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RESUMEN

Muchas librerias moleculares estan compuestos por moléculas que poseen un bajo
grado de complejidad estructural. Por ello estrategias como la sintesis orientada a la
diversificacion molecular (DOS) utiliza productos naturales como punto de partida para
la sintesis de moléculas complejas con potenciales actividades biolégicas. El lupeol es
un producto natural considerado como una molécula privilegiada por poseer una amplia
gama de actividades biolégicas, entre ellos actividad anticancerigena, y por las
modificaciones que pueden realizarse en el anillo A y sobre el doble enlace exociclico,
permitiendo la generacion de derivados con estructuras mas complejas con posibles
mejoras en las actividades biologicas. Aplicando la estrategia DOS de fusion de anillo,
mediante dos reacciones domino, se modificé el lupeol obtenido del extracto metandlico
de las céascaras de Chrysophyllum cainito, fusionando cumarinas en el anillo A
obteniendo un total de ocho cumarinas sustituidas con grupos carbonilo (cetona, acido
carboxilico y nitrilo) en posicién 3 y grupos fenilo, TMS y butilo en posiciéon 5, con
rendimientos que van del 34% al 91%. Sin embargo, las cumarinas 3,5 sustituidas
fusionadas al anillo A de lupeol no fueron activas contra las lineas celulares de cancer
de mama (MCF-7, ATCC HTB-22, MDA-MB 231, ATCC HTB-26) y cérvix. Sin embargo,
estos derivados no mostraron toxicidad sobre células normales a altas concentraciones
(>100 uM) por lo que cabe la posibilidad de evaluarlas en otros blancos como las
involucradas en procesos inflamatorios.






ABSTRACT

Many molecular libraries are composed of molecules that have a low degree of structural
complexity. For this reason, strategies such as diversification molecular oriented to
synthesis (DOS) use natural products as a starting point for the synthesis of complex
molecules with potential biological activities. Lupeol is a natural product considered as a
privileged molecule due to its wide range of biological activities, including anticancer
activity, and for the modifications that can be made in the A ring and on the exocyclic
double bond, allowing the generation of derivatives with structures more complex with
possible improvements in biological activities. Applying the DOS strategy of ring fusion,
through two domino reactions, the lupeol obtained from the methanolic extract of the
shells of Chrysophyllum cainito was modified, fusing coumarins in ring A obtaining a total
of eight coumarins substituted with carbonyl groups (ketone, carboxylic acid and nitrile)
in position 3 and phenyl, TMS and butyl groups in position 5, with yields ranging from
34% to 91%. However, the 3,5 substituted coumarins fused to the A ring of lupeol were
not active against breast cancer cell lines (MCF-7, ATCC HTB-22, MDA-MB 231, ATCC
HTB-26) and cervix. However, these derivatives did not show toxicity on normal cells at
high concentrations (> 100 uM), so it is possible to evaluate them in other targets such
as those involved in inflammatory processes.






iINDICE

Péagina
RESUMEN
ABSTRACT
INDICE
INTRODUCCION 1
ANTECEDENTES 3
Modificaciones estructurales de productos naturales 3
Cumarinas como potenciales agentes anticancerigenos 6
Reacciones domind 12
El lupeol como molécula privilegiada 16
Las microondas en la sintesis quimica 19
HIPOTESIS 23
JUSTIFICACION 25
OBJETIVO GENERAL 27
OBJETIVOS PARTICULARES 27
MATERIALES Y METODOS 29
Material vegetal 29
Extraccioén, fraccionamiento y obtencién de acetato de lupeol 29
Obtencion de lupeol 30
Obtencion de lupenona 30
Sintesis de alcoholes propargilicos 30
Sintesis de PVEs 31
Sintesis de salicilaldehidos 32
Sintesis de cumarinas 33
Método A 33
Método B 34
Sintesis de Acetato de piperidina 35
Método C 35
Evaluacién de la actividad anticancerigena 36
RESULTADOS Y DISCUSION 37
Purificacion e identificacién de acetato de lupeol 38
Hidrdlisis y oxidacién de acetato de lupeol 39
Obtencidon de alcoholes propargilicos 40
Identificacién del alcohol propargilico 1 42
Identificacién del alcohol propargilico 2 46
Identificacién del alcohol propargilico 3 47
Obtencion de PVEs 49
Identificacién de los PVEs 51
Obtencion de Salicilaldehidos 56
Identificacién de los salicilaldehidos 59
Obtencion de cumarinas 64
Identificacién de las cumarinas 68
Pruebas bioldgicas 78
CONCLUSIONES 81

REFERENCIAS 83






INTRODUCCION

A lo largo de la historia, los productos naturales han sido una fuente abundante de
compuestos que tienen aplicaciones en los campos de la medicina, farmacia y biologia.
Un namero importante de nuevos farmacos comercializados han sido obtenidos de
fuentes naturales. Sin embargo, algunos de estos compuestos fueron modificados
estructuralmente para mejorar las actividades biolégicas, mientras que otros han sido
utilizados como modelos para disefiar nuevos compuestos. Actualmente el 41% de los
farmacos contra el cancer y 65% de los farmacos antibacterianos son productos
naturales o derivados de los mismos.*?

Actualmente se han desarrollado estrategias que se han centrado en la modificacién de
productos naturales viables como puntos de partida para obtener derivados y/o analogos
de los mismos con posibles mejoras en las actividades biol6gicas que poseen. Una de
estas estrategias es la sintesis orientada a la diversificacion (DOS). A su vez, una
estrategia dentro de la DOS, es la fusion de anillos a producto natural para generar
derivados estructuralmente mas complejos y con mejor actividad.*

Hoy en dia la industria farmacéutica utiliza la hibridacion molecular (HM) usando
prototipos (estructuras quimicas definidas, de origen natural o sintético; que exhiben
alguna actividad farmacologica in vivo) para generar farmacos mas potentes y con
menos efectos secundarios. La HM utiliza los principios de la estrategia DOS de fusionar
distintos compuestos bioactivos en una sola molécula, siendo una alternativa eficaz para
disefiar racionalmente las estructuras moleculares de nuevos compuestos prototipo. Un
ejemplo de HM es la sintesis de benorilato, un farmaco antiinflamatorio, analgésico y
antipirético obtenido a partir de la reaccion de paracetamol (analgésico y antipirético) con
cloruro de acido acetilsalicilico (antiinflamatorio, antipirético y analgésico). El benorilato
combina las acciones farmacoldgicas del paracetamol y el &cido acetilsalicilico, lo cual
resulta ventajoso ya que se utiliza un solo farmaco en lugar de dos para aliviar sintomas
de dolor y fiebre.®

El lupeol es un triterpeno pentaciclico que destaca por sus actividades antiinflamatorias
y anticancerigenas, ademas es una molécula selectiva ya que no presenta toxicidad en
células normales. El lupeol puede encontrarse en forma de acetato en plantas como
Chrysophyllum cainito, una especie que pertenece a la familia Sapotaceae, es
comunmente conocido como caimito o “manzana estrella”, esta especie es generalmente
considerada como nativa de las Antillas mayores y naturalizadas en el centro y sur de
América. C. cainito es valorada por ser un arbol ornamental asi como una fuente de
alimento por sus frutos comestibles. La fruta madura se consume para aliviar la
inflamacién en la laringitis, neumonia y se administra como tratamiento contra la diabetes
mellitus. Recientemente se ha encontrado que las cascaras de C. cainito es una fuente



abundante de compuestos triterpénicos entre las que destaca el acetato de lupeol como
compuesto mayoritario.*®

El lupeol posee una estructura susceptible a ser modificado mediante la estrategia DOS
para generar derivados con el fin de mejorar las actividades biolégicas. El anillo A de
lupeol puede sufrir modificaciones de fusién, escisiébn o expansion lo que permitiria
generar librerias moleculares. Por otro lado, las cumarinas también poseen una amplia
variedad de propiedades bioldgicas y farmacoldgicas como antiinflamatorias, antibioticas
y anticancerigenas.®

Por todo lo anterior, la presente propuesta plantea la posibilidad de modificar el anillo A
del lupeol mediante la fusion de cumarinas para obtener una serie de cumarinas
derivadas de lupeol con actividad bioldgica contra el cancer de mama.



ANTECEDENTES

Modificaciones estructurales de productos naturales

En la basqueda de nuevos agentes terapéuticos para tratar enfermedades, la atencién
se ha dirigido tradicionalmente a moléculas con actividades biologicas especificas y a la
generacion de colecciones de moléculas similares a los farmacos. Algunos métodos para
la sintesis y modificacion de productos naturales son: la modificacion estructural del
esqueleto base, el uso de blogues de construccion derivados de productos naturales
para sintesis combinatoria, y la sintesis de oligdbmeros con restricciones quirales y
conformacionales.’

La modificacion estructural del esqueleto base consiste en tomar moléculas pequefias
con diversidad esqueletal y estereoquimica con funcionalidades que permitan uniones
intramoleculares para sintetizar una variedad de moléculas similares pero con diversas
propiedades. Por ejemplo, Kumar et al.? sintetizaron un dieno esteroidal que se convierte
mediante la reaccion de Diels-Alder en un policiclo puente y luego a un biciclo fusionado,
conteniendo este Ultimo un paraciclofano (Figura 1).2
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Figura 1. Modificacién del esqueleto base para la obtencién de paraciclofanos.

El uso de bloques de construccién derivados de productos naturales para sintesis
combinatoria, consiste en la fragmentacién quimica de estructuras complejas para
obtener las moléculas precursoras que dieron origen a dicha estructura, para
posteriormente maodificarlos y recombinarlos. Por ejemplo, el sorafeno A fue sometido a
una reduccién y posteriormente a una sililacién del 1,17-diol para originar el terc-
butildimetilsililo (TBS), finalmente una udltima reduccion proporcioné dos fragmentos
precursores modificados (Figura 2).°
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Figura 2. Obtencién de los bloques de construccién de Sorafeno A.

La oligomerizacion es la estrategia sintética mediante el cual la naturaleza deriva
moléculas con diversas funciones. Con s6lo una pequefia coleccion de unidades
monoméricas, y los procesos de formacion de enlaces compatibles con el entorno
celular, la unién secuencial o montaje modular (oligomerizacién) resulta en productos
que tienen gran diversidad molecular y funcional. Ejemplo de esto incluye a los polimeros
biolégicos complejos como proteinas, acidos nucleicos e hidratos de carbono, asi como
de moléculas pequefias de productos naturales (acidos grasos, policétidos y terpenos).
En contraste con lo que ocurre en la naturaleza actualmente esta estrategia es utilizada
in vitro para la obtencidon de una diversidad de moléculas, de esta manera se han
obtenido compuestos como B-péptidos, peptoides y 4cidos nucleicos peptidicos (Figura
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Figura 3. Obtencion de péptidos y peptoides por oligomerizacion.

Una estrategia que recientemente ha tenido auge para llevar a cabo la sintesis de una
diversidad de moléculas, tanto simples como complejas, a partir de los productos
naturales que pueden ser (tiles como farmacos, es la sintesis orientada a la diversidad
(DOS), esta estrategia utiliza reacciones quimioselectivas en donde las estructuras de
anillo de los productos naturales facilmente disponibles, se alteran de forma sistematica
a través de reacciones que distorsionan el sistema de anillos (por ejemplo, la escisién
de anillo, expansion de anillo, fusibn de anillo, reordenamientos de anillo y
combinaciones de los mismos (Figura 4).*
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Figura 4. Modificacion de productos naturales por distorsion de anillos.

La DOS tiene como objetivo llenar un nuevo espacio quimico con moléculas que
contienen un alto grado de diversidad estructural. Las bibliotecas derivadas de la
estrategia DOS resultantes han sido de gran valor para el descubrimiento de varias
moléculas bioactivas y agentes terapéuticos, convirtiendo la DOS en una herramienta
esencial en la bioquimica y el descubrimiento de farmacos. Sin embargo, el principal
desafio es la forma de disefar y sintetizar bibliotecas de moléculas con la maxima
diversificacion molecular. Es asi como se ha desarrollado una estrategia derivado de la
DOS que se basa en la construccion de bibliotecas de compuestos poliheterociclicos con
una alta relevancia bioldgica (pDOS). La pDOS tiene como objetivo explorar las regiones
bioactivas en el espacio quimico mediante el uso de “estructuras privilegiadas” unidas a
productos naturales. Una “estructura privilegiada” es una estructura molecular Unica
capaz de proporcionar ligandos de alta afinidad para mas de un tipo de receptor. Un
ejemplo de “estructura privilegiada” es el benzopirano, el cual ha sido modificado, a su
vez con la introduccién de mas heterociclos para generar mayor diversidad molecular
(Figura 5).1
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Figura 5. Obtencion de moléculas derivadas del benzopirano mediante la fusion de
anillos.

Cumarinas como potenciales agentes anticancerigenos

Las cumarinas, que poseen un nucleo de benzopirano, pueden ser utilizadas en la
estrategia de fusion de anillos a producto naturales para generar derivados con
propiedades bioldgicas de interés farmacolégico.®

Las cumarinas (1,2-benzopirona o 2H-cromen-2-ona) (1) y sus derivados se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza y muchas de ellas exhiben una amplia
diversidad de actividades biolégicas. Las cumarinas son metabolitos secundarios
presentes en semillas, raices y hojas de muchas especies de plantas. Algunas
cumarinas aisladas de plantas incluyen la warfarina (2), umbelliferona (7-
hidroxicumarina) (3), aesculetina (6,7-dihidroxicumarina) (4), herniarina (7-
methoxicumarina) (5), psoraleno (6) e imperatorina (7). Se han encontrado derivados de
cumarinas con numerosas aplicaciones terapéuticas incluyendo la fotoquimioterapia,
terapia antitumoral y anti-VIH, asi como estimulantes del sistema nervioso central,
actividad antibacteriana, antiinflamatoria y anticoagulante. 213

El patron de sustituciones en la estructura quimica de las cumarinas influye en las
propiedades farmacolégicas y bioquimicas, incluyendo las aplicaciones terapéuticas.
Algunas cumarinas presentan propiedades citostaticas (inhibidores del crecimiento),
mientras que otros tienen actividades citotdxicas.*?
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Figura 6. Cumarinas naturales aisladas de plantas con diversas aplicaciones
terapéuticas.

Se ha reportado que la 7-hidroxicumarina (umbelliferona), posee actividad citostatica en
lineas celulares de cancer humano, tales como A549 (pulmdn, ICs5=1.85 uM), A427
(pulmon, ICso=1uM) ademas se ha reportado la actividad contra el cancer de prostata y
carcinoma de células renales metastasico en los ensayos clinicos.*41®

Otros derivados de cumarinas obtenidas sintéticamente con actividad anticancerigena
son la 4-(3-bromopropoxi)-2H-cromen-2-ona (Figura 7) que presenta una marcada
inhibicion de las lineas celulares MGC-803 (cancer de estbmago, 1Cs=47.7 uM) y la 7-
(2-bromoetoxi)-2H-cromen-2-ona (Figura 7) que inhibe el crecimiento de la linea celular
MCF-7 (cancer de mama, ICso 48.3 uM).6
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7-(2-bromoetoxi)-2H-cromen-2-ona 4-(3-Bromopropoxi)-2H-cromen-2-ona
Figura 7. Cumarinas sustituidas en posiciones C7 y C4 con actividad anticancerigena.

Se ha demostrado que las hidroxicumarinas con un grupo nitro en el anillo aromatico son
agentes antiproliferativos selectivos que median la apoptosis en las células de carcinoma



renal, a través de la modulacion de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos.
Ademas se ha encontrado que la antimutagenicidad de esta clase de compuestos se
relaciona con la presencia de funciones polares en los carbonos 3, 4 y 7. Un derivado
gue resulto activo es la 8-nitro-7-hidroxicumarina (Figura 8a) mostrando citotoxicidad en
las lineas celulares K562 (eritroleucemia humana, 1Cs50=475 uM) y EJ (carcinoma de
vejiga humana, 1Cs,=880 uM), ademas de actividad antiproliferativa en las lineas K562
(ICs0=100 puM) y HL-60 (leucemia promielocitica humana, 1Cs=100 pM).1"-18

Otra cumarina con actividad citotoxica es la N-(8-aminooctil)-4-hidroxi-2-oxo-2H-
cromeno-3-carboxamida (Figura 8b) que fue activo contra las lineas celulares de cancer
de prostata DV 145 (GI50=<10 W), los grupos polares en la posicion 3 de la cumarina
son importantes para la actividad citotdxica.*®
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Figura 8. Cumarinas sustituidas con actividad citotoxica: a) 8-nitro-7-hidroxicumarina, b)
N-(8-aminooctil)-4-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxamida.

