticas

caracteristicas de esa temporada del afio.

El producto natural 59 presentd actividad citotoxica moderada frente a las lineas
celulares HelLa, (adenocarcinoma cervical humano), MDA-MB-231 (cancer de mama) y
Caco-2 (adenocarcinoma de colon caucasico), a través de un mecanismo de muerte celular

por apoptosis.
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PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H a 400 MHz, de '3C a 100 MHz y los
espectros bidimensionales se determinaron en el espectrémetro Varian Mercury Plus 400,
utilizando como disolvente cloroformo deuterado (CDCls) y tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna. Los espectros fueron procesados en el programa MestReNova. Las
constantes de acoplamiento se encuentran expresadas en Hertz (Hz).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan
corregidos.

Las separaciones cromatogréaficas en columna se realizaron usando silica gel 230-400
mallas marca Merck.

Los espectros de IR se midieron en un espectrofotémetro Thermo Scientific modelo
Nicolet 1s10 empleando la técnica ATR.

Los experimentos en microondas se llevaron a cabo utilizando un equipo CEM-

Discover mono modal que opera a una frecuencia de 2.45 GHz.

Materia vegetal

Se colectaron las hojas de las especies Coulteria platyloba S. Watson y Coulteria
velutina (Britton & Rose) Sotuyo & G.P. Lewis en la comunidad de Los Charcos en
Buenavista Tomatlan, Michoacan (19° 21" 33.26"" N, 102° 59" 64.3""W) y en Caréacuaro,
Michoacéan (18° 53" 15.4"" N, 100° 59" 18.3""W), respectivamente, durante el periodo 2018—
2021.

La identificacion taxonomica de la especie C. velutina fue realizada por la Biol. Rosa
Isabel Fuentes Chavez y la Bidl. Norma Patricia Reyes Martinez y la especie C. platyloba
por el M.C. Xavier Madrigal. Las identificaciones se llevaron a cabo en la Facultad de
Biologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Las hojas de la planta se dejaron secar a la sombra, para su posterior tratamiento.
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Reaccién general de aromatizacion

A una solucion de 100 mg de vouacapano en 2 mL de CHCl; acidificado con 0.1 mL
de HCI se adicion6 a una suspension de 2.5 Eq de DDQ en 2 mL de CH2Cl. La mezcla de
reaccion se deja reaccionar durante 20 min en agitacion a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo se extrajo con 100 mL de CH2Cl, se lavo 5 veces con agua (150 mL) y se seco
sobre Na;SO4 anhidro. Finalmente, el disolvente se extrae a presién reducida en rotavapor
para la obtencidon del crudo de reaccion.

Reaccion general de hidrolisis

Una solucién de 100 mg de vouacapano en 2 mL de THF anhidro se adicion6 a una
suspension 2 Eq de LiAlHsen 1 mL de THF anhidro. La mezcla de reaccion se mantiene en
agitacion durante 2 h bajo atmdsfera de nitrogeno a temperatura ambiente. Terminada la
reaccion se neutralizo con una solucién de HCI al 10% adicionando gota a gota en agitacion.
La reaccion se extrajo con AcOEt, se lavd con agua y se secd sobre Naz;SO4 anhidro, el

disolvente se evapord en rotavapor.

Coulteria platyloba

6p-acetoxivouacapano (6)

Un lote de 2 kg de hojas secas se maceré durante 3 dias a temperatura ambiente
empleando hexanos como disolvente. Transcurrido el tiempo la maceracién se filtré y
concentro en rotavapor, posteriormente, el proceso se repitio en tres ocasiones utilizando
diclorometano como disolvente, obteniendo 47 g (2.35% rendimiento) de una miel verde

oscuro.

Un lote de 30 g de extracto de CH2Cl> se fracciondé mediante
cromatografias en columna sucesivas a una altura de 11 cm, utilizando
como fase movil mezclas de Hexanos-AcOEt. De las fracciones
obtenidas en la polaridad 49:1 se obtuvieron 988 mg de cristales (3.29
% rendimiento) con un punto de fusion de 114-116 °C (GOmez-
Hurtado et al., 2013).
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— 6f-acetoxivouacapan-8(14),9(11)-dieno (19)

16 El 6p-acetoxivouacapano (6) se tratd con las condiciones de
aromatizacion previamente descritas. El crudo de reaccion se coloco en
cromatografia en columna, utilizando gel de silice como fase

estacionaria y mezcla Hexanos-AcOEt polaridad 49:1 como fase movil,

Obteniendo 68.3 mg del compuesto 19, los datos espectroscopicos

19

> 012
18
T

fueron comparados con la literatura (Talavera-Aleman et al., 2020).

