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RESUMEN

Los productos naturales obtenidos de plantas han sido muy importantes para el desarrollo
de farmacos preparados con el fin de tratar diversas enfermedades. Una de esas
enfermedades es el cancer el cual es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. Los esfuerzos por vencer a este padecimiento hacen que cada dia se continte

con la basqueda de nuevos farmacos mas eficientes para su tratamiento.

En este trabajo se explord la formacion de nuevos compuestos sesquiterpénicos derivados
del longipineno y se evalud su interaccion con la tubulina en ensayos de polimerizacion
in vitro. Dicha exploraciéon se hizo a partir de los productos naturales terpénicos del
género Stevia, tales como la rasteviona (10) que se aisla en alto rendimiento de las raices
de Stevia serrata Cav. y cuyo estudio quimico se ha efectuado a profundidad. La
hidrélisis alcalina de 10 generd el sesquiterpeno denominado longipinan-7,8,9-triol-1-ona
(11). Por otro lado, el compuesto 10 se transpuso en medio acido al sesquiterpeno
triciclico de tipo morelieno 12, el cual se hidroliz6 en medio alcalino para dar la moreli-
10(14)-en-7,8-diol-1-ona 13. Los compuestos 10 y 11 fueron la base para la preparacion
de los ésteres 19-23 derivados del &cido benzoico y del acido cindmico mediante el

tratamiento con el cloruro de acilo correspondiente en presencia de piridina.

El derivado del longipineno 19 esterificado con un derivado del &cido cindmico
acelerd la polimerizacion de los heterodimeros de a,f-tubulina y presentd un efecto
estabilizante de los microtdbulos. Los estudios de reconocimiento molecular
(docking) revelaron que este derivado de longipineno (19, Epock = —9.3 kcal/mol)
ocupa el sitio activo del paclitaxel, sugiriendo que éste puede ser el mecanismo por el

cual se produce la estabilidad en los microttbulos.
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ABSTRACT

Plant-derived natural products have been very important in drug development
allowing the treatment of many diseases. One of these diseases is cancer which is one
of the leading causes of death worldwide. Many efforts are devoted to fight this
disease, resulting in a continuous search for more effective new drugs for its

treatment.

In the present work, the preparation of new sesquiterpene compounds derived from
longipinene was explored and were evaluated their interactions with tubulin
polymerization in in vitro assays. Such scanning was made starting from the natural
products of the genus Stevia as rastevione (10) isolated in high yields from the roots
of Stevia serrata Cav. and whose chemical study has been carried out in depth.
Alkaline hydrolysis of 10 generated longipinan-7,8,9-triol-1-one (11). Moreover,
compound 10 was rearranged in acid media to yield the tricyclic sesquiterpene
derived from moreliene (12), which was hydrolyzed in alkaline medium to give
moreli-10(14)-en-7,8- diol-1-one (13). Compounds 11 and 13 were the starting
materials for the preparation of esters 19-23 derived from benzoic and cinnamic acids

by treatment with the appropriate acyl chloride in the presence of pyridine.

Longipinene derivative 19 esterified with a cinnamic acid derivative accelerated the
polymerization of o,B—tubulin heterodimers and showed microtubule stabilization.
Docking studies revealed that this longipinene derivative (19, Epock= —9.3 kcal/mol)
occupies paclitaxel active site, suggesting that this could be the mechanism for

producing microtubule stability.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de los productos naturales en la medicina

Los organismos vivos como plantas, hongos, bacterias y animales producen una variedad
de compuestos que se denominan metabolitos primarios y metabolitos secundarios, estos
metabolitos abarcan una amplia gama de funciones. Los metabolitos primarios incluyen
aminoacidos, azucares, acidos nucleicos y lipidos, compuestos necesarios para que se
lleven a cabo todas las funciones celulares, mientras que los metabolitos secundarios son
biosintetizados para incrementar las posibilidades de supervivencia del organismo que los
produce ya sea alejando depredadores o como en el caso de las plantas terrestres atrayendo

insectos para favorecer la polinizacion.!

A lo largo de la historia de la humanidad, los productos naturales han desempefiado un
papel importante en el desarrollo de la medicina, la farmacologia y la quimica organica.
Gracias a la llegada de la biologia molecular y la quimica combinatoria que han hecho
posible el disefio racional de compuestos quimicos con blancos celulares especificos, el
papel de los productos naturales pas6 a un plano secundario en el descubrimiento de nuevos
farmacos.? Sin embargo, en la actualidad existe un interés renovado en explorar la actividad
farmacoldgica de los productos naturales, todo esto con el objetivo de encontrar nuevas
alternativas para el tratamiento de enfermedades en las cuales la eficacia de los fa&rmacos

con los que se cuenta no es Gptima.

Actualmente el 34% de los farmacos que se emplean en la terapéutica son productos
naturales o derivados semisintéticos de productos naturales. De este porcentaje el 68%
pertenecen a farmacos antibacterianos, mientras que el 54% son farmacos que se utilizan

para el tratamiento del cancer.’

La estructura quimica de los productos naturales es compleja y dichas moléculas adoptan
generalmente distintas conformaciones en el espacio las cuales son necesarias para que se
Ileve a cabo la interaccion con el blanco farmacoldgico al que se dirigen. Los productos
naturales presentan una alta afinidad por su sitio de accion y en algunos casos esta afinidad

no puede ser igualada por algun otro compuesto obtenido por sintesis quimica.



1.2. Compuestos terpénicos con actividad antitumoral

Los terpenos son compuestos naturales que provienen en su mayoria de plantas sin
embargo también se pueden encontrar en bacterias, hongos y algunos organismos marinos.
Se construyen a partir de unidades del hidrocarburo isopreno (2-metil-1,3-butadieno) en
base a la regla del isopreno que fue descrita por Wallach en 1887 (Figura 1) y se clasifican

de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que contienen (Tabla 1).*

5
P
cabeza del .2~ N _cola del
isopreno 3  Isopreno

Figura 1. Estructura del isopreno (2-metil-1,3-butadieno). El extremo ramificado de la
molécula es la cabeza y el otro extremo es la cola. En moléculas con dos 0 méas unidades de
isopreno, la cabeza de una unidad va unida a la cola de la siguiente cadena.

Tabla 1. Clasificacion de los terpenos de acuerdo al niamero de unidades de isopreno.

NUmero de unidades de NUmero de carbonos

isopreno
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 35

Algunos de estos productos naturales presentan actividad biolégica, un ejemplo de ello es el
taxol (1) o paclitaxel (Figura 2) un diterpeno aislado de Taxus brevifolia.® Este compuesto
es un agente anticancerigeno ampliamente utilizado en la clinica para el tratamiento de
tumores sélidos como el carcinoma metastasico de ovario, de mama y cancer de pulmoén de

celulas no pequefias.



Figura 2. Estructura del paclitaxel

Otros compuestos que presentan actividad bioldgica son las lactonas terpénicas que se
aislan de distintas familias de plantas y animales de origen marino. La mayoria de estos
compuestos presentan actividad citotdxica, cuya actividad se encuentra estrechamente

relacionada con su estructura quimica y la presencia de un carbonilo a,p—insaturado.

Haciendo una revision en la literatura se encontr6 que hay lactonas terpénicas (Figura 3)
que presentan actividad antitumoral. El costundlido (2) es una lactona monoterpénica que
se aisla de la raiz de Sausserea lappa induce la apoptosis en diferentes lineas celulares de
cancer al disminuir la expresién de la proteina anti-apoptotica BcL-2 y promueve ademas la
diferenciacion de células de leucemia al inhibir la angiogénesis endotelial e interrumpir la
arquitectura de los microtibulos.®”® La lactona sesquiterpénica partendlido (3) que se
obtiene de Tanacetum parthenium induce muerte celular por apoptosis a través de estrés
oxidativo, ademas de estimular el rapido ensamble de la tubulina.®¥ La helenalina (4) se
aisla de varias especies de Arnica y de Helenalinum y ejerce su actividad anticancerigena
mediante un mecanismo similar al de otras lactonas sesquiterpénicas al inhibir al NF-xB e
inducir la apoptosis celular.t21* |a artemisina (5) ejerce su efecto citotdxico en presencia
de iones ferrosos, y como las células cancerigenas presentan una alta acumulacion de
hierro, la artemisina y sus derivados pueden matar selectivamente a las células
cancerosas.'*® Otras lactonas sesquiterpénicas como la vernodalina aislada de Vernonia
amigdalina,® la eupatoriopicrina aislada de Eupatorium cannabinum?’ y el avarol aislado

de la esponja marina Dysidea avara’® también presentan una actividad citotoxica notable.



Figura 3. Lactonas sesquiterpénicas con actividad antitumoral.

