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RESUMEN
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Titulo del Estudio: OBTENCION DE DERIVADOS DE RIOLOZATRIONA
Y EVALUACION DE SU ACTIVIDAD
ANTIHERPETICA In vitro.

Numero de paginas: 120 Candidato para el grado de Maestro en Ciencias
con Orientacién en Quimica Biomédica.

Area de estudio: Quimica Analitica

Propésito y Método de Estudio: Las infecciones virales han representado una gran problematica
mundial. Entre las infecciones mas comunes se encuentran las causadas por los virus VHS-1 y VHS-2, los
cuales causan lesiones en la zona orofacial y genital, ademas de que se han asociado con la aparicién de
otras enfermedades como Alzheimer y SIDA. Asi mismo se ha reportado la resistencia del virus a los
farmacos de primera opcion para tratar estas infecciones. Por esta razén es necesario continuar la
busqueda de nuevas moléculas con actividad antiherpética. La Riolozatriona es un diterpeno que se aislo
de la especie Jatropha dioica y tiene una demostrada actividad moderada antiherpética In vitro. Sin
embargo aun no se sabe cual es el mecanismo de accién de esta molécula. Como una estrategia para
determinar su mecanismo de accion y ademas evaluar su reactividad quimica frente a diferentes
condiciones de reaccion, se planteé realizar modificaciones estructurales especificas a la Riolozatriona y
ver como impactan éstas en su citotoxicidad y actividad antiherpética in vitro. Por tanto, el objetivo del
presente trabajo fue obtener derivados del compuesto Riolozatriona y evaluar su actividad antiherpética In
vitro. Se logré obtener seis derivados de riolozatriona y la elucidacion estructural de cada uno se hizo por
RMN de 1D y 2D y EM. La citotoxicidad se realizd mediante el ensayo de Mosmman modificado, y la
actividad antiherpética se realizé por el ensayo de reduccion de placas virales en células Vero.

Contribuciones y conclusiones: Se obtuvieron seis derivados estructurales a partir del compuesto
riolozatriona, El compuesto 1 se obtuvo por reaccién con el acido de Lewis Yb(OTf)a. Los compuesto 2, 3,
4 y 5 se obtuvieron mediante reaccién con NaBHs como agente reductor. EL compuesto 6 se obtuvo a
partir de la hidrogenaciéon en Pd/C. En cuanto a la actividad biolégica todos los compuestos resultaron
menos citotoxicos comparados con la riolozatriona, a excepcion del compuesto 6. El compuesto 1 resultd
con un IS mayor a 10, por lo que se infiere que el anillo de dimetilciclopropano no es indispensable para la
actividad antiherpética. Por otro lado, se observd que el compuesto 2 (reducido del carbonilo cinco y
catorce, sin el doble enlace y con un hidroxilo en el carbono ocho) no presentéd actividad antiherpética. La
reduccién en el doble enlace de la Riolozatriona aumentd su actividad antiherpética y citotoxica, sin
embargo el IS es similar al de la riolozatriona.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Herpes simplex

Existen dos tipos de virus del Herpes simplex: el tipo 1 (VHS-1) y tipo 2 (VHS-
2). Ambos estan estrechamente relacionados, y son transmitidos a través de las
células de la mucosa epitelial, pero difieren en la epidemiologia. VHS-1 se
asocia tradicionalmente con la enfermedad orofacial; mientras que el VHS-2 se
asocia tradicionalmente con la enfermedad genital, sin embargo, la ubicacién de

la lesion no es necesariamente indicativa del tipo viral.[1]

VHS-1 y VHS-2 son virus de ADN que pertenecen a la familia
Alphaherpesviridae, y a la subfamilia de Herpesviridae.[2] El viribn del Herpes
simplex consta de cuatro componentes: un nucleo denso de electrones que

contiene el ADN viral, una céapside icosaédrica, un tegumento formado de



proteinas y enzimas virales, y una envoltura lipidica con glicoproteinas

virales.[3]