— 6f-hidroxivouacapan-8(14),9(11)-dieno (51)

El benzofurano 19 mediante la reaccion general de hidrolisis permitid

15 la obtencion del 64-hidroxivouacapan-8(14),9(11)-dieno (51) como

una miel amarilla en un rendimiento del 93%.

17
RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm 7.54 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-16),

7.40 (1H, s, H-11), 6.74 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-15), 4.81 (1H, d, J = 5.0
Hz, H-6), 3.04 (1H, dd, J = 17.7, 5.0 Hz, H-7), 2.97 (1H, d, J = 7.1 Hz,
H-7°), 2.37 (3H, s, CH3-17) 2.25 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-1), 1.94 (1H, dd, J = 7.8, 4.6 Hz, H-
2), 1.64 (1H, m, H-2"), 1.64 (3H, s, CH3-20), 1.49 (1H, m, H-1"), 1.46 (1H, s, H-5), 1.45 (1H,
m, H-3), 1.31 (3H, s, CHs-19), 1.23 (1H, m, H-3"), 1.10 (3H, s, CHz-18).

19 ’18 OH

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) 6 ppm 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 (CHa, C-1), 43.1 (CHa, C-3), 39.0 (CHa, C-7), 38.2
(C, C-10), 34.2 (C, C-4), 33.8 (CHs, C-18), 28.8 (CHs, C-19), 27.7 (CHs, C-20), 19.8 (CHz,
C-2), 16.1 (CHs, C-17),

— 6p-hidroxivouacapano (47)

o El 6p-acetoxivouacapano (6) se sometié a la reaccion general de
hidrolisis, producto de la reaccion se obtuvieron 81 mg del compuesto
47 (Gomez-Hurtado et al., 2013).
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— 6p-formilvouacapano (52)

A una solucién de 80 mg de 6s-hidroxivouacapano (47) en 3
mL de CH2Cl; se le adicionaron 0.8 mL de acido férmico bajo reflujo
durante tres h. El crudo de reaccion se extrajo (100 mL AcOEt) y se
lavo con solucidn saturada de NaHCO3 se seco con NaxSO4anhidro,

el disolvente fue evaporado en rotavapor. El crudo de la reaccion se

8 T separ6 mediante cromatografia, de las fracciones 12 — 15 con
polaridad 24:1 hexanos-AcOEt se obtuvieron 35 mg del formiato 52

(Magallon-Chavez, 2018) como una miel incolora.

— Derivado vinilico 48
16 Una solucion de 100 mg de 64-hidroxivouacapano (47) en 4 mL

de &cido formico se hicieron reaccionar durante 6 h bajo reflujo.
Transcurrido el tiempo la reaccion se extrajo con dicolorometano y se
lavé con solucidn saturada de NaHCO3, se secd con Na>SOs anhidro,

el disolvente fue evaporado en rotavapor. El crudo de la reaccion (65

mg) se purifico mediante cromatografia en columna, obteniendo en la
fraccion 5 con polaridad 99:1 hexanos-AcOEt un sélido blanco con p.f. 171-173 °C
correspondiente al compuesto 48 (4 mg) (Magallon-Chavez, 2018).

— Derivado vinilico 53

A una solucién de 100 mg de 6s-hidroxivouacapano (47)
en 4 mL de MeOH, se adicionaron 0.5 mL de acido perclérico a
temperatura ambiente, se colocé en agitacion durante cuatro h, la
reaccion se extrajo con AcOEt, la fase orgénica se lavo con
solucion saturada de bicarbonato de sodio. Se secd con Na>SO4

anhidro. El crudo de reaccién se separ6 mediante cromatografia
en columna y posteriormente se purificd en cromatografia en placa preparativa impregnada
con AgNOQs, utilizando como fase movil Hexanos-AcOEt 4:1. Se obtuvo una miel incolora
6.8 mg (6 % rendimiento).
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RMN de *H (400 MHz, CDCl3) 6 ppm: 7.23 (1H, d, J= 1.8 Hz, H-16), 6.20 (1H, d, J= 1.8
Hz, H-15), 5.55 (1H, t, = 4.0 Hz, H-6), 2.65 (1H, m, H-14), 2.57 (1H, m, H-8), 2.41 (1H, m,
H-9), 2.17 (1H, m, H-7), 1.72 (2H, m, H-11), 1.30 (2H, m, H-3), 1.13 (3H, s, H-19), 1.10
(3H, s, H-20), 1.05 (3H, s, H-18), 1.01 (3H, d, J= 7.0 Hz, H-17).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) § ppm: 150. 67 (C, C-5), 149.6 (C, C-12), 140.1 (CH, C-16),
122.9 (C, C-13), 118.3 (CH, C-6), 109.6 (CH, C-15), 42.0 (CH, C-14), 40.7 (C, C-10), 38.0
(C, C-4), 37.1 (CH, C-9), 34.9 (CH,, C-3), 32.9 (CH, C-8), 32.2 (CH3, C-18), 31.6 (CHs, C-
7), 31.1 (CHs, C-20), 29.6 (CHz, C-1), 27.3 (CHa, C-11), 22.9 (CHs, C-19), 20.2 (CHz, C-2),
18.2 (CHs, C-17).

