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1. Resumen

Un gran numero de diterpenos han mostrado propiedades antitumorales, antibioticas,
como hormonas del crecimiento vegetal y edulcorantes. Estos compuestos se obtienen
de numerosas fuentes vegetales siendo una de ellas la Ageratina jocotepecana, un
arbusto que pertenece a la familia Asteraceae. Esta especie se puede encontrar en los
alrededores de varias ciudades del Estado de Michoacan como Zitadcuaro, Zacapu,
Patzcuaro y Morelia.

De los extractos hexanicos de sus flores, hojas y tallos se aislan &cidos diterpénicos de
tipo labdano como el acido labdadienoico (30), cativico (31) y 13-epi-labdandlico (32).
El interés en generar derivados de acido carboxilicos (amidas y ésteres) surge debido a
que los grupos funcionales de éstos derivados se encuentra en estructuras de compuestos
naturales con propiedades bioldgicas importantes, ademas de que estos grupos
constituyen la base en la formacion de péptidos, asi como de productos farmacéuticos.
En el presente trabajo se probd la reactividad quimica del grupo carboxilo de los tres
acidos diterpénicos llevando a cabo reacciones con diferentes activadores como 1,1°-
carbonildiimidazol (CDI), hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)
dimetilamino-morfolino-carbenio (COMU), hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)-
tris(pirrolidino)fosfato (PyBOP) y la via de anhidridos mixtos, llegando a la obtencion de
10 nuevos derivados. Ademas se llevo a cabo la evaluacion in vitro de la estabilidad de

los microtubulos para los acidos diterpénicos 30-32 y los derivados 58, 60, 63 y 66.

COOH

Palabras clave: Ageratina jocotepecana, CDI, PyBOP, COMU, Tubulina.
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2. Abstract

A large number of diterpenes have shown biological properties as antitumorals,
antibiotics, plant growth hormones and sweeteners. These compounds are obtained from
numerous vegetable sources, one of which is Ageratina jocotepecana, a shrub belonging
to the Asteraceae family. This species can be found in the vicinity of several cities in the
State of Michoacan such as Zitacuaro, Zacapu, Patzcuaro and Morelia.

From the hexane extracts of its flowers, leaves and stems, labdane-type diterpenic acids
are isolated, such as labdadienoic (30), cativic (31) and 13-epi-labdanolic (32) acids.

The interest in generating amides and esters arises because such functional groups are
found in structures of natural compounds with important biological properties, in
addition these functional groups form the basis in the formation of peptides as well as
pharmaceuticals. In the present work, labdane-type diterpenic acids of A. jocotepecana
were subjected to reactions using different carboxyl activators such as 1,1-
carbonyldiimidazole (CDI), (1-cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)
dimethylamino-morpholino-carbenium hexafluorophosphate (COMU), (benzotriazol-1-
yloxy)tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP) and mixed anhydride
coupling, arriving at the obtaining of 10 new derivatives. In addition, the in vitro
evaluation of microtubule stability for diterpene acids 30-32 and derivatives 58, 60, 63

and 66 were carried out.

COOH

Key words: Ageratina jocotepecana, CDI, PyBOP, COMU, Tubulin.
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3. Introduccidén

Desde los origenes de la vida en la Tierra, el hombre ha empleado lo que la naturaleza
ha puesto a su alcance para alimentarse, vestirse y curarse.

Los primeros estudios dedicados en exclusiva al mundo vegetal se deben a Teofrasto
(372-288 a. C.), discipulo de Aristételes y autor de dos grandes obras, la primera De
historia plantarum, la segunda De causis plantarum.

La llegada de los espafioles a América supuso un nuevo hito en el particular mundo de
las plantas ya que se puso de manifiesto el intercambio cultural entre dos mundos
(Ameérica y Europa).

El siguiente momento destacado en la historia de las plantas ocurri6 en el siglo XVIII,
cuando el médico sueco Carl von Linné (1707-1778) sistematizd los reinos vegetal y
animal, los que organizo en familias y dio a cada planta un nombre especifico en latin, lo
que ayudé a su identificacion universal.

A lo largo de la historia, el ser humano se ha ocupado de ir perfeccionando y
atribuyéndole ciertas propiedades a las plantas, de tal manera que hoy en dia se sabe que
la actividad terapéutica de las plantas viene determinada por la presencia de una o varias
moléculas, metabolitos, principios activos, responsables de la accion terapéutica
beneficiosa.!

Hasta los comienzos del siglo XIX los compuestos orgéanicos se consideraban como
productos Unicos de los organismos vivos, y que contaban con una fuerza vital para su
formacion, hasta que en 1828 Friedrich Wohler llevo a cabo la sintesis de la urea (1)
marcando el comienzo de la quimica sintética lo que condujo a la conjugacion de la

quimica organica y los productos naturales (Figura 1).
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Pb(OCN), + NH; 4+ HO ——>» Pb0+ + 2NH,OCN

Cianato de plomo Cianato amodnico
(0]
NH,OCN H20 L|
4 S
Calor HZN/ \NHZ
Urea
1

Figura 1. Sintesis de urea por Friedrich Wohler.

En la actualidad el campo de productos naturales, cubre aspectos adicionales como
estructura de los constituyentes quimicos, actividad bioldgica, extraccién, purificacion,
datos espectroscopicos, sintesis y biosintesis, todo esto logrado por el paso de diferentes
etapas:

1. Utilizaciéon de las plantas enteras o parte de ellas en pdcimas curativas o
religiosas.

2. Tratamiento, coccion, maceracioén y mezclado para ciertas acciones especificas,
lo que implica conocimiento acerca del uso de las especies y su aprovechamiento
(alteracion de su accidn).

3. Extraccién de los productos de la planta.

4. Determinacion estructural, modificacion de las estructuras y sintesis.

5. Estudio de la relacidn estructura quimica-actividad bioldgica y farmacoldgica,

utilizando cada dia mas el método computacional.

En si los seres vivos son capaces de sintetizar gran variedad de compuestos, y se define
como producto natural o metabolito secundario, aquel que es propio de una especie y en
la mayoria de los casos tienen funciones muy especificas para el ente que lo sintetiza, a
diferencia de los metabolitos primarios o productos bioquimicos que son comunes en

todos los seres vivos: carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos, etc.
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La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse en base a sus estructuras,

su bioformacion, a la fuente que lo produce o su accion bioldgica.

La formacion de los productos naturales comienza con la fotosintesis que tiene lugar en

las plantas superiores, algas y algunas bacterias.

Los metabolitos secundarios se forman por diferentes vias y siguiendo el criterio

biogenético, una misma clase de compuestos puede tener varios origenes y pueden

dividirse en tres grupos quimicamente diferentes: terpenos, fenoles y alcaloides (Figura

2).2

Eritrosa-4-fosfato
Fosfoenolpiruvato

Cicla de los dcidos
tricarboxilicos

v

Aminoacidos alifaticos

w
Via del acido
shikimicao

Aminoacidos

aromaticos P

Productos secundarios
nitrogenados

METABOQLISMO PRIMARIO DEL CARBOMNO

COy
l Fotosintesis

T
>
-
£

\\. 3-Fosfoglicerato
Piruvato 3 _PG:?
Acetil-Col
b
Via del acido Via del dcido Via MEP
malénico mevaldnico
b v r w
Compuestos
npi Terpenas

fenalicos

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBOMO

Figura 2. Rutas metabdlicas de metabolitos secundarios (Secundary Metabolites and

Plant Defense).
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3.1 Terpenos

Los terpenos que se encuentran en la naturaleza son muy abundantes, su investigacion se
debe particularmente a Otto Wallach (1887) quien consideraba que los terpenos debian
estar constituidos a partir de unidades de 5 atomos de carbono denominadas isopreno
(2), afios més tarde Ruzicka despues de consagrado el estudio de los terpenos transformo
esta hipotesis en una regla general.

Esta regla del isopreno fue ampliada mas tarde en el sentido de que no solo se producen
adiciones de moléculas de isopreno, sino que también pueden ocurrir transposiciones
debido a las numerosas modificaciones metabdlicas, lo cual puede hacer dificil

reconocer las unidades originales de isopreno.®

Z

Isopreno

2
3.2 Clasificacion de terpenos

Los terpenos se clasifican segin el nimero de unidades de isopreno presentes en su
estructura:
1.  Hemiterpenos: Terpenos que contienen 1 isopreno.
Monoterpenos: Terpenos que contienen 2 unidades de isopreno.

Sesquiterpenos: Terpenos que contienen 3 unidades de isopreno.

Triterpenos: Terpenos que contienen 6 unidades de isopreno.

2

3

4.  Diterpenos: Terpenos que contienen 4 unidades de isopreno.

5

6 Tetraterpenos: Terpenos que contienen 8 unidades de isopreno.
;

Politerpenos: [Cs], cuando n > 8. unidades de isopreno.*
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3.3 Biosintesis de unidades reactivas IPP y DMAPP

La biosintesis de estas unidades reactivas puede iniciar por diferentes vias, estas pueden
ser la via del acido mevaldnico (6, MEV) o la 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (14, MEP),
para dar como productos el pirofosfato de isopentenilo (9) el cual se isomeriza para dar
lugar a la formacién del dimetilalilpirofosfato (10, Figura 3).°

MEV MEP
o Q o
2X )J\ o
S-CoA H OP

3
o \L o
M TV
2 S-CoA o
OP
l 13 Bu

o o
OH

N
HO S-CoA

5
l HO e,
o

OH
B oP

14
HO 6 OH OH 2C-metil-D-eritritol-4-
Mevalonato (MEV) fosfato (MEP)
NH,
o
\\\\\OH
8 n
HO 7 op RO o o |
l Ho . | |
o—P—O0—FP—0 N °
| | °
o - -
OH OH o o
&
HO \ o 15
PP
8
OH  OH
o o~
\P/
_—
\\\\0 \O °
HO " ~pF
o O\ -
o
OH 16

DMAPP IPP
10 9

Figura 3. Via MEV y MEP para formacion de IPP y DMAPP.
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3.4 Precursores de los terpenos

Una vez formadas las unidades activas, éstas se condensan para dar la formacion de los
diferentes tipos de terpenos, cada grupo de terpenos es el resultado de la condensacion

«cabeza-cola» de un nimero variable de unidades isoprénicas (Figura 4).