Es interesante analizar el caso de un sesquiterpeno aislado de Zygogynum calothyrsum, el
1B-p-hidroxi-E-cinamoildrimeninol (8) (Figura 4) ya que éste demostré tener una alta
citotoxicidad en células de carcinoma de colén COLO205 y KM12.1° Este sesquiterpeno
presenta dentro de su estructura un derivado del acido cinamico que es de gran importancia
ya que se sabe que varios cinamatos son extremadamente potentes como agentes

antitumorales.

Figura 4. 1B-p-Hidroxi-E-cinamoildrimeninol (8) y acido cindmico (9)



Los cinamatos estan constituidos por un acido acrilico sustituido en la posicion B con un
grupo fenilo y se encuentran esterificados, generalmente a un alcohol de tipo terpénico. El
acido cinamico (9) (Figura 4) por si mismo presenta una baja toxicidad a la exposicion
humana, aunque posee un carbonilo a,f—insaturado el cual se emplea cominmente en el

disefio de agentes anticancerigenos.?

1.3. Rasteviona, un sesquiterpeno de Stevia serrata

El género Stevia comprende alrededor de 230 especies de las cuales alrededor de 70 son
endémicas de nuestro pais. De este género se han aislado gran variedad de terpenos:
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y triterpenos. Algunos de estos compuestos se
aislan en alto rendimiento, especialmente el derivado del longipineno denominado
rasteviona (10) (Figura 5) procedente de la raiz de Stevia serrata Cav.?! Este sesquiterpeno
presenta una gran reactividad quimica, siendo un blanco interesante para realizar
modificaciones estructurales por lo que su estudio quimico se ha efectuado a profundidad
obteniéndose asi una amplia variedad de derivados del longipineno. Uno de estos
compuestos es la denominada longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11) que es producto de la

hidrélisis alcalina de la rasteviona.?

Figura 5. Derivados del longipineno 10 y 11 y productos de transposicion 12 y 13.
Ang = (2)-2-metil-2-butenoilo, Tig = (E)-2 metil-2-butenoilo.



El hecho de que la rasteviona (10) sea un compuesto triciclico formado por un anillo de
siete miembros, uno de seis y uno de cuatro hace que este sesquiterpeno pueda
experimentar en medio &cido una transposicion tipo Wagner-Meerwein generando un
sesquiterpeno de tipo morelieno (12). En dicha transposicion, el anillo de cuatro miembros
se expande a uno de cinco, ocurre la eliminacién de una molécula de agua y los grupos
angeloilo se isomerizan a grupos tigloilo. La hidrélisis de 12 da como resultado la remocién
de los grupos tigloilo, obteniéndose la moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13).%

1.4. Tubulinay microtubulos

Los microtibulos son polimeros cilindricos huecos del citoesqueleto compuestos por la
proteina tubulina, la cual se presenta como un heterodimero formado por las subunidades
o—tubulina y B-tubulina. Ambos mondmeros comparten aproximadamente el 40% de
identidad de secuencia y sus estructuras tridimensionales son muy similares, cada
subunidad tiene un sitio de union al 5’-trifosfato de guanosina (GTP) (Figura 6a). El sitio
de unién del GTP en la a—tubulina se conoce como sitio no intercambiable (N-site)
mientras que el sitio de uniéon de GTP en —tubulina es conocido como sitio intercambiable
(E-site), que es donde tiene lugar la hidrélisis de GTP.% La disposicion de cabeza a cola de
los dimeros de a,f—tubulina dentro de los microtubulos dan al polimero cierta polaridad. El
extremo “mas” constituido por P—tubulina crece mas rapido que el extremo “menos”
formado por a—tubulina.® La polimerizacion de la tubulina da origen a protofilamentos y la
interaccion de 13 protofilamentos forman un microtabulo (Figura 6b). Los microtibulos
tienen un didmetro de 8 nm y pueden crecer hasta 20 pum en las células y 3 mm in vitro,
entre sus funciones destacan: contribuir al mantenimiento de la forma celular, servir como
pistas para el transporte intracelular de vesiculas y organelos gracias a las proteinas motoras
dineina y cinesina, ser los componentes principales de cilios y flagelos, asi como formar el

huso mitdtico, necesario para la division celular (Figura 6¢).2*

Una propiedad que presentan los microtubulos es la capacidad de someterse a periodos de
rapido crecimiento y acortamiento (Figura 7). Este comportamiento se denomina
inestabilidad dinamica, la cual se lleva a cabo en los extremos de un microtubulo. La

dindmica de los microtubulos es central para que estos cumplan sus funciones biologicas ya
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Figura 6. (a) Heterodimero de a,f—tubulina en donde se puede ver el sitio de union al GTP
en ambos dimeros. (b) Formacion de microtdbulos. (c) Funciones de los microtibulos.
Proteinas motoras dineina y kinesina. Micrografias de fluorescencia de cultivos celulares,
microtUbulos (verde) en elongacién desde el centrosoma (rojo) cercano al nucleo (azul),
célula HeLa en mitosis con los microtibulos (verde) formados desde el centrosoma en el
huso mitotico. Micrografia electronica de barrido de los cilios coordinados de Paramecium
sp. Modificado de Jordan, M. A; Wilson, L. Microtubules as a target for anticancer drug.
Nature Cancer Review. 2004, 4, 253-265 y Pollard, T. D.; Earnshaw, W. C. Cell Biology.
Second Edition. Saunders, W. B. (ed.) New York, 2007.



que les permite reorganizarse rapidamente y generar fuerzas de empuje y traccion durante
la polimerizacion y despolimerizacion. Para que se lleve a cabo la polimerizacion de los

microtlbulos es necesaria la presencia de GTP.?®

La inestabilidad dindmica de los microtUbulos esta en funcién de cuatro factores:
1. Velocidad de crecimiento del microtibulo.
2. Velocidad de acortamiento del microttbulo.

3. Frecuencia de transicion de un estado de crecimiento o pausa a un estado de

acortamiento denominado catastrofe.

4, La frecuencia de transicion de un estado de acortamiento a un estado de crecimiento o

pausa el cual se denomina rescate.?®

La dinamica de los microtibulos depende de factores tanto fisicos como quimicos, tales
como temperatura, presion, concentracion de iones calcio, pH y la presencia de ciertos
compuestos organicos. En base a esto se han desarrollado distintos métodos in vitro para
evaluar el efecto de posibles farmacos cuyo blanco farmacoldgico sean los microtibulos.
Uno de los métodos maés utilizados es una modificacion del descrito originalmente por
Shelanski et al.?” que emplea tubulina de cerebro de bovino o porcino, una solucién de GTP
y los compuestos a ensayar disueltos en DMSO. La solucién con la proteina, GTP y los
compuestos se incuban a 37 °C durante 60 minutos para que se lleve a cabo la polimeriza-

cion de los heterodimeros de a,B—tubulina.

Este método aprovecha la capacidad que tienen los microtuibulos para dispersar la luz.
Dicha propiedad es proporcional a la concentracion de polimeros dentro de la solucion.
Mientras se esta realizando la incubacion se toman lecturas de absorbancia a 340 nm, ya
que la densidad Optica de la solucion aumenta conforme se van formando los polimeros.
Posteriormente se aplica un estimulo despolimerizante, que puede ser dado por una

solucion de CaCl, o por una disminucion de la temperatura de incubacion.
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Figura 7. Dinamica de los microtdbulos. Las diferentes fases estdn en funcion de las
necesidades celulares. Modificado de: Conde, C.; Céceres, A. Microtubule assembly,

organization and dynamics in axons and dendrites. Nat. Rev. Neurosci., 2009, 10, 319-332.

1.5. Agentes que interaccionan con el heterodimero de a,p—tubulina

Debido a que los microtibulos juegan un papel crucial en el proceso de divisiéon celular
diversos farmacos que se utilizan en el tratamiento del cancer tienen como blanco
terapéutico a la tubulina, la mayoria de estos compuestos se han aislado a partir de bacterias
esponjas marinas, moluscos y plantas, presentando una gran diversidad y complejidad
estructural. Estos agentes se pueden clasificar como ligandos activadores y ligandos
desactivadores de la tubulina. Los ligandos activadores son aquellos que al unirse a la
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tubulina favorecen la polimerizacion y por ende la formacion de microtdbulos, mientras

que los ligandos desactivadores favorecen la despolimerizacion de los microtibulos.?

Tanto los ligandos activadores como los ligandos desactivadores tienen un sitio de unién
especifico dentro de la tubulina por lo que se han descrito tres sitios principales de union:
(a) sitio de la colchicina, (b) sitio de los alcaloides de la vinca y (c) sitio del taxol (Figura
8).

