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RESUMEN

Una de las enfermedades de mayor incidencia a nivel nacional y mundial es el cancer,
cada dia existen nuevos casos y el panorama no mejora. La busqueda de nuevos
agentes con potencial actividad anticancerigena incluye la modificacion estructural de
moléculas de origen natural como son los triterpenos, los cuales poseen actividad
biologica contra diversos padecimientos; esto, mediante la introduccion de fragmentos
estructurales comunmente encontrados en moléculas bioactivas, tales como los anillos
de pirano.

De esta manera, en el presente trabajo se estudid la posibilidad de introducir un
espiropirano sobre el anillo A del lupeol aislado de Chrysophyllum cainito haciendo uso
de la reaccion de Prins promovida por sales de hierro (l11).

Donde la reaccién de Prins es una reaccién entre un alcohol homoalilico y un aldehido
en presencia de un acido de Lewis para formar piranos. En dependencia del tipo de
alcohol homoalilico utilizado y el acido de Lewis, se obtienen piranos distintamente
sustituidos.

Posterior al aislamiento y purificacion del acetato de lupeol proveniente del desecho del
fruto de Chrysophyllum cainito, éste se transformé en un alcohol homoalilico que no
poseia el doble enlace en el carbono 20. Este derivado del lupeol fue sometido a la
reaccion de Prins catalizada por sales de hierro (lll) obteniendo una serie de 10
espiropiranos enantioméricamente puros.






ABSTRACT

One of the diseases with the highest incidence at national and global level is the
cancer, new cases exist every day and the current situation is not improve. The search
for new agents with potential anticancer activity includes the structural modification of
naturally occurring molecules such as triterpenes, which have biological activity against
various diseases, this by introducing structural fragments commonly found in bioactive
molecules, such as pyrans rings.

Thus, in the present work we studied the possibility of introducing a spiropyran on the
ring A of the lupeol isolated from Chrysophyllum cainito using the Prins reaction
promoted by iron (lIl) salts.

The Prins reaction is the reaction between a homoalyllic alcohol and an aldehyde in the
presence of a Lewis acid to form pyrans. Depending on the type of homoalyllic alcohol
and Lewis acid employed, distinctly substituted pyrans are obtained.

After isolating lupeol acetate from the Chrysophyllum cainito fruit waste, it was
transformed into a homoalyllic alcohol that missing the double bond at carbon 20. This
lupeol derivative was subjected to the Prins reaction catalyzed by iron (lll) salts
obtaining a series of 10 enantiomerically pure spiropyrans.
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INTRODUCCION

Los anillos heterociclicos de seis miembros que poseen un oxigeno son estructuras de
particular interés en quimica medicinal y sintética, ya que estan presentes en un gran
numero de compuestos bioactivos.! A través de los afios, cuantiosos métodos han sido
desarrollados para construir eficientemente estas moléculas. Hasta la fecha, los
enfoques generales para la sintesis de piranos sustituidos incluyen la reaccién de
Diels-Alder, reacciéon oxa-Michael, la reaccion de Prins y las formaciones de ciclos
relacionadas. A pesar de la amplia variedad de métodos para la sintesis de piranos
sustituidos, se encuentran algunas limitaciones con respecto a sustratos vy
disponibilidad de reactivos.?

Entre las metodologias existentes, la reaccion de Prins ha emergido como una
herramienta poderosa en la sintesis de este tipo de heterociclos.® Tipicamente, la
anillacion de Prins requiere el uso de cantidades estequiométricas de un acido de
Lewis y acetales mixtos como reactivos, siendo usados en la produccion de un amplio
numero de compuestos organicos. Los procesos quimicos sostenibles y amigables con
el ambiente han inspirado al desarrollo de anillaciones de Prins empleando
halogenuros de hierro (lll) como promotores, generando acetales intermediarios in situ
llevando a los halo-heterociclos correspondientes.*

Por su parte, los productos naturales han sido una fuente abundante de compuestos
que tienen aplicaciones en los campos de la medicina, farmacia y biologia. Un niumero
importante de nuevos farmacos comercializados han sido obtenidos de fuentes
naturales, algunos de estos compuestos fueron modificados estructuralmente para
potencializar y mejorar las actividades bioldgicas, otros han sido utilizados como
modelos para disefiar nuevos compuestos. La busqueda de mejores agentes
citotdxicos sigue siendo una linea importante en el descubrimiento de farmacos contra
el cancer. '8

Las caracteristicas que hacen que los productos naturales difieran de la mayoria de los
compuestos sintéticos dan a estos una propensibn a unirse a su objetivo
macromolecular con alta afinidad y especificidad, retienen la solubilidad y la
permeabilidad celular necesarias para un agente terapéutico. Es por esto que se han
desarrollado estrategias para la creacion de diversos compuestos con estructuras y
estereoquimica complejas mediante la modificacion de productos naturales viables
como puntos de partida.’

De esta manera, se plantea la sintesis de compuestos de tipo espiropiranos mediante
la reaccion de Prins empleando como molécula base el lupeol y de tal modo obtener
una quimioteca de compuestos con actividad anticancerigena.






ANTECEDENTES

Origen y Generalidades de la Reaccion de Prins

La reaccién de Prins fue descubierta en 1919 por el quimico holandés H. J. Prins.®
Originalmente consistia en la condensacion de olefinas con formaldehido en medios
acuosos 0 en soluciébn de acido acético y empleando &acidos minerales como
catalizadores, para obtener 1,3-dioxanos (3), 1,3-glicoles (productos tipo 1, siendo
X=0H), alcoholes insaturados (2) y alcoholes derivados de la hidratacion de la olefina
(Esquema 1). Dependiendo de la complejidad estructural, temperatura, reactivos, y
definitivamente, de las condiciones de reaccioén, se obtenia una mezcla de productos
que se explicaban via la formacién de un B-hidroxicarbocation que dependiendo de las
especies presentes en el medio reaccionaba para dar un producto u otro.
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Esquema 1. Esquema general de la reaccién de Prins.

En 1969, Stapp llevo a cabo la misma reaccion empleando medios acidos anhidros, %
y observo la formacion de tetrahidropiranos, junto con pequefias cantidades de
tetrahidrofuranos, dependiendo del grupo alquilico de la olefina. Mientras los
rendimientos en estos tetrahidropiranos eran bastante satisfactorios, Ila
estereoselectividad no era precisamente buena ya que se obtenian mezclas cis/trans.

Otro punto importante fue el aislamiento del 3-buten-1-ol (un alcohol homoalilico)
procedente de la reaccién. A partir de este resultado, la cuestion era si la reaccion
sucedia mediante la formacion de un alcohol homoalilico. Efectivamente, en unos
trabajos de Hanschke''@ y de Colonge y Boisde''® de 1955 y 1956, respectivamente, se
encontraba descrito que los alcoholes homoalilicos terminales reaccionaban con
aldehidos en presencia de haluros de hidrogeno para dar los correspondientes
tetrahidropiranos. Desafortunadamente, no se incluia caracterizacion estereoquimica.



De esta manera, Stapp propuso que la reaccién de anillacién tenia lugar via la
formacion de un alcohol homoalilico (Esquema 2).

o _R(R'yR?)
o r2 __HCI OH —
+ —_— 2 —_—
R1LH P R1J\/\/R
Cl

Esquema 2. Esquema de reaccion propuesto por Stapp.

A pesar de este importante descubrimiento, en la década de los 70’s, esta reacciéon no
mostré un desarrollo significativo.' El afio 1984 marca un punto de inflexion en esta
tendencia, ya que Thompson y col. describen la formacién de 4-halotetrahidropiranos y
4-halo-5,6-dihidro-2H-piranos via la reaccién de acetales con los pertinentes aldehidos
en presencia de haluros de titanio (fuertes acidos de Lewis)."

El aislamiento y caracterizacion de toxinas procedentes de organismos marinos atrajo
bastante la atencién hacia esta nueva forma de obtencion de anillos piranicos, cuya
elaboracion no resulta, generalmente, facil. Durante estos afnos surgen varios trabajos
estudiando el comportamiento de esta reaccidén, descubriéndose la anillacién con
acetales, los cuales tratados con acidos de Lewis actian como precursores en la
formacion de un oxocarbocation, facilitando la posterior anillaciéon por medio del ataque
del halégeno a la funcion olefinica (Esquema 3).

Una de las ventajas de esta metodologia es que la fabricacion del acetal homoalilico se
puede realizar con estereoquimica controlada (cis o trans en la olefina), y a partir de
éste obtener el producto ciclado de manera estereoespecifica.
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Esquema 3. Esquema de ciclacion a partir de un acetal.

Desde este punto, se han desarrollado una gran cantidad de métodos para extender la
utilidad de la reaccién de Prins. Asi, se han introducido nucleéfilos mas complejos que
la olefina, tales como aliltrimetilsilanos, vinilsilanos, vinilsulfuros, enoléteres, entre otro,
con el fin de dar mayor complejidad estructural a las moléculas a sintetizar.™



Sin embargo, no todo se basé en cambiar la funcién olefinica por distintos nucledfilos
de mayor o menor complejidad; también se observé que el tratamiento de alcoholes
homoalilicos con aldehidos en presencia de haluros de aluminio permitia la obtencion
de los halotetrahidropiranos con estereoquimica controlada.'® Este método en principio
era mucho mas efectivo, ya que la obtencion de alcoholes homoalilicos resulta mucho
mas directa que la obtencién de un acetal.

Empero, inexplicablemente, este descubrimiento cae en el olvido, y la comunidad
cientifica persiste en la fabricacién de acetales paso previo a la ciclacion. Algunos
investigadores, la minoria frente al resto de la comunidad, se deciden a usar el alcohol
homoalilico.’ No es hasta finales de los afios 90, cuando, ante la demanda progresiva
por parte de la industria farmacéutica, y el descubrimiento de nuevos productos
naturales bioactivos con unidades piranicas en su estructura, que la reaccion de Prins
vuelve a llamar la atencién de la comunidad cientifica internacional, pero esta vez no
desde un punto de vista mas o menos exético, sino como una eficaz herramienta para
la fabricacién de piranos.

En este nuevo resurgimiento, la reaccién de Prins ha sido estudiada profundamente,
ahondando en aspectos de ésta que permanecian ocultos, como es el reagrupamiento
[3,3]-sigmatropico del tipo oxonia-Cope (que habia sido descrito a mediados de los
90)" y que ocurre de manera competitiva a la reaccion principal cuando se tratan los
alcoholes homoalilicos secundarios con el correspondiente aldehido, dando lugar a
mezclas de productos no deseados. (Esquema 4).

Cuando ocurre el reagrupamiento oxonia-Cope se obtiene una mezcla de
tetrahidropiranos tal y como se puede ver en el esquema 4. Asi, al tratar el alcohol
homoalilico 4 con el correspondiente aldehido da lugar a la formacién del
oxocarbocatién 5 que via reagrupamiento oxonia-Cope da lugar a 7. Como se puede
observar en el esquema, estos intermediarios tienen dos vias para evolucionar: ir
directamente hacia la ciclacion Prins (producto 6), o bien, puede ocurrir por accién del
agua,’ que el intermedio 7 dé lugar al correspondiente alcohol homoalilico 8 junto a la
liberacion de aldehido (R'CHO). Este nuevo alcohol homoalilico 8 puede volver a
reaccionar con el aldehido inicial para dar lugar al producto 10. Un tercer producto de
reaccion (que no siempre es observado), es el producto 11, resultante de la reaccion
del alcohol inicial 4 con el aldehido liberado (R'CHO) a la par con el alcohol 8.
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Esquema 4. Mecanismo general para procesos competitivos en la reaccion de Prins.

