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V. RESUMEN

Los productos naturales se consideran fuente importante de moléculas con
actividad bioldgica y estas a su vez pueden ser modificadas por medio de métodos quimicos
para la obtencién de derivados con diversas funcionalizaciones. El dcido 2a-hidroxieperuico
(17) es un diterpeno ent-labdano aislado de Ageratina petiolaris el cual debido a los grupos
funcionales presentes en su estructura permitid la obtencién de diferentes amidas vy
ésteres. Los derivados fueron sometidos a un estudio de anclaje molecular in silico frente a
tubulina, donde se observé que la mayoria presentan afinidad a la proteina en el mismo
sitio de accidén ocupado por el paclitaxel, farmaco empleado en la clinica para tratar cancer
de ovario, mama y pulmdn. Por otra parte se llevd a cabo un estudio sobre el equilibrio
dindmico de la tubulina in vitro empleando derivados de 17, donde exhibieron actividad

como estabilizadores de microtubulos.

Interaccién del derivado 35 sobre la tubulina (Ef = -8.7 kcal/mol).

Palabras clave: Ageratina petiolaris, Ent-labdano, Amida, Ester, Tubulina.
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VI.  ABSTRACT

Natural products are a source of molecules with biological activity, these compounds
can be modified by chemical methods to generate functionalized derivatives. The 2a-
hydroxyeperuic acid (17) isolated from Ageratina petiolaris is an ent-labdane-type
diterpene. Compound 17 has a hydroxyl group at C-2 and a carboxyl group at C-15, these
functional groups have been modified to prepared some amides and esters with ent-
labdane moiety. Interactions of new ent-labdane derivatives with the paclitaxel binding site
of microtubules were studied employing docking. It is important to mention that paclitaxel
is an antineoplasic agent used to treat a number of types of cancer, this includes ovarian
cancer, breast cancer and lung cancer. Finally, in vitro studies between porcine neuronal
tubulin and derivatives of compound 17 exhibited that these semi-synthetic molecules have

the ability to suppress microtubules dynamics.

Interaction of 35 with tubulin (Ef= -8.7 kcal/mol).

Keywords: Ageratina petiolaris, Ent-labdane, Amide, Ester, Tubulin.
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1. INTRODUCCION

El interés en las propiedades medicinales que poseen las preparaciones obtenidas a
partir de organismos vivos, especialmente de las plantas ha sido evidente desde la
antigliedad, como lo comprueban escritos como el papiro de Ebers, un manual medicinal

egipcio del afio 1550 a. C., el cual describe propiedades de ciertas especies vegetales.!

Los productos naturales son compuestos organicos aislados a partir de sistemas
vivos, se han empleado diversos procedimientos experimentales para la extraccion,

aislamiento y caracterizacion de diversas sustancias.?

Mds del 40% de los farmacos actuales, y aun mas de los agentes contra el cancer,

tienen sus origenes o principios de disefio sintético en un producto natural.?

Las metas del uso de plantas como fuente de agentes terapéuticos son: a) aislar
compuestos bioactivos para uso directo como medicamentos; b) producir compuestos
bioactivos de nuevas o estructuras conocidas por medio de semisintesis para producir
derivados con mayor actividad y/o menor toxicidad; y c) usar toda la planta o parte de ella

como remedio herbal .*

Aunque el valor terapéutico de los productos naturales es evidente, el uso de estos
compuestos presenta una serie de desafios. A menudo es dificil acceder a cantidades
suficientes de un producto natural, por lo tanto, la caracterizacion completa de las

propiedades bioldgicas y quimicas de los compuestos puede ser problematico.

Hoy en dia se cuenta con un gran acervo de estructuras moleculares obtenidas a
partir de fuentes naturales que han promovido la sintesis organica, las biotransformaciones,
la biosintesis y han inspirado a muchos investigadores a continuar con el estudio de
diferentes especies vegetales para ampliar y profundizar en el conocimiento de los

metabolitos secundarios.



2. ANTECEDENTES

Todos los organismos transforman y utilizan varios compuestos como carbohidratos,
proteinas, dacidos grasos y acidos nucleicos que les permiten sobrevivir, crecer vy

reproducirse ya que estas sustancias los proveen de energia en forma de ATP y nutrientes.®

Las plantas son muy eficientes en la sintesis de compuestos orgdnicos debido a que
la red metabdlica de estas es mucho mds amplia que en otros organismos. Aunado a la
produccién de metabolitos primarios las plantas sintetizan una gran cantidad y diversidad
de compuestos organicos que no parecen tener una funcién directa en el crecimiento y
desarrollo, estas sustancias se conocen con el nombre de metabolitos secundarios,
productos secundarios o productos naturales. Los metabolitos secundarios desempefian un
papel clave en adaptacion de las plantas a medida que funcionan en la proteccién contra
las infecciones microbianas y virales, herbivoria, la radiacién UV, la atracciéon de los

polinizadores y frugivoros, alelopatia y sefializacion.®

Los metabolitos secundarios tienen una distribucidn restringida en el reino vegetal,
es decir, se encuentran con frecuencia en una sola especie vegetal o grupo taxonémico
delimitado y algunos son especificos para definir el género y la especie de la planta, esta
distribucién mas estrecha de los metabolitos secundarios constituye la base de la
guimiotaxonomia. Los metabolitos secundarios producidos por las plantas son de gran
interés debido a su enorme diversidad estructural y funcional, los cuales se pueden dividir
en tres grupos quimicamente diferentes: terpenos formados principalmente por la via del
mevalonato, fenoles la mayoria formados por la via del shikimato y/o la via de los acetatos
y compuestos que contienen nitrégeno: principalmente los alcaloides, formados por la via

de los aminoéacidos (Figura 1).’



2.1. Terpenos

El término terpeno deriva de la palabra alemana Terpentin que significa esencia de

trementina.®

Los terpenos constituyen el mas amplio conjunto de metabolitos secundarios y la
mayoria de estos son especificos del reino vegetal, sin embargo, también los podemos
encontrar en animales como insectos y organismos marinos.’
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Figura 1. Principales rutas de la biosintesis de metabolitos secundarios y sus interacciones

con el metabolismo primario.



Los terpenos son compuestos que resultan de la polimerizacion de unidades
isoprénicas (isoprenilpirofosfato [IPP] y su isdmero dimetilalilpirofosfato [DMAPP]),
moléculas de 5 carbonos que proceden del acido mevaldnico siendo que cada grupo de
terpenos es el resultado de la condensacién cabeza-cola de un nimero variable de unidades
isoprénicas, aunque también se han encontrado casos de unién cabeza-cabeza o cola-cola.
La diversidad de los metabolitos terpénicos naturales ha llevado a considerar reacciones y
mecanismos que justifican la existencia de los principales esqueletos, siendo el origen de

las unidades de isopreno: via del mevalonato y via formacion de IPP (GAP/Piruvato).*?

Con frecuencia se les llama compuestos isoprenoides y se clasifican de acuerdo a la

cantidad de unidades de isopreno que contienen (Tabla 1).!

2.2. Diterpenos

Usualmente son compuestos de la resina de las plantas y algunas ocasiones forman
parte del aceite esencial de las especies vegetales. Los diterpenos son quimicamente
complejos y dificiles de aislar, purificar y caracterizar, constituyen un amplio conjunto de
compuestos de veinte carbonos procedentes del metabolismo del (2E,6E,10E)-

geranilgeranilpirofosfato (GGPP).1%13

Su estructura varia dependiendo principalmente de su biogénesis siendo clasificados
en funcién a la misma como: lineales, biciclicos, triciclicos tetraciclicos, pentaciclicos o
macrociclicos dependiendo de su nucleo esquelético (Figura 2). En la naturaleza se
encuentran comunmente en una forma polioxigenada con grupos ceto e hidroxilo, estos

altimos a menudo esterificados por acidos alifaticos o aromaticos.'*

Los diterpenos tipo labdano son poco comunes en la naturaleza, por esta razén se
busca explorar su potencial como fuente de moléculas susceptibles a ser trasformadas en
nuevos derivados, se ha descrito que este tipo de estructuras se pueden emplear como

agentes anticancerosos potenciales.



Tabla 1. Clasificacidn y precursores de los Terpenos.
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Figura 2. Principales tipos de esqueletos diterpénicos.



2.3. Actividad bioldgica de los diterpenos

Esta clase de moléculas tiene miembros con actividad terapéutica que incluyen
propiedades anticancerosas, antiparasitarias, antimicrobianas, antialérgicas,

antiespasmadicas, antihiperglucémicas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras.

Diterpenos derivados de plantas son los agentes anticancerosos mas eficaces
aprobados por la FDA. La eleuterobina (1) es un diterpeno glicosilado aislado de un coral
marino, Eleutherobia sp., es un agente anticanceroso potente que inhibe la proliferacién
celular. Otro derivado recientemente identificado como mebutato de ingenol (2)
comercialmente conocido como Picato®, un éster aislado de la savia de Euphorbia peplus,
el cual es un quimioterapéutico tépico para el tratamiento de cancer de piel, que causa una
rapida interrupcién mitocondrial provocando la muerte celular por necrosis primaria, con
un resultado estético favorable (Figura 3). Estos compuestos anticancerosos tienen mayor
eficacia y perfil de toxicidad mds seguros que algunas alternativas sintéticas. Sin embargo,
pocos de estos terpenoides se pueden obtener en cantidades suficientes a partir de fuentes

naturales, limitando asi su despliegue eficaz en el tratamiento de enfermedades humanas.*

Figura 3. Estructura de diterpenos anticancerosos.



2.4. Taxol®

El paclitaxel (3) comercialmente denominado Taxol® fue aislado por Wall, Wani y

colaboradores a partir de la corteza de Taxus brevifolia, conocido como tejo del Pacifico.®

Es un compuesto complejo en el que destaca un esqueleto hidrocarbonado de
naturaleza diterpénica tipo taxano, formado por tres ciclos de 6, 8 y 6 carbonos,
polisustituido con cuatro metilos y ocho funciones oxigenadas, la molécula posee un total

de once estereocentros.’

Es un agente antimitético potente, el cual ha sido usado para tratar diferentes tipos
de tumores sélidos, pero particularmente presenta una excelente actividad contra canceres

de mama, ovario y pulmoén.t8

También se ha descrito un andlogo semisintético llamado docetaxel (4), cuyo
precursor es encontrado en las hojas del tejo europeo Taxus bacata, el compuesto 4 difiere
de 3 en la sustitucion en la posiciéon C-10 del anillo de taxano y en la cadena lateral de la

posicién C-13 del macrociclo (Figura 4).*°

AcO

Figura 4. Estructura del paclitaxel (3) y su analogo semisintético docetaxel (4).



2.5. Caracteristicas del cdancer

Céancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos o
neoplasias malignas. Es la multiplicacién rapida de células anormales que se extienden mas

alla de sus limites habituales.

Las principales caracteristicas del cancer o de las células cancerosas es su alta
velocidad de proliferacién, la evasién de la apoptosis y de las sefiales supresoras del
crecimiento, invasion de los tejidos, evadir el sistema inmune, reprogramar el sistema
celular, presenta inestabilidad gendmica como mutaciones y estd intimamente relacionado

con procesos inflamatorios.2°

Como se menciondé previamente, dentro de los compuestos con propiedades
citotoxicas se encuentra 3, el cual tiene como blanco molecular los microtubulos, debido a
que este se une a la B-tubulina, promueve y estabiliza el ensamblaje de los microtubulos,

detiene la divisién celular y posteriormente conduce a la célula a apoptosis (Figura 5).%!

Figura 5. Sitio de union de 3 en la B-tubulina. Archivo 1JFF obtenido de PDB.??

Ademas del sitio unién de 3 en la B-tubulina podemos encontrar el dominio de los
alcaloides de la vinca (Figura 7) y el sitio de la colchicina (7) (Figura 8), a diferencia del

paclitaxel estos ultimos actian desestabilizando la estructura de los microtibulos. Dentro

9



de los alcaloides de la vinca podemos encontrar a los dos compuestos naturales aislados
originalmente, vinblastina (5, Velban®) y vincristina (6, Oncovin®), aprobados por la FDA en

1961y 1963, respectivamente.?

5 R=CH,
6 R=CHO 7

Figura 6. Alcaloides de la vinca 5-6 y colchicina (7).

Figura 7. Sitio de unién de 5 interaccionando con la subunidad a de un dimero de tubulina

y la B de otro (Dominio de la vinca). Archivo 4EB6 obtenido de PDB.%
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Figura 8. Sitio de unién de 7 en la regidn entre mondmeros del heterodimero de tubulina.

Archivo 1SAO obtenido de PDB. #
2.6. Equilibrio dindmico de la tubulina

Los microtubulos (Figura 9) son tubos cilindricos de 25 nm de didmetro exteriory 12
nm de didmetro interior, con longitudes que varian entre unos pocos nm a um, estan
formados a partir de 13 protofilamentos compuestos por heterodimeros de a- y B-

tubulina.?®

Figura 9. Microtubulo: Estructura tubular de las células compuesta por heterodimeros de
o- y B-tubulina.
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La polimerizacion de tubulina en microtibulos es un proceso dinamico, los
microtubulos son estructuras polares, con crecimiento favorecido en el extremo positivo
donde se ubica la B-tubulina y la contraccién mas prevalente en el extremo negativo donde
se localiza la a-tubulina. Sin embargo, ambos extremos de los microtibulos experimentan
periodos de crecimiento y retraccién, el equilibrio entre crecimiento y contraccion es
esencial para muchos procesos celulares. Los microtubulos son una de las estructuras
fundamentales que comprenden el citoesqueleto de las células eucariotas y estdn
involucrados en procesos celulares tan diversos como la divisién celular, la locomocién y el

transporte intracelular (Figura 10).2°

GTP

Polimerizacion
GDP

Despolimerizacion

Catastrofe

Rescate

Contraccidn

Crecimiento

Microtubulo
metaestable

Figura 10. Inestabilidad dinamica de los microtibulos.?’
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La tubulina aislada del tejido cerebral porcino se ha utilizado ampliamente en
ensayos de polimerizacién siendo una herramienta poderosa para caracterizar las

interacciones microtubulo-ligando.

