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Fitoquimica y evaluacion biologica de Croton caracasana Pittier.
Hemisintesis y evaluacion biolégica de derivados del acido de caracasina.

Katiuska Edith Chavez Vélez
Postgrado en Quimica de Medicamentos
Universidad Central de Venezuela

RESUMEN

En este trabajo de investigacion se presenta los resultados del estudio
fitoquimico de la planta Croton caracasana Pittier (Euphorbiaceae) colectada en
Venezuela. De los tallos y hojas de la planta, se aislaron y caracterizaron siete
compuestos identificados como 5-hidroxi-3, 7, 8, 3’, 4’-pentametoxiflavona (I),
lupeol (I), crotofolin E (lIl), crotocarasin A (IV), crotocarasin B (V), crotocarasin
C (VI) y crotocarasin D (VII). Los compuestos IV, V, VI y VII se reportan por
primera vez en la literatura de productos naturales. Se evalud la actividad
citotdéxica de estos compuestos a través del método del MTT sobre las lineas
celulares MCF-7 y SKBR3 (carcinoma mamario). Se encontré que los
compuestos 1V, V, VI y VII presentaron actividad citotoxica sobre las lineas
MCF-7 y SKBR3, mientras que el compuesto Ill solo mostr6 actividad sobre la
linea SKBR3. Adicionalmente, se realizé la hemisintesis de diversos derivados
del &cido de caracasina aislado de Croton micans. Estos derivados se
obtuvieron a través de reacciones de formacion de ésteres y amidas, reduccién
con H, Pd/C y con NaBH4, reacciones con m-CPBA y adiciones nucleofilicas
1,4. Se evalué la actividad citotoxica, antibacteriana, leishmanicida y tripanocida
de estos compuestos y se realiz6 un analisis preliminar de la relacién estructura

guimica-actividad biologica con los resultados obtenidos.

Palabras claves: Croton caracasana Pittier, diterpenos, crotofolanos, acido de
caracasina, hemisintesis, actividad citotdxica, antibacteriana, leishmanicida,
tripanocida.
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Phytochemical and biological evaluation of Croton caracasana Pittier.
Hemisynthesis and biological evaluation of derivatives from
caracasine acid.

Katiuska Edith Chavez Vélez
Postgrado en Quimica de Medicamentos
Universidad Central de Venezuela

ABSTRACT

In this research paper the results are presented for the phytochemical study of
Croton caracasana Pittier (Euphorbiaceae) collected in Venezuela. From the
stems and leaves of the plant, seven compounds were isolated and
characterized, identified as 5-hydroxy-3, 7, 8, 3’, 4’-pentamethoxyflavone (1),
lupeol (Il), crotofolin E (lIl), crotocarasin A (IV), crotocarasin B (V), crotocarasin
C (VI) and crotocarasin D (VII). Compounds IV, V, VI and VIl are reported for
first time as natural products. These compounds were evaluated against the
MCF-7 and SKBR3 cell lines (breast cancer) using the MTT method. It was
found that the compounds IV, V, VI and VIl were active and present cytotoxic
activity against the MCF-7 and SKBR3 cell lines, while compound Il showed
activity only against the SKBR3 cell line. Additionally, we performed the
hemisynthesis of various derivatives from caracasine acid isolated from Croton
micans. These derivatives were obtained through esters and amide forming
reactions, reduction with H, Pd/C and NaBH,4 reactions with m-CPBA and
nucleophilic additions. Cytotoxic, antibacterial, leishmanicidal and trypanocidal
activity of these compounds was evaluated, and a preliminary analysis of the

structure—activity relationship was conducted with the obtained results.

Keywords: Croton caracasana Pittier, diterpenes, crotofolanes, caracasine acid,
hemisynthesis, cytotoxic, antibacterial, leishmanicidal, trypanocidal activity.
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[. INTRODUCCION

Los productos naturales, especialmente de las plantas, se han utilizado desde
hace miles de afios para el tratamiento de diversas enfermedades.’ Los
medicamentos derivados de plantas han constituido la base de los sistemas de
medicina tradicional que han sido utilizados durante siglos en muchos paises

como Egipto, China e India.?

En la actualidad, estos métodos basados en el uso de plantas siguen
desempefiando un papel esencial en el tratamiento de diversas enfermedades.
SegUn la Organizacién Mundial de la Salud,® se estima que en muchos paises
desarrollados una gran proporcién de la poblacién hace uso de las practicas
tradicionales para tratar los problemas de salud, especialmente el uso de

plantas medicinales.

Se calcula que en los paises en vias de desarrollo, entre 65 y 80% de la
poblacién depende exclusivamente de las plantas medicinales para los
cuidados bésicos de salud; por ejemplo, hasta 80% de la poblacion en Africa,

71% en Chile y 40% en Colombia, entre otros.*

Por otro lado, los estudios clinicos, farmacolégicos y quimicos de estas
medicinas tradicionales, llevaron al descubrimiento de la mayoria de los
primeros medicamentos tales como aspirina (1), quinina (2), digitoxina (3),

morfina (4) y pilocarpina (5).°



OAc

1)

Oy

(4) (5)

Hoy en dia, a pesar del desarrollo de la industria farmacéutica, el interés en la
naturaleza como productora de agentes quimioterapéuticos potenciales
continia.® Un andlisis de los productos naturales como fuente de nuevos
medicamentos en el periodo 1981-2002," indica que 16,4% de las 877
moléculas pequefas, sintetizadas como nuevas entidades quimicas,
corresponden a estructuras que contienen farmacoéforos derivados directamente
de productos naturales. En el area de los antiinfecciosos (antibacterianos,

antifingicos, antiparasitarios, y antivirales), cerca de 70% son de origen natural



o inspirados en ellos, mientras que en el area de tratamiento del cancer 67%

pertenecen a esta categoria.’

Esto nos confirma la gran importancia de los productos naturales en la
busqueda de nuevas drogas y a pesar de la intensa investigacion de la flora
terrestre, se estima que solo entre 5 y 15% de las aproximadamente 250.000
especies de plantas superiores se han investigado quimica 'y
farmacoldgicamente. El potencial de grandes areas de bosques tropicales se

mantiene practicamente sin explotar.®

En el presente trabajo se muestra los resultados del estudio fitoquimico de la
planta Croton caracasana Pittier (Euphorbiaceae) colectada en Venezuela y los
resultados de la evaluacion de la actividad citotoxica de los metabolitos

secundarios mayoritarios aislados.

Adicionalmente, se realizaron modificaciones estructurales del compuesto acido
de caracasina, aislado previamente por nuestro grupo de investigacion de la
planta Croton micans Muell. Arg. y los derivados sintéticos obtenidos fueron
evaluados sobre las lineas celulares tumorales MCF-7 y PC3, bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas, Leishmania mexicana y Tripanosoma cruzi.



Capitulo I: Fitoguimica y evaluacion biologica de Croton

caracasana Pittier.

.................................................................................................................................



Capitulo I: Fitoquimica y evaluacién biolégica de Croton caracasana Pittier

I.1 Familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es una de las mas grandes del reino vegetal, contiene
alrededor de 8700 especies ubicadas en 320 géneros.” Son plantas casi
cosmopolitas, aunque se encuentran principalmente en América y Africa
Tropical, son escasas en las regiones articas. Las especies europeas son
herbaceas, pero la mayor parte de las euforbiaceas corresponden a arboles o

arbustos y algunas pocas son lianas.

Suelen tener hojas alternas y con estipulas que pueden transformarse en
espinas o glandulas. Las flores, unisexuales, estan reunidas en espigas,
racimos o ciatos. El ovario es supero, generalmente tricarpelar, trilocular,
sincéarpico; en cada una de las cavidades hay un solo 6vulo anatropo con
placentacion axial. El fruto es una cépsula tricoca, o sea, un fruto seco que al
madurar se subdivide en los tres carpelos que lo constituyen, denominado

tricoco.*°

La clasificaciéon de la familia Euphorbiaceae es complicada debido al gran
tamafio y la diversidad de la familia.'* Segun la clasificacién de Webster, la
familia se divide en cinco subfamilias: Phyllanthoideae, Oldfieldioideae,

Acalyphoideae, Crotonoideae y Euphorbioideae.** 3

La caracteristica principal de muchas de estas plantas, lo constituye la

presencia de un latex que exudan cuando se cortan.



Esta familia posee una extrema diversidad botanica y quimica, por lo que
abarca una gama de aplicaciones como: alimenticias, venenosas, medicinales,
industriales, entre otras.'* Entre las especies mas valiosas estan Manihot
esculenta Crantz, una de las plantas alimenticias méas importantes a nivel
mundial, Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch, especie ampliamente
cultivada como ornamental y Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. Juss.) Muell.

Arg., la fuente principal del caucho natural.’

Las principales sustancias que contienen los ejemplares de esta familia son los
triterpenos, seguidos de los flavonoides y alcaloides. Sin embargo, también se
ha registrado la presencia de otros metabolitos como las cumarinas, glicésidos

cianogénicos y taninos.**

Uno de los géneros importantes dentro de la familia Euphorbiaceae, es el
género Croton, cuyas especies se reportan ampliamente usadas con propdsitos

medicinales.
.2 Género Croton

El género Croton es el segundo mas numeroso de la familia Euphorbiaceae
comprendiendo alrededor de 1300 especies™ distribuidas en las regiones

tropicales y subtropicales de ambos hemisferios.*®

Pertenece a la subfamilia Crotonoideae,'’ la cual contiene cerca de 2400

especies distribuidas en 67 géneros y 12 tribus.*



Este género esta formado por hierbas, arbustos y arboles. Las plantas estan
recubiertas por pelos estrellados o escamosos, y tienen hojas enteras,
dentadas, lobuladas. Sus flores son monoicas o dioicas, y estan reunidas en
espigas terminales o axilares. El fruto es una capsula que se divide en cocas
bivalvas, mientras que las semillas son lisas y presentan una pequefia

cartuncula.®

Croton elegans Croton cuneatus Croton lechleri

Figura 1. Fotos de especies Croton

Varias especies del género Croton tienen un gran papel en el uso tradicional de
plantas medicinales en Africa, Asia y América del Sur. Las aplicaciones
populares incluyen tratamiento del cancer, estrefiimiento, diabetes, problemas
digestivos, disenteria, heridas externas, fiebre, hipercolesterolemia,
hipertension, inflamacion, parasitos intestinales, malaria, dolor, Ulceras y

pérdida de peso.*®



Entre las actividades farmacoldgicas experimentalmente comprobadas para las
especies de este género destacan su potente actividad antiinflamatoria,

antiulcerogénica, antidiabética, analgésica y anticancerigena.*®

Como la mayoria de las Euphorbiaceae, varias especies de Croton, tales como
C. lechleri Muell. Arg., C. palanostigma Klotzsch, C. draconoides Muell. Arg. y
C. urucurana Baillon, contienen un latex rojizo o amarillento que se obtiene al
hacer cortes en la corteza®® (Figura 2). Debido a su apariencia similar a la
sangre, este latex es llamado “sangre de drago”, “sangre de grado” o “sangre

120

de dragén™" y es muy apreciado porque se considera que tiene capacidad de

acelerar la cicatrizaciéon de heridas.*®

Figura 2. Latex en la especie Croton lechleri Muell. Arg.

El latex es un remedio casero comun en Perd y en otros paises de Ameérica
Latina, donde las tribus indigenas lo utilizan internamente y externamente para
detener el sangrado, ayuda a curar heridas y tratar las enfermedades
intestinales. Los resultados de estudios in vitro e in vivo apoyan el uso del latex

viscoso, que exhibe actividad antioxidante, antiviral y antiinflamatoria, ademas

8



de ser eficaz en el tratamiento de diferentes tipos de diarrea incluyendo la que
se presenta en casos de célera.?’ Se reporta que el latex de algunas especies,
contiene proantocianidinas y/o alcaloides tales como taspina o parte de varios

compuestos similares a benzilisoquinolinas.*®

La quimica del género Croton es considerablemente diversa, los terpenos son
los metabolitos secundarios predominantes en el género, principalmente los
diterpenoides, incluyendo los de tipo cembranoides, clerodano, neoclerodano,
halimano, isopimarano, kaurano, seco-kaurano, labdano, esqueletos tipo férbol
y trachilobano. Triterpenoides pentaciclicos y esteroidales, asi como alcaloides
y flavonoides también han sido reportados. Algunas especies son aromaticas,

debido a la presencia de aceites volatiles.*®



.3 ANTECEDENTES

A continuacion se muestra una revision de los metabolitos secundarios aislados
en estudios fitoquimicos realizados en varias especies del género Croton a nivel
mundial. Estos se muestran agrupados por tipo de esqueleto y en algunos
casos se mencionan las actividades farmacologicas que han sido comprobadas

para algunos de estos compuestos.
[.3.1 Diterpenos

Constituyen una extensa clase de productos naturales isoprenoides,
biosintetizados por la ruta del &cido mevalonico a partir del 2E, 6E, 10E-
geranilgeranil pirofosfato (GGPP). De acuerdo al numero y a los patrones de
ciclacibn que aparecen en su esqueleto se dividen en: aciclicos (fitano),
biciclicos (labdanos, clerodanos), triciclicos (pimaranos, abietanos, cassanos,
rosanos, vouacapanos, podocarpanos), tetraciclicos (trachilobanos, kauranos,
afidicolanos, estemodanos, estemaranos, beyeranos, atisanos, gibberellanos),
diterpenos macrociclicos (taxanos, cembranos, dafnanos, tiglianos, ingenanos)
y los compuestos mixtos. Se encuentran principalmente en plantas y hongos,

aunque también se han encontrado en los organismos marinos e insectos.?

De las especies del género Croton estudiadas se han aislado un gran niumero
de diterpenos biciclicos tipo labdanos. A continuacion se muestran algunos de

estos compuestos.
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.3.1.1 Labdanos

Del extracto metandlico de las hojas de Croton stipuliformis J. Murillo, una
especie colombiana, se aislaron e identificaron tres 3,4-seco-labdanos (6-8) y
un ent-labdano (9). Estos compuestos se identificaron como &cido ent-3,4-seco-
12,15-dioxo-4,8,13-labdatrien-3-oico  (6), &cido ent-3,4-seco-12,15-epoxi-
4,8,12,14-labdatetraen-3-oico  (7), acido 3,4-seco-15-nor-14-ox0-4,8,12(E)-

labdatrien-3-oico (8) y ent-12,15-dioxo-8,13-labdadien-3a-ol (9).%

(9)
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Del extracto de hexano de la corteza de Croton oblongifolius Roxb, un arbol
mediano que se distribuye a lo largo de Tailandia, utilizado en la medicina
tradicional como purgante y en el tratamiento de dispepsia y disenteria, se
aislaron tres diterpenos identificados como 2-acetoxi-3-hidroxi-labda-
8(17),12(E),14-trien (10), 3-acetoxi-2-hidroxi-labda-8(17),12(E),14-trien (11) y

2,3,dihidroxi-labda-8(17),12(E),14-trien (12).%

(10)R=Ac;R=H
(11)R=H;R'=Ac

(12)R=H;R =H

Se ensay0 la actividad citotoxica de los compuestos aislados contra las
siguientes lineas celulares de cancer: KATO-3 (carcinoma gastrico), SW620
(adenocarcinoma de colon), BT474 (carcinoma de mama), HEP-G2
(hepatoblastoma de higado) y CHAGO (carcinoma de pulmén) obteniéndose
como resultado que el compuesto 12 mostré accion citotoxica moderada contra
KATO-3 (Clsp 2,2 pg/mL), SW620 (Clso 2,7 pg/mL), BT474 (Clso 4,6 ug/mL),
HEP-G2 (Clsp 3,7 ug/mL) y CHAGO (Clsp 3,3 pg/mL). Por otro lado, los
compuestos 10 y 11 mostraron una débil actividad contra KATO-3 (5,7 pg/mL) y
SW620 (Clsg 7,1pug/mL) y KATO-3 (Clsg 3,3 ug/mL) y BT474 (Clsg 5,9 pg/mL),

respectivamente.?
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Croton zambezicus Muell. Arg. es un arbusto o arbol pequefio que se encuentra
en Africa tropical. La decoccion de las hojas se utiliza en la Republica de Benin
como anti-hipertensivo, anti-microbiano (infecciones urinarias) y para tratar la
fiebre asociada con la malaria.?* De la corteza de esta especie se aislé el

diterpenoide crotonadiol (13).%°

(13)

Como ya se menciond, los diterpenos biciclicos con esqueleto tipo clerodano
son los mas abundantes dentro del género Croton, algunos de los compuestos

aislados en los estudios realizados se muestran a continuacion.

.3.1.2 Clerodanos

Del extracto de diclorometano de las raices de la especie Croton campestris St.
Hil, el cual es un arbusto distribuido en Brasil, llamado “velamo do campo”, y
cuyas raices son usadas en la medicina popular como un potente purgante y
para tratar la sifilis, se aislaron tres furano-diterpenos llamados, velamone (14),
velamolone (15) y acetato de velamolone (16). Estos compuestos mostraron
actividad molusquicida contra Bulinus truncatus, uno de los caracoles acuaticos

que originan la schistosomiasis.?® 2’
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(14) R = Me
(15) R = CH,OH

(16) R = CH,OAC

Croton urucurana Baillon es un arbol cominmente encontrado en la regiéon de
Dourados, MS, Brasil. Esta planta es ampliamente utilizada en la medicina
tradicional para tratar heridas, reumatismo, cancer y otras enfermedades.?® De
los tallos de esta planta se aislaron dos compuestos identificados como 15,16-

epoxi-3,13(16)-clerodatrieno-2-ona (17) y 12-epi-metil-barbascoato (18).%

(17) (18)

Asi como otras especies de Sur Ameérica, Croton lechleri Muell. Arg. es
conocido como “Sangre de Drago” o “Sangre de Grado” y es ampliamente

usado en la medicina popular para el tratamiento de heridas, inflamacion y
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cancer. Estudios quimicos reportan que del extracto cloroférmico de esta
especie, colectada en Ecuador, se aislaron cuatro diterpenoides identificados
como acido hardwickiico (19), bincatriol (20), crolequinol (21) y el &acido

crolequinico (22).%°

COOH
(19)

(21) (22)
Croton cajucara Benth. es un arbol grande que crece abundantemente en la
region amazoénica de Brasil. Es llamado localmente como “sacaca” y es utilizado

en la medicina popular para tratar desordenes hepaticos y de rifidn, obesidad e
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hipertension. De la corteza del arbol se han aislado diterpenos como trans-
dehidrocrotonina (23), trans-crotonina (24), sacacarina (25), cis-cajucarina B

(26) y trans-cajucarina B (27).

Estudios llevados a cabo con el compuesto trans-dehidrocrotonina revelaron su
amplio perfil farmacoldgico, que incluye actividad antiinflamatoria, citotoxica,

antitumoral, hipoglicemiante, antiestrogénico y vasorelajante.®

(25)
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.COOMe

.COOMe " \CHa

o
wCHy Xy

CH,
(26) 27)

Entre los diterpenos tetraciclicos que se han aislado de especies del género
Croton y que han resultado interesantes desde el punto vista farmacoldgico se

encuentran los kauranos.

[.3.1.3 Kauranos

De la especie Croton oblongifolius Roxb. se aislaron dos diterpenos de tipo ent-
3,4-seco-kauranos identificados como &cido ent-3,4-seco-17-oxo-kaur-

4(19),15(16)-dien-3-oico (28) y acido ent-3,4-seco-kaur-4(19),16(17)-dien-3-oico

(29).%

(28) (29)
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Croton tonkinensis Gagnep. es un arbusto nativo del norte de Vietnam,
conocido por los viethamitas como “kho sam Bac bo”, Sus hojas secas se usan
en la medicina tradicional vietnamita para tratar quemaduras, abscesos,
erupciones, dolor abdominal, dispepsia, Ulceras gastricas y duodenales. Esta

especie ha sido una fuente prolifica de diterpenoides tipo ent-kauranos.

De las hojas de esta especie se aisldé el diterpeno ent-1B-acetoxi-7a,143-

dihidroxi-kaur-16-en-15-ona (30).*

(30)

De la misma fuente se obtuvieron los siguientes ent-kauranos, ent-7a,14p3-
dihidroxikaur-16-en-15-ona  (31), ent-18-acetoxi-7a-hidroxikaur-16-en-5-ona
(32), ent-18-acetoxi-7a,14B-dihidroxikaur-16-en-15-ona (33)** y ent-7B-hidroxi-

15-oxokaur-16-en-18-ol (34).%°

(31) R, = H, R,= H, Ry = OH
(32) Ry =H, R, = OAc, R; = H
(33) R, = H, R, = OAc, Ry = OH
(34) R, = H, R,= OH, Ry = H

18



También se ha reportado el aislamiento de ent-1a,14a-diacetoxi-73-hidroxikaur-
16-en-15-ona (35), ent-1a,7B-diacetoxi-14a-hidroxikaur-16-en-15-ona (36), ent-
18-acetoxi-14a-hidroxikaur-16-en-15-ona (37) y ent-(16S)-18-acetoxi-7f3-

hidroxikauran-15-ona (38).°

(35) Rl = OAc, R2= H, R3 = OAc, R4 = OH
(36) R, = OAC, R,=H, Ry = OH, R,= OAc
(37) Ry = H, R, = OAC, Ry = OH, R, = H

AcO

(38)

Del extracto metandlico de las hojas de esta planta se aislé el compuesto ent-
153, 18-dihidroxikaur-16-en (39), el cual mostré una débil actividad citotéxica en
artemia salina presentando un porcentaje de muertes a las 24h de 46.7% a

71.4pg/mL.*’

(39)
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También se reporta el aislamiento de los diterpenos ent-7a-acetoxi-11p3-

hidroxikaur-16-en-15-ona  (40), ent-18-acetoxi-11B-hidroxikaur-16-en-15-ona

(41), &cido ent-11B-acetoxikaur-16-en-18-oico (42), ent-15B3-18-dihidroxikaur-16-

en (43), ent-11p-18-diacetoxi-7a-hidroxikaur-16-en-15-ona (44) y ent-(16S)-1B-

14B-diacetoxi-7a-hidroxi-17-metoxikauran-15-ona (45).%’

Ri R R; R; Rs

(40)
(41)

(42)

H OAc H H OH

H OAc OH H OAc

(45)
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Croton geayi Leandri. es un arbusto endémico de Madagascar donde es usado
en la medicina tradicional para varios propositos, particularmente contra la
malaria. La investigacion fitoquimica del extracto metandlico de los tallos de
esta especie resultdé en el aislamiento de los diterpenos de tipo ent-3,4-seco-

kauranos, geayine (46) y 7-deoxogeayine (47).%

(46) (47)

Se reporta que la raiz de Croton zambesicus Muell. Arg. se usa en Sudan para el
dolor menstrual y como laxante, también en algunas regiones de Nigeria como
antipaltdicos y antidiabéticos. La decoccién de las hojas se utiliza en Benin para la
fiebre, la disenteria, convulsiones, como antihipertensivo y como antibiético para las
infecciones urinarias y en algunas partes como remedio contra la diabetes y la malaria.
La decoccioén de las semillas se utiliza cominmente para tratar la tos, la malaria y para
aliviar el dolor menstrual. Del extracto metandlico de los frutos secos de esta
planta se reporta el aislamiento de un diterpeno identificado como ent-kaurano-

3a,16a,17-triol (48).%°
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(48)

El compuesto acido ent-15-oxo-kaur-16-ent-18-oico (49) aislado de Croton
argyrophilloides Muell. Arg. exhibi6é potente actividad citotdxica contra las lineas
celulares de cancer humano HCT-8, HL-60, SF-295 y MDAMB-435 con valores

de Clso de 1.5 uM, 2.0 uM, 3.7 uM y 4.2 uM, respectivamente.*

(49)

Del extracto de CH.Cl, de las hojas de la planta Croton kongensis Gagnepain
se aislaron tres diterpenos tipo ent-8,9-seco-kauranos identificados como ent-
8,9-seco-7a,11B-diacetoxikaura-8(14),16-dien-9,15-diona  (50), ent-8,9-seco-
8,14-epoxi-7a-hidroxi-11p-acetoxi-16-kauren-9,15-diona (51) y ent-8,9-seco-7a-
hidroxi-11p-acetoxikaura-8(14),16-dien-9,15-diona (52). Estos compuestos
exhibieron actividad antimicobacteriana a concentraciones minimas inhibitorias
de 25.0, 6.25 y 6.25 pg/mL, respectivamente. También presentaron actividad

antimalarica con valores de Clso en un intervalo de 1.0-2.8 ug/mL.*

22



(50) R =Ac (51)
(52) R=H

En otras pruebas estos seco-ent-kauranos demostraron citotoxicidad
comparable contra la linea celular Vero (los valores de Clsg oscilaron desde 0,9-
3,2 yg/mL), la linea celular KB (Clso desde 1,2 a 13,8 ug/mL), y la linea celular
BC (con Clsp 1,1-2,2 pg/mL, excepto para el compuesto 52, que fue inactivo

contra las células BC).*

De las especies del género Croton también se han aislado diterpenos menos

comunes como los crotofolanos y cembranolidos, entre otros.

[.3.1.4 Otros diterpenos
[.3.1.4a Crotofolanos

Los diterpenos tipo crotofolano tienen anillos de 5, 6 y 7 miembros fusionados y
se cree que son biosintetizados desde cembrano via latirano a través de una
ciclizacién anular. Estos diterpenoides se han encontrado en pocas especies
del género Croton, C. corylifolius Lam de Jamaica,**** C. dichogamus Pax. de
Kenya,** C. humanianus J. Leonard. de la Republica Popular del Congo® y en

la especie C. cascarilloides Rauschel.*®
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De la especie Croton corylifolius Lam se aislaron cuatro diterpenos crotofolanos

identificados como crotofolin A (53)*, B (54), C (55) y E (56).*

(53) R,=OH R,=CHs (55)

(54) R;=CH; R;=0OH

Del extracto de CH,ClI, de las hojas de la especie Africana Croton dichogamus

Pax. se aislaron los compuestos crotéxidos A (57) y B (58).**

(57) (58)
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Croton haumanianus J. Leonard. es un arbusto tropical cuyas hojas y corteza se
usan popularmente para tratar blenorragia, enfermedades gastricas y también
como antihipertensivo y antiepiléptico. Del extracto de éter de petrdleo de la
corteza de esta especie se reporta el aislamiento de un diterpeno tipo

crotofolano que se identificé6 como crotohaumanéxido (59).4

O
<

(59)

Del extracto metandlico de las ramas de Croton cascarilloides R&uschel
colectada en las Islas Okinawa se aisl6 un diterpenoide de tipo crotofolano (60)

y un nor-crotofolano rearreglado (61).%°

(61)
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1.3.1.4b Cembranolidos

Del extracto de diclorometano de los tallos de la especie Croton gratissimus
Burch. se aislaron cuatro cembranolidos identificados como (+)-[1R, 2S, 7S, 8S,
12R]-7,8-epoxi-2,12-ciclocembra-3E,10Z-dien-20,10-olido  (62), (+)-[1R,10R]-
cembra-2E,4E,7E,11Z-tetraen-20,10-0lido  (63), (+)-[1R, 4S, 10R]-4-
hidroxicembra- 2E, 7E,11Z-trien-20,10-olido (64) y (-)-[1R, 4R, 10R]-4-
hidroxicembra-2E,7E,11Z-trien-20,10-olido (64). Estos compuestos mostraron
una actividad moderada contra las lineas celulares de cancer de ovario PEOl y

PEO1 TaxR.*’

(62) Ho, (63)

0 (64)
\\o

Del extracto de hexano de la corteza del arbol de Croton oblongifolius Roxb. se
reporta el aislamiento de los compuestos acido crotocembranoico (65) acido

neocrotocembranoico (66)*® y el aldehido neocrotocembranal (67).%°
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CH,
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CH,

COOH COOH
(65) (66)

CHO
(67)

Del extracto etandlico de las hojas de la especie Croton tonkinensis Gagnep se
aislaron dos diterpenos tipo grayanano que se identificaron como crotonkinensis
A (68) y crotonkinensis B (69). Estos compuestos presentaron un potente efecto
antiinflamatorio. Este tipo de diterpenos grayanano son rara vez obtenidos de
fuentes naturales siendo este el primer informe de la presencia de este tipo de

diterpenos en una especie Croton asi como en la familia Euphorbiaceae.
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Del extracto etandlico de las hojas de Croton steenkampianus Gerstner se
aislaron dos nuevos diterpenoides identificados como steenkrotina A (70) y
steenkrotina B (71). EI compuesto steenkrotina A mostr6 moderada actividad

contra Plasmodium falciparum a concentraciones de 9.1-15.8 pM.>*

(70) (71)

De los tallos de Croton urucurana Baillon se han aislado diterpenos con

esqueleto tipo cleistantano como el sonderianin (72).%°

/
07 owme
(72)
Los triterpenoides también son comunes en del género Croton, a continuacion
se muestran algunos de los compuestos dentro de esta categoria que han sido

aislados en especies de este género.
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[.3.2 Triterpenoides

De las hojas de C. betulaster Muell. Arg., una especie del noreste de Brasil,
Barbosa y colaboradores obtuvieron los triterpenos lupenona (73), lupeol (74),
3-0x0-22-hidroxihopano,  3-oxo0-20-B-hidroxitaraxastano  (75),  3-0x0-20-
hidroxilupano (76), acido 3-oxo-olean-12-en-28-oico (77) y acido 3-oxo-olean-

18-en-28-oico (78).>

(73) \ (74)

(75) (76)
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El triterpeno acido acetil aleuritdlico (79) se ha obtenido a partir de dos especies

de Croton nativas de Brasil, C. cajucara Benth> y C. urucurana Baillon. %

AcO

(79)

Dentro de la diversidad quimica del género Croton, los flavonoides también han

sido aislados.

1.3.3 Flavonoides

Dos flavonas C-glucosidos vitexina (80) e isovitexina (81) fueron aisladas como
las principales constituyentes del extracto metandlico de las hojas de Croton

tonkinensis Gagnep. junto con un flavonol acilado conocido como tilirosido
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(82),>* el cual también ha sido reportado para la especie Croton micans Muell.

Arg.>® y Croton huberi Steyerm.*®

HO
(@]
OH
e} OH
HO
HO (0]
OH (0]
(80)

OH

(82)

La flavona llamada crotoncudatin (83), fue aislada del extracto etanodlico de los
tallos de Croton caudatus Geisel. var. tomentosus Hook. junto con nueve

analogos conocidos 3,5,6,7,8,3',4"-heptametoxiflavona (84), tangeretina (85),
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nobiletina (86), 5,6,7,4'-tetrametoxi-flavona (87), sinensetina (88), kaempferol
(89), tilirosido (82), kaempferol-3-O-rutinosido (90) y rutina (91). Los tallos y las
hojas de esta planta se utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento de

la malaria, fiebre, convulsiones, la artritis reumatica y entumecimiento.>’

OMe

OMe
OMe

MeO O (83)

MeO

(84) R, = R,= Ry = OCHj
(85) R; = R, = H, Ry = OCH;
(86) R; = Rz = OCHs, R, = H
(87) R, =R,=Ry=H

(88) R, = OCHs, R,= Ry = H

MeO

MeO
OMe O
Ry
OH
89)R,=R,=H
HO 0 @) R =R,
(90) R; = H, R, = Rutinosa
‘ (91) R, = OH, R; = Rutinosa
OH

Otro grupo de compuestos que también han sido aislados y caracterizados en el

género Croton aunque menos comunes son los alcaloides.
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1.3.4 Alcaloides

Croton moritibensis es un arbusto oriundo de Brasil donde es popularmente
conocido como “velame-preto”. De las partes aéreas de esta planta se aislaron
cuatro alcaloides -carbolina harman (92), tetrahidroharman (93), 2-

etoxicarbonil-tetrahidroharman (94) y 6-hidroxi-2-metiltetrahidroharman (95).>®

R
N N
N N \Rl
H CH, H CH,

(92) (93) R=Ry=H

(94) R = R, = COOEt
(95) R = R; = Me

Del extracto de diclorometano de los tallos de de la especie brasilefia Croton

pullei var. glabrior Lanj. se aislaron los compuestos crotonimida A (96) y

crotonimida B (97).>°

\‘\N

H R
T
(0]

(96) R= -CH(CH3)CH,CHs
(97) R= 'CH2CH3
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En nuestro grupo de investigacion, como parte de un macroproyecto basado en
el estudio fitoquimico de plantas de la familia Euphorbiaceae presentes en
Venezuela, se han investigado varias especies pertenecientes a esta familia
incluyendo las del género Croton. Las especies de este género que han sido
estudiadas por nuestro grupo son C. malambo, C. cuneatus, C. huberi, C.
matourensis, C. micans, C. gossypiifolius, C. rodolens, C. pungens, C. hircinus,
C. sucrensis y C. rhamnifolius. Los resultados de algunos de estos estudios se

muestran a continuacion.