Es necesario mencionar que al momento que la geometria del doble enlace en el
alcohol homoalilico cambia de E a Z, los tetrahidrofuranos y tetrahidropiranos compiten
para su formacion (Esquema 5). Esta regioselectividad puede ser estudiada con la
examinacion de estereoquimica de los intermediarios presentes en el mecanismo
aceptado para esta reaccion. Bajo las condiciones de la reaccion de Prins, el alcohol
homoalilico en Z reacciona con el aldehido activado para dar lugar un ion oxonio. Dos
estados de transicién competidores se forman a partir del oxacarbanion; el anillo de
seis miembros 12, que tiene una interaccién 1,3-diaxial entre el H en posicion 2 y el
sustituyente R, mientras que el estado de transicion del anillo de cinco miembros 14
tiene mayores tensiones torsionales y angulares. Cuando el sustituyente R es
suficientemente grande, se produce un aumento en la barrera de activacion del
proceso, lo que ralentiza la formacién de tetrahidropiranos 13 a favor de los
tetrahidrofuranos 15.%°
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Esquema 5. Regioselectividad en la reaccion de Prins.

En resumen, tal y como se puede demostrar en este mecanismo general para procesos
competitivos de la reaccion de Prins, la existencia del proceso competitivo de tipo
oxonia-Cope da lugar basicamente a la generacion de tres productos, cuya proporciéon
final variara dependiendo de las condiciones de reaccidén que se usen. Cabe mencionar
que esta mezcla de productos es debida a que el reagrupamiento ocurre mas
rapidamente que la reacciéon de Prins, con lo cual, demuestra ser un inconveniente por
controlar o aprovechar.

Es imprescindible mencionar que la reaccién es muy dependiente del acido de Lewis
empleado; lo que no resulta igual al usar BF3-Et,0, AICls, FeCls o SnCls aun cuando el
mecanismo general mostrado anteriormente sea el mismo.

Reaccion de Prins y el Fe (lll)
Generalidades y usos del Fe (Ill)

A partir de la década de los 90’s es cuando resurge el interés por la quimica
organoférrica, si bien, aun de una forma cadtica y dispersa. De esta época cabe citar
que el uso que principalmente se le da al FeCl; es en su forma hexahidratada en
reacciones de Michael de B-cetoésteres con vinil cetonas,?' el cual hasta la fecha,
sigue siendo el mejor catalizador para estas reacciones; asi como el inicio de la
quimica de las Fe-porfirinas,?? y el desarrollo de la quimica del ferroceno para catalisis
asimétrica.?® Sin embargo, su principal utilidad por estos afios fue en la quimica de
grupos protectores, generalmente como desprotector.?*

La quimica organoférrica ha experimentado un gran desarrollo, sobre todo en
reacciones tipo acoplamiento cruzado (cross-coupling, en inglés), siendo uno de los
reactivos mas usados el Fe(acac)s,?® aunque en algunos casos también se ha usado el
FeCl; (Esquema 5).%¢
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Esquema 5. Ejemplo de “cross-coupling” entre alquil Grignard y 2-cloropiridina.

Conjuntamente con el desarrollo de esta quimica organoférrica, también se ha
incrementado el uso del FeCls en sintesis organica, adquiriendo gran importancia en el
campo de:

a) Acoplamientos y rupturas oxidativas: los primeros han sido de gran utilidad en la
formacion de sistemas tipo Binol,?” aplicables a la posterior formacion de acidos de
Lewis quirales® y el consiguiente desarrollo de catdlisis asimétrica (Esquema 6).
Mientras que las rupturas oxidativas han sido utiles para la degradacion de moléculas
aromaticas perjudiciales para el medio ambiente, como pudieran ser los catecoles.?®

OR
RO OCH(CH3)2 ro
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1. FeClg, CH,Cly,12 h.
2. MeOH
RO

) RO
OR 68-72%

R= AIqUIlO (n-C6H13, n-C5H11 Yy n-C4H9)
Esquema 6. Ejemplo de acoplamiento oxidativo fenilo-bifenilo, utiles para el desarrollo
de catalizadores asimétricos.

b) Catalizador para la reaccion de Friedel-Crafts. (Esquema 7)%: Las sulfoximinas
presentan aplicaciones como auxiliares quirales y son precursores para moléculas de
gran relevancia bioldgica. '

NH
O\\ /7 O\ /N
S ' Vg7
~ ., FeCl;, DMEDA ~
base, tolueno,
R R

135°C, 24 h
Esquema 7. Sintesis de arilsulfoximinas via Friedel-Crafts.

c) Reacciones de formacion de enlaces C-C: en este tipo de quimica, ademas de las
reacciones tipo cross-coupling anteriormente mencionadas, se han desarrollado, entre
otras, reacciones de condensacion con enolatos de silicio en agua,® asi como
carbometalacion de alquinos.
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Esquema 8. Sintesis de éteres alquilicos de cianohidrinas, de gran utilidad como
intermedios sintéticos.

d) Anillaciones: ha sido usado principalmente para reacciones de tipo biomimético en
derivados de farnesol y geraniol,* asi como para la obtencion de diversas moléculas
de interés bioldgico (Esquema 9).%°
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Esquema 9. Formacién de derivados de piranoquinolinas a partir de azidas
aromaticas. Algunas de estas sustancias se suelen usar como antiasmaticos.

e) Quimica de carbohidratos: debido en gran parte a su capacidad anomérica. También
se ha empleado en “glicosidaciones” de Ferrier (Esquema 10) usando bien acetonitrilo
como disolvente,*® diclorometano® o liquidos ionicos.® Por otra parte, ha sido
considerablemente util para debencilar, segun el método desarrollado por Nakanishi et
al.>®

OAc

OAc
FeCl (0]
AcO o L, ACO/%‘ + B-anémeros
AcO —> ROH, CH,ClI,

30 min, t.a. OR

. . 87%
R = Alilo y bencilo (o = 10:1)

Esquema 10. Glicosidacion de Ferrier promovida por FeCls.
e) Polimerizaciones: este tipo de reacciones han promovido el desarrollo de sustancias

altamente conductoras,*® presentando estructuras tipo grafito de alta estabilidad y que
tienen utilidad en sistemas épticos (Esquema 11).41



C6H13_n C5H13-n
VO(acac),, FeCls3, O,
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Esquema 11. Ejemplo de polimerizaciéon del 3-hexiltiofeno. Suele emplearse como

electrodo positivo en baterias de litio y baterias de ion-litio.

Reaccion de Prins promovida por Fe (1)

Como se menciond anteriormente, la reaccion de Prins es una condensacion
promovida por acido de Lewis (AL) entre un aldehido y un alcohol homoalilico
(Esquema 12), surgiendo como un método viable para la sintesis de derivados
sustituidos del pirano.*? La reaccion procede a través de un oxocarbanion clave como
intermedio, que se genera a partir de hemiacetales. Posteriormente, una 6-
endoanillaciéon proporciona un carbocation secundario, que queda fijado por un
nucledfilo para formar un tetrahidropirano sustituido. En este caso, el cierre del anillo
continta a través de un estado de transicion de silla y el resultado estereoquimico en
C.4 es impulsado por la naturaleza del nucledfilo, que es generalmente un sustituyente
del acido de Lewis.®

R’ o R\ _O_ ,R?
HO ~x o+ L

Esquema 12. Reaccién de Prins entre alcohol homoalilico y aldehidos,
promovida por un acido de Lewis (AL).

Esta reaccién tiene un gran potencial para la construccién de tetrahidropiranos
sustituidos con la introduccién de una serie de nuevos estereocentros con un producto
mayoritariamente cis, con los sustituyentes R4, R2 y X del mismo lado. Por otra parte,
como se menciond anteriormente, el principal inconveniente ha sido la racemizacién
atribuida a los dos reordenamientos de oxonia-Cope competidores del oxocarbanion
intermedio. Para superar estos problemas y preservar la pureza diaestereoselectiva de
los productos Prins, se desarrollaron una serie de condiciones modificadas;
Rychnovsky y col., demostraron que el uso de SnBrs suprime en gran medida la
competencia oxonia-Cope ya que las anillaciones promovidas por SnBrs son
considerablemente mas rapidas que las promovidas por trifluoruro de boro-éter
etilico/acido acético (BF3-OEt,/AcOH). 4

Dentro del catalogo de acidos de Lewis, el cloruro de hierro es de bajo costo, estable y
amigable con el ambiente. Miranda y col.®?, utilizaron haluros férricos anhidros (FeCls y
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FeBrs) para probar la reaccién entre un alcohol homoalilico y una variedad de
aldehidos (Esquema 13). La reaccion procede bien con ambos promotores generando
los productos esperados en buenos rendimientos; en cuanto a los aldehidos utilizados,
en general el comportamiento fue bueno para cadenas alifaticas y aromaticas, soélo el
aldehido con anillo aromatico sustituido con un grupo hidroxilo fue el que presenté
menor rendimiento.®?

1
R o R'_O._R?
)\/\ . FeX
HO R2 “H CH,Cl,
X =Cl, Br X
R4 =H, alquil o aril e
R, = Ph, i-Bu, ciclohexil, p-OHPh, 1-naftil

Esquema 13. Reaccién de Prins promovida por haluros de hierro.

La reaccién de Prins promovida por hierro involucra un alcohol homoalilico, un aldehido
y ftricloruro o tribromuro de hierro (AL). Este ultimo actia como catalizador v,
dependiendo de las condiciones experimentales, puede también ser la fuente del anion
nucleofilico. En el mecanismo presentado en el Esquema 14, la reaccién es iniciada
por la complejacién del AL con el aldehido, el cual activa el carbono del grupo carbonilo
hacia el ataque del grupo hidroxilo proveniente del alcohol homoalilico, generando asi
el hemiacetal intermediario. La salida del fragmento con el acido de Lewis del
hemiacetal, forma el ion oxonio que es un intermediario clave, éste asume la
conformacion en silla mas estable con los sustituyentes pseudoecuatoriales.
Posteriormente se produce una 6-endo anillacion que conduce selectivamente al
carbocation secundario tetrahidropiranil el cual captura el haluro para dar lugar al
tetrahidropirano 2,4,6-trisustituido.*

Para determinar la ventaja que se tiene al usar hierro sobre los haluros de otros
metales, se emplearon haluros de indio como promotores, encontrando que se generan
los correspondientes piranos, pero con un rendimiento menor que el reportado en la
reaccion con hierro.*®
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Esquema 14. Mecanismo propuesto para la reaccién de Prins.
Reaccion de Prins catalizada por hierro (1)

De acuerdo con los resultados y observando que la reaccion transcurre
adecuadamente con el hierro como promotor y con diclorometano como disolvente,
Miranda y col.® realizaron estudios empleando hierro (Ill) en cantidades cataliticas y el
cloruro de trimetilsilano como fuente de haldégeno, de esta manera la reaccion se llevé
a cabo como se presenta en el Esquema 16.46

O Fe(acac); TMSX
HO "X + R)J\H CH,Cl,

o R

X =Cl, Br

Esquema 16. Anillacién alqueno-Prins de derivados homoalilicos catalizada por Fe

).

Posterior al estudio de la reaccién entre el cloruro de hierro (Ill), el acetilacetonato de
hierro (Ill) y el cloruro de trimetilsilano, concluyeron que los mejores rendimientos se
presentan en concentraciones de 7% mol en hierro (lll) y 1.2 equivalentes de cloruro de
trimetilsilano; sin embargo, el acetilacetonato de hierro (lIl) resulté ser la mejor opcidn
como catalizador ya que tiene menor higroscopia que cloruro de hierro (lll) y costos
mas bajos.*®

En este mismo trabajo*® se propuso un ciclo catalitico plausible para la reaccién de
oxa-Prins y aza-Prins catalizada por hierro (lll), en alcoholes homoalilicos vy
homopropargilicos (Esquema 17), el cual inicia mediante una activacion del aldehido
con la sal de hierro.” Su reaccion con la especie nucleofilica insaturada
correspondiente conduciria al acetal precursor. La alta estabilidad del 6xido de hierro o
de nitrégeno acumulados, y el hecho de que la sal de hierro es la unica fuente de
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halégeno constituyen el reservorio termodinamico que dirige la conversion, pero exige
el uso de cantidades estequiométricas o en exceso de sales de hierro (lll). Por lo tanto,
la manera indirecta de completar el ciclo catalitico fue basandose en un intercambio de
ligandos entre el complejo de hierro y un clorosilano, regenerando el haluro de hierro
debido al caracter mas oxofilico del silicio.*®

G)F X
e
X Q og
] AN |
-7 Ly R™ 'H
HO N
R™ O
Anillacion o
de Prins X3Fe
. 0]
HOSIMe3 Megsi\ R_éH
®0-H

o)
R—QH XSiMe,
HX + O

Esquema 17. Ciclo catalitico propuesto para la obtencion de oxaciclos a través de la
reaccion de Prins catalizada por Fe (lll).