Los diterpenos de tipo labdano sugieren junto con su baja toxicidad celular, posibles

aplicaciones terapéuticas de gran impacto incluyendo propiedades citotdxicas.?®

En las Asteraceas se han descrito mdas de 1200 productos terpénicos distribuidos en
un centenar de esqueletos, dentro de los cuales se incluyen estructuras tipo labdano y ent-

labdano.?®
2.7. Familia Asteraceae

Las Asterdceas es un grupo monofilético y representa una de las familias mas

numerosas de angiospermas con mas 1000 géneros y de 25000 a 30000 especies.3°

En la Republica Mexicana se estiman alrededor de 300 géneros, con un numero de
especies cerca de 3000.?* Una de las caracteristicas mas importantes es la presencia de
flores apretadas en una inflorescencia condensada que se asemeja a una sola flor grande.
Esta familia también presenta una amplia variedad de formas: herbaceas, suculentas, lianas,
epifitas, arboles y arbustos. Su distribucién es cosmopolita y se encuentra practicamente
en todos los ambientes. Ademas, la evidencia filogenética y los datos paleontoldgicos
sugieren que el ancestro de las Asteraceae surgio en el hemisferio sur, en el drea que hoy

corresponde a la region andina de Sudamérica.3!
2.8. Género Ageratina

Ageratina es quiza el género con mas especies de la familia de las Asteraceae en

México, ya que se encuentran distribuidas en el territorio nacional cerca 190 especies.3?

Las plantas pertenecientes al género Ageratina poseen una riqueza importante en
compuestos labdandlicos dentro de los que destacan los acidos cativico (8), labdadiénoico
(9) y 13-epi-labdandlico (10) aislados de A. jocotepecana y el acido 2a-isovaleroxieperuico
(11), un ent-labdano aislado de A. petiolaris (Figura 11).3334
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10 11

Figura 11. Compuestos tipo labdano y ent-labdano.
2.9. Ageratina petiolaris

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

rosadas (Figura 12).

14



Figura 12. Ageratina petiolaris.

Es conocida como “Hierba del dngel” o “yolochichitl”. Se ha colectado entre 2350 y
3000 m de altitud, en sitios con pastizal, matorral xeréfilo y bosque de pino y encino; crece

frecuentemente a lo largo de caminos y carreteras.3?

Existen varios reportes sobre la composicion fitoquimica de A. petiolaris
identificando al chamazuleno (12), 4cido clorogénico (13), L-quiro-inositol (14), 2-hidroxi-6-
metoxibenzoato de bencilo (15a), 2,6-dimetoxibenzoato de bencilo (15b), 2,6-
dimetoxibenzoato de 3-metoxibencilo (15c), 2-hidroxi-3,6-dimetoxibenzoato de bencilo

(15d), 4cido 2a-isovaleroxieperuico (11) y acido 2a-tigloiloxieperuico (16) (Figura 13).3436:37
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Figura 13. Compuestos obtenidos de A. petiolaris.

El 4cido 2a-isovaleroxieperuico (11), un diterpeno tipo ent-labdano al cual se le

realizaron diferentes transformaciones quimicas obteniendo los derivados 11a-11g y 17

(Figura 14).34
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Figura 14. Acido 2a-isovaleroxieperuico (11) y sus derivados.

A partir de una hidrdlisis bdasica sobre el enlace tipo éster del acido 2a-

isovaleroxieperuico (11), se obtiene el acido 2a-hidroxieperuico (17) en forma de cristales.

2.10. Acido 2a-hidroxieperuico

En trabajos recientes se ha estudiado la trasformacion quimica del acido 2a-

hidroxieperuico (17) preparandose nuevos derivados 18-22.3¢
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Los derivados 18 y 19 se prepararon mediante la modificacidn del grupo hidroxilo en

la posicién C-2 (Figura 15).

ROy,
" COOH

17 R=H 19
18 R=Ac

Figura 15. Derivados del acido 2a-hidroxieperuico (17).

A partir del derivado oxidado 19 se obtuvieron las 2,4-dinitrofenilhidrazonas (20)

(Figura 16).

COOH

20
Figura 16. Hidrazonas derivadas del 4cido 2a-hidroxieperuico (20).

Asi mismo, a partir del derivado acetilado 18 se realizé la preparacion de la amida

21, mientras que a partir de 11b se prepard el derivado cinamoilado 22 (Figura 17).

21 22

Figura 17. Derivados 21-22 del 4cido 2a-hidroxieperuico (17).

Posteriormente se realizé6 el modelado molecular de los diterpenos 21 y 22
empleando el protocolo de Monte Carlo con MMFF seguido de optimizacion de la
geometria de los minimos globales con DFT a nivel de teoria B3LYP/6-31G(d,p), se efectud
el estudio de anclaje molecular (docking) entre los derivados diterpénicos y el heterodimero

de alfa- y beta-tubulina utilizando AutoDock Vina, mostrando que la mayor afinidad en la
17



proteina de estos compuestos se presenta en el mismo sitio blanco ocupado por el farmaco
antimitotico paclitaxel. La energia de afinidad difiere dependiendo de los sustituyentes
acoplados al diterpeno de partida. Se observé que la presencia de anillos aromaticos en el
esqueleto de ent-labdano incrementa la afinidad por la proteina debido a las interacciones
de éstos con los anillos aromdaticos de los residuos de aminodcido presentes en el sitio
blanco, por lo que acoplar este tipo de sustituyentes favorece el anclaje en el sitio activo.
También se llevd a cabo el estudio docking sobre un derivado tedrico 23 (Figura 18)
mostrando resultados in silico favorables, este derivado fue propuesto tomando como base

los sustituyentes aromaticos de los derivados 21 y 22.383°

Figura 18. Compuesto tedrico 23.

Para la obtencién de nuevos derivados a partir del acido 2a-hidroxieperuico es
necesario recurrir a diferentes metodologias de acuerdo a los grupos funcionales que este
posee dentro de su estructura como el grupo hidroxilo en C-2 y el carbonilo en C-15,
teniendo como finalidad la obtencidn de compuestos con funciones amida y éster,

principalmente.
2.11. Caracteristicas de las amidas y ésteres

Las amidas predominan en todos los organismos vivos; las proteinas, acidos
nucleicos y numerosos productos farmacéuticos tienen grupos funcionales amida, ademas
los derivados de amida se han asociado a un amplio espectro de actividades biolédgicas. Por
otra parte estas son mas estables a las condiciones acuosas que se encuentran en los
organismos vivos. Los ésteres se encuentran entre los compuestos mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza, cabe mencionar que también algunos analgésicos cuentan con

funcionalizaciones éster en su estructura.*°
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Actualmente existe una gran cantidad de metodologias utilizadas por los quimicos
para sintetizar amidas y ésteres, dentro de los que se encuentran el uso de agentes
activadores del grupo carboxilo como el 1,1’-carbonildiimidazol (24, CDI) (Figura 19) y la

sintesis de amidas via anhidridos mixtos (Figura 20).4142
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Figura 19. Formacion de amidas mediante CDI.
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Figura 20. Sintesis de amidas via anhidridos mixtos.
2.12. Anclaje molecular (Docking)

Los estudios de anclaje molecular (docking) es un método computacional que busca
predecir la unidén no covalente de macromoléculas o mas frecuentemente la union eficiente
de un blanco macromolecular (receptor, generalmente proteinas) y una molécula de menor
tamafio (ligando), comenzando con el modelado molecular de las estructuras de interés o
bien obteniendo estas a partir de bancos de datos donde se recopilan principalmente
estructuras de proteinas en 3D. El objetivo es predecir el sitio de unidn y la afinidad entre
las moléculas a estudiar, teniendo como resultado un complejo donde se muestra la
interaccion receptor-ligando. Existen varios programas de simulacion in silico que permiten

obtener resultados confiables en periodos de tiempo cortos.*344
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3. JUSTIFICACION

La importancia de este proyecto radica en la obtencién de nuevos derivados tipo
ent-labdano a partir del acido 2a-hidroxieperuico realizando diversas transformaciones

quimicas con el propdsito de incrementar su posible actividad bioldgica.

Asi mismo, realizar estudios de docking para conocer el sitio de interaccion de las
moléculas sintetizadas con el heterodimero de alfa- y beta-tubulina, siendo este el sitio

activo del paclitaxel que es un compuesto que posee un efecto antimitético.
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4.1.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Preparar nuevos derivados diterpénicos con posible actividad biolégica a partir del

acido 2 a -hidroxieperuico aisalado de Ageratina petiolaris.

4.2.

o

Objetivos especificos

Colectar y separar las partes de Ageratina petiolaris.

Obtener el extracto hexanico de flores.

Obtener el acido 2a-hidroxieperuico por medio de hidrélisis alcalina del extracto
hexanico y su purificacion.

Realizar las transformaciones quimicas correspondientes al acido 2a-
hidroxieperuico.

Caracterizar los productos obtenidos mediante sus propiedades fisicas y datos
espectroscépicos.

Llevar a cabo estudios de docking para conocer el sitio de interaccion de las

moléculas sintetizadas con el heterodimero de alfa- y beta-tubulina.
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

Ageratina petiolaris se colectd al oriente del estado de Michoacdn cerca de San

Joaquin Morelos, Municipio de Tlalpujahua a 2592 msnm.
5.1. Obtencion del dcido 2a-hidroxieperuico (17)

Primeramente, se obtuvo el extracto hexanico de flores secas de Ageratina
petiolaris. La hidrdlisis alcalina de este extracto generd el acido 2a-hidroxieperuico (17),
como cristales incoloros en forma de aguja con un punto de fusién de 127-128 °C (Lit. 127-

128 °C), el cual se identificé por medio de sus espectros de RMN.

18
19,20
HO////,'
16
17a 17b 714" 146 12
L Jt 2 el ) L
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz del 4cido 2a-hidroxieperuico (17).
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Figura 22. Espectro de RMN de '3C a 100 MHz del acido 2a-hidroxieperuico (17).
Una vez identificado el ent-labdano 17, se continud con la preparacidon de nuevos
derivados a partir de las funcionalizaciones contenidas en la estructura.

5.2. Obtencion del dcido 2a-acetoxieperuico (18)

Otro compuesto de partida para el presente estudio fue 18, el cual se obtuvo con la
acetilacién del grupo hidroxilo en C-2 de 17, el derivado acetilado se identificé por medio

de sus espectros de RMN.

17 18
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Figura 24. Espectro de RMN de *3C a 100 MHz del 4cido 2a-acetoxieperuico (18).
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5.3. Obtencion de amidas con esqueleto tipo ent-labdano a partir del

dcido 2a-hidroxieperuico
5.3.1. Preparacion del derivado 27

En trabajos previos dentro del grupo de investigacion se llevd a cabo la preparacion
de la amida 21, a partir del producto natural 17 mediante la secuencia de reacciones
mostrada en la Figura 25, dicha amida contiene dentro de su estructura un grupo éster en

la posicién C-2 y una funcionalizaciéon amida en C-15.

Anilina
RS

NMM, i-BCF, THF

(CH,4€0),0 Yomm,,
—
Pyr
o]

17 18 21

Figura 25. Secuencia de reacciones para la obtencién de la amida 21.

La amida 21 fue sometida a hidrélisis alcalina, empleando KOH en MeQOH, para la
obtenciéon de 27 que en comparacidon con la amida 21 posee un grupo hidroxilo en la

posicidn C-2, antes acetato.

KOH HO’////,,,

MeOH

21 27

Figura 26. Hidrdlisis alcalina para la obtencién de la amida 27.

Dicha amida fue confirmada mediante RMN, la cual en su espectro de *H (Figura 27)
mostrd sefiales a campo bajo para los hidrégenos del anillo aromatico los cuales se
presentaron de la siguiente manera, a 7.51 ppm una sefal doble (J = 7.8 Hz) para H-22 y 26,
en 7.32 ppm se aprecid una sefal triple (J = 7.3 Hz) para H-23 y 25, en 7.10 ppm una sefial

triple (J = 7.3 Hz) asignada a H-24, asi mismo se notaron dos sefiales simples en 4.84 y 4.50
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ppm correspondientes a los hidrégenos del

metileno exociclico H-17a y H-17b,

respectivamente, en 4.17 ppm se observo una sefial quintuple (J = 5.4 Hz) correspondiente

al hidrégeno base de hidroxilo H-2, asi como el resto de las sefales caracteristicas del

sistema.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 27.

El espectro de RMN de 3C (Figura 28), mostrd entre 139 y 118 ppm las sefiales

correspondientes a los carbonos del anillo aromatico presente en la estructura, asi como el

desplazamiento de C-15a 170.7 ppm, en 67.8 ppm se aprecid la sefial caracteristica para el

carbono C-2 base de hidroxilo.
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Figura 28. Espectro de RMN de '3C a 75 MHz de 27.

5.3.2. Preparacion del derivado 2

Una vez obtenida y caracterizada la amida 27 se prepard la 2a-cinamoiloxi-N-
fenileperuamida (23), aprovechando la funcionalizacién en C-2, para lo cual se empled
cloruro de cinamoilo (28) en piridina. Cabe sefialar que la amida 23 fue propuesta como
derivado teédrico, al ser sometido a estudios de acoplamiento molecular frente a tubulina

mostrando resultados satisfactorios.