El cancer es la principal causa de muerte en todo el mundo. En 2015 se atribuyeron a
esta enfermedad 8.8 millones de defunciones. El cancer es la tercera causa de muerte
en México, con 12% de todas las defunciones. Las principales neoplasias causantes de
muerte en nuestro pais son: cancer de pulmén, mama, colorrectal, prostata y estdmago.
Cada ano se estiman 148 mil nuevos casos de cancer (65.5 mil en hombres y 82.4 mil
en mujeres). El cancer de mama es el mas frecuente, se estima que ocurren 15 decesos
al dia por este tipo de cancer. Investigaciones recientes informan de que
aproximadamente un tercio de los pacientes con cancer de mama posmenopausicas
tienen tumores dependientes de hormonas que implican la estimulacion del receptor de
estrégeno.'>2°

Los estudios clinicos que se centran en el uso de agentes terapéuticos que previenen la
sintesis y la accién de los estrogenos (antagonistas ER) son muy exitosos en el
tratamiento del cAncer de mama. La estrategia actual implica, por lo tanto, el desarrollo
de antagonistas de ER como un nuevo enfoque para el tratamiento de mujeres
posmenopausicas con tumores de mama dependientes de hormonas. Los altos niveles
de estrégeno como resultado de su sintesis in situ estan asociados con el crecimiento
de tumores en tejidos dependientes de endocrinos. Los estrdgenos se forman



exclusivamente en tejidos periféricos, y existen dos vias asociadas con su sintesis en
dichos tejidos, las vias de la aromatasa y sulfatasa.*?

La via de la aromatasa implica la conversion del precursor de andrdégenos,
androstenediona, secretada principalmente por la corteza suprarrenal, a la estrona por
el complejo enzimatico de la aromatasa (AR), mientras que la via de la estrona sulfatasa
(E1-STS) implican la conversion de la estrona formada a través de la ruta de la
aromatasa a estrona sulfato (E1S) por las enzimas sulfotransferasas. En los tumores de
mama, la actividad de esta Ultima enzima es mayor que la de la anterior, lo que resulta
en un mal pronostico. La via E1-STS se considera la fuente principal que conduce a la
formacion de estrégenos, lo que causa una baja tasa de respuesta en pacientes con
tumores de mama ER+ a un inhibidor de AR altamente potente. Ademas, los estudios
han demostrado que la terapia endocrina que involucra la inhibicion de enzimas dentro
de la cascada biosintética de esteroides puede ser una via para controlar la enfermedad.
Este enfoque ha llevado al desarrollo de nuevas cumarinas como STS, asi como
inhibidores de AR.*?

Los inhibidores de la aromatasa (IA) incluyen medicamentos que se usan actualmente
para el tratamiento del cancer de mama dependiente de hormonas, que implica el
blogueo de la accién del estrégeno en las células tumorales al prevenir la biosintesis del
estrogeno. La IA previene el cancer de mama mediante la reduccion de la proliferacion
celular, que implica la reduccién del nivel de estrdgeno vy, por lo tanto, la prevencién de
la formacién de metabolitos genotéxicos del estrégeno. En mujeres posmenopausicas,
los IA tienen el potencial de suprimir los niveles de estrégeno circulante en
aproximadamente >96.7-98.9% y también anular la produccion de estrégenos autocrinos
y paracrinos por las células estromales peritumorales ubicadas en sitios primarios y
metastasicos del tumor.1?

Varios derivados de cumarinas son inhibidores esteroidales de STS y se evaluaron para
la terapia del cancer de mama; sin embargo, todavia no se ha demostrado una clara
evidencia de IA como agente antineoplasico para el cancer. Los estudios han
demostrado que los sustratos de benzopiranona, como la 4-bencil-3-(4'-clorofenil)-7-
metoxi-cumarina, son un IA competitivo mas potente que varios IA conocidos, como la
aminoglutetimida, con respecto al sustrato de andrégenos (Figura 9). La interaccion
especifica con la AR muestra una reduccién adicional por varias mutaciones en la unién
en la regién activa del sitio de AR. Ademas, la 4-bencil-3-(4'-clorofenil)-7-metoxi-
cumarina suprimio la proliferacion de células de cancer de mama MCF-7 (ICs,=0.08 uM)
positivas para AR y ER. No es citotdxico en concentraciones de hasta 40 uM, no es un
inhibidor de la esteroide 5a-reductasa y tampoco es un ligando de REs, ERa y ERpB, 0
receptor de andrégenos.*?



Los derivados de cumarinas 3,4,7 trisustituidas, son potentes inhibidores de la
aromatasa, pueden no ser citotoxicos, pero pueden ser Utiles en la supresion de los
tumores de mama AR y ER positivos. Los estudios SAR de la 4-bencil-3-(4-clorofenil)-7-
metoxi-cumarina revelaron que los anillos de la cumarina imitan los anillos A y B,
mientras que el grupo 3-(4-clorofenilo) imita el anillo D de la androstenediona (Figura 9).
El grupo carbonilo de la lactona es determinante en la actividad inhibitoria de las
cumarinas. Ademas, se requieren interacciones lipofilicas 1-1m de un grupo fenoxi o
benciloxi.?

H O
O _N_UO Cl
(o] oD,

H,N o "0

Aminoglutetimida 4-bencil-3-(4-clorofenil)-7-metoxi-cumarina Androstenediona

Figura 9. Farmacoforo propuesto para cumarinas inhibidoras de la aromatasa (AR)
basados en la androstenediona.

Durante las Ultimas décadas, la aplicacion de bioconjugados (es decir, biomoléculas con
estructuras organicas no naturales) en biologia molecular y celular ha aumentado
significativamente. Los estudios han demostrado que el acoplamiento del agente
citotoxico con las hormonas esteroideas mejora la actividad antitumoral y la selectividad
diana del conjugado como resultado de una unién suficiente al RE, permitiendo la
acumulacion selectiva de los conjugados en las células ricas en RE.*?

Recientemente se han obtenido cumarinas conjugadas como la 3-(((17-hidroxi-13-metil-
7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[aJfenantren-3-il)oxi)metil)-2Hcro
men-2-ona (8), 3-(((17-hidroxi-13-metil-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclo
penta[a]fenantren-3-il)oxi)metil)-8-metoxi-2H-cromen-2-ona (9) y (E)-3-(((17-(hidroxiimi
no)-13-metill-7,8,9,11,12,13,14,15,16,17-decahidro-6H-ciclopenta[a]fenantren-3-il)oxi)
metil)-8-metoxi-2H-cromen-2-ona (10). Las comparaciones de los valores de GI50 entre
los conjugados mostraron que el conjugado 8 tiene la actividad antiproliferativa mas alta
contra las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-435 mientras que los
conjugados 9 y 10 mostraron las actividades antiproliferativas mas altas contra MDA-
MB-231/ATCC. En cuanto a la distincion entre lineas celulares de cancer de mama no
invasivas e invasivas, el conjugado 9 parece ser activo contra ambos tipos, mientras que
el conjugado 8 tiene la menor actividad inhibitoria contra las lineas celulares no invasivas
MDA-MB-231/ATCC y NCI-7/ADR-RES entre los conjugados. En general, se demostro
qgue la citotoxicidad se produjo en alrededor de 100 uM para todos los conjugados.
También se observé que el conjugado 10 mostré la mayoria de las propiedades
citostaticas.*?
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Figura 10. Estructuras de conjugados cumarina-estradiol con actividad biolégica contra
el cancer de mama.

Debido a las propiedades de las cumarinas son ampliamente utilizadas en productos
farmacéuticos asi como en aditivos de alimentos, perfumes, cosméticos y agroquimicos;
lo que ha aumentado el interés por su sintesis. Existen diferentes rutas sintéticas para la
obtencion de cumarinas y sus derivados, las mas conocidas incluyen las reacciones de
Pechmann, Perkin y Wittig.?*

La reaccion Pechmann es el método mas usado para sintetizar cumarinas, ya que
implica la condensacion de fenoles con ésteres [(-cetonicos en presencia de una
variedad de agentes de condensacién acidos en exceso (acido sulfarico, pentoxido de
fésforo, &cido trifluorodcetico, entre otros) obteniéndose buenos rendimientos de
cumarinas 4-sustituidas (Figura 11). La reaccion de Pechmann se ha realizado con éxito
usando radiacién de microondas y en liquidos i6nicos como alternativas a los métodos
convencionales.??

- ©/OH o o Sm(NO3)3, 6H,0 N (0] . (0]
I + 10 mol % R+ -
I 7 MOE'{ ° | _ 4/ 3

Derivado
fendlico Cumarina

Figura 11. Reaccién de Peachman para la sintesis de cumarinas 4-susttuidas.

La reaccion de Perkin es util para la sintesis de acidos aromaticos [a, B] insaturados y
consiste en la condensacion de un anhidrido de &cido carboxilico con un aldehido
aromatico en presencia de una base débil como acetato de sodio 0 potasio o trietilamina.
Este método se utiliza para la obtenciéon de cumarinas no sustituidas generadas por la
reaccion de un salicilaldehido, acetato de sodio y anhidrido acético (Figura 12).%
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Figura 12. Reaccion de Perkin para sintesis de cumarinas no sustituidas.

La reaccion de Wittig es un método sintético efectivo para la obtencion de cumarinas
monosustituidas en posiciones 5, 6, 7 y 8, este método involucra la reaccién de
salicilaldehido con carbetoximetilentrifenilfosforano (Phs=CHCO-Et) en N, N-dietilanilina
(Et2NPh) bajo reflujo (Figura 13).24

o
- = "CO,E
OH Ph3P=CHCO,Et
X 3 2 S N OH N (1)2 O
R~ R4~ —> Rq-
= Et,NPh, reflujo = N3
Salicilaldehido L | Cumr:rina

Figura 13. Reaccion de Wittig para la sintesis de cumarinas monosustituidas en el anillo
aromatico.

Reacciones Domino

La quimica organica sintética, en particular, ha centrado su atencién durante muchos
afios en los productos naturales, debido al interés social que despiertan por su amplio
campo de aplicaciones, sobre todo en la medicina y la biologia. Sin embargo, la sintesis
total, pese a los éxitos logrados hasta la fecha, todavia no ha alcanzado el nivel de
perfeccion de la naturaleza. Si se observa el progreso de las metodologias empleadas
en la obtencién de los productos naturales, se comprueba un empleo frecuente de
grupos protectores, y de transformaciones quimicas que requieren de una purificacion
en cada una de las etapas sintéticas. Ambos factores, unidos a un nimero relativamente
grande de pasos sintéticos, contribuyen a disminuir su eficiencia, incrementandose los
residuos obtenidos y reduciéndose, en muchos casos de forma drastica, el rendimiento
del proceso global.?526

La “sintesis ideal” de un compuesto dado debe llevarse a cabo en una sola operacion
sintética con un rendimiento del 100%, a partir de sustancias de partida asequibles y sin
generar residuos. Ademas, debe ser sencilla, segura, econbmicamente aceptable y
respetuosa con el medio ambiente. Sin embargo, a pesar de que hoy en dia se ha
alcanzado un nivel de sofisticacién en cuanto a la sintesis de compuestos, aldn se esta
lejos de llegar a la sintesis ideal. No obstante, se han desarrollado rutas sintéticas que
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intentan cumplir con algunos aspectos de la sintesis ideal, tratando de imitar a la
naturaleza. Una de las rutas sintéticas que han tenido auge en los ultimos afios son las
reacciones dominé o en cascada.?’

Una reaccién domin6 es aquella en la que se producen dos o mas transformaciones
guimicas de forma consecutiva, sin que ello suponga la adiciébn de mas reactivos o
catalizadores. Es decir, aquella en la que la formacion de una especie inicial dé lugar a
las sucesivas transformaciones que conducen al producto final. Las ventajas de utilizar
este tipo de reacciones es el ahorro de tiempo, trabajo, reactivos y la menor generacion
de residuos.?*2¢

En 1901 Willstatter sintetiz6 el alcohol tropino a partir de su cetona en forma de tropinona,
que en ese momento era dificil de sintetizar. La sintesis complicada de Willstatter de
tropinona (un intermediario para sintetizar alcaloides como la cocaina) a partir de
cicloheptanona requirié6 15 pasos y tuvo un rendimiento general de 0.75%. Afios mas
tarde en 1917 Robinson aport6 quizas el trabajo base de las reacciones domind, con la
sintesis de la tropinona basada en dos reacciones de Mannich sucesivas y que implicaba
la formacion de dos ciclos y cuatro nuevos enlaces (Figura 14) con un rendimiento del
40% en sus primeros intentos, con el paso de los afios se mejoré hasta un 90%.282°

C02
H O, rt NaOH
o mUr CO,H
Tropinona

Figura 14. Sintesis de la tropinona llevado a cabo por Robinson mediante una reaccion
domino.

Hacia el afio de 1971 se produjo la aportacion mas intuitiva de los procesos dominé
cuando Johnson y colaboradores dieron a conocer la sintesis de la progesterona, que
obtuvieron mediante un proceso dominé basado en intermediarios carbocatiénicos, con
lo que se hacen patentes las ventajas de este tipo de metodologia sintética (Figura 15).
En una Unica etapa, se consigue la formacién del esqueleto tetraciclico de la
progesterona mediante un procedimiento experimental sencillo, y lo mas importante, con
estereoquimica definida (se generan seis nuevos estereocentros, de los cuales, solo uno
no posee una configuracion estereoquimica definida).?®
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Figura 15. Anillacion Domind mediante intermedios cationicos disefiada por Johnson
para la sintesis de progesterona.

Los salicilaldehidos, son un importante blogue de construccion para la preparacion de
flavonoides, cumarinas, cromenos, catecoles y micotoxinas. Por ello son utilizados en
las reacciones de Perkin y Wittig para la obtencién de cumarinas. Sin embargo, en afios
recientes se han desarrollado nuevas metodologias para la sintesis de cumarinas
mediante reacciones dominé. Los salicilaldehidos pueden ser sintetizados a partir de
propargil vinil éteres (PVESs) funcionalizados, mediante una reaccién dominé promovido
por microondas. A su vez, las cumarinas pueden ser sintetizadas mediante una segunda
reaccion domind utilizando salicilaldehidos y derivados carbonilicos. En esta reaccién
ocurre una condensacioén Knoevenagel y posteriormente una lactonizacion. Asi, a partir
de dos procesos domind consecutivos se pueden obtener cumarinas 3,5,8-sustituidas
(Figura 16).%031

Derivado
R carbonilico
2
R, o R,
(@]
x nv OH R3\)kOR o0_o
|| COOMe ——— > E— P
Dominé | CHO Domind Il Rs
R R, R,
PVE Salicilaldehido Cumarina
trisustitida

Figura 16. Sintesis de cumarinas 3,5,8-trisustituidas mediante reacciones Dominé a
partir de PVESs funcionalizados.
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El patrébn de sustitucion que implican las posiciones C3, C5 y C8 apenas es
representativo en las cumarinas naturales, asi como en las sintéticas, y sus actividades
biologicas no han sido estudiadas a fondo, esto debido al dificil acceso a esta familia de
cumarinas tri-sustituidas por metodologias de sintesis estandar. Por lo que las
reacciones dominé resuelven en gran manera el problema, permitiendo la obtencion de
cumarinas tri-sustituidas diversificando este tipo de moléculas, permitiendo el estudio de
las posibles actividades bioldgicas que pudieran presentar.** En la Tabla 1 se sintetizan

las ventajas y desventajas de los diferentes métodos para la sintesis de cumarinas.

Tabla 1. Comparacion de las diferentes reacciones para la sintesis de cumarinas.

Reaccion

Ventajas

Desventajas

Pechmann

1. Tiempos de reaccion relativamente
cortos 20 a 90 min depende de la
sustitucién del fenol.

2. Se requiere temperaturas de 75-15 °C.
3. Rendimientos de 45-98%

1. Solo se requiere de salicilaldehidos

1. Requiere catalizadores acidos como H;SOs,
P,0s, AICI3, TFA en exceso o catalizadores como
Sm(N03)3.6H20 y BiC|3.

2. Solo se obtienen cumarinas sustituidas en
posicion 4 con grupos OH o MeO en posiciones
C5,C6y C7.

1. Solo se obtienen cumarinas simples (no

Perkin simples y anhidrido acético. sustituidas).
2. Tiempos de reaccion largos (6 horas aprox.)
3. Se requiere temperaturas por encima de 180
°C.
4. Rendimientos de 10-53%.
1. Tiempos de reaccién de 15mina 6 horas 1. Se requieren altas temperaturas, 210-215 °C.
dependiendo de los sustituyentes del 2. Solo se obtienen cumarinas monosustituidas.
Wittig salicilaldehido.
2. Se puede dirigir la sustitucion de la
cumarina en las posiciones C5, C6, C7 y
C8.
3. Rendimientos de 59-96%
1. Tiempos de reaccién de una hora 1. Tiempos de reaccion variables de 2 a 16 horas
utilizando microondas. por reflujo, dependiendo de la reactividad del
2. Se pueden utilizar salicilaldehidos 3,6- derivado carbonilico.
disustituidos. 3. Rendimientos variables de 30-70%.
Dominé 3. Se obtienen cumarinas 3,5,8-

trisustituidas.