[.3.5 Croton malambo H. Karst

Este es un arbol pequefio que crece en la region oeste de Venezuela y en la
parte noroeste de Colombia, es conocido como “palomatias”, “torco” y “cascara
de lombrices”. Una infusion de la corteza de palomatias es ampliamente usada
en la medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades como:
diabetes, diarreas, reumatismo, Ulceras gastricas, y como un agente
antiinflamatorio y analgésico. En estudios realizados se demostr6 que el
extracto acuoso de C. malambo tiene efectos analgésicos y antiinflamatorios
significativos.®

Del extracto de diclorometano se aisl6 un ent-kaurano, 163-17a-diol-ent-
kaurano (98). Se evaluo la actividad citotoxica y proapoptética de este
compuesto mediante el método colorimétrico MTT sobre lineas celulares del

tipo MCF-7 (carcinoma mamario humano). Cuando las células del carcinoma

mamario fueron tratadas con concentraciones crecientes del ent-kauranoide, su
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actividad citotoxica mostré un Clsp de 12,5 pg/mL, dosis que es 2,66 veces

menor que los correspondientes valores para células no malignas.®*

(98)

En otro estudio realizado, se determiné la composicion del aceite esencial de
esta planta por medio de un analisis GC-MS, encontrandose como compuesto
mayoritario al fenilpropanoide metil eugenol (94.2%), seguido por y-bisaboleno
(1.3%), isoelemicina (0.8%), y-curcumeno (0.8%), junto con otros 25
constituyentes minoritarios que fueron identificados. El aceite esencial present6

significativa actividad antibacteriana y citotéxica contra la linea celular MCF-7.%2
[.3.6 Croton cuneatus Klotz

Este es un arbol pequefio que crece en la regibn amazénica de Venezuela, y es
comunmente conocido como arapurina, caferana y manteco de agua. Esta
planta medicinal es usada por los nativos del Amazonas para tratar
inflamaciones, alteraciones gastrointestinales y como un agente analgésico. El
analisis fitoquimico del extracto de diclorometano de las partes aéreas de esta
planta, indico la presencia de lichexantona (99), selin-11-en-4a-ol (100) y los
alcaloides glutarimidicos: julocrotonina (101), julocrotol (102), isojulocrotol (103)

y julocrotona (104).%
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OH 0 CHj,

MeO

(100)

(101: R=R’'=H
(102): R=H, R = OH
(103): R=OH, R = H
(104):R=R' =0

Se evalud la actividad citotdéxica de estos compuestos por medio del método
MTT contra los siguientes tipos de lineas celulares tumorales humanas: MCF-7
(carcinoma de mama), X-17 (carcinoma de colon), Hep-G2 (hepatoma), Skhep-
1 (tumor de higado) y LoVo (carcinoma de colon). Se encontré que todos los
compuestos resultaron citotoxicos sobre las lineas MCF-7 y Hep-G2, siendo el
julocrotol, el mas citotdxico y selectivo sobre la linea MCF-7 con un valor de
Clsp = 21.0 pg/mL.®® En otro estudio realizado, los compuestos julocrotonina,
julocrotol, isojulocrotol y julocrotona presentaron excelente actividad

antiinflamatoria.®*
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La composicién del aceite esencial de C. cuneatus Klotz fue determinada
mediante un analisis GC-MS, encontrandose como constituyentes principales

fenilpropanoides y alcoholes sesquiterpénicos.®

En estudios posteriores, se determind que el extracto acuoso de Croton

cuneatus presenta actividad antiinflamatoria® asi como actividad antidiabética.®’
[.3.7 Croton huberi Steyerm

Este es un arbol mediano que crece en la cordillera norte de Venezuela. El
estudio fitoquimico de las hojas de esta planta permiti6 el aislamiento e
identificacién de retusina (107) y N-metil-5-hidroxi-A3-pirrolin-2-ona (105),
aislados del extracto de diclorometano, tilirosido (82) y quercitrina (108),
aislados del extracto de acetato de etilo y del extracto de hexano se aislé

blumenol A (106), éxido de cariofileno (109) y fitol (110).°°

I
0 N OH
§Q/
(105)
OCH,
H,CO o)

(107)

‘ OCH,

OH
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(110)

En otro estudio realizado, se determiné la composicion del aceite esencial de
las hojas de esta especie, que se caracterizd por poseer un alto contenido de
sesquiterpenos (62,5%) siendo el y-eudesmol el principal constituyente (18.7%),
seguido por germacreno-D (11.7%), B-eudesmol (7,6%), oxido de cariofileno
(6,9%), kauranos (5,3%), humuleno (4,3%), cedrol (4.6 %) e isoelemicina

(3.0%).%8
1.3.8 Croton matourensis Aubl

Este es un arbol pequefio o mediano, el cual se encuentra abundantemente en
Brasil y Guayana. En Venezuela se ha observado principalmente en el estado
Bolivar. La investigacion quimica de los extractos organicos obtenidos de las
hojas de Croton matourensis, condujo al aislamiento e identificacion de 6
compuestos: dos flavononas glicosiladas hesperidina (111) y naringina (112),

dos diterpenos de tipo neoclerodano, trans-dehidrocrotonina (23) y 5a-hidroxi-
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trans-dehidrocrotonina (113), el monoterpeno vainillina (114) y el triterpeno de

tipo oleanano a-amirina (115).%°

OMe
OH
o o OH
CH,
O o
o)
(111)
OH  oOH OH
OH
OH o)
OMe
HO OH
O o 0
OH (112)
OH
OH o © H
CH, OH
0
\
CH,
O/
OH
(114)

(113)
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(115)

En el estudio del aceite esencial de esta especie se identificaron 46
compuestos, siendo los principales componentes fenchil acetato (19.5%),
metileugenol (14.2%), isoelemicina (11.3%), elemicina (7.6%), espatulenol
(6.9%) y valenceno (5.8%). El aceite esencial de esta especie presentd una
citotoxicidad moderada sobre las lineas celulares LOVO (carcinoma de colon),

X-17 (carcinoma de colon) y HeLa (cancer de cuello uterino).”

[.3.9 Croton micans Muell. Arg.

Es un arbusto que crece en la zona norte de Venezuela. En el estudio
fitoquimico de los extractos apolares de las flores de esta especie (la cual, en
principio, fue erréneamente identificada como Croton caracasana)’® se aislaron
dos nuevos 3,4-seco-ent-kauranos identificados como caracasina (116) y acido
de caracasina (117), junto con los terpenos O6xido de cariofileno (109),
espatulenol (118) estigmasterol (119), estigmastenona (120), y 3,7-dimetil-1,5-
octadien-3,7-diol (121), el acido graso acido hexadecanoico (122) y el

flavonoide tilirosido (82).>
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OH

(120) (121)

HO

CHj
(122)

Se evalué la actividad citotéxica de caracasina y el acido de caracasina sobre

diferentes lineas celulares de cancer humano. Ambos compuestos indujeron
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citotoxicidad en el rango de 2 a 25 uM para caracasina (Clsg 2.7-24.3 ug/mL) y

0.8 a 12 uM para el &cido (Clsp 1.4-10.9 ug/mL).”

En otro trabajo de investigacion se determind la composicion y se evalué la
actividad citotoxica de los aceites esenciales de las flores y hojas de esta
especie. Se identificaron 63 compuestos del aceite esencial de las flores siendo
los compuestos mayoritarios fenchil acetato (41.6%), a-cariofileno (12.6%), B-
cubebeno (5.0%), B-cariofileno (5.5%), a-cubebene (5.3%), B-elemeno (4.7%) y
valenceno (4.6%). Del aceite esencial de las hojas se identificaron los
compuestos fenchil acetato (25.3%) a-cariofileno (20.7%), a-selineno (12.8%) y
B-bourbeno (9.3%). Los aceites esenciales de las flores y hojas de esta especie
presentaron una citotoxicidad moderada sobre las lineas celulares LOVO, X-17

y HeLa.”®

En un estudio més reciente, se aislaron dimeros ent-3,4-seco-kauranos de esta
especie, los cuales se identificaron como acido micansinoico (123), &cido
isomicansinoico (124), dimetil éster del acido isomicansinoico (125), monometil
éster del acido isomicansinoico (126) y monoetil éster del acido isomicansinoico

(127).72

(123)
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(124) R;= R,= H

(125) R;= R,= -CHs

(126) R,= H, R,= -CH,
(127) Ri= H. R,= -CH,CH-

1.3.10 Croton gossypiifolius Vahl.

Este arbol, que crece en la zona norte de Venezuela, conocido como “Sangre
de Drago”, es usado en la medicina tradicional como cicatrizante de heridas y
para tratar la sifilis. En el aceite esencial de esta especie se identificaron 42
compuestos principalmente sesquiterpenos oxigenados siendo los mayoritarios
el 6xido de a-cedrene (18.6%), espatulenol (16.3%), valenceno (5.8%), geranil-
pentanoato (5.3%), a-cadinol (4.0%), germacreno D (3.5%) y longifoleno

(3.3%).”
[.3.11 Croton pungens Jacq.

Esta planta es nativa de Venezuela y el estudio fitoquimico de los extractos
apolares de esta especie llevo al aislamiento de fitol (110), nor-kaurano (128),

B-sitosterol (129) y un éster de B-sitosterol (130).”
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(128)

(130)
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.4 Productos naturales como medicamentos contra el cancer.

En los ultimos veinte afios, ha habido un gran progreso en la guerra contra el
cancer. Los avances en biologia celular y la biologia molecular nos han
ayudado en la comprension de los diferentes mecanismos de esta enfermedad.
Cada vez mas medicamentos contra el cancer y vacunas han sido
desarrollados. Los productos naturales han contribuido significativamente al
desarrollo de medicamentos contra el cancer. Segun un estudio reciente, entre
los 79 medicamentos y vacunas aprobados por la FDA contra el cancer desde
1983 hasta 2002, nueve de ellos fueron directamente productos naturales
aislados y 21 de ellos fueron derivados de productos naturales. También, entre
los 39 medicamentos sintetizados contra el cancer, 13 de ellos se basaron en
un farmacéforo que se origind a partir de compuestos naturales.” Esto nos
indica el enorme potencial de los metabolitos secundarios aislados de plantas

en la bausqueda y desarrollo de nuevos farmacos antitumorales.

El aislamiento de los alcaloides de la vinca, vinblastina (131) y vincristina (132)
del bigaro de Madagascar, Catharanthus roseus (L.) G. Don. (Apocynaceae)
introdujo una nueva era del uso de los productos naturales como agentes contra
el cancer. Ellos fueron los primeros agentes en llegar al uso clinico para el
tratamiento del cancer. Vinblastina y vincristina se utilizan principalmente en
combinacion con otros agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de una
variedad de canceres, incluyendo leucemias, linfomas, cancer avanzado de

testiculo, cAncer de mama y pulmoén, y el sarcoma de Kaposi.”®
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(132) R = CHO

El descubrimiento de paclitaxel (Taxol) (133) de la corteza del tejo del Pacifico,
Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), es otra evidencia del éxito en el
descubrimiento de drogas a partir de productos naturales.’® La estructura de
paclitaxel fue elucidada en 1971”" y se introdujo en el mercado de EE.UU. en la
década de 1990. Paclitaxel es significativamente activo contra el cancer de

ovario, cancer de mama avanzado y cancer de pulmén.”®

(133)
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La camptotecina (134) es un alcaloide natural extraido del arbol ornamental
chino Camptotheca acuminata (Nyssaceae); también ha sido aislado de
Ophiorrhiza pumila (Rubiaceae) y Mappia foetida (Icacinaceae). Es un agente
citotoxico que muestra actividad anticancerigena principalmente contra tumores

sélidos como cancer de colon y pancreas.”®

(134) o}

Este compuesto mostrd notable actividad antitumoral en pruebas clinicas

preliminares pero también baja solubilidad y reacciones adversas.

Topotecan (135) e irinotecan (136) son los derivados semisintéticos de la
camptotecina y se utilizan para el tratamiento de cancer de ovario y pulmén® y

cancer colorectal, respectivamente.®!
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Epipodofilotoxina es un isomero de la podofilotoxina (137), que se aislé como el
agente antitumoral de las raices de las especies Podophyllum peltatum
Linnaeus y Podophyllum emodi Wallich (Berberidaceae). Etopdsido (138) y
tenipdsido (139) son dos derivados semi-sintéticos de epipodofilotoxina y se

utilizan en el tratamiento de linfomas y canceres bronquial’® y testicular.®

: (137) H Me

H4CO OCH;  (139) 9 o H
OR' OH
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Homoharringtonina (140), aislado del arbol chino Cephalotaxus harringtonia var
drupacea (Cephalotaxaceae), es otro agente de origen vegetal de uso clinico.
Una mezcla racémica de homoharringtonina ha sido utilizado con éxito en China

para el tratamiento de leucemia mieloide aguda y leucemia mieloide crénica.®

(140)

Las combretastatinas fueron aisladas de la corteza del arbol de Sudafrica
Combretum caffrum.®® La combretastatina A-4 (141) es activo frente a los
canceres de colon, pulmon y leucemia, y se cree que esta fitomolécula es la

mas citotoxica aislada hasta el momento.®* &

H4CO - OCH,

H5CO OCH,3

OCH,

(141)
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1.5 JUSTIFICACION

Como parte de un macroproyecto de nuestro grupo de investigacion, basado en
la busqueda de nuevos metabolitos secundarios bioactivos aislados de
especies del género Croton (Euphorbiaceae) presentes en Venezuela,
propusimos llevar a cabo el estudio fitoquimico de la planta Croton caracasana
Pittier de la cual no se conocen antecedentes en la literatura. Se convierte éste,

en el primer estudio fitoquimico de esta planta.

Basados en los resultados previamente descritos en nuestro grupo de
investigacion, consideramos que, el aislamiento, purificacién e identificacion de
los compuestos provenientes de esta planta, representa una contribucidn
importante en la blsqueda de nuevos compuestos para ensayar en lineas

celulares tumorales.
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1.6 OBJETIVOS
[.6.1 Objetivo general

1. Aislar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes
en las hojas y tallos de la planta Croton caracasana Pittier y evaluar su

actividad citotoxica.

1.6.2 Objetivos especificos

1. Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en las fracciones de hexano,
diclorometano, acetato de etilo e hidrometandlica de las hojas y tallos de

la planta Croton caracasana Pittier.

2. Caracterizar los compuestos aislados mediante  técnicas
espectroscopicas de RMN *H, RMN *C, HETCOR, FLOCK, IR, Rayos-X

y Espectrometria de Masas.

3. Evaluar la citotoxicidad de los metabolitos secundarios aislados y
caracterizados sobre las lineas celulares MCF-7 y SKBR3 utilizando el

método del MTT.

4. Evaluar la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios
aislados y caracterizados contra diversos microorganismos utilizando el

método de difusion sobre placas de agar.
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I.7 PARTE EXPERIMENTAL

Los espectros de RMN fueron tomados en un Espectrometro JEOL ECLIPSE
270 (270 MHz para *H y 67.5 MHz para *3C). Se utiliz6 CDCl; y MeOD (Sigma-
Aldrich) como solventes. El desplazamiento quimico esta reportado en ppm y se

empled como patron interno trazas de los solventes utilizados.

Los espectros de IR fueron tomados en un Espectrofotometro FT-IR Thermo

Nicolet Nexus 470.

Los espectros de masas se tomaron en un Cromatografo de gases Varian
modelo CP-3800, acoplado a un espectrometro de masas Saturno 2000 y en un
Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Serie Il acoplado a un

espectrometro de masas Hewlett Packard 5971A.

Las rotaciones Opticas fueron medidas con un polarimetro ATAGO Polax-2L

usando CHCI; como solvente.

Los analisis de cristalografia con Rayos-X se registraron a temperatura
ambiente en un difractdmetro Rigaku AFC-7S equipado con un detector CCD
Mercury utilizando radiacion monocromatica Mo(Ka) (A = 0.71070 A). Los
detalles experimentales de la unidad de celda y mediciones de la intensidad se
pueden encontrar en un archivo CIF depositado en el Centro de Datos

Cristalograficos Cambridge con el numero CCDC 867457.

Los puntos de fusion fueron medidos en un aparato Fischer-Johns y no fueron

corregidos.
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Las cromatografias en columna se realizaron empleando Silica gel G60, 0,06-

0,2 mm (70-230 mesh ASTM) Scharlau.

Las cromatografias en capa fina se realizaron en placas de silica gel Macherey-

Nagel ALUGRAM SIL G/UV3s4, 20x20 cm, 0,20 mm de espesor.

Las cromatografias de placa preparativas se realizaron en placas de silica gel

60. F254,20x20 cm, 0,25 mm de espesor, Merck.

Como agente revelador de las placas cromatograficas se empled principalmente
el reactivo p-anisaldehido (0.5 mL de p-anisaldehido, 85 mL de MeOH, 5 mL de

H,SO, y 10 mL de acido acético glacial).

Se utilizé una lampara de UV multibanda 254/365 nm modelo UVGL-25, un
rotavapor BUCHI R-114, Balanza analitica OHAUS y Balanza METTLER PC

2000.

Todos los solventes usados fueron grado analitico. Los solventes empleados

para realizar los espectros de RMN fueron CDCl; y MeOD Sigma-Aldrich.

La evaluacion de la actividad citotoéxica fue realizada en el Laboratorio el
Laboratorio de Gendmica y Protedmica, Fundacion Instituto de Estudios

Avanzados (IDEA), bajo la direccion del Dr. Ivan Galindo.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 en el Departamento de

Biologia Celular de la Universidad Simén Bolivar por la Dra. Antonieta Taddei.
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1.8 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
[.8.1 Seccidn Fitoquimica
[.8.1.1 Colecta del material vegetal

La especie Croton caracasana Pittier (Figura 3), fue colectada en agosto de
2009 en las Faldas del Avila, a la altura de la Quebrada el Avila, Caracas,
Venezuela y fue identificada por la Dra. Ricarda Riina. Una muestra
representativa se encuentra en el Herbario Nacional de Venezuela bajo el

voucher VEN 382364.

Figura 3. Imagenes de la planta Croton caracasana Pittier.

1.8.1.2 Extraccién

Una vez colectada la planta, se dejo secar a temperatura ambiente por varios

dias. Se separaron las hojas y los tallos y se molieron por separado. Las hojas y

54



los tallos secos y molidos se colocaron en maceracion con MeOH por treinta
dias, posteriormente se filtraron los extractos y se evaporo el solvente hasta
sequedad a presion reducida. Los extractos por separado fueron disueltos en
100.0 mL de una mezcla H,O/MeOH (50:50) y se realizaron particiones con
solventes en orden creciente de polaridad, primero con hexano, CH)Cl, y
finalmente AcOEt. Cada una de estas fracciones fue tratada con MgSO,

anhidro, filtradas y concentradas al vacio hasta sequedad (Esquemas 1y 2).

Las fracciones organicas obtenidas fueron monitoreadas mediante CCF y luego

separadas y purificadas mediante técnicas cromatogréficas.
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Tallos de Croton caracasana

(213.07 g)

1. Filtrado al vacio

2. Evaporacion del solvente

a presion reducida

por 30 dias

v

Maceracion con MeOH

6

Extracto MeOH

Material vegetal
339 extraido

1. Desecar con MgSO,
2. Filtrar
3. Evaporar al vacio ¢

\4

1. Disolucién en 100.0 mL de H,O/MeOH (50:50)
2. Particiones con Hexano

Fraccion de Hexano
1.38 g

Fase hidrometandlica

A

4

Particiones con CH,ClI,

1. Desecar con MgSO,
2. Filtrar
3. Evaporar al vacio

Fase hidro

0.99 g

1. Desecar con

Particiones con AcOEt

MgSO,
2. Filtrar
3. Evaporar al vaciq !

\4

Fraccion de AcOEt
0.70 g

Fase hidrometandlica

v 2. Liofilizacion

1. Evaporacion del solvente organico
a presion reducida

Fraccion hidrometandlica

2.75¢

Esquema 1. Proceso de extraccion de los tallos de Croton caracasana Pittier
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Hojas de Croton caracasana

(364.74 g)
Maceracién con MeOH
por 30 dias
1. Filtrado al vacio
2. Evaporacion del solvente
a presion reducida v
Extracto MeOH Material vegetal
17.30 g extraido
1. Disolucién en 100.0 mL de H,O/MeOH (50:50)
2. Particiones con Hexano

1. Desecar con MgSO,
2. Filtrar
3. Evaporar al vacio

\ 4 v
Fraccion de Hexano || Fase hidrometanélica

7.22 ¢
Particiones con CH,ClI,
1. Desecar con MgSO,
. Filtrar
il . Evaporar al vacio
Fase hidrometandlica Fraccion de CH.CI,
6.26 g
Particiones con AcOEt
1. Desecar con
MgSO,
2. Filtrar
3. Evaporar al vaciov v
Fraccion de AcOEt Fase hidrometandlica
0.87 g
1. Evaporacion del solvente organico
a presion reducida
v 2. Liofilizacién

Fraccion hidrometandlica
2.13¢g

Esquema 2. Proceso de extraccion de las hojas de Croton caracasana Pittier
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1.8.1.3 Separacion de la fraccion de hexano de los tallos

Se tomaron 1.3 g de la fraccion de hexano de los tallos de la planta y se
separaron mediante cromatografia de columna de fase normal utilizando CH,Cl,
como fase movil inicial y luego gradiente de polaridad. Se obtuvieron 51
fracciones reagrupadas en 12 subfracciones de acuerdo al Rf de las manchas
en CCF y su coloracion al revelado con p-anisaldehido. De la fracciéon TH25e se

obtuvo el compuesto Il (Esquema 3).

Fraccion de hexano de los
tallos de Croton caracasana
139

CC (silica gel)
CH,Cl,—Gradiente de polaridad

I [ [ [ [ I
TH25a (|| TH25c¢ ||| TH25e ||| TH25g TH25i TH25k
65.6 mg|||11.3 mg|||22.2 mg|||127.2mg||[118.7mg|||{197.2mg

TH25b | | TH25d ||| TH25f | | TH25h TH25j TH25I
15.2 mg| |40.1 mg|||24.5 mg| |24.2 mg| |193.1mg| |386.9mg

| Compuesto Il |

Esquema 3. Separacion y purificacion de la fraccion de hexano de los tallos de Croton
caracasana.

1.8.1.4 Separacién de la fraccion de CH,Cl; de los tallos

Se pesaron 862.7 mg de la fracciébn de CH,Cl, de los tallos y se separaron
mediante cromatografia en columna de silica gel y como fase movil inicial una
mezcla CH,Cl,/AcOEt (90:10) y luego gradiente de polaridad. Se obtuvieron 32
fracciones que fueron monitoreadas mediante CCF y reagrupadas finalmente en

13 subfracciones.
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A partir de la recristalizacion de la subfraccion TD7d mediante cambio de
polaridad (AcOEt/Hexano) se obtuvo el compuesto VI en una cantidad de 40.2

mg.

La subfraccidon TD7e se separ6é mediante cromatografia en columna de fase
normal usando como eluyente una mezcla Hexano/AcOEt/MeOH (65:30:5). A

partir de la subfraccion TD11d se obtuvo el compuesto VII.

La subfraccion TD7f se separé mediante cromatografia en columna de fase
normal usando como eluyente una mezcla CH,Cl,/MeOH (98:2). A partir de las

subfracciones TD12b y TD12c se obtuvo el compuesto IV.

La subfraccion TD7g se unié con la fraccion TD7h y al disolverlas en una
mezcla AcOEt/Hexano (60:40) elegida como fase movil para separar la fraccion
mediante cromatografia en columna, precipitd un sélido blanco el cual se
separé mediante decantacion, este solido pes6 92.4 mg. El resto de la fraccion
se separ6 en la columna cromatogréfica bajo las condiciones descritas. A partir
de la subfraccion TD16d se obtuvo unos cristales blancos con un Rf similar al
precipitado, los espectros de RMN nos indicaron que se trataba del mismo

compuesto que fue identificado como el compuesto Ill (Esquema 4).
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Fraccién de CH,CI, de los
tallos de Croton caracasana
0.8627 g

CC (silica gel)
CH,CI,/AcOEt (90:10— Gradiente de polaridad
I l l l I |
TD7a TD7c TD7e TD7g TD7i TD7k TD7m
1.0 mg [{]10.2 mg|||68.2 mg|(|110.3mg|||58.2 mg|||29.6 mg|||106.6mg

TD7b TD7d TD7f TD7h TD7j TD7I
6.0 mg | [|55.0 mg|||79.7 mg| [|51.1 mg| [81.1 mg| [11.3 mg

| Compuesto VI CC (silica gel) I—l Precipitado blanco
Hex/AcOEt/MeOH (65:30:5) 92.4 mg
[ | CC (silica gel)
TD11b ||| TD11d ||| TD11f AcOEt/Hex (60:40)

4.1 mg |[]|29.3 mg||| 4.8 mg [ | [ |
TD16a ||| TD16c ||| TD16e ||| TD6g
5.5mg||[14.1 mg||| 6.1 mg |[[ 3.2 mg

TD1lla| | TD1llc ||| TD11le

11.8 mg| (4.4 mg||| 3.4 mg
TD1l6b | | TD16d | | TD16f

[Compuesto Vil |
- 5.4 mg| |20.4 mg| {14.3 mg
CC (silica gel)
CH,Cl/MeOH (98:2) |
[ [ [ [ [ Compuesto Il f———

TD12a ||| TD12c ||| TD12e ||| TD2g
3.8 mg|||14.4 mg||| 8.2 mg|[[5.1 mg

TD12b ||| TD12d | | TD12f
23.1 mg|{[9.8mg| | 9.4 mg

| Compuesto IV |

Esquema 4. Separacion y purificacién de la fraccién de CH,CI, de los tallos de Croton
caracasana.

1.8.1.5 Separacién de la fraccién de AcOEt de los tallos

La fraccion de AcOEt de los tallos fue separada mediante cromatografia en
columna sobre silica gel empleando una fase moévil CHCl3/MeOH (96:4) y luego
gradiente de polaridad. Se obtuvieron 25 fracciones que se reagruparon de
acuerdo a su perfil en CCF en 8 subfracciones. Todas las fracciones resultaron
ser mezclas complejas, dificiles de separar y purificar, por lo tanto de esta

fraccién no se logré aislar ningiin metabolito secundario puro (Esquema 5).
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Fracciéon de AcOEt de los
tallos de Croton caracasana
0.60 g

CC (silica gel)
CHCI3s/MeOH (96:4) — Gradiente de polaridad
I [ [ [
AT21a ||| AT21c ||| AT21e ||| AT21g
10.1 mg| (|60.3 mg||| 65.8mg |||118.7mg

AT21b | | AT21d AT21f | | AT21h
41.2 mg| [38.5 mg| [75.5 mg| [173.1mg

Esquema 5. Separacioén y purificacion de la fraccion de AcOEt de los tallos de Croton
caracasana.

1.8.1.6 Separacion de la fraccién de hexano de las hojas

Se peso 1.0991 g de la fraccion de hexano de las hojas y se separdé mediante
cromatografia de columna de fase normal utilizando CHCIl; como fase movil
inicial y luego gradiente de polaridad. Se obtuvieron 17 subfracciones

identificadas como HH15.

La subfraccion HH15i fue separada mediante cromatografia en columna de
silica gel empleando como fase movil inicial una mezcla CHCI3/AcOEt (98:2) y
luego gradiente de polaridad, se obtuvieron 6 subfracciones. La subfraccion
HH20d fue purificada mediante cromatografia de placa preparativa con una fase

movil Hexano/AcOEt (50:50) para obtener el compuesto V.

El compuesto VI se obtuvo nuevamente a partir de la purificacion de la
subfraccion HH15n mediante cromatografia de placa preparativa empleando

una mezcla de solventes Hexano/AcOEt (50:50) (Esquema 6).
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Fraccién de hexano de las
hojas de Croton caracasana

1.0991 g
CC (silica gel)
CHCIl; -Gsadiente de polaridad
I l l [ [ I [ |
HH15a ||| HH15c ||| HH15e ||| HH15¢g HH15i HH15k ([| HH15m ||| HH150 HH15q
21.7 mg|||16.6 mg|||14.5 mg|||40.3 mg|||161.6mg||[93.4 mg|[|21.4 mg|||144.3mg|| |113.1mg
HH15b | [ HH15d HH15f | | HH15h HH15j HH15I HH15n | | HH15p
15.2 mg| [21.9 mg| |23.4 mg| |46.2 mg||[19.4 mg| [11.6 mg| |61.6 mg| |151.9mg
CC (silica gel) Cromatografl’a_de
CHCI3/AcOEt (98:2)—> Gradiente de polaridad E:g;iggg?{gg\fgo)
| | Compuesto VI
HH20b ||| HH20d ||| HH20f 27.0 mg
10.1 mg|||55.5 mg|||12.5 mg
HH20a | | HH20c ||| HH20e
13.4 mg| [36.2 mg|||23.8 mg

Cromatografia de
placa preparativa
Hex/AcOEt (50:50)

Compuesto V

6.5 mg

Esquema 6. Separacion y purificacion de la fraccion de hexano de las hojas de Croton

caracasana.

1.8.1.7 Separacién de la fraccion de CH,Cl, de las hojas

Se separ6 mediante cromatografia en columna de fase normal 2.03 g de la

fraccion de CH,Cl, de las hojas de Croton caracasana empleando una mezcla

CHCI3/AcOEt (90:10) como fase mavil inicial, se obtuvieron 17 subfracciones

identificadas como HD3.

El compuesto VI se volvio a aislar a partir de la subfraccion HD3e la cual fue

purificada mediante cromatografia de placa preparativa usando una mezcla de

solventes Hexano/AcOEt (60:40).
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La subfraccion HD3f se purific6 mediante cromatografia de placa preparativa
empleando como fase movil una mezcla CHCI3/AcOEt (90:10) y a partir de esto

se obtuvo el compuesto I.

Los compuestos Ill y IV fueron nuevamente aislados a partir de las

subfracciones HD3j y HD3h, respectivamente. (Esquema 7)

Fraccion de CH,CI, de las
hojas de Croton caracasana
2.03¢g

CC (silica gel)
CHCI3/AcOEt (90:10) —>Gradiente de polaridad

I I I [ [ I I |
HD3a HD3c HD3e HD3g HD3i HD3k HD3m HD30 HD3q
4.7 mg ||[11.3 mg|||83.7 mg| ||86.4 mg||132.3 mg||91.0 mg ||{159.5mg]|| 144.7mg| {180.2mg

HD3b HD3d HD3f HD3h HD3j HD3I HD3n HD3p
19.2 mg| (128.7mg]|||47.2 mg| (143.3mg| [121.6mg|[183.1mg]| |135.4mg| {198.7mg

| I
Cromatografia de Se sembr6 38.1 mg
placa preparativa Cromatograﬁa_de
Hex/AcOEt (60:40) placa preparativa

Hex/AcOEt (50:50)

Compuesto VI

20.6 m Compuesto IV )
g Cromatografia de 5.8 mg Cromatografia de
placa preparativa placa preparativa
CHClI,/AcOEt (90:10) CHCls/MeOH (96:4)
Compuesto | Compuesto lll
9.1 mg 47.1 mg

Esquema 7. Separacion y purificacion de la fraccion de CH,Cl, de las hojas de Croton

caracasana.

1.8.1.8 Separacién de la fraccién de AcOEt de las hojas

La fraccibn de AcOEt de los tallos se fraccioné6 mediante cromatografia en
columna de fase normal empleando AcOEt/MeOH (92:8) como fase movil
seguido de gradiente de polaridad. Se obtuvieron 16 subfracciones que se
reagruparon de acuerdo a su perfil en CCF en 10 subfracciones. Todas las
fracciones resultaron ser mezclas complejas, por ello, no se continué el estudio

(Esquema 8).
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Fraccion de AcOEt de las
hojas de Croton caracasana
0.86 g

CC (silica gel)
ACOEt/MeOH (92:8) —> Gradiente de polaridad
[ [ [ [
AH25a [ [| AH25c | || AH25e ||| AH25g ||| AH25i
97.3mg| ||62.5 mg| |[89.7 mg|||34.8 mg| | 79.1 mg

AH25b | | AH25d | | AH25f | | AH25h AH25j
96.6 mg| [63.7 mg| [75.4 mg| |81.6 mg| | 135.4 mg

Esquema 8. Separacioén y purificacién de la fraccion de AcOEt de las hojas de Croton

caracasana.

Las fracciones hidrometandlicas de las hojas y de los tallos no fueron
estudiadas debido a que a través del andlisis en CCF de fase normal asi como
de fase reversa no se encontré6 una buena separaciéon y no se observaban
manchas definidas que indicaran la presencia de algin metabolito secundario

mayoritario.
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1.8.1.9 Caracteristicas y datos espectroscopicos de los compuestos

aislados de Croton caracasana Pittier.

5-hidroxi-3,7,8,3’,4’-pentametoxiflavona (I): caramelo marron. IR vyax: 3424,
3024, 2960, 1747, 1702, 1694, 1596, 1507, 1450 cm™. RMN 'H (270 MHz,
CDCl3) & ppm: 7.78 (dd, 1H, J1=8.6 Hz, J,=2.1 Hz, H6’), 7.73 (d, 1H, J=2.0 Hz,
H2'), 6.94(d, 1H, J1=8.7 Hz, H5'), 6.34 (s, 1H, H6), 3.90 (s, 3H, 3-OCHs), 3.89
(s, 3H, 8-OCHz), 3.87 (s, 3H, 7-OCHz3), 3.84 (s, 3H, 4-OCHs), 3.81 (s, 3H, 3™
OCHjs). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls): 179.4 (C-4), 158.5 (C-9), 157.5 (C-5),
155.6 (C-2), 151.6 (C-4), 148.9 (C-3’), 148.5 (C-7), 138.8 (C-3), 128.8 (C-8),
123.2 (C-1’), 122.4 (C-6'), 111.2 (C-2), 111.1 (C-5), 105.4 (C-10), 95.5 (C-6),
61.6 (8-OCHs), 60.2 (3-OCHs), 56.5 (7-OCHs), 56.1 (4-OCHs), 56.0 (3'-OCHy).

EM-IES: m/z = 411.07 [M + NaJ".

Lupeol (I1): sélido blanco. p.f. 213-215 °C. RMN *H (270 MHz, CDCls) 5 ppm:
4.67 (s, 1H, H29), 4.55 (s, 1H, H29), 3.16 (m, 1H, H3), 2.40 (m, 1H, H19), 1.71
(m, 1H, H13), 1.70 (m, 2H, H1), 1.69 (m, 2H, H12), 1.66 (s, 3H, H30), 1.66 (as,
2H, H15), 1.52 (m, 2H, H16), 1.50 (m, 2H, H2), 1.40 (m, 2H, H22), 1.38 (m, 1H,
H18), 1.37 (m, 2H, H6), 1.30 (m, 2H, H21), 1.30 (s, 1H, H9), 1.01 (s, 3H, H23),
1.01 (s, 3H, H26), 0.95 (s, 3H, H27), 0.84 (s, 3H, H25), 0.81 (s, 3H, H28), 0.77
(s, 3H, H24), 0.74 (s, 1H, H5). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls): 151.0 (C-20), 109.4
(C-29), 79.1 (C-3), 55.4 (C-5), 50.5 (C-9), 48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 43.1 (C-17),
42.9 (C-14), 40.9 (C-8), 40.1 (C-22), 38.9 (C-4), 38.8 (C-1), 38.1 (C-13), 37.2 (C-

10), 35.6 (C-16), 34.3 (C-7), 29.9 (C-2), 29.8 (C-21), 28.1 (C-23), 27.5 (C-15),
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25.2 (C-12), 21.0 (C-11), 19.4 (C-30), 18.4 (C-6), 18.1 (C-28), 16.2 (C-25), 16.0

(C-26), 15.4 (C-24), 14.6 (C-27).

