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1. INTRODUCCION

Dentro de las problematicas de salud publica importantes en México y en el mundo se
encuentra el cancer.' Del total de defunciones en México durante 2013, las neoplasias
fueron la tercera causa de mortalidad, so6lo por debajo de las enfermedades cardiovasculares
y diabetes mellitus,” razon por la cual existe una creciente necesidad de nuevos compuestos

terapéuticos que sean seguros.

Las plantas y organismos marinos representan una fuente importante de compuestos
para prevenir, mejorar o tratar padecimientos fisicos o mentales que aquejan a la

35
poblacion.

Es interesante notar que un gran porcentaje de los fdrmacos anticancerigenos
utilizados en la terapéutica actual, derivan de fuentes naturales, ejemplo de ello es el taxol
(Figura 1), metabolito aislado de diferentes especies de Taxus (principalmente Taxus
brevifolia Nutt.),* el cual se utiliza en el tratamiento de cancer de mama, de ovario y que

., . .5
también ha demostrado eficacia contra el sarcoma de Kaposi.

Figura 1. Paclitaxel (Taxol)

Por otro lado, la inflamacién es una respuesta del organismo a estimulos quimicos,

. o, . 6 . . .
fisicos y biologicos.” Las enfermedades asociadas a procesos inflamatorios tales como la
gota, el reumatismo o la fiebre mediterrdnea familiar tienen una incidencia del 1 al 2% de la

poblacion mundial, el tratamiento de las mismas es importante porque su progresion puede
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incapacitar a quienes las padecen. Al igual que en el céancer, los productos naturales
representan una fuente de compuestos para el tratamiento de estos padecimientos. Ejemplo

de ello es la colchicina (Figura 2), alcaloide triciclico aislado de Colchicum autumnale L.

Figura 2. Colchicina

Ciertos productos naturales obtenidos a partir de fuentes naturales se emplean como
agentes terapéuticos, mientras que otros pueden servir como materias primas para la
preparacion de compuestos semisintéticos que posean mejor actividad farmacoldgica y/o
menor toxicidad,” ® tal es el caso de las cefalostatinas, compuestos esteroideos aislados del
gusano marino Cephalodiscus gilchristi que tienen un mecanismo de accién novedoso y
una alta citotoxicidad que las convierte en sustancias prometedoras para el desarrollo de
nuevos agentes anticancerigenos,” sin embargo su disponibilidad en la fuente bioldgica es
muy baja. Con base en lo anterior la presente investigacion tuvo como proposito la
obtencion de derivados de los palmitatos de lupeilo y B-amirilo, hacia la preparacion de
pirazinas esteroidales como aproximacion sintética de la unidad monomérica norte de las
cefalostatinas, con lo cual se pretende aportar conocimiento sobre la reactividad de estos
triterpenos, a la par que se determina la actividad antiinflamatoria y citotoxica que

presentan estos derivados.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cefalostatinas
2.1.1 Generalidades

Los cefalostatinas son una familia de 20 compuestos que se caracterizan por poseer
un esqueleto bis-esteroide pirazinico,’ es decir son alcaloides constituidos por dos unidades
esteroideas altamente oxigenadas unidas a través de un anillo de pirazina ubicado en la
posicion C2-C3 de cada unidad monomérica. Esas substancias fueron aisladas por Pettit y
colaboradores principalmente entre 1988 y 1998 (cefalostatinas 1-19) 913 y en 2015
(cefalostatina 20)."*

El grupo de Pettit nombr6 a las dos unidades esteroideas de las cefalostatinas como
“cara derecha” y “cara izquierda”; por su parte, el grupo de Fuchs adopt6 la terminologia
“zona norte” y “zona sur”."” Las unidades esteroideas de otros compuestos aislados fueron
designadas por comparacion con la cefalostatina 1 (Figura 3) (primera cefalostatina aislada

- 10
y caracterizada).

Derecha (Pettit)
Norte (Fuchs)

Izquierda (Pettit)
Sur (Fuchs)

Figura 3. Estructura de la cefalostatina 1
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Las cefalostatinas fueron aisladas a partir del gusano marino Cephalodiscus gilchristi,
el cual mide aproximadamente 5 mm de longitud y se encuentra en aguas templadas y poco
profundas del Océano Indico al Sureste de Africa.'® El cuerpo de este organismo (Figura 4)
se divide en tres regiones: escudo cefalico, cuello y tronco en donde presenta brazos
tentaculares distintivos que emanan de la parte dorsal de cuello. Los datos taxondmicos de

esta especie se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos taxonomicos de C. gilchristi

Phylum Hemichordata
Clase Graptolithoidea
Orden Cephalodiscoidea

Familia Cephalodiscoidea

Género Cephalodiscus

Especie gilchristi

Figura 4. Cephalodiscus gilchristi

2.1.2 Actividad citotoxica

La mayoria de las cefalostatinas aisladas mostraron valores citotoxicos elevados
(Tabla 2), siendo las cefalostatinas 1, 2, 3 y 4 las mas activas frente a la linea celular
tumoral P-388 (linfoma de ratén)."’ Por otro lado, la cefalostatina 20 fue objeto de un
estudio tedrico de la relacion entre la estructura y la actividad (REA) que comprendi6é un
panel de seis lineas celulares de cancer humano, frente a las cuales no presentd una

actividad notable en comparacion con la cefalostatina 1."

Los estudios de estructura-actividad en diferentes cefalostatinas han revelado que la
parte "norte" de estas moléculas es el fragmento estructural mas cominmente compartido
entre las cefalostatinas que presenta un sistema 1,6-dioxaespiro-[4,4]-nonano, y el cual esta
asociado con la actividad antitumoral.'® La sintesis de esta unidad de las cefalostatinas fue

realizada por Fuchs y colaboradores.'’
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Tabla 2. Actividad inhibitoria (CIso nM)

frente a la linea celular tumoral P-388 (linfoma de

ratén)."
Cefalostatina P388(nM)
1 1x 10*-1x 10° I
z R
3 1x 10%-1x 10° 3 R4=OH; Ry=CH3: 14,15' A
s 101 x 10 4 Ry=0H; Ry=H: 14",15" epoxi
5 42.5
6 23
7 1-<0.1
8 1-<0.1
9 1-<0.1
10 3.2
11 2.7
12 76.2
13 47.9
14 4.4
15 26.2
16 <1.1
17 4.4
18 4.6
19 7.9

HQOm-
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La cefalostatina 1 es de particular importancia ya que se considera como uno de los
agentes antitumorales mas potentes frente al panel de 60 lineas tumorales del Instituto
Nacional del Céancer, siendo incluso mas activa que el paclitaxel en ensayos in

Vitro.10,15,18,19

La biodisponibilidad de la cefalostatina 1 es baja, ya que a partir de 166 kg de
material de gusano marino crudo, s6lo fueron aislados 139 mg de este compuesto en 1988

con un rendimiento del 8.36 x 10 % en peso.'*

El mecanismo de accidon que presenta la cefalostatina 1 es de particular interés ya que

por sus dimensiones (~30 Ax9Ax5 A) 10,20

y su naturaleza esteroidea puede penetrar la
membrana celular, y es capaz de inducir apoptosis en una via inusual y diferente a la de
otros agentes citotoxicos. Esta via es independiente del citocromo-C debido a que se lleva a
cabo la liberacion selectiva del complejo Smac/DIABLO de la mitocondria, de manera
independiente de la activacion de caspasas, ademas de que cefalostatina 1 activa la caspasa-

. .y 2
9 sin la formacién de un apoptosoma.*’

La cefalostatina 1 también ha demostrado ser eficaz en varios Xenoinjertos
incluyendo melanoma, sarcoma, leucemia y en un modelo de carcinoma mamario

18
humano.

2.1.3 Sintesis de cefalostatinas

La baja biodisponibilidad combinada con la arquitectura molecular y la importancia
bioldgica de estos compuestos motivaron la sintesis total de la cefalostatina 1 que fue
publicada por Fuchs en 1998, la cual consistio de 65 pasos, obteniéndose 2 mg del
compuesto (con un rendimiento del 107 %).>! Por su parte, Shair en 2009 llevé a cabo la

sintesis enantioselectiva de la cefalostatina 1 con 47% de rendimiento.

Se han explorado diferentes rutas para la sintesis de andlogos de esta familia de
compuestos ya sea de alguna de las unidades monoméricas (norte o sur) o bien del dimero

. 2
esteroidal.?
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Existen varias metodologias para la sintesis de analogos que se basan principalmente
en dos tipos de rutas, las cuales se muestran esquematicamente en la Figura 5. La llamada
ruta simétrica consiste en la sintesis directa de pirazinas bi-esteroidales simétricas por
dimerizacion de una cetona o un precursor o-aminocetona. Las pirazinas simétricas
(denominadas de tipo A) obtenidas de esta manera son posteriormente desimetrizadas y
funcionalizadas. La ruta no simétrica, es la sintesis directa de pirazinas no simétricas bi-

esteroidales de tipo B por acoplamiento quimio y regioselectivo.?*

Ruta simétrica
X
X
(0] H2N N\
OWRENGERE |
—
NH, O N
X X
Ruta no simétrica
X
X
NH, A N
L L |
—
(0] B N
Y Y

Figura 5. Rutas para la sintesis de pirazinas bi-esteroidales

Los grupos de Heathcock » y Winterfeld ?® han realizado contribuciones importantes

a la sintesis de pirazinas bi-esteroidales asimétricas.
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2.2 Triterpenos
2.2.1 Generalidades

Los triterpenos son metabolitos secundarios que contienen 30 atomos de carbono
provenientes de la incorporacion de seis unidades de isoprenilo. Biosintéticamente
provienen de la ciclacion del escualeno (dos moléculas de pirofosfato de farnesilo) y del
(2,3)-6xido de escualeno, que dan lugar a diferentes tipos de esqueletos de triterpenos y
esteroles mediante la formacion de carbocationes, intermediarios que experimentan
reordenamientos moleculares de acuerdo a la posicion de la carga y la estereoquimica del

. o« 27
producto de ciclacion.

Para que se lleve a cabo la policiclacion (del escualeno y el 6xido de escualeno) es
necesario que adopten una conformacion plegada adecuada en donde los centros
electrénicamente deficientes queden proximos a los centros nucleofilicos lo que da origen a

los triterpenos.

Se conocen alrededor de 20,000 triterpenos naturales que se distribuyen ampliamente
en la naturaleza de forma libre o combinados con aziicares (glicésidos).” La mayoria de los
triterpenos se produce en el reino vegetal, aunque otros organismos como los hongos
también los producen,” y comprende diferentes tipos de compuestos que pueden ser
divididos en familias en funcion de su estructura quimica. Los principales grupos estan
representados por derivados tetraciclicos de protostano, cicloartano, dammarano, eufano y

) L 1 . 30
derivados pentaciclicos de tipo ursano, lupano y hopano entre otros.

El esqueleto triterpenoide destaca por ser una fuente de rigidez estructural y lipofilia
combinado en un sistema alifatico que posee un elevado nimero de centros estereogénicos
y ademas es susceptible a ser funcionalizado,' por lo que representa una fuente importante

de compuestos para la exploracién quimica y biologica.
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2.2.2 Triterpenos pentaciclicos

La estructura de los triterpenos pentaciclicos puede contener cinco anillos de seis

miembros o cuatro anillos de seis miembros y un anillo de cinco miembros. Algunos

ejemplos de esqueletos se ilustran en la Figura 6: 2%

Oleanano Ursano Taraxastano Friedelano

Gamacerano Lupano Hopano

Figura 6. Algunos esqueletos de triterpenos pentaciclicos

Los triterpenos han mostrado diversas actividades farmacoldgicas entre las que se
encuentran la actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, antiviral, citotoxica y
hepatoprotectora, anti-VIH, antimaldrica y antihelmintica. Por lo que constituyen una

. . . 2-
fuente importante de estructuras bioactivas.’* *°
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2.2.3 Actividad antiinflamatoria y citotéxica

Algunos triterpenos inhiben directamente el crecimiento tumoral, la progresion del
ciclo celular e inducen la apoptosis de las células tumorales in vitro e in vivo.*® Se ha
identificado que la actividad antitumoral procede por varios mecanismos, entre los cuales
se pueden mencionar, la activacion del factor nuclear (NF)-kB, inhibicion de las sefiales de

. ., ST S . 137
transduccion, supresion de la angiogénesis o dafio mitocondrial.