4. Se requieren cantidades pequefias de
disolventes y reactivos.

5. Se puede realizar la reaccion desde el
PVE hasta la cumarina sin necesidad de
purificar los intermediarios, ahorrando
tiempo y trabajo de purificacion.
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El Lupeol como molécula privilegiada

El lupeol es un triterpeno pentaciclico que ha sido aislado en diversas familias de plantas
incluso en propdleos; la pulpa de mango, las raices de zanahorias, las semillas de soya,
meldn y las plantas de aloe. Generalmente el lupeol se encuentra en las plantas en forma
de acetato (Figura 17).32

HO

iz

Lupeol Acetato de lupeol

Figura 17. Estructuras quimicas de los triterpenos pentaciclicos lupeol y acetato de
lupeol.

Una de las actividades biol6gicas mas importantes del lupeol es su marcada actividad
antiinflamatoria, por ejemplo, inhibe la actividad de lipoxigenasas causantes del asma
(15-sLO, IC5=35 pM). Ademas, el tratamiento con lupeol (10-100 yM) muestra un
decrecimiento en la generacion de citoquinas pro-inflamatorias tales como el factor a de
necrosis tumoral (TNFa) que se asocia al cancer.*

Recientemente se han llevado a cabo estudios para investigar la relacién estructura-
actividad de lupeol en diversas lineas celulares de cancer humano. Un estudio realizado
demostrd que induce la apoptosis de lineas celulares HL-60 asociadas a las células de
leucemia humana. Este estudio mostr6 que el lupeol induce la formacion de nucleos
hipodiploides y fragmentacion de ADN (una caracteristica de la apoptosis) de una
manera dependiente de la dosis y el tiempo. Otros estudios, mostraron que el lupeol
induce la muerte de lineas celulares de cancer de diversos origenes histopatolégicos,
incluyendo leucemia linfoblastica T-CEM (ICs0=50 uM), carcinoma de pulmén A-549
(IC50=50 uM), mieloma multiple RPMI 8226 (ICs0=50 uM), el carcinoma cervical HelLa
(IC50=37 uM), y G361 de melanoma maligno (ICs=50 pM).%3

Se ha reportado que el lupeol posee actividad antiproliferativa en lineas celulares MCF-
7 (ICs0=2.32 pM) y MDA-MB-231 (ICs0=4.47 pM) asociados al cancer de mama
inhibiendo la enzima aromatasa (AR).3*

El acetato de lupeol muestra actividades biol6gicas similares a los de lupeol pero con

mejor biodisponibilidad. Este triterpeno presenta actividad antiinflamatoria mediante la
regulacion de TNF-alfa e IL-2 mRNA especifico, ademas de la regulacién positiva de la
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sintesis de IL-10 Mrna en estudios realizados en la especie Himatanthus drasticus.
Estudios preliminares han demostrado que el acetato de lupeol puede ser eficaz en el
tratamiento de la artritis reumatoide.3***Otra caracteristica que destaca del lupeol es su
selectividad ya que se ha demostrado que no exhibe toxicidad en células y tejidos
normales aln a dosis altas.*?

Debido a que el lupeol posee una gran variedad de actividades biolégicas y que su
estructura permite modificaciones en el anillo A y en el doble enlace exociclico, ademas
de su selectividad, se puede considerar como una molécula privilegiada (Figura 18).3%%7
Las propiedades calculadas a partir de la estructura de lupeol muestran que tiene un
peso molecular de 426.7174 (g /mol), un donador de H, un aceptor de H, masa exacta
426.386166 y 10 centros estereogénicos definidos.*® La estrategia DOS de fusion de
anillo puede aplicarse a la molécula de lupeol para generar derivados con posibles
mejoras en las actividades antiinflamatorias y anticancerigenas.*

Oxidacién, adicion
de diferentes grpxos

Fusién, expansion,
escision de anillo

Adicion de grupos

funcionales

”
/

Figura 18. Sitios de las posibles modificaciones de lupeol para la generacion de
derivados.

Algunas modificaciones en el anillo A de lupeol mediante la fusion de anillos incluyen la
fusién de anillos de indol y pirazina para mejorar la actividad antiinflamatoria mediante la
inhibicion de la produccién de 6xido nitrico (NO). El éxido nitrico (NO) es una citosina
gue actlia como mediador proinflamatorio y, a baja concentracion, regula la homeostasis
fisiologica en el sistema cardiovascular. La sobreproduccion de NO por la éxido nitrico
sintasa inducible (iINOS) generalmente destruye los tejidos funcionales normales durante
la inflamacién aguda y crénica. Los derivados indélicos 11 y 12 fueron activos a IC50=27.8
UM y IC50=25.9 uM respectivamente, mientras que los derivados 13 y 14 fueron activos
a ICs0=23.9 uM y IC50=22.6 uM respectivamente, el derivado de pirazina 15 fue activo a
IC50=25.9 uM. Todos los derivados fueron evaluados sobre células RAW 264.7 y
presentaron citotoxicidad.3®
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Figura 19. Derivados inddlicos y de pirazina con actividad antiinflamatoria fusionados al
anillo A de lupeol.

En investigaciones recientes se ha propuesto optimizar la estructura quimica de lupeol,
mediante estudios Docking, para aumentar la afinidad de los derivados contra los
receptores ER-a y HER2 (receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano)
asociados al cancer de mama dependientes de estrégenos. Los resultados del
acoplamiento molecular mostraron que el derivado de lupeol con un grupo amino (Figura
20 a) y un grupo etilo (Figura 20 b) en la posicién C3 proporciona la mayor afinidad con
una energia libre de enlace y constante de disociacion —12.24 kcal/mol y 1.07 nM para
ER-a asi como —9.63 kcal/mol y 86.94 nM para HER2, respectivamente. La modificacion
de la posicion C3 con grupos mas lipofilos tiene el potencial de aumentar alin mas la
afinidad de los derivados de lupeol, por lo que se abre camino a potenciales
modificaciones en el anillo A de lupeol.*®

7 7

// //

Figura 20. Derivados de lupeol propuestos con posible actividad contra receptores ER-
ay HER2.
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Las microondas en la sintesis quimica

La quimica de microondas implica el uso de radiaciones de microondas para realizar
reacciones quimicas, y esencialmente se refiere al analisis quimico y a la sintesis
guimica. Las microondas se encuentran en el espectro electromagnético entre las ondas
infrarrojas y las ondas de radio. Tienen longitudes de onda entre 0.01 y 1 metro, y operan
en un rango de frecuencia entre 0.3 y 30 Ghz. Sin embargo, para su uso en reacciones
de laboratorio, se prefiere una frecuencia de 2.45 Ghz, ya que esta frecuencia tiene la
profundidad de penetracion adecuada para las condiciones de reaccion de laboratorio.
Mas alla de 30 Ghz, el rango de frecuencia de microondas se superpone con el rango
de frecuencia de radio.**4

El mecanismo de calentamiento por microondas implica la agitacion de moléculas
polares o iones que oscilan bajo el efecto de un campo eléctrico o magnético oscilante.
En presencia de un campo oscilante, las particulas intentan orientarse con el campo. Sin
embargo, las fuerzas de resistencia como la interaccion entre particulas y la resistencia
eléctrica restringe el movimiento de las particulas, por lo tanto, se convierten en
movimientos aleatorios que a su vez generan calor.%4!

Las moléculas polares son el material ideal para el método de polarizacién dipolar. Al
exponerse a un campo electromagnético oscilante de frecuencia apropiada, las
moléculas polares intentan seguir el campo y alinearse en fase con el campo. Sin
embargo, debido a las fuerzas intermoleculares, las moléculas polares experimentan
inercia y son incapaces de seguir el campo. Esto resulta en el movimiento aleatorio de
las particulas, que a su vez genera calor. La polarizacion dipolar puede generar calor
mediante la interaccion entre moléculas de solventes polares tales como agua, metanol
y etanol y/o por la interaccion entre moléculas de soluto polar como el amoniaco vy el
acido formico.*°

En un proceso de calentamiento tradicional el calor pasa de fuera del recipiente hacia el
interior de forma que la temperatura mas elevada se encuentra en la zona cercana a las
paredes (mas cercana a la fuente de calor) y se va difundiendo hacia la disolucion y los
reactivos lo que lleva a tiempos mas largos de calentamiento. En un proceso de
calentamiento por microondas la radiacién incide directamente en las moléculas del
interior del medio, produciéndose un calentamiento interno que conduce a un aumento
rapido de la temperatura que se propaga de dentro hacia fuera (Figura 21), esto implica
la excitacion solo del disolvente y las particulas de soluto, lo que resulta en un
calentamiento uniforme del disolvente. Esta caracteristica resulta vital en el
procesamiento de multiples reacciones simultaneamente como las reacciones en
cascada o en reacciones de ampliacion que requieren condiciones de calentamiento
idénticas.**
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Figura 21. Propagacion de la temperatura por calentamiento convencional y por
microondas.

Las reacciones promovidas por radiacion de microondas resultan Gtiles en reacciones
de anillacion, por ejemplo en las reacciones de anillacion de tipo Friedel-Crafts para la
obtencién de isoquinolinas, las microondas al ser absorbidas selectivamente ya sean por
el disolvente, el sustrato o ambas, acelera el tiempo de reaccion y se obtienen mayores
rendimientos (38%-79%) comparado con el calentamiento convencional (18%-41%).4?

En afios recientes la sintesis domino asistida por microondas, ha cobrado auge debido
a que se obtienen productos en tiempos de reaccion cortos y con mejores rendimientos
comparados con el calentamiento convencional. Por ejemplo, en una reaccién Dominé
asistida por microondas de tres componentes (clorhidratos de alquilhidroxilamina con
formaldehido o un alquil glioxilato y biciclopropilideno) para proporcionar 3-
espirociclopropanato 2-azetidinonas en presencia de acetato de sodio en etanol durante
15-120 min proporciond las B-lactamas con un rendimiento de 49% a 78% (Esquema 1).
Mientras que con el calentamiento tradicional a 45 °C, la cicloadicién 1,3-dipolar de la N-
metil-C-(etoxicarbonil)nitrona en biciclopropilideno requiere 16 dias, y solo se generaron
espirociclopropanatos piperidonas.*?

Rz
—NHOH )k _NaOAc, EtOH_
HX !

Alquilhidroxiamina 80-100 °C (MW) " g

Biciclopropilideno 3-espirociclopronato
2-azetidona

Esquema 1. Reaccibn Domin6 asistido por microondas para la obtencién de
espirociclopropanato 2-azetidinonas.
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Otro ejemplo de reacciones Domind son las anillaciones de reordenamiento como las
reacciones a alta temperatura de los o-etinilbencil-aminofosfonatos para producir
isoindoles mediante calentamiento por microondas con rendimientos del 40%-98% a 165
°C durante 60-80 minutos. EI mecanismo de reaccién propuesto incluye una adicion, el
desplazamiento [1,3]-alquilo y la aromatizacion basada en el desplazamiento [1,5]-H
(Esquema 2).%

R

R, Rs R4 2

R3
= |
R2 MW —

> N-R

N-g, 165 °C, 60-180 min. =~ !
P(0O)(OMe), P(O)(OMe),

O-etilnilbenzil-aminofosfonato Isoindol

Esquema 2. Anillacion de reordenamiento a alta temperatura para la obtencion de
isoindoles.

Las reacciones domin6 proporcionan una alta complejidad molecular. Ademas de la
economia de formacion de enlaces (multiples formaciones de enlaces carbono-carbono
0 heteroatomo). La reaccion dominé asistida por microondas tiene intrinsecamente las
siguientes ventajas: la rapida optimizacién de los procedimientos, la alta selectividad y
eficiencia de la reaccion, el patrén de reaccion consecutivo, la economia de la estructura
(complejidad estructural), y es amigable con el medio ambiente.*

Por lo tanto, la combinacion de calentamiento por microondas y reacciones dominé abre
numerosas opciones para idear nuevas metodologias de sintesis sostenibles en quimica
organica que estan orientadas a la diversidad molecular aumentando la complejidad de
las librerias moleculares lo que a su vez generan posibles moléculas con aplicaciones
bioldgicas.*
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HIPOTESIS

Es posible la obtencién de cumarinas 3,5 sustituidas fusionadas al anillo A de lupeol
potencialmente activas contra células de cancer de mama a partir de PVEs
funcionalizados mediante reacciones dominé promovidos por microondas.
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JUSTIFICACION

Actualmente la estrategia DOS tiene un gran valor en la quimica y bioquimica, debido a
que es una herramienta esencial en la sintesis de moléculas bioactivas con aplicaciones
farmacologicas. Una de las ventajas DOS es la obtencién de una diversidad de
moléculas parecidas a los farmacos a partir de la modificacion de los productos naturales
disponibles lo que permite la construccion de bibliotecas moleculares. Otra ventaja es
gue permite la identificacién de compuestos bioactivos.

El lupeol y las cumarinas trisustituidas tienen actividades biolégicas importantes como
antiinflamatorios y anticancerigenos, se ha demostrado que ambas moléculas presentan
actividad contra células de céncer de mama. El mecanismo de accion de ambas
moléculas consiste en la inhibicion de la aromatasa que restringe la produccién de
estrégenos causantes del cancer de mama. Ademdas estas moléculas poseen
estructuras susceptibles a ser modificadas. Una de las estrategias DOS que puede ser
utilizado en estas moléculas es la fusién de anillos, por lo que se plantea que a partir del
anillo A del lupeol es posible fusionar cumarinas 3,5 sustituidas, usando PVEs que son
facilmente sintetizados a partir de derivados de carbonilos mediante reacciones doming.

Las cumarinas 3,5 sustituidas no han sido estudiadas a fondo debido a que son dificiles
de sintetizar por métodos convencionales. Sin embargo, algunas cumarinas trisustituidas
han mostrado ser activas contra células de cancer. Por lo que las reacciones dominé
abren camino para la obtencién de estos derivados que pueden ser potencialmente
activos contra células de cancer de mama al estar fusionados en el anillo A de lupeol.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener una serie de cumarinas sustituidas en posiciones 3,5 fusionadas al anillo A de
lupeol que sean potencialmente activas contra células de cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener acetato de lupeol del extracto metandlico de las cdscaras maduras del
fruto de Chrysophyllum cainito.

e Obtener lupenona a partir de la hidrélisis y oxidacion de acetato de lupeol.

e Modificar la lupenona hasta transformarla en tres diferentes propargilviniléteres
de lupeol, a partir de alcoholes propargilicos.

e Sintetizar nueve cumarinas a partir de los tres propargilviniléteres lupanicos
obtenidos mediante dos reacciones dominé consecutivas.

e Evaluar la actividad biolégica contra células de cancer de mama.
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MATERIALES Y METODOS

Los disolventes empleados para la extraccion, separacion y purificacion fueron
destilados en el laboratorio previamente a su uso.

Los analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) se realizaron en cromatofolios de
aluminio impregnados de gel de silice de GF254 de 0.25 mm de grosor marca Merck.
Para la purificacién de los compuestos se utilizé6 cromatografia en columna utilizando
como fase estacionaria gel de silice para CCD grado estandar sin aglutinante con
tamafio de particula 2-25 uym y tamafio de poro de 60 A marca Aldrich. Los agentes
reveladores utilizados fueron UV de onda corta (254 nm) y de onda larga (366 nm) y
6leum (acido acético glacial, agua y acido sulftrico en proporciones 20:4:1).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se obtuvieron utilizando un
equipo de RMN Bruker modelo Ultrashield Avance 400 de 400 MHz con una sonda BBO
de 5 mm en solucion de cloroformo deuterado.

Los espectros de masas (EM) se realizaron en un espectrémetro de masas JEOL GC-
Matell. La técnica utilizada fue impacto electronico (El, 70 eV) por inserciéon a camara a
300 °C, las muestras fueron disueltas en CHCl,.

Las reacciones asistidas por radiacion de microondas se llevaron a cabo en un reactor
de microondas de haz focalizado modelo Discover, marca CEM, con frecuencia del
magnetrén de 2 455 MHz y potencia de 300 W + 10.