Crotofolin E (Ill): cristales blancos. p.f. 207-209 °C. IR vmax: 3465, 2956, 2923,
2852, 1737, 1695, 1651, 1628, 1456, 952, 902 cm™. RMN *H (270 MHz, MeOD)
5 ppm: 4.90 (s, 1H, H18), 4.44 (s, 1H, H18), 3.59 (td, J;= 11.6, J,= 3.5 Hz, H13),
3.30 (s, 1H, H5), 3.04; 2.41 (m, 2H, H3), 2.74 (d, J= 11.6 Hz, H7), 2.58 (m, H-
10); 1.48 (dt, J;= 12.9, J,= 5.7 Hz, H-10), 2.53 (m, 2H, H11), 2.48 (m, 1H, H2),
1.85 (s, 3H, H17), 1.29 (s, 3H, H20), 1.17 (d, J= 7.7 Hz, H19). RMN *3C (67.5
MHz, MeOD): 209.6 (C-1), 171.6 (C-16), 167.9 (C-4), 160.2 (C-8), 147.0 (C-12),
144.4 (C-14), 129.4 (C-15), 111.6 (C-18), 108.7 (C-9), 59.8 (C-6), 54.5 (C-5),
53.0 (C-7), 41.5 (C-10), 40.9 (C-2), 39.9 (C-13), 36.0 (C-3), 34.5 (C-11), 18.9 (C-

20), 16.2 (C-19), 8.6 (C-17). EM-IE: m/z = 342.2 [M]".

Crotocarasin A (IV): aceite incoloro. IR vinax: 2962, 2927, 2860, 1753, 1704,
1663, 1630, 1447, 1013, 901 cm™. RMN *H (270 MHz, CDCls) & ppm: 5.00 (sA,
1H, H9), 4.94 (s, 1H, H18), 4.46 (s, 1H, H18), 3.14 (s, 1H, H5), 3.01 (m, 1H,
H13), 2.88; 2.44 (m, 2H, H3), 2.83 (sa, 1H, H7), 2.64 (m, H11), 2.47 (m, 1H,
H2), 2.23 (dt, J;= 12.6, J,= 3.7 Hz, H-11), 2.61 (d, J= 3.7 Hz, H-10), 1.23 (m, H-
10), 1.93 (s, 3H, H17), 1.20 (s, 3H, H20), 1.18 (d, J= 7.7 Hz, H19). RMN **C
(67.5 MHz, CDCls): 207.6 (C-1), 173.1 (C-16), 165.8 (C-4), 161.9 (C-8), 145.8
(C-12), 144.9 (C-14), 128.5 (C-15), 112.8 (C-18), 82.3 (C-9), 59.4 (C-6), 54.6 (C-
5), 52.7 (C-7), 40.9 (C-2), 40.8 (C-13), 38.3 (C-10), 36.4 (C-3), 35.9 (C-11), 19.7

(C-20), 17.3 (C-19), 10.2 (C-17). EM-IE: m/z = 326 [M]".

66



Crotocarasin B (V): aceite amarillo. IR viax: 2956, 2924, 2853, 1763, 1735,
1710, 1458, 1379, 1166, 1027 cm™. RMN *H (270 MHz, CDCl3) & ppm: 5.97 (dd,
Ji= 6.4, J,= 3.5 Hz, H-10), 5.04 (s, 1H, H18), 4.53 (s, 1H, H18), 3.21 (m, 1H,
H13), 3.18 (m, 2H, H11), 3.16 (s, 1H, H5), 2.80 (d, J= 11.6 Hz, H7), 2.48 (m, 1H,
H2), 2.43 (m, 2H, H3), 2.08 (s, 3H, H17), 1.23 (s, 3H, H20), 1.20 (d, J= 7.4 Hz,
H19). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls): 207.3 (C-1), 169.4 (C-16), 166.2 (C-4),
148.8 (C-9), 147.1 (C-14), 146.3 (C-12), 141.6 (C-8), 130.2 (C-15), 113.4 (C-10),
113.0 (C-18), 59.8 (C-6), 55.0 (C-5), 53.3 (C-7), 41.1 (C-2), 40.6 (C-13), 39.0 (C-

11), 36.2 (C-3), 19.4 (C-20), 17.4 (C-19), 11.3 (C-17). EM-IE: m/z = 324 [M]".

Crotocarasin C (VI): Cristales blanco p.f. 236-238 °C. IR wnax. 2978, 2932,
1758, 1707, 1670, 1650, 1630, 1441, 1305, 1122, 957, 940 cm™. RMN *H (270
MHz, CDCl3) & ppm: 4.92 (s, 1H, H18), 4.44 (s, 1H, H18), 3.80 (pseudo q, J= 7.2
Hz, 2H, H21), 3.48 (td, J;= 11.6, Jo= 3.5 Hz, H13), 3.14 (s, 1H, H5), 2.93 (2dd,
J1= 6.4, Jo= 3.7 Hz, H3) y 2.43 (m, H3), 2.77 (sa, 1H, H7), 2.81 (t, J= 2.7, H10) y
1.34 (dt, J;= 14.0, J,= 4.9 Hz, H10), 2.42 (m, H11) y 2.20 (dt, J;= 13.4, J,= 4.2
Hz, H11), 2.48 (m, 1H, H2), 1.89 (s, 3H, H17), 1.25 (s, 3H, H20), 1.17 (d, J=7.4
Hz, H19) 1.15 (d, J= 7.2 Hz, H22). RMN *C (67.5 MHz, CDCls): 208.0 (C-1),
170.9 (C-16), 165.7 (C-4), 159.5 (C-8), 146.2 (C-12), 145.2 (C-14), 129.7 (C-15),
112.9 (C-18), 110.0 (C-9), 60.0 (C-6), 60.0 (C-21), 55.0 (C-5), 52.8 (C-7), 40.8
(C-2), 40.2 (C-13), 36.9 (C-10), 36.5 (C-3), 34.7(C-11), 20.1 (C-20), 17.4 (C-19),

15.5 (C-22), 10.0 (C-17). EM-IE: m/z = 370 [M]".

67



Crotocarasin D (VII): aceite incoloro, IR vmax: 3465, 2956, 2923, 2852, 1737,
1695, 1651, 1628, 1456, 952, 902 cm™. RMN *H (270 MHz, CDCls) 5 ppm: 4.76
(s, 1H, H18), 4.30 (s, 1H, H18), 3.55 (q, J= 7.2 Hz, 2H, H21), 3.40 (s, 1H, H5),
3.18 (sa, 1H, H7), 3.15 (s, 1H, H13), 2.99 (m, H3) y 2.54 (m, H3), 2.72 (M, H11)
y 2.39 (m, H11), 2.48 (m, 1H, H2), 2.34 (m, H10) y 2.04 (m, H10), 1.83 (s, 3H,
H17), 1.46 (s, 3H, H20), 1.22 (d, J= 7.3 Hz, H19) 1.22 (d, J= 6.9Hz, H22). RMN
13C (67.5 MHz, CDCl;): 208.8 (C-1), 171.4 (C-16), 166.2 (C-4), 162.1 (C-8),
145.7 (C-14), 137.7 (C-12), 123.4 (C-15), 110.1 (C-18), 108.7 (C-9), 61.2 (C-6),
59.0 (C-21), 56.4 (C-5), 44.6 (C-13), 41.3 (C-7), 40.6 (C-2), 37.4 (C-3), 36.3 (C-
10), 28.5 (C-11), 22.0 (C-20), 17.5 (C-19), 15.3 (C-22), 11.0 (C-17).

EM-IE: m/z = 370.3 [M]".
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[.8.2 Seccion Bioldgica

1.8.2.1 Evaluacioén de la actividad citotoxica

|.8.2.1a Mantenimiento de los cultivos celulares

El mantenimiento de las lineas celulares adherentes de carcinoma mamario
MCF-7, SKBR3 y de cultivos primarios de fibroblastos dérmicos, se realizé en
frascos de cultivo con medio Dulbecco modificado (DMEM) para garantizar su
proliferacion y crecimiento. El medio fue suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 100 pg/mL de penicilina y 50 pg/uL de estreptomicina. Las células
fueron incubadas con humedad controlada con 5% CO,, a 37°C hasta alcanzar

la fase exponencial de crecimiento.

1.8.2.1b Medicion del efecto de los compuestos sobre la proliferacion

celular

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la proliferacion celular, se
construyeron curvas de viabilidad que permitieron determinar las Clsy de cada
uno de ellos, tanto en las lineas celulares tumorales MCF-7 y SKBR3 como en
la no tumoral (Fibroblastos), obteniendo asi la concentracibn de cada
compuesto que origina la muerte de la mitad de la poblacion celular.
Posteriormente, 5000 células fueron sembradas en placas de microtitulacion de
96 pozos (grado cultivo de tejidos) por 24 horas. Seguidamente, las células se
trataron con diversas concentraciones de cada uno de los metabolitos
secundarios aislados durante 72 horas, por triplicado, evaluando

posteriormente la viabilidad de las mismas mediante el método de MTT. En
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este meéetodo se utiliza el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil
tetrazolio (MTT), el cual es una sal de color amarillo soluble en agua, cuyo
anillo de tetrazolio es clivado principalmente por enzimas deshidrogenasas
presentes en mitocondrias activas (de células vivas) produciendo cristales de
Formazan de color azul oscuro insolubles en medio acuoso. Este método nos
permite cuantificar en forma de densidad Optica las células vivas después de la
aplicacion del compuesto, lo que indica que a mayor cantidad de células vivas
mayor densidad Optica y menor citotoxicidad. Para ello, las células deben ser
incubadas con MTT (0.2 mg/mL) a 37°C durante 3 horas. Posteriormente se
colocan en cada pozo 100 uyL de DMSO para detener la reaccion colorimétrica
y se realiza la lectura de la absorbancia a A= 570 nm en un lector de placas de
ELISA.2®®" La Cls, se defini6 como el valor de concentracién de cada
compuesto que produjo una reduccion del 50% de la absorbancia con respecto
a las células control (cada linea celular sin compuesto). Estos valores
permitieron obtener mediante el programa Origin versién 6.0, graficas dosis-
respuesta y el valor de Clsg de cada compuesto en cada una de las lineas

celulares mencionadas.
1.8.2.2 Evaluacioén de la actividad antibacteriana.

Los bioensayos se realizaron utilizando el método de difusion sobre placas de
agar.?® Se analizaron seis muestras correspondientes a los compuestos |, IlI, IV,
V, VI y VII. Las muestras I, Ill, IV, VI y VIl fueron solubles en cloroformo,
mientras que la muestra V fue soluble en una mezcla cloroformo/metanol

(9.5:0.5). Se prepararon las soluciones de aproximadamente 1-2 mg/mL de
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concentracion y las referidas muestras fueron colocadas en discos de papel
absorbente (@ = 5 mm, 5 pL). El solvente se dejo secar antes de colocar la

muestra sobre el cultivo del microorganismo contra el cual se evalué.

La actividad antibacteriana se evalué contra los microorganismos Gram-
positivos: Staphylococcus aureus (ATCC 25963) y Bacillus cereus (ATCC
14579), y los microorganismos Gram-negativos: Escherichia coli (ATCC 35218)
y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145). P. aeruginosa y B. cereus y fueron

incubados a 30 °C, mientras que E. coliy S. aureus fueron incubados a 37 °C.

Como controles positivos se utilizaron los antibiéticos comerciales: amikacina,
ampicilina y ofloxacina (BBL-Sensi-Disc); como control negativo se empleé el
solvente o mezcla de solventes utilizada para solubilizar cada muestra.
Igualmente, se dejé secar el disco que contenia el solvente antes de colocarlo

sobre el cultivo del microorganismo contra el cual se evalué.

Se sembro en superficie de agar Mueller-Hinton (Merck 1.05437), 0.1 mL de los
cultivos microbianos crecidos en placas LB preparado en el laboratorio® y
ajustados en solucién salina (0.85% v/v) a la concentracion correspondiente al
Standard de McFarland N° 1. Sobre el cultivo microbiano se colocaron los
discos de papel de filtro con las diferentes muestras y se determiné la longitud

del diametro de inhibicion a las 24 horas.
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1.9 RESULTADOS Y DISCUSION

1.9.1 Estudio fitoquimico

La caracterizacion de los compuestos aislados de las hojas y tallos de la planta
Croton caracasana Pittier se llevé a cabo por medio de técnicas de RMN *H,
RMN *C, DEPT-135, HETCOR, FLOCK, IR y espectrometria de masas. Para el
caso de los compuestos conocidos se realizaron las comparaciones respectivas

con los datos espectroscopicos reportados en la literatura.

1.9.1.1 Compuesto I: 5-hidroxi-3,7,8,3’,4’-pentametoxiflavona

Este compuesto se aislo de la fraccion de CH,Cl, de las hojas como un
caramelo marron, soluble en CH,Cl, y MeOH. Se obtuvo en una cantidad de
9.1mg lo que representa un 0.0025% de rendimiento respecto al material
vegetal inicial y un 0.14% respecto a la fraccion de CH,Cl, de las hojas. En CCF
se observa como una mancha de color amarillo intenso al revelado con p-

anisaldehido con un Rf de 0.73 en una mezcla CHCI3/AcOEt (90:10).

Figura 4: Estructura del compuesto |
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En el espectro de masas se observa un ion [M + Na]* a 411.07 m/z (Figura 5) y
en conjunto con el espectro de RMN *3C se establecié una férmula molecular de
C20H200s, indicando once insaturaciones en la estructura. Su espectro de IR
mostré bandas de absorcién de grupo hidroxilo (3424 cm™), anillos aromaticos

(1596 cm™) y cetona a,B-insaturada (1728 y 1640 cm™) (Anexo 1).

Alirica6 #296 RT: 6.12 AV: 1 NL: 1.26E7
T: + ¢ ESIQ1MS [100.000-600.000]

100

95

395.05
365.10

427.05

L n ‘H b “‘57'05 507.27 551.18 587.02
f T T 1 f T 1 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

m/z

121.95 179.27 219.19 247.03 287.14 331.07
L T

Figura 5: Espectro de masas del compuesto |

En el espectro de RMN *H (Figura 6) se observan las resonancias de cuatro
protones aromaticos, uno de los cuales aparece como un singlete a un
desplazamiento de 6.34 ppm (H-6). Los otros tres protones forman parte de un
sistema de espin ABX, observandose dos sefales dobletes a 6.94 ppm
(J1 =8.7 Hz, H-5") y 7.73 ppm (J2= 2.0 Hz), y una sefial doblete de doblete a
7.78 ppm (J1= 8.6 Hz, J,= 2.1 Hz, H-6’). Adicionalmente, se observan cinco
sefales singletes que integran cada una para tres protones a desplazamientos
de 3.90, 3.89, 3.87, 3.84 y 3.81 ppm indicando la presencia de cinco grupos
metoxi en la estructura. La sefial a 12.42 ppm es tipica de un grupo hidroxilo en
C-5 formando puente de hidrégeno.
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El espectro de RMN **C (Figura 7) mostré la resonancia de 20 atomos de
carbono, encontrandose la mayoria de las sefales en la zona de campo bajo y
medio. Con ayuda de un experimento DEPT-135 (Figura 8), estas sefales
fueron discriminadas en 11 carbonos cuaternarios, 4 metinos y 5 metilos, estos
altimos resuenan entre 56.0 y 61.6 ppm confirmando la presencia de cinco

grupos metoxi en la estructura.
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Figura 6: Espectro de RMN *H del compuesto | (CDCl, 270 MHz)

Las sefiales antes descritas junto con la sefal de un grupo carbonilo conjugado
a 179.0 ppm y las sefales a 155.6 y 138.8 ppm, nos llevé a proponer una
estructura de tipo 3-metoxi flavona para el compuesto | con la presencia de un

grupo hidroxilo en la posicion 5 (157.5 ppm). A través del espectro en dos
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dimensiones HETCOR (Anexo 2) se establecieron las correlaciones entre
carbonos y protones directamente enlazados. La comparacion de los datos
espectroscopicos obtenidos con los reportados en la literatura para el
compuesto  5-hidroxi-3,7,8,3’,4’-pentametoxiflavona  concluyeron con la

elucidacion de este flavonoide. (Tablas 1y II)
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Figura 7: Espectro de RMN *3C del compuesto | (CDCls, 67.5 MHz)
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Figura 8: Espectro DEPT-135 del compuesto | (CDCls, 67.5 MHZz)
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Tabla |: Datos de RMN *H del compuesto | y comparacion con los datos reportados en

la literatura.*®®

Experimental® Reportado®
Posicion Su (ppm) Su (ppm)
(mult, J (Hz), Integral) (mult, J (Hz), Integral)

6 6.34 (s, 1H) 6.58 (s, 1H)

2’ 7.73 (d, 2.0, 1H) 7.67 (d, 2, 1H)

5 6.94 (d, 8.7, 1H) 7.19 (d, 9, 1H)

6’ 7.78 (dd, 8.6, 2.0, 1H) 7.19 (dd, 9, 2, 1H)

3-OMe 3.90*%(s, 3H) 3.91*%(s, 3H)
7-OMe 3.89%(s, 3H) 3.87%(s, 3H)
8-OMe 3.87%(s, 3H) 3.85%(s, 3H)
3-OMe 3.84%(s, 3H) 3.84%(s, 3H)
4'-OMe 3.81%(s, 3H) 3.83%(s, 3H)
5-OH 12.42 (s, 1H) 12.42 (s, 1H)

a: CDCls, 270 MHz
b: DMSO-dg, 400 MHz

* Datos intercambiables

Este compuesto ha sido previamente aislado de Ricinocarpus stylosus Diels

90,92

(Euphorbiaceae),”® Citrus sinensis (Rutaceae) y Murraya paniculata

(Rutaceae).”®
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Tabla II: Datos de RMN **C del compuesto | y comparacion con los datos reportados

en la literatura.®

Experimental®  Reportado®

Posicion
Sc (ppm) Sc (ppm)
2 155.6 155.2
3 138.8 138.0
4 179.0 178.3
5 157.5 156.4
6 95.5 95.8
7 158.5 158.2
8 128.8 128.8
9 148.5 147.8
10 105.4 104.5
1 123.2 122.2
2 111.2 111.7
3 148.9 148.4
4 151.6 151.3
5’ 111.1 110.9
6’ 122.4 121.9
3-OMe 60.2 59.7
7-OMe 56.5 56.5
8-OMe 61.6 61.0
3-OMe 56.0 55.3
4-OMe 56.1 56.0

a: CDCls, 67.5 MHz
b: DMSO-dg, 125 MHz
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1.9.1.2 Compuesto II: Lupeol

Este compuesto se aislo de la fraccion de hexano de los tallos como un soélido
blanco con punto de fusion 213-215°C. Se obtuvo en una cantidad de 22,2 mg
lo que representa un 0.01% de rendimiento respecto al material vegetal inicial y

un 1.71% respecto a la fraccién de hexano.

28

N [

~

HO

Figura 9: Estructura del compuesto Il

A través de los espectros de RMN *H y *3C (Figuras 10 y 11) se puede apreciar
gue el compuesto no se aislo totalmente puro, sin embargo, se logré asignar
cada una de las sefiales con ayuda de un experimento DEPT-135 y los
espectros de RMN en dos dimensiones HETCOR y FLOCK (Anexos 3y 4). En
el espectro de RMN H se observan dos sefiales singlete que integran cada una
para un protén a desplazamientos de 4.55y 4.67 ppm indicando la presencia de
una olefina en la estructura. A campo medio, se distingue una sefal multiplete a
un desplazamiento de 3.16 ppm, que en el espectro HMQC se correlaciona con

un carbono metinico cuya sefial resuena a 79.1 ppm. Esta Ultima sefal es
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caracteristica de compuestos triterpénicos esteroidales con un grupo hidroxilo

con configuracién B en la posicién 3.
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Figura 10: Espectro de RMN *H del compuesto Il (CDCl, 270 MHz)

Adicionalmente, en el espectro de RMN *3C se observan las dos sefiales de
carbonos olefinicos a desplazamientos de 109.4 y 151.0 ppm y a campo alto, se
distinguen sefiales correspondientes a siete grupos metilos (6¢ 28.1, 19.4, 18.1,
16.2, 16.0, 15.4, 14.6 ppm). La multiplicidad de cada uno de los atomos de
carbono presentes en la estructura fue establecida a través de un experimento
DEPT-135 (Figura 11), distinguiéndose 6 carbonos cuaternarios, 11 metilenos,
6 metinos y 7 grupos metilos. La comparacion de los datos espectroscopicos
con los reportados en la literatura para el compuesto lupeol,* confirmaron que

el compuesto Il tenia la misma estructura (Tablas Il y V).
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Figura 11: Espectros de RMN **C y DEPT-135 del compuesto Il (CDCls, 67.5 MHz)
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Tabla lll: Datos de RMN **C del compuesto Il y comparacion con los datos reportados

en la literatura.®

Experimental® Reportado®

Posicion Sc (ppm) Sc (ppm)
1 38.8 38.7
2 29.8 27.4
3 79.1 78.9
4 38.9 38.8
5 55.4 55.3
6 18.4 18.3
7 34.3 34.2
8 40.9 40.8
9 50.5 50.4
10 37.2 37.1
11 21.0 20.9
12 25.2 25.1
13 38.1 38.0
14 42.9 42.8
15 27.5 27.4
16 35.6 35.5
17 43.1 43.0
18 48.4 48.2
19 48.1 47.9
20 151.0 150.9
21 29.9 29.8
22 40.1 40.0
23 28.1 28.0
24 15.4 15.4
25 16.2 16.1
26 16.0 15.9
27 14.6 14.5
28 18.1 18.0
29 109.4 109.3
30 19.4 19.3

a: CDCls, 67.5 MHz
b: CDCl;, 100.56MHz
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en la literatura.®

Tabla IV: Datos de RMN *H del compuesto Il y comparacién con los datos reportados

PosiCion Experimental® Reportado®

Sc (ppm) Sc (ppm)

1 1.70 (m) 0.91 (t), 1.68 (d)

2 1.50 (m) 1.54 (q), 1.61 (d)

3 3.16 (m) 3.18 (dd)

5 0.74 (s) 0.69 (d)

6 1.37 (m) 1.39 (q)

7 1.40 (m) 1.41 (m)

9 1.30 (m) 1.28 (d)

11 1.41 (m) 1.25 (q), 1.42 (d)

12 1.69 (m) 1.07 (), 1.68 (d)

13 1.71 (m) 1.67 (t)

15 1.66 (sa) 1.01 (d), 1.71 ()

16 1.52 (m) 1.38 (t), 1.49 (d)

18 1.38 (m) 1.37 (t)

19 2.40 (m) 2.39 (m)

21 1.30 (m) 1.33 (m), 1.93 (m)

22 1.41 (m) 1.20 (m), 1.42 (m)

23 1.01 (s) 0.98 (s)

24 0.77 (s) 0.77 (s)

25 0.84 (s) 0.84 (s)

26 1.01 (s) 1.04 (s)

27 0.95 (s) 0.97 (s)

28 0.81 (s) 0.79 (s)

29 4.55 (m), 4.67 (m) 4.56 (m), 4.69 (m)

30 1.66 (s) 1.69 (s)

a: CDCls, 67.5 MHz
b: CDCl;, 100.56MHz
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1.9.1.3 Compuesto lll: Crotofolin E

sl 19

Figura 12: Estructura del compuesto lll

El compuesto Il se obtuvo como cristales blancos con p.f. 207-209°C y una
rotacion éptica de [a ]p® -76.4 (c 1.00, CHCls). Su férmula molecular fue
establecida como CyH»,0s basado en sus espectros de RMN **C y masas
(Figura 13) el cual mostro un i6bn molecular de 342.2 m/z indicando 10 grados

de insaturacion en la estructura.

Abundance: - Scan 2617 (35.014 min) B25-4.D'data.ms (-2616) (-)
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7000

4000
3000:
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1000

Figura 13: Espectro de masas del compuesto Il
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El espectro de IR revelo la presencia de bandas de absorcion de grupo hidroxilo
(3465.7 cm™), y-lactona a,B-insaturada (1737.0 cm™), ciclopentenona a,B-

insaturada (1695.4 cm™) y metileno terminal (1651.5 y 902.2 cm™) (Figura 14).

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Figura 14: Espectro IR del compuesto Il

El espectro de RMN 'H (Figura 15) mostré sefiales debidas a un grupo metil
vinilico a 1.85 ppm, un metilo secundario a 1.17 ppm y un metilo sobre un
carbono epoxidado que aparece como un singlete a 1.29 ppm. Dos sefales
singlete integrando cada una para un proton a desplazamientos de 4.44 y
4.90 ppm evidenciaron la presencia de una olefina terminal o exociclica en la

estructura y un singlete a 3.30 ppm indic6 la presencia de un protén oxo-alilico.
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Figura 15: Espectro de RMN *H del compuesto Il (MeOD, 270 MHz).

El espectro de RMN*®C (Figura 16) mostré la resonancia de 20 atomos de
carbono, los cuales fueron discriminados con ayuda de un experimento DEPT-
135 (Figura 16) en nueve carbonos cuaternarios, cuatro metinos, cuatro
metilenos y los tres grupos metilos ya mencionados. En la zona a campo bajo,
se observan nueve sefiales, tres de las cuales fueron asignadas a una
ciclopentenona a,B-insaturada (6c 209.6, 144.4 y 167.9 ppm), otras tres sefales
evidenciaron la presencia de una unidad butenolido a,B-insaturado (6¢c 171.6,
129.4 y 160.2 ppm), las resonancias a 111.6 y 147.0 ppm corresponden al par
de carbonos de la olefina terminal ya observada en el espectro de protones. La
sefial a 108.7 ppm nos indicO la presencia de un carbono cuaternario

hemicetalico. A través de los espectros de RMN en 2D, HETCOR y FLOCK, se
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establecieron las correlaciones de los protones y carbonos a uno, dos y tres

enlaces, respectivamente (Anexos 5y 6).
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Figura 16: Espectro de RMN **C y DEPT-135 del compuesto Il (MeOD, 67.5 MHz).

En base al andlisis de los datos espectroscépicos de este compuesto, se
propuso una estructura diterpénica con esqueleto crotofolano. La comparacion
de los datos espectroscopicos obtenidos con los reportados en la literatura para
el compuesto crotofolin E, aislado afios atras de la especie Croton corylifolius,*®
nos indico que se trataba del mismo compuesto. En la Tabla V, se comparan los
datos de RMN *3C experimentales con los reportados para Crotofolin E. No se
hace la comparacion de los desplazamientos de *H ya que no se encuentran
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reportados. Por otro lado, es importante mencionar que de acuerdo a los datos

de RMN en 2D, los cuales no estan disponibles en la publicacion, se asignaron

con certeza algunas de las sefales. Finalmente, la estructura del compuesto fue

confirmada a través de un analisis de difraccion de Rayos-X (Figura 17, Tabla

)

Tabla V: Datos de RMN **C, RMN *H del compuesto Il y comparacién con los datos

reportados para crotofolin E.

Experimental Reportado®

(MeOD, 270 MHz y 67.5 MHz) (CDCl,, 100 MH2)
Posicion Oc ppm Oy ppm (m, J(Hz)) FLOCK Oc ppm
1 209.6 - 206.6
2 40.9 2.48 (m) 1.17 52.2
3 415 1.47 (dt, ;1;81%2) L= 117 41.2
4 167.9 ---- 165.8
5 54.5 3.30 (s) 1.29 53.7
6 59.8 ---- 1.29; 2.74 59.2
7 53.0 2.74 (dd, J,=11.6, J,=1.0) 1.29 394
8 160.2 ---- 1.86; 2.74 159.1
9 108.7 ---- 107.9
10 36.0 2.41 (m): 3.04 (m) 34.3
11 34.5 2.53 (m) 4.44 35.7
12 147.0 ---- 128.4
13 39.9 3.59 (td, J;=11.6, J,=3.5) 4.90 40.0
14 144 .4 ---- 146.1
15 129.4 ---- 1.86 143.6
16 171.6 ---- 1.86 169.7
17 8.6 1.86 (s) 19.6
18 111.6 4.44 (s); 4.90 (s) 111.7
19 16.2 1.17 (d, J=7.7) 16.8
20 18.9 1.29 (s) 9.5
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Figura 17: Diagrama ORTEP del compuesto lll. No se determiné la configuracion

absoluta. (Se omiten los hidrégenos para mayor claridad)

Tabla VI: Datos cristalogréficos del compuesto 1.

Data del cristal

CyoH2,05 V = 1896.5 (6) A3

Mr = 338.34 Z=4

Orthorhombic, P2,2:2; Mo Ka radiation, A = 0.71070 A

a=10.941 (2) A M =0.09 mm-1

b =10.946 (2) A T=293K

c=15.835(3) A 0.50 x 0.48 x 0.45 mm

Datos de recoleccién
22682 reflejos medidos 3483 reflexiones con | > 20(l)
3910 reflexiones independientes Rin: = 0.025
Distancia de enlaces A

01-C1 1.217(2) | C4-C5 1.482 (2) | C11-H11A 0.9700 C17-H17B 0.9600
02-C9 1.382(2) | C4-C3 1.500 (3) | C11-H11B 0.9700 C17-H17C 0.9600
03-C5 1.450 (2) | C5-C6 1.471 (3) | C12-C18 1.318 (3) | C18-H18A 0.9300

04-C16 1.210(2) | C5-H5A  0.9800 | C12-C11  1.506 (3) | C18-H18B 0.9300
05-C16 1.347 (3) | C6-C20 1.502 (3) | C12-C13  1.526 (2) | C19-H19A 0.9600

05-C9 1.486(2) | C6-C7 1.550 (2) | C13-C7 1552 (2) | C19-H19B 0.9600
Cl-C2 1.525(3) | C7-C8 1513 (2) | C13-H13A 0.9800 C19-H19C 0.9600
C2-C19 1.520(3) | C7-H7A 0.9800 Cl4-C1 1.474 (2) | C20-H20A 0.9600
C2-C3 1.532(3) | C9-C8 1511 (2) | C14-C13 1.509 (2) | C20-H20B 0.9600

C2-H2A 0.9800 C9-C10 1.530 (3) | C15-C8  1.335(3) | C20-H20C 0.9600
C3-H3A 0.9700 C10-H10A 0.9700 C15-C16  1.468 (3)
C3-H3B 0.9700 C10-H10B 0.9700 C15-C17  1.500 (3)
C4-Cl4 1.345(2) | C11-C10  1.533(3) | C17-H17A 0.9600

88




Tabla VI: Datos cristalograficos del compuesto lll. (Continuacion)

Parametros geométricos (°)

01—C1—Ci14 127.82 (16) C11—C10—H10A 108.3
01—C1—C2 123.64 (16) C9—C10—H10B 108.3
Cl14—C1—C2 108.49 (15) C11—C10—H10B 108.3
C19—C2—C1 112.44 (19 H10A—C10—H10B | 107.4
C19—C2—C3 115.4 (2) C12—C11—C10 112.52 (15)
C1—C2—C3 104.99 (15) C12—C11—HI11A 109.1
C19—C2—H2A | 107.9 C10—C11—H11A 109.1
C1—C2—H2A 107.9 C12—C11—H11B 109.1
C3—C2—H2A 107.9 C10—C11—H11B 109.1
C5—03—C6 60.94 (12) H11A—C11—H11B | 107.8
C4—C3—C2 103.88 (14) C18—C12—C11 122.58(17)
C4—C3—H3A 111.0 C18—C12—C13 122.21 (16)
C2—C3—H3A 111.0 C11—C12—C13 114.95 (15)
C4—C3—H3B 111.0 C14—C13—C12 115.46 (14)
C2—C3—H3B 111.0 C14—C13—C7 108.85 (13)
H3A—C3—H3B | 109.0 C12—C13—C7 109.24 (13)
C14—C4—C5 121.20 (16) C14—C13—H13A 107.7
C14—C4—C3 114.10 (16) C12—C13—H13A 107.7
C5—C4—C3 124.29 (15) C7—C13—H13A 107.7
C16—05—C9 109.29 (13) C4—Ci14—C1 108.36 (15)
03—C5—C6 59.55 (11) C4—C14—C13 122.77 (16)
03—C5—C4 119.16 (14) C1—C14—C13 128.54 (14)
C6—C5—C4 118.01 (14) C8—C15—C16 108.55 (17)
03—C5—H5A 116.1 C8—C15—C17 129.7 (2)
C6—C5—H5A 116.1 C16—C15—C17 121.77 (19)
C4—C5—H5A 116.1 04—C16—05 121.1 (2)
03—C6—C5 59.51 (11) 04—C16—C15 129.5 (2)
03—C6—C20 115.51 (15) 05—C16—C15 109.40 (16)
C5—C6—C20 119.64 (16) C15—C17—H17A 109.5
03—C6—C7 112.31 (14) C15—C17—H17B 109.5
C5—C6—C7 115.48 (15) H17A—C17—H17B | 109.5
C20—C6—C7 119.56 (16) C15—C17—H17C 109.5
C8—C7—C6 113.27 (14) H17A—C17—H17C | 109.5
C8—C7—C13 113.50 (13) H17B—C17—H17C | 109.5
C6—C7—C13 111.65 (14) C12—C18—H18A 120.0
C8—C7—H7A 105.9 C12—C18—H18B 120.0
C6—C7—H7A 105.9 H18A—C18—H18B | 120.0
C13—C7—H7A | 105.9 C2—C19—H19A 109.5
C15—C8—C9 109.66 (16) C2—C19—H19B 109.5
C15—C8—C7 125.69 (17) H19A—C19—H19B | 109.5
Cc9—C8—C7 124.62 (16) C2—C19—H19C 109.5
02—C9—05 109.09 (14) H19A—C19—H19C | 109.5
02—C9—C8 110.17 (14) H19B—C19—H19C | 109.5
05—C9—C8 102.66 (14) C6—C20—H20A 109.5
02—C9—C10 114.40 (16) C6—C20—H20B 109.5
05—C9—C10 104.20 (13) H20A—C20—H20B | 109.5
C8—C9—C10 115.29 (15) C6—C20—H20C 109.5
C9—C10—C11 | 115.77 (15) H20A—C20—H20C | 109.5
C9—C10—H10A | 108.3 H20B—C20—H20C | 109.5
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1.9.1.4 Compuesto IV: Crotocarasin A

ol 19

Figura 18: Estructura del compuesto 1V

El compuesto IV se aisl6 como un aceite incoloro con una rotacion 6ptica de
[a ]o® -33.3 (c 1.00, CHCIs). El espectro de masas (Figura 19) mostré un i6n
molecular de 326 m/z lo que permitio establecer en conjunto con el espectro de

RMN *C una férmula molecular de CyoH2,04.
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Figura 19: Espectro de masas del compuesto IV

El espectro de IR mostré bandas de absorcién a 1753, 1704, 1663 y 901 cm™,
indicando nuevamente la presencia de grupos y-lactona a,B-insaturada,

ciclopentenona a,B-insaturada y dobles enlaces (Figura 20).
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Figura 20: Espectro IR del compuesto IV

Al analizar los espectros de RMN *H y 3C (Figuras 21 y 23), claramente se
puede apreciar que este compuesto tiene un esqueleto similar al compuesto |ll.
Las diferencias en sus espectros de RMN pueden ser explicadas por la
aparicion de un singlete ancho que integra para un protén a un desplazamiento
de 5.00 ppm y que se correlaciona con un carbono que resuena a 82.3 ppm en
el experimento HMQC (Figura 22). Esta nueva sefal se asigné a un nuevo
protén oxo-alilico sobre C-9, lo que fue evidente debido a la diferencia en el
desplazamiento quimico del carbono en esta posicion cambiando de 108.7 a
82.3 ppm. Esta nueva sefial y las pequeias diferencias en el desplazamiento
quimico del resto de las sefales, ademas del analisis detallado de los espectros
de RMN en 2D (Anexos 7 y 8) nos llevaron a proponer un diterpeno pentaciclico
muy similar a crotofolin E con la diferencia en la ausencia del grupo hidroxi

sobre el C-9.