La Organizacion Mundial de la Salud reporta que la infeccion por el VHS-2 es
un problema mundial, y se calcula que hay en el mundo 400 millones de
personas infectadas. En 2012, la prevalencia estimada de la infeccion era mas
elevada en Africa (31,5%), seguida de las Américas (14,4%). También se ha
verificado que aumenta con la edad, pese a que el mayor numero de
infecciones se produce en adolescentes. Para el 2012, se estimé que habia
mas mujeres que hombres infectados por el VHS-2, 267 y 150 millones

respectivamente.[4]

El VHS-2 también se ha asociado con el virus del VIH, la OMS reporta que
existe un mayor riesgo de contraer el virus de VIH si se tiene la infeccion por el
virus del VHS-2, esto puede deberse a las Ulceras genitales que ocasiona este

virus.[4]

La infeccién genital por el VHS-2 también representa un riesgo para los
neonatos. Alrededor del 70% de las infecciones neonatales por VHS-2 son
resultado de la exposicion del neonato a la infeccidén genital asintomatica de la
madre.[2] El Herpes neonatal es una complicacién grave de gran mortalidad. Si
la infeccidbn no es tratada se estima que la mortalidad de los neonatos

infectados es del 60%.[4]



Por otro lado, el virus del VHS-1 se ha asociado con la aparicion de la
enfermedad de Alzheimer. Existe evidencia de la presencia y reactivacion del
VHS-1 en cerebros de pacientes con encefalitis herpética. Estudios realizados
en ratones, han concluido que el VHS-1 presente en el cerebro, se reactiva de
manera recurrente promoviendo asi la neuroinflamacion mediante la activacion
de receptores tipo toll (TLRs), confiriendo un riesgo de neurodegeneracion, que

por consiguiente, puede provocar efectos nocivos para la cognicién.[5]

El tratamiento de primera opcion para las infecciones por VHS-1 y VHS-2 son
los nucledsidos sintéticos como: el Aciclovir, Famciclovir o Valaciclovir, éstos
pueden reducir la intensidad de los sintomas, sin embargo, no curan la
infeccion debido a que el virus permanece en estado de latencia en el ser

humano.[4]

Para describir el mecanismo de accion de los antivirales de tipo nucledsido
sintético, se puede tomar como ejemplo el Aciclovir, el cual es un analogo de
guanosina, que es convertido selectivamente en aciclo-guanosina monofosfato
(aciclo-GMP) mediante la timidina-quinasa del virus, y luego es fosforilada para
formar aciclo-guanosina trifosfato (aciclo-GTP) por la quinasa celular. Aciclo-
GTP compite con trifosfato de desoxiguanosina (dGTP) por la unién con la ADN
polimerasa viral. La incorporacion de aciclo-GTP provoca la terminacién

prematura de la cadena de ADN viral (Figura 1).[6]
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Figura 1. Mecanismo de accion del Aciclovir

Actualmente, existen reportes de que el uso incontrolado de Aciclovir ha
provocado la aparicién de cepas de HSV-1 resistentes. En los aislados clinicos
de los virus resistentes al aciclovir, se han encontrado mutaciones en el gen
que codifica a la timidina-quinasa viral y en el gen que codifica a la ADN
polimerasa viral. Estas mutaciones dan como resultado la prevencion de la
fosforilacion del aciclovir por la timidina-quinasa, y por otro lado, la disminucién
de la afinidad de la ADN polimerasa viral por aciclo-GTP, continuando asi la

elongacion de la cadena viral con dGTP.[6]



Debido a la resistencia que ha desarrollado el virus del Herpes simplex, a este
tipo de antivirales y que no existe un farmaco que elimine el virus, es necesario

continuar con la busqueda de nuevas alternativas para su tratamiento.

1.2 Plantas Medicinales

A lo largo de los siglos, los seres humanos han dependido de la naturaleza para
satisfacer sus necesidades basicas, no menos importante la obtencién de
medicamentos para el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades. Las
plantas en particular, han formado la base de los sistemas de medicina
tradicional, con los primeros registros que datan del afio 2,600 a.C, en donde se
reporta el uso de alrededor de 1,000 sustancias de origen vegetal, utilizadas

para tratar diferentes padecimientos.[7]

Las plantas producen metabolitos secundarios, compuestos quimicos que
expresan la individualidad de cada especie, y se producen en ésta bajo
diferentes condiciones ambientales, o en defensa contra los depredadores. El
metabolismo secundario de las plantas, proporciona la mayor parte de los
compuestos con actividad farmacolégica obtenidos a partir de fuentes

naturales.[8]