6p-formilvouacapan-8(14),9(11)-dieno (54)

A una solucién de 100 mg del benzofurano 51 en 3 mL de

15 CH2Cly, se adiciono 1 mL de acido formico, la solucion se dejo bajo
reflujo durante 1 h. Transcurrido el tiempo la reaccion se extrajo con
17 diclorometano (200 mL), se lavo con solucion saturada de NaHCOs3
(300 mL), se sec6 con Na2SO4 anhidro, el disolvente fue evaporado en

8 \ﬂ/ rotavapor. El crudo de la reaccion (87 mg) se separd0 mediante
cromatografia en columna, utilizando mezclas hexanos-AcOEt

polaridad 49:1 como fase movil, obteniendo 20 mg del compuesto 54 como un sélido blanco

con punto de fusion de 145-147 °C.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm 8.10 (1H, s, H-formiato), 7.53 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-
16), 7.40 (1H, s, H-11), 6.72 (1H, dd, J = 2.2, 1.0 Hz, H-15), 6.00 (1H, d, J = 5.3 H-6), 3.11
(1H, dd, J = 5.3, 18.2 Hz, H-7) 3.07 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-7"), 2.34 (3H, s, CH3-17) 2.32 (1H,
d, J = 16.1 Hz, H-1), 1.89 (1H, qt, J = 13.9, 3.5 Hz, H-2), 1.66 (1H, ddd, J = 13.9, 7.1, 3.5
H-2'), 1.62 (3H, s, CH3-20), 1.59 (1H, s, H-5), 1.48 (1H, m, H-3), 1.25 (1H, m, H-3"), 1.12
(3H, s, CH3-19), 1.08 (3H, s, CHs-18).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) 6 ppm 161.2 (C, OCOH), 153.8 (C, C-12), 145.9 (C,
C-9), 144.4 (CH, C-16), 128.3 (C, C-14), 125.5 (C, C-13), 123.2 (C, C-8), 105.3 (CH, C-11),
104.9 (CH, C-15), 67.6 (CH, C-6), 51.5 (CH, C-5), 43.1 (CH,, C-1), 43.0 (CH2, C-3), 35.2
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(CHz, C-7), 38.3 (C, C-10), 34.2 (C, C-4), 33.5 (CH3, C-18), 27.4 (CHs, C-20), 23.2 (CHs,
C-19), 19.6 (CHaz, C-2), 16.0 (CHs, C-17).

— Derivado reordenado 55

Una solucidn del alcohol benzofuranico 51 (100 mg) en 10 mL de
acido férmico reaccion6 durante 4 h a una temperatura de 90-100 °C en
reflujo. Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se vertio sobre
hielo y se extrajo con AcOEt (200 mL), se lavd con una solucion saturada
de NaHCO3 (200 mL), se secd con Na>SOs anhidro, el disolvente fue

evaporado en rotavapor. Obteniéndose 64 mg del derivado 55 (69%

rendimiento).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § ppm 7.61 (1H, s, H-11), 7.53 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-16),
6.72 (dd, J = 2.3, 1.0 Hz, H-15), 6.28 (1H, dd, J = 5.0, 3.0 Hz, H-1), 2.98 (1H, dd, J = 11.0,
6.1 Hz, H-7°), 2.89 (1H, dd, J = 5.0, 3.0, Hz, H-7), 2.39 (3H, s, H-17), 2.32 (1H, m, H-6"),
2.34 (1H, m, H-2%), 2.27 (1H, m, H-2), 1.77 (1H, m, H-6), 1.74 (1H, m, H-3), 1.25 (1H, m,
H-3%), 0.96 (3H, s, CHs-19), 0.96 (3H, s, CH3-18), 1.62 (3H, s, CH3-20).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 153.5 (C, C-12), 144.2 (CH, C-16), 139.8 (C,
C-9), 133.0 (C, C-10), 127.8 (C, C-14), 127.7 (C, C-13), 126.3 (C, C-8), 119.7 (CH, C-1),
105.0 (CH, C-15), 104.7 (CH, C-11), 37.7 (CH, C-5), 34.7 (C, C-4), 32.8 (CH2, C-3), 28.6
(CHz, C-6), 24.9 (CHs, C-18), 23.8 (CHz, C-2), 23.7 (CHa, C-7), 23.0 (CHs, C-20), 20.2
(CHs, C-19), 15.7 (CH3, C-17).