Sitio de la colchicina: Este sitio de union estd localizado en el centro del dimero de
tubulina, en la interfase entre los monémeros de o y p—tubulina.?® Los farmacos que se
unen a este sitio despolimerizan a los microtubulos a altas concentraciones y estabilizan la
dinamica de los microtubulos a bajas concentraciones. Los compuestos que se unen a este
sitio: la colchicina y sus analogos, las podofilotoxinas, las combretastinas, el 2-

metoxiestradiol, las dicetopiperazinas, las esteganacinas y las curacinas.?®

Sitio de los alcaloides de la vinca: Los compuestos que se unen a este sitio son los
alcaloides de la vinca (vinblastina, vincristina, vinorrelbina, vindesina y vinflunina), las
criotoficinas y las dolastatinas (eribulina, espongistatinas, rhizoxina, maitansinoides y
tasidotina).?® Los compuestos se introducen como una cufia entre dos dimeros de tubulina
interaccionando con la subunidad alfa de uno y beta de otro, esta interaccion interfiere con

la hidrélisis de GTP ya que evita los contactos que esta reaccion requiere.?®

Sitio del taxol: Los compuestos que se unen a este sitio son los taxanos (paclitaxel y
docetaxel) y las epotilonas (ixabepilone, patupilone y discodermélido) principalmente.
Estos compuestos se unen a la pB-tubulina en un bolsillo hidrofébico entre el dominio
intermedio y el dominio N-terminal y en contacto con el lazo M, elemento principal de las
interacciones laterales entre los protofilamentos. Estabilizan a los microtdbulos por un

cambio de conformacion que hace mas estable la estructura de la p—tubulina-GTP. 2

1.6. Acoplamiento molecular proteina—ligando (docking)

A lo largo del tiempo el disefio y la produccion de farmacos se ha renovado

constantemente, todo esto con el objetivo de disefiar candidatos mas eficaces para el
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Paclitaxel Vinblastina Colchicina
1 14 15

Figura 8. Sitios de unién de farmacos en el heterodimero de a,p—tubulina. Se distinguen

tres sitios principales de union: (a) sito del taxol, (b) sitio de los alcaloides de la vinca y (c)
sitio de la colchicina. La union de estos farmacos afecta la dindmica de los microtdbulos. a:
tomada de PDB bajo el codigo 1JFF. b: tomada de PDB bajo el c6digolZ2B. c: Imagen
modificada de Pradeep, K. N.; Biswa, P. C.; Surya, N. V.; Ritu, A.; Ramesh, C.; Srinivas,
K.; Harish, C. J. Rational desing, synthesis and biological evaluations of amino-noscapine:
a high affinity tubulin-binding noscapinoid. J. Comput. Aided. Mol. Des., 2011, 25, 443-
454

tratamiento de diversas enfermedades. Una de las herramientas que mas se emplea en la
actualidad es el disefio de farmacos asistidos por computadora en donde los objetivos

principales de esta técnica son tres: descubrir nuevas moléculas activas, optimizar
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moléculas activas ya conocidas y seleccionar de un grupo dado de estructuras a los

candidatos que tengan mayor probabilidad de convertirse en farmacos exitosos. 3

El acoplamiento molecular proteina-ligando es un método computacional que permite
encontrar la orientacién y posicién de un ligando en el sitio activo al que se unen, es decir,
encontrar la union mas probable entre un ligando y su receptor. Dicha interaccion sera
aquella que presente una menor energia de union.®? Para llevar a cabo este tipo de estudios
es necesario contar con la estructura tridimensional del receptor. La fuente principal de
estas estructuras es el Protein Data Bank (PDB).>® Para preparar el ligando se debe de
contar con un criterio establecido para distinguir cual de todas las conformaciones que éste
adopta en el espacio es la mas adecuada para que la interaccién receptor-ligando sea mas

eficaz.

2. JUSTIFICACION

Tanto la tubulina como los microtubulos juegan un papel esencial en la division celular, por
lo que han sido utilizados como blancos farmacoldgicos para el tratamiento del cancer.
Actualmente existen varios compuestos que interactdan con estas estructuras, sin embargo
es importante la exploraciéon de nuevas moléculas que interaccionen con los microtibulos
para contar con herramientas que en un futuro pudieran ser Utiles para el desarrollo de
nuevos farmacos antitumorales dirigidos a este blanco farmacolégico. La obtencién de
nuevos compuestos derivados del longipineno que interactien con la tubulina presentan las
ventajas siguientes: facil obtencién de los compuestos de partida, en este caso de la
rasteviona (10) aislada en alto rendimiento de las raices de la Stevia serrata y por otra parte
el bajo costo econdémico que implica la obtencién de los compuestos, ya que la S. serrata es

un planta abundante en nuestro pais.

3. HIPOTESIS

La incorporacion de ésteres aromaticos al esqueleto del longipineno y sus derivados

permitira obtener compuestos que interacten con los microtibulos.
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OBJETIVOS

General

Obtener nuevos sesquiterpenos funcionalizados con ésteres aromaticos que
estabilicen a los microtbulos a partir de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11) y moreli-
10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13).

Especificos

Preparar el derivado de longipinano (11) y del morelieno (13) a partir del producto

natural rasteviona (10).

Efectuar reacciones de esterificacion en 11 y 13 para obtener los sesquiterpenos

funcionalizados 19-23.

Evaluar el efecto de los derivados sesquiterpénicos 19-23 en la polimerizacién de

los heterodimeros de «,-tubulina.

Realizar calculos de reconocimiento molecular proteina-ligando (docking) entre el
heterodimero de «,f-tubulina 'y los compuestos que presenten interaccion con dicha

proteina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencidn y caracterizacion de los sesquiterpenos funcionalizados

El compuesto de partida fue el producto natural rasteviona (10) el cual se obtiene al

someter a reflujo hexanico a las raices de Stevia serrata Cav. El rendimiento promedio de

este compuesto fue de alrededor de 7 g por cada kg de peso seco de la raiz.

En el Esquema 1 se muestra la secuencia de reacciones que se siguieron para obtener los

compuestos de partida que fueron la longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11) y la moreli-10(14)en-

7,8-diol-1-ona (13). EIl compuesto 11 se obtuvo al tratar a la rasteviona (10) con hidréxido

de potasio en metanol, dando lugar a la remocion de los grupos angelato presentes en el

producto natural con un rendimiento del 87%. En el espectro de RMN de 'H sobresalen las
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sefiales correspondientes a los protones base de hidroxilo H-7, H-8 y H-9 en 3.83, 3.78 y
3.65 ppm respectivamente (Figura 1A, apéndice). Para la obtencién de la moreli-10(14)en-
7,8-diol-1-ona (13) primeramente se realizé la transposicion tipo Wagner-Meerwein en
medio acido de 10 obteniéndose asi un compuesto de tipo morelieno el cual se hidrolizo

obteniéndose asi el segundo compuesto de partida con un rendimiento de reaccion del 80%.

Ac p-TsOH

'“"OTig KOH
MeOH

Esquema 1. Secuencia de reacciones para la preparacion de los compuestos 11-13 a partir
del producto natural 10 [Ang = (Z)-2-metil-2-butenoilo, Tig = (E)-2-metil-2-butenoilo].?%2

En el espectro de *H se observaron las sefiales correspondiente a los protones vinilicos H-
14 y H-14’ en 5.09 y 5.05 ppm respectivamente, asi como en 3.16 y 3.64 ppm se
encontraron las sefiales correspondientes a los protones base de hidroxilo H-7 y H-8 (Figura

2A, apéndice).

Los ésteres que se incorporaron a 11 y 13 fueron derivados del acido cinamico y benzoico.
Se decidio esterificar con estos compuestos ya que existen reportes que mencionan que la

incorporacion de grupos cinamato y benzoato a compuestos tipo diterpénico genera
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sustancias que inhiben la despolimerizacion de los microtdbulos al interaccionar en el

mismo sitio de union del taxol dentro del heterodimero de a,p—tubulina (Figura 9).343°

El tratamiento de 11 y 13 con cloruro de cinamoilo y cloruro de benzoilo bajo diferentes
condiciones de reaccién dio origen a los sesquiterpenos funcionalizados 19-23 (Esquema
2). Los sesquiterpenos funcionalizados obtenidos son compuestos nuevos por lo que su
caracterizacion se llevé a cabo mediante espectroscopia de RMN de 'H y °C, asi como
experimentos de RMN en una y dos dimensiones como COSY, NOESY, HSQC y HMBC.

16 17

HO
%

18
Figura 9. Derivados del verticilano inhibidores de la despolimerizacion de los

microtubulos.