A

)10\/\0-PP
){ H - > ~ N O-PP
ﬁ/'\/ow 17 "

9

Figura 4. Acoplamiento cabeza-cola.

Los precursores de los principales tipos de terpenos se forman mediante reacciones

catalizadas por enzimas (Figura 5).

Existen dos modos de ciclacién del precursor GGPP:

 Ciclacién inducida por la pérdida del grupo pirofosfato, formacién de un
carbocation y alquilacion de un doble enlace por éste, generalmente se trata del
doble enlace del isopropilideno terminal, lo que da lugar a la formacion de un
macrociclo.

+ Ciclacion &cida catalizada del GGPP, similar a la que interviene en la
elaboracion de los triterpenos pero sin epoxidacion previa, se forma asi un
decahidronaftaleno sustituido. Este tipo de ciclacion conduce a dos series
enantioméricas que difieren por las configuraciones opuestas de los carbonos
C-5, C-9y C-10. La serie se Illama «normal» cuando la fusion de los ciclos A'y
B es idéntica a la de los esteroides y «ent» (enantio) cuando es la antipoda: e.g.:
labdano (23) y ent-labdano (24).
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Figura 5. Bioformacion de los precursores de terpenos.

La orientacion hacia una u otra serie esta dirigida por la conformacion del precursor
lineal de 19 (GGPP) sobre la superficie de la enzima que cataliza la ciclacion. La
secuencia de la reaccion es la siguiente: protonacion del doble enlace 2-3 del precursor y
adiciones antiparalelas de los enlaces 7-2 y 11-6 para formar, en ambos casos, una trans-

decalina (Figura 6).°
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24
Figura 6. Ciclacion de 19 para la formacion de la serie normal 23 y enantio 24 de
labdano.
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3.5 Inestabilidad dinamica de los microtibulos

La tubulina se compone de un heterodimero de proteinas globulares denominadas
subunidad a y B tubulina, las cuales tienen un peso aproximado de 55 kDa. La tubulina
se polimeriza para formar inicialmente protofilamentos, éstos se asocian para formar a
su vez los microtubulos, cada microttbulo esta constituido por 13 protofilamentos, el
didmetro de un microtdbulo es de aproximadamente 25 nm y cada um de longitud de
protofilamento esta compuesto de 1650 heterodimeros de tubulina (Figura 7).%8

Los microtibulos tienen una polaridad intrinseca de tal manera que la subunidad 3
presenta carga positiva y la a negativa, esto hace que se pueda polimerizar de ambos
extremos siendo el extremo positivo de polimerizacién rapida y el extremo negativo de
polimerizacion lenta, esto debido a una inestabilidad dindmica que presentan estas

subunidades.

Dimer

Figura 7. Estructura de los microttbulos (Molecular Cell Biology Sixth Edition).

La estructura de los microtubulos es esencial para muchas funciones celulares,
incluyendo la forma celular, la motilidad y el transporte intracelular, ademas también
son el principal componente estructural del huso mitético y son criticos para la division
celular.?®

Por este motivo es el blanco ideal de muchos agentes antimitoticos como el paclitaxel
(25) y la vinblastina (26).3%! Estos farmacos actlian suprimiendo directamente la
dindmica de los microtibulos durante la mitosis, lo que da como resultado un bloqueo

mit6tico para que las células entren en la via apoptética y mueran.324°4¢
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4. Antecedentes

Las plantas vasculares en México estan representadas por 2,804 géneros nativos, de los
cuales 127 son helechos y plantas afines, 14 gimnospermas, 546 monocotiledoneas y
2,117 dicotileddneas. Estos géneros se incluyen en 304 familias y a su vez contienen
hasta la fecha un total de 23,424 especies.

Las dicotiledoneas (Clase Magnoliopsida) constituyen el grupo mas diverso de todas las
plantas vasculares, representando 76% de la riqueza genérica mexicana, siguiéndole en
importancia las monocotiledoneas (Clase Liliopsida), en menor escala los helechos,
plantas afines y las gimnospermas.

El interés por el estudio de las plantas radica en su gran diversidad de compuestos que
poseen, dentro de los cuales podemos encontrar a los diterpenos, un tipo de terpenos que
muestran un amplio rango de actividades biolégicas como antitumorales, antibiéticos,
hormonas del crecimiento vegetal, intermediarios de perfumeria y edulcorantes entre
otros.** Se han aislado diterpenos de una gran variedad de plantas, arboles, animales
terrestres, esponjas y animales marinos.*

Como ejemplo tenemos el paclitaxel (25) conocido como Taxol® que se aislé de la
corteza del tejo del pacifico o Taxus brevifolia, al cual se le han atribuido propiedades
antitumorales, lo que revolucion6 el tratamiento de este padecimiento, y ha sido
considerado como el mejor agente anticanceroso derivado de productos naturales, usado

en la clinica (Figura 8).°

25

Figura 8. Estructura del paclitaxel (25).
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El estevidsido (27) es un glucido diterpénico de considerable importancia que se ha
obtenido naturalmente de Stevia rebaudiana Bertoni, el cual es 150-300 veces mas dulce

que la sacarosa sin aumentar las concentraciones de glucosa en sangre (Figura 9).'2%°

HO

HO e OH

«llOH

27

Figura 9. Estructura del estevidsido (27).

Otro ejemplo notable es el &cido giberélico (28), diterpeno de estructura ent-kaureno, el
cual fue descubierto primeramente en Asia, producido por un hongo (Gibberella
fujikuroi) que hacia que las plantas de arroz crecieran altas, posteriormente se descubrid
que las plantas también lo producen y que es considerado como una fitohormona que

promueve el crecimiento y desarrollo celular en las plantas (Figura 10)."%*

COOH

CH,
28
Figura 10. Estructura del acido giberélico (28).
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La familia Asteraceae es la que contiene mayor numero de géneros con 362, dentro de
los cuales se ubica el género Ageratina con 143 especies respectivamente, dentro de las
cuales 28 son encontradas en el occidente de México.™

Un ejemplo de ellas es Ageratina petiolaris de la que se han aislado diterpenos como el
acido 2o-isovaleroxiepertdico (29, Figura 11). A esta planta se le han atribuido
propiedades hipoglucémicas utilizandose para el tratamiento de la diabetes tipo 2.2%

WO//M’[
o

7 COOH

s,
%,
K7

29
Figura 11. Estructura del 4acido 2a-isovaleroxieperuico (29).

Otra especie de importancia es Ageratina jocotepecana, la cual fue clasificada por B. L.

Turner, cuyo nombre se debe a Jocotepec, municipio de la Region Ciénega del estado de
Jalisco’ (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Ageratina jocotepecana.

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales
Familia Asteraceae
Geénero Ageratina
Especie jocotepecana B.L.Turner

Las caracteristicas particulares de esta especie incluyen peciolos de 3 a 6 cm de largo,

hojas deltoides subcordadas, palmeadas y nervadas cerca de la base, margenes dentados
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irregulares, de 5 a 10 cabezas bracteadas dispuestas en racimos auxiliares, 50-80 flores
por cabeza, corolas blancas de 5-6 mm de largo y aquenios cilindricos ca. 4 mm de largo

(Figura 12).%’
= P ‘

Figura 12. Planta de Ageratina jocotepecana.

En un estudio quimico y bioldgico de Ageratina jocotepecana se reportd su actividad
microbicida y citotoxica, 2%
conocidos como  acido  (—)-(5S,9S,10S,132)-labda-7,13-dien-15-0ico  (acido
labdadienoico 30), acido (—)-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-oico (&cido cativico 31),
acido (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-oico (acido 13-epi-labdandlico 32) y

tetranorlabdanodiol (33), cabe mencionar que este ultimo se aislé solo del extracto
13,27

asi como el aislamiento de diterpenos tipo labdano

hexanico de tallo (Figura 13).
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Figura 13. Estructura de los diterpenos aislados de Ageratina jocotepecana.

Los diterpenos 32 y 33 se han utilizado para la sintesis del ambrox el cual es un fijador
importante en la industria de la perfumerfa.®*?"33

Los acidos 31 y 32 se les ha atribuido que tienen un efecto inhibitorio sobre la enzima
aldosa reductasa de cristalinos de rata, la cual es una enzima que esta implicada en la
catarata metabdlica, que es una opacidad del cristalino causada por un estado de

hiperglucemia como en la diabetes mellitus.>?°

4.1 Enlaces tipo amida y éster

El interés en generar amidas y ésteres surge debido a que dichos grupos funcionales se
encuentra en estructuras de compuestos naturales con propiedades bioldgicas
importantes, ademas de que son uno de los vinculos mas importantes en Quimica
Organica. Este grupo funcional constituye la clave en la formacion de péptidos,
polimeros, asi como de productos farmacéuticos.

Debido a la complejidad de llevar a cabo la conversion de un grupo funcional carboxilo

a un grupo amida o éster, se ha llegado a la necesidad de la utilizacién de activadores o
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agentes acoplantes, esto con la finalidad de hacer mas favorable la reaccion entre un
acido carboxilico y un grupo amino o alcohol para la formacién de sus amidas y ésteres

respectivos.

Un reactivo ampliamente utilizado es el 1,1’-carbonildiimidazol (CDI, 34) en la sintesis
de amidas a partir de &cidos carboxilicos y aminas que ocurre a traveés de un
intermediario acil-imidazol (36) y que favorece el ataque nucleofilico por parte del

grupo amino o alcohol formando la amida o éster correspondiente (Figura 14).%"

RZ_NHZ o] RZ_OH

0 0
)J\ et )k )L
> R, R,
Ry OH R, H/ ° R, o~

Tolueno/N,

N//:;I + CO,

35

Figura 14. Reaccion mediada por CDI.