HOy,

27 23

En el espectro de RMN de *H (Figura 29) de 23 se observaron sefiales a campo bajo
para los hidrogenos del anillo aromatico cercano al grupo amida, a 7.51 ppm una sefial
doble (/= 7.8 Hz) para H-22 y H-26, en 7.32 ppm se aprecid una seial triple (J = 7.3 Hz) para

H-23 y H-25, en 7.10 ppm una sefial triple (/ = 7.3 Hz) asignada a H-24, en cuanto al cinamato
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se observaron dos sefiales dobles a 7.65 y 6.40 ppm (J = 16 Hz) correspondientes a los
protones vinilicos H-29 y H-28, respectivamente, a 7.52 ppm se observd una seiial multiple
correspondiente a H-31 y H-35, a 7.38 ppm se mostré una seiial triple (/ = 3.0 Hz) de H-33,
a 7.16 se encuentra la sefial correspondiente a H-32 y H-34, en 5.29 ppm se aprecié una
sefal quintuple (J = 5.4 Hz) correspondiente al hidrégeno base de cinamato H-2, también se
observaron dos sefiales simples en 4.87 y 4.53 ppm correspondientes a los hidrogenos del
metileno exociclico H-17a y H-17b, respectivamente, asi como el resto de las sefiales

caracteristicas del sistema.
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Figura 29. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 23.

El espectro de RMN de 3C de 23 (Figura 30) mostro las sefiales correspondientes a
los carbonos del cinamato; en 166.5 ppm se observo la sefial para el carbono C-27, en 144.5
y 118.8 ppm las sefiales de los carbonos vinilicos C-29 y C-28, respectivamente, entre 138 y
119 ppm se aprecian las sefales caracteristicas para los anillos aromaticos del sistema,
también fue posible identificar el desplazamiento del carbono C-2 desde 67.8 hasta 71.0

ppm aproximadamente.
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Figura 30. Espectro de RMN de 3C a 75 MHz de 23.

5.3.3. Preparacion del derivado 3

A partir de 17 se obtuvo la 2a-hidroxi-N-ciclohexileperuamida (30), utilizando CDI
(24) como activador del grupo carbonilo, ciclohexilamina (29) y como disolvente se empled

THF, en una atmodsfera reducida de humedad y aplicando ondas de ultrasonido.

HO//’///
.

CDI, THF )))

17 30

En el espectro de RMN de *H (Figura 31) de la amida 30, se observé a 5.22 ppm una
sefial doble (J = 7.7 Hz) correspondiente al N-H, a 4.85 y 4.49 ppm se apreciaron dos sefiales
simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, en 4.16 ppm se
observé una sefial quintuple perteneciente al H-2 base de hidroxilo, a 3.77 ppm mostré una
sefial multiple correspondiente a H-21, asi como el resto de las sefiales caracteristicas del

sistema.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 30.

5.3.4. Preparacion del derivado 3

A partir del derivado acetilado 18 se prepard la amida 32, empleando n-butilamina
(31) con CDI como activador del grupo carbonilo en THF, en atmdsfera reducida de

humedad y aplicando ondas de ultrasonido para promover la reaccidn.

OH  ~~_NH,

CDI, THF )))

En el espectro de RMN de 'H (Figura 32), se observd a 5.43 ppm una sefial triple (J =
5.3 Hz) correspondiente al N-H, a 5.14 ppm se aprecié la seiial quintuple de H-2 base de
acetato, a 4.84 y 4.50 ppm se observaron dos senales simples correspondientes a los
protones H-17a y H-17b, respectivamente, a 3.23 ppm se mostrd una sefial cuddruple (J =
12.8, 7.0 Hz) correspondiente a los protones del metileno H-21, a 2.02 ppm se aprecio una
sefial simple correspondiente al metilo del acetato H-26, asi como una sefial simple triple a
0.91 ppm correspondiente al metilo H-24, confirmando asi la estructura hidrocarbonada.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 32.
5.3.5. Preparacion del derivado 34

A partir del derivado 17 se preparé la amida 34, empleando CDI como activador del
grupo carbonilo en THF, en atmdsfera reducida de humedad y aplicando ondas de
ultrasonido, en donde se adicionaron a la estructura diterpénica dos anillos aromaticos,
cabe sefialar que se tienen en la estructura las siguientes funcionalizaciones: un grupo
hidroxilo y un doble enlace exociclico procedentes de la estructura base o de partida,

agregando con esta reaccién quimica un grupo amida y un grupo amina.
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La estructura mostrd el siguiente espectro de RMN de 'H (Figura 33), en el que se

observé entre 7.91 y 6.78 ppm las sefiales correspondientes a los protones aromaticos del

sistema, en 7.58 y 5.73 ppm destacaron dos sefales simples correspondientes a los

protones de los N-H siendo el primero correspondiente al protén de la amida y el segundo

al protén de la amina secundaria, también a 4.81 y 4.47 ppm se observaron dos sefiales

simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, en 4.12 ppm se

aprecio una sefal quintuple perteneciente al H-2 base de hidroxilo, asi como el resto de las

sefiales caracteristicas del sistema.
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N-H N-H 2

31

28
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Figura 33. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de 34.

5.3.6. Preparacion del derivado 3

A partir del derivado 18 se preparé la amida 35, dicho producto en comparacion con

34 muestra un grupo acetato en la posicién C-2.
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En el espectro de RMN de H (Figura 34) para 35, se observé entre 7.89 y 6.79 ppm
las sefales correspondientes a los protones aromaticos del sistema, en 7.59 y 5.73 ppm se
mostraron dos sefiales simples correspondientes a los protones de los N-H, en 5.12 ppm se
aprecié una sefal quintuple perteneciente al H-2 base de acetato, a 4.83 y 4.48 ppm se
observaron dos seflales simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b,
respectivamente, en 2.03 ppm se mostrd una sefial simple que integra para tres protones,

correspondientes a H-34 del acetato, asi como el resto de las sefiales caracteristicas del

sistema.
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Figura 34. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 35.

Debido a que tanto el derivado 34 y 35 poseen dos N-H dentro de su estructura fue

necesario recurrir al experimento HMBC para determinar que sefales en el espectro de
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RMN de 'H corresponde al grupo amida y cudl al grupo amina. En el experimento HMBC de
35 (Figura 35) se observd la correlacion a dos enlaces del N-H en 7.59 ppm con C-15, el cual
corresponde al protén de la amida, por otro lado se observaron las correlaciones a dos
enlaces y a tres enlaces por parte del N-H ubicado en 5.73 ppm con los carbonos asignados
para C-22 y C-32, respectivamente de los anillos aromaticos, lo cual confirma que esta sefial

pertenece a la amina.

Figura 35. Ampliacién del experimento HMBC de 35.

5.3.7. Preparacion de los derivados 37y 3

A partir del derivado 17 se prepard la amida 37 mediante dos procedimientos: 1)
empleando CDI como activador del grupo carbonilo en THF, en atmésfera reducida de
humedad en presencia de ondas ultrasdnicas y 2) via anhidridos mixtos. Dicha modificacién
guimica ademads de cambiar el grupo carboxilo a amida adiciona a la estructura diterpénica

un atomo de fldor, debido a que se emplea la 4-fluoro-bencilamina.
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En el espectro de RMN de H (Figura 36) de 37 se observé entre 7.26 y 7.0 ppm las
sefales correspondientes a los protones aromaticos del sistema, en 5.72 ppm se mostré
una sefal triple correspondiente al protén del N-H, a 4.83 y 4.48 ppm se observaron dos
sefiales simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, a 4.40
ppm se mostré una seial multiple correspondiente a los protones del metileno H-21, asi
mismo se aprecio a 4.13 ppm una sefial quintuple correspondiente al protén H-2 base de
hidroxilo.
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Figura 36. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de 37.

En la preparacién del compuesto 37 via anhidridos mixtos se obtuvo un segundo
producto de reaccién 38, en el cual el grupo hidroxilo de la posicién C-2 se vio
comprometido, resultando un éster carbdnico, dicho producto fue identificado y

caracterizado mediante RMN.
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En el espectro de RMN de 'H (Figura 37) para 38 se observaron entre 7.26 y 7.00

ppm las sefiales correspondientes a los protones aromaticos del sistema, en 5.76 se aprecié

una senal triple correspondiente al protén del N-H, en 4.95 ppm se mostré una sefial

quintuple correspondiente al protén H-2, a 4.84 y 4.49 ppm se observaron dos sefiales

simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, a 4.42 ppm se

aprecia una sefial multiple correspondiente a los protones del metileno H-21, asi mismo en

3.89 ppm se identificd una sefial doble correspondiente a los protones del metileno H-29

del grupo isobutilo.
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Figura 37. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de 38.
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5.3.8 Preparacion del derivado 3

A partir del derivado 18 se preparé la amida 39, empleando CDI como activador del
grupo carbonilo en THF, en atmdsfera reducida de humedad y aplicando ondas de

ultrasonido.

AcOy, i,

18 39

En el espectro de RMN de 'H (Figura 38), se observé entre 7.26 y 7.00 ppm las
sefales correspondientes a los protones aromaticos del sistema, en 5.74 ppm se mostré
una seifal triple correspondiente al protén del N-H, en 5.12 ppm se aprecié una sefial
quintuple perteneciente al H-2 base de acetato, a 4.85 y 4.49 ppm se observaron dos
sefiales simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, en 4.40
se aprecio una sefial multiple del metileno H-21, en 2.01 ppm se observé una seial simple

gue corresponde a los tres protones H-29 del acetato.
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Figura 38. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de 39.

5.4. Obtencion de ésteres con esqueleto tipo ent-labdano a partir del

dcido 2a-hidroxieperuico

Posterior a la preparacion de amidas se prosiguié con la obtencidn de ésteres a partir

del esqueleto ent-labdano, con la finalidad de enriquecer la serie de derivados diterpénicos.
5.4.1. Preparacion del derivado 41

A partir del derivado 17 se preparé el éster 41, empleando como activador del grupo
carbonilo CDI y utilizando como disolvente THF, en atmdsfera reducida de humedad y en
presencia de ondas de ultrasonido para promover la reaccién. Para este derivado la
funcionalizacién de la estructura diterpénica cuenta con un grupo hidroxilo, dos dobles

enlaces y un grupo éster, ademas del anillo aromatico procedente del cinamilo.
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En el espectro de RMN de *H (Figura 39) de 41, se observé entre 7.40 y 7.20 ppm las
sefales correspondientes a los protones aromaticos, en 6.65 ppm se aprecié una sefal
doble correspondiente al protdén vinilico H-23, en 6.29 ppm se mostrd una seiial doble de
triples correspondientes a H-22, en 4.73 ppm se observé una seiial doble correspondiente
al metileno H-21 cercano al doble enlace, en 4.83 y 4.50 ppm se apreciaron dos sefiales
simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, en 4.13 ppm se
observé una sefal quintuple perteneciente al H-2 base de hidroxilo.
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 41.
5.4.2. Preparacion del derivado 42

A partir del derivado 18 se preparé la éster 42, empleando CDI como activador del
grupo carbonilo y THF como disolvente, en atmésfera reducida de humedad y en presencia

de ondas de ultrasonido. El compuesto 42 muestra dos grupos éster dentro de su esqueleto.
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En el espectro de RMN de 'H (Figura 40), se observé entre 7.40 y 7.20 ppm las
sefales correspondientes a los protones aromaticos, en 6.65 ppm se aprecié una sefal
doble correspondiente al protdn vinilico H-23, en 6.28 ppm se mostrd una seiial doble de
triples correspondientes a H-22, en 5.14 ppm se observé una sefial quintuple perteneciente
al H-2 base de acetato, en 4.72 ppm se apreci6 una sefial doble correspondiente al metileno
H-21 cercano al doble enlace, en 4.84 y 4.48 ppm se observaron dos senales simples
correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, en 2.01 ppm se mostré

una sefal simple que integra para los tres protones del metilo del acetato H-29.
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Figura 40. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de 42.
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5.4.3. Preparacion del derivado 44

Teniendo como materiales de partida a 17 y al fenol (43) y activando al grupo
carboxilo con CDI en THF, el derivado 44 muestra cierta analogia con en derivado 27; la
diferencia radica en la funcionalizacién en C-15, que para 44 es un grupo éster y para 27 un

grupo amida.

HO,, ',

CDI, THF )

17 44

En el espectro de RMN de 'H (Figura 41), entre 7.38 y7.06 ppm se apreciaron tres
juegos de sefales multiples correspondientes para H-23 y H-25, H-24 y H-22 y H-26, en 4.87
y 4.54 ppm se observaron dos sefiales simples correspondientes para los protones H-17ay
H-17b, respectivamente, también se mostré una sefial quintuple en 4.15 ppm
correspondiente para H-2 base de hidroxilo, asi como el resto de las sefiales caracteristicas

para el sistema.
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 44.
5.4.4. Preparacion del derivado 45

Para la preparacion del éster 45 se utilizé como materia de partida el derivado

acetilado 18 y al fenol (43).

AcOy, h,
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18 45

El producto de reaccidn mostrd en su espectro de RMN de 'H (Figura 42), entre 7.31
y 7.08 ppm las sefiales correspondientes para los protones pertenecientes al anillo
aromatico, en 5.16 ppm se aprecio una sefial quintuple correspondiente para H-2, en 2.02
se observd una sefial simple correspondiente para el metilo H-28, asi como el resto de las

sefiales caracteristicas del esqueleto hidrocarbonado.
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Figura 42. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 45.
5.4.5, Preparacion del derivado 47

A partir del derivado 17 se preparé el éster 47, empleando como activador del grupo
carbonilo CDI, utilizando como disolvente THF y en presencia de ondas de ultrasonido. El
derivado 47 en comparacién con las amidas 37, 38 y 39 cuenta con un haldgeno en su

estructura, en este caso se trata de un atomo de Br.

Hoy,,

CDI, THE )
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En el espectro de RMN de *H (Figura 43), se observé en 7.47 y 6.96 ppm dos sefiales
dobles correspondientes a los protones del anillo aromatico, en 4.85 y 4.52 ppm se
apreciaron dos sefiales simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b,
respectivamente, en 4.15 ppm se mostrd una sefial quintuple perteneciente al H-2 base de
hidroxilo, a 0.92 ppm se observd una sefial simple que integra para 6 protones
correspondientes a los metilos H-19 y H-20.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 47.
5.4.6. Preparacion del derivado 48

A partir del derivado 18 se preparé la éster 48, empleando como activador del grupo
carbonilo CDI y utilizando como disolvente THF, en atmdsfera reducida de humedad y en

presencia de ondas de ultrasonido.