Aplicaciones recientes en sintesis

Los heterociclos saturados de seis miembros de oxigeno son encontrados en una
variedad de productos naturales biolégicamente importantes tales como antibiéticos
poliéteres, toxinas marinas, feromonas y agentes farmacéuticos.*® En particular, el
entorno marino es una fuente de productos naturales que han demostrado
significativamente una potente actividad bioldgica, incluyendo: citotdxica, antibidtica,
antiinflamatoria, antiviral, entre otras.*® Sin embargo, el principal obstaculo que
presentan estos compuestos marinos, es la muy baja cantidad en la que se presentan
en su fuente natural y la dificultad para colectarlos. Por lo tanto, no es sorprendente
que se hagan esfuerzos considerables para desarrollar sintesis viables de compuestos
que los contienen.*®

La reaccion de Prins es un método versatil para la sintesis diaestereoselectiva de
tetrahidropiranos, siendo ampliamente empleada en la sintesis de productos naturales
que contienen poliéteres ciclicos en sus estructuras;® % ya que uno de los objetivos
perseguidos en el campo de los productos naturales, es la posibilidad de obtener un
anillo heterociclico en un solo paso.%® De igual manera, acetales ciclicos o mixtos y a-
acetoxiéteres son también intermediarios Utiles para generar el ion oxacarbenio y poder
llevar a cabo la ciclacion de Prins. 10°1-53
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Del mismo modo se puede encontrar en la literatura que los tetrahidropiranos poseen
importante actividad bioldgica antiproliferativa, la cual fue comprobada por Miranda y
col.%, en lineas celulares de cancer de ovario (A2780), cancer de colon (WiDr) y en
cancer de pulmén (SW1573). Los valores de inhibicién del crecimiento obtenidos
permitieron la clasificacion en dos grupos de acuerdo a su perfil de actividad; el primer
grupo que incluye a los compuestos inactivos, siendo aquellos que poseen sélo una
cadena alquilada en posicién dos del heterociclo, mientras que el segundo grupo con
sustituyentes en posicion dos y seis del heterociclo, refleja valores de concentracion de
inhibicién de crecimiento medio (ICs) en el rango de 17-25, 22-30, y 26-39 uM contra
A2780, SW1573, WiDr respectivamente® (Figura 1).

El estudio relacion estructura-actividad en las lineas mencionadas anteriormente
concluyd que los factores que afectan son los siguientes: la sustitucion en posicion dos
y seis por cadenas hidrocarbonadas, ya que favorecen la lipoficidad; y por otra parte, el
volumen de los sustituyentes R ya que el impedimento estérico que ocasionan las
cadenas laterales es importante.>* Es por eso que representan particular interés para
otras modificaciones quimicas o combinaciones y de esta manera potenciar su
actividad y poder realizar los estudios bioldgicos correspondientes.®®

O/

@) 0 0]

cl cl cl
ICs0 25-36 M ICs022-26 UM ICs0 17-39 pM

Figura 1. Estructura de los tetrahidropiranos con mejor actividad antiproliferativa.

Anteriormente se habia mencionado sobre la importancia de la sintesis de productos
naturales con unidades tipo pirano en su estructura, siendo asi, a continuacion se
esbozara una serie de ejemplos en los cuales la reaccion de Prins fue empleada para
la obtencion de estas moléculas.

(-)-Centrolobina: antibiético empleado principalmente contra el mal de Chagas, fue
aislado del interior del tallo del Centrolobium robustum. Su estructura (Figura 2) fue
elucidada por primera vez en 1964.% En los ultimos afios ha habido gran interés en su
sintesis debido al desarrollo de la reaccion de Prins.5"-°

/©\\\\©I“I/\©\
MeO OH

Figura 2. Estructura de la (-)-Centrolobina
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Policavernésido A: toxina aislada del alga roja Policavernosa tsudai ®° en 1993.
Estudiada debido a una intoxicacion ocurrida en abril de 1991 en Guam, Japoén, en la
cual hubo 3 muertes.®" Parte de la molécula (Figura 3) fue sintetizada por la reaccion
de Prins.®2

MeOO

o OMe
OMe
OMe

OMe
Figura 3. Estructura del policavernosido A.

Epicalixina F: las calixinas son aisladas de semillas de Alpinia blepharocalyx,
empleadas para problema estomacales.®® Dentro de esta familia, la epicalixina F
(Figura 4) se ha mostrado como una potente sustancia con caracter antiproliferativo
frente a células de fibrosarcoma humano HT-1080 y cancer de colon 26-L5.
Recientemente, se han publicado vias de sintesis de esta molécula aplicando la
reaccion de Prins.54

OMe O

C
HO OH OH

Figura 4. Estructura del Epicalixina F.
Modificaciones estructurales de productos naturales

En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos para tratar enfermedades, la atencion
se ha dirigido tradicionalmente a moléculas con actividades biolégicas especificas y a
la generacion de colecciones de moléculas pequefas similares a farmacos’- ¢° Estas
moléculas pequenas, son entidades quimicas potencialmente biodisponibles con una
masa molar menos a los 1500 daltons y son capaces de interactuar con
macromoléculas biolégicas naturales.®® Las modificaciones estructurales sobre
productos naturales constituyen pequenas moléculas que prometen una alta diversidad
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quimica y estructura con una amplia cartera de actividades bioldgicas.?” Es relevante
mencionar que del 1981 hasta el 2014 el 6% y 26% de los farmacos de moléculas
pequefias son productos naturales y derivados de los mismos, respectivamente.5®

Algunos métodos para la sintesis y modificacion de productos naturales son: la
modificacion estructural del esqueleto base, la combinacion de estructuras, y la sintesis
de oligdmeros con restricciones quirales y conformacionales. ™ 5 La combinacion de
estructuras con actividad biolégica consiste en tomar moléculas pequefias con
diversidad esqueletal y estereoquimica definida con funcionalidades quimicas que
permitan obtener una variedad de moléculas con estructuras base similar, pero con
diversas propiedades bioldgicas. % Entre las técnicas novedosas para la derivatizacion
de estas moléculas pequefias, se encuentran las reacciones que distorsionan anillos,
en donde las estructuras centrales de anillos facilmente disponibles en productos
naturales se alteran sistematicamente para su diversificacion (Figura 5).”

Corte de anillo

AN

Expansion de anillo

Fusién de anillo / \ Rearreglo de anillo

H

Figura 5. Reacciones de distorsion de anillo para modificar productos naturales en
esqueletos complejos y diversos.’

Lupeol

El lupeol es un triterpeno pentaciclico de tipo lupano que presenta un esqueleto de 30
carbonos ordenados en 5 anillos con un sustituyente metilo en la posicion del carbono
numero 28, a diferencia de sus congéneres, mas estudiados, como la betulina y el
acido betulinico que en esa posicidén poseen un alcohol primario y un acido carboxilico,
respectivamente (Figura 6). El lupeol es considerado un producto natural que en la
dieta puede prevenir la aparicion de tumores por la induccion de apoptosis en las
células cancerigenas.®
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Figura 6. Estructura del lupeol.

Este producto natural ha mostrado poseer varias actividades farmacoldgicas in vitro e
in vivo (Figura 7). Estas incluyen actividad contra inflamacion, cancer, artritis, diabetes,
cardiopatias, toxicidad renal y hepatica.®® Se puede encontrar en vegetales como el
repollo blanco, zanahoria, pimienta, pepino, tomate, en frutas como la aceituna, higo,
mango, fresa y uvas rojas en forma de acetato (Figura 8).”° Ademas, fue determinado
en un estudio que una fuente potencial de compuestos triterpénicos, particularmente de
acetato de lupeol es el fruto de Chrysophyllum cainito’'; y posteriormente se estipuld
que de la mezcla de triterpenos que se obtiene de la cascara del desecho del fruto de
esta misma especie, contiene alrededor del 60% de acetato de lupeol en relacion con
los acetatos de esqueleto ursano y oleanano.”

Antiartritica | <—— Lupeol — | Antidiabética

|
Antiinflamatoria

Figura 7. Algunas actividades bioldgicas del lupeol.

El acetato de lupeol ha mostrado actividades bioldgicas similares a los de lupeol pero
con mayor biodisponibilidad. Este triterpeno presenta actividad antiinflamatoria
mediante la regulacion de TNF-alfa e IL-2 mRNA especifico, ademas de la regulacion
positiva de la sintesis de IL-10 Mrna en estudios realizados en la especie Himatanthus
drasticus.” Asimismo, estudios preliminares han demostrado que el acetato de lupeol
puede ser eficaz en el tratamiento de la artritis reumatoide. 7
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Figura 8. Estructura del acetato de lupeol.
El lupeol como agente anti-cancer

El cancer es el resultado de un proceso de carcinogénesis multi-mecanico que
involucra mutagénesis, muerte celular y mecanismos epigenéticos. Durante las tres
etapas distinguibles y estrechamente relacionadas se encuentran: iniciacion,
promocion y progresiéon. Debido a que la reduccion de la fase de iniciacion a un nivel
cero es imposible, la intervencion mas efectiva seria en la fase de promocion, para
eliminar células premalignas antes de que se conviertan en malignas.” Se necesitan
varios afios para que las células normales se transformen en células malignas. Por lo
tanto, el concepto de retrasar o prevenir esta transformacion sigue siendo una meta
viable y alcanzable para el futuro.”

Un estudio reciente proporciona una cuenta completa del potencial quimioterapéutico y
quimiopreventivo del lupeol contra una gran variedad de cancer.”” El lupeol ha sido
reportado por inhibir el crecimiento de varios tipos de tumores por la modulacion de las
vias moleculares clave, involucrado en la iniciacion, promocion y progresion.

Una caracteristica importante es que el lupeol no muestra ningun tipo de efecto toxico
en células humanas normales en la dosis que elimina a las células cancerosas.”” Se
puede observar de manera resumida el mecanismo de accion del lupeol contra las
células tumorales en la Figura 9. Recientemente se han llevado a cabo estudios para
investigar la relacion estructura- actividad de lupeol en diversas lineas celulares de
cancer humano. Un estudio realizado demostré que induce la apoptosis de lineas
celulares HL-60 asociadas a las células de leucemia humana.

Este estudio mostré que el lupeol induce la formacién 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 (ICso = 50 pM), carcinoma de mama MCF-7 (ICso = 50 uM),
carcinoma de pulmén A-549 (ICsp = 50 uM), mieloma multiple RPMI 8226 (ICso =
50uM), el carcinoma cervical HeLa (IC 50 = 37 uM), y G361 de melanoma maligno
(ICso = 50 uM).””
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Figura 9. Diagrama de flujo del mecanismo de accién del lupeol. ROS representa las
especies reactivas de oxigeno; RNS las especies nitrogenadas; TCF/LEF representa
las células T; NFkB representa al factor nuclear kappa; cFLIP representa la forma
celular de FLICE, una proteina inhibitoria.””