Al tratar a 11 con cloruro de cinamoilo en piridina durante 4 horas en un bafio de vapor, el
crudo de reaccion se purificd y se obtuvo el 7,8-dicinamato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona
(19) con un rendimiento de reaccion del 9%. En el espectro de RMN de H se muestran las
sefiales a frecuencias altas de los grupos vinilicos del cinamato asi como de los anillos
bencénicos. En 5.59 y 5.56 ppm se observan las sefiales correspondientes a los hidrégenos
base de cinamato H-7 y H-8 respectivamente (Figura 3A, apéndice).
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Cuando el derivado del longipineno 11 se pone a reaccionar con un exceso de cloruro de
benzoilo durante 4 horas en el bafio de vapor, se obtiene el 7,8-dibenzoato de longipinan-
7,8.9-triol-1-ona (20) con un rendimiento promedio del 10% como un aceite incoloro. Su
caracterizacion se llevd a cabo con base en sus espectros de RMN en una y dos
dimensiones. En el espectro de 'H se puede ver a frecuencias altas, las sefiales
correspondientes a los grupos benzoato en 7.80, 7.45 y 7.39 ppm, mientras que en 5.79 y
5.72 ppm se muestran las sefiales de los hidrdégenos base de benzoato H-8 y H-7,

respectivamente (Figura 5A, apéndice). Por otra parte, cuando 11 se pone a reaccionar con

CinnCl

Piridina

w

BzCl
11 —
Piridina "

CinnCl

P . \}
Piridina

o

BzCl

Piridina

O}f@
(e}

23
Esquema 2. Preparacion de los ésteres sesquiterpénicos (19-23) a partir de la 7,8,9-triol-1-

ona (11) y la moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13). [Cinn= (E)-cinamoilo, Bz=benzoilo]
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cloruro de benzoilo bajo condiciones de reaccion mas suaves que las utilizadas para obtener
el derivado 20, se obtiene el monobenzoato 21 cuya estructura de rayos X se muestra en la
Figura 10.

Figura 10. Estructura del derivado 21 obtenida por difraccion de rayos X. En rojo se

muestran los oxigenos de la molécula.

Una solucién de moreli-10(14)en-7,8-diol-1-ona (13) en piridina se sometié a reaccion
durante 2.5 horas en un bafio de vapor con cloruro de cinamoilo y el crudo de reaccién
resultante se purificd por cromatografia en columna, obteniéndose asi el dicinamato de
moreli-10(14)en-7,8-diol-1-ona (22) con un rendimiento de 70%. Su espectro de RMN *H
mostré a frecuencias altas las sefiales para los hidrdgenos del anillo bencénico y las sefiales
de los hidrégenos vinilicos del grupo cinamato. En 5.27 y 5.17 ppm se encontraron las
sefiales de los protones vinilicos del morelieno y en 5.18 ppm aparecié una sefial compleja
que integrd para dos hidrogenos y que corresponde a los hidrogenos base de cinamato H-7

y H-8 (Figura 9A, apéndice).

El tratamiento de 13 con cloruro de benzoilo en piridina dio como producto principal de
reaccién, con un redimiento del 72%, al dibenzoato de moreli-10(14)en-7,8-diol-1-ona (23).
En el espectro de RMN de *H se muestra, en la region de los hidrégenos aromaticos, las
sefiales correspondientes a los grupos benzoato, mientras que en 5.42 y 5.33 ppm se
encuentran las sefiales correspondientes a los protones base de benzoilo H-7 y H-8.
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Finalmente en 5.30 y 5.20 ppm se presentan las sefiales de los hidrdgenos del metileno

exociclico del morelieno (Figura 11A, apéndice).

5.2. Determinacion de la actividad estabilizante de microtUbulos in vitro

Se evalud la influencia de los diésteres 19, 20, 22 y 23 sobre la inestabilidad dinamica de
los microtibulos formados por heterodimeros de o,f-tubulina. Para la determinacién del
ensayo in vitro se emplearon como control positivo al paclitaxel (1) y como control
negativo a la tubulina con el vehiculo que fue DMSO. Las concentraciones finales que se
emplearon para realizar este ensayo fueron de 10, 50 y 100 uM para los sesquiterpenos
funcionalizados y de 10 uM para el paclitaxel (1). El ensayo consistio en medir el cambio
de absorbancia a temperatura controlada de 37 °C durante 60 min, transcurrido este tiempo
se aplico un estimulo despolimerizante que consistié en una disminucion drastica de la
temperatura a -20°C por 15 minutos para finalmente reincubar a 37 °C por treinta minutos

mas.

En la Figura 11 se presenta el comportamiento del 7,8-dibenzoato de longipinan-7,8,9-triol-
1-ona (20) sobre la despolimerizacion de los microtibulos. Este compuesto no resulto ser
un buen estabilizante de los microtdbulos ya que a una concentracién de 100 uM presenta
un comportamiento de polimerizacion parecido al que el paclitaxel presenta a una
concentracion de 10 uM, mientras que a concentraciones de 50 y 10 puM presenta un
comportamiento similar al del control de tubulina. EI compuesto 23 a una concentracion de
100 uM mostro favorecer un incremento en la polimerizacién de la tubulina, sin embargo al
momento de dar el estimulo despolimerizante este compuesto no mostré ser tan buen
estabilizador de microttbulos. A una concentracién de 50 uM favorecio la polimerizacién
de la tubulina ligeramente mas que el paclitaxel y a 10 uM la polimerizacion de tubulina
presenta un comportamiento similar al del control de tubulina (Figura 12).

Los compuestos que presentaron dentro de su estructura un grupo cinamato mostraron tener
un mejor efecto sobre la despolimerizacion de microtibulos. El dicinamato 22 a una
concentracion de 50 y 100 uM favorecio la polimerizacion de la proteina y al momento de

dar el estimulo despolimerizante este compuesto presentd un efecto parcial de
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estabilizacion de microtubulos mientras que a 10 uM el comportamiento fue similar al
control de tubulina (Figura 13). El 7,8-dicinamato de longipnan-7,8,9-triol-1-ona (19)
demostrd ser el compuesto que mejor actividad present6 en el ensayo de polimerizacion in
vitro de la o,p-tubulina ya que se pudo apreciar un aumento en la velocidad de
polimerizacion con respecto a la del paclitaxel de una manera dependiente de la
concentracion. Se observd ademas una retencion de la polimerizacion al momento de
aplicar el estimulo despolimerizante a concentraciones de 10 y 100 uM incluso mejor que
el paclitaxel (Figura 14). Cabe hacer notar que el dicinamato 19 es estructuralmente menos

complejo que el paclitaxel.

37 °C

Contro negativo
Paclitaxel (10 uM)
20 100 pM

20 50 puM

20 10 pM

Absorbancia (340 nm)

T
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)
Figura 11. Efecto del 7,8-dibenzoato de longipnan-7,8,9-triol-1-ona (20) en la
polimerizacion de o,B—tubulina sobre la despolimerizacion de microtibulos inducida por

disminucion de la temperatura, n = 3, x + EE.

Los resultados obtenidos para los sesquiterpenos 19 y 22 concuerdan con los obtenidos para
los verticilanos 14 y 15**% ya que la adicion de grupos cinamato demostro ser bastante

efectiva debido a que este grupo interacciona, de acuerdo al modelo de acoplamiento
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Figura 12. Efecto del dibenzoato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (23) en la

polimerizacion de a,f—tubulina sobre la despolimerizacion de microtdbulos inducida por

disminucion de la temperatura, n = 3, x = EE.
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Figura 13. Efecto del dicinamato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (22) en la

polimerizacion de a,B-tubulina y sobre la despolimerizacion de microtdbulos inducida por

disminucion de la temperatura, n = 3, x + EE.
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molecular, con los mismo aminoacidos con los que la fenilisoserina del placlitaxel

interacciona dentro de la tubulina.

37 °C

1.4

Control negativo
Paclitaxel (10 uM)
19 100 puM

19 50 uM
19 10 pM

Absorbancia (340 nm)
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Figura 14. Efecto del 7,8-dicinamato de longipnan-7,8,9-triol-1-ona (19) en la
polimerizacion de a,f—tubulina y sobre la despolimerizacion de microttbulos inducida por

disminucion de la temperatura, n = 3. x + EE

5.3. Estudio de reconocimiento molecular in silico

Una de las herramientas que resulta ser de mas utilidad para la comprensién de las
interacciones proteina-ligando es el anélisis de reconocimiento molecular. Como se
menciond en la introduccion, este analisis permite conocer el sitio de interaccion de un

compuesto con una protel'na.

Debido a lo anterior, en este trabajo se llevd a cabo la exploracion de los posibles sitios de
interaccion de los compuestos preparados con el heterodimero de a,f—tubulina. El sitio de
union al que se le puso énfasis al momento de buscar la interaccion de los compuestos con
la tubulina fue el sitio de unién del paclitaxel, ya que algunos de esos compuestos

presentaron tener una actividad estabilizadora de los microtubulos.
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Para realizar el ensayo in silico los compuestos se modelaron y se efectué una bdsqueda
conformacional de cada uno bajo el protocolo Monte Carlo con el campo de fuerza de
mecanica molecular (MMFF) en el programa Spartan’04 para asi obtener la estructura de
minima energia global de cada compuesto. EI minimo global se sometié a una optimizacion
de la geometria empleando la teoria de funcionales de la densidad (DFT) a nivel
B3LYP/DGDZVP en el programa Gaussian 03% para obtener un modelo mas preciso de los

compuestos que se utilizaron como ligandos en el programa Autodock Tools.