Parte de los mecanismos de la actividad antiinflamatoria®™ de los triterpenos
pentaciclicos puede atribuirse a su capacidad para inhibir la 5-lipooxigenasa y la elastasa de
leucocitos humanos, asi como su potencial para la modulacion de la respuesta inmune al

afectar al complemento y la produccion de anticuerpos.

Uno de los ejemplos mas representativos y estudiados de los triterpenos pentaciclicos
es la betulina y sus analogos como el 4cido betulinico, cuyas estructuras se observan en la
Figura 7, que poseen diversas bioactividades, entre las que sobresale la actividad la
antitumoral. El 4acido betulinico suprime la proliferacion de neuroblastoma y de las células

38,39

de carcinoma de ovario, e inhibe selectivamente el crecimiento de células de melanoma

humano in vitro e in vivo con aparente especificidad.*

Figura 7. Estructuras de betulina (R=OH) y acido betulinico (R=COOH)
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2.2.4 Lupeol

El lupeol es un triterpeno pentaciclico como se observa en la Figura 8, que estd

. . . 40 - . . . 41
presente en diversas especies del reino vegetal,** incluida una amplia variedad de frutas.

Figura 8. Estructura del lupeol

Este triterpeno ha sido ampliamente estudiado ya que exhibe una gran variedad de
actividades farmacologicas relacionadas con algunos padecimientos importantes como la
diabetes, la artritis, enfermedades cardiovasculares, trastornos renales, inflamacion y

4 41
cancer.

Se ha demostrado que el lupeol reduce la respuesta inflamatoria de la artritis en
ratas.*? En otro estudio se observo que la aplicacion tépica de lupeol (0.5 y 1 mg / oreja)
reduce la inflamacién en un modelo de oreja de raton inducida por TDF (acetato de
O—tetradecanoilforbol), disminuye los niveles de mieloperoxidasa y causa una reduccion en

la infiltracién de células en los tejidos inflamados.*

Se ha establecido que la actividad antiinflamatoria del lupeol esté relacionada con el
factor nuclear (NF)-kB, la caspasa-8 como proteina inhibidora, la fosfatidilinositol-3-
cinasa/Akt.* También se ha informado que modula la expresion de la 15-lipooxigenasa,
Interleucina B, citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL- 6, IL-13, IFN-y-Thl), mieloperoxidasa,

macréfagos y linfocitos.*?

El intervalo de dosis entre las cuales el lupeol presenta actividad antinflamatoria es de
25-200 mg/kg. Es destacable que el lupeol no muestra toxicidad para las células y tejidos

normales cuando se administran de forma oral a una dosis de 2g/ kg.*'
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2.2.5 p-amirina

Este compuesto se encuentra en diversos materiales vegetales tales como hojas,
corteza, madera y resinas. La B-amirina presenta diversas actividades farmacologicos in
Vvitro e in vivo como antimicrobiana, antifingica, antiviral e inhibicion de la proliferacion

; 4
de células cancerosas.*

Figura 9. Estructura de la -amirina

El extracto de Ligustrum spp que presenta un alto contenido P-amirina redujo el
edema inducido por carragenina 1%.% El tratamiento de células de cancer de vejiga
humano (NTUB1) con B-amirina o B-amirina en co-tratamiento con Cis-platino durante 24
h dio como resultado una reduccion de la viabilidad de las células. Este trabajo sugiere que
la B-amirina presenta una actividad citotoxica débil.*’ En otro ensayo de citotoxicidad in
vitro, la B-amirina exhibi6é una actividad citotoxica débil contra lineas celulares de cancer

A549 y HL- 60.*
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3. HIPOTESIS

Considerando que las cefalostatinas son dimeros esteroidales pirazinicos con una
notable actividad citotoxica y que la bioactividad de una molécula modelo depende de su
estructura molecular, la cual puede racionalizarse en funciéon de los fragmentos
estructurales que la constituyen, se propone que las pirazinas esteroidales monoméricas
obtenidas a partir de triterpenos pentaciclicos con cierta similitud quimica a las

cefalostatinas, posiblemente muestren una bioactividad similar a la de éstas.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Realizar la semisintesis de analogos monoméricos de las cefalostatinas
(pirazinas esteroidales) a partir de algunos aciltriterpenos pentaciclicos disponibles,
aislados de especies vegetales de la familia Euphorbiaceae, para la evaluacion preliminar

de su actividad citotoxica y antiinflamatoria.

4.2 Particulares

= Llevar a cabo la separacion de la mezcla de triterpenos; palmitato de lupeilo y
palmitato de B-amirilo presentes en una fraccion del extracto de Sapium

nitidum.

» Obtener derivados del palmitato de lupeilo mediante reacciones de hidrolisis,

oxidacion y adicion nucleofilica.en las posiciones C-2, C-3 y C-30.

= Llevar a cabo la semisintesis de pirazinas esteroidales a partir de palmitato de

lupeilo y palmitato de B—amirilo.

= Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica (en ciertas lineas celulares)

de los derivados obtenidos.

= Establecer posibles relaciones estructura-actividad entre los derivados

obtenidos.
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5. JUSTIFICACION

Considerando la importancia del cancer y los padecimientos inflamatorios como una
problematica de salud publica, es relevante realizar investigaciones concernientes al
descubrimiento de nuevas estructuras que posean actividad antitumoral y/o antiinflamatoria
con vista a que sean la base para el desarrollo de nuevos farmacos seguros y eficaces. Las
cefalostatinas han sido de particular interés por exhibir una actividad citotoxica
excepcional, pero con el inconveniente de tener una baja disponibilidad en su fuente
natural, por lo que se consider6 relevante sintetizar analogos de la parte norte de estas
moléculas (unidad asociada a la actividad antitumoral) a partir del palmitato de lupeilo y
palmitato de B-amirilo (disponibles en nuestro grupo de trabajo), substancias que guardan
cierta similitud estructural con los mondémeros de las cefalostatinas, lo que permitira

obtener nuevos analogos y evaluar su actividad antiinflamatoria y citotoxica.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se exponen y discuten los resultados de la reactividad del palmitato
de lupeilo (21), palmitato de P-amirilo (22) y de sus derivados, producto de las
modificaciones realizadas en las posiciones C-2, C-3 y C-30, y finalmente, se dan a conocer
los resultados de la actividad antiinflamatoria y citotdxica (en las lineas celulares U251,
K562, HCT-15, MCF-7 y SKLU-1) de los compuestos obtenidos en la presente

investigacion.
6.1 Separacion de palmitatos de lupeilo y B-amirilo.

Se partié de la mezcla de triterpenos obtenida a partir del extracto CH,Cl,: Metanol
(1:1) de las hojas de Sapium nitidum (Figura 10) en una proporcion de 1:3, caracterizada en
un trabajo previo realizado en nuestro grupo de investigacion. Con base en sus
desplazamientos quimicos en los espectros de RMN de 'H y Bc (Figura 11) se determin6
que esta mezcla estaba constituida por palmitato de lupeilo (21) y palmitato de B-amirilo

(22).”

Tabla 3. Datos taxonémicos Sapium nitidum

Familia Euphorbiaceae
Subfamilia Euphorbioideae
Género Sapium
aral Especie nitidum

Figura 10. Sapium nitidum
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Figura 12. Estructuras del palmitato de lupeilo (21) y palmitato de B-amirilo (22)




6.1.1 Por cromatografia en columna

En primera instancia se consider6 como estrategia de separacion la técnica de
cromatografia, para lo cual se llevo a cabo un analisis previo por ccf evaluando diferentes
sistemas de disolventes para lograr la separacion de ambos triterpenos, sin embargo, ambas
sustancias tienen similitud de los valores de Rf, debido a que poseen una polaridad
semejante atribuida en gran medida al grupo éster presente en ambas estructuras, a pesar de
poseer un esqueleto hidrocarbonado diferente: lupano para el palmitato de lupeilo y

oleanano para el palmitato de B-amirilo, como se observa en la Figura 12.

El sistema de elucion mas eficiente fue el de Hexano: tolueno 9:1, ya que la elucion
consecutiva de la placa analitica cuatro veces condujo a la separacion de los dos palmitatos

con un rfde 0.35 y 0.45.

El compuesto menos polar es el palmitato de B-amirilo (106.8 mg) que fue el primero
en eluir, seguido de la mezcla nuevamente (1243 mg) y por tltimo de palmitato de lupeilo
(294.7 mg) con un rendimiento del 5.3 % y 14.6 %, respectivamente. El seguimiento de

esta separacion fue mediante ccf.

6.1.2 Por derivatizacion

Se considerd derivatizar los compuestos presentes como estrategia de separacion,
considerando las diferencias de reactividad de ambas moléculas basadas en su estructura

molecular.

Las funcionalidades objeto de posible modificacion en estas moléculas son: el éster
de la posicion C-3 y el doble enlace; endociclico A 12,13 para el caso del palmitato de 3-

amirilo y exociclico A 20,29 para el palmitato de lupeilo como se observa en la Figura 13.
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(21) (22)

Figura 13. Centros quimicamente reactivos de 21 y 22
6.1.2.1 Derivatizacion de la mezcla de 21+22. Reaccion de Riley

El palmitato de lupeilo presenta en su estructura un metileno exociclico en la posicion
C-20, el cual se encuentra disponible para funcionalizarse. Mediante una oxidacion alilica
con didxido de selenio (SeO;) el palmitato de lupeilo puede ser convertido a un aldehido

. - . . e SO
o, B—1nsaturado, tal reaccion es conocida como reaccion de Riley.

Se0,, EtOH

Esquema 1. Reaccion de Riley de la mezcla 21+22

Respecto al palmitato de B-amirilo, éste presenta un congestionamiento estérico en C-
11 (Figura 14), bien conocido en esteroides y triterpenos pentaciclicos, que disminuye su

reactividad frente al SeO,.
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(21)

Figura 14. Proyecciones conformacionales del palmitato de lupeilo y palmitato de 3-

amirilo.

Como se observa en el Esquema 2, la oxidacién alilica implica una cicloadicion de
tipo eno con el ataque preferencial del extremo mas nucleofilico del doble enlace, que en
este caso es la posicion C-29 al selenio, para obtener el 4cido alilseleninico que sufre un
reordenamiento sigmatrépico [2,3] que conduce el éster selenito (y al retorno del doble

enlace a su posicion original). En el ultimo paso el éster se hidroliza para obtener el

aldehido.

Esquema 2. Mecanismo de oxidacion alilica con SeO, de 21
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La reaccion de Riley de la mezcla de palmitatos se llevd a cabo en condiciones a)
térmicas (calentamiento normal) y b) de calentamiento asistido por microondas. Se
ensayaron diferentes condiciones de reaccion empleando las microondas, variando la
temperatura de exposicion, el tiempo y/o la cantidad del SeO,, observandose que con 60
min de exposicion a 170 °C, se obtienen el mejor rendimiento. Los resultados se observan

en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de la reaccion de Riley para la mezcla (21+22) para

obtener 27
Mezcla 1+2 SeO; Condiciones Rendimiento
(mmol) (mmol)
a 0.148 0.75 72 h reflujo 23%
b 0.151 1.1 MW 170°C, 60 min 68%

Con base a los resultados las mejores condiciones de reaccion fueron las asistidas por

microondas (b), con las cuales se requirid menos tiempo y se increment6 el rendimiento.