Asi, de acuerdo a lo mencionado anteriormente, en el presente trabajo se plantea la
modificacion estructural del triterpeno pentaciclico acetato de lupeol mediante la
reaccion de Prins para la adicién de un heterociclo en forma espiro en la posicion tres
del esqueleto triterpénico; obteniendo 10 derivados analogos del tipo
espirotetrahidropirano para la generacion de una pequena coleccién de moléculas con
posibles actividades farmacoldgicas en el area de la quimica farmacéutica.
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HIPOTESIS

La reaccion de Prins con sales de hierro (lll) permitira la introduccion de un
espiropirano al anillo A del lupeol.
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JUSTIFICACION

Una de las enfermedades de mayor incidencia en la poblacion mundial es el cancer.
Este padecimiento se da a raiz del crecimiento descontrolado de las células al alterarse
los mecanismos de division y muerte celular, o que genera el desarrollo de tumores o
masas anormales, las cuales se pueden presentar en cualquier parte del organismo,
dando lugar a mas de 100 tipos de cancer que se denominan segun la zona de
desarrollo.”® El cancer es la tercera causa de muerte a nivel nacional actualmente. De
manera particular, el cancer de mama y de prostata son los mas comunes entre los
mexicanos. El panorama actual del cancer en México no mejora, cada afio, se estiman
148 mil nuevos casos de cancer. Aproximadamente 65.5 mil casos en hombres y 82.4
mil en mujeres.”®

La busqueda de nuevas moléculas con potencial actividad biolégica como el cancer,
incluye la modificacién estructural de moléculas de origen natural (como los triterpenos
pentaciclicos) con potencial actividad biolégica mediante la introduccién de fragmentos
estructurales comunmente encontrados en moléculas bioactivas (como los anillos de
pirano). En este sentido, la reaccion de Prins ha demostrado ser una herramienta
poderosa para la obtencion de tetrahidropiranos sustituidos, ya que presenta buenos
rendimientos en comparacion con otras reacciones empleadas para la obtencion de
este tipo de productos, ademas de ser diastereoselectiva.

Por otra parte, se ha descrito que la biomasa residual proveniente del fruto
Chrysophyllum cainito, el cual se encuentra de manera abundante en la peninsula de
Yucatan, es rica en composicidn de triterpenos de interés bioldgico, tal como el acetato
de lupeol. De esta manera el aprovechamiento de sus cascaras para obtener este
triterpeno, el cual es una molécula con actividad biolégica antiinflamatoria, anti-artritica,
anticancerigena, anti-mutagénica y anti-malaria, le conferiria al fruto de la regiéon un
valor agregado.

Es por ello, que en este trabajo de investigacion se planteé contribuir con una
metodologia para la sintesis de moléculas derivadas del triterpeno pentaciclico lupeol
mediante la formacidén de anillos de piranos unidos al esqueleto de este producto
natural. La obtencidon de una serie de compuestos mediante la combinaciéon de dos
estructuras con actividad anticancer podran servir como base para estudios bioldgicos
y toxicoldgicos contra diversas lineas celulares cancerigenas, y de esta forma
contribuir a la generacion de nuevos agentes anticancerigenos.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener una serie de compuestos espiropiranos derivados del lupeol aislado de
Chrysophyllum cainito.

Objetivos particulares

e Obtener extractos metandlicos de la cascara de Chrysophyllum cainito.

o Aislar y caracterizar el acetato de lupeol del extracto metandlico obtenido.

e Modificar el acetato de lupeol a lupenona.

¢ Obtener alcoholes homoalilicos derivados de lupeol.

o Obtener espirotetrahidropiranos clorados y bromados.

o Elucidar las moléculas obtenidas mediante resonancia magnética nuclear
(RMN).
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MATERIALES Y METODOS

Condiciones de analisis

Los disolventes empleados para la extraccion, aislamiento y purificacién fueron de
grado industrial y se destilaron previo a su uso. Los disolventes que se emplearon para
las reacciones se compraron anhidros grado analitico. Los reactivos empleados en las
reacciones quimicas fueron utilizados tal como fueron recibidos y se enlistan a
continuacion: acido clorhidrico (HCI), 6xido de cromo IV (CrOs), acido sulfurico (H2SOs),
paladio-carbono 10% (p/p), cloruro de alilmagnesio, acetilacetonato de hierro Il
[Fe(acac)s], cloruro de trimetilsilano (TMSCI), cloruro de hierro Il (FeCls), bromuro de
hierro Il (FeBrs), benzaldehido, isovaraldehido, pentanal, octanal, paraformaldehido,
todos de la marca Sigma-Aldrich; hidroxido de potasio (KOH) y sulfato de sodio anhidro
(Na2S04) marca Fermont.

Los analisis por cromatografia en capa delgada (CCD), asi como las purificaciones por
cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP) se realizaron en cromatofolios de
aluminio impregnados con gel de silice GF254 con grosor de 0.25mm marca Merck o
Aldrich, se empled como agente revelador 6leum (acido acético glacial, agua y acido
sulfurico en proporciones 20:4:1) como relevador quimico con posterior calentamiento.
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN-'H) y de carbono 13
(RMN-"3C), asi como los experimentos en dos dimensiones, homo y heteronucleares,
se obtuvieron con un equipo Bruker Avance 400 Ultrashield (400MHz), sonda BBO de
5mm y cuyos anadlisis se realizaron en solucion con disolvente deuterado, los
desplazamientos quimicos son reportados en partes por millén (ppm) referidos a la
sefial residual del disolvente empleado, en este caso cloroformo (RMN-'H & 7.26;
RMN-3C & 77.16), las constantes de acoplamiento en hertz (Hz) y la multplicidad e
integracion de las senales.

1. Extraccion, aislamiento y caracterizacion de acetato de lupeol

Las cascaras secas y molidas de Chrysophyllum cainito fueron sometidas a extraccién
exhaustiva soxhlet utilizando metanol (MeOH) como disolvente. El extracto obtenido se
filtré a gravedad y se llevd a sequedad. Consecutivamente el filtrado se sometié a una
extraccion liquido-liquido con MeOH/H20 y diclorometano (DCM). La fase organica se
llevd a sequedad, el residuo se resuspendié en MeOH y se calentdé con agitacion
constante. Posteriormente la mezcla se enfrié y el precipitado formado se separé con
filtracion a vacio. El precipitado obtenido se purific6 mediante cromatografia en
columna (CC) empleando gel de silice (2-25 pm) y hexano (Hx):acetato de etilo
(AcOEt) en gradiente como eluyente. Por ultimo, la identificacién del acetato de lupeol
se llevo a cabo mediante RMN-"H.

27



Acetato de lupeol (1): Cantidad obtenida: 13 g, 1.5 % rendimiento global (respecto al

a las cascaras del fruto secas y molidas).

Sefiales clave RMN-"H para 1

(1 Hag_Hazg RMN-'H (CDCls, 400 MHz): d 4.68 (d, J = 2.5 Hz, 1H,
j,'/ C29), 4.56 (dd, J = 2.5, 1.3 Hz, 1H, C29), 4.44 — 4.48 (m,

1H, C3), 2.04 (s, 3H, COCHs).

2. Obtencién de lupanol

a) Hidrodlisis en medio basico: Se disolvid un equivalente de acetato de lupeol en
tetrahidrofurano (THF) hasta llegar a una concentracion de 0.32 M y posteriormente se
le anadieron 10 equivalentes de hidroxido de potasio (KOH) en una solucion 0.9 M en
alcohol etilico (EtOH); la mezcla de reaccién se coloco a reflujo y agitacion constante
mientras fue monitoreada por cromatografia en capa delgada (CCD), una vez
completada la reaccion, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se acidificd
lentamente hasta llegar a un pH 5 con una solucion de acido clorhidrico al 10% (v/v).
Posteriormente se realizd una extraccioén liquido-liquido utilizando DCM (por triplicado),
a la fase organica se le anadié sulfato de sodio anhidro como agente desecante y se
llevd a sequedad en un rotaevaporador a presion reducida, por ultimo, fue analizado el
producto por RMN-"H.

KOH, EtOH
THF
reflujo, 2 h

b) Hidrogenacion del lupeol: un equivalente de lupeol fue diluido en EtOH (0.035 M) y
fue puesto en contacto con Pd-C 10% p/p en atmédsfera de H,, posteriormente se filtrd
a vacio para retirar el catalizador. Por ultimo, se llevo a sequedad en un rotaevaporador
a presion reducida.

Pd/C 10%
H,/ EtOH
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Lupeol (2): Rendimiento quimico: 99 %.

Sefales clave RMN-'H para 2

Hag RMN-"H (CDCls, 400 MHz): 5 4.68 (d, J =2.5 Hz, 1H,
j C29), 4.56 (dd, J= 2.5, 1.3 Hz, 1H, C29), 3.19 (dd, J=
| 11.2, 5.0 Hz, 1H, C3).

Lupanol (5): Rendimiento quimico: 93 %.

Senales clave RMN-"H para 5

5 ) RMN-'H (CDCls, 400 MHz): & 3.19 (dd, J = 11.2, 5.0 Hz,
1H, C3).

3. Obtencion de lupanona

Un equivalente de lupanol fue disuelto en acetona (Me>CO) a una concentracion de
33.32 mM y se colocd en baio de hielo, a esta solucion se le afadié el reactivo de
Jones gota a gota a 0°C hasta observar un ligero exceso (cambio de color); se dejé la
mezcla a temperatura ambiente durante 15 minutos, se monitore6 por CCD vy al verse
completada la reaccion se le agregd MeOH para eliminar el exceso del reactivo de
Jones. Seguidamente se evapord parte del volumen del disolvente empleado y se
afiadié agua para efectuar la extraccion liquido-liquido con DCM (por triplicado), a la
fase organica se le afiadio sulfato de sodio anhidro como agente desecante y se llevé a
sequedad en un evaporador rotatorio a presion reducida para postereriormente
analizarle mediante RMN-'H, en caso de presentar impurezas detectables en el
analisis espectroscopico, fue purificada por CC usando como eluyente Hx:AcOEt en
gradiente como eluyente.

.

Cr30/H2804/H20
MezCO
0 °C, 20 min o)
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Lupanona (6): Rendimiento quimico: 97 %.

Senales clave RMN-"H para 6

RMN-'H (CDCls, 400 MHz): 5 3.19 (dd, J= 11.2, 5.0 Hz, 1H,
C3).

4. Obtencion del alcohol homoalilico

Se disolvié un equivalente de lupanona en THF anhidro (0.1 M) previamente secado y
se llevd a 0 °C en bafo de hielo, se le anadieron gota a gota 1.6 equivalentes de
cloruro de alilmagnesio (2 M en THF). La reaccién fue monitoreada por CCD; al
observar que el material de partida se consumio, se desactivé la reaccion afadiendo
50 ml de una solucién de cloruro de amonio al 10 % en agua, y se hizo una extraccion
liquido-liquido con DCM (por triplicado). La fase organica fue secada con sulfato de
sodio anhidro y posteriormente se llevd a sequedad en un rotaevaporador a presion
reducida. El producto obtenido fue purificado por CC usando como eluyente Hx:ACoEt
a gradiente.

CH,CHCH,MgCl
THF
0°C,16h

3R-alil-19-isopropil-[lupan]-3-ol (7): Rendimiento quimico: 61 %.

Sefiales clave RMN-'H para 7

) RMN-'H (CDCls, 400 MHz): 8 5.91 (m, 1H, C2’), 5.15 (d,
J=1.8Hz, 1H, C3’), 5.12 (dd, J =10.4, 2.1 Hz, 1H, C3’),

2.51 (dd, J=14.1, 7.8 Hz, 1H, C1’), 2.21 (ddd, J = 14.1,

7.0, 1.6 Hz, 1H, C1’).

