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SINOPSIS

Resumen Grafico

Sintesis de derivados
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Introduccion
Las raices de las plantas del género Acourtia han sido utilizadas, desde la época prehispanica,
en la medicina tradicional indigena cuyo uso se encuentra documentado en el Cédice De La
Cruz-Badiano, tratado de medicina mexica elaborado por el médico tlatelolca Martin De La
Cruz, por propuesta del también médico Juan Badiano, en 1552. En este Cdodice se identifican
los especimenes del género Acourtia con nombres en nahuatl: coapatli o pipitzahuac! ; al
respecto, es apropiado resaltar que se les atribuyen propiedades laxantes, antiinflamatorias y
expectorantes. Como consecuencia de lo antes mencionado, a mediados del siglo XIX, las
raices de estas plantas fueron objeto de interés del Dr. Leopoldo Rio de la Loza, quien en 1852
logré aislar de ellas a la perezona, una quinona sesquitérpenica, la cual esta considerada como
el primer metabolito secundario aislado en el Nuevo Mundo.?

No obstante, la considerable cantidad de estudios de los cuales ha sido objeto la perezona
tanto en México como en el extranjero, algunos metabolitos secundarios también presentes en
las raices de las Acourtia, han pasado relativamente desapercibidos, como es el caso de la
hidroxiperezona y su éster derivado del acido angélico, ambos con actividad biolégica

1 De la Cruz, M.; Badiano, J. “Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis.” Colegio de Santa Cruz de Tlatelolco,
1552.
2 Joseph-Nathan, P. Rev Soc. Quim. Méx., 1974, 18, 226-241.
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conveniente de destacar. En consecuencia, en una pertinente adecuaciéon de lo mencionado
anteriormente y de acuerdo con la principal linea de trabajo de nuestro grupo (modificaciones
guimicas por medio de acercamientos verdes de moléculas de interés bioldgico y sus
respectivos estudios in silico)®>*° resalta el objetivo principal del presente trabajo: extraer
hidroxiperezona y su angelato de las raices de Acourtia cordata, mediante el uso de ondas
mecanicas de ultrasonido, la obtencidbn enzimatica de sus respectivos oxiranos y
posteriormente sus dioles mediante su apertura asistida por irradiacion con microondas vy el

estudio in silico de sus estructuras.

ANTECEDENTES

Quimica Verde

Las metodologias comunmente utilizadas en la sintesis organica, tanto para la produccion de
moléculas conocidas, asi como para el desarrollo de nuevas sustancias, con fines muy
diversos, conllevan a generar una cantidad enorme de residuos potencialmente riesgosos para
el ser humano y el medioambiente. Como consecuencia de considerar los dafios al entorno,
asi como con el fin de optimizar la gestion de recursos utilizados en la industria quimica, surgi6
la Quimica Verde, concepto acufiado en el inicio del afio de 1990, en parte, por Paul Anastas,®
representante en ese tiempo del Area Industrial de la EPA-USA (Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos de América, por sus siglas en inglés), quien posteriormente
estructuré en conjunto con John Warner, el Protocolo de la Quimica Verde en 1998, Los
Doce Principios de La Quimica Verde, que se centra en el disefio de productos y procesos
gue reduzcan o eliminen el uso y generacién de residuos nocivos para el medioambiente y que

se presenta de manera resumida a continuacion:

3 Escobedo-Gonzalez, R. G.; Bahena, L.; Arias-Téllez, J. L.; Hinojosa-Torres, J.; Miranda-Ruvalcaba, R.; Aceves-
Hernandez, J. M. J. Mol. Struct. 2015, 1097(5), 98-105.

4 Escobedo-Gonzélez, R.; Vargas-Requena, C.; Moyers-Montoya, E.; Aceves-Hernandez, J.; Nicolas-Vazquez,
M. I.; Miranda-Ruvalcaba, R. Molecules. 2017;22(7), 1060-1082

5 Fragoso-Medina, A. J.; Escobedo-Gonzdlez, R. G.; Nicolas-Vazquez, M. |.; Arroyo-Razo, G. A.; Noguez-
Cérdova, M. O.; Miranda-Ruvalcaba, R. Molecules 2017, 22(10), 1744-1768

6 Anastas, P. T.; Warner, J. C.; Green Chemistry: Theory and Practice. New York, Estados Unidos. Oxford
University Press, 1998.
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1. Prevencién: es mejor prevenir residuos que tratarlos o limpiarlos luego de ser
generados.

2. Economia atdmica: los métodos sintéticos deben tratar de maximizar la incorporacion
de todos los &tomos iniciales en el producto final.

3. Sintesis quimicas menos peligrosas: los métodos sintéticos deben evitar utilizar o
generar sustancias toxicas para los seres humanos o el medioambiente.

4. Disefo de sustancias mas seguras: los productos quimicos deben ser disefiados para
lograr las funciones deseadas y que sean lo menos toxicos posibles.

5. Disolventes y sustancias auxiliares mas seguros: las sustancias auxiliares deben
ser evitadas lo mas posible, y en caso de ser utilizadas, deben ser lo menos peligrosas
posible.

6. Disefio para la eficiencia energética: Los requerimientos de energia deben ser
minimizados, y los procesos deben de llevarse a cabo en condiciones de temperatura y
presiéon ambiental cuando esto sea posible.

7. Uso de materias primas renovables: cuando sea practico, se prefieren materias
primas renovables sobre las no renovables.

8. Reducir derivados: la generacion innecesaria de derivados —como el uso de grupos
protectores— debe ser minimizada o evitada si es posible; tales pasos requieren
reactivos adicionales y pueden generar residuos adicionales.

9. Catalisis: se prefieren los reactivos cataliticos que puedan ser utilizados en pequefas
cantidades sobre los reactivos estequiométricos.

10. Disefio para degradacion: los productos quimicos deben ser disefiados de tal forma
gue no contaminen el medioambiente, y descomponerse en productos inocuos cuando
hayan cumplido con su funcion.

11. Analisis en tiempo real para prevenir la contaminacion: desarrollar metodologias
analiticas para monitorear y controlar sustancias peligrosas antes de que éstas se
formen.