Material vegetal

El material vegetal (frutos de Chrysophyllum cainito) fue recolectado en el mes de marzo
de 2015 en la calle 37-A y 34 colonia San Ramon norte, en la ciudad de Mérida, Yucatan,
México, (21°01°40.90” N 89° 36’ 20. 70” O). C. cainito fue identificado por sus
caracteristicas particulares de sus hojas (verde en el haz y dorado en el envés) y sus
frutos (baya globosa de cascara morada) reportados en la literatura.*

Extraccion, fraccionamiento y obtencion de acetato de lupeol

La extraccién de las cascaras secas y molidas (170 g) se realizd, con un equipo Soxhlet,
utilizando metanol (MeOH) como disolvente. El extracto fue llevado a sequedad en un
evaporador rotatorio obteniéndose 55.68 g de residuo (32.75%). Posteriormente, el
residuo fue redisuelto en MeOH:H,0O (1:3) para realizar una extraccion liquido-liquido
con diclorometano (DCM) y la fase organica fue llevado a sequedad.
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La fase organica se redisolvi6 con MeOH y se calentd a 125 °C hasta disolver
completamente el extracto, seguidamente el extracto se llevd a refrigeracion hasta
obtener un precipitado blanco. Finalmente el precipitado obtenido se filtr6 a vacio,
realizando tres lavados con metanol y se obtuvo en total 21.7 g del precipitado (12.78%).

Se tomd 3.1 g del precipitado obtenido y se fracciond en una columna con gel de silice
para CCD, la cual fue eluida con una fase movil de hexano:acetato de etilo (Hx:AcOEt)
en proporciones 99.5:0.5, 99:1 (x4). Se recolectaron 50 fracciones, éstas fueron
analizadas por CCD y posteriormente reunidas por similitud en cinco fracciones
nombradas desde A a E. Este procedimiento fue repetido cinco veces obteniendo un
total de 4.0 g (2.3 %) de acetato de lupeol (Fraccion D).

Obtencién de lupeol

Se disolvié acetato de lupeol (4.01 g, 4.2 mmol) en tetrahidrofurano (THF) (24 mL, 296
mmol) posteriormente se afiadieron 100 mL de una solucién de KOH al 5% en etanol y
se llevé a reflujo por 2 horas. Al término del tiempo de reaccién se realiz6 una CCD
observandose la formacion del producto. Seguidamente el crudo de la reaccion se
acidificd con una solucion de HCI al 10% hasta pH=6. Finalmente se realiz6 una
extraccion liquido-liquido con CHCl, (x3), la fase orgénica se sec6 con sulfato de sodio
anhidro y el disolvente se elimind en un rotavapor, obteniéndose 3.63 g.

Obtencién de lupenona

Se disolvid lupeol (3.6 g, 8.5 mmol) en 140 mL de acetona, la solucién se enfri6 a5 °Cy
se le afiadié gota a gota reactivo de Jones hasta que la solucion permaneciera naranja,
la mezcla se dejé con agitacion por 30 minutos, al término del tiempo de reaccién se
realiz6 una CCD para verificar la formacion del producto. Posteriormente se afiadié
MeOH hasta que la mezcla se torné de color verde y se formara un precipitado.
Seguidamente se agregd agua destilada a la mezcla hasta disolver el precipitado y
realizé una extraccion liquido-liquido con CH.Cl, (x4), la fase organica se secd con
sulfato de sodio anhidro y se eliminé el disolvente en un evaporador rotatorio.

El residuo (3.5 g) se sometié a cromatografia en columna con gel de silice para CCD,
eluyendo con Hx:AcOEt en proporciones 99:1 (x2) y 98:2 (x2). Obteniéndose el producto
(3.4 g, rendimiento: 94%).

Sintesis de alcoholes propargilicos

Se agrego el acetileno correspondiente (fenilacetileno 151 yL, 1.37 mmol; 1-hexino 139

pL, 1.21 mmol; TMSA 171 pL, 1.21 mmol), 12 mL de THF anhidro y 7 mL de Et,O anhidro
a un matraz en atmésfera inerte (nitrégeno), esta mezcla se llevd a agitacion,
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posteriormente la mezcla se enfri6 a -50 °C y se afiadi6 gota a gota n-BuLi en hexano (2
M) (631 pL, 1.26 mmol), la temperatura se mantuvo por 1 hora. Se agrego gota a gota
lupenona (398 mg, 0.97 mmol; 327 mg, 0.77 mmol; 331 mg, 0.78 mmol respectivamente)
disuelta en Et,O anhidro a una temperatura de -50 °C, la reaccion se dejo evolucionar
por 20 horas (Esquema 3). Posteriormente se realiz6 una CCD para verificar la
formacion del producto, la reaccion se detuvo con una solucién saturada de NH4CI. El
producto se extrajo con CH,Cl, (3X) y se llevé a sequedad.

El crudo de reaccién obtenido fue purificado en una columna empacada con gel de silice
para CCD, eluyendo con Hx:AcOEt en proporciones 95:5 y 90:10 (4X). Obteniendo 3-
etinilfenil-lupeol (alcohol propargilico 1, 574 mg, rendimiento: 68%) 3-hexinil-lupeol
(alcohol propargilico 2; 855 mg, rendimiento: 60%) y 3-etiniltrimetilsilano-lupeol
(alcohol propargilico 3; 856 mg, rendimiento: 82%) respectivamente.

n-BuLi, THF, Et,O

Acetileno, -50 °C, 20 h

v

Lupenona
Alcohol propargilico 1. R=©

Alcohol propargilico 2. R=—(CH,)3CH3

Alcohol propargilico 3. R= —Si(CH3);

Esquema 3. Sintesis de alcoholes propargilicos 1, 2 y 3 a partir de lupenona utilizando
n-BuLi como base, bajo atmésfera inerte.

Sintesis de PVEs

Se agrego el respectivo alcohol propargilico (1, 2, 3) correspondiente (521 mg, 1 mmol;
242 mg, 0.48 mmol; 329 mg, 0.63 mmol) disuelto en 3.5 mL de hexano anhidro y DABCO
(0.01 mmol, 11 mg; 7 mg; 7 mg) a un matraz en atmésfera inerte (nitrégeno) con agitacion
constante a temperatura ambiente (TA). Se agreg6 gota a gota 1.98 mmol de propiolato
de metilo cada 20 minutos monitoreando la reaccién por CCD hasta la desaparicion del
alcohol propargilico correspondiente utilizando en total 7.91 mmol (704 pL), 17.78 mmol
(2.5 mL) y 10 mmol (897 pL) y un tiempo de reaccién de 80 min, 180 min y 100 min
respectivamente (Esquema 4).
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El crudo de reaccion obtenido se llevd a sequedad y fue purificado en una columna
empacada con gel de silice para CCD, eluyendo con Hx:AcOEt en proporciones 98:2,
96:4, 95:5 y 94:6. Obteniendo el PVE metil 3-(2-feniletinil)oxiacrilato de lupeol (PVE 1;
520 mg, rendimiento: 86 %), el PVE metil 3-(2-hexinil)oxiacrilato de lupeol (PVE 2; 513
mg, rendimiento: 60%) y metil 3-((2-trimetilsilil)etinil)oxiacrilato de lupeol (PVE 3; 712 mg,
rendimiento: 93%) respectivamente.

0]

pZ OCH
HCZ S I
> MeOOC

DABCO, Hex, TA
t= 80, 180, 100 min

R
Alcohol propargilico 1. R=© PVE 1. R4= @
Alcohol propargilico 2. R=—(CH)3CH, PVE 2. Ry= —(CH5)3CHj3
Alcohol propargilico 3. R= —Si(CHj3); PVE 3. Ry= —Si(CH3)3

Esquema 4. Sintesis de PVEs a partir de los alcoholes propargilicos obtenidos, bajo
atmosfera inerte.

Sintesis de salicilaldehidos

Se agrego6 al respectivo PVE (520 mg, 0.85 mmol; 425 mg, 0.81 mmol; 337 mg, 0.55
mmol), imidazol (6 mg, 0.09 mmol; 5 mg, 0.08 mg; 4 mg, 0.06 mmol) y 5 mL de o-xileno
en un tubo de reaccién para microondas. Posteriormente se colocé el tubo en el equipo
de microondas y se programo la temperatura a 190° C, potencia de 250 W y tiempo de
60 minutos (Esquema 5). Al término del tiempo de reaccion se realizé una CCD al crudo
de reaccion para verificar la formacion del producto.

El crudo de reacciéon obtenido se llevé a sequedad y posteriormente fue purificado en
una columna empacada con gel de silice para CCD, eluyendo con Hx:AcOEt en
proporciones 100:0 (3X), 99.5:0.5 (4X) y 99:1. Obteniendo 3-hidroxi-(1-fenil)-2-
carbaldehido[2,3]lupeol (Salicilaldehido 1; 520 mg, rendimiento: 96%), 3-butil-1-hidroxi-
2-carbaldehido[2,3]lupeol (Salicilaldehido 2; 322 mg, rendimiento: 71%) y 1-hidroxi-3-
(trimetilsilil)-2-carbaldehido[2,3]lupeol (salicilaldehido 3; 558 mg, rendimiento: 82%)
respectivamente.
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MW  Imidazol

—_—
o-xileno
190 °C,1h

PVE 1. R= @ Salicilaldehido 1. R4= @

PVE 2 R= —(CH,);CH,4 Salicilaldehido 2. Ry= —(CH3)3CH3

PVE 3. R= —Si(CH3)3 Salicilaldehido 3. Ry= —Si(CH3)3

Esquema 5. Sintesis de salicilaldehidos a partir de PVEs promovidos por microondas.

Sintesis de cumarinas

Método A

Se agreg6 el salicilaldehido (1 y 3) correspondiente (122 mg, 0.19 mmol; 125 mg, 0.2
mmol), acetoacetato de etilo (AcOEt) (27 uL, 0.21 mmol;), piperidina (1 mL, 0.01 mmol)
y etanol seco (9 mL) grado reactivo (para el salicilaldehido 3 se utilizé 6 mL de THF
anhidro) a un matraz en atmésfera inerte (nitrdgeno), la mezcla se llevo a reflujo con
agitacion constante por 20 horas. Al término del tiempo de reaccién se realizé una CCD
para verificar la formacion del producto (Esquema 6).

El crudo de reaccion obtenido se llevé a sequedad y posteriormente fue purificado en
una columna empacada con gel de silice para CCD, eluyendo con Hx:AcOEt en
proporciones 96:4, 94:6, 93:7 y 92:8. Obteniendo la cumarina 3-acetil-5-fenil-2H-
lupeol[2,3]cromen-2-ona (cumarina 1A; 95.6 mg, rendimiento: 76 %) y la cumarina 3-
acetil-5-(trimetilsilil)-2H-lupeol[2,3]cromen-2-ona (cumarina 3A,116 mg, rendimiento:
91%). Para la purificacion de la cumarina 3A se utilizé una fase mévil de Hx:CH-Cl, en
proporciones 60:40, 50:50 y 40:60 (x3).
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MO/\

OHC
Piperidina/EtOH o THF
R Reflujo, 20 h
Salicilaldehido 1. R4= @ Cumarina 1A. R= @
Sallicilaldehido 3. Ry= —Si(CH3)3 Cumarina 3A. R= —Si(CH3);

Esquema 6. Sintesis de las cumarinas 1A y 3A a partir de los salicilaldehidos 1 y 3.

Método B

Se agrego el salicilaldehido correspondiente (135 mg, 0.20 mmol; 72 mg, 1.11 mmol;
125 mg, 0.20 mmol), acido de meldrum (AM) (39 mg, 0.27 mmol; 21 mg, 0.14 mmol; 37
mg, 0.26 mmol), acetato de piperidina (PPA) (6 mg, 0.04 mmol; 3 mg, 0.02 mmol; 6 mg,
0.04 mmol) y 4 mL de etanol seco grado reactivo (para el salicilaldehido 3 se utiliz6 4 mL
de THF) a un matraz en atmosfera inerte (nitrégeno), la mezcla se llevé a reflujo con
agitacion constante por 24 horas. Al término del tiempo de reaccién se realizé una CCD
al crudo de reaccion para verificar la formacion del producto (Esquema 7). El crudo de
reaccion obtenido se llevé a sequedad y posteriormente fue purificado en una columna
empacada con gel de silice para CCD, eluyendo con CH:Cl,:MeOH en proporciones
100:0 y 98:2 (x3). Obteniendo &cido 5-fenil-2-oxo-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carboxilico
(cumarina 1B; 51 mg, rendimiento: 38%), acido 5-butil-2-oxo-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-
carboxilico (cumarina 2B;39 mg, rendimiento: 53%) y acido 2-oxo-5-(trimetilsilil)-2H-
lupeol[2,3]cromeno-3-carboxilico (cumarina 3B; 47 mg, rendimiento: 37%)
respectivamente.

13
o] o}
PPA/EtOH o THF
Reflujo, 24 h
Salicilaldehido 1. R= @ Cumarina 1B. R1——©
Salicilaldehido 2. R= —(CH3)3CH; Cumarina 2B. R;=—(CH5)3CHj3
Salicilaldehido 3. R= —Si(CH3)3 Cumarina 3B. Ry=—Si(CH3)3

Esquema 7. Sintesis de cumarinas 1B, 2B y 3B a partir de los salicilaldehidos 1, 2 y 3.
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Sintesis de Acetato de piperidina

Se agrego6 &cido acético (600 puL, 10 mmol), piperidina (1 mL, 10 mmol) y 20 mL de éter
etilico en un matraz a 0 °C (bafio agua/hielo), la mezcla se dej6 en agitacién hasta
alcanzar la temperatura ambiente. Posteriormente se dejo 30 minutos mas en agitacion
hasta la formacion de un precipitado blanco. El precipitado se decant6 y se lavo con éter
etilico (3 x 20 mL) a presion reducida hasta sequedad. Finalmente el precipitado se dej6
secar en un rotavapor y el producto (acetato de piperidina, 975 mg; rendimiento: 90%)
se guardd en un matraz bajo atmésfera inerte (nitrégeno).

Método C

Se agreg6 el respectivo salicilaldehido (115 mg, 0.18 mmol; 100 mg, 0.16 mmol; 185 mg,
0.29 mmol), cianoacetato de etilo (21 pL, 0.27 mmol; 22 pL, 0.17 mmol; 34 puL, 0.32
mmol), piperidina (1 pL, 0.01 mmol; 2 pL, 0.02 mmol) y 4 mL de o-xileno a un tubo de
reaccion para microondas. El equipo se programé a una temperatura de 100 °C, potencia
de 300 W, un tiempo de 60 minutos y agitacion maxima. Al término del tiempo de
reaccion se realizé una CCD al crudo de reaccion para verificar la formacién del producto
(Esquema 8).

El crudo de reaccion obtenido se llevé a sequedad y posteriormente fue purificado en
una columna empacada con gel de silice para CCD, utilizando una fase movil de
Hx:AcOEt en proporciones 95:5, 94:6 (x2) y 93:7 (x2). Obteniendo las cumarinas 5-fenil-
2-0x0-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carbonitrilo (cumarina 1C;91 mg, rendimiento: 79%), 5-
butil-2-oxo-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carbonitrilo  (cumarina 2C;35 mg, rendimiento:
36%) y 2-oxol-5-(trimetilsilil)-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carbonitrilo (cumarina 3C; 75.8
mg, rendimiento: 41%) respectivamente.
O fe) )

NCLO/\ NC

piperidina/o-xileno _

Mw, 100 °C, 1 h
R g
Salicilaldehido 1. R= @ Cumarina 1C. R1——®
Salicilaldehido 2. R= —(CH;)3CHj3 Cumarina 2C. R;=—(CH;)3;CH3
Salicilaldehido 3. R= —Si(CHs)s Cumarina 3C. Ry=—Si(CH3)s

Esquema 8. Sintesis de las cumarinas 1C, 2C y 3C a patrtir de los salicilaldehidos 1, 2 y
3.
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Evaluacién de la actividad anticancerigena

Las lineas celulares utilizadas en los bioensayos fueron de edema carcinoma de
glandula mamaria (MCF-7, ATC CHTB-22), carcinoma metastasico de glandula mamaria
(MDA-MB-231, ATCC HTB-26), carcinoma escamoso de cérvix (SIHA, ATCC HTB-35) y
células normales de rifibn de Cercopithecus aethiops (Vero, ATCC CCL-81). Todas
provenientes de la American Type Culture Collection (HTCC). Las células fueron
cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). Al
medio de cultivo se le adicioné 10 000 U de penicilinay 10 mg mL™* de estreptomicina y
5 mg mL™ de anfotericina B. Las lineas celulares fueron incubadas en una atmdsfera con
95% de humedad y 5% de CO- a 37 °C hasta la formacién de una monocapa.**

Las actividades citotoxica y antiproliferativa se evaluaron en placas de 96 pozos para
cultivo celular. A cada pozo se le agregd 5 000 células usando medio DMEM adicionado
con 10 000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina 'y 5 mg/mL de anfotericina B,
y se incubaron por 24 h.**

La citotoxicidad fue medida en ausencia de SFB hasta que las células alcanzaron 100%
de confluencia, en tanto que la actividad antiproliferativa fue cuantificada cuando las
células alcanzaron un 50-60% de confluencia al adicionar 10% de SFB.*

Posteriormente se adicion6é a los pozos el compuesto a evaluar para alcanzar las
siguientes concentraciones: 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 1.65 pg/mL a continuacion las
placas se incubaron por tres dias en una atmdsfera con 95% de humedad y 5% CO; a
37° C. Seguidamente, se adicion6 a cada pozo 100 pL del medio con 10 pL de MTT al
0.5% en amortiguador salino de fosfatos (PBS, pH 7.2). Se incub6 por 6 ha 37° C y se
afiadira 100 pL de isopropanol acidificado (4% de HCI), se medio la densidad éptica (DO)
a 590 nm usando un espectrofotometro. Se utilizé docetaxel como control positivo y
como control negativo DMSO al 0.05%. Cada evaluacion se realizé por triplicado.**

Los resultados estdn expresados en concentracion citotoxica 50 o concentracion

inhibitoria 50 (ICso), determinados por la férmula [(DO control negativo — DO producto)/
DO control negativo] x 100.4
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para la obtencién de las cumarinas se procedié a aislar el acetato de lupeol de las
cascaras secas y molidas de Chrysophyllum cainito. Posteriormente se llevaron a cabo
seis pasos de reaccion sobre el acetato de lupeol: hidrdlisis, oxidacion, sintesis de
alcoholes propargilicos, sintesis de PVEs, sintesis de salicilaldehidos y finalmente la
sintesis de cumarinas. La ruta completa de sintesis se presenta en el Esquema 9.