La estructura de la proteina asi como la del paclitaxel se obtuvieron del archivo
cristalografico del RCS Protein Data Bank bajo el codigo 1JFF® y se procesaron con el

programa Autodock Tools.

Para la realizacion del estudio de docking se emple6 el programa AutoDock Vina version
1.1.2.37 Primeramente se realizd un docking ciego con el fin de buscar interacciones dentro
de toda la proteina con una malla de busqueda de 100 A y finalmente se realizé un docking
refinado con una malla de busqueda de 25 A, en el sitio de interaccion del paclitaxel.

Dado que el efecto que presentaron los compuestos fue el de inhibir la despolimerizacion
de la tubulina, los resultados de docking de los compuestos obtenidos se compararon con el
que presenta el paclitaxel. En la Figura 15 se muestra el modo de union de mayor afinidad

de este agente con una Edock = —10 kcal/mol.

Para validar los datos arrojados por el docking, el resultado obtenido del paclitaxel se
compard con el de la estructura cristalogréafica del heterodimero de a,f-tubulina con
paclitaxel (Figura 16a) obtenida del RCSB Protein Data Bank bajo el codigo 1JFF.1640 Se
observo que la interaccion se realiza en el mismo sitio y que presentan una orientacion

igual, lo que permite validar los resultados obtenidos del estudio de docking (Figura 16b).

Los sesquiterpenos funcionalizados 19-23 se evaluaron con el heterodimero de la tubulina
en un docking ciego como primer paso para evaluar el sitio de interaccion de éstos en la
estructura completa de la proteina. Todos los compuestos mostraron tener una mayor
interaccion en el bolsillo hidrofébico de la unidad B del heterodimero en el mismo sitio de
interaccidn que el paclitaxel. En la Tabla 2 se presentan las energias de docking (Edock) que

presentaron los ésteres sesquiterpénicos tanto del docking ciego como del docking refinado.
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a-tubulina

B-tubulina

Figura 15. Modo de unidn de mayor afinidad del paclitaxel (1) en el heterodimero de «, -

tubulina, obtenido por docking ciego, Edock = —10.0 kcal/mol.

Figura 16. (a) Ampliacion del sitio de unién de la estructura cristalografica del
heterodimero de a, f—tubulina con paclitaxel (1) en azul. (b) Modo de unién del paclitaxel
obtenido por docking refinado (en rosa), Edock = —10.0 kcal/mol, con la estructura

cristalogréfica.
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Los resultados in silico concuerdan con los resultados obtenidos en los ensayos in vitro ya
que el compuesto 20, que resultd ser el de menor actividad al momento de favorecer la
polimerizacion de la tubulina, presentd una menor energia de docking en comparacion al
dicinamato 19 que result6 tener una mayor actividad al favorecer la polimerizacion de la
tubulina y evitar la despolimerizacion de los microtubulos. Esto es interesante de observar
ya que reafirma el hecho de que la interaccion en bolsillo hidrofébico situado en la B-
tubulina es indispensable para que se lleve a cabo la inhibicion de la despolimerizacion de

los microtubulos.

Tabla 2. Energias de docking de los sesquiterpenos funcionalizados 19, 20, 22 y 23
comparadas con la energia del paclitaxel. 2Docking ciego (malla de busqueda 100 A),

bDocking refinado (malla de busqueda 25 A).

Edock (kcal/mol)

Compuesto
D.C? D.EP
Paclitaxel (1) -9.9 -10.0
19 -9.0 -9.3
20 -1.7 -7.9
22 -8.7 -8.9
23 -8.2 -8.4

En la Figura 17 se comparan las interacciones que presentan los sesquiterpenos
funcionalizados y el paclitaxel con la tubulina. Se puede observar la disposicion de los
grupos éster responsables en gran medida de la actividad de los sesquiterpenos
funcionalizados.

El 7,8-dicinamato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (19) presentd una Egock= —9.3 kcal/mol.
En la Figura 14(a) se muestra que uno de los grupos cinamato interacciona en la misma
cavidad del grupo N-benzoilfenilisoserina del paclitaxel (1). Se sabe que este residuo le
confiere gran parte de su actividad antitumoral.*® EI dicinamato 19 presenta interacciones

hidrofobicas entre el grupo cinamato en posicion C-7 y los residuos Asp-26, Ser-386, Val-
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Figura 17. Comparacién de las interacciones de los sesquiterpenos funcionalizados con el

paclitaxel. (a) Interaccién del paclitaxel (1) en su sitio activo. (b) Interaccién de 19 en el
sitio activo del paclitaxel. (c) Interaccion de 20 en el sitio activo del paclitaxel. (d)
Interaccion de 22 en el sitio activo del paclitaxel. (e) Interaccion de 23 en el sitio activo del
paclitaxel.
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23, Ala-233 y Pro-360, cabe destacar que el residuo Phe-272 presenta una interaccion z-z
con el grupo vinilico del cinamato. El grupo cinamato en esta posicion es el que
interacciona en la misma cavidad que la N-benzoilfenilisoserina del paclitaxel (1). EI grupo
cinamato en posicion C-8 presenta interacciones hidrofobicas con los residuos Leu-217,
Leu-275, Ser-277, Arg-278 y Thr-276. Otra interaccion importante es el puente de
hidrégeno que se forma entre el oxigeno del grupo —OH de 19 y el hidrdgeno del grupo
amino del residuo Thr-276 a una distancia de 2.8 A (Figura 18a). Este compuesto presenta
interacciones con los mismos aminoacidos con los que interacciona el paclitaxel (1). Los
residuos Val-23, Asp-26, Ser-236 y Ala-233 interaccionan con la cadena lateral de (2R,3S)-

N-benzoil-3-fenilisoserina.

Los aminodcidos Leu-217, Leu-219, His-229 y Leu-230 interacttan con el anillo aromatico
del benzoilo en C-2. Los amino&cidos Phe-272, Pro-274, Leu-275 y Thr-276 interaccionan
con el sistema de taxano cuyo sitio de unién queda completamente conformado al
considerar los residuos de Pro-360, Arg-369, Gly-370 y Leu-371 (Figura 18b).

Figura 18. Interacciones del cinamato 19 y del paclitaxel (1) con los residuos de
aminoacidos en el sitio activo del paclitaxel en la p—tubulina, obtenido por docking

refinado.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Se prepararon y caracterizaron cinco nuevos derivados del longipineno (19-23) a
partir de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11) y moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13).

El benzoato 21 se logro cristalizar y se confirmé su estructura por difraccion de
rayos X.

El benzoato 20 no acelera la polimerizacion de los heterodimeros de «, f-tubulina.
El cinamato 22 y el benzoato 23 aceleraron el proceso de polimerizacion de los
heterodimeros de o, f—tubulina in vitro.

El cinamato 19 acelera la polimerizacion de los heterodimeros de «, f-tubulina
presentando un efecto estabilizante de los microtubulos.

Los estudios de reconocimiento molecular (docking) revelaron que el derivado del
longipineno 19 (Edock = —9.3 kcal/mol) ocupa el sitio activo del paclitaxel,

sugiriendo el mecanismo por el cual producen la estabilidad en los microttbulos.

CONCLUSIONES

La evaluacién de la actividad de los ésteres aromaticos del longipineno sobre la
polimerizacion de la o,B-tubulina, comparada con el efecto producido por el
paclitaxel, permitié encontrar nuevos estabilizadores de microtubulos. Los estudios
de reconocimiento molecular proteina-ligando (docking), generaron los modelos
tedricos para explicar dicha actividad.

El compuesto que presentd mayor actividad estabilizante fue el derivado del
longipineno que tiene en su estructura dos grupos cinamoilo y un grupo hidroxilo, el
cual corresponde al 7,8-dicinamato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (19).

Es necesario hacer notar que este compuesto no presenta el mismo esqueleto

quimico que el paclitaxel y posee una estructura quimica mas simple.
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PERSPECTIVAS

Continuar los estudios farmacologicos del derivado cinamoilado del longipineno
estabilizador de microtibulos 19 en lineas celulares para conocer la concentracion
minima inhibitoria y realizar ensayos de apoptosis y citotoxicidad en lineas
celulares, asi como conocer la dosis letal 50 (DLso) de este derivado en ratones.
Reducir el grupo carbonilo presente en la longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11) y moreli-
10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13) y asi estudiar el efecto sobre la a,p-tubulina al
adicionar un grupo éster en esa posicion.

Estudiar el efecto sobre la o,B-tubulina de ésteres del longipineno con derivados del
acido cinamico funcionalizados.

Probar nuevas condiciones de reaccién para la obtencién del cinamato 19 esto con

el objetivo de mejorar el rendimiento de reaccion.