Una de las familias de plantas, que son de gran interés en la busqueda de
nuevos farmacos basados en productos naturales es la Euphorbiaceae. Las
especies pertenecientes a esta familia, son conocidas por su amplia variedad
de metabolitos con propiedades farmacolégicas diversas, y por su gran

diversidad de compuestos con alta variabilidad estructural.[9]

Una de la especies de la familia Euphorbiaceae, que ha despertado el interés
por la actividad bioldégica que poseen algunos de los compuestos quimicos
aislados, es la Jatropha dioca.[9] Esta especie es un arbusto de 50 cm a 1.50 m
de altura, sus ramas son de color rojizo; produce un latex caracteristico color
amarillo que al contacto con el aire se oxida y su color cambia a rojo; por esta
caracteristica se le conoce a este especie comunmente como “sangre de
drago”. Es originaria de México y en su habitat prevalecen los climas secos y
semisecos. El uso medicinal de esta planta es muy antiguo, se utiliza con mayor
frecuencia para tratar la caida del cabello y gastritis, asi como diversas

infecciones bucales. [10]

Entre los estudios realizados a esta especie, se encuentra la evaluacién de su
actividad antioxidante. Para ello, se obtuvo el extracto agua-etanol a partir de
sus tallos y raices; posteriormente se evalué su porcentaje de reducciéon de
DPPH y su porcentaje de inhibicion de oxidacién de lipidos, en ambos casos se

obtuvieron resultados menores al 20%.[11]



En otro estudio realizado por Silva Belmares y cols., se evalué su actividad
antimicrobiana, frente a especies de bacterias gram positivas, gram negativas y
algunas especies de hongos. Para ello, se obtuvo el extracto de etanol, acetona
y hexano a partir de la raiz; posteriormente se evalu6 el diametro de inhibicidén
por el método de difusion con disco en agar. El extracto mas activo fue el
hexénico, que presentd actividad frente a las especies de Bacillus cereus y
Staphylococcus aureus (gram positivas), y frente a las especies de Escherichia
coli y Salmonella typhimurium (gram negativas). También presentd actividad
frente a las especies de hongos de Candida albicans, Candida parapsilosis,

Cryptococcus neoformans'y Sporothrix schenckii.[12]

En el departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la
UANL, también se han realizado estudios de la actividad biol6gica de la especie
J. dioica. En un estudio hecho por Alanis y cols., se evalu6 su actividad
antifangica y se determind la concentracion inhibitoria media (CIM) de los
extractos hidroalcohélico, hexanico, de acetato de etilo y butanol, frente a
diferentes especies de hongos: Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum. Los extractos de J. dioica solo

presentaron actividad frente a la especie de Candida albicans.[13]

Posteriormente, en otro estudio realizado por Silva Mares y cols. en el mismo

departamento con la especie Jatropha dioca, se evalu6 la actividad antiherpética



de diversos extractos frente a los virus VHS-1 y VHS-2, mediante el ensayo de
reduccion de placas en células Vero, y la citotoxicidad mediante el ensayo de
Mosmman en células Vero. Los extractos se obtuvieron a partir de la raiz, y el
mas activo fue el extracto hexanico con una Clso de 300 + 24 frente a VHS-1, y

270 *+ 30 frente a VHS-2. Se obtuvo una CCso de 882 + 89. Con estos datos el

indice de selectividad obtenido fue de 2.9 - 3.3.[14]

Posteriormente, se realiz6 el aislamiento biodirigido en base a la actividad
antiherpética, del compuesto Riolozatriona y se evalué su actividad in vitro frente
a los virus VHS-1 y VHS-2 asi como su citotoxicidad. Se obtuvo una Clso de 66 +
8.6 frente a VHS-1 y 66 = 5.9 frente a VHS-2. En cuanto a su citotoxicidad se
obtuvo una CCso de 384 * 1.9. Con estos datos el indice de selectividad obtenido

fue de 5.8.[14]