12. Quimica mas segura para la prevencion de accidentes: cuando sea posible, las
sustancias en un proceso deben ser elegidas para minimizar el riesgo de explosiones,

incendios y fugas accidentales.
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Perezonay anélogos

La perezona (I), la hidroxiperezona (ll), el éster angélico de perezona (lll) y el éster
monoangeélico de hidroxiperezona (IV), han sido aislados de las raices de diversas especies
de vegetales del género Acourtia (antes Perezia), existentes en el Valle de México.” En un
contexto contemporaneo, a los compuestos extraidos de este género vegetal se les atribuyen
propiedades como citotoxicidad en células cancerosas en leucemia,® antideterrente y

citotoxico,® antiplaguetario,'© relajante vascular! y de musculo liso,*? principalmente.

i vt AN e S
| . | OH S OH [ T » OH
o tl; © o | nlz;
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Figura 1: Perezonay analogos

Se han logrado obtener una gran variedad de derivados de la perezona, mediante una serie
de reacciones diversas para formar compuestos hibridos de base quinénica. Tal es el caso de
los compuestos a partir de perezona y sus analogos derivados de indolilquinonas,*? sulfuros,*
aminoderivados,®® los cuales han mostrado tener actividad biol6gica interesante, por lo que se

esperaria que nuevos derivados también posean propiedades de interés.

7 Bacigalupi, R. Contr. Gray Herb. 1931, 97, 1-81.
8 Sanchez-Torres, L.; Torres-Martinez, J.; Godinez-Victoria, M.; Omar, J.; Velasco-Bejarano, B. Phytomedicine
2010;17(8-9):614-20.
® Burguefio-Tapia, E.; Castillo, L.; Gonzalez-Coloma, A.; Joseph-Nathan, P. J. Chem. Ecol. 2008;34(6):766-71.
10 De La Pefia, A.; Izaguirre, R.; Bafios, G.; Viveros, M.; Enriquez, R.; Fernandez, J. Phytomedicine 2001;8(6):465-8.
11 Garcia, X.; Cano, L.; Herrera, L.; Magaria, N.; Alcantara, G.; Gijén, E. Proc. West Pharmacol. Soc. 1992; 35:93-6.
12 Garcia, X.; Alcantara-Sarabia, G.; Cartas-Heredia, L.; Gijon, E. Gen Pharmacol. 1995;26(8):1741-5.
13 Escobedo-Gonzalez, R. G.; Pérez-Martinez, H.; Nicolas-Vazquez, M. |.; Martinez, J.; Gémez, G.; Nava-Serrano,
J.; Carranza-Téllez, V.; Vargas-Requena, C. L.; Miranda-Ruvalcaba, R. J. Chem., 2016
4 Martinez, J.; Velasco-Bejarano, B.; Delgado, F.; Pozas, R.; Torres-Dominguez, H. M.; Truijillo-Ferrara, J. G.;
Arroyo, G. A.; Miranda, R. Nat. Prod. Commun. 2008;3(9):1465-1468.
15 Concepcidn Lozada, M.; Soria-Arteche, O.; Ramirez Apan, M. T.; Nieto-Camacho, A.; Enriquez, R.; Izquierdo,
T.; Jiménez-Corona, A. Bioorg Med Chem. 2012;20(17):5077-84.
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Oxiranos

Los oxiranos o0 epoxidos son moléculas de amplio interés, debido a su utilidad como bloques
sintéticos y, por ende, como precursores en la sintesis de una considerable diversidad de
productos. Su caracter versatil se debe a su reactividad elevada, la cual tiene su origen en la
alta tension anular que éstos contienen, lo que a su vez causa la apertura facil de estos
heterociclos de tres miembros.® En la mayoria de los casos, se toma ventaja de la reactividad
de los oxiranos con nucleodfilos para introducir variadas funcionalidades tales como dioles
vecinales, B-hidroxiéteres, B-hidroxiésteres, halohidrinas, cianohidrinas, entre muchos otras,

inclusive son capaces de llevar a cabo polimerizaciones.’

La produccion de oxiranos se da principalmente por la oxidacion de olefinas (Esquema 1),
habiendo una gama amplia de opciones conocidas, por ejemplo: las reacciones de
Prileschajew,® Jacobsen-Katsuki,*?, Shi,?° y Sharpless?..

[0] 0
_ , 7%

Esgquema 1: Oxidacién de olefinas

Si bien Prileschajew propuso el uso de peroxidos para la oxidacion de olefinas, los peroxiacidos
se comenzaron a utilizar para el mismo fin por Swern,?? dado que los rendimientos obtenidos
en el trabajo de Prileschajew eran bajos y la reaccién era lenta y el uso de peroxiacidos
mejoraba ambos aspectos. Sin embargo, los peroxiacidos generalmente son inestables a
condiciones de alta temperatura o de impacto, por lo cual son inseguros en su manejo, y
cuando se requiere su uso tanto en el ambito de laboratorio como en el industrial, se prefiere

prepararlos in situ.23

16 Smith, J. G. Synthesis, 1984(8): 629-656.

17 Sienel, G.; Rieth, R.; Rowbottom, K. T. Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, vol. 13, 2000, 140-141
18 Prileschajew, N. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1909,42 (4): 4811-4815.

19 (@) Jacobsen, E. N.; Zhang, W.; Muci, A. R.; Ecker, J. R.; Deng, L. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 7063-7064.
(b) Irie, R.; Noda, K.; Ito, Y.; Matsumoto, N.; Katsuki, T. Tetrahedron: Asymmetry. 1991, 7, 481-494.