Otra metodologia para la activacion del grupo carboxilo es a través de la via de
anhidridos mixtos en donde previamente el &cido carboxilico se convierte en un
anhidrido como intermediario y posteriormente sufre un ataque nucleofilico sobre el

carbonilo mas cercano al acido formando asf la amida (Figura 15).*

0 R,—NH, 0
)L /BCF/NMM )J\ .

> % &+ co

Rs OH THFIN, R N 2

Figura 15. Reaccion via anhidridos mixtos.
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También se ha implementado la utilizacion de agentes acoplantes como lo son
COMU (42) y PyBOP (43), los cuales son considerados dentro del grupo de las sales de
uronio y fosfonio, para este tipo de reacciones es necesario la presencia de una base en
este caso DIPEA (44, Figura 16).%°

Q COMU o PyBOP 0
)L + R2 NH2 )J\ R
2
R, oH DIPEA R, \ -

Figura 16. Reaccion mediante agentes acoplantes COMU y PyBOP.

5. Justificacion

Reportes previos han demostrado la importancia de estudiar los Productos Naturales, tal
es el caso de los diterpenos, cuyo interés radica en su amplio rango de actividades
bioldgicas que se les ha atribuido como antitumoral, antibiético, hormonas del
crecimiento vegetal, intermediarios de perfumeria y edulcorantes entre otros, por lo que
llevar a cabo el estudio de la reactividad quimica de los diterpenos aislados de Ageratina
jocotepecana, pretende aportar conocimiento cientifico en la quimica de estos productos

naturales.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Llevar a cabo el estudio de la reactividad del grupo carboxilo de los diterpenos aislados

del género Ageratina.

6.2 Objetivos particulares

1. Obtener los extractos hexanicos por maceracién a partir de las flores de
Ageratina jocotepecana.

2. Aislar y purificar el acido labdadienoico (30), el &cido cativico (31) y el &cido
13-epi-labdandlico (32) por métodos cromatograficos.

3. Llevar a cabo las modificaciones quimicas del grupo carboxilo de los acidos
mencionados para la obtencion de sus derivados.

4. Caracterizar los compuestos derivados mediante sus datos fisicos y
espectroscopicos.

5. Evaluar la interaccion entre los &cidos diterpénicos y sus derivados en

condiciones de polimerizacion de tubulina in vitro.

7. Discusion de Resultados

7.1 Procesamiento de la planta

Ageratina jocotepecana fue colectada el 5 de febrero del 2015 en el km 51 de la
carretera Morelia-Zacapu. La planta se secd a la sombra y posteriormente se separo en
sus diferentes partes (flores, hojas, tallos), se llevo a cabo la maceracion en hexano de
580 g de flores, el extracto obtenido fue re-suspendido en metanol para precipitar las

grasas. A partir de 580 g de flor se obtuvieron tres lotes de 8.58, 4.45y 2.15 g.
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7.2 Metabolitos aislados

Para el aislamiento de los &cidos diterpénicos 30, 31 y 32, se emplearon 2.1465 g de
extracto, el cual fue sometido a cromatografia en columna utilizando mezclas de
Hex:AcOEt en orden ascendente de polaridad, empleando como fase estacionaria silica
gel 60 230-400 mesh. Las fracciones eluidas se monitorearon mediante cromatografia en
capa fina y se caracterizaron por RMN de una y dos dimensiones, por comparacién con

los datos de la literatura.

7.2.1 ldentificacion del acido labdadienoico (30)

De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (9:1), se aislaron 82.3 mg de un sélido blanco

(Figura 17) que correspondié al acido labdadienoico (30).

4 o Y

COOH

El espectro de RMN de *H (Figura 18) mostré las sefiales caracteristicas. En 5.66 ppm
una sefial simple ancha correspondiente para H-14, en 5.39 ppm una sefial simple ancha
correspondiente para el H-7, en 1.94 ppm se observo una sefial simple correspondiente al
Me-17, en 1.75 ppm se observé una sefial simple para el metilo 16, en 0.87, 0.85y 0.74
ppm se observaron tres sefiales simples correspondientes a los metilos 18, 19 y 20

respectivamente.

En el espectro de RMN de *C (Figura 19) se observé en 171.2 ppm una sefial

correspondiente al carbonilo de &cido carboxilico, en 163.7 ppm se observo una sefial

37



para el carbono cuaternario vinilico 13, en 135.2 ppm una sefial para el carbono
cuaternario vinilico 8, en 122.3 ppm una sefial correspondiente para el carbono vinilico
7, en 115.3 ppm una sefial correspondiente para el carbono vinilico 14. Para corroborar

los desplazamientos quimicos, éstos se compararon con los reportados en la literatura.
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Figura 18. Espectro de RMN de lH a 400 MHz del acido labdadienoico (30).
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Figura 19. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del &cido labdadienoico (30).
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7.2.2 ldentificacion del acido cativico (31)

De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (85:15), se aislaron 464.4 mg de un solido

blanco (Figura 20) que correspondi6 al &cido cativico (31).

Figura 20. Acido cativico (31).

El espectro de RMN de 'H a 400 MHz (Figura 21) mostré una sefial simple ancha en
5.38 ppm correspondiente a H-7, en 2.39 se observo una sefial doble de dobles con
constantes de acoplamiento de 15.0 y 5.8 Hz correspondiente a H-14, en 2.15 ppm se
observo una doble de dobles con constantes de acoplamiento de 15.0 y 8.3 Hz
correspondiente a H-14", en 1.65 ppm se observé una sefial simple ancha que integra
para 3H correspondiente al Met-17, en 1.00 ppm se observé una sefial doble que integra
para 3H con una J = 6.6 Hz que corresponde a Met-16, en 0.87 ppm se observd una
sefial simple que integra para 3H correspondientes a Met-18, en 0.85 ppm se observd
una sefial simple que integra para 3H correspondientes a Met-19, en 0.75 ppm una sefial
simple que integra para 3H correspondientes a Met-20.

En el espectro de RMN de *C (Figura 22) se observé en 179.5 ppm la sefial
correspondiente al carbonilo de &cido carboxilico, en 135.2 y 122.2 ppm se observaron
las sefiales correspondientes a los carbonos vinilicos 8 y 7. Para corroborar los

desplazamientos quimicos, éstos se compararon con los reportados en la literatura.*®
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Figura 21. Espectro de RMN de H a 400 MHz del acido cativico (31).
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Figura 22. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del acido cativico (31).
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7.2.3 ldentificacion del acido 13-epi-labdandlico (32)

De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (1:1), se aislaron 242.2 mg de unos cristales

ligeramente verdes (Figura 23).

.uu,//OH

Figura 23. Acido 13-epi-labdandlico (32).

El espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 24) mostré en 2.40 ppm una sefial doble
de dobles con constantes de acoplamiento de 14.6 y 6.5 Hz correspondiente para H-14,
en 2.14 ppm se observd una sefial doble de dobles con constantes de acoplamiento de
14.6 y 7.9 Hz correspondiente a H-14’, en 1.16 ppm se observa una sefal simple que
integra para 3H que corresponden a Met-17, en 0.98 ppm se observa una sefial doble con
una J = 6.7 Hz que integra para 3H correspondiente a Met-16, en 0.86 ppm se observo
una sefial simple correspondiente a Met-18, en 0.78 ppm se observa una sefial simple
que integra para 6H correspondientes a los metilos 19 y 20 que Se encuentran
sobrepuestos.

En el espectro de RMN de '*C (Figura 25) se observd en 179.4 ppm la sefial
correspondiente al carbonilo de acido carboxilico, en 74.7 y 44.2 ppm se observaron las
sefiales correspondientes a los carbonos vinilicos 8 y 7. Para corroborar los

desplazamientos quimicos, éstos se compararon con los reportados en la literatura.™
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Figura 25. Espectro de RMN de 13C a 100 MHz del acido 13-epi-labdandlico (32).
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7.3 Reaccion con 1, 1"-carbonildiimidazol (CDI)

Después de obtener los tres &cidos diterpénicos se comenz6 con las reacciones

correspondientes utilizando 1,1’-carbonildiimidazol (34) como activador del grupo

carboxilo (Figura 26) que a través de un intermediario acil-imidazol (36) favorece el

ataque nucleofilico por parte de una amina o un alcohol formando asi sus amidas y

ésteres respectivos.”%

o

v
/NH

+ CO,

)J\ 34
R, OH THF
30,31y 32
[
N

N
(o]

- A
36

Figura 26. Activacion del grupo carboxilo utilizando CDI.
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Figura 27. Mecanismo de reaccion con CDI como activador.

7.4 Reaccion via de anhidridos mixtos

La via de anhidridos mixtos es muy utilizada en la sintesis de péptidos en donde se
utiliza como activador el iBCF (37) y como base la 4-metilmorfolina (NMM, 38), hay
que tener en consideracién que al formarse el anhidrido mixto 39 como intermediario
éste puede sufrir un ataque nucleofilico en ambos carbonilos formando por un lado la
amida con liberacion de isobutanol (40) y CO,, mientras que el otro carbonilo forma un

uretano (41) como subproducto.**
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Figura 28. Activacion del grupo carboxilo via anhidridos mixtos.
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Figura 29. Mecanismo de reaccién via anhidridos mixtos.

7.5 Reaccion con COMU

Este reactivo pertenece a la familia de agentes acoplantes de tipo uronio, en su estructura
presenta un grupo morfolino 47 en conjuncion de la oxima 2-ciano-2-(hidroxiiminio)
acetato de etilo (48), lo cual favorece la solubilidad, estabilidad y reactividad de este
reactivo, la reaccion se lleva a cabo a través de un intermediario 45 que posteriormente

se transforma en el éster reactivo 46 que se forma entre el acilo y la oxima.**?

0 o) HO
_comu ~n
+ Ry—NH, . .
Ry OH Towen / SN N )L
| k/ NC CO,Et
0

47 48
Figura 30. Activacion del grupo carboxilo mediante COMU.
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Figura 31. Mecanismo de reaccion empleando COMU.

7.6 Reaccion con PyBOP

Este reactivo pertenece a la generacion de agentes acoplantes conocidos como sales de
fosfonio, éste presenta en su estructura un equivalente de benzotriazol y la especie
acilante final es el éster de benzotriazol, para esto primeramente tiene que desprotonarse
el &cido carboxilico, que a su vez ataca la sal de fosfonio formando asi la sal de
acilfosfonio (49) la cual evoluciona para la formacién del éster activo 50, por ultimo
sufre un ataque nucleofilico por parte de la amina para la formacion de la amida ademas
de la liberacion de oxido de tripirrolidinofosfina (51) y el hidroxibenzotriazol (HOB,

52) como subproductos (Figura 32).%4

o PyBOP

0
DIPEA 7
+ R,—NH, )k l\ N
R, OH THF/N2

51 52
Figura 32. Activacion del grupo carboxilo mediante PyBOP.
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Figura 33. Mecanismo de reaccion con PyBOP.