Parte experimental

Procedimientos generales para la separacién de compuestos

9.1.1. Cromatografia en columna abierta

Esta técnica se utiliz para la separaciéon y purificacion de los compuestos obtenidos. Se

realiz6 en columnas de vidrio, utilizando como fase fija gel de silice de malla 230-400 y

100-200. Como fase movil se utilizd la mezcla adecuada de disolventes segun las

caracteristicas del producto a separar, se eluy0 a presion atmosférica o con presion de aire.

9.1.2. Cromatografia en capa fina

Este método se utilizd para la identificacidén de los compuestos. Se utilizaron cromatofolios

de gel de silice soportada en aluminio Merck 60 F2ss. La deteccion de los compuestos

presentes en la placa se llevo a cabo con luz UV de onda corta (254 nm) y sulfato cérico

amoniacal como agente cromdgeno preparado con 12 g de sulfato cérico amoniacal, 22.5

mL de &acido sulfarico y 350 g de hielo.
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9.2. Datos generales para la identificacion y caracterizacion estructural

de los derivados del longipineno

9.2.1. Determinacion de los puntos de fusion

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

9.2.2. Rotacion especifica

La rotacion especifica se determiné a cinco longitudes de onda (589, 578, 546, 436 y 365

nm) utilizando un polarimetro Perkin-Elmer modelo 341.

9.2.3. Espectroscopia de infrarrojo

Los espectros de IR se obtuvieron usando un espectrofotometro marca BUCK Scientific
500 utilizando CHCIz como disolvente. Se dan sélo las lecturas de las bandas mas

importantes.

9.2.4.  Espectroscopia de ultravioleta

Los espectros de UV se obtuvieron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo lambda

12 utilizando etanol como disolvente.

9.2.5. Resonancia magnética nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se determinaron en CDClIs
utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los espectros a 300 MHz para
'H y a 75.4 MHz para '3C, asi como los experimentos bidimensionales COSY, NOESY,
HSQC y HMBC se determinaron en un espectrometro Varian Mercury 300. La
multiplicidad de las sefiales se indica de acuerdo a las siguientes abreviaciones: s (simple),

d (doble), dd (doble de dobles), t (triple), g (cuadruple), quint (quintuple), m (mdltiple).
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9.2.6. Espectrometria de masa (EM)

Los espectros de masa se determinaron en un espectrometro Absciex modelo 3200 QTRAP

por electrospray (ESI).

9.3. Difraccion de rayos X

Los andlisis por difraccién de rayos X de los compuestos que cristalizaron de forma
adecuada se llevaron a cabo en un difractometro Bruker-Nonius CAD4 a 298 K equipado
con radiacion de CuKa (L = 1.54184 A). Los datos colectados se resolvieron con el
programa SHELXS-97.

9.4. Obtencidén de los compuestos de partida para la funcionalizacion

de los longipinenos
9.4.1. Colecta de Stevia Serrata Cav.

La colecta de la planta se realiz6 en el municipio de Iratzio en el estado de Michoacan el
dia 7 de octubre de 2011. Las partes aéreas de la planta se separaron de las raices. Las
raices se extendieron en papel absorbente y se dejaron secar en un cuarto a temperatura
ambiente. Una vez que la raiz se seco, se realiz6 su molienda el dia 1 de noviembre de ese

mismo afno.

9.4.2. Obtencion de la materia prima

El producto natural rasteviona (10) se aislé de Stevia serrata Cav.
Para la extraccion, un lote de 1.5 kg de raiz se sometié a reflujo
durante 4 horas en 2.5 L de hexano. El extracto se filtro y se

concentr6 en un rotavapor, dejando reposar con 200 mL de
hexano hasta la formacion de cristales, los cuales se filtraron, dando 10 g de placas blancas
de punto de fusion de 130-131°C.2!
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9.4.3. Obtencion de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11)

A una solucion de 4 g de cristales de rasteviona (10) en 50 mL de
metanol se agregaron 4 g de hidroxido de potasio disuelto en la
minima cantidad de agua y se sometio a reflujo durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo se evaporo el disolvente en el rotavapor y
el concentrado se vertié sobre hielo extrayendo con acetato de etilo. La fase organica se
lavé con agua tres veces, se sec sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporé a sequedad
obteniéndose una aceite denso color amarillo el cual se cristaliz6 en hexano-acetato de
etilo. Se obtuvieron 1.86 (87%) g de cristales color blanco en forma de placas con un punto
de fusion de 129-130 °C.%

9.4.4. Obtencion del ditiglato del morelieno

0 A una solucion de 500 mg de 10 en 40 mL de benceno se le

agregaron 100 mg de acido p-toluensulfonico y se sometié a
muOTig

R

reflujo por una hora con una trampa Dean-Stark. Transcurrido el

= OTig tiempo de reaccidn se concentrd el benceno en un rotavapor, el

crudo de reaccion se vertio sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se
lavé tres veces con agua, se secé con sulfato de sodio anhidro y se evapor6 a sequedad. El
crudo de reaccion (530 mg) se purifico en una columna cromatografica utilizando una
columna de vidrio de 3 cm de diametro empacada con gel de silice 100-200 empleando
como fase mdvil hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo (9:1, 8:2 y 7:3). De las
fracciones 12-21 eluidas con hexano-acetato de etilo 9:1 se obtuvieron 300 mg (75%) de un

aceite denso incoloro correspondiente al ditiglato de morelieno (12).22

9.4.5. Obtencion de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13)

A una solucion de 300 mg de 12 en 20 mL de metanol se le
agregaron 400 mg de KOH y se colocd en reflujo por 2 horas.

Transcurrido el tiempo de reaccién se evaporaron ¥% partes de
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metanol en un rotavapor. El crudo de reaccidn se extrajo con acetato de etilo y se lavo con
agua, se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se evaporé a sequedad. Se obtuvo un aceite
denso incoloro el cual se recristalizé con hexano-acetato de etilo, para dar cristales blancos
en forma de placas con un punto de fusion de 142-143 °C con un rendimiento de reaccion

del 80%, el cual coincide con el reportado en la literatura.?

9.5. Preparacién y datos espectroscopicos de los derivados del

longipineno funcionalizados

9.5.1 7,8-Dicinamato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (19)

Una solucion de 30 mg de 11 en 0.5 mL de piridina a
la que se le agregaron 100 pL de cloruro de benzoilo

se dejo reaccionar durante 2.5 horas en un bafio de

vapor. Trascurrido el tiempo de reaccién, se vertio

sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo lavando la
fase orgénica con solucién de &cido clorhidrico al 10%, agua, solucion saturada de
bicarbonato de sodio y agua, finalmente se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a
sequedad en un rotavapor. El crudo de reaccién se sometio a una columna cromatografica
utilizando una columna de 2.5 cm empacada con gel de silice 230-400 y empleando como
fase movil mezclas de hexano-acetato de etilo (95:5, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1) y acetato de etilo.
De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo 95:5 se obtuvieron 7 mg (9%) de 19,
[a]ssg +125, [o]s7s +133, [a]sa6 +160, [oazs +398 (¢ 1.0, CHCI3); IR (CDCl3) vmax 3610,
3604, 2983, 2966, 2929, 1714, 1637, 1282, 1172, 1020cm™*; UV (EtOH) A 201 (log € 4.50),
217 (log € 4.46), 223 (log & 4.40), 273 (log & 4.60); RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) 7.63
(1H, d, J=5.4 Hz, H-18") 7.58 (1H, d, J=5.5 Hz, H-18), 7.4 (4H, m, J = 11.7, 4.6 Hz, Ar),
7.35 (6H, m, J = 7.6, 3.3 Hz, Ar), 6.36 (1H, d, J=9.6 Hz, H-17) 6.31 (1H, d, J=9.6 Hz, H-
17°), 5.59 (1H, d, J=11.1 Hz, H-7), 5.56 (1H, dd, J=17.6, 2.6 Hz, H-8), 3.89 (1H, d, J=2.3
Hz, H-9), 3.14 (1H, d, J= 5.5 Hz, H-11), 2.74 (1H, dd, J = 19.0, 8.5 Hz, H-20), 2.38 (1H, q,
J=4.0, 1.9 Hz, H-3), 2.29 (1H, d, J=5.7 Hz, H-4), 2.17 (1H, dd, J=18.9, 6.8 Hz, H-2p3), 1.86
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(1H, s, H-5), 1.17 (3H, s, Me-13), 1.12 (3H, d, J=6.7 Hz, Me-15), 1.09 (3H, s, Me-14), 0.9
(3H, s, Me-12); RMN de 3C (CDCI3, 75.4 MHz) § 211.7 (C-1), 166.4 (C-16), 165.7 (C-
16%), 146.3 (C-18°), 145.6 (C-18), 134.1 (C-19 y C-19”), 130.5 (C-22°), 130.3 (C-22), 128.8
(C-21, C-21°, C-23 y C-23"), 128.1 (C-20" y C-24"), 128.1 (C-20 y C-24), 117.6 (C-17),
117.0 (C-17°) 75.1 (C-9), 71.8 (C-8), 71.6 (C-7), 51.6 (C-11), 46.3 (C-5), 45.9 (C-10), 42
(C-2), 35.2 (C-6), 27.1 (C-12), 20.5 (C-15), 19.9 (C-13), 19.7 (C-14); EMESI m/z 529
[M+1], 131, 103, 105, 77, 51.