El curso de la reaccion se analizo por ccf con base en dos criterios: el primero fue la
disminucion de la cantidad palmitato de lupeilo respecto a la del palmitato de f—amirilo
presente en la mezcla inicial (Hex-Tol 9:1 x 4). Por otra parte, se dio seguimiento a la
formacion del aldehido correspondiente (Hex-AcOEt 9:1 x 4). Al finalizar la reaccion se
observo (por ccf) que habia presencia de materia prima (palmitato de [-amirilo), un

compuesto mayoritario y varios subproductos.

El producto mayoritario (27), se separ6 por medio de cca, su identificacion y
caracterizacion se llevo a cabo mediante el analisis de los datos obtenidos de las técnicas

espectroscopicas y espectrométricas como se discute a continuacion.

En el espectro de infrarrojo se observan dos bandas de estiramiento C=0 en 1717 y
en 1689 cm™, que corresponden al carbonilo del éster y al del aldehido o,B-insaturado,

respectivamente.
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La presencia del i6n molecular a m/z 679 (M+H)+ es consistente con la féormula
molecular C46H7303 y el pico base a m/z 423 (M+H)+ corresponde a pérdida del éster. La

masa de alta resolucion de este compuesto es 679.60214 (M+H).

En el espectro de RMN e (Espectro 2) se observan 46 senales, las cuales mediante
el experimento DEPT se identificaron como 7 metilos, 25 metilenos, 7 metinos y 7
carbonos sin hidrogenos. En el espectro de RMN 'H (Espectro 1) se observa un singulete en
on 9.51 cuyo desplazamiento quimico es caracteristico de un hidrégeno de aldehido, éste a
su vez correlaciona en el experimento HSQC con la sefal de carbono en 8¢ 195.25. Se
observan dos singuletes en oy 6.29 y en 5.91, correspondientes a los hidrégenos vinilicos
H-29b y H-29a respectivamente, que correlacionan con el carbono en d¢ 133.36. En el
experimento NOESY, el hidrogeno del aldehido correlaciona s6lo con el proton vinilico H-
29a, la correlacion H-29b y H-29a como se observa en la Figura 15 también es manifiesta.
En oy 2.75 se observa un triple de dobles (J = 11, 5.8 Hz) el cual integra para el hidrogeno

correspondiente al metino C-19.

Y Ty

g

O 2

I

R=CO(CH2)14CH3

Figura 15. Correlacion selecta NOESY de H-30, compuesto 27

Consistente con el esqueleto base esterificado en la posicion C-3 (6¢ 80.71); en Oy
4.47 se observa un doble de dobles (J = 10.3, 5.7 Hz) que integra para el hidrogeno
correspondiente a este carbono. En el espectro de RMN °C se observa a campo bajo en 8¢

173.86 la sefial del carbonilo del grupo éster. Se observa un triplete (J = 7.4 Hz,) en oy 2.28
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el cual integra para dos hidrogenos correspondientes al primer metileno de la cadena
alifatica C-2" (8¢ 35.01) unida al grupo éster. En el espectro de RMN 'H se observa a
campo alto una senal intensa correspondiente a una cadena alifatica de metilenos de las
posiciones 4°-13" en oy 1.25 y finalmente en oy 1.28, 1.21, 0.92, 0.83, 0.81, se observan
sefales singuletes correspondientes a los metilos de la posicion 28, 26, 27, (23, 24, 16") y

25, respectivamente.

6.2 Reaccion de 27 y NH,OH

El aldehido a, B—insaturado presente en el compuesto 27 es una funcionalidad que se
considera motivo reactivo, ya que poseen dos posiciones electrofilicas: el carbono del
carbonilo y el carbono en posicion . En este caso se explord la reactividad de esta

funcionalidad frente a la hidroxilamina como se observa en el Esquema 3.

HO~N

N

%,

NH,OH.HCI

> o
EtOH o

Esquema 3. Reaccion entre 27 y NH,OH

La reaccion se llevd a cabo en condiciones a) térmicas (calentamiento normal) y b)
calentamiento asistido por microondas (Tabla 5), en ambos casos solo se obtuvo el

compuesto 28 en buenos rendimientos

Tabla 5. Condiciones de reaccidon para obtener 28

Reaccion 27 NH,OH HCI Condiciones Rendimiento
(mmol) (mmol)
a 0.147 0.65 2h, ta 91.8%
b 0.174 0.72 MW 100°C, 10 92%
min
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El compuesto 28 es el resultado de la adicion 1, 2 del nucleodfilo (hidroxilamina). Esta
reaccion es catalizada por el proton proveniente del hidrocloruro de hidroxilamina que
provoca un aumento de la electrofilia del carbonilo. Esto deja libre al par de electrones del
atomo de nitrégeno (mas nucleofilico que el del oxigeno) para llevar a cabo el ataque

nucleofilico al carbonilo como se observa en el Esquema 4.

@ e
NH;OHCI

(28)
Esquema 4. Mecanismo de adicion nucleofilica entre 27 y NH,OH

El compuesto 28 presenta en el espectro de IR una banda de absorcion
correspondiente al grupo hidroxilo de la oxima en 3589 cm™ y en 1662 cm™ se observa

la banda de estiramiento C=N.

El espectro de RMN °C mostr6 46 sefales y mediante la técnica DEPT se pudieron
identificar 7 metilos, 25 metilenos, 7 metinos y 7 carbonos sin hidrogenos lo anterior nos

permite obtener la formula para este compuesto como C4cH73NO3, lo que es consistente con
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el pico base m/z 440 (M+H)" observado en el espectro de masas resultado de pérdida del

éster.

El compuesto 28 presenta en el espectro de RMN °C (Espectro 4) una sefial en 8¢
153.64 que corresponde al C-30, en el experimento HSQC se observa que dicha senal
correlaciona con un singulete en dy 7.44 que integra para un hidrogeno. En el experimento
HMBC es clara la correlacion de C-30 con las sefiales en o¢ 149.1 (C-20), d¢ 119.53 (C-29)
y Oc 39.89 (C-19) (Figura 16).

El C-29 correlaciona con dos singuletes en oy 5.41 (Hb) y 5.20 (Ha) correspondientes
a los protones vinilicos de este carbono. En 6y 2.75 (J = 11, 5.8 Hz) se observa un triple de
dobles el cual integra para el hidrégeno correspondiente al C-19 (39.89 ppm). En el
experimento NOESY se aprecian las correlaciones entre el hidrogeno de la posicion C-30 y
H-29% (Figura 16). Respecto a la geometria de la oxima se infiere que ésta es (E), con base a
que dicha disposicion espacial de los sustituyentes es en la que se observa una menor

compresion estérica, factor que explica la estabilidad de la oxima.

)

\)I
BN
I

T

O-z

RO

R:CO(CH2)14CH3

Figura 16. Correlaciones selectas NOESY y HMBC de H-30, compuesto 28

En oy 4.47 se observa un doble de dobles (J = 10.6, 5.5 Hz) que integra para un
hidrégeno del C-3 (80.76 ppm), por su parte el carbono del carbonilo del éster se observa
como una sefial en 6¢ 173.92; en 6 2.28 (J = 7.5 Hz) se observa un triplete el cual integra
para dos hidrogenos correspondientes a la posicion C- 2" (3¢ 35.01) del éster, en el espectro

IR en 1722 cm-' se observa la banda C=0 de dicho grupo funcional.
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A campo alto en 8y 1.25 se observa la cadena de metilenos de la cadena alifatica de la
posicion 4°-13" y finalmente en o 1.28, 1.21, 0.92, 0.834, 0.830, 0.81, se observan sefiales
singuletes correspondientes a los metilos de la posicion 28, 26, 27, (23, 16"), 24, y 25,

respectivamente.

La comparacion de los espectros de RMN 'H de los derivados obtenidos (27 y 28) se

t

Figura 17. Espectros apilados de los compuestos 27 y 28 en donde se compara el

observa en la siguiente Figura:

H-30
9.51

H-30
7.74

desplazamiento del H-30

40



6.3 Derivados de lupeol (23)

Como se observa en el Esquema 5, a partir del palmitato de lupeilo se obtuvo lupeol y
derivatizd con base a las modificaciones realizadas en el palmitato de lupeilo, para obtener

nuevos derivados que permitan el establecimiento de relaciones-estructura actividad.

KOH/MeOH

_—

10%

NH,OH.HCI

—_—

HO EtOH

1) (23) 90% (29) 56 %

Esquema 5. Derivatizacion de 21

6.3.1 Reaccion de 23 con SeO,

La oxidacion alilica de 23 con SeO, se llevd a cabo utilizando como fuente de
calentamiento las microondas. En la ccf se observd que no todo el lupeol reacciono, el
producto mayoritario (29) se compard con una referencia estdndar de un trabajo previo de

nuestro grupo de investigacion.

La reaccion de Riley condujo a la introduccion del grupo funcional en C-30. En el
espectro de RMN 'H se observa un singulete a &y 9.5 cuyo desplazamiento quimico es
caracteristico de los hidrogenos de aldehido y en el espectro de RMN "°C esta presente la
sefal d¢ 194.76, se observan dos singuletes en oy 6.29 y en 5.9, correspondientes a los
hidrégenos vinilicos H-29b y H-29a, respectivamente, que correlacionan con el carbono en
Oc 132.81. En 85 2.73 se observa un triple de dobles (J = 11, 5.6 Hz) el cual integra para un
hidrégeno, correspondiente al metino C-19; estos datos fueron consistentes con lo

. . 1
informado en la literatura.’
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6.3.2 Reaccion de 29 con NH,OH

La formacion de la oxima se llevd a cabo utilizando NH,OH HCI en condiciones de
calentamiento asistidas por microondas. En ccf se observo 30 que fue el Gnico producto

formado, y que es de mayor polaridad que el aldehido precursor.

El esqueleto de este derivado estd formado de 30 dtomos de carbono, que con base a
los datos obtenidos en el espectros RMN '*C (Espectro 5) y la técnica DEPT, se
identificaron 6 metilos, 11 metilenos, 7 metinos y 6 carbonos sin hidrogenos. La presencia
del ion molecular en m/z 456 (M+H)" es consistente con su formula molecular C3oHsoNO.

La masa de alta resolucion de este compuesto es 456.38464 (M+H).

La oxima obtenida presenta en el espectro de IR dos bandas en 3589 cm™ y en 3262

cm’'1 correspondientes a los hidroxilos presentes en la molécula.

El compuesto 30 presenta en RMN °C (Espectro 6) una sefial en 8¢ 153.52 que
correlaciona en el experimento HSQC con un singulete en oy 7.74 que integra para el
hidrégeno correspondiente al C-30. En el experimento HMBC es clara la correlacion de H-
30 con las sefiales en Oc 149.29 (C-20), &¢c 119.32 (C-29) y o6c 39.9 (C-19). En el
experimento NOESY el H-30 correlaciona con el hidrogeno en oy 5.39. El C-29, por su
parte, correlaciona con dos singuletes en oy 5.39 (Hb) y 5.19 (Ha) correspondientes a los
protones vinilicos de este carbono. En oy 2.71 (J = 11, 5.8 Hz) se observa un triple de
dobles el cual integra para un hidrogeno correspondiente al metino 19 (8¢ 39.90). Debido a
que solo se modifico la posicion C-30 de la materia prima, las sefiales del esqueleto base se
mantuvieron constantes. En &y 3.17 se observa un doble de dobles (J = 11.0, 5.6 Hz) que
integra para un hidrogeno de C-3 (8¢ 79.20); los metilos oy 1.01, 0.96, 0.94, 0.81 0.80, 0.75
se observan como sefiales singuletes correspondientes a los metilos de las posiciones 26, 23

27,25, 28 y 24, respectivamente.

La comparacion de los espectros de RMN 'H de los derivados obtenidos (27 y 28) se

observa en la Figura 18:

42



6.4
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Figura 18. Espectros apilados de los compuestos 23, 29 y 30 en donde se compara el

desplazamiento del H-30

Pirazinas esteroidales.

Se llevo a cabo la secuencia de reacciones que se muestra en el Esquema 6, la cual

nos permitié obtener la lupenona (25).