91



|

1
h “ M Il ) "J \
,J‘U"'J “\V’ ivﬁ‘x J"U\f*ﬁﬂ" Lﬁu'f’»u ‘LJ»WJ‘”LJK,/' “‘“'\\,v

|

N

3.2

| IT‘AIHIIII}\ ’ III‘I Iw II/\II Ii% I‘ | ‘

1.6666

8.0 70 60 0

7.2491
7.2427

Figura 21: Espectro de RMN *H del compuesto IV (CDCl;, 270 MHz).
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Figura 22: Espectro HETCOR del compuesto IV (CDCl;, 67.5 MHz).
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Figura 23: Espectro de RMN *C y DEPT-135 del compuesto IV (CDCl,, 67.5 MHz).

En la Tabla VIl se muestran los datos espectroscépicos obtenidos para el

compuesto IV a partir de los espectros de RMN en una y dos dimensiones.
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Tabla VII: Datos de RMN **C, *H, DEPT-135, HETCOR y FLOCK del compuesto V.

Posicion | &c ppm | DEPT O, ppm FLOCK
1 207.6 C -—-- 1.18
2 40.8 CH 2.47 (m) 1.18
3 36.4 CH, 2.44 (m); 2.87 (m) 1.18
4 165.8 C 3.14
5 54.6 CH 3.14 (s) 1.20
6 594 C -—-- 1.20; 2.83
7 52.7 CH 2.83 (sa) 1.20; 3.14
8 161.9 C -—-- 1.93
9 82.3 CH 5.00 (sa)
10 38.3 CH, 1.23 (m); 2.61 (d, J=3.7 Hz) 2.23;2.64
11 35.9 CH, |2.23(dt, J;=12.6 Hz; J;=3.7 Hz); 2.64 (m)| 4.46; 5.00
12 145.8 C -=-- 2.83
13 40.9 CH 3.01 (m) 2.64;4.94
14 144.9 C -=-- 3.14
15 128.8 C -—-- 1.93
16 173.1 C ---- 1.93
17 10.2 CHj 1.93 (s)
18 112.8 CH, 4.46 (s,); 4.94 (s)
19 17.3 CHjs 1.18 (d, J=7.7 Hz)
20 19.7 CHj 1.20 (s)

Este es un nuevo compuesto con esqueleto crotofolano que se reporta en la

literatura de productos naturales y al cual identificamos como crotocarasin A.

Debido a que la estereoquimica relativa de los diterpenos crotofolanos hasta

ahora aislados***® ha sido establecida a través de estudios de Rayos-X y

basados en la gran similitud de los datos de RMN de este compuesto con

crotofolin E (lll), aqui proponemos la misma estereoquimica relativa para

crotocarasin A (1V).
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1.9.1.5 Compuesto V: Crotocarasin B
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Figura 24: Estructura del compuesto V

El compuesto V se aisl6 como un aceite amarillo con una rotacién 6ptica de

[a ]o* -56.6 (c 1.00, CHCIs). Su férmula molecular CooH»004 fue deducida a

partir de los espectros de RMN 3C y masas (Figura 25) indicando once

insaturaciones en la estructura.
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Figura 25: Espectro de masas del compuesto V

El espectro de IR (Figura 26) mostré bandas de absorcién a 1735y 1710 cm™,

igual que en los compuestos Il y IV, correspondientes a la vibracién del enlace

C=0 de una y-lactona a,B-insaturada y a una ciclopentenona a,B-insaturada,

respectivamente.
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Figura 26: Espectro de masas del compuesto V

El espectro de RMN *H (Figura 27), a pesar de que mostraba restos de acetato
de etilo, resulté ser muy similar a los espectros de los compuestos Il y IV,
observandose nuevamente las sefales a campo alto de los tres grupos metilo a
desplazamientos de 1.19 ppm (d, J= 6.0 Hz, H19), 1.21 ppm (s, H20) y 2.08 (s,
H17). Se observa la sefal singlete a 3.16 ppm del proton oxo-alilico en la

posicion 5y las sefiales singletes a 4.53 y 5.04 ppm de la olefina exociclica.

A pesar de estas similitudes, sin embargo, se observaba en el espectro una
nueva sefial doblete de doblete que integraba para un protén a 5.97 ppm
(dd, J;=6.4 Hz; J;=3.5 Hz, H10) que no estaba presente en los espectros de los

compuestos Il y IV.
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Figura 27: Espectro de RMN *H del compuesto V (CDCls, 270 MHz).

Por otro lado, en el espectro RMN **C (Figura 28), se observa a 113.4 ppm una
nueva sefial, que en el espectro HETCOR (Anexo 9) se correlaciona con el
doblete de doblete a 5.97 ppm y la sefial de C-9 ahora se encuentra desplazada
a 148.8 ppm. Estos datos, sumado a un numero de insaturacion adicional
calculado a partir de la formula molecular, nos hizo pensar en un compuesto

similar a crotocarasin A con una insaturacion entre los carbonos 9y 10.
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Figura 28: Espectro de RMN *3C del compuesto V (CDCls, 67.5 MHz).
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Figura 29: Espectro DEPT-135 del compuesto V (CDCls, 67.5 MHz).
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Con ayuda del espectro DEPT-135 (Figura 29) se establecio la multiplicidad de
cada una de las sefiales, confirmando que el carbono 9 corresponde a un

carbono cuaternario insaturado y que el carbono 10 es un metino insaturado.

En la Tabla VIII se muestran los datos espectroscopicos obtenidos para el

compuesto V a partir de los espectros de RMN en una y dos dimensiones.

Tabla VIII: Datos de RMN **C, RMN *H, DEPT-135 y HETCOR del compuesto V.

Posicién | 8¢, ppm | DEPT 4, ppm (M, J)
1 207.3 C ——
2 41.1 CH 2.48 (m)
3 36.2 CH, 2.43 (m)
4 166.2 C —-
5 55.0 CH 3.16 (s)
6 59.8 C -——-
7 53.0 CH 2.80(d, J=11.6 Hz)
8 141.6 C e
9 148.8 C
10 1134 CH 5.97 (dd, J;= 6.4 Hz; J,= 3.5 Hz)
11 39.0 CH, 3.18 (m)
12 146.3 C -—--
13 40.6 CH 3.21(m)
14 147.1 C ----
15 130.2 C -——-
16 169.4 C -
17 11.3 CHj 2.08 (s)
18 113.0 CH, 453 (s); 5.04 (s)
19 17.4 CHs 1.20 (d, J= 7.4Hz)
20 19.4 CHs 1.23 (s)
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1.9.1.6 Compuesto VI: Crotocarasin C
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Figura 30: Estructura del compuesto VI

El compuesto VI se aisl6 como cristales blancos con p.f. 236-238°C y una
rotacion éptica de [a ]o?° -78.4 (c 1.00, CHCIs). Su férmula molecular C2,H260s
fue deducida a partir de su espectro de masas (Figura 31) el cual mostré un ién

molecular de 370 m/z.
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Figura 31: Espectro de masas del compuesto VI.
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Al observar los espectros de RMN *H y *C (Figuras 32 y 33) y compararlos con
los de crotofolin E (lll) nos sugerian un compuesto con una estructura similar,
sin embargo, se observaban sefiales adicionales. Una nueva sefial triplete que
integraba para tres protones a 1.19 ppm y una sefal cuarteto a 3.80 ppm nos

sefalaron la presencia de un grupo etoxi en la estructura.
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Figura 32: Espectro de RMN *H del compuesto VI (CDCl;, 270 MHz).
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El espectro de RMN **C mostré la resonancia de 21 atomos de carbono; sin
embargo, la sefial en 60.0 ppm tenia el doble de la intensidad, lo que nos indicé
que dos carbonos presentaban el mismo desplazamiento. Con ayuda del
espectro DEPT-135 (Figura 33) estas sefiales fueron discriminadas en 9
carbonos cuaternarios, 4 metinos, 5 metilenos y 4 metilos. En el espectro se
visualizaban las sefales de la cetona a,B-insaturada (6¢c 208.0, 145.2 y 165.7
ppm), una olefina terminal (&¢c 146.2 y 112.9 ppm), la y-lactona a,B-insaturada
(6c 170.9, 129.7, 159.5 ppm) y también los carbonos del epdxido se

encontraban presentes en esta estructura (6¢ 60.0 y 55.0 ppm).
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Figura 33: Espectro de RMN *C y DEPT-135 del compuesto VI (CDCl;, 67.5 MHz).
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A través del andlisis detallado de los experimentos de RMN en 2D HMQC y
HMBC (Anexos 10 y 11) se establecieron las correlaciones entre los protones y
carbonos. La union de toda la data espectroscopica disponible, permitio
establecer un esqueleto de tipo crotofolano similar al compuesto Ill, pero con un
grupo etoxi en la posicidon 9 en lugar del grupo hidroxilo presente en crotofolin E
(1l1). El espectro de IR (Figura 34) muestra bandas similares a las mostradas
para el compuesto lll, sin embargo, no se observa la banda de absorcién de
grupos hidroxilos. Adicionalmente, el espectro de masas muestra un pico base
a 324 m/z producto de la pérdida de 46 uma correspondientes a la masa del
EtOH. Descartamos la posibilidad de que este compuesto sea un artefacto que
se formé durante el proceso de extraccion ya que no se usé EtOH como

solvente.
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Figura 34: Espectro IR del compuesto VI
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En la Tabla IX se muestran los datos espectroscopicos obtenidos para el

compuesto VI a partir de los espectros de RMN en una y dos dimensiones.

Tabla IX: Datos de RMN **C, 'H, DEPT-135, HETCOR y FLOCK del compuesto VI.

Posicion | 8¢ ppm | DEPT O, ppm FLOCK
1 208.0 C 1.17
2 40.8 CH 2.48 (m) 1.17
3 36.5 | CH, 2.43 (m); 2.89 (dd, J,=6.4 Hz; J,=3.7 Hz);

4 165.7 C ——

5 55.0 CH 3.14 (s) 1.25

6 60.0 C -——- 1.25; 2.77
7 52.8 CH 2.77 (M) 1.25

8 159.5 C 1.89; 2.77
9 109.9 C -——-

10 36.9 | CH, |1.34(dt, J;=14.0 Hz; J,=4.9 Hz); 2.81(t, J=2.7 Hz)

11 34.7 | CH, 2.20 (dt, J:=13.4 Hz; J,=4.2 Hz); 2.42 (m) 4.44
12 146.2 C -——-

13 40.2 CH 3.48 (td, J;=11.6 Hz; J,=3.5 Hz); 4.92
14 145.2 C —-

15 129.7 C -——- 1.89
16 170.9 C e 1.89
17 10.0 | CHs 1.89 (s)

18 112.9 CH, 4.44 (s,); 4.92 (s)

19 17.4 CHs 1.17 (d, J=7.4 Hz2)

20 20.1 | CH, 1.25 (s)

21 60.0 | CH, 3.80 (q, J=7.2 Hz) 1.19
22 15.5 | CHs 1.19 (t, J=7.2 Hz)

La estructura del compuesto VI pudo ser confirmada a través de un analisis de

difraccién de Rayos X (Figura 35, Tabla X) que muestra claramente el grupo
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etoxi enlazado en la posicion 9. Adicionalmente, se observa una estereoquimica

relativa similar a la reportada para crotofolin E (111).

Figura 35: Diagrama ORTEP del compuesto VI

Tabla X: Datos cristalograficos del compuesto VI

Data del cristal

C22H2605 V =2001.0 (9) A3

Mr = 355.39 Z=4

Orthorhombic, P2,2,2, Mo Ka radiation, A = 0.71070 A

a=10.478 (3) A g =0.08 mm-1

b =12.250 (3) A T=293K

c=15.590 (4) A 0.50 x 0.48 x 0.45 mm

Datos de recoleccién
23828 reflejos medidos 3272 reflexiones con | > 20(1)
3948 reflexiones independientes Rin: = 0.030
Distancia de enlaces A

01—C9 1.397 (3) |[C4—C14 1.347 (3) |C10—H10B 0.9700 |C18—H18A 0.9300
01—C21 1.451 (3) |C4—C5 1.479 (3) |C11—H11A 0.9700 |C18—H18B 0.9300
02—C6 1.460 (2) |C4—C3 1.512 (3) [C11—H11B 0.9700 |C19—H19A 0.9600
02—C5 1.459 (3) |C5—H5A 0.9800 |Cl12—C18 1.324 (3) |C19—H19B 0.9600
03—C16 1.360 (3) |C6—C5 1.478 (3) |C12—C11 1.497 (3) |C19—H19C 0.9600
03—C9 1.462 (3) |C6—C20 1.505 (3) |[C12—C13 1.525 (3) |C20—H20A 0.9600
04—C1 1.216 (3) |C7—C6 1.557 (3) |[C13—C7 1.562 (3) |C20—H20B 0.9600
05—C16 1.215(3) |[C7T—H7A 0.9800 |C13—H13A 0.9800 |[C20—H20C 0.9600
C1—C14 1.480 (3) |C8—C15 1.342 (3) |[C14—C13 1.522 (3) |C21—C22 1.496 (5)
ci1—C2 1.529 (3) |C8—C7 1.509 (3) |[C15—C17 1.500 (3) |[C21—H21A 0.9700
C2—C19 1.525(3) |C8—C9 1.533 (3) |[C16—C15 1.475 (3) |C21—H21B 0.9700
C2—C3 1.533 (3) |[C10—C9 1.526 (3) [C17—H17A 0.9600 |C22—H22A 0.9600
C2—H2A 0.9800 |C10—C11 1.531 (3) |[C17—H17B 0.9600 |C22—H22B 0.9600
C3—H3A 0.9700 |C10—H10A 0.9700 |C17—H17C 0.9600 |[C22—H22C 0.9600
C3—H3B 0.9700
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Tabla X:

Datos cristalogréaficos del compuesto VI. (Continuacion)

Parametros geométricos (°)

C9—01—C21 117.54 (19) C10—C11—H11A 109.0
04—C1—C14 127.6 (2) C12—C11—H11B 109.0
04—C1—C2 124.3 (2) C10—C11—H11B 109.0
Cl4—Cl—C2 107.94 (18) H11A—C11—H11B 107.8
C6—02—C5 60.85 (13) C18—C12—Cl1 122.3 (2)
C1—C2—C19 113.0 (2) C18—C12—C13 1217 (2)
Cl—C2—C3 104.98 (18) C11—C12—C13 115.73 (19)
C19—C2—C3 115.3 (2) Cl4—C13—C12 114.88 (16)
C1—C2—H2A 107.8 C14—C13—C7 108.60 (16)
C2—C2—H2A 107.8 C12—C13—C7 109.15 (16)
C3—C2—H2A 107.8 C14—C13—H13A 108.0
C16—03—C9 109.39 (16) C12—C13—H13A 108.0
C4—C3—C2 103.89 (18) C7—C13—H13A 108.0
C4—C3—H3A 111.0 C4—Cl14—C1 109.05 (18)
C2—C3—H3A 111.0 C4—C14—C13 123.16 (17)
C4—C3—H3B 111.0 C1—C14—C13 127.50 (18)
C2—C3—H3B 111.0 C8—C15—C16 108.5 (2)
H3A—C3—H3B 109.0 C8—C15—C17 130.1 (2)
C14—C4—C5 121.42 (19) C16—C15—C17 121.3 (2)
C14—C4—C3 113.18 (18) 05—C16—03 1215 (2)
C5—C4—C3 125.01 (19) 05—C16—C15 129.1 (2)
02—C5—C4 119.74 (18) 03—C16—C15 109.41 (18)
02—C5—C6 59.59 (13) C15—C17—H17A 109.5
C4—C5—C6 117.94 (18) C15—C17—H17B 109.5
02—C5—H5A 115.9 H17A—C17—H17B 109.5
C4—C5—H5A 115.9 C15—C17—H17C 109.5
C6—C5—H5A 115.9 H17A—C17—H17C 109.5
02—C6—C5 59.57 (12) H17B—C17—H17C 109.5
02—C6—C20 115.40 (17) C12—C18—H18A 120.0
C5—C6—C20 118.63 (19) C12—C18—H18B 120.0
02—C6—C7 112.14 (16) H18A—C18—H18B 120.0
C5—C6—C7 115.56 (17) C2—C19—H19A 109.5
C20—C6—C7 120.33 (18) C2—C19—H19B 109.5
C8—C7—C13 113.84 (16) H19A—C19—H19B 109.5
C8—C7—C6 112.45 (15) C2—C19—H19C 109.5
C13—C7—C6 111.66 (16) H19A—C19—H19C 109.5
C8—C7—H7A 106.1 H19B—C19—H19C 109.5
C13—C7—HT7A 106.1 C6—C20—H20A 109.5
C6—C7—H7A 106.1 C6—C20—H20B 109.5
C15—C8—C7 126.18 (19) H20A—C20—H20B 109.5
C15—C8—C9 108.65 (18) C6—C20—H20C 109.5
C7—C8—C9 125.17 (17) H20A—C20—H20C 109.5
01—C9—03 109.60 (17) H20B—C20—H20C 109.5
01—C9—C10 115.79 (18) 01—C21—C22 107.1 (2)
03—C9—C10 105.14 (17) 01—C21—H21A 110.3
01—C9—C8 107.22 (17) C22—C21—H21A 110.3
03—C9—C8 103.64 (16) 01—C21—H21B 110.3
C10—C9—C8 114.69 (18) C22—C21—H21B 110.3
C9—C10—C11 116.25 (19) H21A—C21—H21B 108.6
C9—C10—H10A 108.2 C21—C22—H22A 109.5
C11—C10—HI10A __ 108.2 C21—C22—H22B 109.5
C9—C10—H10B 108.2 H22A—C22—H22B 109.5
C11—C10—H10B __ 108.2 C21—C22—H22C 109.5
H10A—C10—H10B  107.4 H22A—C22—H22C 109.5
C12—C11—C10 113.05 (18) H22B—C22—H22C 109.5
C12—C11—H11A __ 109.0
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1.9.1.7 Compuesto VII: Crotocarasin D

contlll 19

Figura 36: Estructura del compuesto VII

El compuesto VII se aisl6 como un aceite incoloro con una rotacion optica de
[a ]o*> -48.8 (¢ 1.00, CHCI3). Su férmula molecular Co,H260s5 resulté ser similar a
la del compuesto VI y fue deducida de su espectro de masas (Figura 37) el cual

mostr6 un [M]* 370.3 m/z.

Fbundance Scan 3000 (39.271 min): C25-4.Ddata.ms (-2988) (-)
| 3283

9000/

4000/ 3703
| 163.1 2811

Figura 37: Espectro de masas del compuesto VII.
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El espectro de RMN *H (Figura 38) muestra algunas caracteristicas en comun
con crotocarasin C (VI), como las dos sefales singletes a 4.30 y 4.76 ppm de la
olefina terminal y la sefal singlete a 3.40 ppm correspondiente al proton oxo-

alilico H-5, aunque esta ultima se encuentra un poco desplazada a campo bajo.
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Figura 38: Espectro de RMN *H del compuesto VII (CDCls, 270 MHz).
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A campo alto, también se observan las sefales de los grupos metilo, sin
embargo, aparecen con una multiplicidad diferente; se visualiza como un
pseudo-quintuplete centrado en 1.22 ppm que integra para seis protones. A
través del espectro HETCOR (Anexo 12) se encontré correlacion entre esta
sefial y las sefiales a 15.3 y 17.5 ppm en el espectro de RMN *3C, indicando
que las sefiales de dos grupos metilos formaban el pseudo-quintuplete, una
sefal triplete (J= 6.9Hz, H22) y una sefial doblete (J= 7.3Hz, H19). Los otros
grupos metilos terciarios presentes en el compuesto VI también estan presentes
en VII, sus sefiales aparecen como dos singletes a 1.46 ppm (H17) y 1.83 ppm
(H20). En la figura 39 se hace una comparacion entre los espectros de RMN *H

del compuesto VI y del compuesto VII.

Compuesto VI

|

!
l‘\

|
| Y. PR T _ju-‘ll‘l‘LL_ _JM._W _,.‘,,_W,H,'L"‘,AJL ) J"'MH\,L,\\_#L-\_ _l,n'.,|||.1w),rxq__‘ J-'“"b.

Compuesto Vi

_IIﬂ,g,,,,___N.’L_gu__LL_,_JdJ.L_J __,IJ'J"‘!{_‘__,r\,-"-.-,__.'llll'LJ'IJl-J.{__,,.hru,_,l,l'.{_/u_)ifl'-hdj IH«_,__u__

Figura 39: Comparacion de los espectros de RMN *H de los compuestos VI y VII
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El espectro de RMN *3C (Figura 40) analizado junto al espectro DEPT-135,
igualmente resulto similar al del compuesto VI, sin embargo, algunas diferencias

importantes en algunas de las sefales resultaron evidentes.
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Figura 40: Espectro de RMN *C y DEPT-135 del compuesto VII (CDCls, 67.5 MHz).

Al hacer un andlisis detallado de los espectros de RMN *C de ambos
compuestos, y con ayuda de los espectros HETCOR y FLOCK (Anexos 12 y
13), se encontré que las diferencias involucraban principalmente al anillo de
siete miembros y la y-lactona a,B-insaturada, manteniéndose el resto de las

sefales a desplazamientos muy similares (Figura 41).
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Figura 41: Comparacion de los espectros de RMN **C de los compuestos VI y VIl

La igualdad en la férmula molecular de ambos compuestos, sumado a las
diferencias en los datos espectroscopicos, caracteristicas fisicas, Rf y rotacion
Optica, nos hicieron pensar que el compuesto VII tiene una estructura similar al
compuesto VI. Las diferencias pueden ser explicadas por un posible cambio
conformacional en el anillo de siete miembros, originado tal vez por cambios en
la configuracién de los carbonos 7, 13 y menos probable sobre el carbono 9.
Esta suposicion esta basada en la biogénesis propuesta hasta el momento para

los esqueletos crotofolanos. Se ha planteado que los crotofolanos
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probablemente derivan de un precursor tipo latirano (A) que sufre un cierre

transanular para formar el intermediario B como se muestra en la Figura 42.4 43

)

H,0

A H H* (B)

Y

Crotofolanos

Figura 42: Biogénesis de los crotofolanos

Durante el cierre, es posible que la configuracién de los carbonos 7 y 13
cambie, dependiendo de la cara por la cual ataque el nucledfilo. Por otro lado,
es importante mencionar que los protones sobre estos carbonos mantienen la

configuracion 7Ha y 13Hp, o viceversa, para reducir la tension anular.

Basandonos en lo antes expuesto y con la finalidad de establecer una
estructura mas cercana del compuesto VII, se realiz6 un estudio teérico con
céalculos GIAO/CAM-B3LYP/6-31+G(d,p)°>® como se aplica en Gaussian 90’
utilizando la estructura de rayos-X de crotocarasin C (VI) como estructura de

partida.

Para ello, se definieron tres posibles distereocisomeros del compuesto VI (D1,

D2 y D3), cambiando la configuracion en los carbonos 7, 9 y 13, y se
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optimizaron las estructuras por medio del procedimiento de la Teoria del

Funcional Densidad (DFT) (Figura 43).

D1 D2 D3

Figura 43: Estructuras optimizadas de los diastereocisbmeros obtenidas usando
calculos de quimica quantica CAM-B3LYP/6-31+G(d,p).

Una vez que las estructuras fueron optimizadas, se calcularon los
desplazamientos quimicos teéricos de *H y **C usando el método estandar de
GIAO (Gauge-Independent Atomic Obital) de Gausian 90%*% con el mismo
nivel de teoria usado para la optimizacion de la geometria. En estos célculos, se
realiz6 una simulacién de solvente (CDCIl3) usando la aproximacion PCM
(Polarized Continuum Model).'®* Los desplazamientos quimicos de **C y *H se

muestran en las Tablas XI y XII, respectivamente.
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Tabla XI. Comparacién de los desplazamientos quimicos de **C experimentales del
compuesto VIl con los desplazamientos tedricos obtenidos por calculos GIAO/CAM-
B3LYP/6-31+G(d,p) para los diastereoisomeros D1, D2 y D3.

Posicién D-1 D-2 D-3 Experimental
1 207,2 205,8 203,8 208,8
2 43,5 43,7 43,6 40,6
3 38,0 37,1 36,3 37,4
4 167,6 169,8 168,5 166,2
5 55,2 55,0 54,7 56,4
6 59,8 64,9 60,1 61,2
7 47,3 49,1 45,9 41,3
8 161,9 161,7 158,3 162,1
9 106,5 109,1 106,3 108,7
10 32,2 39,6 39,8 36,3
11 32,9 37,7 28,0 28,5
12 155,7 148,9 148,1 137,7
13 38,2 39,1 45,0 44,6
14 140,1 140,4 141,3 145,7
15 123,0 129,8 126,2 123,4
16 169,5 168,1 166,7 1714
17 12,9 12,4 14,3 11,0
18 107,2 110,3 116,1 110,1
19 14,9 14,8 15,8 17,5
20 22,2 21,9 23,2 22,0
21 59,7 59,5 59,1 59,0

N
N

15,5 15,8 16,0 15,3
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Tabla XIl. Comparacion de los desplazamientos quimicos de 'H experimentales del
compuesto VIl con los desplazamientos tedricos obtenidos por calculos GIAO/CAM-
B3LYP/6-31+G(d,p) para los diastereoisomeros D1, D2 y D3.

Posicion D-1 D-2 D-3 Experimental
2 2,34 2,40 2,15 2,48
3a 3,07 2,90 2,63 2,54
3b 2,47 2,42 2,25 2,99
5 3,22 3,12 2,95 3,40
7 3,19 2,91 3,26 3,18
10a 1,88 2,81 2,74 2,04
10b 2,64 1,08 1,09 2,34
1lla 2,84 2,37 1,87 2,72
11b 2,52 2,30 2,17 2,39
13 2,74 3,80 3,39 3,15
17a 2,67 1,76 1,69 1,83
17b 1,84 1,76 1,59 1,83
17c 1,65 1,81 1,92 1,83
18a 5,22 5,39 5,31 4,76
18b 4,81 5,04 5,17 4,30
19a 1,19 1,17 1,11 1,22
19b 1,64 1,70 1,82 1,22
19c 0,63 0,61 0,57 1,22
20a 1,59 1,61 1,89 1,46
20b 0,83 1,64 1,87 1,46
20c 1,95 0,70 0,63 1,46
21a 4,07 3,92 3,72 3,55
21b 3,88 4,05 3,96 3,55
22a 1,18 1,16 1,02 1,22
22b 1,33 1,34 1,36 1,22

22c 1,28 1,42 1,40 1,22
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Con la finalidad de observar las correlaciones entre los datos tedricos con los

experimentales, se realizaron las rectas de regresion lineal y se calculo el

coeficiente R? para cada caso (Figuras 44-46).
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Figure 44. Desplazamientos quimicos de *H y **C tedricos de D1 Vs. Experimentales
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Figure 45. Desplazamientos quimicos de *H y *3C teéricos de D2 Vs. Experimentales
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Figure 46. Desplazamientos quimicos de *H y **C tedricos de D3 Vs. Experimentales
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Al realizar una comparacién entre los valores de R? obtenidos de los gréficos de
desplazamientos de 'H teéricos versus los experimentales de cada
diastereoisomero, se observa que sus valores son muy parecidos y no existe
una diferencia significativa que marque una tendencia para decidir cuél de las
estructuras es la mas probable. Lo mismo sucede cuando se comparan los
valores de R? obtenidos en los gréficos de '*C. Por este motivo, con estos
analisis no se pudo determinar con exactitud la estructura del compuesto VII.
Otros analisis tedricos utilizando la base 6-311++G(d,p) se estan llevando a

cabo en este momento.

A pesar de estos resultados, y basandonos en los datos espectroscopicos
previamente discutidos, se propone una estructura similar a crotocarasin C (VI),
para el compuesto VIl pero no se define la estereoquimica de los centros 7, 9y
13 (Figura 36). A este compuesto lo denominamos crotocarasin D y se reporta

por primera vez en la literatura de productos naturales.

En la Tabla Xlll se muestran los datos espectroscopicos obtenidos para el
compuesto VIl a partir de los espectros de RMN en una y dos dimensiones y se
compararan los desplazamientos de RMN **C con los obtenidos para el

compuesto VI.
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comparacion con los datos de RMN **C del compuesto VI.

Tabla XIlI: Datos de RMN **C, 'H, DEPT 135, HETCOR y FLOCK del compuesto VIl y

poscin | SR | S [ S | S| o
1 208.0 208.8 C 1.22
2 40.8 40.6 CH 2.48 (m) 1.22
3 36.5 37.4 CH, |2.54(m);2.99(m)| 1.22
4 165.7 166.2 C 3.40
5 55.0 56.4 CH 3.40 (s) 1.46
6 60.0 61.2 C 1.46
7 52.8 41.3 CH 3.18 (sa) 1.46
8 159.5 162.1 C 1.83
9 109.9 108.7 C
10 36.9 36.3 CH, | 2.04 (m); 2.34(m)

11 34.7 28.5 CH, |2.39(m);2.72(m)| 4.30
12 146.2 137.7 C

13 40.2 44.6 CH 3.15 4.30,4.76
14 145.2 145.7 C

15 129.7 123.4 C 1.83
16 170.9 171.4 C 1.83
17 10.0 11.0 CH, 1.83 (s)

18 112.9 110.1 | CH, | 4.76(s,); 4.30 (s)

19 17.4 17.5 CH; |1.22(d, J=7.3 Hz)

20 20.1 22.0 CH, 1.46 (s)

21 60.0 59.0 CH, [3.55(q,J=7.2Hz)| 1.22
22 15.5 15.3 CH; | 1.22 (t, J=6.9 Hz)

* Se resalta en color azul los desplazamientos en los cuales se encuentran diferencias.
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1.9.2 Seccion biologica
1.9.2.1 Evaluacioén de la actividad citotoxica

Se evalud el efecto citotoxico de los compuestos I, IV, V, VI y VIl sobre la
viabilidad celular utilizando el método del MTT. La Tabla XIV muestra los
valores de Clsp de cada compuesto sobre las lineas celulares MCF-7 y SKBR3,
ambas correspondientes a cancer de mama. El valor obtenido corresponde al
promedio de cada ensayo por triplicado con su respectiva desviacion estandar.

La medicion fue realizada en un tiempo de 72 horas.

Tabla XIV: Valores de Clsy (ug/mL) = DE de los compuestos lll, IV, V, VI y VIl sobre las
lineas celulares MCF-7, SKBR3 y fibroblastos.

Compuesto MCF-7 SKBR3 Fibroblastos
11 --- 46.07 £ 2.83 -
vV 5228 +2.84 | 45.09+2.72 |138.67+11.29
\% 60.79 £ 2.73 | 53.67 +£2.16 135.41 +4.48
VI 78.92+2,84 | 126.17 +13.79 | 111.43 +£8.90
VI 37.48 £3.98 | 3457+1.96 |90.44 +10.264
--: sin actividad

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla X1V, se observa que los
compuestos 1V, V y VII presentaron actividad citotoxica sobre las lineas
celulares MCF-7 y SKBR3; sin embargo, el compuesto Il solo mostré actividad

sobre la linea SKBR3 y el compuesto VI fue activo contra MCF-7.
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A pesar de los altos valores de Clsp determinados para cada compuesto, éstos
presentaron selectividad citotdxica sobre las lineas probadas. Para medir esto
numeéricamente, se calculo el indice de selectividad (S) de cada compuesto que

se define como:

S = Clsg de la linea control

Clso de la linea tumoral

Los datos obtenidos se muestran en la Tabla XV.

Tabla XV: indice de selectividad de los compuestos IlI, IV, V, VI y VILI.

Compuesto | Clso Fibroblastos/Clso MCF-7 | Clsg Fibroblastos/Clsp SKBR3

vV 2.7 3
Vv 2.2 2.5
Vi 1.4 0.8
VIi 2.4 2.6

Los valores del indice de selectividad mostrados en la Tabla XV, nos indica que
los compuestos IV, V, VI y VII presentaron un efecto citotoxico mas fuerte en la
linea celular tumoral que en fibroblastos, mostrando una selectividad >1.4 en el
caso de la linea celular MCF-7 y para la linea celular SKBR3, los compuestos

IV, V y VIl mostraron una selectividad >2.5.

Adicionalmente, se evalué la actividad antibacteriana de los compuestos
aislados, a pesar de que no formaban parte de los objetivos establecidos

previamente.

120



1.9.2.2 Evaluacioén de la actividad antibacteriana

Se evalud la actividad antibacteriana de los compuestos |, I, IV, V, VI y VIl a
través del método de difusion sobre placas de agar. Los resultados obtenidos
se resumen en la Tabla XVI y se expresan como diametros del halo de

inhibicion reportados en milimetros.

Tabla XVI. Actividad antibacteriana de los compuestos |, lll, IV, V, VI, y VIl expresada

como diametros del halo de inhibicion (mm).

Compuestos Controles

Microorganismo (v iv | VIIVIIAN|IAM| O |S

Bacterias Gram-positivas

Staphylococcus aureus 141101318 12|10 | 25| 18 | 25| --

Bacillus cereus 12110(10(18(10|10| 25| 15 |25 --

Bacterias Gram-positivas

Escherichia coli - | -1]-115110|110| 20| 15 |25 --

Pseudomona aeruginosa |18 | -- | -- {18 10| 10| 20 | 28 | 25| --

Concentracion de los compuestos = 1-2 mg/ml

-- = No inhibicion

Controles positivos= AN: amikacina, AM: ampicilina, O: ofloxacina.