9.5.2. 7,8-Dibenzoato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (20)

Una solucion de 30 mg de 11 en 1 mL de piridinay 129 pL
de cloruro de benzoilo se dejé reaccionar durante 4 horas
en un bafo de vapor. Trascurrido el tiempo de reaccion, la

mezcla se vertié sobre hielo y se extrajo con acetato de etilo

lavando la fase organica con una solucién de acido
clorhidrico al 10%, agua, solucion saturada de bicarbonato de sodio y agua. La fase
organica se seco con sulfato de sodio anhidro y se evaporé a sequedad en un rotavapor. El
crudo de reaccion (45 mg) se sometié a una columna cromatografica utilizando una
columna de 2.5 cm empacada con gel de silice 230-400 y empleando como fase movil
mezclas de hexano-acetato de etilo (9:1, 8:2, 7:3, 1:1) y acetato de etilo. De las fracciones
eluidas con hexano-acetato de etilo 9:1 se obtuvieron 8.9 mg de 20 (10%), [o]sse +32, [o]s78
+34, [a]s46 +39, [a]azs +74 (c 1.0, CHCIs); IR (CDCl3) vmax 3609, 2966, 1717, 1278, 1120
cm; UV (EtOH) A 200 (log € 4.47), 198 (log & 4.37), 230 (log & 4.37); RMN de H
(CDCI3, 300 MHz) 4 7.8 (4H, dd, J = 8.7, 2.1 Hz, H-18, H-18’, H-22 y H-22"), 7.39 (2H, t,
J=8.7,2.1Hz, H-20 y H-20), 7.45 (4H, dd, J = 7.2, 2.1 Hz, H-19, H-19’, H-21 y H-21"),
5.79 (1H, d, J = 11.1 Hz, H-7), 5.72 (1H, dd, J = 11.1, 2.3 Hz, H-8), 3.97 (1H, d, J = 2.3
Hz, H-9), 3.20 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-11), 2.6 (1H, dd, J = 27.5, 8.7 Hz, H-20), 2.4 (1H, q,
J=13.4, 7.0, H-3), 2.36 (1H, d, J= 5.8, H-4), 2.18 (1H, dd, J= 14.0, 5.8, H-2B), 1.90 (1H, s,
H-5), 1.25 (3H, s, Me-13), 1.16 (3H, d, J=7.0, Me-15), 1.10 (3H, s, Me-14), 1.02 (3H, s,
Me-12); RMN de ¥C (CDCI3, 75.4 MHz) & 211.3 (C-1), 165.9 (C-16), 165.4 (C-16),
133.2 (C-20 y C-20%), 132.8 (C-18), 129.6 (C-17), 129.5 (C-18"), 129.4 (C-19), 128.9 (C-
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17°), 128.2 (C-19°), 128.1 (C-22 y C-22"), 75.0 (C-9), 72.2 (C-8), 71.8 (C-7), 51.6 (C-11),
46.3 (C-5), 45.9 (C-10), 44.3 (C-2), 35.3 (C-6), 27.1 (C-12), 20.5 (C-14), 19.9 (C-13), 19.7
(C-15): EMESI m/z 477 [M+1], 337, 215, 187, 173, 105.

9.5.3. 7-Monobenzoato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (21)

Una solucion de 74 mg de 11 en 1.5 mL de piridina se le
agregaron 200 mg de anhidrido benzoico se dejo reaccionar
durante 30 horas a temperatura ambiente. Trascurrido el

tiempo de reaccion, se vertio sobre hielo y se extrajo con

acetato de etilo lavando la fase organica con solucién de acido
clorhidrico al 10%, agua, solucidn saturada de bicarbonato de sodio y agua, finalmente se
secO con sulfato de sodio anhidro y se evaporo a sequedad en un rotavapor. El crudo de
reaccion (87 mg) se someti6 a una columna cromatogréafica utilizando una columna de 2.5
cm empacada con gel de silice 230-400 y empleando como fase moévil mezclas de hexano-
acetato de etilo (9:1, 8:2, 7:3, 1:1) y acetato de etilo. De las fracciones eluidas con hexano-
acetato de etilo 8:2 se obtuvieron 30 mg (45%) de 20 en forma de cristales blancos con p.f
de 208-209 °C, [a]sso +30, [a]s7s +11, [a]sss +11 (c 1.0, CHCI3); IR (CDCI3) Vmax 3588,
2916, 2930, 1714, 1279, 1116, cm™; UV (EtOH) A 201 (log € 4.50), 228 (log € 4.31); RMN
de 'H (CDCI3, 300 MHz) & 8.09 (2H, dd, J= 9.8, 1.4 Hz, H-18 y H-22), 7.59 (1H, t, J =
16.1, 1.3 Hz, H-20), 7.45 (2H, dd, J=17.7, 1.9 Hz, H-19 y H-21), 5.39 (1H, d, J= 10.9 Hz,
H-7), 4.06 (1H, dd, J=10.8, 3.3 Hz, H-8), 3.87 (1H, d, J= 3.7 Hz, H-9), 3.06 (1H, d, J=5.4
Hz, H-11), 2.59 (1H, dd, J= 8.5, 2.6 Hz, H-2a), 2.36 (1H, q, J= 8.5, 2.6, H-3), 2.21 (1H, dd,
J=9.8, 6.0, H-2B), 2.12 (1H, d, J= 6, H-4), 1.80 (1H, s, H-5), 1.1 (3H, 5, Me-13), 1.11 (3H,
d, J=6.7, Me-15), 1.08 (3H, s, Me-14), 0.97 (3H, s, Me-12); RMN de *C (CDCI3, 75.4
MHz) 6 211.8 (C-1), 167.1 (C-16), 133.6 (C-17), 133.3 (C-20), 130.2 (C-22), 129.9 (C-21),
129.8 (C-19), 128.5 (C-20), 77.0 (C-9), 75.1 (C-7), 70.1 (C-8), 51.5 (C-11), 46.4 (C-5),
45.8 (C-10), 44.1 (C-4), 42.0 (C-2), 35.4 (C-6), 27.5 (C-12), 27.0 (C-3), 20.7 (C-14), 19.8
(C-13), 19.7 (C-15); EMESI m/z 313 [M+1], 357, 300, 286.8, 269, 253, 149, 74, 73. Cristal
monoclinico, P21, a=9.128 (4) A, b=10.823 (5) A, c=10.227 (5) A, 0=90°, B=102.01(4)°,
v=90°, Z=4.
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9.5.4. Dicinamato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (22)

A una solucién de 30 mg de 13 en 0.4 mL de piridina
se le agregaron 110 mg de cloruro de cinamoilo y se

puso a reaccionar en un bafio de vapor por 3 horas.

Trascurrido el tiempo de reaccion, se vertio sobre

o) hielo y se extrajo con acetato de etilo lavando la fase
organica con solucion de &cido clorhidrico al 10%, agua, solucion saturada de bicarbonato
de sodio y agua, finalmente se secd con sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad
en un rotavapor. El crudo de reaccién (50 mg) se someti6 a una columna cromatografica
utilizando una columna de 2 cm empacada con gel de silice 230-400 y empleando como
fase mdvil hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo (95:5, 93:7, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1) y
acetato de etilo. De las fracciones 32-41, eluidas con hexano-acetato de etilo 93:7 se
obtuvieron 42 mg (72%) de 22 como un aceite denso incoloro, [o]sse +368, [a]s7s +223,
[a]s46 +236, [0]azs +279 (c 1.0, CHCI3); IR (CDClI3) vmax 3043, 3036, 2970, 1713.9, 1709,
1638, 1167.5 cm™; UV (EtOH) A 217 (log € 4.29), 222 (log =4.21), 277 (log & 5.52); RMN
de 'H (CDCI3, 300 MHz) & 7.66 (1H, d, J=3.5, H-18) 7.64 (1H, d, J=3.6, H-18"), 7.4 (4H,
m, J =117, 4.6 Hz, Ar), 7.35 (6H, m, J = 7.6, 3.3 Hz, Ar), 6.40 (1H, d, J=4.9, H-17") 6.38
(1H, d, J=4.9, H-17), 5.27 (1H, s, H-14) 5.18 (1H, s, H-7), 5.18 (1H, s, H-8), 5.17 (1H, s,
H-14), 3.48 (1H, s, H-9), 2.94 (1H, s, H-11), 2.74 (1H, dd, J = 16.9, 8.6 Hz, H-20), 2.36
(1H, s, H-4), 2.12 (1H, q, J= 4, 1.9, H-3), 2.0 (1H, s, H-5), 1.87 (1H, dd, J=16.8, 3.6, H-
2p), 1.16 (3H, s, Me-13), 1.09 (3H, d, J=7.1, Me-15), 1.04 (3H, s, Me-12); RMN de *C
(CDCI3, 75.4 MHz) 6 208.7 (C-1), 166.5 (C-16”), 166.3 (C-16), 145.6 (C-18’) 145.3 (C-
18), 144.7 (C-10), 134.1 (C-19y C-19°), 130.4 (C-227), 130.3 (C-22), 128.8 (C-21, C-21’,
C-23'y C-23%), 128.2 (C-20° y C-24"), 128.1 (C-20 y C-24), 117. 6 (C-17 y C-17°), 112.4
(C-14), 75.5 (C-7), 75.4 (C-8), 58.4 (C-11), 52.2 (C-5), 51.1 (C-9), 45.1 (C-4), 41.6 (C-2),
38.5 (C-6), 31.6 (C-3), 25.7 (C-12), 23.0 (C-13), 22.2 (C-15); EMESI m/z 511.3 [M+1],
363, 215, 131, 103.
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9.5.6. Dibenzoato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (23)