7.7 Reacciones para la obtencion de los derivados

Las reacciones que se llevaron a cabo con aminas y alcoholes utilizando CDI se
presentan en la Tabla 2 y Tabla 3 mientras que las pruebas que se realizaron con el acido
cativico y anilina utilizando diferentes activadores como COMU, PyBOP y la via de

anhidridos mixtos se presentan en la Tabla 4.

Tabla 2. Reacciones de los 3 &cidos diterpénicos con aminas y CDI.

Labdadienoico Cativico 13-epi-labdandlico
(30) (31) (32)
Anilina (53) ° ° °
Ciclohexilamina (54) ° ° °
o-Toluidina (55) ° ° °

e Se obtuvo el producto deseado.
e No reacciono.

Tabla 3. Reacciones de los 3 acidos diterpénicos con alcoholes y CDI.

Labdadienoico Cativico 13-epi-labdanolico
(30) (31) (32)
p-metoxifenol (56) ° ° °
p-nitrofenol (57) ° ° °

e Se obtuvo el producto deseado.
e No reacciond.
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Tabla 4. Reacciones del &cido cativico con anilina utilizando diferentes activadores.

COMU PyBOP Anhidridos mixtos

Cativico- Anilina ° ° °

o Se obtuvo el producto deseado.
o No reacciono.

A continuacién en la Tabla 5 se muestran las reacciones favorables donde se obtuvo el

producto deseado asi como las estructuras de cada uno de ellos (Figura 34).

Tabla 5. Reacciones de los &cidos diterpénicos.

Producto Estado fisico Rendimiento %
58 Oleoso verde 32 (CDI)
58 Oleoso verde 23 (COMU)
58 Oleoso verde 16 (Mixtos)
58 Oleoso verde 14 (PyBOP)
59 Oleoso incoloro 38
60 Oleoso verde 30
61 Oleoso incoloro 27
62 Oleoso incoloro 21
. o s =
o e b 0
65 Oleoso incoloro 30
. o 2
67 Sélido blanco 93

p.f. 114-116 °C
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Figura 34. Estructuras de los derivados obtenidos.

El derivado 58 en su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 44) present6 alrededor
de 7.51 ppm una sefial doble con una constante de acoplamiento de 7.7 Hz
correspondiente para H-22, en 7.31 ppm una sefial doble de dobles con constantes de
acoplamiento de 8.2 y 7.6 Hz correspondiente para H-23, en 7.20 ppm una sefial simple
ancha correspondiente a N-H, en 7.11 ppm una sefial triple con una constante de
acoplamiento de 7.4 Hz correspondiente para H-24, en 5.37 ppm una sefial simple ancha

correspondiente al protén vinilico H-7.
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El compuesto 59 presentd en su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 50) sefiales
caracteristicas, en 5.38 ppm una sefial simple ancha correspondiente para el proton
vinilico H-7, en 5.31 ppm una sefial simple ancha correspondiente al N-H, en 3.78 ppm
una sefial maltiple correspondiente a H-21, en 1.90, 1.41 y 1.13 ppm se encuentran
sefiales multiples traslapadas correspondientes para los protones H-22, H-24, H-23

respectivamente.

Por su parte el derivado 60 en su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 55) mostré
en 7.79 ppm una sefial doble con una constante de acoplamiento de 7.9 Hz
correspondiente a H-26, en 7.19 ppm una sefial multiple donde se traslapan las sefiales
de H-23 y H-25, en 7.07 ppm una sefial doble de dobles con constantes de acoplamiento
de 7.4 Hz correspondientes a H-24, en 6.92 ppm una sefial simple ancha correspondiente
a N-H, en 5.38 ppm una sefial simple ancha correspondiente para el protén vinilico H-7,

en 2.26 ppm una sefial simple correspondiente para los protones de H-27.

Para el derivado 61 se aprecia en su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 61) en
6.98 ppm una sefial maltiple correspondiente a H-22, en 6.88 ppm una multiple
correspondiente a H-23, en 5.38 ppm una sefial simple ancha correspondiente al proton
vinilico H-7, en 3.79 ppm una sefial simple correspondiente a los protones H-25 del

metoxilo.

En cuanto al derivado 62 se pudo observar en su espectro de RMN de *H a 400 MHz
(Figura 67) en 8.28 ppm una sefial multiple correspondiente a H-23, en 7.26 ppm una
sefial multiple debida a H-22, en 5.40 ppm una sefial simple ancha correspondiente al
protén vinilico H-7.

Para 63 su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 72) mostré en 7.66 ppm una
sefial ancha correspondiente a N-H, en 7.53 ppm una sefial doble con una constante de
acoplamiento de 8.9 Hz correspondiente a H-22, en 7.31 ppm una sefial doble de dobles
con constantes de acoplamiento de 8.2 y 7.6 Hz correspondientes a H-23, en 7.08 ppm

una sefial triple con una constante de acoplamiento de 7.3 Hz.

En el espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 78) de 64 se observé en 5.49 ppm una
sefial doble correspondiente para N-H, en 3.77 ppm una sefial multiple correspondiente
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para H-21, en 1.87, 1.62 y 1.38 ppm se encuentran sefiales multiples traslapadas
correspondientes para los H-22, H-24, H-23 respectivamente.

En cuanto a el derivado 65 se presentd en su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura
84) una sefial doble con una constante de acoplamiento de 7.9 Hz en 7.75 ppm
correspondiente a H-26, en 7.19 ppm una sefial multiple donde se traslapan las sefiales
de H-23, H-25 y N-H, en 7.07 ppm una sefial doble de dobles con constante de
acoplamiento de 7.3 Hz correspondientes a H-24, en 2.26 ppm una sefial simple

correspondiente para los protones H-27 del metilo.

Para el derivado 66 se observé en su espectro de RMN de *H a 400 MHz (Figura 90) en
6.98 ppm una sefial maltiple correspondiente a H-22, en 6.88 ppm una mdltiple
correspondiente a H-23, en 3.79 ppm una sefial simple correspondiente a los protones H-

25 del metoxilo.

Finalmente el derivado 67 se pudo observar en su espectro de RMN de *H a 400 MHz
(Figura 96) en 8.27 ppm una sefial multiple correspondiente a H-23, en 7.27 ppm una
sefial multiple originada por H-22, en 2.65 ppm una sefial doble de dobles con
constantes de acoplamiento de 15.0 y 6.2 Hz que corresponden para H-14 y en 2.40 ppm
una doble de dobles con constantes de acoplamiento de 15.0 y 8.0 Hz que corresponden
para H-14".
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7.8 Evaluacion in vitro de la estabilidad de los microtdbulos en
presencia de derivados de labdano

El grupo de compuestos que se probaron frente a la tubulina fueron los tres acidos
diterpénicos de origen natural 30, 31 y 32 ademas de sus derivados: 58, 60, 63 y 66, en
todos se utilizd como control negativo DMSO y como control positivo paclitaxel (25) a
una concentracion de 20 uM.

El 4cido 30 de origen natural mostré tener un efecto sobre la tubulina al producir una
polimerizacion mucho mayor que los acidos 31 y 32, la polimerizacion méxima se
alcanz6 al minuto 60 con una A de absorbancia igual a 0.700, como se puede apreciar en
la Figura 35. Durante el periodo de enfriamiento a 4 °C ocurrio la despolimerizacion de
los microtibulos, la inestabilidad de éstos se observd con una caida en la A de

absorbancia a 0.556, seguida de una mediana polimerizacion de tubulina.
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Figura 35. Efecto del éacido 30 aislado de Ageratina jocotepecana sobre la
polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacion de los microtibulos inducida por
disminucion de la temperatura.
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El &cido 31 de origen natural presentd el maximo de polimerizacién al minuto 30 con
una A absorbancia de 0.646 (Figura 36). La despolimerizacion de los microttbulos se
observO con una caida en la A de absorbancia a 0.419, lo que indica que no tiene
influencia sobre la polimerizacion de tubulina ni estabiliza los microtubulos.

La diferencia estructural entre los &cidos diterpénicos 30 y 31 es Unicamente la
insaturacion en la posicion 13-14 que presenta 30, este cambio estructural favorece la

polimerizacion y una mejor actividad sobre la tubulina en comparacion con 31.
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Figura 36. Efecto del acido 31 aislado de Ageratina jocotepecana sobre la
polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacion de los microtubulos inducida por
disminucion de la temperatura.
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Por otra lado el acido diterpénico 32 presentd un efecto menor sobre la polimerizacién
de la tubulina comparada con los &cidos 30 y 31, alcanzando el maximo de
polimerizacion al minuto 60 con una A de absorbancia de 0.386 (Figura 37), la
inestabilidad de los microtabulos se pone de manifiesto al registrarse una caida en la A
de absorbancia a 0.386 muy similar al control negativo (DMSO), la diferencia
estructural que presenta este &cido comparado con 31 es un grupo OH en el carbono 8 en
lugar de la insaturacién C-7=C-8, asi como cambios en las configuraciones absolutas de
los carbonos 8, 9 y 13, estos cambios demostraron poca actividad sobre la tubulina in
vitro.
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Figura 37. Efecto del éacido 32 aislado de Ageratina jocotepecana sobre la
polimerizacion de la tubulina y la despolimerizacion de los microtibulos inducida por
disminucion de la temperatura.
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Por su parte el derivado 58 mostro tener un efecto importante en la polimerizacion y en
la estabilizacion de los microtubulos (Figura 38) en comparacion con el &cido de partida
31. Este derivado presentd el maximo de polimerizacién al minuto 60 con una A de
absorbancia de 0.874, al disminuir la temperatura se registr6 una caida en la A de
absorbancia a 0.750 siendo diferente a la del control negativo (DMSO), esto indicd que
la presencia de un anillo aromético esterificado en C-20, favorece la polimerizacion de