AcO o,
.,

CDI, THF )))

18 48

En el espectro de RMN de 'H (Figura 44), se observaron en 7.48 y 6.96 ppm dos
sefiales dobles correspondientes a los protones del anillo aromatico, en 5.15 ppm se aprecio
una sefal quintuple perteneciente al H-2, en 4.87 y 4.52 ppm se observaron dos sefiales
simples correspondientes a los protones H-17a y H-17b, respectivamente, en 2.03 ppm se

identificd una seiial simple correspondiente a los tres protones del metilo del acetato H-28.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de 48.

5.5. Estudios de anclaje molecular (Docking) de las moléculas

preparadas frente al heterodimero de alfa- y beta-tubulina

5.5.1. Andlisis conformacional

Debido a la flexibilidad molecular que presentan los derivados ent-labdano, resultd
necesario realizar el analisis conformacional correspondiente para cada uno de ellos,
iniciando con la construccién de la molécula, seguido de la busqueda conformacional
usando el protocolo de Monte Carlo empleando MMFF, a los conféormeros obtenidos se les
calculd la energia empleando DFT a un nivel de teoria B3LYP/6-31G(d) en el programa
Spartan’14, el conférmero de minima energia se llevé a la optimizacion de la geometria con

DFT a nivel de teoria B3LYP/DGDZVP en el programa Gaussian09W.
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27
Eprr = -765296.0 kcal/mol

30
Eprr = -767573.6 kcal/mol

34
Eprr = -945031.1 kcal/mol

23
Eprr = -1030009.8 kcal/mol

32
Eprr = -814801.2 kcal/mol

35
Eprr = -1040842.8 kcal/mol
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37 38
Eprr = -852253.8 kcal/mol Eprr = -1069297.6 kcal/mol

39
Eprr = -948068.6 kcal/mol

41 42
Eprr = -851009.7 kcal/mol Eprr = -946823.5 kcal/mol
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44 45

Eprr = -777761.3 kcal/mol Eprr = -873576.3 kcal/mol
47 48
Eprr = -2392399.1 kcal/mol Eprr = -2488213.7 kcal/mol

Figura 45. Conférmeros de minima energia (DFT//B3LYP/DGDZVP).
5.5.2. Estudios de anclaje molecular

Los estudios de acoplamiento molecular pueden determinar la conformacion dptima

y el modo de unién de un ligando con una macromolécula.

Se pueden encontrar varios estudios estructurales de rayos X que contienen las
coordenadas cristalograficas para tubulina. Algunos de estos reportes proporcionan la
informacién correspondiente para el heterodimero de a- y B-tubulina como la unidad
estructural basica de los microtubulos, algunos otros muestran las coordenadas para los
complejos a, B, a, B-tetraméricos, y en algunos casos incluyen proteinas asociadas para
estabilizar las macroestructuras. En el presente estudio las coordenadas atémicas de la
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tubulina fueron obtenidas del archivo 1JFF, que corresponde al heterodimero de a- y B-

tubulina cristalizado con paclitaxel, GDP, GTP, Zn?* y Mg?*.

Los modelos moleculares de minima energia mostrados previamente fueron
empleados como punto de partida para la preparacién de los ligandos por medio del
programa AutoDock Tools. Posteriormente se realizé el escaneo en la superficie de la
proteina en el programa AutoDock Vina. A continuacién se muestran los modos de unién
mas representativos (ent-labdano—-tubulina) de acuerdo al sitio de anclaje y energia de

afinidad.
En la mayoria de los casos los derivados ensayados permanecieron en el mismo sitio
de unidn que el paclitaxel.

5.5.2.1.  Anclaje molecular del derivado 27

El derivado 27 muestra una afinidad diferente al sitio de accidn del paclitaxel, el
anclaje molecular entre 27-tubulina tiene lugar entre los dimeros, teniendo que la parte
aromatica de la estructura se orienta hacia la B-tubulina y el grupo hidroxilo hacia la a-

tubulina.
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Ef=-7.9 kcal/mol

Figura 46. Interaccién del derivado 27 (blanco) sobre la tubulina en comparacion con el

paclitaxel (gris).
5.5.2.2.  Anclaje molecular del derivado 23

El derivado 23 cuenta con el mismo sitio de unidn que el farmaco de referencia, el

anillo aromatico del cinamato se encuentra orientado hacia la Leu217 y Leu219.
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Ef=-8.5 kcal/mol

Figura 47. Interaccion del derivado 23 (blanco) en el mismo sitio unidn que el paclitaxel

(gris) sobre la tubulina.

Figura 48. Interaccion de 23 con los residuos de aminoacidos en el sitio de unién.
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5.5.2.3. Anclaje molecular del derivado 30

El derivado 30 mostré afinidad al sitio del paclitaxel, en donde el grupo hidroxilo de
la estructura se encuentra orientado hacia los atomos de oxigeno de los grupos carbonilos

de Arg278, Ser277 y Thr276.

Ef=-6.8 kcal/mol

Figura 49. Interaccion del derivado 30 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

Figura 50. Interaccion de 30 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.

52



5.5.2.4. Anclaje molecular del derivado 32

El derivado 32 mostré afinidad a la a-tubulina, cerca de la subunidad B, sin embargo,

no establece ninguna interaccién con esta ultima.

Ef=-6.5 kcal/mol

Figura 51. Interaccion del derivado 32 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.
5.5.2.5.  Anclaje molecular del derivado 34

El derivado 34 al igual que 30 orienta el grupo hidroxilo hacia los residuos

aminoacidos de Arg278, Ser277 y Thr276, sin embargo con una energia de afinidad menor.

53



Ef = -6.4 kcal/mol

Figura 52. Interaccion del derivado 34 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

His229

Val23
Leu219 Leu230
Asp26
Leu217 Ala233 Ser236
Leu275 Phe272
Arg278
Ser277 Pro360 Arg369

Gly370

Thr276 Pro274

Figura 53. Interaccion de 34 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de union.
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5.5.2.6. Anclaje molecular del derivado 35

El derivado 35 comparte el mismo sitio de unién que el paclitaxel, 35 mantiene
orientado el grupo acetato hacia Asp26, mientras el grupo carbonilo de la amida se

encuentra dirigido hacia carbonilos de los aminoacidos Arg278, Ser277 y Thr276.

Ef=-8.7 kcal/mol

Figura 54. Interaccion del derivado 35 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.
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Figura 55. Interaccién de 35 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.
5.5.2.7. Anclaje molecular del derivado 37

El derivado 37 ocupa el mismo sito activo que el paclitaxel, orientando el grupo

aromatico al fondo de la cavidad detras del residuo Arg278.

Ef=-7.6 kcal/mol

Figura 56. Interaccion del derivado 37 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.
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Figura 57. Interaccién de 37 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.

5.5.2.8.  Anclaje molecular del derivado 3

Los derivados 37 y 38 muestran una energia de afinidad semejante, sin embargo,
ambas estructuras presentan diferente acomodo dentro de la proteina blanco, 38 orienta

al anillo aromatico entre Leu219 y Arg278.

Ef=-7.8 kcal/mol

Figura 58. Interaccion del derivado 38 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

57



Figura 59. Interaccién de 38 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.

5.5.2.9.  Anclaje molecular del derivado 3

No obstante que la Unica diferencia entre los derivados 37, 38 y 39, solo radica en la
sustitucion en el C-2 del diterpeno la conformacién que estos adoptan es diferente, asi

como el modo de interaccién con la tubulina. 39 dirige al grupo acetato hacia Asp26.

Ef=-7.1 kcal/mol

Figura 60. Interaccion del derivado 39 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.
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Figura 61. Interaccién de 39 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.
5.5.2.10. Anclaje molecular del derivado 41

El derivado 41 orienta el grupo hidroxilo hacia los oxigenos de los aminodcidos

Arg278, Ser277 y Thr276.

Ef=-5.8 kcal/mol
Figura 62. Interaccion del derivado 41 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.
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Figura 63. Interaccién de 41 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.

5.5.2.11. Anclaje molecular del derivado 4

Aunque 42 no mantiene el mismo sitio de unidn que el paclitaxel, este se ancla cerca

del sitio ocupado por el GDP dentro de la B-tubulina.

Ef=-7.8 kcal/mol

Figura 64. Interaccion de 42 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina (GDP, naranja).

60



5.5.2.12. Anclaje molecular del derivado 44

El derivado 44 tiene su sitio de unidn justo por la parte posterior a donde se une el

paclitaxel.

Ef=-7.1 kcal/mol

Figura 65. Interaccion del derivado 44 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

5.5.2.13. Anclaje molecular del derivado 4

Aunque la unica diferencia entre el derivado 44 y 45 es la sustitucién en C-2 donde
44 posee un grupo hidroxilo, mientras que 45 un grupo acetato, ambos derivados muestran

diferente afinidad y sitio de unidon con la tubulina.
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Ef=-7.7 kcal/mol

Figura 66. Interaccion del derivado 45 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

Figura 67. Interaccién de 45 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unidn.
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5.5.2.14. Anclaje molecular del derivado 47

El derivado 47 orienta al grupo aromatico halogenado al fondo de la cavidad detras

del residuo Arg278, del mismo modo que lo hace el derivado 37.

Ef=-7.8 kcal/mol

Figura 68. Interaccion del derivado 47 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

Figura 69. Interaccién de 47 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.
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5.5.2.15. Anclaje molecular del derivado 4

El derivado 48 tiene como sitio de unidn el mismo que el paclitaxel, en donde orienta
al grupo éster de la posicion C-15 hacia los residuos de aminodcido Arg278, Ser277 y Thr276,

mientras que el grupo éster de la posicion C-2 se dirige hacia Asp26.

Ef=-6.7 kcal/mol

Figura 70. Interaccion del derivado 48 (blanco) y el paclitaxel (gris) sobre la tubulina.

Figura 71. Interaccion de 48 con los residuos de aminoacidos presentes en el sitio de unién.
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Tabla 2. Energia de afinidad de los ent-labdanos a la tubulina

Derivado Ef (kcal/mol) Derivado Ef (kcal/mol)
Paclitaxel (3) -10.0 38 -7.8
23 -8.5 39 -7.1
27 -7.9 41 -5.8
30 -6.8 42 -7.8
32 -6.5 44 -7.1
34 -6.4 45 -7.7
35 -8.7 47 -7.8
37 -7.6 48 -6.7

5.6. Ensayos del equilibrio dindmico de la tubulina frente a derivados

diterpénicos

El acido 2a-hidroxieperuico (17), junto con los derivados 11b, 11c, 18, 19, 21, 22 y
23 a una concentracién de 200 uM fueron sometidos a pruebas de polimerizacién de a- y
B-tubulina in vitro, empleando como control negativo DMSO y como control positivo
paclitaxel a una concentracidon de 20 uM, mientras que la tubulina (proteina de cerebro de
porcino) se utilizd a una concentracion de 2 mg/ml. El ensayo se realizd por triplicado,
utilizando una placa de 96 pozos que se introdujo en un espectrofotdmetro BioTek ELx808IU
y las lecturas se realizaron a 340 nm. Debido a que el proceso de ensamblaje de
microtubulos es endotérmico, las pruebas in vitro se llevaron a cabo a una temperatura de
37 °C, las lecturas se realizaron cada minuto durante 60 minutos, posteriormente se
disminuyé la temperatura hasta 4 °C durante 30 minutos, debido a que cuando la
temperatura desciende, los microtubulos se despolimerizan, por lo cual un ligando
estabilizador de microtubulos como el paclitaxel mantiene el efecto aun sobre la
despolimerizacién de éstos inducida al disminuir la temperatura, posteriormente se

continuaron con las lecturas a 37 °C durante 30 minutos mas.
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Los compuestos 17, 18 y 19 no mostraron una actividad favorable frente la tubulina

en comparacion con el paclitaxel (Figura 72), es importante mencionar que los tres poseen

un grupo carboxilo en la posicién C-15.

Absorbancia (340 nm)

0.70 37°C A, 37°C :
m 17 200 uM ® Paclitaxel 20 uM

0654 A 18 200uM O DMsO
4 19 200uM

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

Figura 72. Efecto de los derivados 17, 18 y 19 sobre la polimerizacién de tubulina.

El siguiente grupo de compuestos sometidos a pruebas de polimerizacién de

tubulina fueron los derivados 11b, 11cy 22 (Figura 73), los cuales poseen un éster metilico

en la posicion C-15, estos presentaron actividad en el ensayo aumentando la velocidad de

polimerizacién, aunque al disminuir la temperatura ocurre despolimerizacidon de los

microtubulos, posteriormente la polimerizacién se recupera.
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13 37°C ‘ff 37°C ,

A 11b 200 uM ® Paclitaxel 20 uM
1.29 m 11c 200 pm O DMSO
¢ 22 200uM

1.14

Absorbancia (340 nm)

0.3 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (min)

Figura 73. Efecto de los derivados 11b, 11c y 22 sobre la polimerizacion de tubulina.

El compuesto 21 al igual que los derivados 11c y 18 posee un éster de acetato en la
posicidn C-2, y a diferencia de estos cuenta con una funcién amida en la posicion C-15, la
cual es responsable de la notable actividad que tiene frente a la polimerizacién de tubulina.
Y al disminuir la temperatura la despolimerizacién ocurre en menor grado que en los

derivados que no presentan esta funcién en C-15.
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1 5_ 370C 4|'°C| 37°C
. 1 I
B 21200uM
1.4+ ®  Paclitaxel 20 uM
O DMSO

Absorbancia (340 nm)

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

Figura 74. Efecto del derivado 21 sobre la polimerizacién de tubulina.