20 Tu, Y.; Wang, Z.-X.; Shi, Y. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 9806-9807

21 Katsuki, T.; Sharpless, K. B. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 5974-5976.

22 Findlay, T.W.; Swern, D.; Scanlan, J.T. J. Am. Chem. Soc. 1945;67:412-414.

28 Klenk, H.; Gotz, P. H.; Siegmeier, R.; Mayr, W. Ullman's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 2000, Vol. 26:
Organic Peroxy Compounds, p. 332.
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Uno de los peroxiacidos mas utilizados en la actualidad es el &cido m-cloroperoxibenzoico (m-
CPBA),?* el cual presenta ventajas experimentales que son de destacar: 1) es un sélido cuando
la mayoria de los peroxiacidos organicos son liquidos; 2) es relativamente estable a
condiciones de alta temperatura; y 3) el disolvente utilizado es generalmente diclorometano y
el m-cPBA es muy soluble en éste, mientras que el residuo de acido m-clorobenzoico (m-CBA)
es insoluble, lo que permite su recuperacion y eventual reutilizacion (Esquema 2), lo cual a su

vez da como resultado reacciones relativamente limpias.?®

~ e A

cl OH cl
o~ OH

m-CPBA m-CBA
1) SOCI,

2) H,0, / “OH

Esgquema 2: Reaccion de oxidacion de olefinas con m-CPBA y su reutilizacion

Sin embargo, también se presentan desventajas en la utilizacion de este reactivo, dado que:
1) su residuo principal es el m-CPBA, el cual es téxico; 2) las condiciones de reaccion
involucran el uso de disolventes altamente toxicos como el diclorometano; 3) la ruta de
produccion del m-CPBA generalmente involucra al correspondiente cloruro de acilo y al
peréxido de hidrégeno en medio basico, asi como también requiere el empleo de SOCI. y otras
sustancias toxicas; por lo cual, se vuelve importante el empleo de alternativas eco-amigables

para la produccién de oxiranos.

Debido a lo mencionado anteriormente, se han propuesto metodologias con acercamiento
verde para la obtencién de peroxiacidos, como la perhidrélisis de acidos carboxilicos en

presencia de enzimas, la cual fue utilizada en primera instancia para oxidar acidos grados

24 Rao, A.S.; Paknikar, S.K.; Kirtane, J.G. Tetrahedron, 1983, 2, 2323-2424.
25 Rao, A. S.; Mohan, H. R.; Charette, A. m-Chloroperbenzoic Acid. Encyclopedia of Reagents for Organic
Synthesis, 2005, p. 1-6.
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insaturados.?® 27 Las enzimas empleadas son esterasas, es decir, que en condiciones
fisiologicas acuosas hidrolizan ésteres en sus acidos carboxilicos y alcoholes
correspondientes, pero en presencia de peroxido de hidrégeno en lugar de agua, se producen

los respectivos alcoholes y peroxiacidos (Esquema 3).

(o) enzima (o)
)]\ +  H,0, )]\ + R,OH
R{_ “OR, R{_ “OOH

Esquema 3: Perhidrdlisis de ésteres

La produccion-enzimética de peroxiacidos in situ es ventajosa, ya que se evita su adicion
directa y las reacciones entonces se llevan a cabo en condiciones mucho mas suaves, a
temperatura y presion ambiente. Asimismo, es conveniente resaltar que las reacciones de
oxidacion con peroxiacidos, producto de perhidrélisis de ésteres, se pueden llevar en medio

anhidro, puesto que el éster funge como disolvente y reactivo a la vez.

Apertura nucleofilica de oxiranos

Como ha sido mencionado con anterioridad, los oxiranos son moléculas muy reactivas debido
a la tensién anular que presentan, ocasionada por la distorsion de la geometria de los carbonos
y el oxigeno que lo constituyen, los cuales presentan hibridacién sp?, lo cual se muestra en la
Figura 2 para el 6xido de etileno, utilizado en este caso como molécula modelo.?® Asi mismo,
poseen un caracter electrofilo acentuado debido a la polarizacion de los enlaces C-O por efecto
inductivo, por lo que su facilidad de apertura es muy util para introducir nuevas funcionalidades.
Dicha apertura se realiza ordinariamente mediante la participacién de un agente nucledfilo, el

cual comunmente contiene atomos reactivos como oxigeno, nitrdgeno, azufre o equivalentes

de hidruro.
dcc=170.0 pm
H. _xD\ H q 143.4 P Oc.o-c =61.7°
ot . c-o= . m
H* “H P OHcH=116.3°
dcx=108.5 pm

Figura 2: Distancias y angulos de enlace del 6xido de etileno

26 Bjorkling, F.; Godtfredsen, S. E.; Kirk, O. J. Chem. Soc. Chem. Commun., 1990, 19, 1301.
27 Bjorkling, F.; Frykman, H.; Godtfredsen, S. E.; Kirk, O. Tetrahedron, 1992, 48, 4587.
28 Dake, G. Oxiranes and Oxirenes: Monocyclic. Comprehensive Heterocyclic Chemistry Ill, 1, 2008, 173—-233
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Los oxiranos generalmente son concebidos como moléculas labiles, las cuales generan una
variedad de productos obtenidos de su apertura, los cuales dependeran del nucledfilo al cual
hayan sido expuestos, generandose asi dioles vecinales si se expuso al agua o a la humedad
ambiental, B-hidroxiéteres en presencia de algun alcohol o bien, B-hidroxiésteres si se produjo

solvélisis en acidos carboxilicos.?®

Cabe sefialar que esta apertura puede ser catalizada por acido o base, variando el mecanismo
de reaccién segun el medio, asi en medio basico generalmente se da via Sn2 mediante un
ataque nucleofilico en el atomo de carbono menos sustituido, por lo que los factores estéricos
predominan; mientras que en la apertura por catalisis acida, la protonacion del atomo de
oxigeno del oxirano debilita los enlaces C-O y facilita la escision de alguno de dichos enlaces,
lo que permite que nucledfilos mas débiles puedan formar un nuevo enlace con el atomo de
carbono involucrado, predominando los efectos electronicos. Adicionalmente en catalisis
acida, si el estado de transicion presenta un alto debilitamiento de los enlaces C-O, el ataque
nucleofilico serd en el &tomo de carbono mas sustituido, es decir en donde se presente un
carbocatiéon mas estable (tendencia Sn1), mientras que si se da un debilitamiento sustancial
de los enlaces C-O, entonces el ataque nucleofilico se dard en el &tomo menos sustituido
(tendencia Sn2).2° Como se muestra en el Esquema 4, esto lleva a una regioselectividad de

los productos de la apertura de oxiranos en medio acido.