— 23-0x0-6f-acetoxivouacapano (56)

A una solucion del 50 mg 6-acetoxivouacapano (6) en 3 mL de

24 anhidrido acético, se adicionaron 0.5 mL de BF3:*O(Et), a 0 °C, la
mezcla de reaccion se dejo durante 1 h bajo atmoésfera de nitrogeno.

La reaccion se vertié sobre hielo, se extrajo con AcOEt (150 mL), la
fase organica se lavd con agua, con una solucion de NaHCO3 (250
mL), se secd con NaSOs anhidro y el disolvente se evapord en

rotavapor. El crudo de la reaccion se purifico mediante cromatografia
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en columna, utilizando como fase movil mezclas Hexanos-AcOEt en polaridad 45:5. El

compuesto 56 se obtuvo como una miel con un rendimiento del 57 %.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 7.01 (1H, s, H-15), 5.52 (1H, da, J = 5.6 Hz, H-6),
2.71 (1H, m, H-14), 2.62 (1H, m, H-11), 2.54 (1H, m, H-11"), 2.42 (3H, s, H-22), 2.03 (3H,
s, OAC), 2.03 (1H, m, H-8), 1.85 (1H, dt, J = 14.2, 3.6 Hz, H-7), 1.71 (1H, m, H-1), 1.65 (1H,
d, H-2), 1.57 (1H, m, H-7"), 1.53 (1H, m, H-9), 1.44 (1H, m, H-2"), 1.40 (1H, m, H-3), 1.23
(1-H, m, H-3°), 1.20 (3H, s, CH3-20), 1.17 (LH, m, H-1"), 1.09 (1H, s, H-5), 1.03 (3H, s, CHs-
19), 0.99 (3H, s, CHs-18), 0.98 (3H, d, J = 7.8 Hz, CH3-17).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) & ppm 186.0 (C, C-21), 170.5 (C, C-1°), 156.0 (C,
C-12), 151.2 (C, C-16), 125.8 (C, C-13), 117.9 (CH, C-15), 69.4 (CH, C-6), 55.5 (CH, C-5),
45.0 (CH, C-9), 43.6 (CHz, C-3), 42.0 (CHz, C-1), 37.9 (C, C-10), 36.0 (CHz, C-7), 33.7 (C,
C-4) 33.6 (CHs, C-18), 30.8 (CH, C-14), 30.7 (CH, C-8), 25.5 (CHs, C-22), 23.4 (CHs, C-
19), 22.0 (CHa, C-11), 21.7 (CHs, s, CHs-Ac), 18.7 (CHz, C-2), 17.5 (CHs, C-17), 17.0 (CHs,
C-20).

— Alcohol furanico 57

Una solucién de 100 mg de la cetona 56 en 5 mL de
metanol, se coloco en un bafio de hielo, se adicionaron 28.3
mg de NaBHs (3 Eq), la mezcla de reaccion se dejé en
agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. Se afiadié agua
(100 mL) y la fase organica se extrajo con CH2Cl> (200 mL)
y se lavo con salmuera (150 mL), se secd con NaxSOsy se

concentr6 a sequedad. Se obtuvo el alcohol 57 como un

polvo blanco con punto de fusion de 166 —168 °C con un
rendimiento del 67 %.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 6.03 (1H, s, H-15), 5.50 (1H, da, J = 1.9 Hz, H-6),
4.82 (1H, g, J = 6.5 Hz, H-1), 2.61 (1H, m, H-14), 2.57 (1H, m, H-11), 2.46 (1H, m, H-11),
2.04 (1H, m, H-8), 2.03 (3H, s, OAC), 1.84 (1H, dt, J = 14.4, 3.7 Hz, H-7), 1.72 (1H, d, J =
12.9 Hz, H-1) 1.52 (3H, d, J = 6.6 Hz, H- CHs-2"), 1.20 (3H, s, CHs-20), 1.08 (1H, s, H-5),
1.02 (3H, s, CH3-19), 0.99 (3H, s, CH3-18), 0.94 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17).
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— Lactona 25