KOH/MeOH
10%

(21) (23) 90%

(25) 86 %

Esquema 6. Secuencia de reacciones para la obtencion de lupenona (25)
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6.4.1 Pirazina derivada de 25

El procedimiento sintético utilizado para la preparacion de 1,4-pirazinas se conoce

como la reaccion Willgerodt — Kindler y se esquematiza a continuacion:

_—

Etilendiamina, Sg, morfolina [/

reflujo

(24) (31) 65 %

Esquema 7. Preparacion de la pirazina 31

La reaccion de Willgerodt-Kindler se puede considerar como una reaccion realizada
en un solo procedimiento experimental (one pot) para la sintesis de tioamidas.
Normalmente se lleva a cabo utilizando una cetona o aldehido, azufre elemental y una
amina (o amoniaco) a temperaturas elevadas.’? Debido a la amplia gama de sustratos que
reaccionan bajo condiciones estandar de la reaccion Willgerodt — Kindler’ la postulacion
de una sola via mecanistica no ha sido directa, y se han propuesto varios mecanismos
plausibles a lo largo de los afios. Sejbal®® y colaboradores en 1985 realizaron una
modificacion de la reaccion de Willgerodt — Kindler para llevar cabo la preparacion de

pirazinas triterpénicas.

En el Esquema 8 se ilustra esquematicamente la propuesta mecanistica para la
formacion de las pirazinas esteroidales. La morfolina es una base débil que reacciona como
nucleofilo y se adiciona al grupo carbonilo del C-3 del triterpeno, seguido por eliminacion
de H,O para formar una enamina; €sta reacciona con el azufre para producir un cation
iminio, que formara un catién iminio — aziridinio en donde la etilendiamina lleva a cabo un

ataque nucleofilico que permitira la eliminacion de morfolina, y mediante una adicion a la
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tiocetona seguida de la eliminacion se forma el heterociclo, el cual se aromatiza para

formar la pirazina

Esquema 8. Mecanismo propuesto para la formacion de pirazinas esteroidales

En el primer ensayo de esta reaccion se utilizaron cantidades menores de azufre y
etilendiamina, sin embargo, no ocurrié transformacién alguna, lo cual se explica con base a
que el azufre sublima en la mezcla de reaccion y se ha reportado que también forma otros
subproductos con la morfolina,™ por lo que es necesario tener un exceso de este reactivo

para que la reaccioén proceda como se indica en el intento 2 (Tabla 6).

e
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La reaccion de la cetona con etilendiamina en presencia de azufre y morfolina genero
una transformacion parcial de la materia prima ya que en la ccf se observaron materia

prima sin reaccionar y dos compuestos, siendo el mas polar la pirazina.

Tabla 6. Condiciones de la reaccion Willgerodt-Kindler para obtener 31

Intento  Lupenona Sq Morfolina  Etilendiamina Observaciones
(mmol)  (mmol)  (mL) (mmol)
1 0.094 0.5 10 0.04 n.r
2 0.23 6.25 15 25 65%

La pirazina 31 fue aislada y caracterizada mediante el analisis de los datos obtenidos
por las técnicas espectroscopicas y espectométricas: en el espectro de masas se observa el
i6n molecular como el pico base con una relacion m/z 461 (M+H)+. La masa exacta para

este compuesto es 461.38957, consistente con formula molecular C3;HagNy,

En el espectro de RMN Bc (Espectro 8) se observaron 32 sefiales, y mediante la
técnica DEPT se identificaron 7 metilos, 10 metilenos, 7 metinos y 8 carbonos sin

hidrégenos.

En el espectro de RMN 'H (Espectro 7) se observan dos sefiales de hidrogenos
aromaticos en oy 8.41 y 8.27 que forman un sistema AB. Estos protones correlacionan en
HSQC con los carbonos en o¢c 142.43 y 141.46 que son sefiales tipicas de las pirazinas 2,3
disustituidas; complementariamente se observan los carbonos C-3 y C-2 en d¢ 150.99 y
150.93, respectivamente. La presencia de la pirazina también fue observada en el espectro

de IR con la banda en 1640 caracteristica de la absorcion C=N.

La presencia del heterociclo provoca que la sefial en RMN °C de C-1 se desplace a
campo bajo (en o0c 48.77) y que los dos protones con los que correlaciona en el espectro
HSQC (dy 3.03 y 2.45) formen un sistema AB con J de acoplamiento geminal de 16.5 Hz.
En el espectro de RMN 'H también se observa un doble de triples en 8y 2.39 que integra
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para un hidrégeno (J = 10.5 y 5.4), que en el espectro de HSQC correlaciona con C-19 (8¢
48.11). En o¢ 109.61 se observa una sefial correspondiente al carbono C-29, la cual
correlaciona con un doblete en oy 4.71 (J = 2.3 Hz) el cual integra para un hidrogeno
vinilico (H-29b), y en oy 4.60 se observa un multiplete el cual integra para el proton

correspondiente al H-29a.

6.4.2 Derivados de 31.

A partir del compuesto 31 se modifico C-30 como se observa en el Esquema 9, para

explorar la reactividad quimica de estos compuestos.

_— >

EtOH

(31) (32) (33)

Esquema 9. Derivatizacion de 31 en la posicion C-30

6.4.2.1 Reaccion de 31 con SeO,

A partir de 31 se llevo a cabo una reaccion de oxidacion alilica para obtener el
aldehido correspondiente en la posicion C-30. La reaccion se llevd a cabo con el
calentamiento asistido por microondas y el seguimiento de la misma por ccf, lo cual
permiti6 observar que sélo se llevd a cabo la formacidon de un producto y quedd materia

prima sin reaccionar.

La pirazina 32 estd constituida por 32 carbonos; 6 metilos, 10 metilenos, 8 metinos y

8 carbonos sin hidrogenos (identificados mediante el espectro RMN "°C y la técnica
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DEPT). La observacion en el espectro de masas del ion molecular en m/z 475 (M+H)" fue
consistente con la masa esperada para este compuesto cuya férmula es Cs;HssN,O cuya

masa exacta es 475.36951 (M+H).

La presencia del aldehido en el C-30 qued6 evidenciada por el singulete en oy 9.54
que correlaciona con la sefial en el espectro de RMN "°C en 8¢ 195.29. En el espectro de IR
se observa una banda en 1688 cm™ correspondiente a la vibracién del enlace C=0, asi

como la bandas 1619 caracteristicas de la vibracion C=N.

En el espectro de RMN de 32 en la modalidad HSQC, el C-29 (d¢ 133.45)
correlaciona con dos singuletes en dy 6.31 y en dy 5.95, los cuales corresponden a los
protones vinilicos H-29b y H-29a. La presencia de dos sefiales aromaticas en oy 8.43 y dy
8.26 que forman un sistema AB, los cuales correlacionan en el HSQC con los carbonos en
Ooc 14256 y 141.06, que son sefiales tipicas de pirazinas 2,3-disustituidas;
complementariamente, se observan los carbonos C-3 y C-2 en o¢ 160.20 y 150.70,

respectivamente.

La presencia del heterociclo provoca que la sefial en RMN *C del C-1 se desplace a
campo bajo Oc 48.52 y que los dos protones unidos a este (0yg 3.06 y 2.45) formen un

sistema AB.
6.4.2.2 Reaccion de 32 con NH,OH

La transformacion de 32 se llevd a cabo mediante la reaccion con hidroxilamina. El
producto 33 se obtuvo con buen rendimiento (90 %). La presencia del ion molecular en m/z
490 (M+H)Jr es consistente con su formula molecular Cs;;H47N3O cuya masa exacta es

490.37974 (M+H).

El compuesto 33 presenta en el espectro de IR una banda -caracteristica
correspondiente al hidroxilo de la oxima en 3582 ecm™. La vibracién en 1689 cm™

corresponde al enlace C=N del anillo pirazinico.

El cambio de funcionalizaciéon en la posicion en el C-30 con la oxima quedd

evidenciado por la sefial a campo bajo en el espectro RMN 'H en 8y 7.77 que correlaciona
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con el carbono sp, de d¢c 153.15 en el espectro HSQC. En el espectro HMBC, el H-30
presenta correlacion con el C-20 (3¢ 149.49), C-19 (8¢ 32.68) y C-29 (6¢ 118.31). En el
espectro HSQC el C-29 correlaciona con dos singuletes en oy 5.34 (29-Hb) y 5.15 (29-Ha).
En oy 2.71 (J =11, 5.8 Hz) se observa un triple de dobles el cual integra para un hidréogeno,

correspondiente al de la posicion 19.

H-30

H-30

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

11 10 9 8 [ )7 6 5 4 3 2 1 0
ppm
Figura 19. Espectros apilados de los compuestos 31, 32 y 33 en donde se comparan los

desplazamientos de H-30.

49



6.4.3 Benzopirazina derivada de 25

Las benzopirazinas son conocidas también como quinoxalinas y en continuidad con la

exploracion quimica se decidio llevar a cabo la reaccion ilustrada en el Esquema 10.

O-fenilendiamina, Sg, morfolina
_—

reflujo
(25) (34) 63%

Esquema 10. Preparacion de la benzopirazina 34

El compuesto 34 estd formado por 36 atomos de carbono identificados como 7
metilos, 10 metilenos, 9 metinos y 10 carbonos sin hidrégenos, de acuerdo a las evidencias
observadas en el espectro de RMN "°C y mediante la técnica DEPT. La presencia del ion
molecular en m/z 511 (M+H)" es consistente con su formula molecular C3sHsoN, cuya masa

exacta es 551.40444 (M+H).

La presencia de la benzopirazina es evidenciada por las dos sefiales multiples que se
encuentran en el espectro de RMN 'H en 8y 8.00 y 8 7.65, las cuales integran para dos
protones y correlacionan con los carbonos o¢ 129.06, 128.94, 128.74 y 128.02, los cuales
son atribuidos al anillo del benceno. Respecto a los carbonos de la pirazina, estos se
observan en el espectro de RMN °C en 8¢ 142.32 y 140.65, y los carbonos C-3 y C-2 que
completan el heterociclo en 6¢ 161.35y 152.36.

El C-1 (8¢ 49.78) correlaciona con dos dobletes que aparecen en espectro de RMN 'H
en Oy 3.33 (J =16.6, 1H) y en 2.60 (J = 16.6, 1H). Estos protones forman un sistema AB
debido a la vecindad con el anillo pirazinico. El carbono del metileno exociclico (C-29)

aparece en un desplazamiento d¢ 109.65 y en el espectro HSQC se observa la correlacion
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con el doblete (J = 2.36 Hz) en oy 4.76 que integra para el proton H-29b y también

correlaciona con otro proton en oy 4.63 (H-29a).

6.4.4 Pirazina derivada de 26

La separacion del palmitato de B-amirilo permitié la realizacion de la secuencia de

reacciones que se muestra en el Esquema 11, para la obtencion de la f-amirona.

KOH/MeOH
—_—

10%

(22) (24) 85% (26) 80%
Esquema 11. Secuencia de reacciones para la obtencion de B-amirona (26)

La reaccion de la P-amirona en presencia de etilendiamina, azufre y morfolina
(reaccion de Willgerodt-Kindler, Esquema 9) condujo a la transformacion parcial de la

materia prima en un producto mayoritario que es la pirazina de la f—amirina.

Etilendiamina, Sg, morfolina /N
e C
reflujo

(26) (35) 44%

Esquema 12. Preparacion de la pirazina 35

La formacion del producto se comprobo por medio del andlisis de los datos obtenidos
de espectroscopia y espectrometria de masas. En el espectro de masas de baja resolucion se
observa el i6n molecular correspondiente a m/z 461 (M+H) y en el espectro de alta

resolucion es de m/z 461.38861 (M+H), consistente con la masa molecular esperada para
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este compuesto cuya formula molecular es C3;H4sN;. En el espectro IR también se observa

la banda en 1681 cm™, caracteristica de la vibracion C=N.