Por ultimo el derivado 23, el cual posee un éster de cinamato en la posiciéon C-2 y
una funcién amida en la posicion C-15, es el que muestra mayor actividad como
estabilizador de microtubulos al disminuir la temperatura presenta menor
despolimerizacién en comparacion con el resto de los derivados ensayados. En trabajos
previos 23 habia sido sometido a estudios de anclaje molecular (docking) mostrando
interaccion en el mismo sitio activo que el ocupado por el paclitaxel, esta actividad se le

puede atribuir a los anillos aromaticos presentes en la estructura.
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Absorbancia (340 nm)
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Figura 75. Efecto del derivado 23 sobre la polimerizacién de tubulina.
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6. CONCLUSIONES

A partir del producto natural 17 y mediante la activacion de grupo carboxilo
empleando principalmente CDI fue posible la obtencidn de diferentes amidas y ésteres, en
cuyas estructuras podemos encontrar sistemas aromaticos, enlaces dobles, aminas y

halégenos como fluor y bromo.

Los estudios de anclaje molecular de los derivados preparados mostraron que 35y
23 son los ligandos con mayor afinidad a la tubulina con Ef de -8.7 y -8.5 kcal/mol,
respectivamente, ademas el sitio de unién es el mismo que ocupa el paclitaxel en la

proteina.

Dentro del estudio del equilibrio dinamico de la tubulina frente a derivados
diterpénicos ensayados in vitro se observd que 23 muestra mayor actividad como
estabilizador de microtubulos, seguido del derivado 21. En cuanto a la actividad deseada
sobre el equilibrio dinamico de los microtubulos como blanco farmacolégico de los
compuesto obtenidos en el presente trabajo, el caso mas notable fue 23, el cual mostré

actividad tanto en los estudios in vitro como in silico.

Debido a lo anterior se confirma que el diterpeno ent-labdano acido 2a-
hidroxieperuico (17) es un precursor potencial para la preparaciéon de estructuras con
interés farmacoldgico, especialmente para generar farmacos con actividad anticancerosa.
Por lo que es importante profundizar con la exploracidn quimica y biolédgica tanto de 17

como de sus derivados.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Generalidades

Para las separaciones cromatograficas en columna abierta se utilizd como fase
estacionaria silica gel 60, de 230-400 mallas, y como fase mévil mezclas de disolventes
organicos en orden ascendente de polaridad. La cromatografia en columna se monitoreo
por cromatografia en placa fina, observandose bajo luz UV y reveladas con sulfato cérico

amoniacal.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H a 300 MHz y de '3C a 75 MHz,
asi como los experimentos COSY, NOESY, HSQC y HMBC se determinaron en un
espectrometro Varian Mercury 300. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H
a 400 MHz y de 3C a 100 MHz se determinaron en un espectrémetro Varian Mercury Plus

400. Empleando como disolvente CDCls y como referencia se utilizé TMS.

Los espectros de masa se determinaron en un sistema acoplado de cromatografia

de gases/espectrometria de masa con una trampa idnica Varian Saturn 2000.

La rotacién Optica se determind empleando un polarimetro Perkin Elmer 341,

utilizando CDCls como disolvente.

La obtencidn de los espectros de Infrarrojo (IR) se realizé en un espectrofotémetro

BUCK Scientific 500, empleando como disolvente CDCls.

La rotacidn Optica, los espectros de IR, masa y RMN de *H a 300 MHz y de *3C a 75

MHz, se determinaron en el Departamento de Quimica del CINVESTAV-IPN, México.
7.2. Colecta de la especie vegetal

Las flores de Ageratina petiolaris fueron colectadas el 28 de febrero de 2016y 18 de
febrero de 2017 en San Joaquin Morelos, Municipio de Tlalpujahua, Michoacdn a 2592
msnm (19°44’48.99” Norte, 100°14’45.37"”” Oeste) y se dejaron secar a la sombra para su

posterior procesamiento.
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7.3. Obtencion del extracto hexdnico de flor de Ageratina petiolaris

Se tomaron 493 g de flores secas y sometieron a maceracion con 3 L de hexano
durante 7 dias, se filtré y se concentré en rotavapor, este procedimiento se repitid 4 veces

para el mismo lote obteniendo una miel color verde oscuro (10% de rendimiento).
7.4. Obtencion del dcido 2a-hidroxieperuico (17)

Un lote de 10 g de extracto hexdnico de flor de A. petiolaris se disolvié en 100 mL de
metanol, se agregaron 10 g de hidréxido de potasio y 0.5 mL de agua. La mezcla de reaccién
se llevo a reflujo durante 3 horas, posteriormente se agregd 200 mL de acido clorhidrico al
10% hasta llegar a un pH de 3. Se vertid sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo en un
embudo de separacién. Se lavd 4 veces con agua agitando ligeramente y se secd con sulfato
de sodio anhidro. Se concentré en rotavapor hasta sequedad y se obtuvo un producto verde
con olor caracteristico. El producto de reaccion se sometié a cromatografia en columna
abierta, de las fracciones eluidas con hexano:acetato de etilo (7:3) se obtuvieron 2.0 g del

acido 2a-hidroxieperuico en forma de agujas con 20% de rendimiento.

Agujas incoloras, p.f. 127-128 °C; RMN de *H (300 MHz,
CDCl3) 6 4.84 (1H, s, H-17a), 4.50 (1H, s, H-17b), 4.17 (1H,
quint, J = 5.4 Hz, H-2), 2.39 (1H, m, H-7a), 2.39 (1H, dd, J
= 14.7, 5.4 Hz, H-14a), 2.12 (1H, dd, J = 14.7, 8.4 Hz, H-

14b), 1.95 (1H, m, H-7b), 1.94 (1H, m, H-13), 1.77 (1H, m,
H-1a), 1.71 (1H, m, H-6a), 1.64 (1H, m, H-3a), 1.61 (1H, m, H-1b), 1.57 (1H, m, H-9), 1.51 (1H,
m, H-12a), 1.49 (1H, m, H-3b), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.42 (1H, m, H-6b), 1.15 (2H, dd, J = 12.5,
2.8 Hz, H-5), 1.03 (1H, m, H-12b), 0.99 (3H, s, H-18), 0.98 (3H, d, J= 6.2 Hz, H-16), 0.92 (3H,
s, H-19), 0.91 (3H, s, H-20); RMN de 13C (75 MHz, CDCl3) & 178.9 (C-15), 148.0 (C-8), 107.0
(C-17), 67.8 (C-2), 57.6 (C-9), 53.1 (C-5), 46.4 (C-3), 45.7 (C-1), 41.3 (C-14), 39.7 (C-10), 38.1
(C-7), 36.0 (C-12), 33.3 (C-19), 33.0 (C-4), 30.9 (C-13), 24.6 (C-18), 24.5 (C-6), 21.5 (C-11),
19.9 (C-16), 17.3 (C-20).
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7.5. Obtencion del dcido 2a-acetoxieperuico (18)

A unasolucién de 500 mg de 17 en 10 mL de piridina, se agregaron 5 mL de anhidrido
acético, se calento en bano de vapor durante 24 horas, se vertid sobre hielo y se extrajo con
acetato de etilo. Se lavd 3 veces con acido clorhidrico al 10% y 4 veces con agua agitando
ligeramente, se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtré y concentrd en rotavapor, se
obtuvo un crudo de reaccién con color ambar. El producto de la reaccidn se purificé en
columna cromatogrifica, de las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo (8:2) se

obtuvo un aceite denso incoloro con un 92% de rendimiento.

RMN de H (400 MHz, CDCls) 6 5.15 (1H, quint, J = 4.4 Hz,
a0y, H-2), 4.86 (1H, s, H-17a), 4.51 (1H, s, H-17b), 2.38 (2H, m,

H-7a), 2.37 (1H, dd, J = 14.9, 5.4 Hz, H-14a), 2.12 (1H, dd, J
= 14.9, 8.4, H-14b), 2.03 (3H, s, H-22), 1.99 (1H, m, H-1a),

1.93 (1H, m, H-13), 1.70 (1H, m, H-6a), 1.70 (1H, m, H-3a),
1.50 (1H, m, H-9), 1.47 (1H, m, H-12a), 1.45 (1H, m, H-3b), 1.42 (1H, m, H-1b), 1.42 (1H, m,
H-6b), 1.89 (1H, dd, J = 12.5, 2.6 Hz, H-5), 1.0 (1H, m, H-12b), 0.98 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16),
0.97 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, s, H-20); RMN de 13C (100 MHz, CDCl3) § 179.3
(C-15), 170.6 (C-21), 147.6 (C-8), 107.1 (C-17), 70.6 (C-2), 57.5 (C-9), 54.0 (C-5), 43.3 (C-3),
41.7 (C-1), 41.3 (C-14), 39.0 (C-10), 38.1 (C-7), 35.8 (C-12), 33.7 (C-19), 32.8 (C-4), 30.9 (C-
13), 24.1 (C-6), 23.5 (C-18), 21.6 (C-22), 21.2 (C-11), 19.8 (C-16), 16.0 (C-20).

7.6. Obtencion del derivado 2

En un trabajo previo dentro del grupo de investigacion se prepard el derivado 21.3¢
En un matraz baldén se disolvieron 25 mg de 21 en 3 mL de metanol, se agregaron 0.20 mg
de hidréxido de potasio y una gota de agua. La mezcla de reaccidn se llevo a reflujo durante
3 horas, se agregd 20 mL de acido clorhidrico al 10% hasta llegar a un pH de 3. Se vertié
sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo, se lavé 4 veces con agua agitando ligeramente
y se seco con sulfato de sodio anhidro. Se concentré en rotavapor hasta sequedad y se

obtuvo un aceite denso incoloro. El producto de la reaccién se sometié a cromatografia en
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columna abierta, de las fracciones eluidas con hexano: acetato de etilo (7:3) se obtuvieron
22 mg del producto con un 86% de rendimiento.

[a]sse =30, [a]s7s =32, [a]sas —35, [a]azs =58, [alses -85, (c

HOy, 0.81, CHCls); IR (CHCl3) Vmax 3596, 3422, 2919, 1681, 1597,

1517, 1437 cm}; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & 7.52 (2H,

“H
z

d,J=7.6 Hz, H-22 y H-26), 7.32 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-23 y H-
25),7.11 (1H, t, J = 7.6 Hz, H-24), 4.84 (1H, s, H-17a), 4.50 (1H, s, H-17b), 4.15 (1H, quint, J =
5.3 Hz, H-2), 2.41 (1H, dd, J = 15.2, 4.1 Hz, H-14a), 2.38 (1H, m, H-7a), 2.07 (1H, m, H-14b),
2.06 (1H, m, H-13), 1.94 (1H, m, H-7b), 1.77 (1H, m, H-1a), 1.70 (1H, m, H-6a), 1.63 (1H, dd,
J=7.6, 1.2 Hz, H-3a), 1.58 (1H, m, H-1b), 1.57 (1H, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-11a), 1.54 (1H,
m, H-12a), 1.45 (1H, dd, J = 13.4, 4.1 Hz, H-3b), 1.39 (1H, m, H-11b), 1.38 (1H, m, H-6b), 1.16
(1H, dd, J = 12.3, 2.9 Hz, H-5), 1.05 (1H, m, H-12b), 1.01 (3H, d, J = 5.9 Hz, H-16), 0.99 (3H, s,
H-18), 0.92 (3H, s, H-19), 0.91 (3H, s, H-20); RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) & 170.7 (C-15),
148.0 (C-8), 137.8 (C-21), 128.9 (C-23 y C-25), 124.2 (C-24), 119.8 (C-22 y C-26), 106.9 (C-
17), 67.8 (C-2), 57.6 (C-9), 53.1 (C-5), 46.5 (C-3), 45.8 (C-1), 45.3 (C-14), 39.7 (C-10), 38.1 (C-
7), 36.1 (C-12), 33.2 (C-19), 33.0 (C-4), 31.5 (C-13), 24.6 (C-6), 24.5 (C-18), 21.5 (C-11), 19.9
(C-16), 17.3 (C-20); EIMS m/z 415 [M + H,0]* (1), 381 (3), 365 (25), 297 (21), 207 (3), 135
(27), 93 (100), 77 (16).

7.7. Obtencion del derivado 23

A una solucién de 19 mg de 27 en 1 mL de piridina, se adicionaron 100 mg de cloruro
de cinamoilo (28), la mezcla se dejo reaccionar por 8 horas en bafio de vapor. Transcurrido
el tiempo, la mezcla se vertié sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica
se lavd con 4cido clorhidrico al 10% y agua; posteriormente se secd sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtré6 y se evapord hasta sequedad. El residuo obtenido se purificé por
cromatografia en columna empleando mezclas de hexano-acetato de etilo, en orden
ascendente de polaridad, de las fracciones eluidas con una polaridad 9:1, se obtuvieron 22

mg de un aceite denso incoloro (88%).
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[a]sse +29, [a]s7s +31, [a]sa6 +37, [0]436 +85,
(c 0.7, CHCI3); IR (CHCl3) vmax 3425, 2923,
1695, 1515, 1438, cm™%; RMN de H (CDCls,

300 MHz) 6 7.66 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-29),
7.52 (2H, d, J = 7.6, H-22 y H-26), 7.52 (2H, m, H-31 y H-35), 7.38 (2H, m, H-32 y H-34), 7.38
(1H, m, H-33), 7.32 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-23 y H-25), 7.16 (1H, s, N-H), 7.09 (1H, t, J = 7.6 Hz,
H-24), 6.41 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-28), 5.28 (1H, quint, J = 4.4 Hz, H-2), 4.87 (1H, s, H-17a),
4.52 (1H, s, H-17b), 2.40 (1H, m, H-7a), 2.40 (1H, m, H-14a), 2.11 (1H, m, H-1a), 2.06 (1H, m,
H-14b), 2.05 (1H, m, H-13), 1.97 (1H, dd, J = 12.6, 4.4 Hz, H-7b), 1.85 (1H, m, H-3a), 1.77 (1H,
m, H-6a), 1.59 (1H, d, J = 10.3 Hz, H-9), 1.54 (1H, m, H-11a), 1.54 (1H, m, H-12a), 1.51 (1H,
m, H-1b), 1.51 (1H, m, H-3b), 1.42 (1H, m, H-6b), 1.40 (1H, m, H-11b), 1.40 (1H, m, H-12b),
1.23 (1H, m, H-5), 1.03 (3H, s, H-18), 1.01 (3H, d, J = 5.9 Hz, H-16), 0.95 (3H, s, H-19), 0.92
(3H, s, H-20); RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) 6 170.7 (C-15), 166.5 (C-27),147.7 (C-8),144.5 (C-
29), 137.9 (C-21), 134.4 (C-30), 130.2 (C-32 y C-34), 128.9 (C-23 y C-25), 128.8 (C-33), 128.0
(C-31y C-35), 124.1 (C-24), 119.8 (C-22 y C-26), 118.8 (C-28), 107.3 (C-17), 71.0 (C-2), 57.6
(C-9), 54.1 (C-5), 45.2 (C-14), 43.5 (C-3), 41.9 (C-1), 39.1 (C-10), 38.1 (C-7), 36.0 (C-12), 33.7
(C-19), 32.9 (C-4), 31.4 (C-13), 24.1 (C-6), 23.6 (C-18), 21.1 (C-11), 19.8 (C-16), 16.2 (C-20);
EIMS m/z 526 [M - H]* (1), 365 (7), 258 (27), 207 (10), 135 (48), 119 (61), 93 (100).