la tubulina ademas de estabilizar los microtubulos de mejor manera comparada con 31.
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Figura 38. Efecto del derivado 58 sobre la polimerizacion de la tubulina y la
despolimerizacién de los microttbulos inducida por disminucion de la temperatura.
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El derivado 60 por su parte demostré mejor efecto en la polimerizacion de la tubulina
presentando el méximo de polimerizacion a los 60 min con una A de absorbancia de
0.915 (Figura 39), ademas al disminuir la temperatura la despolimerizacién se comporto
de manera similar a la de 58 obteniendo una A de absorbancia de 0.775, la diferencia
estructural entre 60 y 58 es un metilo en el anillo aromatico, este cambio se vio reflejado
en el aumento de la polimerizacion de la tubulina por efecto de 60.
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Figura 39. Efecto del derivado 60 sobre la polimerizacion de la tubulina y la
despolimerizacion de los microttbulos inducida por disminucion de la temperatura.
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Por su parte el derivado 63 mostro tener un efecto importante en la polimerizacién y en
la estabilizacion de los microtubulos (Figura 40) en comparacion del acido 32 de partida,
este derivado presentd el maximo de polimerizacion al minuto 55 con una A de
absorbancia de 1.084. Al disminuir la temperatura se registré6 una caida en la A de
absorbancia a 0.919 siendo mucho mejor que el &cido de partida 32, esto nos reiter6 que
la presencia del anillo aromético es importante ya que favorece y en cierto caso acelera
la polimerizacion de la tubulina ademéas de que estabiliza los microtabulos de mejor

manera en comparacion con los acidos diterpénicos de origen natural.
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Figura 40. Efecto del derivado 63 sobre la polimerizacion de la tubulina y sobre la
despolimerizacion de los microttibulos inducida por disminucion de la temperatura.
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Finalmente el derivado 66 present0 mejor actividad, obteniendo el méximo de
polimerizacion al minuto 60 con una A de absorbancia de 1.174 (Figura 41). Al
disminuir la temperatura se registré una caida en la A de absorbancia a 1.080 siendo
mejor que el derivado 63, la diferencia estructural es la presencia de un grupo metoxilo
en C-24, los resultados revelaron que la presencia de este grupo funcional favorecio
significativamente la polimerizacion de la tubulina ademas de la actividad estabilizante

sobre los microtubulos en comparacion con 32 que fue obtenido de manera natural.
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Figura 41. Efecto del derivado 66 sobre la polimerizacion de la tubulina y la
despolimerizacion de los microtdbulos inducida por disminucion de la temperatura.
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8. Conclusiones

De las técnicas utilizadas para activar el grupo carboxilo, concluimos que la utilizacion
de CDI (34) fue la més eficiente ya que ésta no requiere tiempos de reaccion largos,
temperaturas altas o incluso condiciones anhidras, Ilegando a la obtencion de los

derivados 58-67, los cuales se prepararon a partir de los acidos 31y 32.

N\
S

61

“HoH “oR

63

" oH

Cabe mencionar que el acido 30 presento una nula reactividad frente a este reactivo esto
debido a que en su estructura presenta un insaturacion o al carbonilo lo que hace que
disminuya la disponibilidad del grupo carboxilo por un efecto resonante que se puede

presentar entre la insaturacién C-13=C-14 y el grupo carbonilo presente en su estructura.
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La implementacién de nuevas estrategias y agentes acoplantes nos permitié ver el
comportamiento del grupo carboxilo frente a diferentes condiciones de reaccién, por
ejemplo el derivado 58 que se obtuvo empleando CDI (34), COMU (42), PyBOP (43) y
la via de anhidridos mixtos donde se utiliza el iBCF (37), los rendimientos bajos en cada
reaccion se puede deber a que los intermediarios obtenidos durante el transcurso de las
reacciones no sean lo suficientemente estables regresandose o hidrolizandose al acido de

partida, ya que éste se recupera en la mayoria de las reacciones.

Las pruebas que se realizaron frente a la tubulina nos permitieron apreciar el efecto de
polimerizacion de los tres &cidos diterpénicos 30, 31 y 32 en comparacion con el mejor
agente anticanceroso obtenido de origen natural el paclitaxel (25). También se observo
que la presencia de una insaturacion en las posiciones C-13=C-14 del &cido 30 fue

suficiente para presentar una mejor actividad que la del acido 31.
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Los derivados 58, 60, 63 y 66 que contenian un grupo aromatico en su estructura
mostraron un mejor comportamiento y una mejor actividad sobre la polimerizacion de la

tubulina comparados con los &cidos de origen natural.

62



9. Parte experimental

9.1 Procedimientos generales

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

Los espectros de resonancia magnética nuclear a 400 MHz para *H y **C a 100 MHz y
los experimentos COSY, HETCOR y NOESY se determinaron en un equipo Varian
Mercury Plus 400 del 11QB-UMSNH. Los experimentos HMBC y HSQC se
determinaron en un equipo Varian Mercury 300 en el CINVESTAV- IPN. En todos los
casos se empled cloroformo deuterado (CDCI3) como disolvente y tetrametilsilano
(TMS) como referencia interna.

Los espectros de masas (EIMS), se determinaron en un Varian Saturn 2000 de trampa
i6nica por impacto electronico a 70 eV acoplado a cromatografia de gases.

Las separaciones cromatogréficas se realizaron empleando gel de silice MERCK 60
(230-400 mesh).

Las reacciones con CDI se llevaron a cabo en un bafio ultrasénico con calentamiento
Cole-Parmer CPXH 08895-27.

El espectrofotometro utilizado para la determinacion de la polimerizacion de la tubulina
fue un BioTeK ELx808 y las gréaficas se realizaron con el programa GraphPad Prism 7.0

para Windows.

9.2 Obtencion del extracto hexanico

Se llevd a cabo la maceracion en hexano de 580 g de flores, esto durante 7 dias por 3
veces 0 hasta agotar por completo los componentes. Transcurrido este tiempo se filtr6 y
concentr6 a sequedad en rotavapor. El extracto obtenido se suspendié en metanol
durante 3 dias a 3-8 °C con la finalidad de precipitar las grasas presentes en el extracto.
El extracto se almacend en un vial color ambar cubriéndose de la luz y a temperatura

ambiente hasta su utilizacién.
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El extracto hexanico crudo se analizé6 mediante RMN de *H, para observar la naturaleza
de las sefiales debidas a los componentes presentes en la muestra, en dicho espectro se

podian apreciar sefiales muy caracteristicas de los compuestos diterpénicos (Figura 42).

JlJ_AL_,_L
T v T T T T T T
x2 7o 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8
1 (ppm)

Figura 42. Espectro de RMN de *H a 400 MHz de extracto hexanico crudo.

T
Lo

El extracto se purificd por cromatografia en columna utilizando una mezcla de
disolventes Hex-AcOEt en orden ascendente de polaridad, las fracciones fueron

monitoreadas mediante cromatografia en capa fina (Figura 43).

Figura 43. A) Columna cromatografica y B) Fracciones eluidas.
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9.3 Obtencion del acido labdadienoico

coon Acido (-)-(5S,98,10S,132)-labda-7,13-dien-15-oico (30). En
las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (9:1) se observo la
presencia de un sélido blanco con p.f. 112-114 °C. RMN de *H
(CDCls, 400 MHz) & 5.66 (1H, sa , H-14), 5.39 (1H, sa, H-7),
2.70 (2H, m, H-12), 1.94 (3H, s, H-16), 1.93 (1H, m, H-6a),
1.91 (1H, m, H-1a), 1.84 (1H, m, H-6b), 1.74 (3H, s, H-17),
1.65 (1H, m, H-9), 1.58 (1H, m, H-11a), 1.47 (2H, m, H-2), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.32
(1H, m, H-11b), 1.18 (1H, m, H-5), 1.16 (1H, m, H-3b), 1.00 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s,
H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.74 (3H, s, H-20). RMN de **C (CDCl;, 100 MHz) & 171.2
(C-15), 164.0 (C-13), 135.2 (C-8), 122.3 (C-7), 115.2 (C-14), 55.2 (C-9), 50.1 (C-5),
42.3 (C-3), 39.0 (C-1), 37.0 (C-10), 36.2 (C-12), 33.2 (C-18), 33.0 (C-4), 25.8 (C-11),
25.7 (C-16), 23.8 (C-6), 22.0 (C-17), 21.9 (C-19), 18.8 (C-2), 13.4 (C-20).

9.4 Obtencion del acido cativico

Acido (-)-(5S,9S,10S,13S)-labda-7-en-15-0ico  (31). Se
aislo en las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (85:15),
como un sdlido blanco con p.f. 47-49 °C. [o]sss —5, [0]578
=5, [a]sas —6, [a]azs —14, [a]ze5 —28 (C 1.1, CHCI3). IR vmax
2927, 1707, 1648, 1459, 1387 cm*. RMN de 'H (CDCls,
400 MHz) 6 5.38 (1H, sa, H-7), 2.39 (1H, dd, J = 14.9, 5.8 Hz, H-14a), 2.14 (1H, dd, J =
14.9, 8.3 Hz, H-14b), 1.94 (1H, m, H-13), 1.93 (1H, m, H-6a), 1.89 (1H, m, H-6b), 1.83
(1H, m, H-1a), 1.65 (3H, sa, H-17), 1.57 (1H, m, H-9), 1.56 (1H, m, H-12a), 1.52 (1H,
m, H-2a), 1.49 (1H, m, H-11a), 1.46 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.18 (1H, m, H-
12b), 1.17 (1H, m, H-5), 1.16 (1H, m, H-3b), 1.13 (1H, m, H-11b), 0.99 (3H, d, J = 6.6
Hz, H-16), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-
20). RMN de **C (CDCls, 100 MHz) § 179.7 (C-15), 135.3 (C-8), 122.1 (C-7), 55.2 (C-
9), 50.1 (C-5), 42.3 (C-3), 41.3 (C-14), 39.3 (C-12), 39.1 (C-1), 36.8 (C-10), 33.2 (C-
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18), 32.9 (C-4), 31.1 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-
16), 18.8 (C-2), 13.5 (C-20).
9.5 Obtencion del acido 13-epi-labdandlico