Hidrdlisis éxidacié
_ HO 4'1 (@]

AcO

Acetato de lupeol Lupeol

Alcohol
propargilico

.,

OHC

R1=Bu, Ph, TMS
R, R2=COMe

2

R1= Bu, Ph, TMS

Método C l )

R;=Bu, Ph, TMS
R,=CO,H

R4=Bu, Ph, TMS
R,=CN

Esquema 9. Esquema general de reacciones para la obtencion de cumarinas 3,5-
sustituidas fusionadas al anillo A de lupeol.

37



Purificacion e identificacion de acetato de lupeol

Después de tratar los frutos de C. cainito recolectados, como se describe en la
metodologia, se obtuvo una mezcla de triterpenos. La mezcla de triterpenos se purifico
mediante cromatografia en columna y se obtuvo la fraccién D.

La fraccion D se obtuvo como un sélido blanco amorfo y en cuyo espectro de RMN-'H
(Figura 22) se observo un par de sefales con 84.57 y $4.69 correspondientes a protones
olefinicos exociclicos. Se observé una sefial maltiple con 84.47 correspondiente a un
protén geminal a un grupo carboxilo y una sefial doble de dobles de dobles con 52.38
gue corresponde a un proton unido al carbono que soporta a un grupo isopropilidénico.
También se observé la presencia de 8 sefiales simples, caracteristicas de metilos
terciarios, con 60.78, 0.83, 0.84, 0.85, 0.93, 1.03, 1.68 y 2.04. La comparacion de los
desplazamientos de las sefiales con las descritas en la literatura**“¢llevé a confirmar que
la fraccion D se trata de acetato de lupeol.
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Figura 22. Espectro de RMN-'H (CDClz, 400 MHz) de acetato de lupeol aislado de
Chrysophyllum cainito.
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Hidrolisis y oxidacion de acetato de lupeol

La reaccion utilizada para obtener lupeol fue la hidrélisis basica de acetato de lupeol con
etanol, KOH y reflujo, esta reaccion es irreversible y asegura rendimientos por arriba del
90%.%" La oxidacion de lupeol a 3-cetolupeol o lupenona se llevé a cabo utilizando el
reactivo de Jones, que es un reactivo especifico para oxidar alcoholes secundarios a
cetonas. La lupenona es el intermediario clave para sintetizar derivados heterociclicos
sobre el anillo A de lupeol.®® El rendimiento de la hidrélisis y oxidacion fue de 93%, lo
que indica que es una reaccion cuantitativa.*®

Comparando el espectro de RMN-'H de acetato de lupeol con el espectro obtenido
después de la hidrdlisis, se puede observar la desaparicion de la sefal simple con & 2.04
gue corresponde al grupo metilo del éster. También se puede observar en el espectro
de lupeol que la sefal del proton 3 con 63.18 se encuentra desplazado hacia campos
mas altos, esto se debe a que el protdon se encuentra menos desapantallado por la
ausencia del éster y solo es afectado por el efecto electrosustractor del oxigeno. Las
sefales obtenidas en el espectro de RMN-H fueron comparadas con las descritas en la
literatura, de tal manera que se confirmé que se obtuvo lupeol como producto de la
hidrolisis (Figura 23).%°

Comparando el espectro de lupeol con el espectro obtenido después de la oxidacién, se
puede observar que el Unico cambio es la ausencia de la sefal con 63.18 que
correspondia al protén 3, lo que indica la presencia de un carbono cuaternario. Las
sefiales obtenidas se compararon con la literatura para confirmar la obtencién de
lupenona (Figura 23).51:52
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Figura 23. Comparacion de los espectros de RMN-H (CDCl;, 400 MHz) de acetato de
lupeol, lupeol y lupenona.

Obtencién de alcoholes propargilicos

Para la obtencién de los alcoholes propargilicos; se mezclé el acetileno correspondiente,
THF, éter, n-BuLi y lupenona bajo atmdsfera inerte como se describe en la
metodologia.®® Se obtuvieron tres compuestos identificados como alcohol propargilico
1 (3-etinilfenil-lupeol), alcohol propargilico 2 (3-hexinil-lupeol) y alcohol propargilico
3 (3-etiniltrimetilsilano-lupeol), los rendimientos obtenidos de cada alcohol se pueden
observar en la Tabla 2.
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Tabla 2. Rendimientos para los alcoholes propargilicos obtenidos.

Producto Peso (mg) Rendimiento (%)

574 682
855 60°
856 82°

TSio

/
Alcohol propargilico 3

a. Dos repeticiones  b. Cuatro repeticiones

De acuerdo al mecanismo de reaccion la obtencion de los alcoholes propargilicos ocurre
en dos etapas. En la primera etapa se forma el acetiluro, promovido por el n-BuLi que
actlia como una base fuerte que abstrae el protdn del acetileno correspondiente, en este
punto las bajas temperaturas (<75 °C) mantienen relativamente estable los aniones de
litio formados lo que se refleja en los rendimientos.>**® En la segunda etapa el acetiluro
se adiciona al carbonilo de la lupenona formando un alcoxido estabilizado por el litio, la
posterior adicion de acido permite la protonacién del alcéxido para formar el respectivo
alcohol (Esquema 10).%6

Los rendimientos obtenidos para los alcoholes propargilicos 1 y 2 (68 y 60%
respectivamente) indican que el acetiluro no se form6 en suficiente cantidad para
adicionarse al carbonilo de la lupenona. Lo anterior pudo deberse a la estabilidad de los
acetiluros formados, se ha reportado en la literatura® que el TMSA es mas estable debido
a la presencia del atomo de silicio que estabiliza la carga del anidn del triple enlace, por
lo que se obtuvo el producto (alcohol propargilico 3) con el mayor rendimiento (82%),
seguido por el fenilacetileno sustituido por un grupo fenilo que puede deslocalizar las
cargas negativas y por Ultimo el 1-hexino.>
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La humedad es un factor importante que afecta los rendimientos ya que destruye el n-
BuLi.>*Sin embargo, se descarta este factor ya que se secaron los disolventes para
eliminar cualquier rastro de humedad lo cual se observa en el rendimiento del alcohol
propargilico 3. En general los rendimientos se pueden considerar buenos ya que se ha
reportado en la literatura que los rendimientos para la sintesis de alcoholes propargilicos
utilizando n-BuLi como base van de 59% al 91%.4%°

1. formacion del acetiluro

+ .
Lo~ 4+ He=R —= L==R + 7
(gas)

2. Adicioén del acetiluro al carbonilo

NFCl + NH; + LiCl

R=Phe, Bu, TMS

Esquema 10. Mecanismo de reaccion para la sintesis de alcoholes propargilicos.

Se ha reportado en la literatura que las reacciones por esta metodologia no se completan
debido a la dificultad de mantener las temperaturas por debajo de -70° C,* en este caso
la temperatura fue mantenida entre -55° y -50° C debido a que en trabajos previos®® se
observd que la lupenona pierde reactividad a temperaturas por debajo de estas. Sin
embargo, se pudo recuperar lupenona que no reaccion6 y se volvio a utilizar en otra
reaccion.

Identificacion del alcohol propargilico 1
Para la identificacion del producto se realizaron experimentos de masas, RMN-tH, RMN-
13C los cuales se analizan a continuacion:

En el espectro de masas (Figura 24) se puede observar el ibn molecular 526 m/z que
corresponde al peso molecular del producto esperado (526.4 g/mol). Ademas se pueden
observar los fragmentos mas representativos del esqueleto de lupeol: 369, 424, 220,
218, 203, 202, 189 y 135 m/z, estos se encuentran reportados en la
literatura.5*%°Adicionalmente se puede observar un fragmento de 511 m/z que
corresponde a la pérdida de un grupo metilo a partir del iébn molecular y un fragmento de
101 m/z que corresponde a la pérdida del fenilacetileno.
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Figura 24. Espectro de masas del alcohol propargilico 1 (fragmentos representativos).

Las sefiales caracteristicas del alcohol propargilico 1 se asignaron de la siguiente
manera; RMN-H (CDCls, 400 MHz): 87.44 (2H, m, H-4’, H-5’), 7.32 (3H, m, H-5’, H-6’,
H-7’), 4.69 (1H, d, H-29a), 4.57 (1H, m, H-29b), 2.38 (1H, m, H-19), 1.92 (2H, m, H-21),
1.68 (3H, s, H-30), 1.11 (3H, s, H-23), 1.04 (3H, s, H-26), 0.95 (3H, s, H-27), 0.91 (3H, s,
H-24), 0.87 (3H, s, H-25), 0.79 (3H, s, H-28); RMN-C (CDCls, 100 MHz): 38.2 (C-1),
32.8 (C-2), 76.3 (C-3), 42.1 (C-4), 53.5 (C-5), 18.7 (C-6), 34.4 (C-7), 40.9 (C-8), 50.7 (C-
9), 37.3 (C-10), 21.0 (C-11), 25.2 (C-12), 38.1 (C-13), 42.9 (C-14), 27.6 (C-15), 35.7 (C-
16), 43.1 (C-17), 48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 151.1 (C-20), 29.9 (C-21), 40.1 (C-22), 26.0
(C-23),17.7 (C-24), 16.6 (C-25), 16.1 (C-26), 14.6 (C-27), 18.7 (C-28), 109.4 (C-29), 19.4
(C-30), 92.8 (C-1"), 85.7 (C-2"),123.3 (C-3"), 131.6 (C-4’, C-8’), 128.2 (C-5, C-T’), 128.4
(C-6").

Comparando el espectro de RMN-'H de lupenona (Figura 25) con el espectro del alcohol
propargilico 1, se puede observar la aparicion de dos sefiales multiples con 87.32 (H-5’,
H-6", H-7’) y 87.44 (H-4’, H8’) que integran para tres y dos protones respectivamente,
éstas sefiales estan desplazadas hacia la zona donde cominmente aparecen sefales
aromaticas, lo que sugiere que el producto formado posee un grupo fenilo como
sustituyente, ademas se puede observar que las sefiales de la estructura base de la
lupenona (metilos terciarios, protones olefinicos) se mantienen sin cambios.
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Figura 25. Espectro de RMN-H (CDClz, 400 MHz) de lupenona y alcohol propargilico 1.

El alcohol propargilico 1 presenta un total de 38 carbonos, sin embargo, en el espectro
de RMN-3C (Figura 26) aparecen 36 sefiales, esto se explica por la presencia de dos
sefales equivalentes en el anillo aroméatico. Las sefiales que aparecen con 685.7 (C2)
y 92.8 (C1’) son caracteristicas de triples enlaces, mientras que las sefiales con 6123.3
(C-3), 131.6 (C-4, C-8), 128.2 (C-5, C7’) y 128.4 (C-6") son caracteristicas de
carbonos aromaticos lo que refuerza que la molécula obtenida esta sustituida por un
fenilacetileno. Ademas en el HMBC se pueden observar las correlaciones de los
protones H-2 (62.00 y 61.78) con el carbono C-3 (892.8) lo que indica que el
fenilacetileno esta en la posicion 3 del lupeol (Figura 27).
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Identificacion del alcohol propargilico 2
Para la identificacién del producto se realizaron experimentos de masas, RMN-'H y
RMN-3C, los cuales se analizan a continuacion:

En el espectro de masas (Figura 28) puede observarse el ion molecular 507 m/z que
corresponde al peso molecular del producto esperado (506.8 g/mol). Ademas se puede
observar los fragmentos mas representativos del esqueleto de lupeol: 492, 369, 218,
203, 189 y 135 m/z, estos se encuentran reportados en la literatura. Adicionalmente se
puede observar un fragmento de 81 m/z y un fragmento de 56 m/z que corresponde a la

pérdida de hexino y a un grupo butilo respectivamente.
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Figura 28. Espectro de masas del alcohol propargilico 2 (fragmentos representativos).

Las sefiales caracteristicas del alcohol propargilico 2 se asignaron de la siguiente
manera; RMN-H (CDCls, 400 MHz): 4.68 (1H, d, H-29a), 4.56 (1H, m, H-29b), 2.38 (1H,
m, H-19), 2.23 (2H, t, H-3"), 1.90 (2H, m, H-21), 1.67 (3H, s, H-30), 1.52 (2H, m, H-4"),
1.39 (2H, m, H-5’), 1.02 (3H, s, H-23), 1.00 (3H, s, H-26), 0.94 (3H, s, H-27), 0.92 (3H, t,
H-6’), 0.83 (3H, s, H-24), 0.82 (3H, s, H-25), 0.78 (3H, s, H-28); RMN-*C (CDCls, 100
MHz): 838.4 (C-1), 32.6 (C-2), 76.2 (C-3), 41.8 (C-4), 53.3 (C-5), 18.8 (C-6), 34.7 (C-7),
41.1 (C-8), 51.0 (C-9), 37.3 (C-10), 21.2 (C-11), 25.4 (C-12), 38.3 (C-13), 43.0 (C-14),
27.7 (C-15), 35.9 (C-16), 43.3 (C-17), 48.6 (C-18), 48.3 (C-19), 151.1 (C-20), 29.9 (C-
21), 38.4 (C-22), 25.9 (C-23), 17.7 (C-24), 16.7 (C-25), 16.2 (C-26), 14.5 (C-27), 18.3 (C-
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28), 109.7 (C-29), 19.6 (C-30), 92.0 (C-1’), 80.5 (C-27), 19.5 (C-3’), 29.7 (C-4’), 21.4 (C-
5’), 14.0 (C-6’).

Comparando el espectro de RMN-'H del alcohol propargilico 2 con el espectro de
lupenona (Figura 29), se puede observar la aparicion de dos sefiales triples, una con
62.23 que integra para dos protones correspondiente al proton H-3’ caracteristico de
sefales a a un triple enlace y una sefial triple con & 0.92 que integra para tres protones
que corresponde al metilo terminal de la cadena alifatica lo que confirmaria la presencia
del hexino en la molécula. Ademas, las sefales de los metilos terciarios y los protones
del doble enlace (H-29) permanecen sin cambios en la molécula.
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Figura 29. Espectro de RMN-'H (CDCls, 400 MHz) de lupenona y alcohol propargilico 2.

Identificacion del alcohol propargilico 3
Para la identificacion del producto se realizaron experimentos de masas, RMN-H vy
RMN-12C, los cuales se analizan a continuacion:

En el espectro de masas (Figura 30) puede observarse el ibn molecular 523 m/z que
corresponde al peso molecular del producto esperado (522.9 g/mol). Ademas se puede
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observar los fragmentos mas representativos del esqueleto lupano: 369, 203 y 135 m/z,
estos se encuentran reportados en la literatura. Adicionalmente se pueden observar los
fragmentos 508 m/z (pérdida de —CHjs), 450 m/z (corresponde a la pérdida del TMS en
la molécula), 97 m/z y 73 m/z, estos Ultimos caracteristicos del TMS.
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Figura 30. Espectro de masas del alcohol propargilico 3 (fragmentos representativos).