La pirazina de PB-amirona consta de 32 carbonos de los cuales 8 son metilos, 9
metilenos, 6 metinos y 9 carbonos sin hidrégenos, de acuerdo con la informacién de

deducidas los espectros DEPT y de RMN "*C.

En el espectro de RMN "°C estan presentes dos sefiales a campo alto en 8¢ 142.51 y
141.32, que son caracteristicas de los carbonos de pirazina. En el espectro HSQC estos
carbonos correlacionan con los protones en oy 8.43 y 8.28 (d, J =2.48 Hz). Los C-2 y C-3

se observan en d¢ 160.07 y 150.77, respectivamente.

Como se ha descrito anteriormente, la presencia del heterociclo provoca que la sefial
en RMN °C del C-1 se desplace a campo bajo (8¢ 48.45) y que los dos protones con los
que correlaciona (dy 3.01 y 2.53) formen un sistema AB con J de acoplamiento geminal de

16.6 Hz

Se observa a campo bajo una sefial en ¢ 121.81 que corresponde al C-12 de la
olefina endociclica, este carbono correlaciona en el espectro HSQC con el triplete oy 5.27

(J= 3.54 Hz). El C-13 parte de la olefina presenta un desplazamiento de d¢ 145.23.
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6.5 Actividad citotoxica

Considerando que los derivados semisintéticos obtenidos (27-35) son analogos
monomeéricos de las cefalostinas, se evalud su actividad citotdéxica y asi como la del
compuesto 21, frente a las lineas celulares tumorales U251, K562, HCT, MCF-7 y SKLU-
l.

Tabla 7. Evaluacion de actividad inhibitoria de la proliferacion celular de los

compuestos 21, 27-35.

% de inhibicion de la proliferacion celular en lineas cancerigenas

Compuesto humanas
U251 K562 HCT-15 MCEF-7 SKLU-1
21 NC 6.88 10.46 3.24 21.95
27 NC 18.6 NC NC NC
28 NC NC NC 15.85 NC
29 NC 38.46 9.52 14.48 20.84
30 88.72 75 98.05 100 100
31 NC 34.75 NC NC NC
32 98.95 100 71.73 69.71 100
33 100 98.98 100 100 100
34 NC 0.2 NC NC NC
35 NC NC NC 25.74 NC

Concentracion: (50 uM) vehiculo DMSO. U251: glia de sistema nervioso central, K562:
leucemia, HCT-15: colon, MCF-7: mama, SKLU: pulmén. NC= no citotoxico.
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Como se observa en la Tabla 7, respecto a los derivados del palmitato de lupeilo (27 y
28), ninguno de estos presenta una actividad citotdéxica mayor al 50 %, por lo que la

bioactividad en este ensayo no puede considerarse como relevante.

Figura 20. Derivados de 21

De los compuestos derivados del lupeol (29 y 30), estos presentan una actividad
mayor respecto a 27 y 28, lo cual indica que el éster disminuye la actividad citotoxica y es
notable el porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular que presenta la oxima (30).
Esta observacion sugiere que la presencia conjunta del alcohol en C-3 y la oxima en C-30

son importantes para dicha actividad.

(30)

Figura 21. Derivados de 30

La pirazina es considerada como un grupo farmacoforo importante ya que muchas

moléculas naturales o semisintéticas biologicamente activas contienen este fragmento. En
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el derivado 31, la sola presencia del anillo pirazinico (sin la modificacion en C-30) no
condujo a un compuesto con actividad citotoxica destacable, solamente se observa un
incremento de la actividad del derivado 31 frente a la linea celular K562. La oxidacion de
la posicion C-30 resultd en un compuesto (32) que exhibe una actividad citotoxica frente a
todas las lineas celulares, sobresaliendo en U251, K562 y SKLU-1. La presencia de la
oxima y la pirazina de manera conjunta (33) incrementa la actividad en todas las lineas
celulares evaluadas, lo que permite inferir que la presencia del heterociclo y la oxima

importantes para dicha actividad.

Figura 22. Derivados de 31.

La modificacion de 21 para obtener 34 produce la pérdida de la actividad bioldgica
del derivado respecto al material de partida. Puede observarse que la quinaxolina (34) no

muestra un cambio en la actividad biologica respecto de la pirazina (31).

Figura 23. Pirazina y benzopirazina derivadas de 25
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Las pirazinas 31 y 35 no fueron citotdxicas frente a la mayoria de las lineas celulares,
solamente se observd una actividad selectiva frente a la linea celular MFC-7 con el
compuesto 31 y con la linea K562 para el compuesto 35, sin embargo, la actividad

inhibitoria en ambos casos fue menor al 50%.

Figura 24. Pirazinas con esqueletos tipo lupano (31) y oleanano (35)

56



6.6 Actividad antiinflamatoria

La inflamacion crénica y persistente es un proceso que contribuye al desarrollo de
cancer y predispone a la carcinogénesis. Las moléculas implicadas en la relacion tumor-
inflamacion pueden surgir como dianas atractivas en la intervencion terapéutica contra el

cancer.’

Con el propdsito de contribuir al conocimiento de las propiedades biologicas de los
derivados semisintéticos se llevo a cabo la evaluacion de su actividad antiinflamatoria. Los

resultados de esta actividad se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de evaluacion antiinflamatoria en el modelo de

inflamacion auricular murina de los compuestos obtenidos en este trabajo.

Muestra Dosis Edema Inhibicion
(umol/oreja) (mg) (%)
Control (CHCls) - 13.97+0.58 -

21 0.31 10.47+0.77** 25.06+5.49%*
27 0.31 11.67+0.55%* 18.414+3.84%
28 0.31 10.23+0.65** 26.73+4.65%*
30 0.31 12.50+0.26 10.50+1.89
31 0.31 11.23+0.23%* 21.45+1.63**
32 0.31 11.67+0.81 16.47+5.79
33 0.31 11.43+0.24* 18.14£1.72%
34 0.31 11.40+0.79** 20.28+5.55%*
35 0.31 12.97+0.34 7.16£2.42

Los datos representan el promedio de tres animales =+ el error estandar de la media (i + EEM ) Los

resultados se analizaron mediante una prueba de Dunnett, los valores de p < 0.05 (*) y p <0.01 (**) se
consideraron como diferencia significativa con respecto al control.
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Como se observa en la grafica (Figura 25) los compuestos 21, 27, 28, 31, 33 y 34
disminuyeron el edema inducido por el tetradecanoil forbol (TDF), observandose
diferencias estadisticamente significativas respecto al control, sin embargo, en ninguno de

los casos la inhibicion fue mayor al 50%.

16

14

w7

12

10 ~

Edema (mg)
Qo

30 31 32 33 34

Compuestos (0.31 umol/oreja)

Figura 25. Gréafica de actividad antiinflamatoria de los derivados obtenidos

Para el derivado del palmitato de lupeilo 27 se observa que la presencia del aldehido
en el C-30, conduce a una disminucion de esta actividad respecto a la que presenta el
compuesto 21. La oxima (28) presenta un mayor porcentaje de inhibicion, sin embargo, no
es estadisticamente diferente a 21. La modificacion del sustituyente en la posicion C-3 del
compuesto 28 altera la actividad antiinflamatoria, lo cual se observa en el compuesto 30
que tiene un grupo -OH en dicho carbono lo cual provoca una disminucion de la actividad

respecto a su oxima analoga esterificada. Entre las pirazinas 31, 32 y 33, el compuesto 31

58



presentd el mayor porcentaje de inhibicion, sin embargo, ninguno de estos compuestos
superd el porcentaje del compuesto 28. La introduccion del anillo aromatico en la
benzopirazina no modifico la actividad antinflamatoria respecto al compuesto 31. Dentro
de los compuestos evaluados se observa que el compuesto 35, que es el Unico con
esqueleto de oleanano, presentd la menor actividad frente al resto de los compuestos que

tienen un esqueleto de lupano.
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7. CONCLUSIONES

Se llevd a cabo la semisintesis y evaluacion preliminar de la actividad
antiinflamatoria y citotoxica de andlogos monoméricos de las cefalostatinas (pirazinas

esteroidales) a partir de algunos aciltriterpenos pentaciclicos.

La reaccion de Riley condujo a la obtencion del derivado palmitato de 30-oxo-lupeilo

(27) y permitid la separacion de los palmitatos de lupeilo y palmitato de 3-amirilo.

La derivatizacion de los productos naturales 21 y 22 mediante reacciones de
hidrdlisis, oxidacion (con PCC y SeO,, reaccion de Riley) y la reaccion de Willgerodt-
Kindler, permitio integrar un grupo de compuestos que guardan semejanza estructural y

permiten ampliar el espacio quimico conocido.

Los compuestos 27 (pamitato de 30-oxo-lupeilo), 28 (oxima del palmitato de 30-oxo-
lupeilo), 30 (oxima del 30-oxo-lupeol), 32 ([2,3] pirazina de 30-oxo-lupenona), 33 (oxima
de la [2,3] pirazina de 30-oxo-lupenona), 34 ([2,3] benzopirazina de lupenona), 35 ([2,3]

pirazina de la B-amirona) se informan por primera vez en la literatura.

Respecto a la actividad bioldgica de los derivados, se obtuvieron dos analogos de
cefalostinas (32 y 33) que exhibieron una alta citotoxicidad frente a las lineas celulares
evaluadas y ninguno de los derivados obtenido present6 una actividad relevante (mayor al

50%) en la evaluacion de su actividad antiinflamatoria

Los derivados del palmitato de lupeilo (27 y 28) no presentaron una actividad
citotoxica mayor al 50 %. Los compuestos derivados del lupeol (29 y 30) presentaron una
actividad mayor respecto a sus analogos esterificados 27 y 28, lo cual sugiere que el éster

disminuye la actividad citotoxica.

La presencia conjunta del hidroxilo en C-3 y la oxima en C-30 son importantes para

inhibicion de la proliferacion celular que presenta la oxima 30.

Los compuestos con pirazina sin la modificaciéon en C-30 (31 y 35), no presentaron
actividad citotoxica destacable. La oxidacion de la posicion C-30 incrementa la actividad

citotoxica, lo cual se observa en el compuesto 32 sobresaliendo en las lineas celulares
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U251, K562 y SKLU-1. El compuesto mas citotoxico de los evaluados fue el 33, lo que
permite inferir que la presencia del heterociclo y la oxima son importantes para dicha
actividad. El anillo aromatico en 34 produce la pérdida de la actividad biologica del

derivado respecto al material de partida (31).

Respecto a la actividad antiinflamatoria, se observa que la modificacion estructural
conduce a cambios en la actividad biologica; para 27 la presencia del aldehido en el C-30,
conduce a una disminucion de esta, la presencia de la oxima (28) no modifica la actividad.
La presencia del grupo -OH en C-3 del compuesto 30 provoca una disminucion de la
actividad respecto a su oxima analoga esterificada. La introduccion del anillo de pirazina
(31, 32 y 33) no modifica la actividad del compuesto 28. La introduccién del anillo
aromatico en el compuesto 34, no modificd la actividad antinflamatoria respecto al
compuesto 31. Se observa que el compuesto 35 con esqueleto de oleanano presentd6 menor

actividad que los compuestos con esqueleto de lupano.

Los resultados descritos permiten ampliar el espacio bioldgico de los productos
naturales y semisintéticos, por lo que se cumplieron los objetivos planteados al inicio de la

presente investigacion.
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8. SECCION EXPERIMENTAL

Para las reacciones llevadas a cabo se emplearon disolventes de grado analitico y los
reactivos (Sigma-Aldrich) se emplearon directamente del envase. Se empled un reactor de
microondas Anton Paar Monowave 300, con el modo de calentamiento “Heat as fast as
possible” con potencia variable, con viales de vidrio de borosilicato (10 mL). La

temperatura se determind con el termémetro interno de infrarrojo.