Acido (+)-(5S,8R,9R,10S,13R)-8-hidroxilabdan-15-
oico (32): Se aisl6 de las fracciones eluidas con

Hex:AcOEt (1:1), como cristales ligeramente verdes con
p.f. 66-68 °C. [a]sgg +5, [a]s78 +5, [t]s46 +6, [0]azs +10,
[a]sss +14 (c 0.9, CHCIl3). IR vmax 3591, 3505, 2931,
1706, 1459, 1389, 1083 cm*. RMN de 'H (CDCls, 400
MHz) 6 2.39 (1H, dd, J = 14.7, 6.4 Hz, H-14a), 2.13 (1H, dd, J = 14.7, 7.6 Hz, H-14b),
1.97 (1H, m, H-13), 1.85 (1H, dt, J = 12.2, 2.9 Hz, H-7a), 1.64 (1H, m, H-6a), 1.60 (1H,
m, H-1a), 1.58 (1H, m, H-2a), 1.42 (2H, m, H-2b y H-11a), 1.40 (2H, m, H-12a y H-
12b), 1.35 (2H, m, H-3a 'y H-7b), 1.25 (1H, m, H-6b), 1.24 (1H, m, H-11b), 1.15 (3H, s,
H-17), 1.13 (1H, m, H-3b), 1.03 (1H, m, H-9), 0.98 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-16), 0.93 (1H,
m, H-1b), 0.91 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (6H, s, H-19 & H-20). RMN de
3C (CDCls3, 100 MHz) & 178.4 (C-15), 74.6 (C-8), 61.7 (C-9), 56.0 (C-5), 44.2 (C-7),
41.9 (C-3), 40.9 (C-14), 39.8 (C-12), 39.6 (C-1), 39.1 (C-10), 33.3 (C-18), 33.2 (C-4),
30.7 (C-13), 23.8 (C-17), 21.9 (C-11), 21.4 (C-19), 20.4 (C-6), 19.9 (C-16), 18.4 (C-2),
15.4 (C-20).

uu[//IOH

9.6 Metodologia general de reaccion con 1,1°-carbonildiimidazol (CDI)

Se coloco el acido diterpénico en un matraz Erlenmeyer de 5 mL, se adicioné CDI y
THF, la reaccion se llevo a cabo en bafio ultrasonico durante 30 min, pasado este tiempo
se le adiciono la amina o el alcohol, la reaccion nuevamente se dejo en bafio ultrasénico
durante 1 h, transcurrido el tiempo se adicioné HCI 10%, la reaccion se extrajo
utilizando AcOEt, realizando lavados con H,O dest., la fase organica se filtré sobre
Na,SO,4 anhidro, el disolvente se evaporé y se monitored6 mediante cromatografia en
capa fina. La muestra se impregno en silica gel y se purificO mediante cromatografia en
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columna utilizando una mezcla de disolventes Hex-AcOEt, Hex-CHCI3; o Hex-CHCl,
en orden ascendente de polaridad.

9.7 Metodologia general de reaccion con cloroformiato de isobutilo
(iBCF)

En un matraz balén se colocé la amina junto con la base, se adiciond6 THF y se dejo6
reaccionar en agitacion, atmosfera inerte y bafio de hielo durante 1 h, Por otro lado, en
un matraz de tres bocas se colocé el acido diterpénico, disuelto en THF y la base durante
10 minutos. A este matraz se acoplaron dos embudos de adicion, posteriormente se
agrego el iBCF gota a gota, finalmente la amina con una adicion lenta, todo esto en bafio
de hielo. Una vez gue la adicién de la amina termind, se dejo en agitacion toda la noche
a temperatura ambiente. La reaccion se extrajo utilizando AcOEt realizando lavados con
HCI al 10%, solucion saturada de NaHCO3; y H,O dest., la fase organica se filtré sobre
Na,SO, anhidro y se monitore6 mediante cromatografia en capa fina, para

posteriormente purificarse mediante cromatografia en columna.

9.8 Metodologia general de reaccion con COMU y con PyBOB

La reaccidn se llevo a cabo en un matraz baldn de 25 mL colocando el acido diterpénico
y el agente acoplante (COMU o PyBOP). Se adicion6 THF anhidro y se dejo en
agitacion durante 1 h, pasado este tiempo se adiciond la base (DIPEA) dejandose
reaccionar por 5 min para finalmente adicionar la amina. La reaccion se llevo a cabé a
temperatura ambiente durante 24 h, en el caso de COMU la reaccion se torn6é de una
coloracion amarilla al transcurrir el tiempo, la reaccion se extrajo utilizando AcOEt y
realizando lavados con HCI al 10%, solucion saturada de NaHCO3; y H,O dest., la fase
organica se filtr6 sobre Na,SO,4 anhidro y se monitoreé mediante cromatografia en capa

fina, posteriormente se purificd mediante cromatografia en columna.
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9.9 Obtencion y asignacion de los derivados

9.9.1 Derivado 58
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (9:1), el

compuesto se aislé en forma oleosa de color verde.
[o]s89 —0.4, [a]s78 —0.9, [a]sas —1.2, [a]a36 —2.9 (C 1.0,
CHCI3). IR (CHCI3) vmax 3422, 2919, 1679, 1597,

1519, 1438 cm*. RMN de H (CDCls, 400 MHz) &
7.51 (2H, d, J= 7.6 Hz, H-22 y H-22"), 7.31 (2H, dd, J= 8.2, 7.6 Hz, H-23 y H-23"),
7.20 (1H, sa, NH) 7.11 (1H, t, J= 7.4 Hz, H-24), 5.37 (1H, sa, H-7), 2.41 (1H, m, H-
14a), 2.08 (1H, m, H-14b), 2.06 (1H, m, H-13), 1.90 (2H, m, H-6), 1.84 (2H, m, H-1a),
1.65 (3H, sa, H-17), 1.57 (1H, m, H-9), 1.57 (1H, m, H-12a), 1.53 (1H, m, H-2a), 1.51
(1H, m, H-11a), 1.43 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.19 (1H, m, H-12b), 1.16 (1H,
m, H-5), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.16 (1H, m, H-11b), 1.02 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.94
(1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.84 (3H, s, H-18), 0.75 (3H, s, H-20).

A

RMN de °C (CDCls, 100 MHz) § 170.8 (C-15), 137.9 (C-21), 135.2 (C-8), 129.0 (C-
23), 124.2 (C-24), 122.2 (C-7), 119.8 (C-22), 55.3 (C-9), 50.1 (C-5), 45.3 (C-14), 42.3
(C-3), 39.6 (C-12), 39.2 (C-1), 36.9 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9 (C-4), 31.8 (C-13), 24.5
(C-11), 23.8 (C-6), 22.2 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 13.6 (C-20). EIMS
m/z 382 [M+ HJ* (2), 366 (36), 191 (100), 135 (51), 121 (27), 109 (40), 93 (95), 77 (23),
41 (22).

9.9.2 Derivado 59
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (9:1), se

aisl6 en forma oleosa e incolora. RMN de H
(CDCI3, 400 MHz) 6 5.37 (1H, m, H-7), 5.32 (1H, d,
J = 6.9 Hz, NH), 3.76 (1H, m, H-21), 2.18 (1H, dd,
J=5.5, 5.4 Hz, H-14a), 1.93 (2H, m, H-6), 1.93 (1H,
m, H-13), 1.89 (2H, m, H-22a), 1.84 (1H, m, H-14b),
1.82 (1H, m, H-1a), 1.81 (1H, m, H-12a), 1.68 (2H, m, H-23a), 1.63 (3H, s, H-17), 1.60
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(1H, m, H-24a), 1.54 (1H, m, H-9), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.35 (1H, m, H-11a), 1.35 (2H,
m, H-23b), 1.27 (1H, m, H-2a), 1.18 (1H, m, H-11b), 1.17 (1H, m, H-3b), 1.15 (1H, m,
H-24b), 1.14 (1H, m, H-5), 1.11 (1H, m, H-12b), 1.10 (2H, m, H-22b), 0.95 (1H, m, H-
1b), 0.94 (3H, d, J= 6.5 Hz, H-16), 0.85 (3H, s, H-18), 0.84 (3H, s, H-19), 0.76 (1H, m,
H-2b), 0.72 (3H, s, H-20).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz) & 171.5 (C-15), 135.3 (C-8), 122.1 (C-7), 55.3 (C-9),
50.1 (C-5), 48.0 (C-21), 44.6 (C-14), 42.3 (C-3), 39.6 (C-12), 39.2 (C-1), 36.8 (C-10),
33.3 (C-22), 33.2 (C-18), 32.9 (C-4), 31.7 (C-13), 25.5 (C-24), 24.8 (C-11), 24.4 (C-23),
23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 19.7 (C-16), 18.8 (C-2), 13.5 (C-20).

9.9.3 Derivado 60
&S De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (9:1), se

o aislé en forma oleosa de color verde. [a]sgg —0.2,
[a]s7s —0.2, [a]sas —0.3, [a]azs —1, (¢ 1.0, CHCI3). IR
(CDCl3) vmax 3422, 2919, 1678, 1586, 1452 cm .
) RMN de *H (CDCls, 400 MHz) 6 7.78 (1H, d, J = 7.9
Hz, H-26), 7.20 (1H, m, H-25), 7.17 (1H, m, H-23), 7.08 (1H, dd, J = 7.4 Hz, H-24),
6.92 (1H, sa, NH), 5.38 (1H, sa, H-7), 2.44 (1H, dd, J = 13.1, 4.7 Hz, H-14a), 2.26 (3H,
s, H-27), 2.12 (1H, m, H-14b), 2.08 (1H, m, H-13), 1.92 (1H, m, H-6a), 1.85 (1H, m, H-
1a), 1.84 (1H, m, H-6b), 1.66 (3H, s, H-17), 1.59 (1H, m, H-12a), 1.57 (1H, m, H-9),
1.52 (1H, m, H-11a), 1.51 (1H, m, H-2a), 1.45 (1H, m, H-2b), 1.39 (1H, m, H-3a), 1.20
(1H, m, H-12b), 1.17 (1H, m, H-11b), 1.16 (1H, m, H-5), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.04 (3H,
d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.76
(3H, s, H-20).