Control negativo= S: solvente/mezcla de solventes
Los compuestos evaluados mostraron tener actividad bioldgica especifica
contra los microorganismos empleados. El compuesto V resultd ser el mas
potente de todos, generando didmetros de inhibicion similares a los de

ampicilina empleado como control positivo. Los compuestos V, VI y VI

mostraron actividad contra todos los microorganismo, mientras que los
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compuestos Il y IV resultaron activos contra las bacterias Gram-positivas, S.
aureus y B. cereus. El compuesto | presenté actividad contra las bacterias
Gram-positivas y contra Pseudomona aeruginosa. La actividad biologica
observada contra P. aeruginosa es importante, ya que esta es una bacteria

sumamente resistente a diversos antibiéticos.

No se presentd actividad inhibitoria por parte del solvente, o mezcla de

solventes utilizados como control negativo.
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.10 CONCLUSIONES

- Del estudio fitoquimico de los tallos de Croton caracasana Pittier se aislaron
los compuestos lupeol (II), crotofolin E (Ill), crotocarasin A (IV), crotocarasin C

(VI) y crotocarasin D (VII).

- De las hojas de Croton caracasana se aislaron los compuestos 5-hidroxi-3, 7,
8, 3, 4-pentametoxiflavona (1) y crotocarasin B (V), asi como los compuestos

crotofolin E, crotocarasin A y crotocarasin C, aislados también en los tallos.

- Los compuestos IV, V, VI y VII se reportan aqui por primera vez en la literatura

de Productos Naturales.

- Los resultados obtenidos corroboran la estrecha relacién quimiotaxondémica
gue existe entre C. caracasana y C. corylifolius, especie de la cual se aislaron

por primera vez los diterpenos de tipo crotofolano.

- Los compuestos IV, V y VIl presentaron actividad citotoxica con una potencia
moderada sobre las lineas celulares MCF-7 y SKBR3, sin embargo, el
compuesto Il solo mostré actividad sobre la linea SKBR3 y el compuesto VI fue

activo contra MCF-7.

- En la evaluacién de la actividad antibacteriana los compuestos mostraron
tener actividad biolégica moderada y especifica contra los microorganismos
evaluados, siendo el mas potente el compuesto V, el cual generd diametros de

inhibicion similares a los de ampicilina empleado como control positivo.
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Capitulo II: Hemisintesis y evaluacion biologica de

derivados del acido de caracasina.

................................................................................................................
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Capitulo Il: Hemisintesis y evaluacion bioldgica de derivados del acido de

caracasina.
II.1 Aspectos generales de los kauranos en las plantas.

Los kauranos representan un importante grupo de diterpenos tetraciclicos y sus
estructuras estan constituidas por una unidad perhidrofenantreno (anillos A, By
C) fusionada con una unidad de ciclopentano (anillo D) formada por un puente
de dos atomos de carbono entre los carbonos C-8 y C-13. Diferentes criterios
se utilizan para la nomenclatura de los diterpenos kauranos, siendo el mas
frecuente el uso del prefijo “ent” que precede el nombre del compuesto cuando

existe inversién de la estereoquimica convencional*®

y “seco” que designa la
rotura de un enlace entre dos atomos de carbono de la estructura patrén.*®® La
nomenclatura, numeracién y estereoquimica del esqueleto ent-kaurano ya han
sido establecidas por la IUPAC (Figura 47). Salvo en el caso de unos pocos que
presentan un doble enlace entre C-9 y C-11, la mayoria de ent-kauranos se

caracterizan por presentar valores negativos para la rotacion optica especifica

[G]D.102

Figura 47. Esqueleto de un diterpeno tipo ent-kaurano
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Los kauranos son biosintetizados por la ruta del &cido mevalonico a través de la
ciclizacion del geranilgeranil pirofosfato bajo catalisis acida, dando lugar a dos
series enantioméricas que difieren una de la otra en las configuraciones

invertidas de los carbonos C-5, C-8, C-9, C-10 y C-13 (Figura 48).

H*

OPP P OPP
(affe)

~ H
NORMAL series ‘ ENANTIO (ent-) series

of diterpenes of diterpenes

I 5
:‘. |:| ZH
Labdanes Beyeranes ent-Beyeranes ent-Labdanes
—
2 H 2H ZH Z H

Pimaranes Kauranes ent-Kauranes ent-Pimaranes

etc... etc...

Figura 48. Biosintesis de diterpenos
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A saber, la serie "normal " son las estructuras cuya fusion entre los anillos Ay B
se produce en la misma forma que en los esteroides, mientras que las
estructuras de la serie "enantiomérica" serie (denotada como "ent") son las

imagenes especulares correspondientes de la serie normal. %

Los diterpenos tipo kauranos se han aislado de diferentes especies de plantas
pertenecientes a varias familias, tales como Asteraceae, Annonnaceae,
Euphorbiaceae, Celastraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Fabaceae, Rutaceae,
Chrysobalanaceae, Jungermanniaceae, Erythroxylaceae, Rhizophoraceae,

entre otras.'%?

Diversas actividades biolégicas se han descrito para los diterpenos kauranos

4

tales como antitumorales, anti-VIH, tripanocida, antimicrobiana,’** insecticida,

hipotensora y antiinflamatoria, entre otras.'®

II.2 Sintesis y relevancia biolégica de los kauranos

En una revision del afio 2006 se reportan las estructuras de 518 diterpenoides
aislados de las especies Isodon (Lamiaceae), especialmente los que tienen un
esqueleto ent-kaurano®®® y algunos de estos compuestos mostraron actividad
citotoxica. Ejemplo de ellos fueron los diterpenos 142-146, obtenidos del
extracto de AcOEt de las partes aéreas de la especie China Isodon sinuolata

(Lamiaceae).™®’
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Todos estos compuestos mostraron significativa citotoxicidad contra la linea
celular NB4 (leucemia promielocitica aguda) con valores de Clsy entre 1.7 y
9.1uM. Adicionalmente, el compuesto 142 fue activo contra la linea celular
SHSY5Y (neuroblastoma) con un Clsg de 2.7 yM y contra MCF-7 (cancer de

mama) con un Clso de 4.3 uM usando taxol como control positivo.*’

El amplio espectro de actividades biolégicas presentada por este tipo de
diterpenos ha motivado diversos estudios de modificaciones estructurales de
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este esqueleto con el objeto de obtener nuevos compuestos potencialmente
bioactivos. Estas transformaciones estructurales se han logrado tanto

105

quimicamente como a nivel microbiolégico, utilizando cultivos de

microorganismos. %1%

Entre las transformaciones que se han logrado quimicamente se reportan las
siguientes. A partir del compuesto 148, aislado del extracto etéreo de
Ricinocarpus stylosus (Euphorbiaceae), se llevé a cabo diversas reacciones de
esterificacion, oxidacion, reduccion y homologacién (reaccion de Wittig) para

obtener los derivados 149-155, entre otros.**°

.‘\\\\\\RI

%
R

(147) R= CO;H; R'= CH, (148) R= R’= COH
(149) R= CHy; R'= C(CeHs)» (153) R= CO,H; R’= CO,H;
(150) R= CH,OH; R'=0 (154) R= CHO; R’= CO,H;

(151) R= CH,OH; R'= CH, (155) R= CO,H; R’= CH,OH

(152) R= CHg; R= 0

La sintesis total de &cido kaurenoico (147) se llevé a cabo por Mori y

colaboradores.*!!

Usando episideridiol (156), un diterpeno abundante de Sideritis infernalis

(Lamiaceae), como material de partida, se llevo a cabo la sintesis de los
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derivados 157-162 a través de varias reacciones de fotooxidacion, epoxidacion,

reordenamiento, bromacion, acetilacion e hidrélisis.'*?

‘1 ///O H

0
Z
z
~

OH

(157) R= CH,OH
(158) R= CH,Br

(159) R= R’= H; R”’= CH,0OH (162)

(160) R= R'= H; R"= CHs3

(161) R= R'= Ac; R"= CH,0Ac
La sintesis total de (+)-atractiligenina (163) se habia logrado como una mezcla
racémica'®®. Sin embargo, 10 afios después, se publicé una ruta de sintesis
enantioselectiva de la preparacion de 163 con un exceso enantiomérico
superior al 87%, lo que hizo posible la sintesis de este kaurano en la forma
como se encuentra en la naturaleza.'’* La lactona diterpénica 164, un
diterpenoide kaurano rearreglado que presenta actividad antitumoral y contra la
malaria, se obtuvo como una mezcla racémica a través de una sintesis lineal

total que consiste en 21 pasos.'®
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c

O,H

(163) (164)

A través de una epoxidacion con m-CPBA del acido grandiflorenico aislado de
las especies del género Espeletia (Asteraceae), seguido por consecuente
reordenamiento molecular con trifluoruro de boro eterato o N-metil-N-
nitrosourea, se sintetizaron los diterpenos 165 y 166. Estos diterpenos
reordenados revelaron una considerable actividad citotoxica contra diversas
lineas celulares de neoplasias humanas como de colon, pulmén, leucemia,

melanoma, ovario, rifién y préstata, con valores de Clso entre 0,05y 100 pM.**®

Dos compuestos kauranos relacionados, &cido ent-16a-hidroxi-15p3-
hidroximetilbeyeran-19-oico (167) y su éster etilico (168), se sintetizaron con un

buen rendimiento a través de una reaccion aldélica Cannizzaro de isosteviol
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(169), ElI compuesto 168 mostré selectiva inhibicidon contra B-glucosidasas

L.ll7

(61.3%) y a-mannasa (63.2%), a la concentracion de 0.1 mmol/

Mas recientemente se report6 la sintesis de 31 derivados ent-kauranos a partir
de los &cidos kaurenoico (170), grandiflorénico (171), 15a-acetoxi-kaurenoico

(172) y 16a-hidroxi-kaurenoico (173).18
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Se evalud la actividad citotoxica de los compuestos sintetizados contra las
lineas celulares RAW 264.7, HELA, HepG2 y HT-29, y los compuestos mas

potentes fueron 174-177 con valores de Clso (UM) que se muestran en la Tabla

XVl 118

(177)

Tabla XVII: Valores de Clg, (UM) de los compuestos 174-177.

Compuesto RAW 264.7 HELA HepG2 HT-29
174 1.0+0.2 50.0+6.3 75.0+8.3 30.0+2.7
175 50+04 10.0+14 25.0+3.3 40.0+45
176 5.0+0.3 >100 >100 >100
177 50+0.7 25.0+1.2 >100 25.0+2.7
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Ademas de la actividad citotoxica comprobada para muchos de los compuestos
kauranos presentados, se ha encontrado que algunos de ellos presentan
actividad tripanocida y leishmanicida. Se ha reportado que el acido kaurenoico
(170) es activo contra Tripanosoma cruzi,''® agente causante de la enfermedad

de Chagas.*®°

Da Costa y colaboradores reportaron que los diterpenos kauranos 178, 179,

180 y 181 fueron activos contra tripomastigotes de T. cruzi con valores de Clsg

de 1.7, 0.7, 1.8, y 1.7 mM, respectivamente. >

(178) R= COOH (180) (181)
(179) R= CH,OH

Se reportd los resultados de la evaluacion de 26 diterpenos obtenidos de
fuentes naturales o productos de transformaciones sintéticas/microbiolégicas,
principalmente derivados del acido kaurenoico (170), contra las formas
tripomastigotes de Tripanosoma cruzi. De los compuestos evaluados, los mas
potentes resultaron ser el acido kaurenoico (170), kaurenol (182), estemodin
(184) y acido acutiflérico (183) con valores de DE;q de 1.363, 1.386, 1.390 y

1.599 pg/mL, respectivamente.'?
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(182)

En 2002 se report6 la sintesis de derivados del &cido kaurenoico (170) en la
busqueda de compuestos que disminuyan la actividad litica sobre eritrocitos
sanguineos que presenta 170 como efecto colateral. Para ello, sintetizaron los
compuestos que se muestran en la Figura 49 y se evaluo la actividad de estos

compuestos contra la forma tripomastigote de T. cruzi. *?3
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R, R, R, R,

(185) CO,H (198) CO,CH;  CH,
' 2 5 (193) CHN (199) CH,OH CH,
(186) CON(CH,CH,CH), (200) CO,CH; 0
) 104 (201) CH,OH o
(187) CON(CH,CHy),  (194) CH:N (202) CO,CH;  NOH(2)
12 N . (203) CO,CH;  NOH(E)
(188) CoON + i (205) CH,OH  NOH(E)
(196) CH,N Cl
1! 2! H/
190) CON )% +< > -
(199) (197) CHyN Cl
/
(191) CH,N(CH,CH,CHj3), H

(192) CH;N(CH,CHy),

Figura 49: Derivados del acido kaurenoico (170).

De los derivados obtenidos, el compuesto 202 resulté mas potente que el &cido
kaurenoico (170), presentando actividad tripanocida en todas las
concentraciones probadas (2.27 - 0.57 mM), sin embargo, causaba una discreta
lisis de los eritrocitos, lo mismo ocurrié con el compuesto 204, el cual presentd
una potencia similar a 170. EI compuesto 196 resulté tan potente como 170 y

sin causar lisis de los eritrocitos.

En el area de la leishmaniasis, muchos productos naturales han presentado
excelente actividad contra los parasitos causante de esta enfermedad,

principalmente alcaloides. Algunos terpenos también han sido reportados como
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agentes activos contra estos parasitos; como por ejemplo, el compuesto 206
aislado de Sideritis varoi (Lamiaceae) mostré6 actividad in vitro contra
promastigotes de L. donovani.'** Adicionalmente, el compuesto 207 aislado de
la corteza de Holarrhena floribunda (Apocynaceae) presentd moderada

actividad contra promastigotes y amastigotes de L. donovani.*?®

Y
HO

(@]
(206) (207)

En los resultados mostrados como antecedentes a esta investigacion, se puede
observar que un gran numero de diterpenoides con esqueleto ent-kaurano, con
diferentes oxigenaciones y patrones de clivaje han sido aislados, caracterizados
y sintetizados; muchos de estos compuestos han presentado actividad
antitumoral. Asimismo, en los Ultimos afios, se ha reportado un namero
creciente de publicaciones donde se destaca el uso de los kauranos para la
sintesis de nuevos agentes antimicrobianos, citotéxicos y tripanocidas. Esto
confirma el enorme potencial de estos diterpenos como agentes terapéuticos y
nos invita a continuar explorando mas en esta familia interesante de

compuestos.%?
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I1.3 Acido de caracasina

(117)

El acido de caracasina (117) es un diterpeno de tipo ent-3,4-seco-kaurano
aislado de la planta Croton micans Muell. Arg. (la cual, en principio, fue
errébneamente identificada como Croton caracasana).”® Este compuesto
presentd una excelente actividad citotoxica a concentraciones de 0,8 a 12 yM
contra las lineas celulares de cancer humano HelLa (cancer de cuello uterino),
MCF- 7 (cancer de mama), PC-3 (cancer de préstata), LoVo (cancer de colon),
Jurkat E6.1 (leucemia aguda de células T humanas) y Jurkat JCaM1.6 (variante
genética de la células Jurkat E6.1 deficiente en la proteina p56-%). Asimismo,

presentd excelente actividad antiinflamatoria.”

En estudios recientes, el acido de caracasina fue evaluado en parasitos de
Leishmania mexicana y Tripanosoma cruzi, y adicionalmente se evalué su
actividad contra algunas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, resultando

activo en todos los ensayos realizados.
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1.4 JUSTIFICACION

Basados en los antecedentes farmacoldgicos de los diterpenos ent-kauranos y
derivados sintéticos hasta ahora reportados, ademas, de la actividad citotoxica,
antiinflamatoria, leishmanicida, tripanocida y antibacteriana presentada por el
acido de caracasina, en este trabajo de investigacion se realizaron
modificaciones estructurales de este kaurano en la busqueda de nuevos
compuestos potencialmente bioactivos. Esta es la primera investigacion sobre
modificaciones en estructuras tipo ent-3,4-seco-kauranos, ya que las reportadas

hasta el momento, implican el esqueleto tetraciclico de los kauranos.
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1.5 OBJETIVOS

[1.5.1 Objetivo general

1. Realizar modificaciones estructurales del compuesto acido de caracasina
aislado de la planta Croton micans Muell. Arg. y evaluar la actividad

biologica de los derivados obtenidos.

[1.5.2 Objetivos especificos

1. Optimizar el proceso de extraccion y purificacién del acido de caracasina

de la planta Croton micans Muell. Arg.

2. Realizar la hemisintesis de derivados del acido de caracasina a través de
reacciones sobre el &cido carboxilico, los dobles enlaces y la cetona a, 3-

insaturada.

3. Caracterizar los derivados obtenidos mediante técnicas espectroscépicas

de RMN 'H, RMN C, HETCOR, FLOCK, IR y Espectrometria de Masas.

4. Evaluar la citotoxicidad de los derivados sintéticos sobre diversas lineas

celulares de cancer humano utilizando el método de MTT.

5. Evaluar la actividad antibacteriana de los derivados sintéticos utilizando

el método de difusion sobre placas de agar.

6. Evaluar la actividad leishmanicida de los derivados sintéticos sobre

promastigotes de Leishmania mexicana utilizando el método del MTT.

7. Evaluar la actividad tripanocida de los derivados sintéticos sobre

epimastigotes de Tripanosoma cruzi utilizando el método del MTT.
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1.6 RESULTADOS Y DISCUSION
[1.6.1 Seccién quimico-sintética

[1.6.1.1 Extraccion del acido de caracasina (117)

(117)

Con la finalidad de optimizar el proceso de extraccion y purificacion del acido de
caracasina de la planta Croton micans Muell. Arg. se decidi6 evaluar varios
métodos. El método optimizado consistio en la decoccion de las hojas secas y
molidas de la planta, seguido de extraccién liquido-liquido con CHCI; y
finalmente filtracibn mediante cromatografia en columna de silica gel. Con la
aplicacion de este procedimiento se logro aislar el acido de caracasina con alto
grado de pureza y con rendimientos promedios de 0.66% respecto al material
vegetal inicial y 70.7% respecto a la fraccion cloroférmica. Los otros métodos de
extraccion probados generaron rendimientos menores, involucraban mas pasos

y en muchas ocasiones resultaba dificil purificar el acido.

Uno de los procedimientos probados fue a través de la extraccion acido-base de
un extracto metanolico de los tallos secos y molidos que se obtuvo mediante

Soxhlet. Este extracto fue disuelto en CHCI3 y extraido con NaHCO3; 10%.
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Posteriormente, la fase acuosa se llevo a pH acido con solucion de HCI 10%, se
extrajo con CHCI3, se evaporo el solvente a presion reducida y esta fraccion se
purificO mediante cromatografia en columna; el acido se aisl6 con un
rendimiento de 0.01% respecto al material vegetal inicial. Un método similar se
llevé a cabo, pero esta vez partiendo de un extracto cloroférmico de los tallos
obtenido mediante Soxhlet. Esta vez el rendimiento fue de 0.02%. Se repitieron
ambos procedimientos con las hojas de la planta y se obtuvieron rendimientos
similares. Otro procedimiento realizado fue la separacibn mediante
cromatografia en columna de fase normal de un extracto metandlico de las
hojas obtenido por maceracion. Las fracciones de interés obtenidas de la
columna fueron purificadas a través de otras técnicas cromatograficas. Se logré
aislar el acido de caracasina con un rendimiento de 0.60%. A pesar de que con
este procedimiento se obtuvo un buen rendimiento, no fue seleccionado como
el método de extraccibn mas apropiado ya que involucraba un mayor niamero
de pasos en comparacién con el primero y el &cido de caracasina aislado no se

obtenia totalmente libre de impurezas.

Una vez que el método de extraccion del material de partida fue optimizado, se
realizé varias veces para obtener la cantidad de acido de caracasina necesaria
para llevar a cabo las reacciones planteadas. El acido fue caracterizado por
medio de técnicas espectroscopicas de RMN (Tabla XVIII), IR y espectrometria

de masas (Anexos 12-16).
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Tabla XVIII. Datos de RMN **C y 'H para el 4cido de caracasina (117).

Posicion 8¢, ppm®  DEPT-135 &4, ppm (m)°

1 33.5 CH, 1.68 (m)

2 28.4 CH. 2.06 (M)

3 179.4 C

4 146.8 C

5 49.9 CH 2.05 (m)

6 24.7 CH. 1.53 (m)

7 32.1 CH. 1.27 (m)

8 51.9 C

9 43.4 CH 1.36 (m)

10 41.5 C

11 18.3 CH. 1.63 (m)

12 32.2 CH, 1.88 (m)

13 38.1 CH 3.04 (sa)

14 36.4 CH,  2.35(d, J=12.1 H2)
15 210.3 C

16 149.3 C

17 114.7 CH, 5.98 (s), 5.24 (S)
18 23.4 CHs 1.72 (s)

19 114.1 CH. 4.86 (s), 4.60 (s)
20 21.6 CHs 1.04 (s)

3 CDCly, 67.5 MHz
® CDCl,, 270 MHz
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11.6.1.2 Reacciones sobre el acido carboxilico

[1.6.1.2a Hemisintesis de ésteres del acido de caracasina (I1.2-11.8).

R-OH
p-TsOH, MgSOy, A

v

Compuesto R
1.2 -CH3
1.3 -CH,CH3;
1.4 -CH,CH,CH3
1.5 -CH,CH,CH,CH3;
1.6 -CH(CHs3)2
1.8 -CH,Ph

Esquema 9: Hemisintesis de ésteres

Los diferentes ésteres se sintetizaron a través de una reaccion de esterificacion
tipo Fischer en la cual se emple6 p-TsOH como catalizador acido bajo
condiciones de reflujo (Esquema 9). La reaccion procede a través de una
sustitucion nucleofilica sobre el carbono acilico del acido carboxilico como se
muestra en la Figura 50. En el mecanismo de reaccion cada paso es reversible,
y tomando en cuenta el principio de Le Chatelier, la formacién del éster se
podria favorecer usando un exceso de los reactivos o eliminando uno de los

productos a medida que se va formando.
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En la mayoria de las reacciones llevadas a cabo se empled un exceso del
alcohol que sirvié de nucledfilo y a su vez de solvente y, por otro lado, el agua
gue se iba formando en el transcurso de la reaccion se iba eliminando del

medio con el MgSO, anhidro usado como desecante.

Adicion OH *OH,

| Nucleoﬁhca >< /A
Protonacmn ~ H
R /o+ R OR;
J
O Rl - HZO
Rl/ ~y

Figura 50: Mecanismo de la reaccién de Fischer

A través de esta reaccidon se sintetizaron siete ésteres con rendimientos por
encima del 50% (Tabla XIX). Estos compuestos se elucidaron a través de

técnicas espectroscoépicas y espectrometria de masas (Anexos 17-40).

Tabla XIX: Caracteristicas de los ésteres sintetizados.

Compuesto R Caracteristica fPur_rfo ‘E,'e Rendimiento
usion °C %
1.2 -CHs; Sélido blanco 73-75 74.8
1.3 -CH,CH3 Sélido blanco | 107-109 70.1
.4 -CH,CH,CH3; Sélido blanco | 101-105 78.9
1.5 -CH,CH,CH,CH3 | Sdlido blanco | 100-103 90.2
1.6 -CH(CHs3), Solido blanco | 107-110 60.6
1.7 -Cy Saolido blanco 86-91 70.9
1.8 -CH,CgHs Sélido blanco 83-87 53.8
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En el caso de los compuestos 11.2-11.6, el nucledfilo sirvio también de solvente,
por lo tanto se encontraba en exceso. En la sintesis de los compuestos 1.7 y
[1.8 no se aplicé el mismo procedimiento debido al alto punto de ebullicion del
ciclohexanol (161°C) y del alcohol bencilico (205°C), lo cual dificultaria su
evaporacion, en su lugar se empled una cantidad equimolar de cada nucledfilo
con respecto al acido y se utilizd benceno como solvente.

En los espectros de RMN *3C de los compuestos sintetizados (Anexos 20, 23,
26, 29, 32, 36 y 40), se observa la presencia de una sefial clave que confirma la
obtencion de los productos deseados, la sefial del carbono acilico de cada éster
la cual resuena entre 173-174 ppm, a diferencia de la sefial del material de
partida que aparece a 179.4 ppm, como es de esperarse para el caso de un
acido carboxilico. Adicionalmente, puede observarse para cada compuesto, la
sefal de los carbonos de la porcién alcohdlica del éster, destacando la sefial del
carbono enlazado al oxigeno (entre 50-70 ppm). En los espectros de RMN *H
(Anexos 19, 22, 25, 28, 31, 35y 39), de igual forma se distinguen las sefiales de
los protones de la porcion alcohdlica de cada éster. En el caso del compuesto
I1.2 que corresponde al éster metilico, esta sefial se observa a 3.61 ppm como
un singlete que integra para tres protones. Para el compuesto 1.3 se observa un
cuarteto a 4.05 ppm (J= 7.2 Hz) y un triplete a 1.19 ppm (J= 7.2 Hz), sefales
correspondientes al grupo etoxi. Del mismo modo se pudieron asignar las
sefales para el resto de los compuestos. Los espectros de masas (Anexos 18,
21, 24, 27, 30, 33, 37 y 41) permitieron confirmar el peso molecular de cada uno
de los ésteres sintetizados comprobando de este modo la obtencion de los

mismos.
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Se intentd sintetizar un éster aromatico sustituido (A) con la finalidad de
observar el efecto de este grupo sobre la actividad biolégica. Para ello, se hizo
reaccionar el acido de caracasina con o-metoxi-fenetilalcohol, siguiendo el
mismo procedimiento descrito para los obtener los compuestos I1.2-11.6; sin
embargo, no se obtuvo el compuesto deseado, sino una mezcla de varios

productos (Esquema 10).

OH

HaCO

HO

X

p-TsOH, MgSOy,
A

v

Esquema 10: Aproximacion de hemisintesis del compuesto A.

Una posible explicacién para esto es que, bajo las condiciones aplicadas, se
favorecid una reaccion de eliminacion en el alcohol para formar la olefina
correspondiente, limitando la cantidad de nucledfilo que reaccionaria con el
acido para formar el compuesto A. Por esta razon, se seleccioné otro alcohol
aromatico, el 3,4-dimetoxi-bencilalcohol, disponible en el laboratorio. Se realiz6
el mismo procedimiento de sintesis descrito para los casos anteriores; sin

embargo, se obtuvo nuevamente una mezcla de productos (Esquema 11).

OH
i “OCH3 O
OCH3
x o H3CO
»

p-TsOH, MgSO,, octts
A B

Esquema 11: Aproximacion de hemisintesis del compuesto B.
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Se repitio la reaccion variando las condiciones y se obtuvo el mismo resultado.

11.6.1.2b Hemisintesis de la ciclohexilamida del 4cido de caracasina (11.9).

EDC. HCI, CH,ClI;, Ny, O\

HO

Esquema 12: Hemisintesis de la ciclohexilamida del acido de caracasina (11.9)

El compuesto 1.9 se obtuvo a través de la activacion del acido de caracasina
con el reactivo de acoplamiento EDC bajo atmésfera de N, y posterior reaccion

con ciclohexilamina (Esquema 12), de acuerdo al mecanismo descrito en la

Figura 51.
Q o)
R, H R,
)L /H/\ o N, v J
R e} + N C N — > .+ N"—C=—7/=N
R (@) /v
Rl Rl

RlHN)LNHRZ )L /NHR4 b — /\‘)L )\
N

/

EDC: /—//\

N—C—=N

_ 7

Figura 51: Mecanismo de la formacion de amidas a partir de acidos carboxilicos

empleando EDC.
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El producto se obtuvo como un caramelo amarillo claro con un rendimiento de
15.9%. En el espectro de RMN **C (Anexo 42) se observa la sefial del carbono
acilico (C-3) desplazada a 171.4 ppm, asi como también otras cuatro sefiales
gue se asignaron a los carbonos del grupo ciclohexil de la amida. En el espectro
de RMN'H (Anexo 41) la sefial del metino enlazado al nitrégeno de la amida
aparece como una sefial multiplete que integra para un protén a 3.71 ppm. No
fue posible tomar un espectro de masas para este compuesto que comprobara
la masa molecular del mismo debido al bajo rendimiento con el cual se obtuvo
el producto, sin embargo, con los datos espectroscépicos discutidos y el

espectro DEPT-135 (Anexo 42) fue posible caracterizar al compuesto I1.9.

11.6.1.2c Aproximaciones de hemisintesis del ent-3,4-seco-15-oxo0-kaur-

4(19),16(17)-dien-3-ol (C)

CH3(CH2)3OH o /\/\0
p-TsOH, MgSO,, A

HO

4h, 90%.
Etilenglicol,
benceno, H*, A.
1) LiAlH,, THF
2) H,0, H"

Esquema 13: Aproximacion 1 de hemisintesis del compuesto C.
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Se intent6 sintetizar el compuesto C correspondiente al derivado del acido de
caracasina con un grupo hidroxilo en la posicion 3 obtenido a partir de la
reduccion del acido carboxilico. La estrategia sintética planteada consistia en
cuatro pasos: esterificacion del acido carboxilico con butanol, proteccion de la
cetona en C-15 con etilenglicol, reduccion del éster con LiAlH, y finalmente

desproteccion de la cetona para obtener el compuesto C (Esquema 13).

El primer paso se llevéd a cabo de acuerdo al procedimiento descrito para
obtener el compuesto 11.5. Se decidié sintetizar el butil éster ya que fue la
reaccion de sintesis de ésteres con la cual se obtuvo mayor rendimiento

(Tabla XIX). Esta vez el producto se obtuvo con un 90% de rendimiento.

El segundo paso consistia en la proteccion de la cetona en C-15 con etilenglicol
para formar el cetal correspondiente. Se llevé a cabo la reaccidon mediante la
disolucion del 4cido de caracasina en benceno, se acidifico el medio, se afiadié
una cantidad equimolar de etilenglicol y se coloc6 la reaccion bajo reflujo
mediante el uso de un aparato Dean Stark. Después de 6 horas de reaccidén no
se habia consumido el material de partida totalmente y mediante CCF se
observé la formacion de varios productos, por ello se decidié finalizar la
reaccion en este punto. Se purifico el residuo mediante cromatografia en
columna de silica gel, sin embargo, el producto en mayor proporcion
correspondia la material de partida. Mediante el analisis de los espectros de
RMN de los compuestos obtenidos se determind que no se habia formado el

producto deseado.
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Por esta razon, se cambio la estrategia y se propuso realizar una sintesis de
cuatro pasos empezando con la reduccion de la cetona en C-15 con NaBHyg,
posteriormente, se debia proteger el alcohol con DHP, realizar la reduccion del

acido carboxilico con LiAlH4 y desproteger el alcohol para formar el compuesto

C (Esquema 14).

NaBH,
MeOH/CH,Cl,

NaBH,
MeOH/CH,CI,, 62%

DHP, CH,Cl,
0°C

1) LiAlH,, THF
2) H,0, H'

Esquema 14: Aproximacion 2 de hemisintesis del compuesto C.

El primer paso de la ruta propuesta ya habia sido realizado en dos ocasiones
para obtener el compuesto 11.13 con rendimientos alrededor de 70%. Esta vez
se repitid el mismo procedimiento, pero el NaBH, no se adicion¢ disuelto en
MeOH como en los casos anteriores, sino que se adiciond lentamente al medio

en forma sélida. EI compuesto obtenido después de haber sido purificado,
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mostraba caracteristicas fisicas y en CCF similares al compuesto 11.13, por esta

razon se continud el esquema propuesto.

Para llevar a cabo el siguiente paso de la ruta de sintesis, se disolvio el
compuesto obtenido en el primer paso en CH,Cl,, se colocd en un bafio de
hielo, se le anadio el DHP (2 equiv.) y se dej6 reaccionar por 2 horas a
temperatura ambiente. Después de purificar el residuo se obtuvo un solido
blanco, el cual fue identificado a través de RMN como el compuesto 11.14

(Esquema 14).

La reduccion de aldehidos y cetonas a,B-insaturadas con el NaBH4
generalmente conduce a la obtencién del alcohol completamente saturado,*?*
sin embargo, la formacion de este compuesto se puede explicar a través de una

reduccion 1,4 del sistema conjugado.

Para tratar de explicar la regioselectividad del NaBH, en la reduccién de
aldehidos y cetonas a, B-insaturadas se han utilizado los conceptos de acidos-
bases “duros y blandos”. Se ha encontrado que los hidruros relativamente
suaves se adicionan preferencialmente al sistema enona mediante una via 1,4,
mientras que los reactivos fuertes reaccionan con el carbono carbonilico
(via 1,2). Los borohidruros son considerados mas suaves que los
correspondientes hidruros de aluminio. El reemplazo de un grupo hidruro sobre
el boro por un alcoxido lo convierte en un reactivo mas fuerte, asi el
NaBH(OMe); generard mayor cantidad del producto de una reduccion 1,2
comparado con el NaBH4 y cuando se evita la formacion de los alcoxiboratos

predomina la reduccion 1,4. Esto implica que la adicion lenta del borohidruro a
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la solucién de sustrato deberia ayudar a formar las especies alcoxiborato e

incrementar la cantidad relativa de reduccion 1,2.12°

Como ya se menciond, en el primer paso de la ruta sintética el NaBH4 no se
disolvi6 en MeOH como en el caso del procedimiento descrito para obtener el
compuesto 11.13, sino, que se adicioné directamente de forma lenta al medio de
reaccion. Esto favorecié la reduccidon 1,4 ya que el NaBH, actud directamente
sobre el sustrato sin que se formaran especies alcoxiborato que darian paso a

la formacion del producto deseado.

Ademas de las reacciones ya mencionadas, se hizo reaccionar el acido de
caracasina con DIBAL (3 equiv.) en THF a 0°C y luego a temperatura ambiente,
para determinar si con este agente se podia reducir el acido carboxilico al
aldehido o al alcohol como se reporta en la literatura.'*’'?® Al realizar esta
reaccion se esperaba que el grupo carbonilo en la posicién 15 fuera reducido al
alcohol correspondiente, sin embargo, después de 24 horas de reaccion no se

habia formado ninguno de los posibles productos (Esquema 15).

DIBAL
THF, 0°C, 24h

AV 4

Dl R= OH, R]_: R2= (@]
D2 R= H, R]_: R2= @]
D3 R= H, R]_: H, R2= OH

Esquema 15: Aproximacion de hemisintesis del compuesto D.
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[1.6.1.3 Reacciones sobre el doble enlace en la posicion 4-19

mCPBA (1.2 eq)
CH,Cl,, 0°C, Ng.