A menos que se indique de otra forma, la purificacion por cromatografia en columna
abierta se llevdo a cabo con gel de silice malla 230-400, que fue monitoreada por
cromatografia en capa fina (cromatofolios Merck 60 F254 de 0.2 mm de espesor),
visualizando con lampara de ultravioleta y con revelador de sulfato cérico de amonio.
Cuando fue necesario, se emplearon cromatoplacas de gel de silice (Merck 60 F254 2mm

20 x 20 cm).

Los espectros de RMN se adquirieron en equipos Varian Inova a 500 MHz, Bruker
Avance III a 400 MHz, Jeol Eclipse a 300 MHz, y se reportan los desplazamientos
quimicos en ppm, refernciando con TMS o el disolvente; los de UV, en un equipo
Shimadzu UV160U; y los de IR, en un equipo FT-IR Bruker Tensor 750. La espectrometria
de masas se llevo a cabo en un equipo Jeol AccuTOF JMS-T100LC. Los puntos de fusion

fueron tomados con un aparato Fisher-Johns, y no estan corregidos.

La actividad antiinflamatoria se determind basandose en el protocolo de inflamacion
auricular murina aguda inducida por acetato de 12-O-tetradecanoilforbol, usando ratones
machos (cepa CD-1) de 25-30 g, con disolventes (etanol) Baker y reactivos Aldrich. La
actividad inhibitoria de la proliferacion celular se llevo a cabo mediante el método de

sulforrodamina B .
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La separacion se llevod a cabo mediante cromatografia en columna abierta. 2.01 g de
la mezcla de triterpenos se disolvieron en la minima cantidad de CH,Cl, como fase
estacionaria se utilizaron 70 g de silica gel y como fase movil, mezclas de hexano-tolueno
en orden creciente de polaridad hasta la proporcion 9:1 lo que permitio la separacion de

ambos triterpenos.

Palmitato de lupeilo (Lit *°) (21)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, &, ppm): 0.79 (s, 3H, H-28), 0.84 (s, 6H, H-25,16"), 0.86
(s, 3H, H-24), 0.87 (s, 3H, H-23), 0.94 (s, 3H, H-27), 1.02 (s, 3H, H-26), 1.25 (s, 20H, H4 -
13", 1.67 (s, 3H, H-30), 2.29 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H-2"), 2.38 (td, 1H, J = 11, 5.8 Hz, H-19),
4.50 (dd, 1H, J=9.2, 6.8 Hz, H-3) 4.69 (d, J=2.3 Hz, 1H, H-29b), 4.57 (m, 1H, H-29a).

RMN °C (101 MHz, CDCls, §, ppm): 38.38 (C-1), 23.75 (C-2), 80.61(C-3), 37.84
(C-4), 55.39 (C-5), 18.21 (C-6), 34.22 (C-7), 40.86 (C-8), 50.34( C-9), 37.09 (C-10), 20.95
(C-11), 25.11 (C-12), 38.05 (C-13), 42.83 (C-14), 27.44 (C-15), 35.57 (C-16), 43.00 (C-
17), 48.30 (C-18), 48.01 (C-19), 150.95 (C-20), 29.69 (C-21), 40.00 (C-22), 27.97 (C-23),
16.57 (C-24), 16.17 (C-25), 15.98 (C-26), 14.52 (C-27), 18.00 (C-28), 109.33 (C-29), 19.28
(C-30), 173.68 (C-17), 34.86 (C-2"), 25.17 (C-3"), 29.17-29.84 (C4’-13"), 31.92 (C-14"),
22.69 (C-157), 14.11(C-16").
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Palmitato de S-amirilo (lit *) (22)

RMN 'H (400 MHz. CDCL, §, ppm): 0.83 (s, 3H, H-28), 0.88 (s, 15H, H-23, 24, 29,
30, 16"), 0.97 (d, 6H, J = 2.2 Hz, H-25, 26), 1.13 (s, 3H, H-27), 1.25 (s, 20H, H4"-13"),
2.29 (t, 2H, J = 7.5 Hz, H-2"), 4.50(dd, 1H, J = 9.2, 6.8 Hz, H-3), 5.18 (t, 1H, J = 3.6 Hz,
H-12).

RMN "*C (125 MHz. CDCls, 8, ppm): 38.26 (C-1), 22.69 (C-2), 80.57 (C-3), 37.76
(C-4), 55.26 (C-5), 18.27 (C-6), 32.60 (C-7), 39.81 (C-8), 47.55 (C-9), 36.85 (C-10), 23.61
(C-11), 121.64 (C-12), 145.20 (C-13), 41.72 (C-14), 26.93 (C-15), 26.14 (C-16), 33.32 (C-
17), 47.24 (C-18), 46.79 (C-19), 31.08 (C-20), 34.87 (C-21), 37.14 (C-22), 28.06 (C-23),
16.81 (C-24), 15.55 (C-25), 16.77 (C-26), 25.95 (C-27), 28.39 (C-28), 33.32 (C-29), 23.69
(C-30), 173.67 (C-17), 34.73 (C-2"), 25.18 (C-3"), 29.18-29.69 (C4’-13"), 31.92 (C-14"),
23.54 (C-15"), 14.11 (C-16").
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Derivatizacion de la mezcla de 21 +22. Reaccion de Riley

La reaccion se llevd a cabo en condiciones a) térmicas (calentamiento normal) y b)

calentamiento asistido por microondas
a) Condiciones térmicas (calentamiento normal)

La mezcla 21+ 22 (100.2 mg, 0.15 mmol) fue disuelta en un matraz de 50 mL en la
minima cantidad de CH,Cl,. Se adicion6 etanol (10 mL) y posteriormente se anadidé SeO;

(84.8 mg, 0.76 mmol).

La reaccion se mantuvo 72 h en condiciones de reflujo y agitacién constante.
Transcurrido el tiempo de reaccion, se concentro al vacio, el producto crudo (199.9 mg) se
adsorbié en gel de silice (200 mg) y se aplicé en una columna (3 cm de diametro)
empacada con gel de silice (10 g) suspendida en una mezcla de Hex-AcOEt 98:02, eluyente
que se empleo en la columna. Se obtuvieron 18 mg (0.026 mmol, 23%) de un sélido blanco

(28). R¢: 0.6 (Hex-AcOEt 9:1), p.f: 82-84 C°
b) Condiciones de calentamiento asistido por microondas

En un vial para microondas (10 mL) con una disolucién de la mezcla 21+22 (103.4
mg, 0.156 mmol) disueltos previamente en la minima cantidad de CH,Cl, y EtOH (3 mL)
se adiciond SeO; (28 mg, 0.25 mmol) y se calenté por 15 min a 170 °C en el reactor de
microondas. Transcurrido el tiempo de reaccion nuevamente se adicionaron 28.7 mg (0.25
mmol) de SeO,, y se mantuvieron las condiciones de tiempo y temperatura anterior. El

procedimiento anterior se repitié dos veces mas hasta completar I mmol de SeO,

Transcurrido el tiempo de reaccion, se concentrd al vacio, el producto crudo se
adsorbid en gel de silice que se aplico en una columna (3 cm de diametro) empacada con
gel de silice (10 g) suspendida en una mezcla Hex-AcOEt 98:02, eluyente que se empled
en la columna. Se obtuvo el compuesto 27 (51 mg, 0.072 mmol, 68 %) como un sélido

blanco. R¢: 0.6 (Hex-AcOEt 9:1), p.f. 82-84 °C.
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Palmitato de 30-oxo-lupeilo (27)

Sélido cristalino blanco. R¢: 0.6 (Hex-AcOEt 9:1), Pf 82-84 °C

IR (CHCl3) Vimex cm™': 2929, 2851, 1717, 1689, 1619, 1465, 1381, 1365, 1109, 1008,
941.

RMN 'H (400 MHz. CDCI3, 5, ppm): 9.51 (s, 1H, H-30), 6.29 (s, 1H, H-29b), 5.91
(s, 1H, H-29a), 4.46 (dd, J = 10.3, 5.7 Hz, 1H, H-3), 2.75 (td, J = 11, 5.8 Hz, 1H, H-19)
2.28 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H-2"), 1.24 (s, 20H, H-4'-13"), 1.01 (s, 3H, H-26), 0.92 (s, 3H, H-
27), 0.83 (s, 9H, H-23, 24,16" ), 0.81(s, 6H, s, H-25, H-28).

RMN °C (101 MHz, CDCI3) § 195.25 (C-30), 173.86 (C-17), 157.31 (C-20), 133.36
(C-29), 80.71 ( C-3), 55.51 (C-5), 50.28 (C-9, C-18), 43.41 (C-17), 42.82 (C-14), 40.93 (C-
8), 40.07 (C-22), 38.50 (C-4), 37.97 (C-1), 37.85 (C-13), 37.19 (C-10), 35.52 (C-16, C-19),
35.01 (C-27), 34.34 (C-7), 32.80 (C-21), 32.08 (C-14"), 29.82 (C-4'-C-13"), 28.11 (C-23),
27.77 (C-3"), 27.46 (C-15), 25.32 (C-12), 23.86 (C-2), 22.85 (C-15"), 21.09 (C-11), 18.32
(C-6), 17.94 (C-28), 16.72 (C-24), 16.26 (C-25), 16.08 (C-26), 14.52 (C-24), 14.28 (C-16").

EM (DART) m/z 679 [M+H] *

EMAR-ESI+ m/z 679.60214 [M + H] - (Calculado para C49H7303: 679.60214)
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Reaccion de 27 con NH,OH. Obtencion de 28

La reaccion se llevo a cabo en condiciones a) térmicas y asistidas por microondas en

ambos casos se obtuvo un buen rendimiento.

a) El compuesto 27 (100.3 mg, 0.147 mmol) se disolvid en la minima cantidad de
CH,Cl, y en condiciones de agitacion constante se adicioné de NH,OH-HCI (45 mg, 0.65
mmol) en 10 mL de EtOH.

Transcurrido el tiempo reaccion (2 h) se afadieron 10 mL de H,O y se realizé una
extraccion con AcOEt (10 mL x 3). La fase organica se lavo con 5 mL de una solucion
saturada de NaHCO; y luego 10 mL de H,O. La fase organica se secé con Na,SOys, se
evaporo el disolvente y el crudo se purificé por cromatografia en columna Hex-AcOEt
(9:1). Se obtuvo un solido cristalino blanco 28 (94.1 mg, 0.135 mmol, 91 %) R¢: 0.45 (Hex-
AcOEt 9:1). p.f. 238-240 °C

b) Una mezcla de 27 (118 mg, 0.17 mmol) y NH,OH-HCI (50 mg, 0.72 mmol) en
EtOH (2 mL) se calentd en el reactor de microondas a 100 °C por 10 min. Transcurrido el
tiempo reaccion se afiadieron 10 mL de H,O y se realizé una extraccion con AcOEt (10 mL
x 3). La fase organica se lavd con 5 mL de una solucion saturada de NaHCOs y luego 10
mL de H,O. La fase organica se sec6 con Na,SOy, se evaporo el disolvente y el crudo se
purifico por cromatografia en columna abierta con Hex-AcOEt (9:1). Se obtuvo un sélido

cristalino blanco 28 (112.1 mg, 0.161 mmol, 92%).
EM (DART) m/z 679 [M + H] "

EMAR-ESI+ m/z 679.60214 [M + H] * (calculado para C49H7903: 679.60214)
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Oxima del palmitato de 30-oxo-lupeilo (28)

Ry: 0.45 (Hex-AcOEt 9:1). Pf 238-240 °C

IR (CHCl3) Vimax cm™': 3590, 2951, 2859, 1722, 1662, 1462, 1383, 1361, 1261, 1004,
972.80, 941, 906, 852.