H

aw

RMN de *C (CDCls, 100 MHz) § 170.7 (C-15), 135.7 (C-21), 135.3 (C-8), 130.4 (C-
25), 128.9 (C-22), 126.8 (C-23), 125.2 (C-24), 123.3 (C-26), 122.2 (C-7), 55.3 (C-9),
50.2 (C-5), 45.2 (C-14), 42.3 (C-3), 39.6 (C-12), 39.1 (C-1), 36.9 (C-10), 33.2 (C-18),
33.0 (C-4), 31.8 (C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.2 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16),
18.8 (C-2), 17.8 (C-27), 13.6 (C-20). EIMS m/z 396 [M+ H]" (2), 380 (42), 272 (11),
204 (23), 191 (84), 149 (63), 107 (100), 91 (27), 77 (23), 55 (14), 41 (20).
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9.9.4 Derivado 61
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt

(9:1), se aislé con consistencia oleosa

incolora. [a]sgy —6.7, [a]s78 —7.2, [t]s46 —8.4,
X [a]aze —16.7, [a]ses —30.7 (c 1.0, CHCI3). IR
\©\O (CDCls) Vimax 2924, 1746, 1506, 1465, 1248,
\' 1141 cm™. RMN de *H (CDCls, 400 MHZ) 5
6.98 (2H, m, H-22 y H-22"), 6.88 (2H, m, H-23 y H-23"), 5.38 (1H, sa, H-7), 3.78 (3H,
s, H-25), 2.55 (1H, dd, J = 14.8, 6.1 Hz, H-14a), 2.34 (1H, dd, J = 14.8, 8.1 Hz, H-14b),
2.08 (1H, m, H-13), 1.92 (1H, m, H-6a), 1.87 (1H, m, H-6b), 1.85 (1H, m, H-1a), 1.67
(3H, s, H-17), 1.62 (1H, m, H-12a), 1.59 (1H, m, H-9), 1.53 (1H, m, H-11a), 1.52 (1H,
m, H-2a), 1.44 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H, m, H-3a), 1.23 (1H, m, H-12b), 1.17 (1H, m, H-
11b), 1.17 (1H, m, H-5), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.06 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.96 (1H,
m,H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H, s, H-18), 0.77 (3H, s, H-20).

RMN de **C (CDCls3, 100 MHz) & 172.1 (C-15), 157.1 (C-24), 144.2 (C-21), 135.2 (C-
8), 122.3 (C-22), 122.2 (C-7), 114.4 (C-23), 55.6 (C-25), 55.3 (C-9), 50.1 (C-5), 42.3
(C-3), 41.5 (C-14), 39.4 (C-12), 39.2 (C-1), 36.9 (C-10), 33.2 (C-18), 32.9 (C-4), 31.4
(C-13), 24.5 (C-11), 23.8 (C-6), 22.2 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 13.6
(C-20). EIMS m/z 398 [M-Me]* (2), 191 (4), 125 (9), 124 (100), 109 (15), 95 (5), 81 (6),
67 (5), 41 (5).

9.9.5 Derivado 62
& De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt

(9:1), se aisl6 con consistencia oleosa e
incolora. [a]sgs —12.6, [a]s7s —12.9, [a]sss
~15.3, [alass —30.6 (¢ 1.0, CHCL). IR
(CDCl3) vmax 2920, 1758, 1592, 1526, 1348,
1112 cm . RMN de *H (CDCls, 400 MHz) &
8.28 (2H, m, H-23 y H-23"), 7.26 (1H, sa, H-7), 5.40 (2H, m, H-22 y H-22"), 2.62 (1H,
dd, J=15.1, 6.0 Hz, H-14a), 2.39 (1H, dd, J = 15.1, 8.1 Hz, H-14b), 2.07 (1H, m, H-13),
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1.89 (2H, m, H-6), 1.84 (1H, m, H-1a), 1.67 (3H, s, H-17), 1.60 (1H, m, H-12a), 1.59
(1H, m, H-9), 1.54 (1H, m, H-2a), 1.52 (1H, m, H-11a), 1.43 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H,
m, H-3a), 1.23 (1H, m, H-12b), 1.17 (1H, m, H-5), 1.17 (1H, m, H-11b), 1.14 (1H, m,
H-3b), 1.07 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16), 0.96 (1H, m, H-1b), 0.87 (3H, s, H-19), 0.85 (3H,
s, H-18), 0.76 (3H, s, H-20).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz) § 170.7 (C-15), 155.5 (C-24), 145.2 (C-21), 135.0 (C-
8), 125.2 (C-23), 122.4 (C-7), 122.4 (C-22), 55.2 (C-9), 50.1 (C-5), 42.3 (C-3), 41.4 (C-
14), 39.3 (C-12), 39.1 (C-1), 36.9 (C-10), 33.1 (C-18), 32.9 (C-4), 31.3 (C-13), 24.5 (C-
11), 23.8 (C-6), 22.1 (C-17), 21.8 (C-19), 19.9 (C-16), 18.8 (C-2), 13.6 (C-20). EIMS
miz 428 [M+1]" (2), 413 (12), 287 (31), 192 (29), 178 (7), 164 (30), 148 (13), 122 (27),
109 (100), 81 (29), 63 (5).

9.9.6 Derivado 63
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt (9:1),

se aislé en forma de solido de color blanco con
p.f. 136-138 °C. [a]ses —1.0, [a]s7s —1.3, [o]sse
—1.4, [0]43s —2.1 (¢ 1.0, CHCI3). IR (CDCl3) Vinax
3585, 3430, 2937, 1679, 1598, 1440 cm™*. RMN
de 'H & (CDCl;, 400 MHz) & 7.70 (1H, sa, NH),
7.53 (2H, d, J = 7.8 Hz, H-22 y H-22"), 7.30 (2H, dd, J = 7.7, 8.2 Hz, H-23 y H-23"),
7.09 (1H, t, J = 7.4 Hz, H-24), 2.51 (1H, dd, J = 13.1, 6.2 Hz, H-14a), 2.10 (1H, m, H-
13), 2.05 (1H, dd, J = 13.1, 7.7 Hz, H-14b), 1.87 (1H, dt, J = 12.3, 3.2 Hz , H-7a), 1.65
(1H, m, H-6a), 1.61 (1H, m, H-1a), 1.57 (1H, m, H-2a), 1.51 (1H, m, H-11a), 1.45 (2H,
m, H-12), 1.44 (1H, m, H-2b), 1.43 (1H, m, H-7b), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.28 (1H, m, H-
11b), 1.28 (1H, m, H-6b), 1.18 (3H, s, H-17), 1.15 (1H, m, H-3b), 1.10 (1H, m, H-9),
1.02 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.93 (1H, m, H-1b), 0.92 (1H, m, H-5), 0.87 (3H, s, H-
18), 0.80 (3H, s, H-20). 0.79 (3H, s, H-19).

RMN de **C (CDCls, 100 MHz) § 171.7 (C-15), 138.2 (C-21), 129.0 (C-23), 123.9 (C-
24), 119.7 (C-22), 74.8 (C-8), 61.2 (C-9), 56.0 (C-5), 44.6 (C-7), 44.4 (C-14), 41.9 (C-
3), 39.9 (C-1), 39.2 (C-12), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-4), 31.3 (C-13), 24.4 (C-
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17), 21.5 (C-19), 21.1 (C-11), 20.6 (C-6), 20.2 (C-16), 18.4 (C-2), 15.5 (C-20). EIMS
m/z 382 [M-H,0]" (2), 307 (9), 191 (31), 162 (26), 135 (32), 93 (100), 69 (14), 43 (15).

9.9.7 Derivado 64
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt

(6:4), se aislé como un solido blanco con p.f.
165-167 °C. [o]sss —0.8, [a]s7s —0.9, [o]s46
—0.9, [a]azs —1.7, [a]zes —5.2 (¢ 1, CHCIg). IR
(CDCl3) vmax 3589, 3425, 2926, 1651, 1507
1456, 1388 cm*. RMN 'H § (CDCls, 400
MHz) 8 5.49 (1H, d, J = 7.7 Hz, NH), 3.77 (1H, m, H-21), 2.23 (1H, dd, J = 13.2, 6.8
Hz, H-14a), 1.98 (1H, m, H-13), 1.90 (1H, m, H-23a), 1.87 (1H, m, H-14b), 1.84 (1H,
m, H-7a), 1.68 (1H, m, H-22a), 1.64 (1H, m, H-6a), 1.60 (2H, m, H-24), 1.60 (1H, m, H-
1a), 1.58 (1H, m, H-2a), 1.46 (1H, m, H-11a), 1.41 (1H, m, H-2b), 1.38 (1H, m, H-7b),
1.37 (2H, m, H-12), 1.37 (1H, m, H-3a), 1.34 (1H, m, H-22b), 1.26 (1H, m, H-6b), 1.21
(1H, m, H-11b), 1.15 (3H, s, H-17), 1.14 (1H, m, H-3b), 1.09 (1H, m, H-23b), 1.05 (1H,
m, H-9), 0.94 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-16), 0.92 (1H, m, H-1b), 0.91 (1H, m, H-5), 0.86
(3H, s, H-18), 0.78 (3H, s, H-19), 0.78 (3H, m, H-20).