Una solucion del derivado 57 (50 mg), 2.5 mL de acetonitrilo con azul de metileno (3
% mol), se someti0 a irradiacion de luz blanca (400 —500 nm) durante 1
h. Una vez completada la reaccion se evaporo6 el disolvente y se separ6
mediante cromatografia en columna, utilizando como fase movil
mezclas Hexanos-AcOEt en polaridad 45:5. obteniendo un sélido blanco
con pf 117-119 °C de la lactona 25. (Talavera-Aleman et al., 2020)

— 12-hidroxipiranona 58

A una solucion de 50 mg del vouacapano hidroxilado 56 en 10 mL de CH2Cl; se adicionaron
150 mg de AMCPB a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion
durante 1 h. Se extrajo con acetato de etilo (100 mL) y se lavo con solucion saturada de
NaHCOs (200 mL). La mezcla (57 mg) se separ0 mediante
cromatografia en columna utilizando como fase movil polaridad
Hexanos—AcOEt (2:1), se colectaron fracciones de 10 mL.
Posteriormente las fracciones que presentaban el compuesto

mayoritario se sometieron a placa preparativa usando como fase

movil polaridad Hexanos—AcOEt (9:1). Se aislaron 4.1 mg del
derivado 58 como un sélido blanco.

RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm 5.83 (1H, s, H-15), 5.50 (1H, sa, H-6), 4.63 (1H, g, J
= 6.8 Hz, H-16), 2.54 (1H, m, H-14), 2.03 (3H, s, OAC), 1.37 (3H, d, J = 6.8 Hz, CHs-21),
0.94 (3H, d, J = 7.0 Hz, CHs-17).

Coulteria velutina
— Acido-6p-cumariloxi-18-vouacapanoico (59)

Las hojas secas de C. velutina (1.2 kg) se extrajeron con CH2Cl> (3.5 L) en reflujo
durante 4 h. Una vez filtrado y evaporado el disolvente se obtuvo una miel color verde (85
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g). Una porcidn de esta (35 g) se sometié a cromatografia

)15 con gel de silice (250 g) usando 200 mL de gradientes
0 hexanos—AcOEt (1:0, 9:1, 4:1, 3:2, y 1:1). Se colectaron

5 26 fracciones de 10 mL, se monitore6 mediante TLC. El

3 7 220H
> 2 . . .
Hoqg ', 0w 22\ 28 compuesto mayoritario fue obtenido en la polaridad 3:2 (79).
24
23 29

(0]
RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 7.56 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-23), 7.35 (2H, d, J = 8.8

Hz, H-25 H-29) 7.21 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-16), 6.83 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-26 H-28) 6.20
(1H, d, J = 15.8 Hz, H-22) 6.16 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-15), 5.32 (1H, sa, H-6), 2.63 (1H, d, J
=16.0, 7.0 Hz, H-11) 2.56 (1H, m, H-14), 2.48 (1H, dd, J = 16.0, 10.0 Hz, H-11"), 2.08 (1H,
s, H-5), 2.05 (1H, m, H-8), 1.91 (1H, da, J = 14.5 Hz, H-7), 1.80 (1H, m, H-3) 1.78 (1H, da,
J=13.1 Hz, H-1), 1.68 (1H, m, H-7"), 1.67 (1H, m, H-2), 1.66 (1H, m, H-9), 1.64 (1H, m,
H-3'), 1.61 (1H, m, H-2"), 1.37 (3H, s, CHs-20), 1.33 (3H, s, CH3-19), 0.94 (3H, d, J = 7.0
Hz, CHs-17).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) § ppm 184.3 (C, C-18) 167.7 (C, C-21) 158.5 (C, C-
27) 149.2 (C, C-12), 145.4 (CH, C-23) 140.1 (CH, C-16), 130.4 (CH, C-29) 130.3 (CH, C-
25) 126.7 (C, C-24) 122.3 (C, C-13), 116.1 (CH, C-26 C-28), 115.4 (CH, C-22), 109.6 (CH,
C-15), 72.7 (CH, C-6), 49.7 (CH, C-5), 47.9 (C, C-4) 45.9 (CH, C-9), 41.3 (CH2, C-1), 38.8
(CHa, C-3), 37.6 (C, C-10), 36.1 (CHz, C-7), 31.6 (CH, C-8), 31.2 (CH, C-14), 21.7 (CHa,
C-11), 18.5 (CHs, C-19), 18.0 (CH3, C-20), 17.9 (CH,, C-2), 17.7 (CHs, C-17).