MCPBA (2.4 eq)
CH,Cl,, 0°C, N§

Esquema 16: Hemisintesis del acido ent-3,4-seco-15-0x0-4,19-epoxi-kaur-16(17)-en-3-
oico (1.L10) y del acido ent-3,4-seco-15-ox0-4,19-dihidroxi-kaur-16(17)-en-3-oico
(11.12).

[1.6.1.3a Hemisintesis del acido ent-3,4-seco-15-0x0-4,19-epoxi-kaur-16(17)-

en-3-oico (1.10)

La hemisintesis del compuesto 11.10 se obtuvo a través de la reaccién de
Prilezhaev,®® que consiste en la epoxidacién de un alqueno por reaccién con
un peracido (Esquema 16). El oxigeno del grupo hidroxilo de un peréacido es
electrofilico a diferencia de un acido carboxilico, por lo tanto, puede reaccionar
con un alqueno por transferencia de un oxigeno para producir un epéxido y un
acido carboxilico. Se ha propuesto que la reaccion cursa a traveés de un estado
de transicion como el que se muestra en la Figura 52, donde el oxigeno
electrofilico se adiciona al doble enlace carbono-carbono y el proton

simultdneamente migra al oxigeno del grupo acilo del peracido.
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Figura 52: Mecanismo de la reaccion de epoxidacion de dobles enlaces con peracidos.

En el caso de la sintesis del compuesto 11.10 se utilizé el acido meta-
cloroperbenzoico (m-CPBA) en wuna proporcion acido:m-CPBA (1:1.2),
obteniéndose como producto el compuesto epoxidado en la posicién 4,19 del
acido de caracasina con un rendimiento de 37.5%. La estructura de este
compuesto fue comprobada a través del andlisis de los datos espectroscopicos.
En los espectros de RMN *3C (Anexo 46) y DEPT-135 (Anexo 47) se observa la
desaparicion de las sefiales correspondientes a los carbonos olefinicos C-4 y C-
19 presentes en el acido y se observan dos nuevas sefiales correspondientes a
un carbono cuaternario y uno metilénico a 58.2 y 55.9 ppm, respectivamente.
Esto indicé que el doble enlace se habia epoxidado. Adicionalmente, en el
espectro de RMN *H (Anexo 45) se observan dos dobletes a 2.73 y 2.68 ppm
(J = 4.0 y 4.4 Hz), que integran para dos protones y confirmaron la presencia
del grupo metilénico del epdxido. En el espectro de masas (Anexo 44) se
observa un [M + Na]® a 355.16 m/z que permiti6 establecer una formula
molecular CyoH2504 (332.43 g/mol), comprobando de este modo que se habia

obtenido el producto deseado.
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11.6.1.3b Hemisintesis del acido ent-3,4-seco-15-0x0-4,19-dihidroxi-kaur-

16(17)-en-3-oico (I.11).

El compuesto 11.11 se obtuvo mediante el mismo procedimiento empleado para
sintetizar el compuesto 11.10, sin embargo, en este caso se empled una
proporcién acido/m-CPBA (1:2.4), con la intencion de observar si el alqueno en
la posicidn 16-17 del &cido de caracasina también seria epoxidado. El resultado
obtenido fue la formacion de un diol en las posiciones 4 y 19 (Esquema 16).
Este producto pudo formarse a partir de la sintesis del epdxido en el alqueno 4-
19, el cual sufre posteriormente una reacciébn con agua resultando en la
abertura del epdxido, manteniéndose el doble enlace del sistema a,B-insaturado
intacto (Figura 53). Debido a que se utilizO un exceso del peracido, se piensa
gue esto pudo favorecer la protonacion del epéxido formado en un primer paso

y posterior abertura del mismo por ataque nucleofilico del agua.

H+
O
N HO K HO &
Rim,,,. atH 5 H SH* s H
— > RWY/ —> RW"“/
R H
( Ry /o*—H Ry OH
(0]
R H

Figura 53: Mecanismo de la reaccién de abertura de epéxidos

En el espectro de RMN *C (Anexo 50) y DEPT-135 (Anexo 51) se observan las
sefales de la olefina exociclica a 149.7 (C-16) y 113.5 ppm (C-17) indicando
gue no hubo reaccion sobre este grupo funcional. Adicionalmente, se pueden
apreciar dos nuevas sefiales de carbonos oxigenados a campo medio, una a

76.87 ppm (C-4) correspondiente a un carbono cuaternario y otra a 70.4 ppm
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(C-9) correspondiente a un carbono metilénico. Esta ultima sefal se
correlaciona en el espectro de RMN *H (Anexo 49) con un multiplete centrado
en 3.30 ppm que integra para dos protones, indicando un grupo metileno
hidroxilado en la estructura. Estos datos adicionados a la informacion obtenida
a partir del espectro de masas (Anexo 48), donde se observa un iGn molecular
[M + Na]" a 373.17 m/z (350.45 g/mol), confirmaron la estructura del compuesto

11.11 el cual tiene una formula molecular de C,gH300s.

11.6.1.4 Reacciones sobre el doble enlace en 16-17

[1.6.1.4a Hemisintesis del &cido ent-3,4-seco-15-o0x0-kaur-4(19)-en-3-0ico

(11.12)

H,, 10% Pd/C HO
e
THF, Ta, 4h.

Esquema 17: Hemisintesis del &cido ent-3,4-seco-15-oxo-kaur-4(19)-en-3-oico (11.12)

El compuesto 11.12 se obtuvo a través de la hidrogenacion catalitica del doble
enlace en la posicion 16-17 (Esquema 17). El producto se obtuvo como un
sélido blanco con punto de fusion 169-171 °C y con un rendimiento de 84.3 %.
En el espectro de RMN *C (Anexo 55) se observa claramente el
desplazamiento a campo bajo de la sefal de la cetona en C-15, la cual se
desplaza desde 210.3 ppm en el acido a 220.6 ppm en el compuesto 11.12,
indicando la pérdida de la conjugacion con el doble enlace en 16-17. Por otro

lado, se evidencia la presencia de una sola olefina en el producto por las

157



sefales en 146.7 y 113.9 ppm correspondientes a los carbonos C-4 y C-19,
respectivamente. El grupo metilo obtenido por la reduccion del doble enlace
exociclico se observa en el espectro de RMN 'H (Anexo 54), como una sefial
doblete que integra para tres protones a un desplazamiento de 1.09 ppm. El
espectro de masas de este compuesto (Anexo 53) mostré un idbn molecular [M +
Na]® a 341.18 m/z (318.45 g/mol), que confirma una féormula molecular de

C20H300:s.

I1.6.1.5 Reacciones sobre la cetona en C-15

[1.6.1.5a Sintesis del acido ent-3,4-seco-15-hidroxi-kaur-4(19),16(17)-dien-3-

oico (1.13).

NaBH,

MeOH/CH,CI,, 0°C

Esquema 18: Hemisintesis del acido 15-hidroxi-3,4-seco-ent-kaur-4,16-dien-3-oico
(11.13).

El compuesto 11.13 se obtuvo, a través de una reaccion de reduccién con
NaBH,, como un solido blanco con punto de fusion 143-145°C y un rendimiento
de 70.9% (Esquema 18). En el espectro de RMN **C (Anexo 60) se observa la
desaparicion de la sefial del carbonilo en C-15 presente en el acido. En su lugar
se aprecia una nueva sefal a 82.7 ppm correspondiente a un carbono metinico
que se correlaciona en el espectro de RMN *H (Anexo 59) con una sefial

singlete a 3.78 ppm. Estas sefiales nos indicaron la presencia de un grupo
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hidroxi en la posicién 15. Adicionalmente, en el espectro de **C se observa un
cambio en los desplazamientos de los carbonos C-16 y C17 (157.9 y 105.1
ppm) producto de la pérdida de la conjugacion con el grupo carbonilo. El
espectro de IR (Anexo 57) muestra bandas en 3423, 1701 y 1642 cm™. El
espectro de masas (Anexo 58) mostré un [M + Na]® a 341.20 m/z (318.45
g/mol), que permitié establecer una férmula molecular de C,oH3003, confirmando

la estructura del compuesto 11.13.

Los compuestos 11.12 y 11.13 también se obtuvieron al hacer reaccionar el acido
de caracasina con LiAIH, en THF seco bajo atmésfera de N, durante 4 horas.
Bajo estas condiciones se obtuvo una mezcla de los dos productos los cuales
fueron separados mediante cromatografia en columna y elucidados mediante

técnicas espectroscopicas (Esquema 19).

LiAIH,, THF, N,
an.

H
.13

Esquema 19: Hemisintesis de los compuestos 11.12 y 11.13 por reduccion del acido de
caracasina con LiAlH,.

Esta reaccién se realizé con la finalidad de reducir el acido carboxilico en C-3
ademas del grupo carbonilo en C-15, sin embargo, bajo las condiciones usadas

se obtuvo una mezcla de los compuestos 11.12 y 11.13.
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[1.6.1.5b Hemisintesis del acido ent-3,4-seco-kaur-15-tiona-4(19),16(17)-

dien-3-oico (E).

Reactivo de Lawesson
Tolueno, A, 90 min.

At >

Esquema 20: Hemisintesis del acido ent-3,4-seco-kaur-15-tiona-4(19),16(17)-dien-3-
oico (B).

Se intentd sintetizar el compuesto E a través de un reemplazo isostérico del
oxigeno de la cetona por un azufre con el uso del reactivo de Lawesson
(Esquema 20). Es conocido que los compuestos organosulfurados son valiosos
no solo por su rica y variada quimica, sino por que presentan muchas
propiedades bioldgicas importantes.®*® La tionacién es la conversién de un
grupo carbonilo a tiocarbonilo y es un procedimiento comiunmente empleado
para la preparacién de compuestos organosulfurados.’*! El reactivo de
Lawesson (Figura 54) es el reactivo de seleccion para llevar a cabo muchas
reacciones de tionacion,*** debido principalmente a su disponibilidad comercial,
simplicidad y conveniencia de uso; adicionalmente, las reacciones se realizan
bajo condiciones suaves. Sin embargo, una de sus desventajas es la formacion

de subproductos o productos heterociclos intermedios estables.**?

Ly
o)

Figura 54: Reactivo de Lawesson

-
wn-0=Ww

w
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Para la sintesis del compuesto E, se siguio el procedimiento descrito por Sarek
y colaboradores.™® Se disolvi6 el &cido de caracasina en tolueno vy
posteriormente se la afiadié el reactivo de Lawesson (1 equiv.). Se colocé en
reflujo por 90 minutos y debido a que se observé mediante CCF la formacion de
diversos productos a pesar de que el compuesto de partida no se habia
consumido completamente, se termind la reaccion en este tiempo. Se purifico el
residuo, sin embargo, debido a las pequefias cantidades obtenidas de cada
compuesto después de purificar no pudieron ser caracterizados. Se llevé a cabo
la reaccion nuevamente variando las condiciones, sin embargo, no se logré

sintetizar el producto deseado.

La sintesis de tiocetonas a, B-insaturadas con el reactivo de Lawesson ha sido

reportada en la literatura,'3334

sin embargo, se ha encontrado que en estas
reacciones se producen diversos compuestos azufrados y generan bajos
rendimientos. Una de las razones de esto, es que una vez que se forma la
tiocetona a, B-insaturada, esta dimeriza con otra molécula similar para formar
los correspondientes dimeros sulfuros, debido a que estos productos son muy

inestables en muchos casos se descomponen regenerando el material de

partida.**

161



1.6.1.6 Reacciones sobre el sistema q, B-insaturado

Las reacciones que se llevaron a cabo sobre el sistema a,B-insaturado
consistieron en reacciones de adicion tipo Michael empleando diferentes
nucleofilos. De manera general estas reacciones de adicion 1,4 siguen el

mecanismo descrito en la Figura 55.

Figura 55: Mecanismo de adicién nucleofilica 1,4.

[1.6.1.6a Hemisintesis acido ent-3,4-seco-17-etoxi-15-0xo0-kaur-4(19)-en-3-

oico (1.14)

EtO/EtOH o
—
24 h. Ta.

Esquema 21: Hemisintesis del acido ent-3,4-seco-17-etoxi-15-0x0-kaur-4(19)-en-3-oico
(1.14)

El compuesto 11.14 se sintetiz6 a partir del tratamiento del acido de caracasina
con NaOEt en etanol (Esquema 21). Se obtuvo como un caramelo amarillo con
un rendimiento de 18.6%. En el espectro de RMN *C (Anexos 64-65) del

compuesto sintetizado se observa la sefal del grupo carbonilo en C-15
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desplazada a campo bajo, en 221.8 ppm, indicando la pérdida de la conjugacion
con el doble enlace en la posicion 16-17. Por otro lado, se observan tres nuevas
sefales, dos de ellas a 66.7 y 15.6 ppm que corresponden al grupo etoxi del
nucleodfilo adicionado y la otra sefial resuena a un desplazamiento de 69.9 ppm
y corresponde al carbono metilénico C-17. En el espectro de RMN *H (anexo
63) las sefales del grupo etoxi aparecen como un multiplete a 3.45 ppm y un
triplete a 1.14 (d, J= 10.3 Hz). El espectro de masas (anexo 62) confirmé la
férmula molecular C,,H34,0,4 planteada para este compuesto, al mostrar un ion
molecular [M + Na]* a 385.18 m/z (362.5 g/mol). El bajo rendimiento con que se
obtuvo el compuesto 11.14 puede explicarse en funcion de las condiciones
suaves de reaccién que se usaron durante la sintesis para evitar la posible
esterificacion del acido carboxilico con el nucleofilo presente en el medio.
Adicionalmente, después de purificar el producto se pudo recuperar parte del

reactivo de partida, indicando que no reacciond completamente.

11.6.1.6b Hemisintesis acido ent-3,4-seco-17-ciano-15-oxo-kaur-4(19)-en-3-

oico (11.15)

KCN, H,O/MeOH 1o
T <10°C, 42h,

Esquema 22: Hemisintesis del &cido ent-3,4-seco-17-ciano-15-oxo-kaur-4(19)-en-3-
oico (11.15)

La sintesis del compuesto 11.15 se llevo a cabo a través de la adicion 1,4 de
KCN al sistema a,B-insaturado del 4cido de caracasina (Esquema 22).
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Este compuesto se obtuvo como un solido blanco con un punto de fusion 170-
174 °C y 48.5% de rendimiento. En el espectro de RMN *C (Anexos 68-69) la
sefal del grupo carbonilo se observa a 219.3 ppm y se distingue una sefal a
118.4 ppm que se atribuyé al carbono del grupo ciano adicionado. En el
espectro de RMN 'H (Anexo 67) se observa una sefial doblete de doblete a
2.90 ppm (J1= 17.36 Hz; J,= 3.6 Hz) y un singlete ancho a 2.58 ppm que
corresponden a los protones de las posiciones 16 y 17, respectivamente. Estas
sefales son claves para identificar la estructura del compuesto sintetizado. Su
espectro de masas (Anexo 66) mostro un ién molecular [M + Na]* a 366.14 m/z
(343.46 g/mol), que permitid establecer una férmula molecular de C,;H29NO3
indicando un total de ocho insaturaciones en la estructura. Con estos datos se
confirma la estructura del compuesto 11.15 como el acido ent-3,4-seco-17-ciano-

15-oxo0-kaur-4(19)-en-3-oico.

11.6.1.6¢c Sintesis del acido ent-3,4-seco-17-bencilmercapto-15-oxo-kaur-

4(19)-en-3-oico (11.16).

HO Bencilmercapto +o

TMSCI, CH,Cl,,
°  28h.58.5%

Esquema 23: Hemisintesis del &cido ent-3,4-seco-17-bencilmercapto-15-oxo-kaur-
4(19)-en-3-oico (11.16).

Para la sintesis del compuesto 11.16 se empleo el (CH3)3SiCl con el fin de
favorecer la reaccion entre al acido de caracasina y bencilmercapto a través de

la activacion del grupo carbonilo (Esquema 23).
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El espectro de RMN *C (Anexo 72) muestra claramente cuatro sefiales en la
zona aromatica correspondientes al anillo bencénico del mercapto adicionado
(6c 138.1, 128.7, 128.4 y 126.9 ppm). Estas sefales se correlacionan con una
sefal multiplete a 7.28 ppm que integra para cinco protones en el espectro de
RMN 'H (Anexo 71). Adicionalmente, la sefial del carbonilo en C-15 aparece
desplazada hacia campo bajo (220.8 ppm), confirmando que ocurrié la adicion
1,4 que derivé en la pérdida de la conjugacion. Las sefiales de los carbonos 16
y 17 se observan a 53.3 y 37.1 ppm, respectivamente, y la sefal del carbono
metilénico C-1’ puede distinguirse a un desplazamiento de 37.5 ppm; esta sefial
aparece en el espectro de protones como un singlete que integra para dos
protones a 3.72 ppm. El compuesto se obtuvo como un caramelo rosado con un
rendimiento de 58.5% y su espectro de masas (Anexo 70) mostré un ion
molecular [M + Na]" a 463.19 m/z (440.64 g/mol) indicando 10 insaturaciones

en la estructura.
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11.6.1.6d Sintesis del éster metilico del acido ent-3,4-seco-17-azida-15-0x0-
kaur-4(19)-en-3-oico (I11.17) y del éster metilico del acido ent-3,4-seco-17-

metoxi-15-oxo-kaur-4(19)-en-3-oico (11.18)

1. MeOH
2. NaN3/H20, A

11.18

Esquema 24: Hemisintesis del éster metilico del acido ent-3,4-seco-17-azida-15-0xo-
kaur-4(19)-en-3-oico (1.17) y del éster metilico del &cido ent-3,4-seco-17-metoxi-15-
oxo-kaur-4(19)-en-3-oico (11.18).

Los compuestos 11.17 y 11.18 se obtuvieron a partir de la reaccién del acido de
caracasina con NaN3 en metanol bajo condiciones de reflujo (Esquema 24). La
idea inicial era llevar a cabo la reaccion a temperatura ambiente para evitar la
formacion del éster metilico favorecida en condiciones de calentamiento. Sin
embargo, bajo condiciones suaves no se observd la formacion de ningun
producto, por ello, fue necesario someter la reaccién a reflujo, aunque esto
implicara la formacion del éster, que fue lo que efectivamente ocurrio.
Adicionalmente, no solo se formé el compuesto 11.17, que era el esperado bajo
esta condiciones, sino que también se sintetizé el compuesto 11.18, producto de

la adicion 1,4 del grupo MeO™ formado por las condiciones basicas de reaccion.
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En el espectro de RMN *H (Anexo 73) del compuesto 11.17 puede observarse
claramente que este compuesto estd mezclado con un producto similar que se
encuentra en menor proporcion. Se observan las sefales singletes a 4.87 y
4.65 ppm correspondientes a los protones olefinicos en la posicion 19, sin
embargo, estas sefales integran cada una para tres protones. Por otro lado, se
observan también dos sefales singletes a 5.93 y 5.24 ppm que integra cada
una para un protén, asignadas a los protones de la olefina en la posicion 16-17.
Estas dos Ultimas sefiales, no deberian aparecer en el espectro de 'H si se
hubiese llevado a cabo una adicion 1,4 en el sistema a,B-insaturado. Pero
considerando la intensidad mas baja de estas sefiales y las sefiales con
intensidad duplicada de los protones en la posicion 19, nos hizo pensar en una
mezcla entre el compuesto 11.17 y otro compuesto similar en el cual no habia
ocurrido la adicion nucleofilica. Este segundo compuesto minoritario fue
identificado facilmente como el éster metilico del acido de caracasina (I1.2),
debido a la aparicion de una sefial singlete a 3.61 ppm que integraba para 9
protones y que coincidia con la sefial de los protones del grupo metilo del
compuesto 11.2. Estos datos nos indicaron que estdbamos en presencia de una
mezcla entre los compuestos 11.17 y 1.2, encontrandose el compuesto 11.17 en
una proporcién doble con respecto al compuesto 11.2. El espectro de RMN **C
(Anexo 74) nos permitié corroborar la informacion obtenida a partir del espectro
de protones. Efectivamente, se trata de una mezcla de dos compuestos, debido
a la aparicion de un conjunto de sefiales que tienen el doble de intensidad
comparadas con otras sefiales que aparecen a desplazamientos similares pero

gue se observa claramente que tienen la mitad de la intensidad.
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Se observa la sefial de la cetona aislada 219. 5 ppm (C-15) y la sefial a 173.7
ppm correspondiente al éster metilico, la cual se observa duplicada. Se intento
purificar el compuesto, sin embargo, fue muy bajo el rendimiento del producto
deseado. Por este motivo, no se realizé el espectro de masas ni se evalu6 en
las pruebas bioldgicas. A pesar de esto, se puede establecer la estructura del
compuesto 11.17 como éster metilico del &cido ent-3,4-seco-17-azida-15-o0xo-

kaur-4(19)-en-3-oico.

Por otro lado, el espectro de RMN 'H (Anexo 76) del compuesto 11.18
claramente nos indicé la presencia de dos grupos metoxi en la estructura
mediante la aparicion de dos sefiales singletes que integra cada una para tres
protones a desplazamientos de 3.34 y 3.61 ppm. Se observan solamente dos
sefales singletes a 4.86 y 4.64 ppm que nos indicaron la presencia de una sola
olefina en la estructura. En el espectro de RMN de carbono (Anexo 77), al igual
gue en los compuestos anteriores, la sefial del grupo carbonilo en C-15 aparece
a 221.3 ppm, confirmando que ocurri6 la adicibn nucleofilica 1,4.
Adicionalmente, las sefales de los dos grupos metoxi aparecen en 59.0 y 51.5
ppm confirmando la estructura propuesta para el compuesto 11.18. Sumado a los
datos ya explicados, el espectro de masas de este compuesto (Anexo 75)
mostré un i6n molecular [M + Na]® a 463.19 m/z (385.21 g/mol) que permitié

establecer una formula molecular de C»;H3404 para el compuesto 11.18.
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[1.6.1.6e Sintesis del éster metilico del acido ent-3,4-seco-15-0x0-17-(1"-

dietilffosfonato-1’-ciano)metil-kaur-4(19)-en-3-oico (11.19)

CH3;0OH
p-TsOH, MgSO,, A

6]
FON 1) THF, 0°C, N..

KH + >
2 g
EtO C=N 2) Compuesto II.2

Esquema 25: Hemisintesis del compuesto 11.19.

El compuesto 11.19 se sintetizé a partir de la reaccion entre el éster metilico del
acido de caracasina (11.2) y el fosfonato obtenido de la reaccion entre el dietil
cianometilfosfonato e hidruro de potasio (Esquema 25). Inicialmente, se queria
sintetizar el compuesto F (Figura 55), producto de la reaccién Wittig-Horner
entre el fosfonato y la cetona en C-15, sin embargo, en lugar de llevarse a cabo
la reaccion de adicién 1,2, se llevé a cabo una adicion nuclecfilica 1,4 sobre el
sistema a, B-insaturado con el fosfonato formado, dando lugar a la formacion

del compuesto 11.19.

Figura 55: Estructura del compuesto F
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El espectro de RMN *H (Anexo 79) de este compuesto mostraba un conjunto de
sefales complejas no esperadas. Se observaba una sefal en 4.20 ppm que
aparecia como un cuartete (J= 7.0 Hz), una sefal multiplete a 3.76 ppm y una
sefal triplete a 1.38 ppm (J= 7.1Hz) que integraba para seis protones.
Adicionalmente, se observaban solo dos sefiales singletes a desplazamientos
de 4.88 y 4.65 que correspondian a los protones de la olefina en la posicion 4-
19. El espectro de RMN *3C (Anexos 80 y 81), resulté bastante complejo,
observandose un desdoblamiento de algunas de las sefales. Por otro lado la
sefal de la cetona en C-15 aparecia desdoblada a desplazamientos de 222.0 y
220.4 ppm. Todo esto nos indicd, que el producto obtenido era otro compuesto
gue habia sufrido una adiciébn nucleofilica 1,4. Pensando en las posibles
reacciones que podian haber ocurrido, propusimos la estructura del compuesto
11.19, que se habria formado por la adicion tipo Michael del fosfonato al sistema
a,B-insaturado. Los datos espectroscépicos coincidian muy bien para este
compuesto. El desdoblamiento de las sefiales en el espectro de carbono se
explicaban por la presencia de un atomo de fésforo en la estructura, la cual fue
confirmada a través de un espectro de masas que mostré un i6n molecular

[M + Na]" a 530.24 m/z (507.60 g/mol).

Analizando la estructura 3D del éster metilico, es posible que la reaccién Wittig-
Horner propuesta no se haya llevado a cabo debido a efectos estéricos
alrededor del carbono carbonilico en C-15, el cual forma parte de un sistema

biciclico 3,2,1.
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Este sistema impide o dificulta que se lleve a cabo la adicion 1,2 con nucledfilos
voluminosos, adicionalmente, la alta reactividad de un sistema a, B-insaturado
para sufrir adiciones 1,4 y la falta de regioselectividad del fosfonato frente a este
sistema, pudieron ejercer un efecto importante en la no obtencion del producto

deseado.

Se realizaron otras dos reacciones usando iluros de fésforo distintos y se

obtuvo de igual forma los productos de adicidén nucleofilica 1,4.
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[1.6.2 Seccidon Bioldgica

Se evaluo la actividad citotoxica, antibacteriana, leishmanicida y tripanocida del

acido de caracasina (117) y de dieciocho analogos (11.2-11.19). Las estructuras

de los compuestos evaluados se muestran en la Figura 56.

X=0 X=0 X=NH
117 1.2 R= CHj .6 R= CH(CHs), L9 R=Cy
I.3R=CH,CH; I.7R=Cy
I1.4 R= (CH,),CH3 1.8 R= CH,Ph Cy= <:>
1.5 R= (CH2)3CH3

.14 R= OCH,CHj .17 R= Ny
II.15 R= CN I1.18 R= OCH,
.16 R= SCH,Ph 11.19 R= CH(CN)PO(OCH,CHb),

Figura 56: Estructuras del acido de caracasina (117) y derivados sintetizados (11.2-11.19)
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11.6.2.1 Evaluacion de la actividad citotoxica

El acido de caracasina y los analogos sintetizados fueron evaluados contra las
lineas celulares de cancer humano MCF-7 (carcinoma mamario) y PC3
(carcinoma de préstata), asi como en fibroblastos dérmicos humanos, a través
del método del MTT. Los valores de Clsp (UM) se muestran en la Tablas XX y

XXI.

Tabla XX: Valores de Cls, (UM) obtenidos para los derivados del acido de caracasina
sobre la linea celular MCF-7 y sobre cultivos primarios de Fibroblastos dérmicos

humanos.
Clso = DE (uM)* Clsox DE (uM)* .
Compuesto MCF-(YN ) Fibroblagtlos) Selectividad

117 15.83 +2.21 <19.75 <1.25
1.2 11.21 +3.25 10.38 + 2.45 0.93
1.3 3.77 £ 1.56 4.88 + 0.55 1.29
1.4 6.65 + 2.63 6.16 + 0.59 0.93
1.5 5.59+0.30 7.01 + 0.56 1.25
1.6 5.44 + 0.77 7.50 £ 1.06 1.38
1.7 2.07 £0.29 <3.91 <1.88
1.8 3.66 £ 0.21 2.8+0.64 0.77
1.9 NE NE NE
11.10 22.63 £6.85 25.87 £ 3.01 1.14
.11 46.30 +4.11 21.19+1.17 0.46
.12 109.58 + 2.27
.13 86.83 +12.24 206.94 + 27.32 2.38
11.14 NE NE NE
11.15 141.12 £ 17.65
11.16 31.48+2.54 42.73 +5.58 1.36
.17 NE NE NE
11.18 NE NE NE
11.19 NE NE NE

NE: No evaluado.

DE: Desviacion estandar

---: Sin efecto citotoxico a la concentracién mas alta ensayada.

* : Valores corregidos con los valores del control negativo empleado (DMSO).
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Tabla XXI: Valores de Cls, (UM) obtenidos para los derivados del &cido de caracasina

sobre la linea celular PC3 y sobre cultivos primarios de Fibroblastos dérmicos

humanos.
Clso = DE (uM)* Clsox DE (uM)* -
Compuesto PCB(“ ) Fibroblag:os) Selectividad

117 79+1.11 <19.75 <25
1.2 3.67 £0.39 10.38 + 2.45 2.83
1.3 4.47 +1.35 4.88 + 0.55 1.09
1.4 4.04 £0.19 6.16 + 0.59 1.52
1.5 4.73 +0.86 7.01 £ 0.56 1.48
1.6 5.42 +£0.38 7.50 +1.06 1.38
1.7 1.91+0.24 <3.91 <2.05
1.8 406+ 1.2 2.8+ 0.64 0.69
1.9 NE NE NE
11.10 6.74 +1.29 25.87 + 3.01 3.84
.11 29.2 +4.09 21.19+1.17 0.73
.12
11.13 136.64 + 30.25 206.94 + 27.32 1.51
11.14 NE NE NE
11.15
11.16 18.06 + 0.86 42.73 +5.58 2.37
.17 NE NE NE
11.18 NE NE NE
11.19 NE NE NE

NE: No evaluado.

DE: Desviacion estandar
---: Sin efecto citotdxico a la concentracién mas alta ensayada.

* : Valores corregidos con los valores del control negativo empleado (DMSO).

La selectividad (S) de cada compuesto fue calculada a través de la siguiente
ecuacion:

S = Clyg de la linea control

Clsp de la linea tumoral

Las modificaciones realizadas sobre el 4cido de caracasina estuvieron basadas
en: (i) reacciones de esterificacion sobre el 4cido carboxilico y aumento de la

longitud de la cadena hidrocarbonada del éster (11.2-11.8), (ii) reemplazo
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isostérico del oxigeno de uno de los ésteres por un nitrégeno para obtener la
amida correspondiente (11.9), (iii) reacciones de epoxidacion y formacion de
dioles sobre el doble enlace en C4-C19 (11.10 y I1.11), (iv) reduccion del doble
enlace en C16-C17 (11.12), (v) reduccion del grupo carbonilo en C15 (11.13) y (vi)
reacciones de adicion nucleofilica 1,4 sobre el sistema a,B-insaturado con

diferentes nucleofilos (11.14-11.19).

Al analizar los valores de Clso (uM) mostrados en las Tablas XX y XXI, se puede
observar que los siete ésteres sintetizados (I1.2-11.8) resultaron ser agentes
citotoxicos mas potentes que el acido de caracasina (117) sobre ambas lineas
celulares. El &cido presento6 valores de Clsp de (15.83 £ 2.21) y (7.9 + 1.11) uM
contra la lineas MCF-7 y PC3, respectivamente. EI compuesto 1.7 result6 el
mas potente de los ésteres, con valores de Clsy de (2.07 + 0.29) uM para la
linea MCF-7 y (1.91 £ 0.24) uM para la linea PC3, siendo estos valores 7.6 y
8.3 veces menores que los valores obtenidos para el acido. Adicionalmente,
este compuesto presentd una selectividad superior en comparacion con el resto
de los ésteres y superior a la del acido en MCF-7. ElI compuesto II.2
correspondiente al metil éster fue mas potente contra la linea PC3 que contra
MCF-7 con un Clsg (3.67 £ 0.39) uM y una selectividad de 2.83, superior a la
calculada para el acido. EI compuesto 1.8, con un anillo aromatico en su
estructura, presentd valores de Clsg similares al resto de los ésteres de cadena
alifatica pero menor selectividad. No parece existir una relacion entre el tamafo
de la cadena hidrocarbonada del éster con la actividad bioldgica, aunque puede

apreciarse una disminucion de la potencia para los compuestos 11.4, 11.5 y 1.6

175



con 3 y 4 atomos de carbonos. Debido a los resultados obtenidos con el
compuesto II.7, se sintetizd el compuesto 11.9, con la finalidad de analizar el
efecto del reemplazo isostérico del atomo de oxigeno del éster por un nitrégeno;
sin embargo, en estos momentos este compuesto esta siendo evaluado y no se
puede discutir nada al respecto. Los compuestos 11.10 y 1l.11, productos de
modificaciones del doble enlace en la posicion 4-19, resultaron mucho menos
potentes contra MCF-7 que el compuesto de partida. Sobre la linea PC3, el
compuesto 11.10 presentd un Clsg de (6.74 + 1.29) uM, siendo este valor
parecido al obtenido con 117, aunque presentd mayor selectividad. El
compuesto I1.12 que se obtuvo por la reduccién del doble enlace en C16-C17,
no presentd efecto citotbxico a la mas alta concentracion probada. El
compuesto 11.13 con un grupo hidroxi en C15 y los compuestos I1.15 y 11.16 los
cuales se obtuvieron por adicion nucledfilica 1,4 en la posicion 17, sufrieron una
disminucién notable de la potencia sobre ambas lineas celulares. Estos ultimos
cuatro compuestos tienen en comun la ausencia del sistema a, B-insaturado

presente en el acido de caracasina.

A partir de estos resultados, se puede realizar un andlisis preliminar de la
relacion entre la estructura quimica de los diferentes compuestos con la
actividad biolégica. Las observaciones encontradas pueden resumirse de la

siguiente manera:

1) La esterificacion del &cido carboxilico en la posicion 3 dio lugar a

compuestos citotoxicos mas potentes que el acido de caracasina contra las
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lineas celulares MCF-7 y PC3. El ciclohexil éster del acido de caracasina (11.7)

resulté ser el compuesto mas potente de todos los derivados obtenidos.

2) Las modificaciones en el doble enlace de la posicion 4-19 generaron
compuestos con menor potencia. Posiblemente, el doble enlace en esta
posicion sea importante para la actividad biolégica, aunque habria que hacer

estudios con otros sustituyentes.

3) La pérdida del sistema a,-insaturado disminuy6 notablemente la potencia de
los compuestos. Esto coincide con lo reportado en la literatura sobre la
importancia de la unidad a-exometileno ciclopentanona para la actividad

bioldgica.'%®

11.6.2.2 Evaluacioén de la actividad antibacteriana

Se evalud la actividad antibacteriana de los derivados obtenidos a través del
método de difusion sobre placas de agar contra los microorganismos Gram-
positivos: Staphylococcus aureus (ATCC 25963) y Bacillus cereus (ATCC
14579), y los microorganismos Gram-negativos: Escherichia coli (ATCC 35218)
y Pseudomona aeruginosa (ATCC 10145). Los resultados se muestran en la
Tabla XXII y se expresan como diametros del halo de inhibicion (mm). Se
emplearon como controles positivos amikacina, ampicilina/sulbactam, ofloxacina
y tilmicosin; como control negativo se empled la mezcla de solventes usada

para disolver las muestras.
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Tabla XXII: Valores de didmetros del halo de inhibicion (mm) de los derivados del &cido
de caracasina sobre diversos microorganismos utilizando el método de difusion sobre

placas de agar.