R
/IWOH Markovnikov
Nu

H ©

Esquema 4: Estereoselectividad en la apertura de oxiranos en medio acido3!

29 Carey, F. A.; Sundberg, R. J. Advanced Organic Chemistry: Part B: Reactions and Synthesis, 5" Edition. New
York, Estados Unidos, Springer, 2007. p. 1104.

30 Parker, R. E.; Isaacs, N. S. Chem. Rev., 1959, 59(4), 737-799.

3L Carey, F. A.; Sundberg, R. J. Advanced Organic Chemistry: Part A: Structure and Mechanisms, 5 Edition. New
York, Estados Unidos, Springer, 2007. p. 511.
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En el presente trabajo se trata lo relacionado a la obtencion de dioles vecinales producto de la
apertura nucleofilica de oxiranos por parte del agua como nucleéfilo, catalizada por acidos y
asistida por irradiacion con microondas como energia de activacion alterna; en la literatura se
conocen varios ejemplos similares, con la diferencia que utilizan acidos de Lewis, con
nucledfilos como azidas para producir aminoalcoholes vecinales,®? butiléteres®® o B-

hidroxisulfuros34.

Quimica computacional

Aungue no hay una definicion formal de quimica computacional, se la puede definir, de manera
muy general, como la disciplina que comprende todos aquellos aspectos de la investigacion
en quimica que se benefician de la aplicacién de las computadoras.®® Es de resaltar el hecho
que la quimica computacional descansa sobre la base de los postulados de la mecanica
cuantica, que a su vez basa sus postulados y afirmaciones en la quimica tedrica y los estudios
fisicos de la materia a nivel subatomico, por lo que, se pueden correlacionar los datos
obtenidos experimentalmente con los obtenidos a nivel computacional, haciendo que

frecuentemente éstos sean complementarios.

Este caracter complementario ha suscitado que cada vez sean mas necesarios los datos
computacionales y que inclusive haya recientemente revistas especializadas en el &mbito de
la quimica organica, los materiales o bien, estudios farmacoldgicos que requieran datos
computacionales, adicionales a los experimentales y que sirvan asimismo para respaldar a
estos.3® Por ejemplo, en el desarrollo de farmacos o en el estudio de la toxicologia de diversas
sustancias utilizadas en la industria, se ha requerido de la quimica computacional para la
prediccion de propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas, esto para efectuar un analisis de
riesgos y poder también realizar la multitud de procesos quimicos existentes de una manera

mas eficiente.

82 Bhaumik, K.; Mali, U. W.; & Akamanchi, K. G. Synth. Commun., 2003, 33(9), 1603-1610.

33 Garcia-Vidal, J. A.; Duran-Valle, C. J.; Ferrera-Escudero, S. Surface Science, 2006, 252(17), 6064—6066.
%4 Gao, P.; Xu, P.-F.; Zhai, H. Tetrahedron Letters 2008, 49(46), 6536—6538.

35 Cuevas, G.; Ciencia, 2005, 56, 2, 33-42.

36 Jensen, F.; Introduction to Computational Chemistry. 2017, p. 1. Wiley, Chichester, GB.
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Los célculos computacionales tienen el potencial de pronosticar propiedades varias como la
reactividad y/o estabilidad de entidades quimicas y sus estructuras o bien, anticipar la
viabilidad de un proceso quimico. Gracias a ello es posible actualmente prescindir de algunas
etapas de experimentacion en las que se puedan producir residuos o generar riesgos
inherentes al experimento, por lo que la quimica computacional ha sido una herramienta util
gue tiene el potencial de dirigir las investigaciones de caracter quimico hacia una

sostenibilidad, es decir, tiene la capacidad de incidir en la quimica verde.?’

FILOSOFIA DE TRABAJO

Hipotesis

La perezonay su analogo, la hidroxiperezona, son productos naturales que poseen importante
actividad antitumoral ya conocida, por lo que la sintesis de nuevos derivados de éstas, mas
especificamente sus oxiranos y los dioles producto de la apertura de estos mismos,
posiblemente generard moléculas con interés biolégico, y que asi mismo, puedan ser la base

para la obtencion de potenciales tratamientos contra el cancer.

Objetivos

Objetivo general

e Extraer hidroxiperezona y su monoangelato de las raices de la especie vegetal Acourtia
cordata, para posteriormente obtener sus respectivos oxiranos y los correspondientes
dioles mediante la apertura de estos ultimos, aplicando, el Protocolo de la Quimica Verde
(12 principios de la Quimica Verde), asi mismo realizar estudios computacionales de

dichas moléculas.

37 Stevens, J.; Physical Sciences Reviews, 2017, 2, 7, 1-8.
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Objetivos particulares

Incidir adecuadamente en el Protocolo de la Quimica Verde

Extraer hidroxiperezona y su angelato de las raices de Acourtia cordata, empleando
ultrasonido como fuente de energia alterna al tratamiento térmico convencional-mantilla de
calentamiento.

Obtener los oxiranos tanto de hidroxiperezona como de su angelato, utilizando como
agente oxidante un peroxiacido generado in situ mediante la perhidrolisis de un éster,
utilizando una lipasa.

Obtener los dioles correspondientes de la apertura de los oxiranos previamente
producidos, mediante la utilizaciébn de irradiacion con microondas como energia de
activacion alterna al procedimiento clasico.

Aislar, purificar y caracterizar los compuestos nuevos obtenidos mediante espectrometria
de masas y resonancia magnética nuclear.

Obtener las estructuras energéticamente optimizadas tanto de la hidroxiperezona como de
su angelato y los derivados sintetizados mediante un analisis conformacional in silico de

estructuras obtenidas computacionalmente mediante con un método ab initio.