A una solucion de 32.8 mg de 13 en 0.8 mL de piridina se
le agregaron 454 uL de cloruro de benzoilo y se puso a
reaccionar en un bafio de vapor por 6 horas. Trascurrido el

tiempo de reaccion, se vertio sobre hielo y se extrajo con

acetato de etilo lavando la fase organica con solucion de
acido clorhidrico al 10%, agua, solucién saturada de bicarbonato de sodio y agua,
finalmente se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad en un rotavapor.
El crudo de reaccion (55 mg) se sometié a una columna cromatografica utilizando una
columna de 1.5 cm empacada con gel de silice 230-400 y empleando como fase movil
mezclas de hexano-acetato de etilo (95:5, 96:4, 9:1, 8:2, 7:3, 1:1) y acetato de etilo. De las
fracciones 14-24, eluidas con hexano-acetato de etilo 96:4 se obtuvieron 34.1 mg (72%) de
23 como un aceite denso incoloro, [a]sse +100, [a]s7s +105, [a]s46 +122, [o]a3s +337 (C 1.0,
CHCI3); IR (CDCl3) vmax 3071, 2970, 1722, 17255, 1710, 1275 cm™*; UV (EtOH) A 200 (log
£ 4.31), 230 (log € 4.31); RMN de *H (CDCI3, 300 MHz) § 7.96 (2H, dd, J= 11.8, 1.7 Hz,
H-18 y H-22), 7.95 (2H, dd, J= 11.2, 1.7 Hz, H-18" y H-22"), 7.51 (2H, t, J= 7.3, 1.7 Hz,
H-20 y H-20"), 7.38 (4H, dd, J=15.0, 7.0 Hz, H-19, H-19°, H-21 y H-21"), 5.42 (1H, d, J=
9.6 Hz, H-7), 5.33 (1H, dd, J= 9.6, 2.7 Hz, H-8), 5.3 (1H, s, H-14"), 5.2 (1H, s, H-14), 3.52
(1H, s, H-11), 3.04 (1H, s, H-11), 2.75 (1H, dd, J= 17.0, 8.4 Hz, H-2a), 2.42 (1H, s, H-4),
2.15 (1H, m, J= 6.9, H-3), 2.05 (1H, s, H-5), 1.89 (1H, dd, J=20.5, 3.8, H-2p), 1.24 (3H, s,
Me-13), 1.11 (3H, d, J=6.7, Me-15), 1.07 (3H, s, Me-12); RMN de 3C (CDCI3, 75.4 MHz)
d 208.7 (C-1), 166.1 (C-16°), 165.9 (C-16), 144.9 (C-10), 133.3 (C-21), 133.2 (C-19"),
133.0 (C-19), 129.7 (C-17, C-17°, C-18, C-22 y C-22°), 129.6 (C-18"), 128.4 (C-20), 128.3
(C-20), 112.5 (C-14), 76.0 (C-8), 76.0 (C-7), 58.5 (C-11), 52.3 (C-5), 51.2 (C-9), 45.2 (C-
4), 41.6 (C-2), 38.7 (C-6), 31.7 (C-3), 25.7 (C-12), 23.1 (C-13), 22.3 (C-15); EMESI m/z
459.3[M+1], 459, 337, 215, 173, 105, 77.
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9.6. Evaluacion in vitro de la polimerizacion de a, p—tubulina.

Los derivados del longipineno disueltos en DMSO se colocaron en placas de ELISA de 96
pozos, de fondo plano y media area, en alicuotas de 10 pL de una concentracion tal que
permitiese obtener concentraciones finales de 10, 50 y 100 pM. Se utilizé una solucién de
tubulina de cerebro bovino de >97% de pureza (Cytoskeleton, Inc., E. U. A.) mantenida
siempre a 0 °C. Para preparar la solucion, la tubulina se descongel6 y se disolvio la
cantidad necesaria en buffer de tubulina (pH 6.9, sal sesquisodica del acido piperazin-N,N’-
bis(2-etansulfénico) 80.0 mM, cloruro de magnesio 2.0 mM, é&cido etilénglicol-bis(j-
aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetraacético 0.5 mM y 5’-trifosfato de guanosina 1.0 mM) para
dar una concentracion final de tubulina de 2 mg/mL. La solucion de tubulina se agrego, en
alicuotas de 100 pL, a los pozos con los compuestos. La placa de ELISA mantenida a 0 °C,
se transfirié inmediatamente a un lector de placas BioTek EL808IU precalentado a 37 °C
durante 30 minutos. La polimerizacion de los heterodimeros de a,f—-tubulina se monitoreo
mediante el cambio de la absorbancia a 340 nm cada minuto durante 60 minutos con
temperatura controlada a 37 °C y con un periodo de mezclado inicial de 5 segundos.
Después de 60 minutos de incubacion la placa se llevo a una temperatura de —20 °C por 15
minutos. Después de este tiempo, la placa se colocé nuevamente en el lector por 45 minutos
mas a 37 °C para determinar el efecto del frio en la estabilidad de los microtbulos inducida
por los compuestos a probar. Los ensayos de polimerizacion de la tubulina vy
despolimerizacién de los microtibulos inducida por disminucion de la temperatura se
realizaron por triplicado. Los resultados se graficaron con el programa GraphPad Prism 6
para Windows, los puntos de las graficas muestran la desviacion estandar de las lecturas

para cada derivado evaluado.

9.7. Estudios de reconocimiento molecular in silico.

Los estudios de reconocimiento molecular entre el heterodimero de o, p-tubulina y los
derivados del longipineno estabilizantes de microtubulos se realizaron utilizando el
programa AutoDock Vina 3" para Windows version 1.1.2. Para la preparacion de la proteina
y de los modelos moleculares de los longipinenos se empleo el programa AutoDock Tools



38

para Windows version 4.2. La visualizacion de los resultados y el andlisis de los mismos se

llevaron a cabo empleando el programa PyMol para Windows version 1.3. Las

simulaciones computacionales se hicieron empleando una computadora personal
acondicionada con un procesador AMD Dual-Core E-450 a 1.65 GHz, 2 Gb de RAM y una
tarjeta de video AMD Radeon HD 6320 Discrete-Class a 949 MB. El archivo
cristalografico de la proteina se obtuvo del RCSB Protein Data Bank,*® bajo el codigo 1JFF

y los modelos moleculares de los derivados del longipineno se obtuvieron de los resultados

del modelado molecular en el programa Spartan’04 para Windows.
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11. APENDICE A. Espectros de RMN de 'H de 11 y 13, y espectros de RMN
funcionalizados 19-23.
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Figura 1A. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (11)
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Figura 2A. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (13)
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Figura 3A. Espectro de RMN de H a 300 MHz del 7,8-dicinamato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (19)
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Figura 4A. Espectro de RMN de 3H a 75.4 MHz del 7,8-dicinamato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (17)
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Figura 5A. Espectro de RMN de H a 300 MHz del 7,8-dibenzoato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (20)
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Figura 6A. Espectro de RMN de 13C a 75.4 MHz del 7,8-dibenzoato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (20)
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Figura 7A. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de 7-monobenzoato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (21)
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Figura 8A. Espectro de RMN de 13C a 74.5 MHz de 7-monobenzoato de longipinan-7,8,9-triol-1-ona (21)
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Figura 9A. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de dicinamato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (22)
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Figura 10A. Espectro de RMN de 13C a 75.4 MHz de dicinamato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (22)
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Figura 11A. Espectro de RMN de *H a 300 MHz de dibenzoato de moreli-10(14)-en-7,8-diol-1-ona (23)
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