Microorganismos
Compuesto | B.cereus | S. aureus E. coli P. aeruginosa
117 22 24 22 30
1.2 22 12 15 15
1.3
1.4 20 12 ---
1.5 --- --- ---
1.6 15 15
1.7 12 30 28 30
1.8 24 15 22 15
11.9 15 15 16 12
11.10 20 25 18 18
.11 20 15
.12 20 18
.13 15 12 12 20
.14 10 12 14 15
.15 20
11.16 20 22 25 15
.17 NE NE NE NE
.18 12 13 15 15
11.19 --- --- ---
Controles

AN 32 16 22 16
SAM 18 12
OFX 28 25 24 15
TIL 32 23 18 18
S _— _— _— _—

Diametro de inhicién expresado en mm a C = 2-5 mg/mL

-- = No inhibicion; NE= No evaluado.
AN: amikacina (30pg); SAM: ampicilina/sulbactam (20ug), OFX: ofloxacina (5ug), tilmicosin
(15 pg), S= CHCI5/EtOH/Acetona (90:5:5).

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla XXII, se puede observar que
todos los compuestos a excepcion de 1.3, 1.5 y 11.19, presentaron actividad
bioldgica especifica contra los microorganismos empleados, evidencidndose
para la mayoria de los compuestos una actividad biolégica de amplio espectro,

es decir, actividad bioldgica contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
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En el caso de los compuestos I1.2-11.6 puede observarse una relacion entre el
namero de carbonos de la cadena hidrocarbonada del éster y la actividad
antimicrobiana. Los compuestos 11.2, 11.4 y 11.6 con numeros de carbonos impar
resultaron activos, sin embargo, los compuestos 1.3 y 1.5 con dos y cuatro
atomos de carbono, respectivamente, fueron inactivos. Por otro lado, el
ciclohexil éster del acido de caracasina (11.7) resulté el compuesto mas potente
de todos contra S. aureus, E. coli y P. aeruginosa con halos de inhibicién de 30,
28 y 30 mm, respectivamente. Estos valores son superiores a los medidos para
el acido de caracasina y para los controles positivos. EI compuesto 1.8 también
resultd activo sobre todos los microorganismos, resultando mas potente que el
acido (117) contra B. cereus. Contra los microorganismos E. coli y P.
aeruginosa, el compuesto 1.8 presentd valores del didametro del halo de
inhibicion similares a los medidos para los controles. Al comparar los resultados
obtenidos para los compuestos 1.7 y 1.9, se encuentra que el ciclohexil éster
(11.7) resulté ser mucho méas potente que la ciclohexilamida (11.9) aunque esta

Gltima fue un poco superior contra B. cereus.

Las modificaciones sobre el doble enlace en la posicidbn 4-19 no mejoré la
potencia de los compuestos. Se observa que el compuesto 11.10 resulté activo
contra todos los microorganismos, con valores del halo de inhibicion similares o
menores al acido de caracasina, mientras que el compuesto 11.11 solo resulté
activo contra B. cereus y E. coli. La reduccién del doble enlace en la posicién
16-17 disminuy6 la potencia del compuesto 11.12 y este resulto inactivo contra

S. aureus y E. coli, lo que sugiere que el doble enlace en esta posicion es
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importante. La pérdida de la conjugacion por el sistema a, B-insaturado de los
compuestos 11.14-11.19 gener6é una disminucidon de la potencia. Sélo el
compuesto 11.16 presentd un halo de inhibiciébn de 25 mm contra E. coli, siendo
este valor superior al del acido de caracasina y al de los controles.
Adicionalmente, la presencia de un grupo —CN en los compuestos 11.15 y 11.19

generé compuestos inactivos, solo 11.15 present6 actividad sobre P. aeruginosa.
Estos resultados nos llevan a plantear las siguientes conclusiones preliminares:

1) Los ésteres del acido de caracasina con numeros de atomos de carbonos
pares en la cadena hidrocarbonada (Il.3 y I1l.5) no presentaron actividad
antibacteriana contra los microorganismos evaluados, mientras que los
compuestos con numeros de atomos de carbonos impares (1.2, 11.4 y I1.6)
resultaron activos contra algunos de los microorganismos, pero presentaron

menor potencia al compararlos con el 4cido de caracasina.

2) La conversion del acido de caracasina a ciclohexil éster (Il.7) mejord

notablemente la potencia contra S. aureus, E. coliy P. aeruginosa.

3) El reemplazo isostérico del atomo de oxigeno en 1.7 por nitrégeno (11.9)

disminuyo la potencia al compararse con el acido de caracasina y con II.7.

4) Las modificaciones sobre el doble enlace en la posicibn C4-C19

disminuyeron la potencia.

5) La pérdida del sistema a,B3-insaturado generd una disminucion de la potencia

de los compuestos.
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11.6.2.3 Evaluacion de la actividad leishmanicida

El acido de caracasina y sus analogos se evaluaron contra promastigotes de

Leishmania mexicana a través del método del MTT. Los valores de Clsg

obtenidos se muestran en la Tabla XXIII.

Tabla XXIII: Valores de Cls, (UM) obtenidos para los derivados del &cido de caracasina
sobre promastigotes de Leishmania mexicana y en cultivos primarios de Fibroblastos

dérmicos humanos.

Compuesto Cleo % DI_E (M) CI.5oi DE (M) Selectividad
L. mexicana | Fibroblastos
117 31.89+1.42 <19.75 0.6 <
1.2 3.4+0.4 10.38 + 2.45 3.1
1.3 16+04 4.88 + 0.55 3.1
1.4 1.5+0.2 6.16 + 0.59 4.1
1.5 1.2+0.2 7.01 + 0.56 5.8
1.6 1.5+04 7.50 + 1.06 5.0
1.7 1.2+0.1 <3.91 3.3<
1.8 0.6 £0.3 2.8+0.64 4.7
11.9 NE NE NE
11.10 <28.7 25.87 + 3.01 0.9 <
.11 <28.5 21.19+1.17 0.7 <
.12 >47 1 --- ---
11.13 >31.4 206.94 + 27.32 <6.6
.14 NE NE NE
.15 >43.7 --- ---
11.16 22124 42.73 £ 5.58 1.9
.17 NE NE NE
11.18 NE NE NE
11.19 NE NE NE

NE: No evaluado.
---: Sin efecto citotdxico a la concentracién mas alta ensayada.
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En los resultados de la evaluacion leishmanicida de los derivados del 4cido de
caracasina mostrados en la Tabla XXIV, se puede observar que los ésteres
fueron los compuestos que resultaron mas interesantes, siendo todos mas
potentes que el acido de caracasina (117). Puede observarse una relacion
directa entre el valor de Clso y el tamafio de la cadena hidrocarbonada del éster.
Al pasar del compuesto 11.2 al 11.5, correspondientes al metil, etil, propil y butil
éster del acido de caracasina, el valor de Clsy disminuye, aumentando la
potencia de cada compuesto. Al mismo tiempo que esto ocurre, también
aumenta la selectividad. Para el compuesto 1.6 se observa un valor de Cls
comparable al obtenido para Il.4, pero presenta mayor selectividad. El
compuesto 1.7 presentd un Clso de (1.2 £ 0.1) uM similar al obtenido para el
compuesto I1.5. Finalmente, el compuesto 11.8 resulté el mas potente de todos

con un Clsp de (0.6 £ 0.3) uM y una selectividad de 4.7.

Las modificaciones sobre el doble enlace en C4-C19 (I1.10 y 11.11) generaron
compuestos con valores de Clsp similares a 117. Las reacciones de reduccion
del doble enlace en C16-C17 y de la cetona en C15 que dieron lugar a los
compuestos .12 y 1.13, respectivamente, disminuyeron la potencia en
comparacion con el acido de caracasina. De los compuestos que se formaron
por adicion nucleofilica 1,4, sélo se han evaluado hasta el momento los
derivados 11.15 y 11.16. El compuesto 11.16 resultd mas potente que el acido con
un valor de Clsp de (22.1 = 2.4) uM, mientras que II.15 presenté menor
potencia. Estos resultados sugieren que la esterificacion del grupo &acido

carboxilico del acido de caracasina mejora notablemente la potencia de los
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compuestos frente a la forma promastigotes de L mexicana. Por otro lado, la
potencia de los compuestos aumenta a medida que aumenta el tamafio de la
cadena hidrocarbonada lineal del éster, en este caso hasta cuatro atomos de
carbono. La presencia de un éster aromatico en la estructura genero el
compuesto mas potente de todos. Las modificaciones sobre los dobles enlaces,
el grupo carbonilo y el sistema a, B-insaturado generaron compuestos de menor

potencia y baja selectividad, a excepcion de 11.16.

[1.6.2.4 Evaluacion de la actividad tripanocida

El 4cido de caracasina y sus derivados se evaluaron contra epimastigotes de
Tripanosoma cruzi a través del método del MTT. Los valores de Clsy obtenidos

se muestran en la Tabla XXIV.

En la evaluacion de la actividad tripanocida, se encontré que todos los ésteres
(11.2-11.8) resultaron mas potentes que el acido de caracasina. EI compuesto 1.3,
presentd un Clsy de (2.37+0.37) uM y una selectividad de 2.3. Si se analizan
con detalle los valores presentados en la Tabla XXII, se observa que a partir de
tres atomos de carbono en la cadena del éster la potencia y la selectividad

disminuyen a medida que aumenta el tamafio de la cadena hidrocarbonada.

El compuesto I1.11 que presenta un diol en las posiciones C4 y C19, presento
un valor de Clsop menor que el acido de caracasina, pero mucho mayor que el

valor obtenido para los ésteres.
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Tabla XXIV: Valores de Cls, (LM) obtenidos para los derivados del acido de caracasina

sobre epimastigotes de Tripanosoma cruzi y en cultivos primarios de Fibroblastos

dérmicos humanos.

Compuesto Clsox DE (_“M) Cl_soi DE (uM) Selectividad
T. cruzi Fibroblastos
117 74.99 + 10.81 <19.75 0.3<
1.2 3.12+0.61 10.38 £ 2.45 3.7
1.3 2.37 £ 0.37 4.88 + 0.55 2.3
1.4 3.10 £ 0.43 6.16 + 0.59 2.4
1.5 4.21 +0.05 7.01 + 0.56 1.5
1.6 5.15 + 1.42 7.50 + 1.06 1.4
1.7 5.51 + 0.36 <3.91 0.7<
1.8 4.12 +0.36 2.8 +0.64 0.7
1.9 NE NE NE
11.10 < 75.20 25.87 + 3.01 0.34<
.11 4257 +13.96 | 21.19+1.17 0.5
.12 >78.5
.13 >78.5 206.94 + 27.32 > 2.6
11.14 NE NE NE
11.15 NE NE NE
11.16 39.34+341 | 42.73+5.58 1.1
.17 NE NE NE
11.18 NE NE NE
11.19 NE NE NE

NE: No evaluado.
---: Sin efecto citotdxico a la concentracién mas alta ensayada.

Los compuestos 11.12 y 11.13 resultaron menos potentes que el acido de

caracasina, mientras que 11.16 presento un Clso menor que 117 pero mayor que

los ésteres.
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Debido a que los compuestos 11.9, 11.10, 11.14, 11.15, 11.17, 11.18 y 11.19 estan
siendo evaluados en estos momentos es dificil realizar una relacion estructura
quimica-actividad biologica; sin embargo, con los datos presentados en la Tabla

XXIII se pueden realizar las siguientes observaciones:

1) La esterificacion del acido carboxilico mejoré notablemente la potencia.

2) A partir de tres atomos de carbono en la cadena hidrocarbonada del éster se

observa una disminucién de la potencia y de la selectividad.

3) La pérdida de la conjugacion del sistema a,B-insaturado por reduccion de la
cetona en C-15 y del doble enlace en C16-C17 disminuyo la potencia de los

compuestos en comparacion con el acido de caracasina.

En general, el acido de caracasina y todos los analogos evaluados, presentaron
actividad contra las lineas celulares, microorganismos y protozoarios utilizados
en este estudio. Con los resultados de la evaluacion biolégica de todos los
compuestos sintetizados, se podria establecer un analisis de relacion estructura
guimica-actividad biolégica en estudios posteriores. Estos resultados confirman
el enorme potencial de los compuestos ent-3,4-seco-kauranos, en especial el
acido de caracasina y sus analogos, como agentes de gran interés por su

amplia gama de actividades bioldgicas en quimica medicinal.
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1.7 PARTE EXPERIMENTAL

I1.7.1 Generalidades

La especie Croton micans Muell. Arg. fue colectada en el Edo. Aragua, recta
Cumboto-Ocumare, antes de llegar al caserio Las Monjas, via El Playon. Una
muestra representativa de la misma se encuentra bajo el cédigo MYF26071 en
el Herbario Victor Manuel Ovalles de la Facultad de Farmacia, Universidad

Central de Venezuela.

El material de vidrio, jeringas, canulas, balones, etc., usados para las
reacciones bajo condiciones anhidras, fueron secados en una estufa a 100°C

por 12 horas antes de usarse.

Los disolventes y reactivos fueron adquiridos comercialmente de las casas

Merck y Sigma-Aldrich.

El CH,CI, se seco a través de reflujo sobre pentéxido de fésforo y el THF se
colocé en reflujo con pequefios trozos de sodio metalico y benzofenona como

indicador.

Los espectros de RMN fueron tomados en un Espectrometro JEOL ECLIPSE
270 (270 MHz para 'H y 67.5 MHz para *C) y en un Espectrémetro Brucker
Advance DRX-400 (400 MHz para *H y 100 MHz para *3C). Se utiliz6 CDCl;y
MeOD como solventes. El desplazamiento quimico (d) esta reportado en ppm y

se empled como patron interno trazas de los solventes utilizados.

Los espectros de masas de los compuestos I1.2-11.8 se realizaron en un

cromatografo Hewlett-Packard 6890 acoplado a un detector de masas HP5973
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en la Facultad de Ciencias, ULA. El cromatégrafo estaba equipado con una
columna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm didmetro interno y espesor de pelicula
0,25um). Se empled una temperatura inicial de 250 °C (0 min) y luego se
calent6 a razén de 5 °C/min hasta 300 °C. El inyector se mantuvo a 250 °C. La
energia de ionizacion fue de 70 eV, con rango de escaneo, 40:500 amu; 3.9/s.
Los espectros de masas del resto de los compuestos fueron tomados en el
Centro de Quimica del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas

(IVIC).

Los espectros de IR fueron tomados en un Espectrofotometro FT-IR Thermo

Nicolet Nexus 470.

Los puntos de fusion fueron medidos en un aparato Electrothermal y no fueron

corregidos.

Las cromatografias en columna se realizaron empleando Silica gel G60, 0,06-

0,2 mm (70-230 mesh ASTM) Scharlau.

Las cromatografias en capa fina se realizaron en placas de silica gel Macherey-

Nagel ALUGRAM SIL G/UV3s4, 20x20 cm, 0,20 mm de espesor.

Las cromatografias de placa preparativas se realizaron en placas de silica gel

60. F254,20x20 cm, 0,25 mm de espesor, Merck.

Como agente revelador de las placas cromatogréaficas se empleo principalmente
el reactivo p-anisaldehido (0.5 mL de p-anisaldehido, 85.0 mL de MeOH, 5.0 mL

de H,SO,4y 10.0 mL de acido acético glacial).
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Se utilizé una lampara de UV multibanda 254/365 nm modelo UVGL-25, un
rotavapor BUCHI R-114, Balanza analitica OHAUS y Balanza METTLER PC

2000.

Todos los solventes usados fueron grado analitico. Los solventes empleados

para realizar los espectros de RMN fueron CDCl; y MeOD (Sigma-Aldrich).

La evaluacion de la actividad citotdxica, leishmanicida y tripanocida fue
realizada en el Laboratorio de Gendmica y Protedmica, Fundacién Instituto de
Estudios Avanzados (IDEA), bajo la direccion del Dr. Ivan Galindo y Katherine
Figarella siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 1.8.2.1. En el caso de
la evaluacion de la actividad tripanocida y leishmanicida, se determiné la
viabilidad de estos parasitos a través del método MTT, con la consideraciéon de
qgque se estandarizaron las condiciones para éstas células cultivadas en
suspension y en medio de cultivo LIT (Liver infusion tryptose), suplementado

con 10% de suero fetal bovino.

La evaluacion de la actividad antibacteriana se realiz6 en el Departamento de
Biologia Celular de la Universidad Simén Bolivar por la Dra. Antonieta Taddei,

siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 1.8.2.2.
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[1.7.2 Extraccion y purificacion del acido de caracasina (117)

C20H2503

PM: 316.4364 g/mol
Aspecto fisico: solido blanco
Punto de fusion: 133-134 °C
Rf: 0.58 (Hex/AcOEt 60:40)
log P: 3.80

El acido de caracasina se aislé de la planta Croton micans Muell. Arg. a través
de la decoccién de 80.0 g de hojas secas y molidas durante 15 minutos. Se dejo
enfriar la solucion acuosa y se filtr6 mediante vacio. Se realizaron particiones
liquido-liquido con CHCls. la fase organica se desec6 con MgSO, anhidro, se
filtré por gravedad y el solvente se evapord a presion reducida. Se obtuvo
748.0 mg de la fraccion de CHCIs. Esta fraccion se filtr6 mediante columna
cromatografica en silica gel y una fase mévil Hex/AcOEt (70:30). Se obtuvo
528.0 mg del acido de caracasina lo que representa un rendimiento de 70.6%

respecto a la fracciéon de CHCI3 y un 0.66% respecto al material vegetal inicial.

Acido de caracasina (117): Solido blanco. IR vmax: 3305, 2933, 2863, 1735,
1720, 1698, 1638, 1120, 936 cm™. RMN *H (270 MHz, CDCls) & ppm: 5.98 (s,
1H, H17), 5.24 (s, 1H, H17), 4.86 (s, 1H, H19), 4.60 (s, 1H, H19), 3.04 (sa, 1H,
H13), 2.35 (d, J= 12.1 Hz, 2H, H14), 2.06 (m, 2H, H2), 2.05 (m, 1H, H5), 1.88
(m, 2H, H12), 1.72 (s, 3H, H18), 1.68 (m, 2H, H1), 1.63 (m, 2H, H11), 1.53 (m,
2H, H6), 1.36 (m, 1H, H9), 1.27 (m, 2H, H7), 1.04 (s, 3H, H20). RMN *C (67.5
MHz, CDCl3) 6 ppm: 210.3 (C-15), 179.4 (C-3), 149.3 (C-16), 146.8 (C-4), 114.7

(C-17), 114.1 (C-19), 51.9 (C-8), 49.9 (C-5), 43.4 (C-9), 41.5 (C-10), 38.1 (C-
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13), 36.4 (C-14), 33.5 (C-1), 32.2 (C-12), 32.1 (C-7), 28.4 (C-2), 24.7 (C-6), 23.4
(C-18), 21.6 (C-20), 18.3 (C-11). EM-IES: m/z = 339.17 [M + Na]® para la

formula CooH250s.

11.7.3 Sintesis del metil éster del acido de caracasina (l1.2).

C21H3003

PM: 330.4631 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 73-75 °C
Rf: 0.63 (Hex/AcOEt 80:20)
log P: 4.07

Se disolvio el acido de caracasina (0.1018 g, 0.3217 mmol) en metanol
(5.0 mL). Posteriormente, se afiadié el p-TsOH (0.0277 g, 0.1609 mmol) y una
pequefia cantidad de MgSO, anhidro. Se sometio a reflujo por 9 horas bajo
agitacion magnética y luego se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, se filtré por gravedad y el solvente fue evaporado a presion
reducida. El producto se purific6 mediante cromatografia en columna de silica
gel empleando una fase movil Hexano/AcOEt (80:20). Se obtuvo 79.5 mg

(74.8%) del compuesto 11.2.

Metil éster del acido de caracasina (I1.2): Sélido blanco. IR vnax: 2931. 2857,
1738, 1723, 1700, 1638, 1406, 1117, 932 cm™. RMN 'H (270 MHz, CDCls) &
ppm: 5.93 (s, 1H, H17), 5.24 (s, 1H, H17), 4.87 (s, 1H, H19), 4.65 (s, 1H, H19),
3.61 (s, 3H, H1"), 3.05 (sa, 1H, H13), 2.35 (d, J= 11.9 Hz, 2H, H14), 2.06 (m,
2H, H2), 2.03 (m, 1H, H5), 1.87 (m, 2H, H12), 1.73 (s, 3H, H18), 1.68 (m, 2H,
H1), 1.63 (m, 2H, H11), 1.53 (m, 2H, H6), 1.36 (m, 1H, H9), 1.28 (m, 2H, H7),
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1.05 (s, 3H, H20). RMN **C (67.5 MHz, CDCls) & ppm: 210.0 (C-15), 173.8 (C-
3), 149.4 (C-16), 146.9 (C-4), 114.5 (C-17), 114.0 (C-19), 51.9 (C-8), 51.5 (C-1),
50.0 (C-5), 43.5 (C-9), 41.5 (C-10), 38.2 (C-13), 36.5 (C-14), 33.8 (C-1), 32.3 (C-
12), 32.1 (C-7), 28.4 (C-2), 24.8 (C-6), 23.4 (C-18), 21.6 (C-20), 18.4 (C-11).

EM-IE: m/z = 330 [M]" para la formula C2;H300:s.

[1.7.4 Sintesis del etil éster del acido de caracasina (l1.3).

C22H3203

PM: 344.4897 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 107-109 °C
Rf: 0.49 (Hex/AcOEt 90:10)
log P: 4.41

Se disolvié el &cido de caracasina (0.1037 g, 0.3277 mmol) en etanol (5.0 mL).
Seguidamente se afiadio el p-TsOH (0.0282 g, 0.1638 mmol) y una pequefa
cantidad de MgSO, anhidro. Se someti6 a reflujo por 8 horas bajo agitacion
magnética; una vez frio, se filtr6 por gravedad y se evapord el solvente a
presion reducida. El residuo fue purificado mediante cromatografia en columna
de fase normal empleando una fase mévil Hexano/AcOEt (90:10). EI compuesto

[1.3 se obtuvo como un sélido blanco en una cantidad de 79.1 mg (70.1%).

Etil éster del acido de caracasina (11.3): Sélido blanco. RMN *H (270 MHz,
CDCl3) & ppm: 5.92 (s, 1H, H17), 5.23 (s, 1H, H17), 4.87 (s, 1H, H19), 4.65 (s,
1H, H19), 4.05 (c, J = 7.2 Hz, 1H, H1’), 3.04 (sa, 1H, H13), 2.37 (m, 2H, H14),
2.06 (M, 2H, H2), 2.02 (m, 2H, H5), 1.87 (m, 2H, H12), 1.72 (s, 3H, H18), 1.67
(m, 2H, H1), 1.64 (m, 2H, H11), 1.52 (m, 2H, H6), 1.33 (M, 1H, H9), 1.27 (m, 2H,
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H7), 1.19 (t, J = 7.2 Hz, 3H, H2’), 1.04 (s, 3H, H20). RMN **C (67.5 MHz, CDCls)
& ppm: 209.6 (C-15), 173.4 (C-3), 149.1 (C-16), 146.7 (C-4), 114.4 (C-17), 113.9
(C-19), 60.5 (C-1’), 52.3 (C-8), 50.3 (C-5), 43.8 (C-9), 41.9 (C-10), 38.6 (C-13),
36.9 (C-14), 34.2 (C-1), 32.7 (C-12), 32.6 (C-7), 29.2 (C-2), 25.3 (C-6), 24.0 (C-
18), 22.0 (C-20), 18.9 (C-11), 14.7 (C-2). EM-IE: m/z = 344.3 [M]" para la

formula CooH3,0s.

[1.7.5 Sintesis del propil éster del acido de caracasina (l1.4).

C23H3403

PM: 358.5164 g/mol
Aspecto fisico: solido blanco
Punto de fusion: 101-105°C
Rf: 0.52 (Hex/AcOEt 90:10)
log P: 4.89

Se disolvi6 el &acido de caracasina (0.1061 g, 0.3353 mmol) en propanol
(5.0 mL). Se agit6 durante 5 minutos, posteriormente, se afiadio el p-TsOH
(0.0289 g, 0.1678 mmol) y una pequeia cantidad de MgSO, anhidro. Se
sometié a reflujo por 4 horas bajo agitacién. Se dejé enfriar a temperatura
ambiente, se filtré por gravedad y se evaporo el solvente a presién reducida. El
residuo fue purificado mediante cromatografia en columna de silica gel
empleando una fase mévil Hexano/AcOEt (90:10). Se obtuvo 94.8 mg (78.9%)

del compuesto I1.4.

Propil éster del acido de caracasina (I1.4): Sélido blanco. RMN *H (270 MHz,
CDCI3) 6 ppm: 5.93 (s, 1H, H17), 5.24 (s, 1H, H17), 4.87 (s, 1H, H19), 4.66 (s,
1H, H19), 3.96 (t, J = 6.7 Hz, 2H, H1"), 3.05 (sa, 1H, H13), 2.36 (d, J = 11.9 Hz,
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2H, H14), 2.07 (m, 2H, H2), 2.05 (m, 1H, H5), 1.89 (m, 2H, H12), 1.73 (s, 3H,
H18), 1.70 (m, 2H, H1), 1.62 (m, 2H, H2), 1.61 (m, 2H, H11), 1.53 (m, 2H, H8),
1.37 (m, 1H, H9), 1.27 (m, 2H, H7), 1.05 (s, 3H, H20), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H,
H3’). RMN **C (67.5 MHz, CDCl3) & ppm: 209.7 (C-15), 173.4 (C-3), 149.1 (C-
16), 146.6 (C-4), 114.4 (C-17), 113.9 (C-19), 66.2 (C-1’), 52.3 (C-8), 50.2 (C-5),
43.8 (C-9), 41.9 (C-10), 38.5 (C-13), 36.9 (C-14), 34.2 (C-1), 32.7 (C-12), 32.6
(C-7), 29.1 (C-2), 25.3 (C-6), 23.9 (C-18), 22.5 (C-2'), 22.0 (C-20), 18.9 (C-11),

10.9 (C-3’). EM-IE: m/z = 358.3 [M]" para la férmula C23H340s.

[1.7.6 Sintesis del butil éster del acido de caracasina (I1.5).

C24H3603

PM: 372.5431 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 100-103°C
Rf: 0.54 (Hex/AcOEt 90:10)
log P: 5.31

Se disolvié el acido de caracasina (0.1036 g, 0.3274 mmol) en 5.0 mL de
butanol. Se agitd durante 5 minutos, posteriormente, se afadié el p-TsOH
(0.0282 g, 0.1638 mmol) y una pequefa cantidad de MgSO, anhidro. Se
someti6 a reflujo por 4 horas bajo agitacibn magnética. Se dejé enfriar a
temperatura ambiente, se filtré por gravedad y se evaporo el solvente a presion
reducida. El producto fue purificado mediante cromatografia en columna de
silica gel empleando una fase movil Hexano/AcOEt (90:10). EI compuesto 1.5

se obtuvo como un sélido blanco en una cantidad de 110.0 mg (90.2%).

193



Butil éster del acido de caracasina (I1.5): Sélido blanco. RMN 'H (400 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 5.95 (s, 1H, H17), 5.26 (s, 1H, H17), 4.89 (s, 1H, H19), 4.67 (s,
1H, H19), 4.02 (t, J = 6.6 Hz, 2H, H1’), 3.06 (sa, 1H, H13), 2.36 (d, J = 11.8 Hz,
2H, H14), 2.08 (m, 2H, H2), 2.05 (m, 1H, H5), 1.89 (m, 2H, H12), 1.74 (s, 3H,
H18), 1.68 (m, 2H, H1), 1.62 (m, 2H, H11), 1.57 (m, 2H, H2'), 1.54 (m, 2H, H#6),
1.38 (m, 2H, H3’), 1.36 (m, 1H, H9), 1.29 (m, 2H, H7), 1.06 (s, 3H, H20), 0.91 (t,
J = 7.3 Hz, 3H, H4’). RMN *3C (100 MHz, CDCls) 6 ppm: 210.4 (C-15), 174.0
(C-3), 149.2 (C-16), 146.8 (C-4), 114.6 (C-17), 113.9 (C-19), 64.2 (C-1’), 51.9
(C-8), 49.7 (C-5), 43.3 (C-9), 41.4 (C-10), 38.0 (C-13), 36.3 (C-14), 33.6 (C-1),
32.2 (C-12), 32.0 (C-7), 30.6 (C-2’), 28.6 (C-2), 24.6 (C-6), 23.5 (C-18), 21.6 (C-
20), 19.1 (C3’), 18.3 (C-11), 13.7 (C-4). EM-IE: m/z = 372.3 [M]" para la férmula

C24H360:s.

[1.7.7 Sintesis del isopropil éster de acido de caracasina (11.6).

C23H3403

PM: 358.5164 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 107-110 °C
Rf: 0.51 (Hex/AcOEt 90:10)
log P: 4.72

Se disolvié el acido de caracasina (0.1037 g, 0.3277 mmol) en 5.0 mL de
isopropanol. Se afiadié el p-TsOH (0.0284. 0.1649 mmol) y una pequefa
cantidad de MgSO, anhidro. Se sometio a reflujo por 8 horas y se dej6 enfriar a
temperatura ambiente. Se filtr6 por gravedad y se evaporoé el solvente a presion

reducida. El producto fue purificado mediante cromatografia en columna de
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silica gel empleando una fase movil Hexano/AcOEt (90:10). Se obtuvo una

cantidad de 71.2 mg (60.6%) del compuesto II.6.

Isopropil éster del 4cido de caracasina (I1.6): Sélido blanco. RMN *H (270 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 5.93 (s, 1H, H17), 5.24 (s, 1H, H17), 4.93 (sept. J = 6.2 Hz, 1H,
H1’), 4.88 (s, 1H, H19), 4.66 (s, 1H, H19), 3.04 (sa, 1H, H13), 2.36 (d, J = 11.6
Hz, 2H, H14), 2.07 (m, 2H, H2), 2.03 (m, 1H, H5), 1.87 (m, 2H, H12), 1.73 (s,
3H, H18), 1.67 (m, 2H, H1), 1.65 (m, 2H, H11), 1.52 (m, 2H, H6), 1.33 (m, 1H,
H9), 1.28 (m, 2H, H7), 1.18 (d, J = 6.2 Hz, 6H, H2', H3"), 1.04 (s, 3H, H20). RMN
13C (67.5 MHz, CDCl3) & ppm: 210.5 (C-15), 173.5 (C-3), 149.3 (C-16), 146.9
(C-4), 114.6 (C-17), 114.0 (C-19), 67.6 (C-1'), 52.0 (C-8), 49.7 (C-5), 43.3 (C-9),
41.5 (C-10), 38.1 (C-13), 36.4 (C-14), 33.7 (C-1), 32.3 (C-12), 32.1 (C-7), 29.0
(C-2), 24.7 (C-6), 23.6 (C-18), 21.9 (C-2), 21.9 (C-3"), 21.6 (C-20), 18.4 (C-11).

EM-IE: m/z = 358.3 [M]" para la formula C23H340s.

11.7.8 Sintesis del ciclohexil éster del acido de caracasina (I1.7).

C26H3503

PM: 398.5806 g/mol
Aspecto fisico: solido blanco
Punto de fusion: 86-91 °C
Rf: 0.37 (Hex/AcOEt 90:10)
log P: 5.62

Se disolvié el acido de caracasina (0.1002 g, 0.3167 mmol) en 4.0 mL de
benceno bajo agitacion magnética. Se afiadié gota a gota el ciclohexanol
(0.033 mL. 0.3167 mmol), luego el p-TsOH (0.0273 g, 0.1585 mmol) y una
pequefia cantidad de MgSO, anhidro. Se sometié a reflujo por 6 horas. Se dejé
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enfriar a temperatura ambiente, se filtré por gravedad y se evaporo el solvente a
presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna de
silica gel empleando una fase movil Hexano/AcOEt (90:10). Se obtuvo 89.5 mg

(70.9%) del compuesto II.7.

Ciclohexil éster del 4cido de caracasina (I1.7): Sélido blanco. RMN *H (400 MHz,
CDCls) & ppm: 5.93 (s, 1H, H17), 5.24 (s, 1H, H17), 4.88 (s, 1H, H19), 4.67 (s,
1H, H19), 4.70 (m, 2H, H1"), 3.05 (sa, 1H, H13), 2.35 (m, 2H, H14), 2.25 (m, 2H,
H2), 2.03 (m, 1H, H5), 1.91 (m, 2H, H12), 1.80 (m, 4H. H2". H6’), 1.73 (s, 3H,
H18), 1.68 (m, 2H, H1), 1.61 (m, 2H, H11), 1.53 (m, 2H, H6), 1.50 (m, 4H. H3".
H5"), 1.37 (m, 1H, H9), 1.27 (m, 2H, H7), 1.04 (s, 3H, H20), 0.89 (m, 2H, H4").
RMN *3C (67.5 MHz, CDCl3) 6 ppm: 210.2 (C-15), 173.2 (C-3), 149.4 (C-16),
146.9 (C-4), 114.4 (C-17), 113.9 (C-19), 72.4 (C-1’), 51.9 (C-8), 49.8 (C-5), 43.4
(C-9), 41.5 (C-10), 38.1 (C-13), 36.4 (C-14), 33.8 (C-1), 32.3 (C-7), 32.1 (C-12),
31.7 (C-2'), 31.7 (C6), 29.1 (C-2), 25.4 (C-6), 24.8 (C4’), 23.8 (C-3'), 23.8 (C5'),
23.7 (C-18), 21.5 (C-20), 18.4 (C-11). EM-IE: m/z = 398.4 [M]" para la formula

C26H3g0:s.

[1.7.9 Sintesis del bencil éster del acido de caracasina (l1.8).