Las sefiales caracteristicas del alcohol propargilico 3 se asignaron de la siguiente
manera; RMN-H (CDCls, 400 MHz): 84.70 (1H, d, H-29a), 4.57 (1H, m, H-29b), 2.38 (1H,
m, H-19), 1.92 (2H, m, H-21), 1.69 (3H, s, H-30), 1.02 (3H, s, H-23), 1.02 (3H, s, H-26),
0.94 (3H, s, H-27), 0.84 (3H, s, H-24), 0.82 (3H, s, H-25), 0.79 (3H, s, H-28), 0.18 (9H, s,
H-4’, H-5’, H-6"); RMN-'3C (CDCls, 100 MHz): 838.4 (C-1), 32.6 (C-2), 76.2 (C-3), 41.8
(C-4), 53.3 (C-5), 18.8 (C-6), 34.7 (C-7), 41.1 (C-8), 51.0 (C-9), 37.3 (C-10), 21.2 (C-11),
25.4 (C-12), 38.3 (C-13), 43.0 (C-14), 27.7 (C-15), 35.9 (C-16), 43.3 (C-17), 48.6 (C-18),
48.3 (C-19), 151.2 (C-20), 30.1 (C-21), 38.4 (C-22), 25.9 (C-23), 17.7 (C-24), 16.7 (C-
25), 16.2 (C-26), 14.5 (C-27), 18.3 (C-28), 109.7 (C-29), 19.6 (C-30), 109.6 (C-1"), 90.4
(C-2),0.30 (C4, C-5, C-6).

Comparando el espectro de RMN-'H de lupenona con el espectro del alcohol propargilico
3 (Figura 31), puede observarse la aparicion de una sefal simple a campo alto con
00.18 que integra para nueve protones, esta sefial corresponde a protones muy
apantallados que estan enlazados directamente con la sefal con 60.30 en el espectro
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13C. La intensidad de la sefial sugiere que no se trata de sefiales residuales del TMS.
Ademas la integral corrobora que la sefial pertenece a tres grupos metilo perteneciente
al etiniltrimetilsilano. Las sefales caracteristicas del esqueleto lupano permanecen sin
cambios por lo que se confirmaria la obtencién del alcohol propargilico 3.
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Figura 31. Espectros de RMN-'H (CDCls, 400 MHz) de lupenona y el alcohol propargilico
3.

Obtencion de PVEs

Para la obtencion de los respectivos PVE's se mezclé el alcohol propargilico
correspondiente (1, 2 y 3), DABCO y metil propiolato, bajo atmésfera inerte, como se
describe en la metodologia,>® se obtuvo metil 3-(2-feniletinil)oxiacrilato de lupeol (PVE
1), metil 3-(2-hexinil)oxiacrilato de lupeol (PVE 2) y metil 3-((2-trimetilsilil)etinil)oxiacrilato
de lupeol (PVE 3), respectivamente; los rendimientos obtenidos se muestran en la Tabla
3.
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Tabla 3. Rendimientos para los PVE’s sustituidos obtenidos.

Sustrato Producto Rendimiento
(%)

862

Alcohol propargilico 1

60°

93¢

/ !
Alcohol propargilico 3 PVE 3
a. una repeticion  b. tres repeticiones c. dos repeticiones

El PVE 3 se obtiene con excelente rendimiento, el PVE 1 con un rendimiento muy bueno,
mientras que el rendimiento del PVE 2 fue regular; comparado con los rendimientos de
hasta 93% de PVEs similares a los obtenidos experimentalmente.**¢! E| rendimiento
reportado para el PVE 1 por Tejedor et al. Es de 74% utilizando el mismo sustrato
(alcohol propargilico 1), los mismos reactivos y las mismas condiciones de reaccién, por
lo que en este trabajo se ha conseguido aumentar hasta el 86%, posiblemente debido a
un mejor control de las condiciones de reaccion, ademas esta reaccion solo se llevé a
cabo una vez.5?

Para la obtencion de PVEs se ha propuesto un mecanismo de reaccién catalizada por
una base de Lewis (generalmente aminas terciarias) que se afiade al triple enlace del
acetileno para formar un zwitterién, que es mas basico que el catalizador inicial (es decir,
la amina terciaria). En esta etapa, las cantidades traza de agua producen trazas del
compuesto PS1, por lo que las condiciones de reaccién anhidras son esenciales. El
zwitterién reacciona en presencia del alcohol formando un alcéxido. El resultado de la
reaccion se determina por la cantidad de alcéxido formado y por la velocidad de reaccién
relativa de su adicién nucleofilica al intermedio catiénico (tipicamente un derivado de B-
amonioacrilato) para formar el PVE; si la velocidad de formacién del alcdéxido no es
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suficiente para adicionarse al intermediario cationico, el acetileno aun presente en el
medio se condensa con el intermediario catiénico formandose el dimero PS2 (Esquema
11). También es importante sefialar que la estereoquimica de los dobles enlaces
formados son predominantes o exclusivamente E.®*

En la sintesis de los PVE 1 y 3 se observo la ausencia del producto de partida una vez
alcanzado 8 equivalentes de metil propiolato, dando por hecho que la reaccion se
completd. Sin embargo, en la sintesis del PVE 2, al llegar a los 8 equivalentes la reaccion
no se completaba y al adicionar mas equivalentes de metil propiolato no se observaban
cambios en la proporcion del producto esperado, pero si aumentaba la proporcion de un
producto secundario (PS2). Lo anterior indica que probablemente el alcohol propargilico
2, el cual posee un grupo butilo, es menos reactivo y por lo tanto el metil propiolato se
autocondensaba mucho mas rapido de lo que se formaba el respectivo alcéxido, por lo
gue al adicionar mas equivalentes de metil propiolato se favorecia mas la formacién del
producto PS1.
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Esquema 11. Mecanismo de reaccion para la sintesis de PVEs a partir de los alcoholes
propargilicos.

Identificacion de los PVEs

Las sefales caracteristicas del PVE 1 se asignaron de la siguiente manera; RMN-1H
(CDCls, 400 MHz): 68.15 (1H, d, H-1°), 7.48 (2H, m, H-8', H-12’), 7.35 (3H, m, H-9’, H-
10’, H-11"), 5.38 (1H, d, H-2’), 4.69 (1H, d, H-29a), 4.57 (1H, m, H-29b), 3.69 (3H, s, H-
4’), 2.39 (1H, m, H-19), 1.92 (1H, m, H-21), 1.68 (3H, s, H-30), 1.08 (3H, s, H-23), 1.04
(3H, s, H-26), 0.95 (3H, s, H-27), 0.96 (3H, s, H-24), 0.88 (3H, s, H-25), 0.79 (3H, s, H-
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28); RMN-13C (CDCls, 100 MHz): 538.1 (C-1), 30.9 (C-2), 87.5 (C-3), 42.6 (C-4), 53.7 (C-
5), 18.6 (C-6), 34.5 (C-7), 41.1 (C-8), 50.9 (C-9), 37.3 (C-10), 21.2 (C-11), 25.3 (C-12),
38.3 (C-13), 43.1 (C-14), 27.7 (C-15), 35.9 (C-16), 43.3 (C-17), 48.6 (C-18), 48.2 (C-19),
151.2 (C-20), 30.1 (C-21), 40.3 (C-22), 26.2 (C-23), 18.4 (C-24), 16.8 (C-25), 16.2 (C-
26), 14.9 (C-27), 18.3 (C-28), 109.7 (C-29), 19.6 (C-30), 159.8 (C-1’), 98.6 (C-2’),168.9
(C-3'), 51.3 (C-4’), 87.5 (C-5), 91.2 (C-6"), 129.0 (C-7’), 132.0 (C-8', C-12"), 128.6 (C-9’,
C-11’), 128.7 (C-10).

Las sefiales caracteristicas del PVE 2 se asignaron de la siguiente manera; RMN-H
(CDCls, 400 MHz): 88.12 (1H, d, H-1’), 5.34 (2H, d, H-2’), 4.72 (1H, d, H-29a), 4.60 (1H,
m, H-29b), 3.71 (3H, s, H-4’), 2.42 (1H, m, H-19), 2.35 (2H, t, H-7’), 1.94 (2H, m, H-21),
1.60 (3H, s, H-30), 1.53 (2H, m, H-8’), 1.28 (2H, m, H-9’), 1.05 (3H, s, H-23), 1.00 (3H, s,
H-26), 0.91 (3H, s, H-27), 0.98 (3H, s, H-24), 0.97 (3H, s, H-10’), 0.87 (3H, s, H-25), 0.82
(3H, s, H-28); RMN-C (CDCls, 100 MHz): 538.4 (C-1), 32.5 (C-2), 87.0 (C-3), 41.8 (C-
4), 53.3 (C-5), 18.8 (C-6), 34.7 (C-7), 41.1 (C-8), 51.0 (C-9), 37.3 (C-10), 21.2 (C-11),
25.4 (C-12), 38.3 (C-13), 43.0 (C-14), 27.7 (C-15), 35.9 (C-16), 43.3 (C-17), 48.6 (C-18),
48.3 (C-19), 151.0 (C-20), 30.1 (C-21), 38.4 (C-22), 25.8 (C-23), 17.3 (C-24), 16.6 (C-
25), 16.1 (C-26), 14.5 (C-27), 18.3 (C-28), 109.5 (C-29), 19.4 (C-30), 159.8 (C-1’), 98.0
(C-2'),168.6 (C-3’), 51.1 (C-4’), 90.0 (C-5’), 87.1 (C-6), 19.6 (C-7’), 29.9 (C-8), 21.5 (C-
9, 14.1 (C-10’).

Las sefiales caracteristicas del PVE 3 se asignaron de la siguiente manera; RMN-'H
(CDCls, 400 MHz): 88.06 (1H, d, H-1"), 5.33 (2H, d, H-2’), 4.70 (1H, d, H-29a), 4.57 (1H,
m, H-29b), 3.68 (3H, s, H-4’), 2.37 (1H, m, H-19), 1.92 (2H, m, H-21), 1.69 (3H, s, H-30),
1.02 (3H, s, H-23), 0.98 (3H, s, H-24), 0.94 (3H, s, H-27), 0.88 (3H, s, H-25), 0.84 (3H, s,
H-26), 0.79 (3H, s, H-28), 0.18 (9H, s, H-7’, H-8', H9"); RMN-3C (CDCls, 100 MHz): 638.3
(C-1), 32.5 (C-2), 76.10 (C-3), 41.0 (C-4), 53.2 (C-5), 18.7 (C-6), 34.6 (C-7), 41.0 (C-8),
51.8 (C-9), 37.3 (C-10), 21.0 (C-11), 25.3 (C-12), 38.2 (C-13), 42.9 (C-14), 27.5 (C-15),
35.7 (C-16), 43.1 (C-17), 48.5 (C-18), 48.1 (C-19), 151.1 (C-20), 30.0 (C-21), 38.3 (C-
22), 25.8 (C-23), 17.5 (C-24), 16.7 (C-25), 16.1 (C-26), 14.4 (C-27), 18.4 (C-28), 109.5
(C-29), 19.5 (C-30), 159.8 (C-1"), 98.2 (C-27),168.7 (C-3’), 51.1 (C-4’), 90.3 (C-5"), 87.3
(C-6"), 1.30 (C-7’, C-8, C9).

El PVE 1 obtenido fue identificado por RMN-*H, RMN-*C y HMBC. En el espectro de
RMN-!H (Figura 32) se puede observar una sefial doble con 88.15 que corresponde al
protén H-1’ del doble enlace. El desplazamiento con 68.15 de dicho protén se debe a
gue se encuentran en posicion 3 al carbonilo a-B insaturado y al efecto electrosustractor
del &tomo de oxigeno del éter. También se pueden observar una sefial doble con 65.38
qgue corresponde al protén H-2", el desplazamiento de esta sefial es caracteristico de
protones a de un carbonilo a-B insaturado. Ademas se puede observar una sefal simple
con 63.69 (H-4") que corresponde al metilo terminal del éster.
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En los espectros de RMN-H del PVE 2 y PVE 3 (Figura 32) se pueden observar las
sefiales correspondientes a los dobles enlaces 68.11 (H-1’) y 5.34 (H-2’); 88.05 (H-1") y
5.34 (H-2’) respectivamente. Ademas se puede observar la sefial con 63.69 que
corresponde al metilo terminal del éster en ambos productos. También se puede
diferenciar las sefales de los sustituyentes del PVE 2, la sefal triple con 62.3 (H-7’)
corresponde al metileno a al triple enlace y la sefial triple con 60.97 (H-10’) corresponde
al metilo terminal de la cadena alifatica. Mientras que para el PVE 3 la sefial con 60.18
(H-7", H-8" y H-9’) corresponde a los metilos unidos al silicio.

Analizando el espectro de RMN-*C del PVE 1 (Figura 33) se pueden observar 40
sefales, sin embargo, el PVE 1 tiene 42 carbonos en su estructura, esto se debe al grupo
fenilo de la molécula que presenta dos carbonos equivalentes. Las sefiales con & 98.6
(C-2’) y 159.8 (C-1’) son caracteristicos de carbonos a y B insaturados a un grupo
carbonilo. Ademas se puede observar una sefial con & 168.9 (C-3’) que corresponde a
un carbonilo de éster y una sefal con & 51.3 (C-4’) que corresponde al metilo terminal
del éster. Al comparar las sefales de carbono obtenidas del PVE 1 con el alcohol
propargilico 1 (Figura 19) se puede observar que las sefales del tripe enlace (C-5’y C-
6’) y las sefiales aromaticas (C-7" a la C-12’) permanecen en la molécula por lo que se
confirma la obtencion del respectivo PVE.

Para identificar la posicion de los sustituyentes se analizé el experimento HMBC donde
se puede observar las correlaciones de los protones H-2 con el carbono C-5’del triple
enlace (Figura 34), ademas se puede observar la correlacion del proton H-1’ del doble
enlace del éter con el carbono C-3 de lupeol (Figura 35) lo que confirmaria que el
fenilacetileno y el éter vinilico se encuentran sobre el carbono 3 del lupeol.
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Figura 32. Espectros de RMN-'H (CDClz, 400 MHz) de los PVE 1, 2y 3.
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Figura 33. Espectro de RMN-'3C (CDCI3, 100 MHz) del PVE 1.
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Figura 34. HMBC del PVE 1, correlacion de los protones H-2 con el carbono C-5’.
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Figura 35. HMBC del PVE 1, correlacion del proton H-1’ con el carbono C-3.
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Ademés de los PVEs obtenidos también se aislé el producto PS2 que fue identificado
por RMN-H (Figura 36). Este producto resulta de la dimerizacién de propiolato de metilo
por lo que se confirmaria que la sintesis de los PVES se lleva a cabo mediante el
mecanismo propuesto en la literatura.®!
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Figura 36. Espectro de RMN-'H (CDCI3, 400 MHz) del producto secundario PS2.

Obtencion de Salicilaldehidos

Para la sintesis de salicilaldehidos se adicionaron los respectivos PVEs obtenidos
anteriormente, imidazol y o-xileno en un tubo de reaccién para microondas y el equipo
se programo de acuerdo a lo descrito en la metodologia.3! De esta manera se obtuvieron
3-hidroxi-(1-fenil)-lupeol[2,3]-2-carbaldehido (salicilaldehido 1), 3-butil-1-hidroxi-lupeol[2
3]-2-carbaldehido (salicilaldehido 2) y 1-hidroxi-3-(trimetilsilil)-lupeol[2,3]-2-carbaldehido
(salicilaldehido 3). Los rendimientos obtenidos para los salicilaldehidos se muestran en
la Tabla 4. Las reacciones para la sintesis de los tres salicilaldehidos fueron realizadas
una sola vez.
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Tabla 4. Rendimientos para los salicilaldehidos obtenidos.

Sustrato Producto Rendimiento
(%)

9
Salicilaldehido 1
PVE 1
OHC 76
Salicilaldehido 2
.
82

o} OHC
MeOOC—==~"

Ssi
/N

Salicilaldehido 3

PVE3

El salicilaldehido 1 se obtiene con excelente rendimiento, en este caso el rendimiento
obtenido para el salicilaldehido 1 es practicamente idéntico al reportado por Tejedor et
al. (95%).%2 El rendimiento del salicilaldehido 3 puede considerarse muy bueno, mientras
gue el rendimiento del salicilaldehido 2 puede considerarse bueno considerando que los
anillos de salicilaldehidos se encuentran fusionados al anillo A de lupeol y que el
mecanismo de reaccién para su obtencidon es complejo. Ademas se han reportado
salicilaldehidos sustituidos similares a los obtenidos experimentalmente con la diferencia
gue estos no estan fusionados a ningun anillo con rendimientos que van de 53% hasta
un 80%.%

Recientemente se ha descrito un mecanismo de reaccion para la obtencion de
salicilaldehidos mediante reacciones domind asistido por microondas (Esquema 12). En
este mecanismo la reaccién inicia mediante un rearreglo [3,3] sigmatropico asistido por
microondas del compuesto 1 de partida para generar el intermedio alénico 2, que se
reordena mediante un desplazamiento de hidruro pseudopericiclico para generar el
intermedio dienilo 3 favorecido por la alta temperatura. Posteriormente ocurre una
reaccion tdndem de isomerizacién-desplazamiento [1,5] de hidruro-enolizacion para
generar el dienil enol 5 una especie clave para las siguientes reacciones. A partir del
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dienil enol 5 ocurre una 6t-electrociclizacion para generar el intermedio 6 que por
eliminacién de metanol genera el intermedio 7 que finalmente se aromatiza para generar
el compuesto deseado 8.%°

a) [3,3]-rearreglo
/7//0 MW /2///0 3|gmatrop|co )
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1 1 1
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Esquema 12. Mecanismo propuesto para la sintesis de salicilaldehidos asistido por
microondas a partir de PVESs.