O RMN-'3C (CDCls, 100 MHz): 5 135.1 (C2'), 118.1 (C3'),

76.2 (C3), 53.2 (C5), 50.7 (C9), 47.7 (C18), 44.8 (C19),
43.2 (C17), 43.1 (C14), 41.3 (C10), 41.0 (C8), 40.5
(C22), 37.9 (C13), 37.7 (C1), 37.3 (C4), 37.1 (C16), 35.6 (C1), 34.7 (C7), 29.5 (C20),
28.7 (C2), 27.4 (C15) 26.9 (C12), 24.2 (C23), 23.1 (C30), 22.0 (C21), 21.0 (C11), 19.4
(C24), 19.0 (C6), 18.1 (C28), 16.7 (C25), 16.1 (C26), 15.2 (C29), 14.6 (C27).

)
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3S-Alil-19-isopropil-[lupan]-3-ol (8): Rendimiento quimico: 39 %.

Sefiales clave RMN-'H para 8

RMN-'H (CDCls, 400 MHz): & 5.92 (ddt, J = 17.4, 10.1,

) 7.4 Hz, 1H, C2'), 5.16 (dd, J = 10.1, 2.3 Hz, 1H, C3),
5.10 (ddt, J = 17.1, 2.5, 1.4 Hz, 1H, C3’), 2.40 (dd, J =
13.6, 7.5 Hz, 1H, C1’), 2.08 (dd, J = 13.6, 7.3 Hz, 1H,
C1),

RMN-3C (CDCls, 100 MHz): 5 134.9 (C2), 118.9 (C3),
75.1 (C3), 51.0 (C5), 50.1 (C9), 47.7 (C18), 44.8 (C19),
43.3 (C17), 43.2 (C14), 41.0 (C8), 40.9 (C1’), 40.7 (C4), 40.5 (C22), 37.9 (C13), 37.1
(C10), 35.6 (C16), 34.7 (C7), 34.4 (C1), 29.5 (C20), 29.1 (C2), 27.4 (C15) 26.9 (C12),
23.7 (C23), 23.1 (C30), 22.0 (C21), 20.8 (C11), 20.7 (C24), 18.9 (C6), 18.2 (C28), 16.1
(C26), 15.7 (C25), 15.3 (C29), 14.6 (C27)

5. Obtencion de tetrahidropiranos

Se puso a reaccionar un equivalente del alcohol homoalilico derivado del lupeol y 1.2
equivalentes del aldehido en presencia de 1.2 equivalentes de FeCl; en DCM seco
(0.025 M) y sulfato de sodio anhidro como agente desecante. La reaccion se monitoreo
por cromatografia en capa delgada hasta que se consumié el material de partida. Al
finalizar esta, se afiadi® agua gota a gota y se mantuvo en agitacion por 1 h,
posteriormente se hizo una extraccion liquido-liquido con DCM (por triplicado). La fase
organica fue secada con sulfato de sodio anhidro y a continuacion se llevé a sequedad
en un rotaevaporador a presion reducida. El producto obtenido fue purificado por CC
usando como eluyente Hx y posteriormente fue sometido a cromatografia en placa
preparativa empleando Hx como fase mévil. Rendimiento quimico: =10 %.

. N FeCl,

R™ 'H DCM
Na,SO,4 anh
5h

R = i-Bu, Bu, Hep, Ph
X=Cl, Br
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(4'S,6'R,3R)-4'-cloro-6'-isobutil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (15):
Sefiales clave RMN-'H para 15

(15 ) RMN-"H (CDCls, 400 MHz): & 4.21 (tt, J = 12.0, 12.0,
4.4, 4.4 Hz, 1H, C4’), 3.63 (m, 1H, C6).

RMN-"3C (CDCls, 100 MHz): & 79.1 (C3), 66.3 (C6"),
56.1 (C4), 52.5 (C5), 50.6 (C9), 47.7 (C18), 45.7
(C1”), 44.8 (C19), 43.8 (C5'), 43.3 (C17), 43.1 (C14),
41.8 (C4), 41.1 (C8), 40.5 (C22), 37.9 (C13), 37.4
(C10), 37.3 (C16), 36.7 (C3'), 35.6 (C1), 34.5 (C7),
29.5 (C20), 27.4 (C15), 26.9 (C12), 24.8 (C23), 24.4 (C2”), 23.6 (C4”), 23.1 (C30), 23.1
(C2), 22.0 (C21), 21.9 (C3”), 21.0 (C11), 19.6 (C24), 18.8 (C6), 18.2 (C28), 16.8 (C25),
16.1 (C26), 15.2 (C29), 14.7 (C27).

(4'R,6'S,35)-4'-cloro-6'"-isobutil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (16):

Seiiales clave RMN-"H para 16

i} ) RMN-'H (CDCl3, 400 MHz): & 4.25 (m, 1H, C4’), 3.50 (m,
1H, C8").

RMN-°C (CDCls, 100 MHz): & 78.5 (C3), 67.1 (C6),
56.1 (C4’), 50.2 (C9), 50.1 (C5), 47.8 (C18), 46.0 (C1”),
44.8 (C19), 43.4 (C5'), 43.3 (C17), 43.1 (C14), 41.3
(C4), 41.0 (C8), 40.5 (C22), 40.1 (C3'), 37.9 (C13), 37.0
(C10), 35.6 (C16), 34.6 (C1), 33.9 (C7), 29.5 (C20), 27.4
(C15), 27.0 (C12), 25.1 (C2”), 23.8 (C4”), 23.2 (C23),
23.1 (C30), 23.0 (C3"), 22.4 (C2), 22.0 (C21), 20.8 (C11), 19.8 (C24), 18.9 (C6), 18.2
(C28), 16.2 (C26), 16.0 (C25), 15.3 (C29), 14.2 (C27).

(4'S,6'R,3R)-4'-bromo-6'-isobutil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (17):

Seiiales clave RMN-'H para 17

ﬂ ) RMN-'H (CDCls, 400 MHz): 5 4.38 (it, J = 12.2, 12.2,
4.3,4.3 Hz, 1H, C4’), 3.64 (m, 1H, C6).

RMN-'3C (CDCls, 100 MHz): & 79.8 (C3), 67.1 (C6),
52.5 (C5), 50.6 (C9), 48.3 (C4’), 47.7 (C18), 45.6
(C17), 44.8 (C19), 44.7 (C5'), 43.2 (C17), 43.1 (C14),
41.8 (C4), 41.0 (C8), 40.5 (C22), 37.9 (C13), 37.6
(C3), 37.3 (C10), 37.3 (C16), 35.6 (C1), 34.5 (C7),
29.5 (C20), 27.4 (C15), 26.8 (C12), 24.8 (C23), 24.4 (C2”), 23.6 (C4”), 23.1 (C30), 22.8
(C2), 22.0 (C21), 21.9 (C3”), 21.0 (C11), 19.7 (C24), 18.8 (C6), 18.2 (C28), 16.8 (C25),
16.1 (C26), 15.2 (C29), 14.7 (C27).
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(4'R,6'S,35)-4'-bromo-6'-isobutil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (18):

Sefales clave RMN-'H para 18

0 .

Br.

RMN-'H (CDCls, 400 MHz): 5 4.40 (tt, J = 12.1, 12.1,
4.6,4.6 Hz, 1H, C4’), 3.51 (m, 1H, C8)).

RMN-®C (CDCls, 100 MHz): & 79.2 (C3), 67.4 (C6),
50.2 (C9), 50.1 (C5), 48.3 (C4'), 47.7 (C18), 45.9 (C1”),
44.8 (C19), 44.3 (C5), 43.3 (C17), 43.0 (C14), 41.3
(C4), 41.1 (C8), 40.9 (C3'), 40.5 (C22), 37.9 (C13), 37.0
(C10), 35.6 (C16), 34.6 (C1), 33.9 (C7), 29.5 (C20), 27.4
(C15), 27.0 (C12), 25.0 (C2"), 23.8 (C4”), 23.2 (C23),

23.1 (C30), 22.9 (C3”), 22.2 (C2), 22.0 (C21), 20.8 (C11), 19.8 (C24), 18.9 (C6), 18.2
(C28), 16.1 (C26), 16.0 (C25), 15.3 (C29), 14.1 (C27).

4'S,6'R,3R)-4'-cloro-6'-fenil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (19):

Sefales clave RMN-"H para 19

=) .

RMN-"H (CDCls, 400 MHz): & 7.38-7.33 (m, 4H, Ar-2,
3, 5, 6), 7.79-7.26 (m, 1H, Ar-4), 4.55 (dd, J = 11.6,
2.2 Hz, C6’), 4.40 (m, 1H, C4).

RMN-"3C (CDCls, 100 MHz): & 143.2 (Ar-1), 128.3
(Ar-3, 5), 127.2 (Ar-4), 125.6 (Ar-2, 6), 79.3 (C3),
70.5 (C’), 55.6 (C4’), 50.6 (C5), 49.9 (C9), 47.7

(C18), 45.0 (C5'), 44.8 (C19), 43.2 (C17), 43.1 (C14),

41.7 (C8), 40.9 (C4), 40.5 (C22), 40.0 (C3'), 37.9 (C13), 37.2 (C10), 35.6 (C16), 34.5
(C7), 33.7 (C1), 29.4 (C20), 27.4 (C15), 26.8 (C12), 23.6 (C23), 23.1 (C30), 22.5 (C2),
22.0 (C21), 20.8 (C11), 20.0 (C24), 19.0 (C6), 18.2 (C28), 16.1 (C26), 15.9 (C25), 15.2

(C29), 14.7 (C27).

(4'R,6'S,3S)-4'-cloro-6'-fenil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (20):

Sefiales clave RMN-"H para 20

= .

RMN-'H (CDCls, 400 MHz): & 7.38-7.33 (m, 4H, Ar-2, 3,
5, 6), 7.79-7.26 (m, 1H, Ar-4), 4.55 (dd, J = 11.6, 2.2 Hz,
C6'), 4.40 (m, 1H, C4’).

RMN-"C (CDCls, 100 MHz): & 143.2 (Ar-1), 128.4 (Ar-3,
5), 127.2 (Ar-4), 125.6 (Ar-2, 6), 79.3 (C3), 70.5 (C6),
55.6 (C4’), 50.6 (C5), 49.9 (C9), 47.7 (C18), 45.0 (C5),
44.8 (C19), 43.2 (C17), 43.1 (C14), 41.7 (C8), 40.9 (C4),
40.5 (C22), 40.0 (C3), 37.9 (C13), 37.2 (C10), 35.6
(C16), 34.5 (C7), 33.7 (C1), 29.4 (C20), 27.4 (C15), 26.8
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(C12), 23.6 (C23), 23.1 (C30), 22.5 (C2), 22.0 (C21), 20.8 (C11), 20.0 (C24), 19.0 (C6),
18.2 (C28), 16.2 (C26), 15.9 (C25), 15.2 (C29), 14.7 (C27).

(4'S,6'R,3R)-4'-cloro-6'-butil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (21):

Sefiales clave RMN-"H para 21

[ﬂ) ) RMN-'H (CDCl;, 400 MHz): & 4.20 (tt, J = 12.0,
12.0, 4.3, 4.3 Hz, 1H, C4’), 3.54 (m, 1H, C6&’).

RMN-"3C (CDCls, 100 MHz): & 79.0 (C3), 68.3
(C6), 56.2 (C4'), 52.5 (C5), 50.6 (C9), 47.7 (C18),
44.8 (C19), 43.4 (C17), 43.3 (C5'), 43.1 (C14), 41.8
(C4), 41.1 (C8), 40.5 (C22), 37.9 (C13), 37.4 (C10),
37.3 (CH, butil), 36.7 (C3’), 36.3 (C16), 35.6 (C1),
34.6 (C7), 29.5 (C20), 27.8 (CH butil), 27.4 (C15), 26.9 (C12), 24.8 (C23), 23.3 (C2),
23.1 (C30), 22.7 (CH; butil), 22.0 (C21), 21.0 (C11), 19.6 (C24), 18.8 (C6), 18.2 (C28),
16.8 (C25), 16.1 (C26), 15.2 (C29), 14.7 (C27), 14.3 (CHj butil).