C27H3403

PM: 406.5595 g/mol
Aspecto fisico: soélido blanco
Punto de fusion: 83-87 °C
Rf: 0.50 (Hex/AcOEt 90:10)
log P: 5.80
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Se disolvié el &cido de caracasina (0.1048 g, 0.3312 mmol) en benceno
(5.0 mL) bajo agitacibn magnética. Se afadié gota a gota el alcohol bencilico
(34.0 pL. 0.3312 mmol), luego el p-TsOH (0.0285 g, 0.1656 mmol) y una
pequefia cantidad de MgSO, anhidro. Se sometié a reflujo por 2 h. Se dejé
enfriar a temperatura ambiente, se filtré por gravedad y se evaporo el solvente a
presion reducida. El producto fue purificado mediante cromatografia en columna
de silica gel empleando una fase maovil Hexano/AcOEt (90:10). Se obtuvo 72.5

mg (53.8%) del compuesto I1.8.

Bencil éster del acido de caracasina (11.8): Sélido blanco. RMN *H (400 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 7.33 (sa, 5H. H3'. H4’. H5'. H6’. H7’), 5.93 (s, 1H, H17), 5.24 (s,
1H, H17), 5.06 (s, 2H, H1"), 4.86 (s, 1H, H19), 4.65 (s, 1H, H19), 3.04 (sa, 1H,
H13), 2.35 (m, 2H, H14), 2.08 (m, 2H, H2), 2.03 (m, 1H, H5), 1.88 (m, 2H, H12),
1.72 (s, 3H, H18), 1.68 (m, 2H, H1), 1.63 (m, 2H, H11), 1.53 (m, 2H, H6), 1.36
(m, 1H, H9), 1.28 (m, 2H, H7), 1.04 (s, 3H, H20). RMN *3C (67.5 MHz, CDCl5)
& ppm: 210.3 (C-15), 173.4 (C-3), 149.2 (C-16), 146.9 (C-4), 136.0 (C-2’), 128.6
(C-4’, C-6'), 128.2 (C-5"), 128.1 (C-3, C-7’), 114.7 (C-17), 114.1 (C-19), 66.3 (C-
1’), 51.9 (C-8), 49.9 (C-5), 43.4 (C-9), 41.5 (C-10), 38.1 (C-13), 36.5 (C-14), 33.7
(C-1), 32.3 (C-12), 32.1 (C-7), 28.7 (C-2), 24.8 (C-6), 23.4 (C-18), 21.6 (C-20),

18.4 (C-11). EM-IE: m/z = 406.1 [M]" para la formula Co7H3403.

197



[1.7.10 Sintesis de la ciclohexilamida del acido de caracasina (l1.9).

C26H3oNO>

PM: 397.5958 g/mol

Aspecto fisico: caramelo amarillo
Rf: 0.62 (Hex/AcOEt 60:40)
Rendimiento: 0.008 g (14.1%)
log P: 4.94

Se disolvio el acido de caracasina (0.0500 g, 0.1580mmol) en CH,Cl, (5.0 mL) y
se colocé en un bafo de hielo. Seguidamente, se afiadi6 EDC (0.0350 g,
0.1826mmol) y se dej6é reaccionar por 30 minutos bajo atmésfera de N, con
agitacion magnética. Después de este tiempo, se inyectd gota a gota
ciclohexilamina (27.0 pL. 0.236 mmol) y se dejé reaccionar a temperatura
ambiente por 24 horas. Se afiadié agua (5.0 mL) para finalizar la reaccion y se
extrajo con CH,Cl,. La capa organica fue lavada con una solucién saturada de
NaCl, desecada con MgSOQ,, filtrada y el solvente fue evaporado a presion
reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de silica gel
empleando una fase moévil AcOEt/MeOH (90:10). Se obtuvo 10.0 mg (15.9%)

del compuesto 11.9.

Ciclohexilamida del acido de caracasina (11.9): Caramelo amarillo. RMN *H (270
MHz, CDCls) & ppm: 5.93 (s, 1H, H17), 5.24 (s, 1H, H17), 4.88 (s, 1H, H19),
4.67 (s, 1H, H19), 3.71 (m, 2H, H1"), 3.05 (sa, 1H, H13), 2.36 (M, 2H, H14), 2.22
(m, 2H, H2), 2.03 (m, 1H, H5), 1.91 (m, 2H, H12), 1.83 (m, 4H. H2". H6"), 1.75
(s, 3H, H18), 1.69 (m, 2H, H1), 1.66 (m, 2H, H11), 1.54 (m, 2H, H6), 1.51 (m,

4H. H3'. H5"), 1.36 (M, 1H, H9), 1.29 (m, 2H, H7), 1.05 (s, 3H, H20), 0.86 (m,
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2H, H4’). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls) 6 ppm: 209.7 (C-15), 171.4 (C-3), 149.1
(C-16), 147.0 (C-4), 114.4 (C-17), 113.7 (C-19), 52.3 (C-8), 50.5 (C-5), 48.4 (C-
1), 44.0 (C-9), 42.0 (C-10), 38.6 (C-13), 36.9 (C-14), 34.8 (C-1), 33.6 (C-2),
33.6 (C-6'), 32.8 (C-7), 32.7 (C-12), 31.4 (C-2), 26.1 (C-6), 25.3 (C-4’), 25.3 (C-

3), 25.3 (C-5), 23.9 (C-18), 22.1 (C-20), 19.0 (C-11).

[1.7.11 Sintesis del acido ent-3.4-seco-15-0x0-4.19-epoxi-kaur-16(17)-en-3-

oico (1.10).

C20H2804

PM: 332.4358 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 111-114 °C
Rf: 0.28 (Hex/AcOEt 50:50)
log P: 2.67

Se disolvié el acido de caracasina (0.1072g, 0.3388 mmol) en CH,Cl, seco
(3.0 mL) y se enfrié en un bafio de hielo bajo atmésfera de N, se afiadié gota a
gota m-CPBA (0.0702 g, 0.40653 mmol, 1.2 equiv.) disuelto en CH.Cl, (2mL) y
se dejé reaccionar a una temperatura < 3°C por 4 horas. Después de este
tiempo se dejo reaccionar por 20 horas a temperatura ambiente. Se le afadio
10 mL de solucion de NaHSO3; 10% y se agité por 10 minutos. Se realizaron
extracciones con CHCI; y la fase organica obtenida fue lavada con NaHCO3 y
seguidamente desecada con MgSO, anhidro, filtrada y el solvente fue
evaporado a presion reducida. Se obtuvo un caramelo incoloro el cual fue
purificado mediante placa preparativa empleando una fase mévil Hexano/AcOEt
(50:50). Se obtuvo 42.2 mg (37.5%) del compuesto 11.10.
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Acido ent-3.4-seco-15-0x0-4.19-epoxi-kaur-16(17)-en-3-oico  (11.10):  Solido
blanco. RMN *H (270 MHz, CDCls) & ppm: 5.94 (s, 1H, H17), 5.26 (s, 1H, H17),
3.06 (sa, 1H, H13), 2.73 (d, J = 4.0. 1H, H19), 2.68 (d, J = 4.2. 1H, H19), 2.32
(d, J= 11.9 Hz, 2H, H14), 2.03 (m, 2H, H2), 1.95 (m, 2H, H6), 1.81 (m, 2H, H12),
1.68 (m, 2H, H1), 1.63 (m, 2H, H11), 1.38 (m, 1H, HY), 1.33 (m, 2H, H7), 1.27
(s, 3H, H18), 1.16 (s, 3H, H20), 1.10 (m, 1H, H5). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls) &
ppm: 209.1 (C-15), 177.6 (C-3), 148.8 (C-16), 114.8 (C-17), 58.2 (C-4), 55.9 (C-
19), 52.0 (C-8), 50.2 (C-5), 44.2 (C-9), 41.4 (C-10), 38.5 (C-13), 36.7 (C-14),
34.2 (C-1), 32.6 (C-12), 32.5 (C-7), 28.9 (C-2), 22.3 (C-20), 22.1 (C-6), 21.2 (C-

18), 18.4 (C-11). EM-IES: m/z = 355.16 [M + Na]" para la formula C2oH2504.

[1.7.12 Sintesis del acido ent-3.4-seco-15-0x0-4.19-dihidroxi-kaur-16(17)-en-

3-oico (11.11).

C20H300s

PM: 350.4512 g/mol
Aspecto fisico: solido blanco
Punto de fusion: 123-127 °C
Rf: 0.26 (Hex/AcOEt 50:50)
log P: 2.03

Se siguio el mismo procedimiento descrito para la sintesis del compuesto 11.10
pero esta vez se utilizo 2.4 equivalentes del m-CPBA (0.1319 g, 0.7645 mmol)
y 0.1008g de &cido de caracasina (0.3190 mmol). Se obtuvo un caramelo
incoloro el cual fue purificado mediante placa preparativa empleando una fase
movil Hexano/AcOEt (50:50) para producir 29.1 mg (26.1%) del compuesto
11.11.
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Acido ent-3.4-seco-15-0x0-4.19-dihidroxi-kaur-16(17)-en-3-oico (11.11): Solido
blanco. RMN *H (270 MHz, MeOD) & ppm: 5.88 (s, 1H, H17), 5.31 (s, 1H, H17),
3.30 (m, 2H, H19), 3.08 (m, 1H, H13), 2.43 (d, J= 11.9. 2H, H14), 2.05 (m, 2H,
H2), 2.00 (m, 2H, H6), 1.80 (m, 2H, H12), 1.70 (m, 2H, H1), 1.60 (m, 2H, H11),
1.32 (m, 2H, H7), 1.31 (m, 1H, H5), 1.29 (s, 3H, H18), 1.25 (m, 1H, H9), 1.13
(m, 2H, H20). RMN *3C (67.5 MHz, MeOD) & ppm: 210.8 (C-15), 177.9 (C-3),
149.7 (C-16), 113.5 (C-17), 76.8 (C-4), 70.5 (C-19), 52.6 (C-8), 45.1 (C-5), 43.2
(C-9), 41.2 (C-10), 38.7 (C-13), 36.5 (C-14), 34.5 (C-1), 32.9 (C-12), 32.5 (C-7),
29.1 (C-2), 22.7 (C-20), 21.8 (C-6), 21.5 (C-18), 18.4 (C-11). EM-IES: m/z =

373.17 [M + Na]" para la formula CzoHz0Os.

[1.7.13 Sintesis del 4cido ent-3.4-seco-15-0x0-kaur-4(19)-en-3-oico (11.12).

C20H3003

PM: 318.4523g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 169-171 °C
Rf: 0.60 (Hex/AcOEt 60:40)
log P: 4.65

Se disolvié el acido de caracasina (0.1002 g, 0.3166 mmol) en THF seco
(5.0 mL) y posteriormente se le afiadié Pd/C 10% (16.8 mg, 15.8 umol). Se dejo
reaccionar con agitacion magnética bajo atmaosfera de H, por 4 horas. Se filtré a
través de celite y se evapor6 el solvente a presion reducida. El residuo fue
purificado mediante cromatografia en columna de silica gel y una fase mdvil

Hexano/AcOEt (80:20). Se obtuvo 85.0 mg (84.3%) del compuesto 11.12.
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Acido ent--3.4-seco-15-oxo-kaur-4(19)-en-3-oico (I1.12): Sélido blanco. IRMN *H
(400 MHz, CDClz) 6 ppm: 4.87 (s, 1H, H19), 4.65 (s, 1H, H19), 2.42 (sa, 1H,
H13), 2.39; 1.37 (m, 2H, H14), 2.29 (m, 2H, H2), 2.23 (m, 1H, H16), 2.05 (m,
1H, H5), 1.78; 1.26 (m, 1H, H7), 1.72 (s, 3H, H18), 1.67 (m, 2H, H6), 1.66 (m,
2H, H1), 1.56 (m, 2H, H12), 1.52; 1.23 (m, 2H, H11), 1.20 (m, 1H, H9), 1.09 (d,
1H, J= 6.92 Hz, 3H, H17), 1.03 (s, 3H, H20). RMN *3C (100 MHz, CDCls. &
ppm): 224.6 (C-15), 179.8 (C-3), 146.7 (C-4), 113.9 (C-19), 52.0 (C-8), 49.6 (C-
5), 47.7 (C-16), 43.2 (C-9), 41.0 (C-10), 37.1 (C-14), 34.8 (C-13), 33.3 (C-1),
32.7 (C-7), 28.3 (C-2), 24.9 (C-12), 24.5 (C-6), 23.3 (C-18), 21.6 (C-20), 18.1 (C-

11), 10.0 (C-17). EM-IES: m/z = 341.18 [M + Na]" para la formula C2oH3Os.

[1.7.14 Sintesis del &cido ent—3,4-seco-15-hidroxi-kaur-4(19)-en-3-oico

(11.13).

C20H3003

PM: 318.4523 g/mol
Aspecto fisico: sélido blanco
Punto de fusion: 143-145 °C
Rf: 0.38 (Hex/AcOEt 60:40)
log P: 3.64

Se disolvi6 el acido de caracasina (0.1012 g, 0.3198 mmol) en 4.0 mL de una
mezcla MeOH/CH,Cl, (50:50), se enfrio a 0°C y posteriormente se le afiadid
lentamente el NaBH, (0.0062 g, 0.1600 mmol) disuelto en MeOH (2 mL). Se
dejé en agitacion por 24 horas. Después de este tiempo se le afiadié 6 mL de
H,O y se ajustd a pH 5 con solucion de HCI 10% observandose la formaciéon de

un aceite ligeramente amarillo. Se extrajo con CHCI;, se desecd la fase
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organica con MgSQ,, se filtr0 y se evaporo el solvente a presion reducida. Se
obtuvo un aceite incoloro el cual fue purificado mediante cromatografia en
columna de silica gel empleando una fase mavil Hexano/AcOEt (70:30) para

producir 72.2 mg (70.9 %) del compuesto 11.13.

Acido ent--3.4-seco-15-hidroxi-kaur-4(19)-en-3-oico (11.13): Solido blanco. RMN
'H (270 MHz, CDCls) & ppm: 5.08 (s, 1H, H17), 4.95 (s, 1H, H17), 4.86 (s, 1H,
H19), 4.64 (s, 1H, H19), 3.78 (s, 1H, H15), 2.66 (sa, 1H, H9), 2.29 (m, 2H, H2),
2.05 (m, 1H, H5), 1.96; 1.06 (M, 2H, H14), 1.77; 1.46 (m, 2H, H7), 1.74 (m, 2H,
H12), 1.72 (s, 3H, H18), 1.67; 1.25 (m, 2H, H1), 1.62 (m, 2H, H11), 1.54 (m, 2H,
H6), 1.49 (m, 1H, H13), 1.00 (s, 3H, H20). RMN **C (67.5 MHz, CDCls) & ppm:
179.7 (C-3), 157.9 (C-16), 147.4 (C-4), 113.8 (C-19), 105.1 (C-17), 82.7 (C-15),
50.1 (C-5), 45.5 (C-8), 40.6 (C-10), 40.1 (C-9), 37.3 (C-1), 36.9 (C-13), 36.2 (C-
14), 33.8 (C-12), 33.1 (C-7), 28.5 (C-2), 26.0 (C-6), 23.5 (C-18), 21.8 (C-20),

18.1 (C-11). EM-IES: m/z = 341.20 [M + Na]" para la formula C2oH3Os.

[1.7.15 Sintesis del acido ent-3.4-seco-15-0x0-17-etoxi-kaur-4(19)-en-3-oico

(I1.14).

C22H3404

PM: 362.5051/mol

Aspecto fisico: caramelo amarillo
Rf: 0.48 (Hex/AcOEt 60:40)

log P: 4.29

En un balon se pesdé NaOH (0.0317 g, 0.7925 mmol) y se colocé en un bafio de

hielo. Se le afiadi6 EtOH (50 pL. 0.8576 mmol) y se agitdé hasta disolucién
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completa del NaOH. Posteriormente, se le afiadi6 gota a gota el acido de
caracasina (0.1002g, 0.3167 mmol) disuelto en EtOH (5 mL) y se dejo llegar a
temperatura ambiente. Se mantuvo la reaccion bajo agitacion magnética por 24
horas. Después de este tiempo. se le afadié agua (5 mL) a la mezcla de
reaccion y se ajusto a pH 7 con solucion de HCI 10%. Se extrajo con CHClIs. se
deseco la fase organica con MgSO4 anhidro, se filtr6 y se evaporo el solvente a
presion reducida. El producto se purificO mediante cromatografia de placa
preparativa de fase normal empleando CHCI3/AcOEt (70:30) para producir

21.4 mg (18.6%) del compuesto 11.14.

Acido ent-3.4-seco-15-0x0-17-etoxi-kaur-4(19)-en-3-oico  (I1.14): Caramelo
amarillo. RMN *H (270 MHz, CDCl3) 6 ppm: 4.87 (s, 1H, H19), 4.65 (s, 1H,
H19), 3.45 (m, 2H, H17), 3.45 (m, 2H, H1"), 2.53 (sa, 1H, H13), 2.32 (m, 2H,
H14), 2.25 (sa, 2H, H16), 2.10 (m, 2H, H2), 2.03 (m, 1H, H5), 1.72 (s, 3H, H18),
1.68 (m, 2H, H1), 1.64 (m, 2H, H12), 1.51 (m, 1H, H6), 1.49 (m, 2H, H11), 1.25
(m, 1H, H7), 1.23 (sa, 1H, H9), 1.14 (t, J= 10.3 Hz, 3H, H2'), 1.05 (s, 3H, H20).
RMN **C (67.5 MHz, CDCls) 6 ppm: 221.8 (C-15), 177.8 (C-3), 146.6 (C-4),
113.9 (C-19), 69.9 (C-17), 66.7 (C-1"), 53.4 (C-16), 52.8 (C-8), 50.3 (C-5), 43.3
(C-9), 41.8 (C-10), 36.5 (C-14), 34.1 (C-13), 34.0 (C-1), 32.9 (C-7), 30.9 (C-12),
28.6 (C-2), 25.5 (C-6), 23.8 (C-18), 22.0 (C-20), 18.9 (C-11), 15.6 (C-2’). EM-

IES: m/z = 385.18 [M + Na]" para la formula C,,H3404.
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[1.7.16 Sintesis del acido ent-3.4-seco0-15-0x0-17-ciano-kaur-4(19)-en-3-0ico

(I.15).

C21H29NO3

PM: 343.4618 g/mol
Aspecto fisico: solido blanco
Punto de fusion: 170-174 °C
Rf: 0.43 (Hex/AcOEt 60:40)
log P: 4.14

Se disolvio el 4cido de caracasina (0.1002 g, 0.3167 mmol) en MeOH (2.0 mL) y
se coloco en un bafio de hielo bajo agitacibn magnética hasta una temperatura
inferior a 10°C. Se le afiadio gota a gota KCN (0.0309 g, 0.4750 mmol) disuelto
en agua (5 mL) y se dejé llegar a temperatura ambiente. Se mantuvo bajo
agitacion magnética por 42 horas. Se afiadieron gotas de una solucion de
H,SO, 5 % hasta pH 3. Se extrajo con éter, se secd la fase organica con
MgSO,, se filtrd y el solvente fue evaporado a presion reducida. Se obtuvo un
caramelo de color amarillo claro que se purificO mediante cromatografia de
placa preparativa sobre silica gel usando una fase mévil Hexano/AcOEt (60:40)

para producir 52.8 mg (48.5 %) del compuesto 11.15.

Acido ent-3.4-seco-15-0x0-17-ciano-kaur-4(19)-en-3-oico (11.15): Sélido blanco.
RMN 'H (270 MHz, CDCls) & ppm: 4.89 (s, 1H, H19), 4.66 (s, 1H, H19), 2.90
(pseudo dd. J;= 17.36 Hz; J,= 3.6 Hz, 1H, H16), 2.77 (sa, 1H, H13), 2.58 (m,
1H, H17), 2.33 (m, 2H, H14), 2.22 (m, 2H, H12), 2.05 (m, 2H, H2), 2.02 (sa, 1H,
H5), 1.72 (s, 3H, H18), 1.69 (m, 2H, H1), 1.67 (m, 2H, H11), 1.54 (m, 2H, H6),

1.46 (m, 1H, H9), 1.24 (m, 2H, H7), 1.05 (s, 3H, H20). RMN 3C (67.5 MHz,
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CDCls) & ppm: 219.3 (C-15), 179.5 (C-3), 146.3 (C-4), 118.4 (C-1)), 114.3 (C-
19), 52.3 (C-16), 49.5 (C-8), 49.3 (C-5), 43.5 (C-9), 41.1 (C-10), 36.3 (C-14),
33.1 (C-13), 32.9 (C-1), 32.4 (C-7), 28.2 (C-2), 24.6 (C-6), 24.2 (C-12), 23.3 (C-
18), 21.6 (C-20), 18.3 (C-11), 14.0 (C-17). EM-IES: m/z = 366.14 [M + Na]" para

la formula Co1HogNO3.

I1.7.17 Sintesis del acido ent-3.4-seco-15-0x0-17-bencilmercapto-kaur-

4(19)-en-3-oico (11.16).

C27H3603S

PM: 440.6409 g/mol

1 Aspecto fisico: caramelo rosado
Rf: 0.48 (CHCIs/AcOEt 80:20)
log P: 6.41

Se disolvié el acido de caracasina (0.1050 g, 0.3318 mmol) en CH,CI, seco
(5.0 mL) y se afadié (CH3)3SiCl (0.5 mL). Se dej6é reaccionar bajo agitacion
magnética por 10 minutos y posteriormente se le afadid gota a gota
bencilmercapto (78.0 yL. 0.6644 mmol). Se colocé bajo reflujo por 10 horas y
luego se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 14 horas. Se evaporé el
solvente a presion reducida y el producto se purific6 mediante cromatografia en
columna de silica gel empleando una fase movil CHCI3/AcOEt (90:10). Se

obtuvo 85.6 mg (58.5 %) del compuesto 11.16.

Acido  ent-3.4-seco-15-ox0-17-bencilmercapto-kaur-4(19)-en-3-oico  (11.16):
Caramelo rosado. RMN 'H (270 MHz, CDCls) & ppm: 7.28 (m, 2H, H3". H7),
7.28 (m, 2H, H4'. HE’), 7.28 (m, 1H, H5’), 4.86 (s, 1H, H19), 4.64 (s, 1H, H19),

3.72 (m, 2H, H1’), 2.99 (d, J= 8.6. 1H, H16), 2.59 (sa, 1H, H13), 2.38 (m, 2H,
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H14), 2.31 (m, 2H, H17), 2.25 (m, 2H, H12), 2.03 (m, 2H, H2), 1.99 (m, 1H, H5),
1.71 (s, 3H, H18), 1.66 (m, 2H, H1), 1.63 (m, 2H, H11), 1.55 (m, 2H, H6), 1.49
(m, 1H, H9), 1.21 (m, 1H, H7), 1.00 (s, 3H, H20). RMN **C (67.5 MHz, CDCls) &
ppm: 220.8 (C-15), 179.0 (C-3), 146.4 (C-4), 138.1 (C-2), 128.7 (C-3'. C-7’),
128.4 (C-4’. C-6’), 126.9 (C-5'), 114.0 (C-19), 53.3 (C-16), 52.9 (C-8), 50.1 (C-
5), 43.8 (C-9), 41.5 (C-10), 37.5 (C-1’), 37.1 (C-17), 33.8 (C-14), 33.3(C-13),
33.1 (C-1), 28.8 (C-7), 28.6 (C-2), 25.4 (C-12), 24.6 (C-6), 23.8 (C-18), 22.0 (C-

20), 19.0 (C-11). EM-IES: m/z = 479.19 [M + Na]" para la formula C,7H3603S.

11.7.18 Sintesis del éster metilico del acido ent-3.4-seco-15-o0xo0-17-azida-

kaur-4(19)-en-3-oico (11.17).

C21H31N303
PM: 373.4893 g/mol
Aspecto fisico: aceite naranja

Rf: 0.62 (Hex/AcOEt 80:20)

Se disolvio el 4cido de caracasina (0.1005 g, 0.3176 mmol) en MeOH (4.0 mL).
Se le afladié gota a gota 2 equivalentes de NaNj; (0.0413 g, 0.6352 mmol)
disuelta en agua (2.0 mL). Se sometié a reflujo por 6 horas bajo agitacion
magnética y luego se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 15 horas. Se
le afadié agua (5.0 mL) y se extrajo con CH,Cl, Se desecé la fase organica
con MgSQ,, se filtré por gravedad y se evapor6 el solvente a presion reducida.
Se obtuvo un caramelo naranja claro que fue purificado por cromatografia en
columna de silica gel empleando una fase moévil Hexano/AcOEt (90:10)
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para producir 41.6 mg (35.1%) del compuesto 11.17 y 21.0 mg (18.2%) del

compuesto 11.18.

Ester metilico del &cido ent-3.4-seco-15-0x0-17-azida-kaur-4(19)-en-3-oico
(1.17): Aceite naranja. RMN *H (270 MHz, CDCls) & ppm: 4.87 (s, 1H, H19),
4.65 (s, 1H, H19), 3.77 (dd, J;= 12.8 Hz; J,= 4.4 Hz, 1H, H16), 3.61 (s, 3H, H1’),
3.21 (dd, J1= 12.9 Hz; J,= 10.0 Hz, 2H, H17), 3.04 (sa, 1H, H13), 2.36 (m, 2H,
H14), 2.24 (m, 2H, H12), 2.05 (m, 2H, H2), 2.01 (sa, 1H, H5), 1.72 (s, 3H, H18),
1.61 (m, 2H, H1), 1.65 (m, 2H, H11), 1.52 (m, 2H, H6), 1.43 (m, 1H, H9), 1.24
(m, 2H, H7), 1.01 (s, 3H, H20). RMN **C (67.5 MHz, CDCls) & ppm: 219.5 (C-
15), 173.7 (C-3), 146.3 (C-4), 113.9 (C-19), 53.5 (C-16), 52.7 (C-8), 51.9 (C-1"),
50.0 (C-5), 48.6 (C-17), 44.0 (C-9), 41.6 (C-10), 37.3 (C-14), 34.2 (C-1), 34.0 (C-
7), 33.0 (C-13), 32.7 (C-12), 28.2 (C-2), 25.3 (C-6), 23.8 (C-18), 22.1 (C-20),

18.9 (C-11).

11.7.19 Sintesis del Ester metilico del acido ent-3.4-seco-15-0x0-17-metoxi-

kaur-4(19)-en-3-oico (11.18).

C22H3404

PM: 362.503 g/mol

Aspecto fisico: aceite incoloro
Rf: 0.62 (Hex/AcOEt 70:30)
log P: 4.21

Ver metodologia de sintesis descrita para el compuesto 11.17.

Ester metilico del &cido ent-3.4-seco-15-0x0-17-metoxi-kaur-4(19)-en-3-oico

(1.18): Aceite incoloro. RMN *H (270 MHz, CDCls) & ppm: 4.86 (s, 1H, H19),
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4.64 (s, 1H, H19), 3.61 (s, 3H, H1’), 3.41 (m, 2H, H17), 3.34 (s, 3H, H1’), 2.64
(sa, 1H, H13), 2.42 (d, J= 12.1 Hz, 2H, H14), 2.22 (m, 2H, H16), 2.07 (m, 2H,
H2), 2.00 (m, 1H, H5), 1.71 (s, 3H, H18), 1.69 (m, 2H, H1), 1.64 (m, 2H, H12),
1.51 (m, 1H, H6), 1.51 (m, 2H, H11), 1.28 (m, 1H, H7), 1.23 (sa, 1H, H9), 1.02
(s, 3H, H20). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls) & ppm: 221.3 (C-15), 174.3 (C-3),
146.7 (C-4), 114.0 (C-19), 69.5 (C-17), 59.0 (C-2’), 53.9 (C-16), 52.5 (C-8), 51.5
(C-1’), 49.8 (C-5), 43.6 (C-9), 41.2 (C-10), 37.1 (C-14), 33.6 (C-1), 32.6 (C-7),
32.6 (C-13), 28.4 (C-2), 24.9 (C-12), 24.8 (C-6), 23.4 (C-18), 21.6 (C-20), 18.5

(C-11). EM-IES: m/z = 385.21 [M + Na]* para la férmula C2;H340a4.

[1.7.20 Sintesis del éster metilico del acido ent-3.4-seco-15-0x0-17-(1"-

dietilffosfonato-1’-ciano)metil-kaur-4(19)-en-3-oico (11.19).

C27H42NOgP

PM: 507.5993 g/mol

Aspecto fisico: caramelo amarillo
Rf: 0.46 (Hex/AcOEt 50:50)

log P: 5.18

Se peso6 KH al 35% en aceite mineral (0.0385 g, 0.3362 mmol) en un balén de
dos bocas y se lavo varias veces con hexano para eliminar el aceite. Se afiadio
THF seco (3 mL) y se colocé el balén en un bafio de hielo y agitaciéon magnética
bajo atmésfera de N,. Una vez frio, se afadi6 gota a gota el dietil
cianometilfosfonato (54.4 pL. 0.3362 mmol) y se dejé reaccionar por 40
minutos. Posteriormente, se afiadié gota a gota el metil éster del acido de

caracasina (11.2) (0.101 g, 0.3056 mmol) disuelto en THF (3 mL), se mantuvo la
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reaccion en el bafio de hielo por 30 minutos mas y luego se dejo llegar a
temperatura ambiente. A las 18 horas se afadié agua (5 mL) para finalizar la
reaccion y se agitd por 5 minutos. Se extrajo la fase acuosa con CHCI3, se
deseco la fase organica con MgSO, anhidro, se filtré por gravedad y se evaporé
el solvente a presion reducida. El producto se purific6 mediante cromatografia
de placa preparativa empleando una fase movil Hexano/AcOEt (60:40) y se

obtuvo 0.0287g (18.5%) del compuesto 11.19.

Ester metilico del A&cido ent-3.4-seco-15-0x0-17-(1"-dietilfosfonato-1"-
ciano)metil-kaur-4(19)-en-3-oico (11.19): Caramelo amarillo. RMN *H (400 MHz,
CDCls) & ppm: 4.88 (s, 1H, H19), 4.65 (s, 1H, H19), 4.20 (c, J= 7.0 Hz, 4H.
H1™), 3.76 (m, 1H, H1"), 3.62 (s, 3H, H1’), 3.08 (m, 1H, H16), 2.62 (m, 1H,
H13), 2.45 (m, 2H, H17), 2.27 (m, 2H, H14), 2.04 (m, 2H, H2), 2.02 (m, 2H, H5),
1.88 (m, 2H, H12), 1.74 (s, 3H, H18), 1.67 (m, 2H, H1), 1.66 (m, 2H, H11), 1.52
(m, 2H, H6), 1.38 (t, J= 7.1 Hz, 6H. H2”), 1.30 (m, 1H, H9), 1.27 (m, 2H, H7),
1.02 (s, 3H, H20). RMN *3C (100 MHz, CDCls) 6 ppm: 221.2 (C-15), 174.2 (C-
3), 146.5 (C-4), 116.0 (C-2"), 114.0 (C-19), 63.8 (C-1""), 52.6 (C-8), 51.6 (C-1"),
50.0 (C-16), 49.5 (C-5), 43.3 (C-9), 41.1 (C-10), 36.7 (C-14), 36.6 (C-7), 34.3 (C-
13), 33.4 (C-1), 32.5 (C-12), 28.7 (C-1"), 28.3 (C-2), 24.7 (C-6), 23.3 (C-18),
21.6 (C-20), 18.3 (C-11), 16.4 (C-2""). EM-IES: m/z = 530.24 [M + Na]" para la

formula Co7H4oNOGP.
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[1.8 CONCLUSIONES

- Se logré optimizar el proceso de extraccion del acido de caracasina a partir de
las hojas de la planta Croton micans Muell. Arg., logrando un rendimiento de

0.66% respecto al material vegetal inicial.

- Se sintetizaron un total de dieciocho derivados ent-3,4-seco-kauranos a partir
del acido de caracasina: siete ésteres, una amida, un epoéxido, un diol, un
alcohol, una cetona saturada y seis compuestos formados a partir de

reacciones de adicion nucleofilica 1,4.

- Los resultados obtenidos indicaron que las reacciones de adicion nucleofilica
1,4 en el sistema a, B-insaturado del acido de caracasina se ven favorecidas

frente a la adicién nucleofilica 1,2.

- En la evaluacion de la actividad citotéxica contra las lineas celulares de cancer

humano MCF-7 y PC3, todos los compuestos evaluados resultaron activos.

- La esterificacion del grupo carboxilico en el acido de caracasina generé

compuestos citotoxicos mas potentes contra MCF-7 y PC3.

- En la evaluacion de la actividad antibacteriana contra microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos, los compuestos 11.2, 1.7, 11.8, 11.10, 11.13, 11.14, 11.16
y 11.18 presentaron una actividad biolégica de amplio espectro contra todos los
microorganismos evaluados, mientras que los compuestos 1.3, 1.5 y 11.19

fueron inactivos.
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- Los ésteres con numeros de atomos de carbono impares (I.2, 1.4 y I1.6)
resultaron activos contra microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos,
sin embargo, los ésteres con numeros de carbonos pares (1.3 y 11.5) fueron

inactivos.

- La esterificacion del grupo carboxilico en la posicién 3 del acido de caracasina
aumentd notablemente la potencia de los compuestos frente a la forma

promastigotes de Leishmania mexicana.

- La potencia de los ésteres 11.2-11.6 contra L. mexicana, aumenta a medida que
crece el tamano de la cadena hidrocarbonada, en este caso desde uno hasta

cuatro atomos de carbono.

- En la evaluacion de la actividad tripanocida, los ésteres 11.2-11.8 resultaron mas
potentes que el acido de caracasina, sin embargo, presentaron una baja

selectividad.

- El compuesto 11.3 correspondiente al metil éster, resulté el mas potente contra

Tripanosoma cruzi con un Clsg de (2.37 £ 0.37) puM.

- En general, el ciclohexil éster del acido de caracasina (11.7) resultd ser el
compuesto mas potente contra las lineas celulares MCF-7 y PC3, contra los
microorganismos S. aureus, E. coli y P. aeruginosa y contra parasitos de
Leishmania mexicana. Asimismo, fue uno de los mas potentes contra

Tripanosoma cruzi.
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- Se encontrd en la mayoria de los casos, que las modificaciones sobre el doble
enlace en las posicion 4-19, la reduccion del doble enlace en la posicion 16-17 y
la pérdida de la conjugacion en el sistema aq,B-insaturado del acido de
caracasina, provocé una disminucion en la potencia de los analogos del acido
de caracasina como agentes citotoxicos, antibacterianos, leishmanicidas y
tripanocidas, destacando la importancia de estos grupos y de la unidad

a-exometileno ciclopentanona para la actividad bioldgica.
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