Las reacciones de rearreglo sigmatrépicas pueden llevarse a cabo por métodos de
calentamiento convencionales, sin embargo se requieren tiempos de reaccion muy
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largos (36 horas hasta 4 dias para moléculas mas complejas) y solo se obtendria el aleno
como producto final (5) por lo que se tendria que purificar y realizar las siguientes
reacciones por separado hasta obtener el salicilaldehido. Utilizando el microondas el
tiempo de reaccién se acorta a tan solo unos minutos, ademas, la radiacion incide
directamente sobre el disolvente calentando de manera uniforme y constante el medio
de reaccién alcanzando temperaturas superiores a los 190° C en cuestion de minutos,
lo que favorece las reacciones domind ajustando las condiciones de reaccion como el
tiempo, temperatura y presion asi como el uso de disolventes con puntos de ebullicion
elevados, obteniendo el salicilaldehido sin necesidad de purificar los productos
intermedios.®

Debido a que la reaccion dominé involucra a seis reacciones fue necesario utilizar una
hora para promover la formacién completa de los salicilaldehidos. De igual forma los
rendimientos obtenidos para la sintesis de los salicilaldehidos 1, 2 y 3 corresponde al
rendimiento total de las seis reacciones que tienen lugar de forma consecutiva, por lo
gue los rendimientos pueden ser considerados como excelentes. Los salicilaldehidos
obtenidos (1, 2 y 3) fueron identificados por RMN-'H (Figura 37).

Identificacion de los salicilaldehidos

Las sefiales caracteristicas del salicilaldehido 1 se asignaron de la siguiente manera;
RMN-!H (CDCls, 400 MHz): 612.35 (1H, s, OH), 9.75 (1H, s, H-CO), 7.38 (2H, m, H-7’,
H-11'), 7.43 (3H, m, H-8, H-9’, H-10’), 6.87 (1H, s, H-4"), 4.72 (1H, d, H-29a), 4.60 (1H,
m, H-29b), 3.17 (1H, d, H-1b), 2.42 (1H, m, H-19), 1.92 (1H, d, H-1a), 1.90 (1H, m, H-
21), 1.71 (3H, s, H-30), 1.26 (3H, s, H-23), 1.25 (3H, s, H-24), 1.13 (3H, s, H-26), 1.01
(3H, s, H-27), 0.83 (6H, s, H-25, H-28); RMN-'3C (CDCls;, 100 MHz): 538.4 (C-1), 120.3
(C-2), 155.6 (C-3), 38.0 (C-4), 52.7 (C-5), 21.7 (C-6), 33.6 (C-7), 40.9 (C-8), 49.3 (C-9),
35.6 (C-10), 20.3 (C-11), 25.4 (C-12), 38.3 (C-13), 43.1 (C-14), 27.6 (C-15), 35.7 (C-16),
43.2 (C-17), 48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 151.0 (C-20), 29.9 (C-21), 38.4.3 (C-22), 32.8 (C-
23), 24.9 (C-24), 16.2 (C-25), 15.8 (C-26), 14.7 (C-27), 18.2 (C-28), 109.6 (C-29), 19.4
(C-30), 161.5 (C-1"), 143.6 (C-2),123.5 (C-3’), 114.9 (C-4’), 196.6 (C-5’), 138.4 (C-6"),
130.3 (C-7, C-11’), 128.4 (C-8’, C-10’), 128.0 (C-9).

Las sefiales caracteristicas del salicilaldehido 2 se asignaron de la siguiente manera,
RMN-'H (CDCls, 400 MHz): 512.35 (1H, s, OH) 10.17 (1H, s, H-5’), 6.69 (1H, s, H-4’),
4.70 (1H, d, H-29a), 4.59 (1H, m, H-29b), 3.06 (1H, d, H-1b), 2.85 (2H, m, H-6’), 2.40
(1H, m, H-19), 1.94 (2H, m, H-21), 1.82 (1H, d, H-1a), 1.70 (3H, s, H-30), 1.61 (2H, m,
H-7’), 1.40 (2H, m, H-8’), 1.21 (6H, s, H-23, H-24), 1.10 (3H, s, H-26), 0.99 (3H, s, H-27),
0.94 (3H, s, H-9'), 0.81 (3H, s, H-28), 0.77 (3H, s, H-25); RMN-13C (CDCls, 100 MHz):
038.4 (C-1), 119.7 (C-2), 156.2 (C-3), 38.2 (C-4), 52.6 (C-5), 21.1 (C-6), 33.6 (C-7), 40.9
(C-8), 49.3 (C-9), 35.5 (C-10), 20.3 (C-11), 25.4 (C-12), 38.2 (C-13), 43.0 (C-14), 27.6
(C-15), 35.6 (C-16), 43.2 (C-17), 48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 151.0 (C-20), 29.9 (C-21),40.1
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(C-22), 32.6 (C-23), 24.8 (C-24), 16.1 (C-25), 15.8 (C-26), 14.7 (C-27), 18.2 (C-28), 109.6
(C-29), 19.4 (C-30), 162.1 (C-1’), 143.0 (C-2'),122.1 (C-3), 114.7 (C-4’), 194.6 (C-5'),
37.8 (C-6), 31.9 (C-7’), 22.7 (C-8), 14.0 (C-9).

Las sefales caracteristicas del salicilaldehido 3 se asignaron de la siguiente manera;
RMN-'H (CDCls, 400 MHz): 512.35 (1H, s, OH) 10.17 (1H, s, H-5’), 6.69 (1H, s, H-4"),
4.70 (1H, d, H-29a), 4.58 (1H, m, H-29b), 3.11 (1H, d, H-1b), 2.40 (1H, m, H-19), 1.92
(1H, m, H-21), 1.87 (1H, d, H-1a), 1.69 (3H, s, H-30), 1.23 (6H, s, H-23, H-24), 1.10 (3H,
s, H-26), 0.99 (3H, s, H-27), 0.81 (3H, s, H-28), 0.77 (3H, s, H-25), 0.39 (9H, s, H-6’, H-
7', H-8"); RMN-3C (CDCl;, 100 MHz): 838.4 (C-1), 120.4 (C-2), 154.5 (C-3), 37.8 (C-4),
52.7 (C-5), 21.6 (C-6), 33.6 (C-7), 40.9 (C-8), 49.3 (C-9), 35.5 (C-10), 20.2 (C-11), 25.4
(C-12), 38.4 (C-13), 43.0 (C-14), 27.6 (C-15), 35.7 (C-16), 43.1 (C-17), 48.4 (C-18), 48.1
(C-19), 151.0 (C-20), 29.9 (C-21), 38.4.1 (C-22), 32.7 (C-23), 24.9 (C-24), 16.2 (C-25),
15.8 (C-26), 14.7 (C-27), 18.2 (C-28), 109.6 (C-29), 19.4 (C-30), 162.4 (C-1"), 141.3 (C-
2),125.7 (C-3’), 125.4 (C-4’), 196.2 (C-5"), 1.30 (C-6’, C-7’, C-8)

En el espectro de RMN-'H del salicilaldehido 1 (Figura 37), se puede observar la
aparicion de tres sefiales simples con 612.35, 9.75 y 6.87. La sefial con 612.35 es
provocado por el protén del hidroxilo en posiciéon 1’ que forma un puente de hidrégeno
con el oxigeno del aldehido, esto provoca un desapantallamiento del proton lo que hace
gue se desplace hacia campo bajo. La sefal con §9.75 (H-5") es caracteristico de un
protén de aldehido mientras que la sefal con 66.87 (H-4’) corresponde a un protén
aromatico caracteristico de benzaldehidos. También puede observarse la aparicién de
dos sefales dobles con 63.17 (H-1b) y 61.92 (H-1a) provocados por la desaparicion de
los protones H-2 del esqueleto triterpénico, estos protones soélo correlacionan entre ellos
mismos provocando el desdoblamiento caracteristico. El desplazamiento hacia campo
bajo del protdbn metilénico H-1b se debe a la influencia del anillo aromatico y a su
interaccion espacial con el OH, mientras que la sefial H-1la esta menos desplazada
debido a que no presenta una interaccioén espacial directa con el OH debido a que este
protdn estaria orientado hacia atras. También se puede observar la desaparicion de las
sefales dobles con 65.37 y 88.14 que correspondian a los protones vinilicos del PVE 1
y la sefal simple con 83.69 que correspondia al metilo terminal del éster. Las sefiales
aromaticas del sustituyente (H-6’ al H-11') y las sefiales caracteristicas del esqueleto
pentaciclico se mantienen sin cambios por lo que se confirmaria que se obtuvo el
salicilaldehido.

En el espectro de RMN-'H (Figura 37) del salicilaldehido 2, se puede observar la
aparicion de las mismas sefiales (OH; 812.35, HCO; 610.17, H-4’; 86.69, H-1b; 63.17,
H-1a; 81.82) que en el espectro del salicilaldehido 1. La diferencia radica en las sefiales
del sustituyente, en este caso se observa la desaparicion de la sefal triple con & 2.35
gue correspondia a los protones metilénicos a al triple enlace y la aparicién de una sefial
multiple con & 2.85 que corresponde a los protones en posicién 6 del butilo, el
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desplazamiento hacia campos mas bajos de los protones del butilo se debe al
desapantallamiento provocado por su cercania al anillo aromatico del
hidroxibelzaldehido. También se observa que las sefiales del esqueleto pentaciclico se
mantienen sin cambios por lo que se confirmaria la obtencion del salicilaldehido.

En el espectro de RMN-'H del salicilaldehido 3 (Figura 37), se puede observar la
aparicion de las mismas sefiales que en el espectro de los salicilaldehidos anteriores. La
Unica diferencia se encuentra en el sustituyente, en este caso se observa una sefial
simple con 60.39 (H-6’, H-7’ y H-8’) caracteristica de los protones de metilos unidos al
silicio. Ademas se puede observar que las sefales caracteristicas del esqueleto
pentaciclico se mantienen sin cambios por lo que se confirmaria la identidad del
respectivo salicilaldehido.
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Figura 37. Espectros de RMN-'H (CDCls, 400 MHz) de los salicilaldehidos 1, 2 y 3.

Para confirmar la fusién del anillo de benzaldehido en el anillo A de lupeol se realizé el
HSQC y HMBC. En el HMBC se puede observar la correlacion del proton H-4’ con los
carbonos C-2, C-4 del anillo triterpénico, asi como las correlaciones con los carbonos C-
2’y C-3’ del benzaldehido (Figura 38). También se puede observar las correlaciones del
protén del grupo hidroxilo con los carbonos C-1°, C-2 y C-3’ (Figura 39); asi como las
correlaciones del protén H-1 con los carbonos C-1’, C-3, C-4’, C-5, C10 y C-25 (Figura
40). Por ultimo se puede observar las correlaciones del proton del aldehido (H-5’) con
los carbonos C-1’y C3’ por lo que se confirmaria la formacion del anillo de benzaldehido
a partir del PVE en el anillo A de lupeol (Figura 41).
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Figura 40. HMBC del salicilaldehido 3, correlacion del protén H-1 con los carbonos C-
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Obtencidon de cumarinas

Para la obtencidon de cumarinas se aplicaron tres métodos (método A, B y C) como se
describe en la metodologia y se obtuvieron las cumarinas 3-acetil-5-fenil-2H-cromen-2-
ona[2,3]lupeol (1A), 3-acetil-5-(trimetilsilil)-2H-cromen-2-ona[2,3]lupeol (3A), &cido 5-
fenil-2-oxo-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carboxilico (1B), acido 5-bu til-2-oxo-2H-lupeol [2,3]
cromeno-3-carboxilico (2B), acido 2-oxo-5-(trimetilsilil)-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carbo
xilico (3B), 5-fenil-2-oxo0-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-carbonitrilo (1C), 5-butil-2-ox0-2H-
lupeol[2,3]cromeno-3-carbonitrilo (2C) y 2-oxo-5-(trimetilsilil)-2H-lupeol[2,3]cromeno-3-
carbonitrilo (3C).

Los métodos utilizados estan reportados en la literatura y son utilizados para obtener
cumarinas 3,5 sustituidas por reacciones dominé.! Los rendimientos de las cumarinas
(todas la reacciones se realizaron una sola vez) se presentan en la Tabla 5.

Como se puede observar en la Tabla 5 los rendimientos van desde bajos, 36% para la
cumarina 2C, a excelentes para la cumarina 3A (91%). Dentro de un método los
rendimientos también son dispares, la cumarina 1C se obtuvo con un rendimiento bueno
(79%) comparado con una cumarina 3,5,8 sustituida no fusionada reportado en la
literatura (57%)%!, mientras la cumarina 2C fue obtenida con un rendimiento bajo
(36%).3!Sin embargo, en la literatura se reporta una cumarina similar a la cumarina 2C
con un rendimiento mas bajo (22%)3'. En el caso de la cumarina 3C no se logro
completar el tiempo de reaccién de 1h debido a fallos en el equipo de microondas por lo
gue el tiempo de reaccion fue de 20 min por lo que no se descarta que este factor haya
afectado el rendimiento del producto (41%).

La cumarina 1A se obtuvo con un rendimiento bueno (76%) comparado con una
cumarina similar (70%) reportado en la literatura®!. La cumarina 1B (37%) y la cumarina
2B (53%) se obtuvieron con rendimientos bajo y moderado respectivamente,
comparados con cumarinas similares (47% y 27%) reportados en la literatura3!(Tabla 6).
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Tabla 5.Rendimientos de cumarinas 3,5 sustituidas derivadas de lupeol.

Sustrato Condiciones

Producto Rendimiento (%)

Método A
AcOEt, piperidina, EtOH
Reflujo, N2, 20 horas.

Método B
AM, PPA, EtOH
Reflujo, N2, 24 horas.

Salicilaldehido 1

Método C
Cianoacetato de etilo,
piperidina, o-xileno, MW
(100° C, 300 W, 1 hora)

. Método B
OH AM, PPA, EtOH
Reflujo, N2, 24 horas.

OHC

Salicilaldehido 2

Método C
Cianoacetato de etilo,
piperidina, o-xileno, MW
(100° C, 300 W, 1 hora)

Método A
| AcOEt, piperidina, THF
. Reflujo, N2, 20 horas.

OH
OHC

\/Si\ : MétOdO B
Salicilaldehido 3 AM, PPA, THF
Reflujo, N2, 24 horas.

Método C
Cianoacetato de etilo,
piperidina, o-xileno, MW
(100° C, 300 W, 1 hora)

76

38

79

oty 53

Cumaril(na 2B

] .

9N

e
/SI\

Cumafina 3A

37

Cumarina 3B

41*

Cumafina 3C

*El tiempo de reaccion fue de 20 min.

65



Tabla 6. Comparacion de rendimientos de cumarinas 3,5,8 sustituidas reportadas en la
literatura® con las cumarinas 3,5 sustituidas fusionadas al anillo A de lupeol.

Cumarinas 3,5,8 sustituidas Rendimiento Cumarinas 3,5 sustituidas Rendimiento
reportadas en la literatura (%) fusionadas al anillo A de lupeol (%)
X, OOr X 70,6738 76
O O O Cumarina 1A
O Z > CooH O Z>COOoH O/ ZOOH 47’ 42'43 38
O O g Cumarina 1B
Ccrx, OO, oCr,  snsess 79
O O O Cumarina 1C
Et o o
@(I 27 53
COOH
Bu
Cumarina 2B
Et
O o
@[I 22 36
COOH

or)
c

Cumarina 2C

De lo anterior (Tabla 6) se deduce que las reacciones son muy sustrato dependientes,
es decir, pequefias variaciones en los sustituyentes provoca grandes cambios en los
rendimientos, esto se explica por los sustituyentes en las posiciones C3 y C6 de los
salicilaldehidos que ejercen cierto impedimento estérico para estas reacciones, que se
reflejan en los rendimientos de las cumarinas (22%-70%), ligeramente mas bajos que
los reportados para los derivados de salicilaldehidos con estas posiciones libres.