(4'R,6'S,3S)-4'-cloro-6'"-butil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (22):

Sefiales clave RMN-"H para 22

ﬁ} ) RMN-'H (CDCls, 400 MHz): & 4.24 (m, 1H, C4’), 3.38 (m,
1H, C6).

RMN-'3C (CDCls, 100 MHz): 5 78.3 (C3), 68.4 (C6'), 56.2
(C4), 50.2 (C5), 50.2 (C9), 47.7 (C18), 44.8 (C19), 43.3
(C17), 43.1 (C5'), 43.1 (C14), 41.3 (C4), 41.0 (C8), 40.5
(C22), 40.1 (C3), 37.9 (C13), 37.1 (C10), 36.4 (CH,
butil), 35.7 (C16), 34.7 (C1), 33.8 (C7), 29.5 (C20), 28.4
(CH. butil), 27.4 (C15), 27.0 (C12), 23.1 (C23), 23.1
(C30), 22.9 (CH, butil), 22.3 (C2), 22.0 (C21), 20.8 (C11),
19.8 (C24), 18.9 (C6), 18.2 (C28), 16.2 (C26), 16.0 (C25), 15.2 (C29), 14.4 (C27), 14.3
(CHs butil).

Cl

(4'S,6'R,3R)-4'-cloro-6'-heptil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (23):

Seiiales clave RMN-"H para 23

3} ) RMN-'H (CDCI3, 400 MHz): & 4.20 (it, J =
12.0, 12.0, 4.3, 4.3 Hz, 1H, C4’), 3.54 (m,

1H, C6’).

RMN-®C (CDCI3, 100 MHz): & 79.0 (C3),
68.2 (C6’), 56.2 (C4'), 52.5 (C5), 50.6 (C9),
47.7 (C18), 44.8 (C19), 43.4 (C17), 43.3
(C5), 43.1 (C14), 41.8 (C4), 41.1 (C8), 40.5
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(C22), 37.9 (C13), 37.4 (C10), 36.7 (C3'), 36.6 (C16), 35.6 (C1), 34.5 (CH2 heptil), 33.7
(C7), 31.9 (CH2 heptil ), 29.5 (CH2 heptil), 29.5 (C20), 29.4 (CH2 heptil), 27.4 (C15),
26.9 (C12), 25.5 (CH2 heptil), 24.8 (C23), 23.2 (C2), 23.1 (C30), 22.8 (CH2 heptil), 22.0
(C21), 21.0 (C11), 19.6 (C24), 18.8 (C6), 18.2 (C28), 16.8 (C25), 16.1 (C26), 15.2
(C29), 14.7 (C27), 14.2 (CH3 heptil).

(4'R,6'S,3S)-4'-cloro-6"-heptil-espiro-[lupan]-3,2'-tetrahidropirano (24):

Sefiales clave RMN-'H para 24

[ﬂ) ) RMN-'H (CDCl;, 400 MHz): & 4.24 (m, 1H, C4’), 3.40
(m, 1H, C6).

RMN-"3C (CDCls, 100 MHz): & 78.1 (C3), 67.9 (C6),
56.1 (C4’), 50.1 (C5), 50.1 (C9), 47.6 (C18), 44.6 (C19),
43.2 (C17), 43.1 (C5’), 43.0 (C14), 41.2 (C4), 40.9 (C8),
40.4 (C22), 40.0 (C3'), 37.8 (C13), 36.9 (C10), 36.5
(CH_ heptil), 35.5 (C16), 34.5 (C1), 33.7 (C7), 31.9 (CH2
heptil ), 29.6 (CH, heptil), 29.4 (C20), 27.3 (C15), 26.9
(C12), 25.9 (CH. heptil), 23.0 (C23), 23.0 (C30), 22.7
(CHz heptil), 22.7 (CH2 heptil), 22.2 (C2), 21.9 (C21),
20.7 (C11), 19.7 (C24), 18.8 (C6), 18.0 (C28), 16.1
(C26), 15.9 (C25), 15.0 (C29), 14.3 (C27), 14.1 (CHs heptil).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencion de Acetato de Lupeol.

Un total de 867 g de cascara seca y molida de Chrysophyllum cainito fueron proveidos
por el Laboratorio de Quimica Farmacéutica con el fin de obtener acetato de lupeol
puro para llevar a cabo el presente trabajo. Cabe mencionar que la metodologia
correspondiente a la extraccién y purificacién del acetato de lupeol fue optimizada en
trabajos previos pertenecientes al proyecto “Generacion de diversidad esqueletal en
lupanos como herramienta en la busqueda de nuevos agentes anticancerosos”
(CONACYT 221886).

Primeramente, las cascaras secas y molidas de Chrysophyllum cainito fueron
sometidas a extraccion exhaustiva en equipo soxhlet empleando MeOH como
disolvente, posterior al proceso de extraccion y precipitacion se obtuvieron 47.7 g de un
precipitado blanquecino correspondiente a la mezcla de triterpenos, que de acuerdo a
los resultados del proyecto previamente mencionado, se sabe que sus componentes
mayoritarios son los acetatos de: a-amirina, B-amirina, germanicol y lupeol.®° Para el
aislamiento del acetato de lupeol fue necesario someter la mezcla obtenida a CC
utilizando gel de silice TLC (2-25 ym tamafo de particula) como fase estacionaria y
sistemas en gradiente de Hx:AcOEt como fase mavil. Un total de 48 fracciones fueron
colectadas, estas fueron analizadas por ccd, reunidas por similitud y llevadas a
sequedad para posteriormente ser examinadas mediante RMN de 'H; luego del analisis
espectroscopico, se determind que el fraccionamiento inicial correspondié a la mezcla
de hexanoatos (total de 10.9 g) de los esqueletos ya mencionados, el fraccionamiento
medio a la mezcla de los acetatos (total de 15.0 g) y por ultimo, el fraccionamiento final
correspondié exclusivamente al acetato de lupeol (1) que en total se obtuvieron 13.0 g
correspondiente al 1.5 % de rendimiento respecto al material inicial.

masa de acetato de lupeol 13.0g
= =15%

Rendimiento = — n =
masa inicial de cascara seca 867 g

En la Figura 1 se puede observar el espectro RMN de 'H del fraccionamiento final; es
posible observar una sefal doble con & 4.68 y una doble de dobles con & 4.56 que
corresponden a los protones unidos al carbono 29 del esqueleto triterpénico, siendo
sefales caracteristicas del doble enlace exociclico presente en el esqueleto lupano,
una senal multiple con & 4.44-4.48 (H3) que corresponde al protén unido al grupo
alcoxi debido a la esterificacion en posicidén 3, un metilo alfa a un carbonilo con & 2.04,
un metilo alilico con ® 1.68 y 6 metilos angulares con & 1.02, 0.93, 0.85, 0.84, 0.83 y
0.78.
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Figura 1. Espectro de RMN de 'H del acetato de lupeol (1) en CDCls.

2. Reaccidn de Prins sobre el derivado de lupeol.

Una vez obtenido el acetato de lupeol (1) puro se procedié a introducir en el anillo A del
mismo un alcohol homoalilico. El primer paso fue llevar a cabo una hidrélisis basica
promovida por hidréxido potasico, se descartd la hidrélisis acida, que es mas usada,
porque una hidrolisis acida hidrataria el alqueno en posicién 20 del acetato de lupeol
(Esquema 1). Una vez llevada a cabo la reaccion y analizado el crudo de reaccion por
RMN-'H, se observa mayoritariamente la formacion del lupeol (2), sin grandes
impurezas, por lo que se decidid continuar con el crudo de reaccién para hacer la
siguiente reaccion. El lupeol (1) fue oxidado a lupenona haciendo uso del reactivo de
Jones, éste es el agente oxidante mas usado para oxidar alcoholes secundarios,
teniendo la ventaja frente a otros, que no oxida el doble enlace. Después de purificar el
producto por CC se obtiene la lupenona (3) pura con un rendimiento del 93% para los
dos pasos de reaccidon, por lo que las reacciones evolucionaron con un buen
rendimiento.
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1.- KOH, EtOH, THF
reflujo, 2 h

2. Cr30/H,S04/H,0

Me,CO 0 °C, 20 min

93%
Acetato de Lupeol 1 Lupenona 3

Esquema 1. Obtencion de lupenona a partir de acetato de lupeol.

Una vez obtenida la lupenona se hizo reaccionar con un equivalente de bromuro de
aliimagnesio para obtener el alcohol homoalilico 4 deseado (Esquema 2). En CCD se
identificd un producto mas polar que la lupenona (3), lo cual es I6gico pues pasa de un
compuesto carbonilico a un alcohol, este fue aislado e identificado como el alcohol
homoalilico 4. El rendimiento obtenido fue del 41%, bajo con respecto a lo esperado,
este rendimiento fue atribuido a la complejidad estructural de la lupenona (3) y a la
formacion de mas productos que se observaban en la CCD.

CH,CHCH,MgClI
THF
0°C,16h

41%
Esquema 2. Obtencion del alcohol homoalilico 4 a partir de lupenona.
Debido a que la ciclohexanona de la lupenona presenta una cara muy impedida se

asumié que el reactivo de Grignard debié entrar por el lado menos impedido para
formar el alcohol homoalilico 4 (Esquema 3).

S A

| 4\/MQBT R
O\/

Esquema 3. Formacion del alcohol homoalilico 4.

Alcohol Homoalilico 4

39



Teniendo el alcohol homoalilico 4 se procedié a probar la reaccién de Prins para la
obtencion de los espiropiranos. Para la reaccion de Prins catalizada por hierro, se han
desarrollado tres metodologias, la primera hace uso de un equivalente de sal de hierro,
la segunda, se puede considerar una version catalitica, y solo usa 0.1 equivalentes de
sal de hierro (FeCl; o FeBrs), y se anade una fuente adicional de cloro o bromo, como
es el cloruro de trimetilsilano (TMSCI) o bromuro de trimetilsilano (TMSBr), y una
tercera version también catalitica donde la fuente de hierro cambia, usandose 0.075
equivalentes de tris(acetilacetonato) de hierro (lll) (Fe(acac)s), y se mantiene la fuente
de halégeno como TMSCI o TMSBr. Cada metodologia tiene sus ventajas y sus
inconvenientes, por lo que se decidié probar las tres metodologias para la formacion de
los espiropiranos. Se empleé como disolvente el diclorometano y como aldehido el
isovaleraldehido, un aldehido ampliamente usado en la reaccion de Prins porque
genera buenos rendimiento. Desafortunadamente ninguna de las metodologias
permitid obtener el producto deseado (Esquema 5). Se procedié a variar las
condiciones de reaccién, modificando la concentracion, el tiempo de reaccién y el
nuamero de equivalentes de los reactivos pero en ningun caso se obtuvo el
espiropirano.

o)
+M DCM 2 h

H Sistema1,263

Sistema 1: 1 eq de FeCl3
Sistema 2: 0.1 eq de FeCl3/ 1.0 eq TMSCI
Sistema 3: 0.075 eq de Fe(acac);/1.0 eq TMSCI

Esquema 5. Sintesis de espiropiranos usando la reaccién de Prins.