[a]o?%: —18, [a]s78 —19, [0]sa6 —21, [a]azs —26 (€ 0.4, CHCI3); IR (film): 3673-2900 (ancha),
1698, 1602, 1513, 1262, 1168, 1159 cmt; EMIE (70 eV): m/z (%) 314 (24) [M — &cido
cumarico]*, 270 (17) [M — &cido cumérico — CO2]*, 199 (12), 159 (20), 147 (100), 145 (64),
120 (71), 91 (82); HRESIMS m/z 501.2241 [M + Na]* calculado para [C29H340¢ + Na]*
501.2248.
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— Vouacapano 59b

Producto de esta columna cromatografica en la polaridad 3:2
Hexanos-AcOEt se obtuvo un compuesto minoritario (50 mg) en

forma de miel amarilla.

RMN de *H (400 MHz, CDCls) § ppm 7.39 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-
25 H-29), 7.21 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-16), 6.82 (1H, d, J = 12.5 Hz,
H-23), 6.83 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-26 H-28), 6.19 (1H, d, J = 1.9 Hz,
H-15), 5.79 (1H, d, J = 12.5 Hz, H-22), 5.45 (1H, sa, H-6), 2.63

OH (1H, d, J = 16.0, 7.0 Hz, H-11) 2.56 (1H, m, H-14), 2.48 (1H, dd, J
=16.0, 10.0 Hz, H-11"), 1.98 (1H, s, H-5), 1.47 (3H, s, CH3-20), 1.25 (3H, s, CH3-19), 0.97
(3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17).

— Derivado metilado 60

Un lote de 100 mg de 59 se hizo reaccionar con diazometano (10 mL) preparado in situ. Para
la preparacion del diazometano su colocd en un embudo de separacion sobre bafio de hielo
una solucion de KOH al 50 % (130 mL), una vez frio se adicionan 100 mL de CHClI, se deja
enfriar y posteriormente se agrega lentamente N-nitroso-N-metilurea (1 g). La presencia de

un color amarillo intenso indica la formacion del diazometano.

RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 7.60 (1H, d, J =
15.9 Hz, H-23), 7.45 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-25 H-29) 7.22
(1H, d, J = 2.0 Hz, H-16), 6.89 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-26
H-28), 6.25 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-23) 6.17 (1H, d, J= 2.0
Hz, H-15), 5.14 (1H, d, J = 2 Hz, H-6), 3.83 (3H, s, CH3.
COOCH3), 3.71 (3H, s, CHs- CumCHs), 2.66 (1H, d, J =
7.5 Hz, H-11) 2.58 (1H, m, H-14), 2.49 (1H, d, J = 9.7 Hz, H-11"), 2.08 (1H, da, J = 2.0 Hz,
H-5), 2.05 (1H, m, H-8), 1.91 (1H, dt, J = 14.4, 3.6 Hz, H-7), 1.80 (1H, m, H-3) 1.78 (1H,
da, J = 13.1 Hz, H-1), 1.68 (1H, m, H-7"), 1.67 (1H, m, H-2), 1.66 (1H, m, H-9), 1.64 (1H,
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m, H-3'), 1.61 (LH, m, H-2"), 1.40 (3H, s, CH3-20), 1.36 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J =
7.0 Hz, CHs-17).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) § ppm 179.2 (C, C-18), 166.9 (C, C-21), 161.7 (C,
C-27), 149.5 (C, C-12), 144.5 (CH, C-23), 140.5 (CH, C-16), 130.1 (CH, C-25, 29), 127.4
(C, C-24), 122.5 (C, C-13), 116.6 (CH, C-22), 114.6 (CH, C-26 C-28), 109.8 (CH, C-15),
72.4 (CH, C-6), 55.5 (CHs, CHs,-27 ), 52.3 (CHs, COO-CHs), 50.3 (CH, C-5), 48.1 (C, C-
4) 45.9 (CH, C-9), 41.3 (CHy, C-1), 38.9 (CH2, C-3), 37.6 (C, C-10), 36.1 (CH,, C-7), 31.0
(CH, C-8), 31.3 (CH, C-14), 21.6 (CH2, C-11), 18.5 (CHs, C-20), 18.0 (CH,, C-2), 17.9 (CHs,
C-19), 17.6 (CHs, C-17).