EXPERIMENTAL: MATERIALES Y METODOS

Extraccion de hidroxiperezonay su angelato

La hidroxiperezona y su angelato se obtuvieron de las raices de la planta Acourtia cordata,

recolectada en el mes de febrero de 2017 en el Parque Estatal Sierra de Guadalupe, municipio

de Ecatepec de Morelos, Estado de México, coordenadas: N 19.6100, O 99.1036. La especie

vegetal fue plenamente identificada por el Dr. Juan Nava Serrano de la Escuela Nacional de

Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional. Las raices secas se trituraron y las

extracciones se realizaron colocando en un matraz de balén de 500 mL, 50 g de raiz con 250

mL de n-hexano grado reactivo (Quimica Meyer®, México). Esta mezcla se irradi6é en un bafio

de ultrasonido a 42 (x6%) KHz (Branson® 1510) por 1 hora a 50°C. Se filtré el extracto y se

redujo el volumen de disolvente hasta sequedad.

Pablo Ivin Mendoza Sanchez 11
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Posteriormente, el extracto se sometié a cromatografia en columna con gel de silice (Merck®
Kieselgel 60, tamafio de particula 0.063 mm) utilizando como eluyente primero una mezcla de
n-hexano/acetato de etilo 95/5 hasta llegar a una relacién 80/20. Al respecto, se separaron
como componentes principales al angelato de hidroxiperezona (aceite rojo), angelato de
perezona (aceite amarillo), hidroxiperezona (sélido naranja cristalino) y a la perezona (solido

amarillo cristalino).

Figura 3: Acourtia cordata en su entorno natural

Obtencién de oxiranos de hidroxiperezonay su angelato

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 0.5 mmoles de la quinona correspondiente y se
adicionaron 2 equivalentes (1 mmol, 94 mg) de hidroperoxido de urea (UHP), asi mismo se
adicionaron 10 mg de Nonozym-435® (lipasa B de Candida antarctica soportada en resina
acrilica), se agregaron 5 ml de acetato de etilo anhidro y se colocd un agitador magnético,

guedandose asi la mezcla en reaccion con agitacion a temperatura ambiente.

Se siguieron las reacciones por cromatografia en capa fina, utilizando como eluyente mezclas
de n-hexano y acetato de etilo: 70/30 para la reaccion de epoxidacion de hidroxiperezona y
80/20 para la reaccion correspondiente del angelato de hidroxiperezona. Una vez que se dej6
de observar materia prima, se filtré cuidadosamente la mezcla de reaccion y se lavo ésta con
salmuera tres veces, secando la fase organica con Na2SO4 anhidro. Acto seguido, se evaporo
el disolvente a presion reducida hasta sequedad. Se purificaron los compuestos mediante
cromatografia en capa preparativa en gel de silice (Macherey-Nagel Kieselgel® G/UV254), con

los mismos eluyentes indicados para el seguimiento de las reacciones.

UN M =% i'
POSGR/TDO %522
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Obtencidn de dioles por apertura de los oxiranos de hidroxiperezona y su angelato

En un matraz de bola de 100 mL se colocaron 0.25 mmoles del oxirano correspondiente y se
agregaron 10 ml de agua destilada mas 1 mL de acido acético glacial; se colocé un agitador
magneético y se coloco el matraz con la mezcla de reaccion en un reactor de microondas
(CEM® Discover), irradiando a una potencia de 150 W por 10 minutos, alcanzando una
temperatura de sobrecalentamiento de 105 °C. Se verificd por cromatografia en capa fina (n-
hexano/acetato de etilo, 60/40 para la reaccion del producto de hidroxiperezona y 70/30 para

la del angelato de hidroxiperezona).

Posteriormente, el producto se extrajo con acetato de etilo y la fase organica se lavé con
salmuera tres veces, secando la fase organica con Na2SOs, finalmente se evapor6 el
disolvente a sequedad. Acto seguido, se purificaron los compuestos mediante cromatografia
en capa preparativa en gel de silice (Macherey-Nagel Kieselgel® G/UV254), empleando los

mismos sistemas de elucion indicados para el seguimiento de las reacciones.

Identificacion y caracterizacion espectroscopica de productos

Los puntos de fusién (°C) fueron determinados en un aparato Fisher Jones, numero de serie
810N0220, y no estan corregidos. Los espectros de masas fueron obtenidos en un equipo de
cromatografia de liquidos de alto desempefio modelo 1260 Infinity Il, acoplado a un
espectrometro de masas con ionizacién por medio de electroespray, con sector analitico de
tiempo de vuelo modelo 6230 TOF LC/MS; ambos de marca Agilent Technologies® y
localizados en el Laboratorio Nacional en Salud de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala,
de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Los espectros de RMN de *H y '3C fueron
obtenidos en un espectrémetro Varian Mercury® 300 (*H 300.08 MHz, 3C 75.46 MHz) en
CDCIs a temperatura ambiente con tetrametilsilano (TMS) como referencia interna, los
desplazamientos quimicos () estan dados en ppm y las constantes de acoplamiento (J) en
Hz.

Ciencias Quimicas
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Optimizacion in silico de estructuras

Se dibujaron las estructuras de cada compuesto en GaussView 5.0® y se optimizaron
utilizando Gaussian09®, con el apoyo computacional de la supercomputadora Miztli, cuyo
acceso fue facilitado por la Direccibn General de Tecnologias de la Informacion y Computo
(DGTIC) de la UNAM. Se utilizd el nivel de teoria hibrido B3LYP y con un conjunto base 6-
311++g(d,p) con optimizacion de frecuencia. Asi, se determinaron y seleccionaron los

conférmeros de menor energia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de hidroxiperezonay su angelato

De las raices de Acourtia cordata (500 g), se hicieron extractos con n-hexano empleando como
meétodo de activacion ultrasonido; al respecto del extracto obtenido, después de un apropiado
proceso cromatografico se separaron: hidroxiperezona (6 g, 1.2%) y su correspondiente éster
angélico (15 g, 3%), asi como perezona (3.5 g, 0.7%) y su respectivo éster angélico (4.5 g,
0.9%); los porcentajes informados son con respecto a la masa seca del material vegetal.
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Figura 4: Regio-asighaciones de la hidroxiperezona