7.8. Obtencion de amidas y ésteres empelando CDI como activador del

grupo carboxilo.

Metodologia general: El diterpeno tipo ent-labdano se coloca en un matraz balén de
5 mL, se adiciona 1.5 eq de CDIl y 3 mL de THF, la reaccién se lleva a cabo en bafio ultrasénico
durante 60 min, posteriormente se adiciona 3.0 eq de laamina o el éster segun corresponda
y se mantiene en bafio ultrasénico durante 60 min, transcurrido el tiempo se coloca sobre
hielo y se extrae utilizando acetato de etilo, se lava 2 veces con agua, la fase organica se
seca con sulfato de sodio anhidro, se concentra en rotavapor y se purifica por cromatografia

en columna.
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Tabla 3. Amidas y ésteres obtenidos a partir del ent-labdano de A. petiolaris.

Acido 2a-hidroxieperuico Acido 2a-acetoxieperuico

(17) (18)

Ciclohexilamina (29) 30 -
n-Butilamina (31) - 32
2-Aminodifenilamina (33) 34 35
4-Flurobencilamina (36) 37 39
Alcohol de cinamilo (40) 41 42
Fenol (43) 44 45
4-Bromofenol (46) 47 48

7.8.1. Derivado 30
H [a]sse =31, [a]s7s =33, [at]sas —37, [at]aze —61, [a]3es =93, (C

|
N\O 0.38, CHCl3); IR (CHCl3) Vimax 3594, 3426, 2924, 2848, 1654,

1507 cm™; RMN de H (CDCl3, 300 MHz) § 5.22 (1H, d, J =

HOy,,

“H
z

7.92 Hz, N-H), 4.85 (1H, s, H-17a), 4.49 (1H, s, H-17b), 4.16
(1H, quint, J = 5.3 Hz, H-2), 3.77 (1H, m, H-21), 2.38 (1H, ddd, J = 3.8, 2.6 Hz, H-7a), 2.11 (1H,
m, H-14a), 1.95 (1H, m, H-7b), 1.91 (1H, m, H-13), 1.90 (4H, m, H-23 y H-25), 1.88 (1H, m, H-
14b), 1.77 (1H, m, H-1a), 1.68 (1H, m, H-6a), 1.64 (1H, m, H-3a), 1.60 (2H, m, H-24), 1.56
(1H, m, H-1b), 1.56 (1H, m, H-9), 1.46 (1H, m, H-3b), 1.43 (2H, m, H-11), 1.35 (1H, m, H-6b),
1.28 (1H, m, H-12a), 1.17 (4H, m, H-22 y H-26), 1.16 (1H, dd, J = 12.3, 2.9 Hz, H-5), 1.13 (1H,
m, H-12b), 0.99 (3H, s, H-18), 0.93 (3H, d, J = 6.1 Hz, H-16), 0.92 (3H, s, H-19), 0.92 (3H, s, H-
20); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 171.4 (C-15), 148.1 (C-8), 106.9 (C-17), 67.8 (C-2), 57.4
(C-9), 53.2 (C-5), 47.9 (C-21), 46.5 (C-3), 45.8 (C-1), 45.1 (C-14), 39.6 (C-10), 38.1 (C-7), 36.0
(C-12), 33.3 (C-19), 33.2 (C-23 y C-25), 33.0 (C-4), 31.3 (C-13), 25.5 (C-24), 24.8 (C-6), 24.5
(C-18), 24.5 (C-24 y C-26), 21.3 (C-11), 19.4 (C-16), 17.2 (C-20); EIMS m/z 402 [M - H]* (1),
386 (15), 370 (100), 302 (71), 264 (18), 196 (18), 168 (54), 100 (38), 83 (19).
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7.8.2. Derivado 32

H [alsse =27, [a]s7s =29, [a)sa6 =32, [a]azs =54, [a]36s
N~ -82, (c 1.9, CHCI3); IR (CHCl3) Vimax 3435, 2950, 2865,
1724, 1658, 1514, 1378, 1263 cml; RMN de 'H

(CDCls, 300 MHz) 6 5.43 (1H, t, J = 5.3 Hz, N-H), 5.14
(1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.84 (1H, s, H-17a), 4.50 (1H, s, H-17b), 3.23 (2H, g, J = 7.0 Hz, H-
21), 2.38 (1H, m, H-7a), 2.19 (1H, m, H-14a), 2.02 (3H, s, H-26), 1.98 (1H, m, H-1a), 1.94 (1H,
m, H-7b), 1.90 (1H, m, H-13), 1.87 (1H, m, H-14b), 1.73 (1H, m, H-3a), 1.73 (1H, m, H-6a),
1.54 (1H, m, H-9), 1.46 (1H, m, H-11a), 1.46 (1H, m, H-12a), 1.46 (2H, m, H-22), 1.43 (1H, m,
H-3b), 1.42 (1H, m, H-1b), 1.37 (1H, m, H-6b), 1.33 (2H, m, H-23), 1.30 (1H, m, H-11b), 1.30
(1H, m, H-12b), 1.17 (1H, dd, J = 12.6, 2.9 Hz, H-5), 0.96 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, d, J = 6.1 Hz,
H-16), 0.91 (3H, s, H-19), 0.91 (3H, t, J = 5.6 Hz , H-24), 0.86 (3H, s, H-20); RMN de 13C (CDCls,
75 MHz) & 172.5 (C-15), 170.6 (C-25), 147.7 (C-8), 107.2 (C-17), 70.7 (C-2), 57.6 (C-9), 54.0
(C-5), 44.4 (C-14), 43.3 (C-3), 41.8 (C-1), 39.1 (C-21), 39.0 (C-10), 38.1 (C-7), 36.0 (C-12), 33.7
(C-19), 32.8 (C-4), 31.7 (C-22), 31.4 (C-13), 24.1 (C-6), 23.5 (C-18), 21.6 (C-26), 21.2 (C-11),
20.0 (C-23), 19.8 (C-16), 16.0 (C-20), 13.7 (C-24); EIMS m/z 419 [M ]* (1), 377 (1), 361 (8),
345 (100), 277 (67), 170 (24), 142 (57), 74 (50), 43 (43).

7.8.3. Derivado 34

/@ [asss —28, [a]s7s —30, [alsas —38, (c 0.25, CHCls); IR
H HN (CHCI3) vmax 3405, 2926, 1698, 1594, 1517, 1448, 1308

=—

cm™’; RMN de H (CDCls, 300 MHz) & 7.91 (1H, dd, J =

6.7, 2.6 Hz, H-26), 7.58 (1H, s, N-H), 7.25 (1H, m, H-23),
7.21 (2H, d, J = 7.3 Hz, H-29 y H-31), 7.13 (1H, m, H-25), 7.11 (1H, m, H-24), 6.87 (1H, t, J =
7.3 Hz, H-30), 6.78 (2H, d, J = 7.9 Hz, H-28 y H-32), 5.73 (1H, s, N-H), 4.81 (1H, s, H-17a), 4.47
(1H, s, H-17b), 4.12 (1H, quint, J = 5.3 Hz, H-2), 2.36 (1H, m, H-7a), 2.34 (1H, m, H-14a), 2.02
(1H, m, H-14b), 1.95 (1H, m, H-13), 1.90 (1H, m, H-7b), 1.72 (1H, m, H-1a), 1.67 (1H, m, H-
6a), 1.62 (1H, m, H-3a), 1.53 (1H, m, H-1b), 1.49 (1H, m, H-9), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.48 (1H,
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m, H-12a), 1.43 (1H, m, H-3b), 1.37 (1H, m, H-6b), 1.34 (1H, m, H-11b), 1.11 (1H, dd, J = 12.3,
2.9 Hz, H-5), 0.98 (1H, m, H-12b), 0.97 (3H, s, H-18), 0.93 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16),0.91 (3H,
s, H-19), 0.88 (3H, s, H-20); RMN de 13C (CDCl3, 75 MHz) 6 171.4 (C-15), 148.0 (C-8), 144.8
(C-27), 133.7 (C-22), 132.1 (C-21), 129.4 (C-29 y C-31), 125.4 (C-24), 124.8 (C-25), 123.8 (C-
23), 122.5 (C-26), 120.2 (C-30), 116.1 (C-28 y C-32), 106.9 (C-17), 67.7 (C-2), 57.5 (C-9), 52.9
(C-5), 46.5 (C-3), 45.8 (C-1), 44.9 (C-14), 39.7 (C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.2 (C-19), 33.0
(C-4), 31.5 (C-13), 24.6 (C-6), 24.5 (C-18), 21.2 (C-11), 19.8 (C-16), 17.3 (C-20).

7.8.4. Derivado 3

/@ [a]sse =28, [a]s78 =33, [at]s46 =37, [at]zes =89, (c 0.18,
HN CHCI3); IR (CHCI3) vmax 3390, 2943, 2863, 1723,

\© 1672, 1593, 1519, 1448, 1377, 1304, 1262 cm;

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & 7.89 (1H, m, H-26),

z—x

7.59 (1H, s, N-H), 7.27 (1H, m, H-23), 7.21 (2H, d, J = 7.3 Hz, H-29 y H-31), 7.12 (1H, m, H-
25), 7.11 (1H, m, H-24), 6.87 (1H, t, J = 7.3 Hz, H-30), 6.79 (2H, d, J = 7.6 Hz, H-28 y H-32),
5.73 (1H, s, N-H), 5.12 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.83 (1H, s, H-17a), 4.48 (1H, s, H-17b),
2.38 (1H, m, H-7a), 2.34 (1H, m, H-14a), 2.03 (3H, s, H-34), 2.01 (1H, m, H-14b), 1.97 (1H, m,
H-1a), 1.94 (1H, m, H-7b), 1.93 (1H, m, H-13), 1.74 (1H, m, H-3a), 1.74 (1H, m, H-6a), 1.51
(1H, m, H-9), 1.48 (1H, m, H-12a), 1.45 (1H, m, H-11a), 1.41 (1H, m, H-3b), 1.38 (1H, m, H-
1b), 1.38 (1H, m, H-6b), 1.31 (1H, m, H-11b), 1.16 (1H, dd, J = 12.3, 2.6 Hz, H-5), 0.98 (1H,
m, H-12b), 0.97 (3H, s, H-18), 0.93 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.91 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-
20); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 171.3 (C-15), 170.0 (C-33), 147.7 (C-8), 144.8 (C-27),
133.8 (C-21), 131.9 (C-22), 129.3 (C-29 y C-31), 125.4 (C-25), 124.7 (C-24), 123.7 (C-23),
122.6 (C-26), 120.2 (C-30), 116.1 (C-28 y C-32), 107.2 (C-17), 70.7 (C-2), 57.5 (C-9), 53.6 (C-
5), 44.9 (C-14), 43.3 (C-3), 41.7 (C-1), 39.0 (C-10), 38.0 (C-7), 35.8 (C-12), 33.7 (C-19), 32.8
(C-4), 31.4 (C-13), 24.1 (C-6), 23.5 (C-18), 21.6 (C-34), 21.0 (C-11), 19.8 (C-16), 16.0 (C-20);
EIMS m/z 532[M + H]* (20) 471 (25), 454 (88), 318 (27), 264 (26), 236 (100), 208 (69).

78



7.8.5. Derivado 37

[alses =34, [a]s7s =36, [a]sas —40, [a)azs —68, [a]36s
HOy,

~104, (c 1.22, CHCls); IR (CHCl3) Vmax 3591, 3438,
2931, 2861, 1660, 1508, 1464, 1365 cm':; RMN de

IH (CDCls, 300 MHz) & 7.24 (2H, m, H-23 y H-27),
7.01 (2H, m, H-24 y H-26), 5.72 (1H, t, J = 5.1 Hz, N-H), 4.85 (1H, s, H-17a), 4.48 (1H, s, H-
17b), 4.41 (2H. m, H-21), 4.13 (1H, m, H-2), 2.30 (1H, m, H-7a), 2.24 (1H, m, H-14a), 1.94
(1H, m, H-13), 1.91 (1H, m, H-14b), 1.90 (1H, m, H-7b), 1.71 (1H, m, H-1a), 1.67 (1H, m, H-
6a), 1.61 (1H, m, H-3a), 1.52 (1H, m, H-1b), 1.51 (1H, m, H-9), 1.48 (1H, m, H-12a), 1.47 (1H,
m, H-11a), 1.43 (1H, m, H-3b), 1.36 (1H, m, H-6b), 1.25 (1H, m, H-11b), 1.14 (1H, dd, J = 12.3,
2.8 Hz, H-5), 0.99 (3H, s, H-18), 0.94 (1H, m, H-12b), 0.94 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.92 (3H,
s, H-19), 0.90 (3H, s, H-20); RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) & 172.4 (C-15), 163.8 (C-25), 148.1
(C-8), 134.3 (C-22), 129.6 (C-23y C-27), 115.6 (C-24 y C-26), 106.9 (C-17), 67.8 (C-2), 57.7 (C-
9), 53.1 (C-5), 46.6 (C-3), 45.8 (C-1), 44.3 (C-14), 42.8 (C-21), 39.7 (C-10), 38.2 (C-7), 35.1 (C-
12), 33.3 (C-19), 33.0 (C-4), 31.5 (C-13), 24.6 (C-6), 24.5 (C-18), 21.4 (C-11), 19.9 (C-16), 17.3
(C-20).