16
0 T 63,18a-vouacapandiol (61)
\

A una suspension de 15.2 mg LiAlHsen 1 mL de THF, se

adiciond lentamente una solucion de 100 mg de 59 en 2 mL de THF

anhidro en bafio de hielo. La mezcla de reaccién se mantiene en

OH

18 19
agitacion durante 2 h bajo atmoésfera de nitrogeno a temperatura

ambiente. Posteriormente, la reaccion se neutralizd con una solucién de HCI al 10%, se
extrajo con AcOEt (150 mL), se lavé con agua (3 x 100 mL) y se secd sobre Na>SO4 anhidro.
Obteniédose el compuesto 61 como una miel incolora (78 mg).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 7.24 (1H, d, J = 1.9 Hz, H-16), 6.20 (1H, d, J = 1.9
Hz, H-15), 4.44 (1H, da, J = 2.9 Hz, H-6), 3.64 (1H, d, J = 10.9 Hz, H-18), 3.23 (1H, d, J =
10.9 Hz, H-18), 2.56 (1H, m, H-14), 2.50 (1H, d, J = 10 Hz, H-11) 2.45 (1H, d, J = 10.0 Hz,
H-11°), 2.16 (1H, m, H-8), 1.74 (1H, m, H-7), 1.71 (1H, m, H-1), 1.68 (1H, m, H-7"), 1.56
(1H, m, H-9), 1.46 (1H, m, H-2) 1.39 (1H, s, H-5), 1.25 (1H, m, H-3), 1.23 (1H, m, H-2"),
1.27 (3H, s, CH3-20), 1.22 (3H, s, CH3-19), 0.97 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) & ppm 149.6 (C, C-12), 140.3 (CH, C-16), 122.3 (C,
C-13), 109.5 (CH, C-15), 72.2 (CH,, C-18), 67.7 (CH, C-6), 49.6 (CH, C-5), 45.9 (CH, C-
9), 41.8 (CH2, C-3), 40.3 (CH2, C-7), 38.4 (C, C-4), 37.5 (C, C-10), 37.0 (CH2, C-1), 31.2
(CH, C-14), 30.3 (CH, C-8), 21.8 (CH2, C-11), 20.0 (CHs, C-19), 18.2 (CH2, C-2), 18.1 (CHs,
C-17). 17.8 (CHs, C-20).
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— Derivado 62

A una solucién de 59 (100 mg) en 20 mL de MeOH:CHCl» (9:1)
O se agregaron 50 mg de NaOH en agua (0.2 mL). La mezcla de
NS

reaccion se coloco en un reactor de microondas a 150 W durante 15

‘ “747 min. El crudo de reaccion se neutraliz con HCI al 2%, se extrajo
5

R con AcOEt (3 x 50 mL), se lav6 con agua (3 x 100 mL) y se seco
HOOC };  OH

con NaxSOg4 anhidro. EIl producto se obtuvo en un rendimiento del
89 % como un sélido blanco con p.f. 125-127 °C. [a]o®: +30, [a]s7s +31, [o]s4s +36, [0]436
+65, [a]ses +119 (c 0.9, CHCl3).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 7.23 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-16), 6.19 (1H, d, J = 2.0
Hz, H-15), 4.15 (1H, da, J = 1.6 Hz, H-6), 2.61 (1H, m, H-14), 2.61 (1H, dd, J = 16.7, 7.2
Hz, H-11), 2.48 (1H, dd, J = 16.7, 10.3 Hz, H-11"), 2.18 (1H, m, H-8), 1.85 (1H, s, H-5),
1.80 (1H, m, H-7), 1.72 (1H, m, H-1), 1.69 (1H, m, H-2), 1.69 (1H, m, H-3), 1.69 (1H, m, H-
7), 1.62 (1H, m, H-9), 1.22 (3H, s, CH3-19), 1.59 (1H, m, H-2"), 1.27 (3H, s, CH3-20), 1.18
(1H, m, H-1"), 0.98 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) & ppm 184.7 (C, C-18), 149.2 (C, C-12), 140.4 (CH,
C-16), 122.3 (C, C-13), 109.5 (CH, C-15), 69.8 (CH, C-6), 50.2 (CH, C-5), 48.0 (C, C-4),
46.2 (CH, C-9), 41.4 (CHz, C-1), 40.4 (CHy, C-3), 38.7 (CH2, C-7), 37.3 (C, C-10), 31.3 (CH,
C-14), 30.7 (CH, C-8), 21.7 (CHz, C-11), 18.9 (CH3, C-19), 18.0 (CH2, C-2), 18.0 (CHs, C-
17). 17.8 (CHs, C-20).