5

_.-

l; Hidroxiperezona; ((R)-2-(1,5-dimetil-4-hexenil)-3,6-dihidroxi-5-metil-p-benzoquinona)~ Sdlido rojo
cobrizo, Rr = 0.33 (n-Hex/AcOEt 80/20), pf = 149 + 1°C. *H NMR (300 MHz, CDCl) 5 1.20 (d, J=7.1 Hz, 3H, H-
9), 1.53 (s, 3H, H-15), 1.58 (m, 1H, H-10S), 1.65 (s, 3H, H-14), 1.79 (m, 1H, H-10R), 1.88 (M, 2H, H-11), 1.94 (s,
3H, H-7), 3.03 (m, 1H, H-8), 5.06 (ddd, J=7.1,5.9, 1.2 Hz, 1H, H-12), 7.72 (s, 2H, OH); 3C NMR (75 MHz, CDCl)
074 (C9), 17.6 (C-14), 18.3 (C-7), 25.7 (C-15), 26.6 (C-11), 29.2 (C-8), 34.1 (C-10), 111.2 (C-5), 119.2 (C-2),
1244 (C-12), 131.6 (C-13), 169.0 (C-1, C-3, C4, C-6). ESIFHRMS: masa exacta para CisHz1Os, [M+H]'
265.1434, valor preciso correspondiente: 265.1469, error: 13.20 ppm, insaturaciones: 6.
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Figura 5: Regio-asighaciones del angelato de Hidroxiperezona

Se sospechd inicialmente que el producto era un éster desconocido de alguna quinona
reportada en las especies del género Acourtia, 3 y segln las caracteristicas mostradas por
este producto, se decidio realizar una hidrdlisis basica. Se obtuvo un sdélido rojo cobrizo que
fue plenamente identificado como hidroxiperezona, mientras que la confirmacién del residuo

de acido carboxilico se logré6 mediante técnicas espectroscopicas.

IV; Angelato de hidroxiperezona; ((R)-2-(1,5-dimetil-4-hexenil)-3-hidroxi-5-metil-6-((2)-2-metilbut-2-
enoiloxi}-p-benzoquinona)~ Aceite rojo, Rt = 0.45 (n-Hex/AcOEt 80/20). *H NMR (300 MHz, CDCls) 5 1.20 (d,
J=6.8Hz, 3H, H-9), 153 (s, 3H, H-15), 1.57 (m, 2H, H-10), 1.64 (s, 3H, H-14), 1.76 (M, 2H, H-11), dos sefiales
traslapadas en: 1.90 (m, 3H, H-19) y 1.94 (s, 3H, H-7), 2.04 (m, 3H, H-20), 3.04 (m, 1H, H-8), 5.02 (ddd, J=7.0,
5.9, 1.3 Hz, 1H, H-12), 6.02 (ddt, J = 7.2, 1.5, 1.3 Hz, 1H, H-18), 7.14 (s, 1H, OH); *3C NMR (75 MHz, CDCl) &
8.0(C-9),16.0(C-19),17.7 (C-14),18.3 (C-7), 20.4 (C-20), 25.8 (C-15), 26.7 (C-11), 29.6 (C-8), 34.1 (C-10), 115.3
(C5),1117.8(C-2),126.0 (C-17),1245 (C-12), 132.2 (C-13), 142.8 (C-18), 164. 8 (C-3), 170.0 (C-16), 180.0 (C-
6), 1805 (C-1), 1840 (C4). ESI-HRMS: masa exacta para CxoHzrOs, [M+H]" 347.1853, valor preciso
correspondiente: 347.1890, error: 10.65 ppm, insaturaciones: 8.

El acercamiento verde en la extraccion es mediano, puesto que un punto muy en contra de
esto es que el disolvente utilizado para la extraccion fue el n-hexano, el cual se considera como
no verde debido a que es inflamable, medianamente toxico y no es renovable ya que proviene
de la destilaciéon del petréleo. Contrasta con este hecho que la extraccion se realizé con ondas
mecanicas de ultrasonido como energia de activacion, lo cual incide directamente en el
principio numero 6 del Protocolo de la Quimica Verde, al haber un ahorro en tiempo y

energia.

38 Joseph-Nathan, P.; Gonzalez, M. P.; Rodriguez, V. M. Phytochemistry, 1972, 11(5), 1803-1808

Ciencias Quimicas

Pablo Ivin Mendoza Sanchez 15



Obtencion de oxiranos de hidroxiperezona y su angelato

UHP RO

Nonvozym435

AcOEt
TA.

R =H, IIA (84 %)

(o]
R= , IVA (72%)

lIA; 12,13-Epdxido de hidroxiperezona; (2-((1R)-1,6-Dimetil-(2RS)-2,3-epoxi-hexanil)-3,6-
dihidroxi-5-metil-p-benzoquinona).- Solido naranja amorfo, R = 0.25 (n-Hex/AcOEt 70/30),
pf = 128 + 1°C. 'H NMR (300 MHz, CDCls) 5 1.23 (d, J = 9.8 Hz, 3H, H-9), 1.25 (s, 3H, H-15),
1.30 (s, 3H, H-14), 1.50 (m, 2H, H-10), 1.73 (m, 2H, H-11), 1.94 (s, 3H, H-7), 2.71 (s, 1H, H-
12), 3.08 (m, 1H, H-8), 7.81 (s, 2H, OH); 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) & 15.0 (C-9), 17.9 (C-
14), 18.7 (C-7), 26.0 (C-15), 26.7 (C-11), 28.9 (C-8), 34.2 (C-10), 58.0 (C-13), 66.0 (C-12),
123.8 (C-5), 125.0 (C-2), 141.8 (C-3), 153.7 (C-6), 184.4 (C-1), 188.1 (C-4). ESI-HRMS: masa
exacta para CisH210s, [M+H]* 281.1384, valor preciso correspondiente: 281.1399, error: 5.33

ppm, insaturaciones: 6.