7.8.6. Derivado 39

\/@/F [a]sse =37, [a]578 —38, [at]sa6 —43, [a]a3s =73, [a]365
-112, (¢ 1.86, CHCI3); IR (CHCI3) vmax 3436, 2941,

1724, 1660, 1508, 1377, 1260 cm™*; RMN de H

(CDCl3, 300 MHz) 6 7.26 (2H, m, H-23 y H-27),
7.0 (2H, m, H-24 y H-26), 5.74 (1H, t, J = 5.6 Hz, N-H), 5.12 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.85
(1H, s, H-17a), 4.49 (1H, s, H-17b), 4.40 (2H. m, H-21), 2.41 (1H, ddd, J = 12.6, 4.1, 2.4 Hz, H-
7a), 2.23 (1H, m, H-14a), 2.01 (3H, s, H-29), 1.98 (1H, m, H-1a), 1.97 (1H, m, H-13), 1.96 (1H,
m, H-7b), 1.95 (1H, m, H-14b), 1.75 (1H, m, H-6a), 1.74 (1H, m, H-3a), 1.53 (1H, m, H-9), 1.48
(1H, m, H-11a), 1.48 (1H, m, H-12a), 1.44 (1H, m, H-3b), 1.40 (1H, m, H-1b), 1.40 (1H, m, H-
6b), 1.31 (1H, m, H-11b), 1.18 (1H, dd, J = 12.3, 2.6 Hz, H-5), 0.97 (3H, s, H-18), 0.96 (1H, m,
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H-12b), 0.94 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.91 (3H, s, H-19), 0.86 (3H, s, H-20); RMN de 3C
(CDCls, 75 MHz) & 172.3 (C-15), 170.6 (C-28), 163.7 (C-25), 147.7 (C-8), 134.3 (C-22), 129.6
(C-23y C-27), 113.6 (C-24 y C-26), 107.2 (C-17), 70.7 (C-2), 57.6 (C-9), 54.0 (C-5), 44.2 (C-14),
43.3 (C-3), 42.7 (C-21), 41.8 (C-1), 39.0 (C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.7 (C-19), 32.8 (C-
4),31.4(C-13), 24.1 (C-6), 23.5 (C-18), 21.6 (C-29), 21.1 (C-11), 19.8 (C-16), 16.0 (C-20); EIMS
m/z 472 [M + H]* (1), 413 (67), 397 (27), 291 (12), 223 (19), 195 (14), 168 (35), 109 (100), 43
(18).

7.8.7. Derivado 41

[a]s89 =30, [a]s78 =32, [a]s46 —36, [a]aze =60, [a]36s
HOy,

92, (¢ 0.6620, CHCls); IR (CHCI3) Vimax 3594, 2936,
1723, 1460, 1447, 1382, 1365 cm™’; RMN de H

(CDCls, 300 MHz) & 7.39 (2H, m, H-25 y H-29),
7.32 (2H, m, H-26 y H-28), 7.27 (1H, m, H-27), 6.65 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-23), 6.29 (1H, dt, J
= 15.8, 6.5 Hz, H-22), 4.83 (1H, s, H-17a), 4.73 (2H, d, J = 6.5 Hz, H-21), 4.50 (1H, s, H-17b),
4.13 (1H, quint, J = 5.3 Hz, H-2), 2.37 (1H, m, H-7a), 2.36 (1H, m, H-14a), 2.15 (1H, dd, J =
14.7, 7.9 Hz, H-14b), 1.97 (1H, m, H-13), 1.92 (1H, m, H-7b), 1.77 (1H, dd, J = 14.8, 5.3 Hz, H-
1a), 1.69 (1H, m, H-6a), 1.62 (1H, m, H-3a), 1.56 (1H, m, H-1b), 1.53 (1H, m, H-9), 1.51 (1H,
m, H-11a), 1.50 (1H, m, H-12a), 1.44 (1H, m, H-3b), 1.39 (1H, m, H-6b), 1.35 (1H, m, H-11b),
1.14 (1H, dd, J = 12.5, 2.8 Hz, H-5), 0.99 (1H, m, H-12b), 0.99 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, d, J =
6.5 Hz, H-16), 0.91 (3H, s, H-19), 0.9 (3H, s, H-20); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 173.0 (C-
15), 148.0 (C-8), 136.2 (C-24), 134.1 (C-23), 128.5 (C-26 y C-28), 128. 0 (C-27),126.6 (25 y C-
29), 123.3 (C-22), 106.9 (C-17), 67.8 (C-2), 64.8 (C-21), 57.6 (C-9), 53.1 (C-5), 46.5 (C-3), 45.8
(C-1), 41.6 (C-14), 39.7 (C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.3 (C-19), 33.0 (C-4), 31.1 (C-13),
24.6 (C-18), 24.5 (C-6), 21.4 (C-11), 19.9 (C-16), 17.3 (C-20).
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7.8.8. Derivado 42

[alsge =26, [a]s7s =27, [a)sa6 =31, [at]azs =51,
[a]zes =77, (c 1.32, CHCI3); IR (CHCl3) vmax
2947, 1724, 1639, 1460, 1448, 1379, 1255

cm; RMN de *H (CDCl3, 300 MHz) & 7.39 (2H,
m, H-25 y H-29), 7.32 (2H, m, H-26 y H-28), 7.26 (1H, m, H-27), 6.65 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-
23), 6.28 (1H, dt, J = 16.1, 6.5 Hz, H-22), 5.14 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.84 (1H, s, H-17a),
4.72 (2H, dt, J = 16.1, 6.5 Hz, H-21), 4.48 (1H, s, H-17b), 2.39 (1H, m, H-7a), 2.36 (1H, m, H-
14a), 2.15 (1H, m, H-14b),2.01 (3H, s, H-31), 1.99 (1H, m, H-1a), 1.95 (1H, m, H-7b), 1.94 (1H,
m, H-13), 1.73 (1H, m, H-3a), 1.73 (1H, m, H-6a), 1.54 (1H, m, H-6a), 1.54 (1H, m, H-9), 1.48
(1H, m, H-11a), 1.48 (1H, m, H-12a), 1.41 (1H, m, H-3b), 1.38 (1H, m, H-6b), 1.31 (1H, m, H-
11b), 1.17 (1H, dd, J = 12.3, 2.7 Hz, H-5), 0.97 (1H, m, H-12b), 0.96 (3H, s, H-18), 0.95 (3H, d,
J = 6.5 Hz, H-16), 0.91 (3H, s, H-19), 0.86 (3H, s, H-20); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 173.0
(C-15), 148.0 (C-8), 136.2 (C-24), 134.1 (C-23), 128.5 (C-26 y C-28), 128. 0 (C-27),126.6 (25 y
C-29), 123.3 (C-22), 106.9 (C-17), 67.8 (C-2), 64.8 (C-21), 57.6 (C-9), 53.1 (C-5), 46.5 (C-3),
45.8 (C-1), 41.6 (C-14), 39.7 (C-10), 39.7 (C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.3 (C-19), 33.0 (C-
4),31.1 (C-13), 24.6 (C-18), 24.5 (C-6), 21.4 (C-11), 19.9 (C-16), 17.3 (C-20).

7.8.9. Derivado 44

[a]ss9 =36, [a]s78 =37, [a]sa6 —41, [a]a36 —68, [a]3e5 =103, (c
O\@ 1.53, CHClI3); IR (CHCI3) vmax 3598, 2947, 2901, 2861, 1748,
1640, 1591, 1491, 1365 cm™*; RMN de *H (CDCls, 300 MHz)

HOy,,

<
3
2 H

8 7.38 (2H, m, H-23 y H-25), 7.22 (1H, m, H-24), 7.06 (2H,
m, H-22 y H-26), 4.87 (1H, s, H-17a), 4.54 (1H, s, H-17b), 4.15 (1H, quint, J = 5.2 Hz, H-2),
2.56 (1H, dd, J = 14.6, 6.2 Hz, H-14a), 2.39 (1H, m, H-7a), 2.36 (1H, dd, J = 14.6, 8.2 Hz, H-
14b), 2.07 (1H, m, H-13), 1.96 (1H, m, H-7b), 1.79 (1H, m, H-1a), 1.72 (1H, m, H-6a), 1.64
(1H, m, H-3a), 1.59 (1H, m, H-1b), 1.59 (1H, m, H-11a), 1.59 (1H, m, H-12a), 1.58 (1H, m, H-
9), 1.48 (1H, m, H-3b), 1.36 (1H, m, H-6b), 1.32 (1H, m, H-11b), 1.16 (1H, dd, J = 12.3, 2.9 Hz,
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H-5), 1.08 (1H, m, H-12b), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 1.00 (3H, s, H-18), 0.93 (3H, s, H-19),
0.92 (3H, s, H-20); RMN de !3C (CDCls, 75 MHz) & 171.7 (C-15), 150.7 (C-21), 148.0 (C-8),
129.4 (C-23 y C-25), 125.7 (C-24), 121.6 (C-22 y C-26), 107.0 (C-17), 67.8 (C-2), 57.7 (C-9),
53.2 (C-5), 46.6 (C-3), 45.8 (C-1), 41.7 (C-14), 39.7 (C-10), 38.1 (C-7), 36.0 (C-12), 33.3 (C-19),
33.0 (C-4), 31.3 (C-13), 24.6 (C-18), 24.5 (C-6), 21.5 (C-11), 19.9 (C-16), 17.3 (C-20).

7.8.10. Derivado 4

[a]sse =32, [a]s7s =34, [a]sa6 =39, [at]azs —64, [at]365 =96,
O\@ (c 1.39, CHCI3); IR (CHCI3) vmax 2936, 2865, 1748, 1726,
1591, 1491, 1365, 1263 cm’; RMN de 'H (CDCls, 300

MHz) & 7.31 (2H, m, H-23 y H-25), 7.21 (1H, m, H-24),
7.08 (2H, m, H-22 y H-26), 5.16 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.88 (1H, s, H-17a), 4.55 (1H, s,
H-17b), 2.56 (1H, dd, J = 14.7, 6.2 Hz, H-14a), 2.40 (1H, m, H-7a), 2.35 (1H, dd, J = 14.9, 8.2
Hz, H-14b), 2.05 (1H, m, H-13), 2.02 (3H, m, H-28), 2.01 (1H, m, H-1a), 1.98 (1H, m, H-7b),
1.75 (1H, m, H-6a), 1.74 (1H, m, H-3a), 1.58 (1H, m, H-11a), 1.57 (1H, m, H-9), 1.56 (1H, m,
H-12a), 1.44 (1H, m, H-1b), 1.43 (1H, m, H-3b), 1.40 (1H, m, H-6b), 1.30 (1H, m, H-11b), 1.19
(1H, dd, J = 12.6, 2.9 Hz, H-5), 1.05 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 1.04 (1H, m, H-12b), 0.98 (3H, s,
H-18), 0.93 (3H, s, H-19), 0.87 (3H, s, H-20); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 171.7 (C-15),
170.6 (C-27), 150.7 (C-21), 147.7 (C-8), 129.4 (C-23 y C-25), 125.7 (C-24), 121.6 (C-22 y C-
26), 107.3 (C-17), 70.7 (C-2), 57.7 (C-9), 54.1 (C-5), 43.4 (C-3), 41.8 (C-1), 41.6 (C-14), 39.1
(C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.8 (C-19), 32.9 (C-4), 31.3 (C-13), 24.2 (C-6), 23.5 (C-18),
21.6 (C-28), 21.3 (C-11), 20.0 (C-16), 16.1 (C-20).

7.8.11. Derivado 47
[a]sse =25, [a]s78 =26, []sa6 —30, [0]azs —48, [a)z65 -71,
O\O\ (¢ 2.0, CHCl3); IR (CHCI3) Vimax 3598, 2953, 2863, 1747,
., 1365, 1482, 1366 cm'; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) &

7.47 (2H, dt, J = 9.3, 3.2 Hz, H-23 y H-25), 6.96 (2H, dt,

J=9.3,3.2 Hz, H-22 y H-26), 4.85 (1H, s, H-17a), 4.52 (1H, s, H-17b), 4.15 (1H, quint, J = 5.1
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Hz, H-2), 2.54 (1H, dd, J = 14.7, 6.0 Hz, H-14a), 2.39 (1H, m, H-7a), 2.34 (1H, m, H-14b), 2.05
(1H, m, H-13), 1.95 (1H, m, H-7b), 1.78 (1H, m, H-1a), 1.70 (1H, m, H-6a), 1.63 (1H, m, H-3a),
1.57 (1H, m, H-1b), 1.57 (1H, m, H-9), 1.57 (1H, m, H-12a), 1.55 (1H, m, H-11a), 1.45 (1H, dt,
J=12.9, 3.8 Hz, H-3b), 1.40 (1H, m, H-6b), 1.38 (1H, m, H-11b), 1.15 (1H, dd, J = 12.6, 3.8 Hz,
H-5), 1.05 (1H, m, H-12b), 1.04 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.99 (3H, s, H-18), 0.92 (3H, s, H-19),
0.92 (3H, s, H-20); RMN de 3C (CDCls, 75 MHz) & 171.3 (C-15), 149.7 (C-21), 148.0 (C-8),
132.4 (C-23 y C-25), 123.4 (C-22 y C-26), 118.7 (C-24), 106.9 (C-17), 67.8 (C-2), 57.6 (C-9),
53.1(C-5), 46.6 (C-3), 45.8 (C-1), 41.6 (C-14), 39.7 (C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.3 (C-19),
33.0 (C-4), 31.2 (C-13), 24.6 (C-18), 24.5 (C-6), 21.5 (C-11), 19.9 (C-16), 17.3 (C-20).