= (+)-(4R,5S,6S,8S,9S,10R,14R)-vouacapan-4,6-olida (63)

Una solucion de 50 mg del compuesto 62 y 25 mg de AcONa en
4 mL de anhidrido acético se calentd en reflujo durante 4 h.
Posteriormente la reaccion se vertid sobre hielo y se extrajo con
AcOEt (100 mL), la fase orgénica se lavé con una solucion de
NaHCOs (200 mL) y se seco con Na>SO4 anhidro para dar 46 mg

del compuesto 63 como un sélido blanco con p.f. 157 —159 °C.
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[0]o®: +102, [o]s7s +106, [o]sas +121, [a]azs +208, [a]zss +334 (c 0.8, CHCIs); IR (CHCls):
2923, 1770, 1657, 1014 cmt; EMIE (70 eV): m/z (%) 314 (100) [M]*, 270 (12), 255 (24),
199 (16), 162 (29), 147 (90), 145 (47), 133 (29), 108 (70).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6 ppm 7.24 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-16), 6.19 (1H, d, J = 2.1
Hz, H-15), 4.51 (1H, ddd, J = 14.1, 11.0, 5.9 Hz, H-6), 2.75 (1H, m, H-14), 2.74 (1H, m, H-
117), 2.54 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-11), 2.26 (1H, m, H-7), 2.25 (1H, d, J = 11.0 Hz, H-5), 2.25
(1H, m, H-8), 2.03 (1H, m, H-2), 1.88 (1H, dd, J = 12.0, 4.0 Hz, H-3), 1.88 (1H, m, H-7"),
1.85 (1H, dd, J = 12.0, 2.0 Hz, H-2"), 1.74 (1H, td, J = 10.3, 2.5 Hz, H-9), 1.69 (1H, m, H-
3), 1.58 (1H, dd, J = 12.3, 4.5 Hz, H-1), 1.49 (3H, s, CH3-19), 1.32 (1H, m, H-1"), 1.21 (3H,
s, CH3-20), 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz, CH3-17).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls) & ppm 181.7 (C, C-18), 148.9 (C, C-12), 141.0 (CH,
C-16), 122.8 (C, C-13), 109.7 (CH, C-15), 76.4 (CH, C-6), 52.0 (CH, C-5), 42.3 (C, C-4),
40.6 (CH, C-9), 40.0 (CHj, C-1), 37.8 (C, C-10), 36.5 (CHz, C-7), 35.2 (CH2, C-3), 33.2 (CH,
C-14), 29.7 (CH, C-8), 23.4 (CHs, C-19), 22.8 (CH2, C-11), 20.3 (CH2, C-2), 17.7 (CHs, C-
20), 17.0 (CHs, C-17).

Cultivos celulares

Las lineas celulares de cancer humano HeLa, MDA-MB-232 y Caco-2 se obtuvieron
de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.). Los cultivos
celulares se incubaron a 37 °C en una atmosfera con un 5% de CO2 y un 80% de humedad,
en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con un 10% (v/v) de suero
bovino fetal (FBS) y un 1% de solucion antibiotica (10.000 unidades de penicilina, 10 mg de

estreptomicina y 25 ug de anfotericina B por mL).

Medios de cultivo

e Medio completo. Composicion: Dulbecco’s Modified Eagle's Medium/Nutrient
Mixture F-12 Ham con L-glutamina y 15 mM de HEPES 15.6 gr/L, NaHCO3 1.5

60



gr/L, Penicilina/Estreptomicina 10,000 U/mL de Penicilina y 10 mg/mL de
estreptomicina (Sigma) 1%, suero fetal bovino (SFB, Sigma) 10%.

e Medio incompleto. Composicion: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient
Mixture F-12 Ham con L-glutamina y 15 mM de HEPES 15.6 gr/L, NaHCO3 1.5
gr/L

Ensayo de viabilidad celular por MTT

Para determinar la toxicidad por el método colorimétrico MTT las células HeLa, MDA-MB-
231, Caco-2 y NIH/3T3 se sembraron individualmente en placas de fondo plano de 96
pocillos (Costar) a una densidad de 3 x 104 células por pocillo en 200 pL de medio
enriquecido con suero. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (n = 3) utilizando
concentraciones crecientes del compuesto 59 (50, 70, 90, 110 y 130 pg mL-1) durante 48 h.
Se empled metotrexato (MTX) como control positivo a 100 uM para las células MDA-MB-
231, HeLa y NIH/3T3 y 1 uM para las células Caco-2, mientras que el DMSO (<0,1% en
medio de cultivo) se utiliz6 como control negativo. Tras el tratamiento, se afiadio a cada
pocillo una solucion (10 uL) de MTT (5 mg mL en PBS) y se incub6 durante 4 h a 37 °C.
Consecutivamente, se aiadieron 100 puL de 2-propanol/IM HCI (19:1 v/v) para disolver los
cristales de formazan, y se midio la absorbancia en un espectrofotometro para microplacas
BioteK Epoch a 595 nm. Los datos fueron recolectados y extraidos con el software
Microplate manager (BioteK). Se realizaron 2 ensayos para cada tratamiento con tres
repeticiones cada uno. Los valores medios de I1Cso se expresan en ugmL™?, incluidos los

correspondientes intervalos de confianza al 95%.
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