IVA; 12,13-Epo6xido del angelato de hidroxiperezona; (2-((1R)-1,6-Dimetil-(2RS)-2,3-
epoxi-hexanil)-3-hidroxi-5-metil-6-((Z)-2-metilbut-2-enoiloxi)-p-benzoquinona).—  Aceite
rojo, Rf = 0.52 (n-Hex/AcOEt 80/20). *H NMR (300 MHz, CDCls) & 1.20 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-
9), 1.53 (s, 3H, H-15), 1.57 (m, 2H, H-10), 1.64 (s, 3H, H-14), 1.76 (m, 2H, H-11), 1.91 (m, 3H,
H-19) y 1.99 (s, 3H, H-7), 2.04 (m, 3H, H-20), 2.69 (s, 1H, H-12), 3.04 (m, 1H, H-8), 6.02 (ddt,
J=7.2,1.5,1.3 Hz, 1H, H-18), 7.14 (s, 1H, OH); 13C NMR (75 MHz, CDCls) & 14.4 (C-9), 16.0
(C-19), 17.6 (C-14), 18.6 (C-7), 20.4 (C-20), 22.4 (C-15), 26.4 (C-11), 26.4 (C-8), 34.1 (C-10),
57.1 (C-13), 64.8 (C-12), 124.0 (C-5), 124.3 (C-2), 126.8 (C-17), 142.6 (C-18), 165.8 (C-3),
170.2 (C-16), 178.2 (C-6), 180.5 (C-1), 183.9 (C-4). ESI-HRMS, masa exacta para C20H270s,
[M+H]* 363.1802, valor preciso correspondiente: 363.1815, error: 3.58 ppm, insaturaciones: 8
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Como se puede observar, los oxiranos son obtenidos como mezcla diasteromérica. Esto ocurre
debido a que el agente oxidante (acido peroxiacético) no es quiral, esto es, la reaccion no es
esteroselectiva. Sin embargo, la metodologia realizada representa un buen prospecto de
acercamiento verde, puesto que el medio de reaccion, el acetato de etilo, es considerado un
disolvente relativamente amigable con el ambiente,*® ademas de que las condiciones de
reaccion son muy suaves, pues se trabajé a temperatura y presion ambiente y adicionalmente,
se utilizd un catalizador (Novozym 435®). Cabe sefialar que los residuos producidos en este
caso, son agua, acido acético y urea, todos inocuos. En el caso de esta reaccién, situdndola
dentro del Protocolo de la Quimica Verde, se logro incidir en los principios:

1: Se previnieron residuos nocivos

3: Se logré una sintesis segura al evitar el uso de condiciones drasticas de reaccién y

de reactivos metélicos, los cuales son potencialmente nocivos

e 5: El acetato de etilo como disolvente es considerado verde,3® asi mismo el agente
oxidante (complejo urea-peréxido) representa un riesgo nulo en su almacenaje y
manipulacion

e 6: Lareaccion se llevé a cabo en condiciones de temperatura y presion ambiente

e 7: El uso de una fuente natural para el sustrato de las reacciones, asi como de una
enzima como catalizador

e 8: No se utilizaron grupos protectores, puesto que la reaccién es regioselectiva y se da
exclusivamente en la insaturacién de la cadena lateral y no en la quinona

e 9: El uso de catalisis enzimatica

e 10: Los residuos son biodegradables

e 12: El proceso globalmente hablando es seguro y se evitaron riesgos

39 Capello, C.; Fischer, U.; Hungerbihler, K. Green Chem., 2007, 9, 927-934.
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Obtencién de dioles por apertura de los oxiranos de hidroxiperezona y su angelato

ACOH/H,0

Microondas
100W
110°C, 10 min

R =H, B (90 %)

(0]
,/“\%
R = , IVB (85%)

IIB; 2-(1R, 4RS)-4,5-Dihidroxi-1,5-dimetilhexil)-3,6-dihidroxi-5-metil-p-benzoquinona).—
Aceite naranja, Rf = 0.33 (n-Hex/AcOEt 70/30). *H NMR (300 MHz, CDCI3) 5 1.25 (d, J = 6.8
Hz, 3H, H-9), 1.25 (s, 3H, H-15), 1.35 (s, 3H, H-14), 1.55 (m, 2H, H-10), 1.75 (m, 2H, H-11),
1.96 (s, 3H, H-7), 2.74 (s, 1H, H-12), 3.07 (m, 1H, H-8), 7.83 (s, 2H, OH); 13C NMR (75 MHz,
CDCls) 6 7.6 (C-9), 18.3 (C-14), 19.0 (C-7), 24.7 (C-15), 28.0 (C-11), 30.0 (C-8), 31.2 (C-10),
58.9 (C-13),65.0 (C-12), 114.6 (C-5), 119.9 (C-2), 169.0 (C-1, C-3, C-4, C-6). ESI-HRMS: masa
exacta para CisH230s, [M+H]* 299.1489, valor preciso correspondiente: 299.1466, error: 7.69

ppm, insaturaciones: 5

IVB; 2-(1R,4RS)-4,5-Dihidroxi-1,5-dimetilhexil)-3-hidroxi-5-metil-6-((Z)-2-metilbut-2-
enoiloxi)-p-benzoquinona). — Aceite rojo, Rf = 0.31 (n-Hex/AcOEt 80/20). 'H NMR (300 MHz,
CDCl3) & 1.22 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-9), 1.55 (s, 3H, H-15), 1.59 (m, 2H, H-10), 1.63 (s, 3H, H-
14), 1.79 (m, 2H, H-11), 1.91 (m, 3H, H-19), 1.96 (s, 3H, H-7), 2.08 (m, 3H, H-20), 2.76 (s, 1H,
H-12), 3.06 (m, 1H, H-8), 6.01 (ddt, J=7.1, 1.4, 1.3 Hz, 1H, H-18), 7.15 (s, 1H, OH); *3C NMR
(75 MHz, CDCls) & 15.3 (C-9), 16.0 (C-19), 17.9 (C-14), 18.6 (C-7), 20.9 (C-20), 22.0 (C-15),
26.1 (C-11), 26.7 (C-8), 34.9 (C-10), 59.2 (C-13), 65.0 (C-12), 124.2 (C-5), 125.0 (C-2), 125.7
(C-17), 141.5 (C-18), 165.5 (C-3), 171.3 (C-16), 176.9 (C-6), 181.3 (C-1), 184.6 (C-4). ESI-
HRMS: masa exacta para C20H270s, [M+H]* 363.1802, valor preciso correspondiente:

363.1815, error: 3.58 ppm, insaturaciones: 7
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Es de destacar que, en la obtencién de los dioles, producto de la apertura de los oxiranos de
la etapa anterior, el proceso en general conlleva un excelente acercamiento verde. Se
enumeran a continuacion los principios del Protocolo de la Quimica Verde, en los que se

logré incidir:

1: Se previnieron residuos nocivos

2: La incorporaciéon de un atomo y dos de hidrégeno al producto final implican la adicion

de una molécula de agua por cada molécula de sustrato, por lo que la economia atémica

es alta, tomando en cuenta que el acido acético utilizado se encuentra en cantidades

cataliticas

e 3: Se logré una sintesis segura al evitar el uso de condiciones drasticas de reaccién y
de reactivos peligrosos al utilizar irradiacién de microondas como fuente de energia de
activacion y agua acidulada como medio de reaccion

e 5: El agua es un disolvente seguro

e 6: La reaccion se llevo a cabo mediante el empleo de microondas como energia de
activacion, acortando el tiempo de reaccion, lo que hace que haya un menor consumo
energético

e 9: El uso de acido acético como catalizador, el cual es biodegradable

e 10: Los residuos en general son biodegradables

e 12: El proceso globalmente hablando es seguro y se evitaron riesgos

Optimizacion in silico de estructuras

Después de un analisis conformacional de cada uno de los sistemas quimicos de este trabajo,
se determinaron las estructuras optimizadas de los productos naturales (Il y IV), asi como de
sus respectivos derivados (IIA-B y IVA-B). Cabe destacar que se trabajaron también los
diasteromeros, de los epdxidos de hidroxiperezona y de su angelato, asi como los
diasteromeros correspondientes de los dioles productos de la apertura, puesto que los

productos se obtuvieron como mezcla diasteromérica.
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B (R,S) IVB (R,S)

Las estructuras quimicas de este trabajo, fueron optimizadas al mismo nivel de teoria, con la
finalidad de compararlas con algunas moléculas analogas. La justificacion principal de este
trabajo reside en la actividad anti Poli ADP ribosa polimerasa (PARP1) que exhiben tanto la
perezona, *° la hidroxiperezona y el angelato de esta Ultima, la cual se esperaria que esté e

mayor o menor grado, presente en nuevos derivados de éstas.

El haber analizado la actividad anti PARP1 a nivel te6rico (docking), es de suma importancia
ya que estos compuestos podrian presentar una alternativa en las terapias antitumorales. Esto
implica que la replicacion celular neoplasica se ve frenada o ralentizada al inducir apoptosis en
células afectadas, eliminando asi potencialmente una diversidad de tumores y su propagacion

0 metastasis, dado mas esperanza de vida a los pacientes que sufren diversos tipos de cancer.

40 Hernandez-Rodriguez M.; Mendoza Sanchez, P. |.; Macias Pérez, M. E.; Rosales Cruz, E.; Mera Jiménez, E.;
Nicolas Vazquez, M. |.; Miranda Ruvalcaba, R. Arch. Biochem. and Biophys, 2019, en imprenta, disponible en
linea desde el 4 de mayo de 2019.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se lograron cumplir los objetivos del mismo, al extraer
hidroxiperezona (1) y su angelato (1V) de las raices de Acourtia cordata mediante el empleo de
ondas mecanicas de ultrasonido como energia de activacion, lo cual representa una alternativa
a los métodos clasicos de extraccion que utilizan energia térmica. A su vez, fue posible la
epoxidacion de la insaturacion en la posicion 12 de 1l y IV para producir oxiranos, oxidacion
que se realiz6 por medio de la reaccidn de Prileschajew utilizando un peroxiacido, producto de
la perhidrdlisis del acetato de etilo mediada por una lipasa como Novozym 435® en presencia
de peroxido de hidrégeno y urea, que se llevo a cabo en condiciones de temperatura y presion
ambientales, lo cual resulta ventajoso si se compara con las metodologias tradicionales.
También, cabe sefialar que la apertura de estos oxiranos se logré utilizando a las microondas
como fuente de activacion alterna y con catélisis &cida, utilizando como disolvente al agua. Por
otra parte, en la parte computacional, las estructuras optimizadas de las moléculas trabajadas
funcionaran como modelos para posteriores trabajos, puesto que estas también pueden servir
como punto de partida para obtener compuestos nuevos con posible actividad biolégica de
interés, los cuales se estudiaran tanto experimentalmente como a nivel computacional. En
todas estas metodologias utilizadas se lograron una serie de acercamientos verdes, por lo que
esta propuesta de trabajo se puede incluir dentro del ambito de la Quimica Verde, como una

via a la sostenibilidad.
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PROSPECTIVAS

Si bien el objetivo principal se define como la obtencidn de oxiranos de la hidroxiperezonay su
angelato, mediante la epoxidacién de la cadena lateral y la posterior apertura nucleofilica de
dicho oxirano, se pretende a futuro explotar una parte de la amplia gama de productos que
seran obtenidos a partir de dichos dioles. Algunos ejemplos pueden ser formar complejos
metalicos de estos dioles con iones metalicos de interés biolégico como por ejemplo platino,
para obtener productos analogos al cisplatino (mostrado a continuacion) para el tratamiento de

diversos canceres.*!

Estos anélogos han logrado minimizar los efectos secundarios del cisplatino, y dentro de esta
familia se localizan compuestos que son complejos de carboxilatos, aminas y alcoholes, que
inducen la isomeria cis de estos complejos, y dado que los compuestos derivados de la
hidroxiperezona y su angelato obtenidos en el presente trabajo son dioles vecinales, la
isomeria cis estaria presente en los complejos de platino propuestos a obtenerse. Hay una
buena posibilidad de que los complejos derivados de quinonas sesquiterpénicas puedan
potenciar los efectos del cisplatino, como ya se ha demostrado por ejemplo con la curcumina,

otro producto natural.*?

41 Qun, R.; Moussa, Y.E.; Wheate, N.J.; Dalton Transactions. 2018,47 (19): 6645-6653.
42 Sun, C. Y.; Zhang, Q. Y.; Zheng, G. J.; Feng, B.; Biomedicine & Pharmacotherapy. 2019, 110, 518-527.
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