El analisis de la CCD revelaba que el alcohol homoalilico 4 se consumia en la reaccion,
dando una gran cantidad de productos de reaccion, por lo que se analiz6 el crudo de
reaccion por RMN-'H. A este respecto no se encontraron las sefiales caracteristicas de
los espiropiranos, sefales entre 3 y 4.5 ppm, sin embargo se observdé que
desaparecieron las sefales caracteristicas de doble enlace del lupeol, lo que indica
que el alcohol homoalilico 4, esta reaccionando hacia a productos no deseados a
través del doble enlace del carbono 20 del alcohol homoalilico 4. Con base en estos
resultados se decidio hidrogenar el doble enlace del acetato de lupeol y trabajar con el
lupanol (5), para de esta forma eliminar la interferencia del doble enlace del carbono
20.
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Al respecto Li et al. Reportaron en 1986 la hidrogenacion del lupeol para obtener el
lupanol (5). Asi, una hidrogenacion catalitica con paladio sobre carbono condujo al
lupanol (5) con un excelente rendimiento (Esquema 6). Li et al, habian reportado un
95%, obteniéndose en este trabajo un 94%. La hidrogenacion catalitica introduce los
dos hidrégenos de forma cis, pero en este caso como el carbono 20 del lupanol no
tiene es un centro estereogénico, es irrelevante el curso estereoquimico de la reaccion,
obteniéndose un solo producto.

.

Pd/C 10%
H,/ EtOH

HO

94%
Lupeol Lupanol 5
Esquema 6. Sintesis de lupanol a partir de lupeol.

El grupo hidroxilo del lupanol (5) fue oxidado a cetona para obtener la lupanona (6)
utilizando el mismo procedimiento que se habia utilizado anteriormente para pasar de
lupeol a lupenona (3) (Esquema 7), obteniéndose el producto deseado después de
purificarlo mediante CC, con un rendimiento del 97%.

.

Cr30/H2804/H20
MezCO
0 °C, 20 min o)

97%
5 ° 6

Esquema 7. Sintesis de lupanona (6) a partir de lupanol (5).
La lupanona (6) se hizo reaccionar con el bromuro de aliimagnesio para obtener el

alcohol homoalilico 7 (Esquema 8). En este caso el rendimiento aumenté ligeramente
con respecto a la reaccion previa con lupenona (3), llegando al 58%.
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CH,CHCH,MgClI
THF
0°C, 16 h

Esquema 8. Sintesis del alcohol homoalilico 7 a partir de lupanona (6).
Con base en el aumento del rendimiento observado, se modificé el numero de
equivalentes de bromuro de alilmagnesio con el objetivo de aumentar aun mas el
rendimiento, repitiendo la reaccidon con 1.2 equivalentes de éste. La reaccién se siguio
por CCD, observandose que se formé el producto deseado pero también aparecia un
producto menos polar que la lupanona, por lo que se pensd que era un subproducto no
deseado (Figura 1).

Figura 1. CCD de la reaccién de bromuro de alilmagnesio con lupanona (6). A la
izquierda se observa el producto de partida, la lupanona, a la derecha la reaccion,
donde se observan dos productos, y en el centro la mezcla del producto de partida y la
reaccion.

Después de CC se comprobd que ambos productos eran alcoholes homoalilicos, es
decir los alcoholes provenientes del ataque por ambas caras del carbonilo, en una
proporcion 85:15 a favor del alcohol homoalilico 7 (Esquema 9), confirmando la
hipétesis de la cara impedida que se mencion6 anteriormente. El rendimiento aumenté
70%. Asi, al aumentar el nimero de equivalentes, aumenta el rendimiento de la
reaccion pero ésta se vuelve menos estereoespecifica, dando una mezcla de
estereoisbmeros.

CH,CHCH,MgCl
THF
0°C, 16 h

R =70%
6 7 (85%) 8 (15%)

Esquema 9. Sintesis de la mezcla de alcoholes homoalilicos 7 y 8.
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Debido a que los diasterémeros se podian separar facilmente por CC, y con el objetivo
de aumentar la proporcién del alcohol homoalilico 8 y poderlo usar como sustrato en
las reacciones de Prins, se repitid la reaccion con 1.6 equivalentes de reactivo de
Grignard, obteniéndose un rendimiento del 85%, y una relacién entre isbmeros de
60:40 a favor del isémero 7 (Figura 2).

Figura 2. CCD de la reaccion de bromuro de aliimagnesio con lupanona (6). A la
izquierda se observa el producto de partida, la lupanona, a la derecha la reaccion,
donde se observan los isdbmeros 7 y 8, y en el centro la mezcla del producto de partida
y la reaccion.

A continuacién se muestra el espectro de RMN-'"H de cada uno de los alcoholes
homoalilicos, 7 y 8, donde se observa una gran similitud entre estos, debido a que la
Unica diferencia entre ambos es la estereoquimica del carbono 3.

7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
ppm

Figura 3. Espectros de RMN 'H de los alcoholes homoalilicos 7 y 8
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En ambos espectros se observan las sefiales esperadas para los alcoholes
homoalilicos, las sefiales caracteristicas del doble enlace, 5.15 ppm (2H, m, H-3’); 5.95
ppm (1H, m, H-2’) para el alcohol 8, y 5.15 ppm (2H, m, H-3’); 5.95 ppm (1H, m, H-2"),
para el alcohol 7 y los hidrégenos alilicos diastereotépicos, 2.10 ppm (1H, dd, J = 13.65
y 7.30 Hz, H-1"); 2.43ppm (1H, dd, J = 13.65 y 7.56 Hz, H-1’), para el alcohol 8, y 2.24
ppm (1H, dd, J = 14.01 y 6.84 Hz, H-1’); 2.51ppm (1H, dd, J = 14.00 y 7.81 Hz, H-1’),
para el alcohol 7. De igual forma, en ambos compuestos se observan los ochos metilos
caracteristicos del esqueleto del lupeol hidrogenado.

La estereoquimica de los alcoholes homoalilicos 7 y 8 fue confirmada por el
experimento de RMN-NOESY 1-D. El nOe da informacién sobre qué tan cerca estan
dos protones en el espacio, se puede observar un efecto nOe entre protones que estan
separados hasta 4 A. Asi, antes de hacer el experimento se buscé la conformacién de
menor energia para los alcoholes 7 y 8, con el objetivo de saber que efectos nOe
deberian de observarse en ambos epimeros. Se tomé como base la conformaciéon de
la estructura de rayos-x del lupeol. Al lupeol se le quité el doble enlace y se anadio la
cadena vinilica y la estructura fue minimizada usando el programa Spartan 14, con un
nivel de calculo MMFF-Mecanica Molecular. Las conformaciones resultantes se
muestran en la Figura 4.

2279 A

&

Alcohol 8

2.109 A

Alcohol 7

Figura 4. Conformaciones mas estables de los alcoholes homoalilicos 7 y 8.

De las conformaciones obtenidas se observa que en el alcohol homoalilico 8 deben
observarse dos efectos nOe entre los hidrégenos alilicos H1’ y los metilos 23 y 24 del
esqueleto triterpénico, mientras que el alcohol homoalilico 7, debe dar solo un efecto
nOe entre los hidrégenos alilicos H1’ y el metilos 23. Después de analizar los espectros
de RMN de 'H, 3C, COSY, HSQC y HMBC, se asignaron las sefiales de los metilos 23
y 24, y se confirmaron las sefales de los hidrégenos alilicos. Asi, en el alcohol 8, el
metilo 23 presenta un desplazamiento quimico de 0.79 ppm en RMN-'H, el metilo 24

44



un desplazamiento quimico de 0.94 ppm y los H1’ de 2.1 y 2.43 ppm. En el caso del
alcohol 7, el metilo 23 presenta un desplazamiento quimico de 0.86 ppm en RMN-'H, el
metilo 24 un desplazamiento quimico de 0.96 ppm y los H1’de 2.24 y 2.51 ppm. En la
Figura 5 se observa el espectro del experimento de RMN-NOESY 1-D para el alcohol
8.

H23

2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8
ppm

Figura 5. Espectro del experimento de RMN-NOESY 1-D para el alcohol 8.

En la parte superior de la Figura 5 se observa como al irradiar uno de los hidrogenos
alilicos H1’ hay un efecto nOe con los H del metilo 23 asi como un efecto nOe con el
otro hidrogeno H1’, a su vez, en la parte inferior se observa que al irradiar el otro
hidrégeno H1’ da efecto nOe con el metilo 24 y el otro hidrégeno H1’.

En la Figura 6 se observa el espectro del experimento de RMN-NOESY 1-D para el
alcohol 7.

™ I

H1’ H1’ H23

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.7 2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8
ppm

Figura 6. Espectro del experimento de RMN-NOESY 1-D para el alcohol 7.
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En la parte superior de la Figura 6 se observa como al irradiar uno de los hidrégenos
alilicos H1’ hay un efecto nOe con los H del metilo 23 asi como un efecto nOe con el
otro hidrogeno H1’, y en la parte inferior se observa que al irradiar el otro hidrégeno H1’
da efecto nOe y el otro hidrégeno H1’ pero no da efecto nOe con los hidrégenos del
metilo 24.

Asi, a partir de la informacion extraida de los experimentos de RMN de 'H NOESY 1-D
podemos confirmar la estereoquimica asignada previamente al carbono 3 de los
alcoholes 7 y 8. En la Figura 7 se observa la configuracion absoluta de los epimeros 7
y 8. El epimero 8 tiene una configuracion R en el carbono 3, mientras el epimero 7
tiene una configuracion S en el carbono 3. La configuracion de los carbonos 8, 10, 14,
17 y 19 son asignadas de acuerdo a los datos reportados en la literatura para el lupeol,
los cuales no han sufrido modificacion durante la sintesis.

Figura 7. Configuracién absoluta de los epimeros 7 y 8.

Una vez que se disponia de suficiente cantidad de alcoholes homoalilicos 7 y 8 se
procedié a probar la reaccion de Prins para obtener los espiropiranos. Se usé como
sustrato de partida el alcohol 7, puesto que de éste, se disponia mayor cantidad. Se
hizo reaccionar con isovaleraldehido en DCM y los tres sistemas promotores de hierro,
encontrando para los tres sistemas los mismos resultados (Esquema 10). En CCD se
observaba que se consumia el producto de partida y se formaban dos productos
mayoritarios, los cuales después de CC se pudieron identificar como lupanona (6) y el
pirano 9.

o)
+ )\)L DCM 2 h o
H sistema1,263 +
Cl
7 Sistema 1: 1 eq de FeCls 6 9

Sistema 2: 0.1 eq de FeClz/ 1.0 eq TMSCI
Sistema 3: 0.075 eq de Fe(acac)3/1.0 eq TMSCI

Esquema 10. Reaccién del alcohol 7 con isovaleraldehido en presencia de hierro.
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Basandonos en lo reportado en la literatura'®, la formacion de estos dos productos
puede ser explicada por el mecanismo que se expone a continuacion (Esquema 11).

-FeCl,0OH

oxonia-cope
12 13
0 RCHO R,
-
FeCI3 = OH
Cl 14
9 6

Esquema 11. Formacién de lupanona (6) y del pirano 9.

Los anillos B, C, D y E del alcohol homoalilico fueron suprimidos para facilitar la
presentacién del esquema, de igual forma la cadena lateral del isovaleraldehido fue
sustituida por una R. La reaccion entre el alcohol homoalilico 7 y el isovaleraldehido en
presencia de FeCls, conduce al intermedio 10, después de que el alcohol atacara al
carbonilo del aldehido, el cual estaba activado por la presencia de la sal de hierro, en
este caso, se propone el FeCls. El protéon del grupo hidroxilo pasa al oxigeno del
carbonilo convirtiendo a este en un buen grupo saliente, al mismo tiempo se pierde un
atomo de halégeno conduciendo a la formacién del intermediaro 11. El par de
electrones del oxigeno del hidroxilo original ayudan a la expulsién del buen grupo
saliente formado, formandose el ion oxonio 12, el cual es un intermedio ampliamente
propuesta en la reaccién de Prins. Ahora bien, este ion oxonio 12 no recibe el ataque
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del doble enlace para dar el pirano, si no que sufre una reaccidén oxonia-cope para dar
el isémero 13. El agua formada en el primer paso de reaccion hidroliza el ion oxonio 13
para dar la lupanona 6 y el alcohol homoalilico 14. La diferencia entre el alcohol
homoalilico 7, es que el primero es un alcohol secundario mientras el segundo es un
alcohol terciario. Asi, esta bien documentado que los alcoholes secundarios dan con
facilidad la reaccion de Prins, por lo que el alcohol secundario 14 reacciona con el
aldehido y el tricloruro de hierro que no reaccion6 para dar el pirano 9 a través de una
reaccién de Prins. Por el contrario hasta la fecha no se ha reportado la reaccién de
Prins promovida por hierro sobre alcoholes terciarios. De alguna forma los alcoholes
terciarios, debido al impedimento estérico, estan desfavorecidos para dar la reaccion
de Prins.