RMN 'H (400 MHz. CDCl;, 8, ppm): 7.74 (s, 1H, H-30), 5.41 (s, 1H, H-29a), 5.20 (s,
1H, H-29b), 4.47 (dd, J = 10.6, 5.5 Hz, 1H, H-3), 2.69 (td, J=11.2, 5.8 Hz, 1H, H-19) 2.28
(t, J =7.5 Hz, 2H, H-2"), 1.25 (s, 20H, H4°-13"), 1.21 (s, 3H, H-26), 0.92 (s, 3H, H-27),
0.83 (s, 9H, H-23, 24,16" ), 0.81 (s, 6H, H-25, H-28).

RMN C NMR (101 MHz, CDCl;) § 173.92 (C-17), 153.64 (C-30), 149.21 (C-20),
119.53 (C-29), 80.76 (C-3), 55.50 (C-5), 50.37 (C-9), 49.88 (C-18), 43.16 (C-17), 42.88
(C-14), 40.98 (C-8), 39.89 (C-19, C-22), 38.50 (C-4), 38.05 (C-1), 37.98 (C-13), 37.20( C-
10), 35.63 (C-16), 35.01 (C-2"), 34.38 (C-7), 32.64 (C-21), 32.07 (C-14") , 29.83-29.32 (C-
4°-C-13"), 28.11 (C-23), 27.55 (C-3"), 27.43 (C-15), 25.32 (C-12), 23.87 (C-2), 22.84 (C-
157, 21.19 (C-11), 18.33 (C-6), 18.00 (C-28), 16.72 (C-24), 16.30 (C-25), 16.13 (C-26),
14.63 (C-27), 14.27 (C-16").

EM (DART) m/z 440 [M+H] "
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Hidrolisis de 21 .Obtencion de lupeol.

En un matraz bola, disuelto en la minima cantidad de CH,Cl, y en condiciones de
agitacion constante se adicioné palmitato de lupeilo (200.3mg, 0.301 mmol) y 10 mL de
una solucion de KOH/MeOH 10%. Transcurrido el tiempo de reaccion (24 h), al crudo
resultante se le adicion6 H,O (10 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL): La fase
organica se lavd con una solucidn saturada de NaCl y se sec6 con Na,SO, La separacion
del compuesto 23 se llevo a cabo por cca (2.5 cm de didmetro) con una suspension de gel
de silice (10 g) en Hex-AcOEt 8:2, obteniéndose (115 mg, 0.271 mmol, 90 %), como un
solido cristalino. el cual se compard por cromatografia en capa fina con una muestra de

estandar de lupeol obtenida anteriormente en el laboratorio. Rf: 0.5 Hex-AcOEt (8:2).

Lupeol (23)

RMN 'H (300 MHz. CDCls, 8, ppm): 6.29 (s, 1H, H-29b), 5.92 (s, 1H, H-29a), 3.18
(dd, J = 10.7, 5.3 Hz, 1H, H-3), 2.73 (td, J = 11, 5.6 Hz, H-1, H-19), 1.68 (s, 3H, H-30),
1.01 (s, 3H, H-26), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.96 (s, 3H, H-27), 0.82 (s, 3H, H-25), 0.81 (s, 3H,
H-28), 0.75 (s, 3H, H-24).
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Reaccion de Riley de 23. Obtencion de 29

En un vial para microondas de 10 mL se adicionaron lupeol (101.4 mg, 0.237 mmol),
disuelto previamente en la minima cantidad de CH,Cl, y SeO, (30 mg, 0.27 mmol) y
finalmente se agregd EtOH (3 mL), se calentd por 30 min a 170 °C en el reactor de
microondas. Transcurrido el tiempo de reaccion nuevamente se adiciond SeO; (28.5 mg,
0.25 mmol) y se mantuvieron las condiciones de tiempo y temperatura anterior. El
procedimiento anterior se repitid dos veces mas. El crudo de la reaccidon se concentro al
vacio y la separacion del compuesto 29 se llevo a cabo mediante una cromatografia en
placa preparativa que se eluyo con el sistema Hex-AcOEt 8:2. El compuesto 29 (58. 9 mg,

0.133 mmol, 56 %) se obtuvo como un s6lido blanco.

30-oxo-lupeol (29)

RMN 'H (CDCls, 300MHz; 8, ppm): 9.52 (s, 1H, H-30), 6.29 (s, 1H, H-29b), 5.9 (s,
1H, H-29b), 3.18 (dd, J =10.7, 5.32 Hz, 1H, H-3), 2.73 (td, J=11, 5.6 Hz, H1, H-19), 1.01
(s, 3H, H-26), 0.96 (s, 3H, H-23), 0.96 (s, 3H, H-27), 0.82 (s, 3H, H-25), 0.81 (s, 3H, H-
28), 0.75 (s, 3H, H-24).

Reaccion de 29 con NH,OH. Obtencion de 30.

Una mezcla del 29 (118 mg, 0.17 mmol) y NH,OH-HCI (50 mg, 0.72 mmol) en
EtOH (2 mL) se calent6 en el reactor de microondas a 90 °C por 10 min. Transcurrido el

tiempo de reaccion se anadieron 10 mL de H,O y se realiz6 una extraccion con AcOEt (10

e
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mL x 3). La fase organica se lavd con 5 mL de una solucion saturada de NaHCO3 y luego
10 mL de H,O. La fase organica se secd con Na,SOy4_se evapord el disolvente y el crudo se
purificoé por cromatografia en placa preparativa con un sistema de elucion Hex-AcOEt

(8:2). Se obtuvo un soélido cristalino blanco 30 (112.1 mg, 0.161 mmol, 92%).

Oxima del 30-oxo-lupeol (30)

Ry 0.48 (Hex-AcOEt 9:1 x 29, Py: 218-220 °C.

IR (CHCI3) vinaeem™: 3589, 3261, 2951, 2930, 2858, 1663, 1462, 1384, 1362, 1261,
1239, 1139, 1091, 1025, 941, 906, 853, 825.

RMN 'H (400MHz. CDCls, 8, ppm): 7.74 (s, 1H, H30), 5.39 (s, 1H, H-29b), 5.19 (s,
1H, H-29a), 3.17 (dd, J=11.0, 5.6 Hz, 1H, H-3), 2.71 (td, J = 11, 5.6 Hz, 1H, ,H-19), 1.01
(s, 3H, H-26), 0.96 (s, 3H, H-23),0.94 (s, 3H, H-27), 0.81 (s, 3H, H-25), 0.80 (s, 3H, H-28),
0.75 (s, 3H, H-24).

RMN C (101 MHz, CDCls) § 153.52 (C-30), 149.29 (C-20), 119.32 (C-29) 79.20
(C-3), 55.42 (C-5), 50.46 (C-9), 49.92 (C-18), 43.16 (C-17), 42.87(C-14), 40.95(C-8),
39.90 (C-19, C-22) 38.98 (C-4), 38.85(C-1), 38.05(C-13), 37.28 (C-10), 35.63 (C-16),
34.44 (C-7), 32.62 (C-21), 28.13 (C-23), 27.55(C-2), 27.46 (C12, C-15), 21.17 (C-11),
18.44 (C-6), 18.00 (C-8), 16.25 (C-25), 16.13 (C-26), 15.54 (C-24), 14.65(C-27)

EM (DART) m/z 456 [M+H] "

EMAR-ESI+ m/z 456.38464 [M + H] * (calculado para C3HsoNO, 456.38415)
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Oxidacion con PCC de 23.0Obtencion de 25

A una solucion de 100 mg de lupeol (0.234 mmol) en 10 mL de CH,Cl, anhidro se
anadid clorocromato de piridinio (PCC) (200 g, 0.925 mmol), la mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente y en condiciones de agitacion constante por 6 h. Posteriormente el
crudo de reaccion se filtrd a través de una columna de 2 cm de diametro empacada con 5 g
de silice, se concentr6 al vacio y se purifico por cromatografia en columna abierta con Hex-

AcOEt (98:02). Se obtuvo un s6lido cristalino blanco (86 mg, 0.202 mmol, 86 %).

Lupenona (25)

Obtencion de 31.

En un matraz se adicion6 lupenona (100 mg, 0.23 mmol) en condiciones de agitacion
constante disuelta en la minima cantidad de CH,Cl,, posteriormente se agrego
etilendiamina (1.5 mL, 25 mmol), azufre (200 mg, 6.25 mmol) y morfolina (15 mL). La
reaccion se mantuvo en condiciones de reflujo por 24 h. Transcurrido el tiempo de reaccion
se anadi6 H,O (10 mL) y se realizd una extraccion con AcOEt (10 mL x 3). La fase
orgénica se lavdé con 10 mL de HCI 10% y luego con 10 mL de H,O, finalmente se
adicionaron 10 mL de una solucién saturada de NaHCO; y luego 10 mL de H,O. La fase
organica se seco con Na,SQy, se evaporo el disolvente y el residuo obtenido (250.1 mg) se
adsorbi6 en gel de silice (aplicado sobre una columna previamente empacada con una
suspension de 10 g de gel de silice en Hexano, sistema con el que se eluyo la columna). Se

obtuvo el compuesto 31 (68.1 mg, 0.148 mmol; 65 %) como un s6lido blanco.
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[2,3] pirazina de 30-oxo-lupenona (31)

R 0.30 (Hex-AcOEt 9:1 X 2). p.f. 162-164 °C

IR (CHCI3) vmax: 2950, 2871, 1640, 1454, 1433, 1403, 1382, 1239, 1232, 1212, 1195,
1184, 1138, 1107, 1064, 1028, 1012, 961, 918, 888, 853 cm™".

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) 8.41 (s, 1H, H-pz ), 8.27 (s, 1H, H-pz ), 4.71 (d, J =
2.44, 1H, H-29a), 4.60 (m, 1H, H-29b), 3.03 (d, J = 16.7, 1H, H-1a), 2.45(d, J = 16.7, 1H,
H-1b), 1.70 (s, 3H, H- 30), 1.30 (s, 3H, H-24), 1.28 (s, 3H, H-23), 1.11 (s, 3H, H-26), 1.00
(s, 3H, H-27), 0.81 (s, 6H, H- 25, H-28).

RMN "*C (101 MHz, CDCl3) 159.94 (C-3), 150.99 (C-2), 150.93 (C-20), 142.43 (C-
pz 1), 141.46 (C-pz 2), 109.61 (C-29), 53.15 (C-5), 48.81 (C-18), 48.77 (C-1), 48.37 (C-9),
48.11 (C-19), 43.20 (C-17), 43.06 (C-14), 40.85 (C-8), 40.13 (C-22), 39.65 (C-4), 38.32
(C-13), 36.93 (C-10), 35.67 (C-16), 33.44 (C-7), 31.66 (C-23), 30.03 (C-21), 27.61 (C-15),
25.30 (C-12), 24.20 (C-24), 21.64 (C-11), 20.28 (C-6), 19.52 (C-30), 18.19 (C-28), 16.28
(C-6), 15.75 (C-26), 14.69 (C-27).

EM (DART) m/z 461 [M +H] "

EMAR-ESI+ m/z 461.38876 [M + H] " (calculado para C3;H4oN5: 461.38957)
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Reaccion de 31 con SeO,. Obtencion de 32

En un vial de 10 mL con una disolucion de 31 (53 mg, 0.115 mmol) en la minima
cantidad de CH,Cl, se adicionaron EtOH (3 mL) y se calent6 por 20 min a 150 °C en el
reactor de microondas cuatro veces y en cada uno de ellas se adicion6 SeO; (12. 5 mg, 0.11

mmol).

El crudo de reaccion se filtré a través de una columna de silice. Se evaporo el
disolvente y se obtuvo un residuo que se aislé mediante un cromatoplaca analitica en un
sistema de elucion Hex-AcOEt 80:20. Se obtuvo el compuesto 32 (27 mg, 0.06 mmol; 51.4

%) como un solido cristalino

[2,3] pirazina de 30-oxo-lupenona (32)

R 0.25 (Hex-AcOEt 8:2). p. f. 142-144 °C

IR (CHCl3) vinax: 2928, 2856, 1688, 1619, 1458, 1403, 1381, 1262, 1137, 1107, 1009,
942, 872, 855 cm’!