7.8.12. Derivado 48
[a]sse =24, [a]s78 =25, [a]sa6 =28, [a]a36 =46, [a]36s
O\Q\ ~69, (¢ 1.34, CHCls); IR (CHCI3) Vmax 2940, 2865,
Br 1750, 1724, 1641, 1482, 1372, 1259 cm'%; RMN de

IH (CDCls, 300 MHz) & 7.48 (2H, m, H-23 y H-25),

6.96 (2H, m, H-22 y H-26), 5.15 (1H, quint, J = 4.1 Hz, H-2), 4.88 (1H, s, H-17a), 4.52 (1H, s,
H-17b), 2.53 (1H, dd, J = 14.9, 6.2 Hz, H-14a), 2.43 (1H, m, H-7a), 2.35 (1H, dd, J=14.6, 7.9
Hz, H-14b), 2.04 (1H, m, H-13), 2.03 (1H, m, H-1a), 2.03 (3H, s, H-28), 1.99(1H, m, H-7b), 1.76
(1H, m, H-3a), 1.76 (1H, m, H-6a), 1.59 (1H, m, H-9), 1.59 (1H, m, H-11a), 1.58 (1H, m, H-
12a), 1.45 (1H, m, H-3b), 1.45 (1H, m, H-1b), 1.42 (1H, m, H-6b), 1.31 (1H, m, H-11b), 1.20
(1H, dd, J=12.6, 2.6 Hz, H-5), 1.04 (1H, m, H-12b), 1.04 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.98 (3H, s,
H-18), 0.92 (3H, s, H-19), 0.88 (3H, s, H-20); RMN de 3C (CDCl3, 75 MHz) 6 171.4 (C-15),
170.6 (C-27), 149.7 (C-21), 147.8 (C-8), 132.4 (C-23 y C-25), 123.4 (C-22 y C-26), 118.8 (C-
24), 107.3 (C-17), 70.7 (C-2), 57.7 (C-9), 54.1 (C-5), 43.4 (C-3), 41.8 (C-1), 41.6 (C-14), 39.1
(C-10), 38.1 (C-7), 35.9 (C-12), 33.8 (C-19), 32.9 (C-4), 31.3 (C-13), 24.2 (C-6), 23.5 (C-18),
21.6 (C-28), 21.3 (C-11), 20.0 (C-16), 16.1 (C-20).
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7.9. Obtencion de amidas via anhidridos mixtos

El diterpeno tipo ent-labdano se colocé en un matraz de tres bocas provisto con una
barra magnética, se tapd con septos y purgd con Ny, se adicioné THF anhidro y se colocé en
bafio de hielo en agitacion durante 10 minutos, se agregd 1.1 eq de NMM gota a gota se
sometiod a agitacidon durante 20 minutos, se adicioné 1.1 eq de i-BCF gota a gota y se dejo
en agitacion durante 20 minutos. Por separado se prepard una solucién de la amina a
reaccionar en THF anhidro (3 mL) y 1.1 eq de NMM la cual se agregd gota a gota a la mezcla
que contenia al acido carboxilico y se dejé reaccionar durante 24 horas en agitacién a
temperatura ambiente. Se extrajo con acetato de etilo, se lavd 2 veces con solucién de acido
clorhidrico al 10% y 3 veces con agua, secandose con sulfato de sodio anhidro, se filtré y
concentré en rotavapor, el producto de reaccidon se sometié a cromatografia en columna

para su purificacion.

7.9.1. Obtencién de 37 y 3

HO’//n,

HOy,,

RMN de H (CDCls, 300 MHz) & 7.25 (2H,
m, H-23 y H-27), 7.01 (2H, m, H-24 y H-
26), 5.76 (1H, t, J = 5.4 Hz, N-H), 4.95

(1H, quint, J = 4.5 Hz, H-2), 4.84 (1H, s,
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H-17a), 4.49 (1H, s, H-17b), 4.42 (2H. m, H-21), 3.98 (2H, d, J = 6.7, H-29), 2.39 (1H, m, H-
7a), 2.24 (1H, m, H-14a), 2.08 (1H, m, H-1a), 1.97 (1H, m, H-13), 1.96 (1H, m, H-30), 1.95
(1H, m, H-7b), 1.93 (1H, m, H-14b), 1.82 (1H, m, H-3a), 1.73 (1H, m, H-6a), 1.53 (1H, m, H-
9), 1.49 (2H, m, H-1b y H-12a), 1.47 (1H, m, H-3b), 1.45 (1H, m, H-11a), 1.39 (1H, m, H-6b),
1.36 (1H, m, H-11b), 1.18 (1H, dd, J = 12.4, 2.7 Hz, H-5), 0.97 (3H, s, H-18), 0.96 (1H, m, H-
12b), 0.94 (3H, d, J = 5.0 Hz, H-16), 0.94 (6H, d, J = 6.7 Hz, H-31, 32), 0.93 (3H, s, H-19), 0.86
(3H, s, H-20); RMN de 13C (CDCls, 75 MHz) & 172.4 (C-15), 163.8 (C-25), 155.0 (C-28), 147.7
(C-8), 134.4 (C-22), 129.6 (C-23y C-27), 115.7 (C-24 y C-26), 107.3 (C-17), 74.6 (C-2), 73.6 (C-
29), 57.7 (C-9), 53.7 (C-5), 44.2 (C-14), 43.1 (C-3), 42.8 (C-21), 41.9 (C-1), 39.2 (C-10), 38.1
(C-7), 36.0 (C-12), 33.5 (C-19), 31.5 (C-13), 27.8 (C-4), 27.8 (C-30), 24.2 (C-6), 23.8 (C-18),
21.2 (C-11), 18.9 (C-16), 18.9 (C-31, 32), 16.3 (C-20).

7.10. Anclaje molecular (docking) de las moléculas preparadas frente al

heterodimero de alfa- y beta-tubulina

7.10.1. Modelado molecular

Los modelos de partida de los derivados preparados se construyeron y se llevd a
cabo la busqueda conformacional mediante el protocolo de Monte Carlo con MMFF, se
calculé la energia electrénica empleando la Teoria de Funcionales de la Densidad a un nivel
de teoria B3LYP/6-31G(d) en el programa Spartan’14, posteriormente al conférmero de
minima energia de cada derivado fue sometido a optimizacién de la geometria con DFT a

un nivel de teoria B3LYP/DGDZVP empleando el programa Gaussian09W.
7.10.2. Anclaje molecular (docking)

Una vez obtenidos los archivos de los conférmeros optimizados, se crearon los
archivos PDBQT mediante el programa AutoDock Tools-1.5.6, los cuales fueron sometidos
a estudios de anclaje molecular frente al heterodimero de a- y B-tubulina (archivo 1JFF,
PDB), empleando el programa Autodock Vina 1.0. Para la visualizacién de los resultados se

utilizé el programa PyMOL.
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7.11. Ensayos del equilibrio dindmico de la tubulina frente a derivados

diterpénicos

La prueba se realizé por triplicado para cada compuesto. Los derivados se
disolvieron en DMSO para obtener una concentracién final de 200 uM, se empled una placa
de 96 pozos. Se colocaron alicuotas de 10 plL para cada derivado. Por separado se prepard
una solucién de tubulina de cerebro de porcino >97% de pureza (Cytoskeleton, Inc., E. U.
A.) a una concentracion final de 2 mg/mL. Manteniéndola siempre a 0 °C. De la solucion de
tubulina se agregaron 100 puL a cada pocillo donde estaban contenidos los derivados,
posteriormente se transfirié la placa a un lector BioTek ELx808IU precalentado a 37 °C, se
llevé a cabo un mezclado inicial de 5 segundos. La polimerizacion de los heterodimeros de
a-tubulina—B-tubulina se monitoreé mediante el cambio de la absorbancia a 340 nm cada
minuto durante una hora, transcurrido el tiempo la placa se removié del lector e
inmediatamente se llevé a una temperatura de 4 °C por 30 minutos. Después de este
tiempo, la placa se colocéd nuevamente en el lector por 30 minutos mas a 37 °C para
determinar el efecto de la temperatura en la estabilidad de los microtubulos inducida por

los compuestos a evaluar.

Los resultados se graficaron con el programa GraphPad Prism 7.0 para Windows, los
puntos de las graficas muestran la desviacidén estandar de las lecturas para cada derivado

evaluado.
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9. ANEXO. TABLAS DE DESPLAZAMIENTO QUIMICO DE 13C

Posicion 17 23 27 30 32 34 35 37 38 39

1 45.7 41.9 45.8 45.8 41.8 45.8 41.7 45.8 41.9 41.8
2 67.8 71.0 67.8 67.8 70.7 67.7 70.7 67.8 74.6 70.7
3 46.4 43.5 46.5 46.5 43.3 46.5 43.3 46.6 43.1 43.3
4 33.0 32.9 33.0 33.0 32.8 33.0 32.8 33.0 27.8 32.8
5 53.1 54.1 53.1 53.2 54.0 52.9 53.6 53.1 53.7 54.0
6 24.5 241 24.6 24.8 214 24.6 241 24.6 24.2 241
7 38.1 38.1 38.1 38.1 38.1 38.1 38.0 38.2 38.1 38.1
8 148.0 147.7 148.0 148.1 147.7 148.0 147.7 1481 147.7 147.7
9 57.6 57.6 57.6 57.4 57.6 57.5 57.5 57.7 57.7 57.6
10 39.7 39.1 39.7 39.6 39.0 39.7 39.0 39.7 39.2 39.0
11 215 211 215 21.3 21.2 21.2 21.0 214 21.2 211
12 36.0 36.0 36.1 36.0 36.0 35.9 35.8 36.1 36.0 35.9
13 30.9 314 315 313 314 315 314 315 315 314
14 41.3 45.2 45.3 45.1 44.4 44.9 44.9 44.3 44.2 44.2
15 1789 170.7 170.7 1714 1725 1714 1713 1724 1724 1723
16 19.9 19.8 19.9 19.4 19.8 19.8 19.8 19.9 18.9 19.8
17 107.0 1073 1069 106.9 107.2 1069 107.2 106.9 107.3 107.2
18 24.6 23.6 24.5 24.5 23.5 24.5 23.5 24.5 23.8 23.5
19 33.3 33.7 33.2 33.3 33.7 33.2 33.7 33.3 335 33.7
20 17.3 16.2 17.3 17.2 16.0 17.3 16.0 17.3 16.3 16.0
21 1379 1378 479 39.1 1321 133.8 428 42.8 42.7
22 119.8 119.8 245 31.7 1337 1319 1343 1344 1343
23 1289 128.9 33.2 20.0 123.8 1237 129.6 129.6 129.6
24 1241 1242 255 13.7 1254 1247 115.6 1157 113.6
25 1289 1289 33.2 1706 1248 1254 163.8 163.8 163.7
26 119.8 119.8 245 21.6 1225 122.6 1156 115.7 113.6
27 166.5 144.8 1448 129.6 129.6 129.6
28 118.8 116.1 1161 155.0 170.6
29 144.5 129.4 1293 73.6 21.6
30 134.4 120.2 120.2 27.8

31 128.0 129.4 1293 18.9

32 130.2 116.1 11e6.1 18.9

33 128.8 170.6

34 21.6

91



Posicion 17 41 42 44 45 47 48

1 45.7 45.8 41.7 45.8 41.8 45.8 41.8
2 67.8 67.8 70.7 67.8 70.7 67.8 70.7
3 46.4 46.5 43.3 46.6 434 46.6 43.4
4 33.0 33.0 32.8 33.0 32.9 33.0 32.9
5 53.1 53.1 54.0 53.2 54.1 53.1 54.1
6 24.5 24.5 24.1 24.5 24.2 24.5 24.2
7 38.1 38.1 38.1 38.1 38.1 38.1 38.1
8 148.0 148 147.7 148.0 147.7 148.0 147.8
9 57.6 57.6 57.6 57.7 57.7 57.6 57.7
10 39.7 39.7 39.0 39.7 39.1 39.7 39.1
11 21.5 21.4 21.2 21.5 21.3 21.5 21.3
12 36.0 35.9 35.8 36.0 35.9 35.9 35.9
13 30.9 31.1 31.1 31.3 31.3 31.2 313
14 41.3 41.6 41.6 41.7 41.6 41.6 41.6
15 178.9 173.0 173.0 171.7 171.7 171.3 171.4
16 19.9 19.9 19.9 19.9 20.0 19.1 20.0
17 107.0 106.9 107.2 107.0 107.3 106.9 107.3
18 24.6 24.6 23.5 24.6 23.5 24.6 23.5
19 33.3 33.3 33.7 33.3 33.8 333 33.8
20 17.3 17.3 16.0 17.3 16.1 17.3 16.1
21 64.8 64.8 150.7 150.7 149.7 149.7
22 123.3 123.3 121.6 121.6 123.4 123.4
23 134.1 134.1 129.4 129.4 132.4 132.4
24 136.2 136.2 125.7 125.7 118.7 118.8
25 126.6 126.5 129.4 129.4 132.4 132.4
26 128.5 128.5 121.6 121.6 123.4 123.4
27 128.0 128.0 170.6 170.6
28 128.5 128.5 21.6 21.6
29 126.6 126.5

30 170.5

31 21.6
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