El pirano 9 fue identificado por RMN-'H (Figura 8). La molécula presenta un plano de
simetria que pasa por el atomo de oxigeno y cloro, por lo que se esperan nueve
sefales. Asi, los hidrégenos sobre los carbonos 2 y 6, son iguales y dan una sefal con
desplazamiento quimico a 3.32 ppm que es proporcional para dos hidrégenos. La otra
sefial desapantallada es la del protdn sobre el carbono 4, que tiene cerca un atomo de
cloro, dando una sefial a 4.03 ppm que es proporcional para un protdn. Los protones
sobre los carbonos 3 y 5 son diastereotépicos, obteniéndose dos sefales
proporcionales para dos protones a 2.07 y 1.48 ppm. De igual forma los hidrogenos
sobre los carbonos 1’ son diasterotopicos generando dos sefiales proporcionales para
dos protones a 1.48 y 1.17 ppm. Los hidrégenos sobre los carbonos 2’ aparecen como
un multiplete, ya que se desdobla por los seis protones de los carbonos 3’ y 4, asi
como por los dos protones del carbono 1°, dando una sefal que integra para dos
protones a 1.81 ppm. Finalmente los metilos 3’y 4’ que son diasterotdpicos, aparecen
como dos dobletes que son proporcionales para seis protones a 0.90 y 0.88 ppm.

. | ik M IW

72 70 68 6.6 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.

Figura 8. Espectro de RMN-"H para 9 en CDCls.
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Debido a que la formacién de agua durante la reaccidn era un inconveniente, se
decidié hacer la reaccion en presencia de sulfato de sodio anhidro, con el objetivo de
que éste atrape el agua que se forma durante la reaccion. Asi, se repitid la reaccion
como se muestra en el Esquema 11, donde se afiadié el mencionando sulfato de sodio
anhidro (Esquema 11). En esta ocasién se formo el espiropirano deseado, pero con un
rendimiento muy bajo, apenas el 5%. La reaccion tuvo el mismo comportamiento
cuando se repitié con el alcohol 8.

" )\/i DCM2h
H Sistema 1
Na,SO4 anhidro

|
7 Sistema 1: 1 eq de FeCl3 15

Esquema 11. Reaccién de Prins en presencia de sulfato de sodio anhidro.

Este rendimiento tan bajo es debido a la formacién de un producto secundario no
deseado, todavia no identificado, que tiene el mismo Rf que el espiropirano obtenido.
En la Figura 9 se presenta la CCD para la reaccion con ambos epimeros. En la primera
columna se presenta la lupanona (6) que se us6 como referencia, puesto que en las
reacciones sin sulfato de sodio, se obtenia. En la segunda columna se colocé el
epimero 7 y en la tercera columna la reaccién de éste, observandose que se consume
todo compuesto 7 y se forma mayoritariamente un punto, donde se encuentra el
espiropirano y el producto secundario no deseado. En las columnas 4 y 5, se presenta
el epimero 8 y la reaccion de éste, observandose el mimo comportamiento, reacciona
todo el sustrato de partida y s6lo se obtiene un punto que contiene el espiropirano y el
producto secundario.

bl

Figura 9. CCD de las reacciones de los epimeros 7y 8.

Con el objetivo de aumentar el rendimiento se variaron, el numero de equivalentes de
aldehido, la concentracion de la reaccién, el tiempo de reaccion, se usaron los tres
sistemas promotores de hierro, se cambiaron los equivalentes de hierro (lll), TMSCI y
Fe(acac)s, obteniéndose que las mejores condiciones de reaccidén son las siguientes:
un equivalente de alcohol homoalilico, 1.2 equivalentes de aldehido, 1.2 equivalentes
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de FeCls, 0.025 M de DCM y un gramo de sulfato de sodio anhidro con un tiempo de
reaccion de 4 h, asi se consiguié aumentar el rendimiento hasta el 9%.

Con estas condiciones de reaccion optimas encontradas, se probé la reaccién con los
epimeros 7 y 8, y los aldehidos: isovaleraldehido, benzaldehido, valeraldehido y
octanal, y con FeCls y FeBrs, obteniéndose los productos que se muestran en la
siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Sintesis de espiropiranos derivados del lupeol.

0 FeXs

R H DCM 4 h
Na,SO,4 anhidro

768 15-24
Alcohol homoalilico Sustituyente (R)  Halégeno (X) Producto  Rendimiento (%)
7 isobutilo Cl 15 9
8 isobutilo Cl 16 10
7 isobutilo Br 17 10
8 isobutilo Br 18 9
7 fenilo Cl 19 7
8 fenilo Cl 20 7
7 butilo Cl 21 11
8 butilo Cl 22 10
7 heptilo Cl 23 12
8 heptilo Cl 24 11

Como se observa en la Tabla 1, los rendimientos son similares para todos los
compuestos, en torno al 10%, por lo que la reaccion evoluciona de la misma forma,
independientemente de la sal de hierro y del aldehido usado, asi como del alcohol
homoalilico que se usa de sustrato de partida.

La estereoquimica de los espiropiranos sintetizados fue determinada en base al
mecanismo de reaccion reportado en la literatura para alcoholes homoalilicos
secundarios que reaccionan por la reaccion de Prins y confirmada por experimentos de
RMN-'H. La reaccién de Prins es una reaccion diastereoselectiva, formandose
mayoritariamente el producto cis (98:2 a favor del cis). Cuando la reaccién de Prins se
hace con alcoholes secundarios quirales, de los dos posibles productos cis que se
pueden obtener, solo se obtiene uno, conservandose el centro quiral que poseia el
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alcohol secundario. En algunos casos, se ha reportado que debido a la reaccién
competitiva de oxonia-Cope se puede perder la quiralidad que posee el alcohol
secundario y dar los dos productos cis, es decir, se obtiene una mezcla de
enantiomeros, indistinguibles por RMN-'H. En nuestro caso como el alcohol
homoalilico tiene mas centros quirales, un total de seis, en caso de que se perdiera la
quiralidad del carbono 3, los dos productos cis, serian diasteredmeros y no
enantiomeros, y se detectarian por RMN-'"H. A este respecto, en las reacciones
hechas, solo se observé un producto cis, y no dos, por lo que podemos deducir que no
hubo racemizacion del carbono 3 durante la obtencion de los espirospiranos. De esta
forma, de los dos productos cis esperados solo se obtuvo uno. Se propone el siguiente
mecanismo por el cual se obtienen los productos 15, 17, 19, 21 y 23
enantioméricamente puros a partir del alcohol homoalilico 7 (Esquema 12).

S) X
S
%)/)Fex3 _FeX, H.Q. |‘=e\fx
s 47 P X
OH o) E——
| | |
7 25 26
R
2] .
| |
28 27

15,17, 19, 21, 23 \/@ 29

Esquema 12. Mecanismo de la reaccion de Prins para el alcohol homoalilico 7.

El alcohol homoalilico 7 reacciona con el aldehido activado por la presencia el acido de
Lewis para dar el intermediario 25. Después de un intercambio de protones se obtiene
26. El ion oxonio 27 se forma después de que el par de electrones del oxigeno ayude a
expulsar al oxigeno del aldehido unido al acido de Lewis. El ion oxonio tiene una
estereoquimica E, la cual esta favorecida sobre la Z, que conduciria al intermedio 28, y
a continuacion éste a los espiropiranos frans, que no son observados. A continuacion
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el intermediario 27 adopta una conformacion tipo silla (29), donde los grupos mas
voluminosos quedan en ecuatorial (en el Esquema 12 estos estan marcados con un
circulo rojo). El doble enlace del alcohol homoalilico ataca al ion oxonio formando el
carbocation 30. De esta forma ya quedd determinado el primero de los dos centros
estereogénicos que se forman. Por ultimo el haldgeno que se desprendio en la tercera
reaccion, ataca de forma ecuatorial, debido a que este lado del carbocation esta menos
impedido y a que el voluminoso halégeno queda en la posicion mas favorecida, la
ecuatorial, dando los isdmeros 15, 17, 19, 21 y 23. Asi el segundo centro
estereogénico también quedd definido.

La estereoquimica quedd confirmado por el efecto nOe observado entre los hidrégenos
del carbono 4’ y €', los cuales quedan en axial (Figura 10).

H-4' H-6'

H-3’

ppm

H-6’

4.0
H-4'

e o= -
——

T T T T T T T T T T T

4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
ppm

Figura 10. Efecto nOe entre los hidrogenos 4"y 6°.

T T T T

De forma totalmente analoga se formaron los productos 16, 18, 20, 22 y 24 (Esquema
13). El alcohol homoalilico 8 reacciona con el aldehido activado por la presencia el
acido de Lewis para obtener el ion oxonio E 33. Este ion oxonio adopta una
conformacion tipo silla (35) que reacciona para formar el carbocation 36, el cual
finalmente conduce a los isémeros cis 16, 18, 20, 22 y 24.
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16, 18, 20, 22, 24 36 35

Esquema 13. Mecanismo de la reaccion de Prins para el alcohol homoalilico 8.

Asi a través de la reaccion de Prins promovida por hierro (lll) fue posible obtener los
espiropiranos deseados, sobre un esqueleto lupano, obteniendo un total de 10
derivados.
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CONCLUSIONES

A continuacién se presentan las conclusiones del presente trabajo:

e Si se obtienen los espiropiranos derivados del lupeol, sélo cuando se elimina el
doble enlace en la posicién 20 de éste.

e La obtencién de los espiropiranos derivados del lupeol no es posible, pues el
hierro (lll) que actua como promotor de la reaccién de Prins, reacciona con el

doble enlace en el carbono 20 de éste.

e Se reporta la reaccion de Prins promovida por hierro (lll) sobre alcoholes
homoalilicos terciarios por primera vez.

¢ Debido a los bajos rendimientos obtenidos, el hierro (lll) no es el promotor ideal
de la reaccion de Prins para alcoholes terciarios.

o El aislamiento y extraccion del acetato de lupeol a partir de la cascara seca y
molida de Chrysophyllum cainito fue realizado obteniendo un buen rendimiento.

Perspectivas

Completar la caracterizacién de los espiropiranos obtenidos por técnicas de IR y
espectrometria de masas debido a que se trata de moléculas novedosas.

Estudiar el comportamiento de la reaccion de Prins probando otros acidos de Lewis.

Probar el efecto bioldgico de los espiropiranos en diversas lineas celulares de cancer.
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Figura 11. Espectro de RMN-"H para 7 en CDCls.
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Figura 13. Espectro de RMN-HSQC para 7 en CDCls.
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Figura 21. Espectro de RMN-"3C para 9 en CDCls.
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Figura 25. Espectro de RMN-"H para 15 en CDCls.
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Figura 36. Espectro de RMN-"3C para 17 en CDCls.
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Figura 56. Espectro de RMN-"3C para 21 en CDCls.
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Figura 61. Espectro de RMN-"3C para 22 en CDCls.
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Figura 67. Espectro de RMN-HSQC para 23 en CDCls.
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Figura 71. Espectro de RMN-"3C para 24 en CDCls.
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Figura 72. Espectro de RMN-HSQC para 24 en CDCls.
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Figura 73. Espectro de RMN-HMBC para 24 en CDCls.
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Figura 74. Espectro de RMN-COSY para 24 en CDCls.
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