En el método C fue necesario utilizar radiacion por microondas para promover la
reaccion, debido a que el cianoacetato de etilo es el derivado carbonilico menos reactivo
y los protones a-carbonilicos son menos acidos por lo que se requiere mayor energia, la
radiacion de microondas tiene la propiedad de transferir energia directamente a los
reactantes, provocando el supercalentamiento instantdneo que promueve las
transformaciones quimicas en menor tiempo comparado al observado en las
metodologias que involucran transferencia de calor.**
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La cumarina 2A no se logré obtener, descartando posibles errores experimentales, pues
se us6 la misma metodologia y los mismos reactivos para sintetizar las cumarinas 1A'y
3A. La unica diferencia entre los salicilaldehido 1, 2 y 3, es el sustituyente sobre el anillo
aromatico, un fenilo para 1, un butilo para 2 y un trimetilsilano para 3. Teniendo en cuenta
que el grupo trimetilsilano es el mas voluminoso de los tres y el que mejor rendimiento
genera, se descarta algun efecto estérico importante. En vista que no se obtuvo la
cumarina se cambiaron los disolventes, pensando en un posible problema de solubilidad,
pero tampoco se obtuvo la cumarina deseada. Finalmente, se cambiaron las
concentraciones de los reactivos para promover la reaccion, sin embargo, tampoco se
logré obtener la cumarina (Tabla 7). Asi, en este punto la Unica explicacién posible es
gue haya algun efecto electronico no contemplado que impida que la reaccién ocurra.

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la sintesis de la cumarina 2A.

Salicilaldehido 2  Disolvente EAA Piperidina Tiempo
(mg) (mol) (mol) (h)
90 EtOH 158x 107 6.12x 107 24
90 EtOH 158x 107 6.12x 107 48
90 THF 1.58x 10~* 6.12x 107° 24
90 THF/EtOH 3.16x107* 12.24x 1076 24

El mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de las cumarinas involucra una
reaccion domind, donde tienen lugar de forma consecutiva, una condensacion
Knoevenagel y una reaccion de lactonizaciébn. La condensacion Knoevenagel es
catalizada por una base generalmente aminas secundarias (en este caso piperidina o
acetato de piperidina) que abstrae el proton mas acido del derivado carbonilico formando
un enol. Posteriormente la base activa al carbonilo del salicilaldehido adicionandose a
este, posteriormente se elimina una molécula de agua formando una sal de iminio, un
intermediario estable, posteriormente el enolato ataca al carbono activado y la base es
expulsada de la molécula formando como producto un derivado carbonilico a-$
insaturado. La presencia de la base en el medio permite un ataque intramolecular 1,6
del hidroxilo sobre el carbonilo formado, la posterior desprotonacion del OH vy la
formacion de etanol permite la formacion de la cumarina (Esquema 13).%°
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Condensacion Knoevenagel
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Esquema 13. Mecanismo de reaccién para la sintesis de las cumarinas.

Identificacion de las cumarinas

En el espectro de RMN-'H de la cumarina 1A (Figura 42) se puede observar tres sefales
simples. Las sefiales con 68.51 y 67.30 corresponden a protones aroméaticos (H-4' y H-
6’ respectivamente) caracteristicas de cumarinas, la sefial H-4’" se encuentra mas
desplazado debido a que se encuentra conjugado con los carbonilos de la lactona y la
cetona. La sefial con 62.67 corresponde al metilo terminal de una cetona (H-10").
También se puede observar las sefiales aromaticas del fenilo (H-12' al H-16’) y las
sefales caracteristicas del esqueleto lupano.

En el espectro de RMN-H de la cumarina 3A (Figura 42) se puede observar las tres
sefales simples mencionadas anteriormente aungue ligeramente mas desplazadas de
manera que H-4' y H-6" aparecen con un 88.76 y 87.47 respectivamente y la sefial del
metilo terminal de la cetona (H-10’) aparece con 62.72. La sefial con 60.42 corresponde
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a los metilos del TMS (H-11°, H-12’ y H-13’). Ademas se puede observar que las sefales
caracteristicas del esqueleto lupano permanecen sin cambios.
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Figura 42. Espectros de RMN-H (CDCl3, 400 MHz) de las cumarinas 1Ay 3A.

En el espectro de RMN-3C (Figura 43) de la cumarina 1A se puede observar sefiales
con 8195.9, 159.5 146.5, 124.9 y 30.6 que corresponden a un carbonilo de cetona (C-
9’), a un carbonilo de lactona (C-2"), a sefiales aromaticas de cumarinas (C-12’y C-13)
y a una sefial de metilo terminal de cetona (C-10’) respectivamente.
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Figura 43. Espectro de RMN-13C (CDCls, 100 MHz) de la cumarina 1A.

Para confirmar la estructura de las cumarinas sintetizadas, se realizaron los
experimentos, HSQC y HMBC de la cumarina 1A (Figura 44). La Tabla 8 presenta las
asignaciones del HSQC para esta cumarina.

Figura 44. Posiciones mas representativas del anillo de cumarina fusionada al anillo A
de lupeol (cumarina 1A).
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Tabla 8. HSQC del anillo de cumarina fusionada al anillo A de lupeol (cumarina 1A).

Posicién 3C (5= ppm) 'H (6= ppm)
1 38.6 2.14,3.39
2 122.7 q

3 153.7 q

4 38.0 q

23 33.0 1.30

24 25.2 1.28

2 159.5 C=0 (lactona)
3 122.7 q

4 146.5 8.52

5 138.0 q

6’ 124.9 7.30

7 154.3 q

8’ 113.7 q

9 195.9 C=0 (cetona)
10 30.6 2.67

11 140.5 q
12,16’ 129.8 7.35(0)
13,15’ 128.8 7.46 (p)
14 128.3 7.49 (m)

Una vez identificados los carbonos con sus respectivos protones se procedié a analizar
el HMBC para poder asignar las sefiales con mayor detalle. En el experimento HMBC se
puede observar las correlaciones del proton H-4' con los carbonos C-8’, C-3’, C-11’
(Figura 45), C-7’, C-2’ y C-9’ (Figura 46) y las correlaciones del protén H-6’ con los
carbonos C-4 (Figura 47), C-8, C-2° y C-5 (Figura 48) por lo que a través del
experimento HMBC se lograron asignar las sefiales en dichas posiciones. De esta
manera se confirma la fusién de las cumarinas en el anillo A de lupeol.
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Figura 45. HMBC de la cumarina 1A, correlacion del proton H-4’ con los carbonos C-8’,
C-3yC-11.
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Figura 46. HMBC de la cumarina 1A, correlacion del protén H-4’ con los carbonos C-7,
C-2’yC-9.
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Figura 48. HMBC de la cumarina 1A, correlacién del protén H-6’ con los carbonos C-8’,
C-2yC-5.

En los espectros de RMN-'H (Figura 49) de las cumarina 1B, 2B y 3B se puede observar
las sefiales aroméaticas correspondientes a los protones H-4' (88.91; 89.07; 69.11
respectivamente) y H-6' (67.36; 67.25; 67.58 respectivamente). Las diferencias en las
sefales para cada cumarina radican en los sustituyentes de tal forma que en la cumarina
1B se puede observar las sefiales aroméaticas del fenilo (H-11’ y H-15’), en la cumarina
2B se observa una sefial triple (H-13’) y una sefial multiple (H-10’) correspondientes al
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butilo mientras que para la cumarina 3B se observa una sefal simple con 0.4 (H-10’,
H-11"y H-12’) que corresponde a los metilos del TMS.

Ademas se puede observar la aparicién de una sefial ancha con 612.39 (H-9’) en el
espectro de la cumarina 1B. Esta sefial apenas es visible e integra para un solo proton
lo que indica que puede tratarse de un proton de acido carboxilico. Sin embargo, esta
sefal no aparece en los espectros de las cumarina 2B y 3B, lo que refuerza la presencia
del &cido carboxilico debido a que este tipo de protones generalmente son
intercambiables con los protones residuales de disolventes deuterados como el
cloroformo, por ello no pueden apreciarse en los espectros obtenidos.
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Figura 49. Espectros de RMN-'H (CDCls, 400 MHz) de las cumarinas 1B, 2B y 3B.

Para confirmar la presencia del 4cido carboxilico en las moléculas obtenidas se procedio
a analizar el espectro de RMN-*C de la cumarina 2B (Figura 50). En el espectro se
puede observar dos sefales con 6164.6 (C-9") y 8163.6 (C-2’) correspondientes a un
carbonilo de &cido carboxilico y una lactona respectivamente. Ademas se observan las
sefiales de los carbonos aromaticos C-4’ y C-6' (6148.6 y 6125.4 respectivamente)
caracteristicas de cumarinas. Ademas se puede observar las sefiales del grupo butilo
(C-10’y C-13’) lo que confirmaria que se logro obtener las cumarinas sustituidas por un
acido carboxilico y un grupo butilo.
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En el experimento HMBC de la cumarina 2B (Figura 51) el protén H-4’ correlaciona con
los carbonos C-2’, C-3', C-5’, C-7’, C-9' ademas de una correlacién a larga distancia
(efecto w) con C-2 del anillo A de lupeol. El protén H-6’ correlaciona con los carbonos C-
4’, C-7’ (correlaciones a larga distancia), C-8 y C-10’ ademas se observa correlaciones
con C-2 y C-4 pertenecientes al anillo A de lupeol (Figura 51). Lo que confirma la fusién
de la cumarina sustituida en el anillo A de lupeol
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Figura 50. Espectro de RMN-3C (CDCls, 100 MHz) de la cumarina 2B.

Figura 51. HMBC de la cumarina 2B, correlaciones del proton H-4’ y H-6’.
En los espectros de RMN-'H (Figura 52) de las cumarinas 1C, 2C y 3C se puede

observar las sefiales aromaticas correspondientes a los protones H-4’ (68.23, 68.38 y
08.80, respectivamente) y H-6’ (67.35, 67.17 y 87.45, respectivamente). Al igual que con
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las cumarinas obtenidas por los métodos Ay B, las diferencias en las sefiales para cada
cumarina radican en los sustituyentes de tal forma que en la cumarina 1C se puede
observar las sefales aromaticas del fenilo (H-11" al H-15’), en la cumarina 2C se observa
una sefal triple (H-13’) y una sefal multiple (H-10’) correspondientes al butilo mientras
que para la cumarina 3B se observa una sefial simple con 80.4 (H-10’, H-11" y H-12’)
gue corresponde a los metilos del TMS.

Para confirmar la presencia del grupo ciano en la molécula se procedié a analizar el
espectro de RMN-C de la cumarina 1C (Figura 53). En el espectro se puede observar
una sefial con 8114.4 (C-9’), caracteristica de nitrilos, ademas se puede observar la
sefial con 6157.0 que corresponde a la lactona (C-2’) y las sefales aromaticas
correspondientes a los carbonos C-4' (6150.9) y C-6' (86125.5) caracteristicas de
cumarinas, presentes en todas las moléculas obtenidas. Lo anterior confirma la
presencia de un grupo CN en las cumarinas obtenidas.

En el experimento HMBC de la cumarina 1C (Figura 54) el protén H-4’ correlaciona con
los carbonos C-2’, C-3, C-5°, C-7’, C-9’ ademas de una correlacién a larga distancia
(efecto w) con C-2 del anillo A de lupeol. El proton H-6’ correlaciona con el carbono C-7°
(correlacion a larga distancia), C-8' y C-10’ ademas se observa correlaciones con C-2 y
C-4 pertenecientes al anillo A de lupeol (Figura 54) confirmando la fusién de la cumarina
sustituida en el anillo A de lupeol.
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Pruebas bioldgicas

Un total de ocho cumarinas derivadas de lupeol asi como los intermediarios (alcoholes
propargilicos, Pves y salicilaldehidos) fueron evaluados para determinar su actividad
antiproliferativa y citotoxica contra tres lineas de células cancerosas y una linea de
células normales. Las lineas celulares cancerosas utilizadas corresponden a células de
adenocarcinoma de glandula mamaria con receptor estrogénico expresado (MCF-7,
ATCC HTB-22), de carcinoma metastasico de glandula mamaria sin expresion de
receptores de estrogeno, progesterona y del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(MDA-MB 231, ATCC HTB-26) y escamosas de carcinoma grado Il de cuello de utero,
asi como células epiteliales normales de rifién de Cercopithecus aetiops.

Los compuestos fueron evaluados a una concentracion inicial de 100 pg/mL (~150 pM)
debido a que esta descrito que se considera activo aquel compuesto que presenta
actividad a 25 pM.®®

Es importante mencionar que el mecanismo de accion de los compuestos
antineoplasicos incluyendo el docetaxel, control positivo utilizado en los ensayos, se
basa en la modulacion de la actividad de los receptores de estrégenos de membrana
presentes en las células cancerosas al enlazarse con éstos.®” Los mecanismos de accion
del lupeol y las cumarinas 3,4 sustituidas se basan en la inhibicién de la aromatasa y la
sulfatasa responsables de la produccién de estrégenos que conducen a la aparicion del
cancer de mama.!** Por lo que se podria pensar que al unir estas moléculas simulando
a los bioconjugados de cumarinas que presentaron actividad biolégica contra lineas
celulares MDA-MB-231 podrian presentar actividad anticancerigenas contra células de
cancer de mama.*?

Se ha descrito en la literatura cientifica que el lupeol ha sido evaluado contra lineas
celulares MCF-7, MDA-MB-231 y Hel a, esta Ultima correspondiente a células de cancer
cérvico uterino, exhibiendo ICso de 2.32, 4.47 y 10.2 uM, respectivamente.®* Sin embargo,
los resultados obtenidos en esta tesis sefialaron que los derivados del lupeol evaluados
no presentaron actividad a la concentracion inicial utilizada, por lo consiguiente fueron
considerados inactivos frente a las células cancerosas de mama y cuello de Gtero. Asi,
tomando en consideracién la actividad del lupeol y el volumen molecular del mismo, es
posible proponer que la falta de actividad de los compuestos evaluados esté asociado al
aumento en el volumen molecular, el cual aumentd significativamente al fusionar el
sistema cumarina al anillo A del lupeol.

Por dltimo, es importante resaltar el hecho que la ausencia de actividad de los
compuestos contra células normales abre la posibilidad de que éstos sean selectivos
contra otro tipo de blancos, por ejemplo como inhibidores del 6xido nitrico (NO) asociado
a la actividad antiinflamatoria.*®Los procesos inflamatorios estdn mediados por una
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variedad de moléculas de sefalizacibn producidas por lecucocitos, macrofgos,
mastocitos, plaquetas y linfocitos. Los macrofagos juegan un papel crucial en la
modulacién del inicio y perpetuacion de la respuesta inflamatoria. La activacion de estas
células provoca la liberacién de eicosanoides, NO vy citocinas proinflamatorias, incluido
el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina (IL-1B). EI NO produce un aumento
en la sintesis de prostaglandinas (PGEZ2), la sobreproduccion de estas ultimas llevan a
procesos inflamatorios tanto agudos como crénicos. Cuando se estimularon macréfagos
con la misma cantidad de lipopolisacarido en presencia de lupeol (1 -100 uM), se observé
una inhibicién dependiente de la concentracion de la produccién de PGE2. Ademas
redujo significativamente los factores TNF-a e IL-1B (10-100 uM). Sin embargo, los
resultados demostraron que se necesitan concentraciones cercanas a los 100 pM para
observar la actividad inhibitoria del lupeol.®®Algunos estudios sobre la actividad
antiinflamatoria de las cumarinas sugieren que estos deben contener grupos polares
como sustituyentes, en este caso las cumarinas obtenidas experimentalmente poseen
grupos como —COOH, -CO y CN. Por todo lo anterior, las cumarinas derivadas de lupeol
pueden ser candidatas para futuros estudios enfocados en la actividad antiinflamatoria. ®°
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CONCLUSIONES

El acetato de lupeol esta presente en grandes cantidades en las cascaras del fruto
Chrysophyllum cainito (2.4 %).

Es factible transformar el grupo acetato en la posicion 3 del acetato de lupeol en un
propargilviniléter (PVE) en una secuencia de cuatro pasos con buenos rendimientos.

Los PVEs derivados del acetato de lupeol reaccionan favorablemente a través de dos
reacciones domind para convertirse en cumarinas, asi fue posible obtener ocho
cumarinas 3,5 sustituidas fusionadas al anillo A de lupeol.

Ninguna de las cumarinas sintetizadas mostré actividad contra células de
adenocarcinoma de mama, carcinoma metastasico de glandula mamaria y cérvix, y
ninguna presento toxicidad contra células sanas a la maxima concentracion ensayada
(100 pM).
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