RMN de *3C (CDCls, 100 MHz) & 172.0 (C-15), 74.3 (C-8), 61.7 (C-9), 56.1 (C-5), 48.0
(C-21), 44.4 (C-7), 44.0 (C-14), 42.0 (C-3), 39.8 (C-1), 39.6 (C-12), 39.1 (C-10), 33.4
(C-18), 33.2 (C-23), 33.2 (C-4), 31.4 (C-13), 25.5 (C-24), 24.9 (C-22), 24.1 (C-17), 21.5
(C-11), 21.4 (C-19), 20.5 (C-6), 19.9 (C-16), 18.4 (C-2), 15.5 (C-20). EIMS m/z 405
[M]" (1), 388 [M-H20]" (8), 373 (45), 210 (100), 196 (22)100 (22), 168 (80), 141 (80),
60 (43), 43 (28).
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9.9.8 Derivado 65
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt

o (7:3), se aislo en forma oleosa e incolora.
[a]sge +0.2, [a]s7s +0.1, [a)sas +0.1, [0t]azs
N +0.3 (c 1.0, CHCI5). IR (CDCl3) Vimax 3590,
3423, 2927, 1679, 1539, 1522, 1456 cm .
RMN de *H (CDCls, 400 MHz) & 7.76 (1H,
d, J=7.9 Hz, H-26), 7.20 (1H, m, H-23), 7.17 (1H, m, H-25), 7.07 (1H, dd, J = 7.3 Hz,
H-24), 2.53 (1H, m, H-14a), 2.26 (3H, s, H-27), 2.09 (1H, m, H-13), 2.06 (1H, m, H-
14b), 1.85 (1H, dt, J = 12.2, 3.0 Hz, H-7a), 1.69 (1H, m, H-6a), 1.63 (1H, m, H-1a), 1.57
(1H, m, H-2a), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.47 (2H, m, H-12), 1.40 (1H, m, H-2b), 1.37 (1H,
m, H-7b), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.28 (1H, m, H-11b), 1.25 (1H, m, H-6b), 1.16 (3H, s, H-
17), 1.12 (1H, m, H-3b), 1.07 (1H, m, H-9), 1.04 (3H, d, J = 6.2 Hz, H-16), 0.93 (1H, m,
H-1b), 0.91 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.79 (3H, s, H-20), 0.78 (3H, s, H-19).

ul/””OH
H

RMN de *C (CDCls;, 100 MHz) § 171.1 (C-15), 135.8 (C-21), 130.4 (C-23), 129.3 (C-
22), 126.7 (C-25), 125.1 (C-24), 123.5 (C-26), 74.5 (C-8), 61.4 (C-9), 56.1 (C-5), 44.5
(C-14), 44.5 (C-7), 41.9 (C-3), 39.8 (C-1), 39.7 (C-12), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2
(C-4), 31.5 (C-13), 24.2 (C-17), 21.7 (C-11), 21.5 (C-19), 20.6 (C-6), 20.2 (C-16), 18.4
(C-2), 17.9 (C-27), 15.5 (C-20). EIMS m/z 397 [M-H,0]" (3), 381 (18), 192 (46), 177
(31), 150 (50), 134 (15), 107 (100), 91 (12), 67 (15), 41 (17).

9.9.9 Derivado 66
De las fracciones eluidas con Hex:AcOEt

(85:15), se aislo en forma de sélido blanco
con p.f. 95-97 °C. [a]sgg +6.3, [a]s78 +5.1,
""MOH O\Q\ [a]ss6 +7.2, [0]azs +12, [0]aes +19.5 (¢ 1.0,
O CHCI;). IR (CDCl3) vmax 3588, 2926,
\ 1744, 1505, 1465, 1388, 1248 cm*. RMN

de *H (CDCls, 400 MHz) & 6.98 (2H, m, H-22 y H-22"), 6.86 (2H, m, H-23 y H-23"),
3.78 (3H, s, H-25), 2.56 (1H, dd, J = 14.7, 6.2 Hz, H-14a), 2.33 (1H, dd, J = 14.7, 8.0
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Hz, H-14b), 2.07 (1H, m, H-13), 1.86 (1H, dt, J = 12.1, 3.0 Hz, H-7a), 1.64 (1H, m, H-
6a), 1.63 (1H, m, H-1a), 1.58 (1H, m, H-2a), 1.48 (1H, m, H-11a), 1.45 (2H, m, H-12),
1.40 (1H, m, H-2b), 1.37 (1H, m, H-7b), 1.36 (1H, m, H-3a), 1.26 (1H, m, H-11b), 1.26
(1H, m, H-6b), 1.15 (3H, s, H-17), 1.13 (H, m, H-3b), 1.05 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-16),
1.03 (1H, m, H-9), 0.94 (1H, m, H-1b), 0.93 (1H, m, H-5), 0.86 (3H, s, H-18), 0.78 (3H,
s, H-19), 0.78 (3H, s, H-20).

RMN de *C (CDCls, 100 MHz) § 172.3 (C-15), 157.1 (C-24), 144.2 (C-21), 122.3 (C-
22), 114.4 (C-23), 74.3 (C-8), 62.1 (C-9), 56.1 (C-5), 55.6 (C-25), 44.6 (C-7), 42.0 (C-
3), 41.4 (C-14), 40.4 (C-12), 39.7 (C-1), 39.1 (C-10), 33.4 (C-18), 33.2 (C-4), 31.3 (C-
13), 23.9 (C-17), 22.6 (C-11), 21.5 (C-19), 20.5 (C-6), 20.0 (C-16), 18.4 (C-2), 15.5 (C-
20). EIMS m/z 398 [M-Me]" (1), 191 (7), 124 (100), 109 (14), 95 (7), 41 (6).
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9.10 Metodologia general para la tubulina

Los derivados de los acidos diterpénicos disueltos en DMSO se colocaron por triplicado
en placas de ELISA de 96 pozos, de fondo plano y de media area, en alicuotas de 10 uL
de una concentracion tal que permitiese tener concentraciones finales de 200 uM. Por
otro lado, se prepar6 una solucion de tubulina de cerebro de porcino >97% de pureza
(Cytoskeleton, Inc., E. U. A.) manteniéndola siempre a 0 °C. Para preparar la solucion,
la tubulina se disolvi6 en la cantidad necesaria de un buffer de pH 6.9 para dar una
concentracion final de tubulina de 2 mg/mL. El buffer contenia sal sesquisédica del
acido piperazin-N,N -bis(2-etansulfonico) 80.0 mM, cloruro de magnesio 2.0 mM, &cido
etilénglicol-bis(B-aminoetiléter)-N,N,N’,N -tetraacético 0.5 mM y 5’-trifosfato de
guanosina 1.0 mM. La solucion de tubulina a 0 °C se agregd, en alicuotas de 100 uL, a
los pozos con los compuestos. La placa de ELISA, mantenida a 0 °C, se transfirid
inmediatamente a un lector de placas BioTek ELx808IU precalentado a 37 °C durante
30 minutos. La polimerizacion de los heterodimeros de o-tubulina—pB-tubulina se
monitored mediante el cambio de la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 60
minutos con temperatura controlada a 37 °C y con un periodo de mezclado inicial de 5
segundos. Después de 60 minutos de incubacion, la placa se removid del lector e
inmediatamente se llevo a una temperatura de 4 °C por 30 minutos. Después de este
tiempo, la placa se colocé nuevamente en el lector por 30 minutos mas a 37 °C para
determinar el efecto de la disminucion de la temperatura en la estabilidad de los
microttbulos inducida por los compuestos a evaluar. “° Los ensayos de polimerizacién
de la tubulina y despolimerizacion de los microtdbulos inducida por disminucion de la
temperatura se realizaron por triplicado. Los resultados se graficaron con el programa
GraphPad Prism 7.0 para Windows, los puntos de las graficas muestran la desviacion

estandar de las lecturas para cada derivado evaluado.
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11. Anexo

Tabla 6. Datos espectroscopicos de **C del 4cido cativico (31) y derivados.

13C
Carbono 31* 58 59 60 61 62

1 39.1 39.2 39.2 39.1 39.2 39.1
2 18.8 18.8 18.8 18.8 18.8 18.8
3 42.3 42.3 42.3 42.3 42.3 42.3
4 32.9 32.9 32.9 33.0 32.9 32.9
5 50.1 50.1 50.1 50.2 50.1 50.1
6 23.8 23.8 238 23.8 23.8 23.8
7 122.1 122.2 122.1 122.2 122.2 122.4
8 135.3 135.2 135.3 135.3 135.2 135.0
9 55.2 55.3 55.3 55.3 55.3 55.2
10 36.8 36.9 36.8 36.9 36.9 36.9
11 24.5 24.5 24.8 24.5 245 24.5
12 39.3 39.6 39.6 39.6 39.4 39.3
13 31.1 31.8 31.7 31.8 314 31.3
14 41.3 45.3 44.6 45.2 41.5 41.4
15 179.7 170.8 1715 170.7 172.1 170.7
16 19.9 19.9 19.7 19.9 19.9 19.9
17 22.1 22.2 221 22.2 222 22.1
18 33.2 33.1 33.1 33.2 33.2 33.1
19 21.8 21.8 21.8 21.8 21.8 21.8
20 135 13.6 135 13.6 13.6 13.6
21 137.9 48.0 135.7 144.2 145.2
22 119.8 33.3 128.9 122.3 122.4
23 129.0 24.4 126.8 114.4 125.2
24 124.2 255 125.2 157.1 155.5
25 130.4 55.6

26 123.3

27 17.8
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Tabla 7. Datos espectroscopicos de **C del 4cido 13-epi-labdanélico (32) y derivados.

13C
Carbono 32* 63 64 65 66

1 39.6 39.9 39.8 39.8 39.7
2 18.4 18.4 18.4 18.4 18.4
3 41.9 41.9 42.0 41.9 42.0
4 33.2 33.2 33.2 33.2 33.2
5 56.0 56.0 56.1 56.1 56.1
6 20.4 20.6 20.5 20.6 20.5
7 44.2 44.6 44.4 445 44.6
8 74.6 74.8 74.3 745 74.3
9 61.7 61.2 61.7 61.4 62.1
10 39.1 39.1 39.1 39.1 39.1
11 21.9 21.1 21.5 21.7 22.6
12 39.8 39.2 39.6 39.7 40.4
13 30.7 31.3 314 315 31.3
14 40.9 44.4 44.0 44.5 41.4
15 178.4 171.7 172.0 171.1 172.3
16 19.9 20.2 19.9 20.2 20.0
17 23.8 24.4 24.1 24.2 23.9
18 33.3 334 33.4 334 334
19 21.4 21.5 21.4 215 215
20 15.4 15.5 15.5 15.5 15.5
21 138.2 48.0 135.8 144.2
22 119.7 24.9 129.3 122.3
23 129.0 33.2 130.4 114.4
24 123.9 255 125.1 157.1
25 126.7 55.6
26 123.5

27 17.9

*Referencia 13
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Figura 81. Espectro COSY del derivado 64.
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