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 9.54 (s, 1H, H-30), 8.43 (s, 1H, H- pz ), 8.26 (s, 1H, H-
pz ), 631 (s, 1H, H-29b), 5.95 (s, 1H, H-29a), 3.06 (d, J = 16.7, 1H, H-1b), 2.45 (d,
J=16.7, 1H, H-1a), 1.29 (s, 3H, H-23), 1.30 (s, 3H, H-24), 1.09 (s, 3H, H-26) 0.98 (s, 3H,
H-27), 0.84 (s, 3H, H-28), 0.80 (s, 3H, H-25).

74



RMN C (101 MHz, CDCl3) & 195.29 (C-30), 160.20(C-3), 157.13 (20), 150.70 (2),
142.56 y 141.06 (C-pz),133.45 (C-29), 53.10 (C-5), 48.61 (C-1, C-18), 48.52 (C-9), 43.45
(C-17), 42.93 (C-14), 40.79 (C-8), 40.04 ( C-22), 39.69 (C-4), 37.99 (C-13), 36.88 (C-10,
C-19), 35.47 (C-16), 33.42 (C-7), 31.65 (C-23), 29.86 (C-21), 27.74 (C-12,C-15) 24.20 (C-
24), 21.63 (C-11), 20.23 (C-6), 17.97 (C-28), 16.25 (C-25), 15.71 (C-26), 14.54 (C-27).

EM -DART m/z 475 [M + H] *

EMAR-ESI+ m/z 475.36951 [M + H] * (calculado para C3,H47N,O: 475.36884)

Reaccion de 32 con NH,OH. Obtencion de 33

Una mezcla del 32 (40 mg, 0.084 mmol) y NH,OH-HCI (25 mg, 0.36 mmol) en
EtOH (2 mL) se calent6 en el reactor de microondas a 90 °C por 5 min. Transcurrido el
tiempo se afiadieron 10 mL de H,O y se realizé una extraccion con AcOEt (5 mL x 3). La
fase organica se lavd con 5 mL de una solucion saturada de NaHCO; y luego 10 mL de
H,O. La fase organica se secd con Na,SOy, se evaporo el disolvente y el crudo se purificd
por cromatoplaca preparativa con un sistema de elucion Hex-AcOEt (8:2). Se obtuvo un

solido cristalino blanco 33 (37 mg, 0.075 mmol, 90 %)

Oxima de la [2,3] pirazina de 30-oxo-lupenona (33)

R¢: 0.25 (Hex-AcOEt 9:1). p.f. 238-240 °C.
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IR (CHCIl3) vimax: 3581, 2959, 2867, 1689, 1524, 1475, 1454, 1431, 1404, 1382, 1195,
1139, 1108, 1012, 931, 909, 851.

RMN 'H (CDCl;, 300 MHz; 8, ppm): 8.44 (s, 1H, H-pz ), 8.25(s, 1H, H-pz), 7.74 (s,
1H, H-30 ), 6.34 (s, 1H, H-29b), 5.15 (s, 1H, H-29b), 3.16 (dd, J = 16.7 Hz, 1H, H-1b),
2.41(d,J=16.7 Hz, 1H, H-1a), 2.73 (td, J =11, 5.6 Hz,H1, H-19), 1.30 (s, 3H, H-24), 1.28
(s, 3H, H-23), 1.10 (s, 3H, H-26), 0.99 (s, 3H, H-27), 0.83 (s, 3H, H-28), 0.75 (s, 3H, H-
25).

RMN C (126 MHz, CDCl3) § 160.75 (C-3), 153.15 (C-30), 150.54 (C-2), 149.48
(C-20), 142.73 (C-pz), 140.22 (C-pz), 118.34 (C-29), 53.06 (C-5), 49.06 (C-18), 48.62 (C-
9), 47.82 (C-1), 43.16 (C-17), 43.06 (C-14), 40.85 C-8), 40.05 (C-19, C-22), 39.81 (C-4),
38.23 (C-13), 36.87 (C-10), 35.68 (C-16), 33.57 (C-7), 31.62 (C-23), 29.86 (C-21), 27.62
(C-12), 27.56 (C-15), 24.25 (C-24), 21.77 (C-11), 20.21 (C-6), 18.06 (C-28), 16.51 (C-25),
15.73 (C-26), 14.73 (C-27).

EM (DART) m/z 490 [M + H] *

EMAR-ESI+ m/z 490.38057 [M + H] " (calculada para C3,HsgN3O: 490.37974)

Obtencion de 34

En un matraz se adicion6 en condiciones de agitacion constante lupenona (80 mg,
0.184 mmol) disueltos en la minima cantidad de CH,Cl,, posteriormente se agregaron O-

fenilendiamina (400 mg, 3.7 mmol), azufre (200 mg, 6.25 mmol) y 15 mL de morfolina.

La reaccion se mantuvo en condiciones de reflujo por 24 h. Transcurrido el tiempo de
reaccion se anadieron 10 mL de H,O y se realiz6 una extraccion con AcOEt (10 mL x 3).
La fase orgénica se lavd con 10 mL de HCI 10% y luego con 10 mL de H,O, finalmente se
adicionaron 10 mL de una solucién saturada de NaHCO;3 y luego 10 mL de H,O. La fase
orgénica se secd con Na,SO4 y se evaporo el disolvente, el residuo obtenido (95 mg) se
aislo por cromatoplaca analitica con un sistema de elucion Hexano: AcOEt 9:1. Se obtuvo

el compuesto 34 (59 mg, 0.115 mmol; 63 %) como un s6lido blanco.
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[2,3] Benzopirazina de la lupenona (34)

Rf: 0.30 (Hex: AcOEt 9:1 X 2). p. f. 276-278 °C.

IR (KBr) vimax: 2951, 2871, 1639, 1529, 1485, 1457, 1429, 1382, 1354, 1242, 1221,
1193, 1078, 923, 888, 850 cm’™'

RMN 'H (400 MHz, CDCls) & 8.00 (m, 2H, Ar) 7.65 (m, 2H, Ar), 3.33 (d, J = 16.6,
1H, H-1b), 2.60 (d, J = 16.6, 1H, H-1a), 1.72 (s, 3H, H-30), 1.43 (s, 3H, H-23), 1.42 (s, 3H,
H-24), 1.13 (s, 3H, H-26), 1.02 (s, 3H, H-27), 0.85 (s, 3H, H-25), 0.82 (s, 3H, H-28).

RMN C (101 MHz, CDCly) 161.35 (C-3), 152.36 (C-2), 150.88 (C-20), 142.32 y
140.65 (C-pz) , 129.06, 128.94, 128.74, 128.02 (C-Ar), 109.65 (C-29), 53.64 (C-5), 49.78
(C-1), 48.64 (C-18), 48.38 (C-9), 48.12 (C-19), 43.22 (C-17), 43.11 (C-14), 40.89 (C-8),
40.59 (C-4), 40.14 (C-22), 38.34 (C-13), 37.23 (C-10), 35.69 (C-16), 33.47 (C-7), 32.30
(C-23), 30.07 (C-21), 27.63 (C-15), 25.33 (C-12, C-24), 21.69 (C-11), 20.54 (C-6), 19.55
(C-30), 18.20 (C-28), 16.40 (C-25), 15.77 (C-26), 14.72 (C-27).

EM-DART m/z 511 [M+H] *

EMAR-ESI+ m/z 551.40444 [M + H] " (calculada para Cs¢Hs Ny: 551.40522)
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Hidrdlisis de 22. Obtencion de B-Amirina 24.

En un matraz bola, disuelto en la minima cantidad de CH,Cl, y en condiciones de
agitacion constante se adicion6 palmitato del -amirilo (200.3 mg, 0.301 mmol) y se agregd
una solucion de KOH-MeOH 10% (10 mL). Transcurrido el tiempo de reaccion de 24 h, al
crudo resultante se le adiciond H,O (10 mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL): la fase
organica se lavo con una solucion saturada de NaCl y se seco con NaSQOy. La separacion del
compuesto 24 se llevd a cabo en columna (2.5 cm de didmetro) con una suspension de gel
de silice (10 g) en Hex-AcOEt (80:20), obteniéndose (185 mg, 0.434 mmol, 85 %), como
un soélido cristalino. el cual por cromatografia en capa fina se compard con una muestra

estandar de B-amirina obtenida anteriormente nuestro grupo de investigacion. Rf: 0.5 Hex-

AcOEt (80:20).

p-amirina (24)

Oxidacion 24 con PCC. Obtencion de 26.

A una solucion de B-amirina (185.5 mg, 0.434 mmol) en de CH,Cl, anhidro (10 mL)
se afiadié clorocromato de piridinio (PCC) (400 mg, 1.85 mmol), la mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente y en condiciones de agitacion constante por 6 h. Posteriormente el
crudo de reaccion se filtr6 a través de una columna de silice, se concentrd al vacio y se
purificd por cromatografia en columna abierta con Hex-AcOEt (98:02). Se obtuvieron 26

como un soélido cristalino (147 mg, 0.347 mmol, 80 %).
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S-amirona (26)

Obtencion de 35

En un matraz se adicion6 en condiciones de agitacion constante -amirona (76 mg,
0.179 mmol) disuelta en la minima cantidad de CH,Cl,, posteriormente se agregd azufre
(250 mg, 7.83 mmol), etilendiamina (1.5 mL, 25 mmol) y finalmente morfolina (15 mL).
La reacciéon se mantuvo en condiciones de reflujo por 24 h. Transcurrido el tiempo de
reaccion se afiadieron 10 mL de H,O y se realiz6 una extraccion con AcOEt (10 mL x 3).
La fase organica se lavo con 10 mL de HCI 10% y luego con 10 mL de H,O, finalmente se
adicionaron 10 mL de una solucion saturada de NaHCOs3 y luego 10 mL de H,O. La fase
organica se secO con Na,SO; Se evapord el disolvente y el crudo se purificé por
cromatografia en placa analitica Hex-AcOEt (9:1). Se obtuvo 35 como un solido cristalino

blanco (37.1 mg, 0.08 mmol, 44 %).

[2,3]pirazina de la S-amirona (35).

R 0.45 (Hex-AcOEt 9 X 2). p.f. 142-144 °C
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IR (CHCl3) Vimay: cm™' 2953, 2928, 2857, 1681, 1590, 1558, 1455, 1433, 1403, 1382,
1361, 1195, 1183, 1165, 1105, 1015, 853.

RMN 'H (400 MHz, CDCly) & 8.43 (m, 1H, H-pz), 8.28 (d, J = 2.48, 1H, H-pz), 5.27
(t, J = 3.54, 1H, H-12) 3.01 (d, J=16.6, 1H, H-1b,), 2.53 (d, 1H, H1,), 1.33 (s, J = 16.6,
3H,H-24), 1.32 (s, 3H, H-23), 1.19 (s, 3H, H-27), 1.06 (s, 3H, H-26), 0.92 (s, 3H, H-25),
0.88 (s, 6H, H29-30), 0.86 (s, 3H, H-28).

RMN C (101 MHz, CDCl3) § 160.08 (C-3), 150.77 (C-2), 145.23 (C-13), 142.51
(C-pz), 141.32 (C-pz), 121.81 (C-12), 53.16.( C-5), 48.45 (C-1), 47.52 (C-9), 46.94 (C-19),
45.88 (C-18), 42.10 (C-14), 39.86 (C-8), 39.62 (C-4), 37.28 (C-22), 36.68 (C-10), 34.90
(C-21), 33.48 (C-29), 32.71 (C-17), 32.14 (C-7), 31.84 (C-23), 31.27 (C-20), 28.61(C-28),
27.14 (C-16), 26.26 (C-15), 25.96 (C-27), 24.40 (C-24), 23.83 (C-30), 23.66 (C-11), 20.36
(C-6), 16.66 (C-26), 15.81( 25).

EM -DART m/z 461 [M +H] "

EMAR-ESI + m/z 461.38861 [M + H] " (calculada para C3,H49N,: 461.38957)
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