1.3 Riolozatriona

La Riolozatriona (figura 2) diterpeno de estructura unica con esqueleto de tipo
Riolozano, aislado por primera vez por Dominguez y colaboradores de la especie

Jatropha dioca.[15]



Figura 2. Estructura de la Riolozatriona

Es importante mencionar que no se conoce el mecanismo de accién de la
Riolozatriona relacionado con su actividad antiherpética, ni se ha evaluado su
reactividad quimica. Sin embargo, en la estructura de este compuesto existen
diferentes zonas estructurales que podrian ser responsables de su actividad
biolégica como: el grupo del dimetil-ciclopropano, la cetona a,B insaturada y el

sistema 1,3 dicetona del anillo de seis miembros.

Esta suposicion se debe a que existen reportes de diferentes terpenos, que
presentan en su estructura el anillo de dimetil-ciclopropano, al cual se le ha

asociado con diferentes actividades bioldgicas, entre ellas la actividad antiviral.

En compuestos terpénicos de tipo Tigliano (figura 3) que contienen en su
estructura el anillo de dimetil-ciclopropano se evalué su actividad como
activadores de la Proteina kinasa C (PKC). La activacién de esta proteina es
usada en el tratamiento de VIH debido a que desencadena una serie de

mecanismos que afectan los reservorios de las células T CD4* con infeccion
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latente. Estos compuestos presentan una alta actividad como inhibidores del

virus VIH.[16]

Prostratin Fischeroside C

Figura 3. Estructura de terpenos tipo Tigliano.

Se han encontrado compuestos de tipo Latirano (Figura 4) que presentan
actividad disminuyendo la expresién del antigeno del Citomegalovirus (CMV),
ademas han demostrado reactivar el reservorio viral latente del virus de VIH.[16]
Lo anterior es importante debido a que, entre las nuevas estrategias que se
investigan para tratar el virus del VIH, se encuentra la de reactivar el reservorio

viral latente en combinacion con la terapia antirretroviral.[9]
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Latilagascenes A-C Phenylacetylingol derivatives
(A) R,= OAc, R,= Ry= H 69 R,= OAc, R,= H, R,= Tig
(B) R,= OH, R,= Ry= H 70 R,= Bz, R,= Ac Ry= Me

(C) R,= OAc, Ry=Ry= H

Figura 4. Estructura de compuestos tipo Latirano.

Otros compuestos de tipo sesquiterpenoide que contienen en su estructura el
anillo de dimetil-ciclopropano han demostrado una significante actividad
inhibitoria de la transcriptasa reversa del virus del VIH (Figura 5). Ademas de
presentar actividad inhibitoria frente al virus Epstein-Barr, el cual al igual que los

virus Herpes simplex y Citomegalovirus pertenece a la familia Herpesviridae.[17]

Euglobal-Vv Macrocarpal A
R;=0-H, R,= B-Isobutyl Ry;= Me R,= OH

Figura 5. Estructura de compuestos tipo Sesquiterpenoide.
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Por otro lado, con respecto a compuestos que contienen en su estructura un
sistema de cetona a,B insaturada, en un estudio realizado con la Licochalcona A
(Figura 6), la cual presenta actividad antiinflamatoria, se evalud si la presencia
del doble enlace del sistema cetona q,B insaturada era necesario para que el
compuesto presentara la capacidad de inhibir la activacion del NF-kB (factor
nuclear kappa de las células B). A través de la obtencion del compuesto reducido
en el doble enlace, se comprobd que éste era necesario en la estructura para

presentar su actividad biologica.[18]

AN AN
HO OH HO OH
O o _Q
@] OCH; 0] OCH;
Licochalcona A Licochalcona A reducida

Figura 6. Estructura del compuesto Licochalcona A y Licochalcona A reducido.

Con respecto a compuestos que presentan el sistema ciclico 1,3 dicetona, se
puede mencionar un estudio en el que se evalué la actividad apoptética en
células tumorales y en células normales de diferentes compuestos con el sistema
1,3 dicetona. Se observé que este tipo de compuestos (Figura 7), presentaron
una citotoxicidad muy cercana en células tumorales y en células normales con lo

cual se obtuvo asi un indice de selectividad cercano a 1.[19]
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R
R
0 O
'e) @)
n

BD18 n=1, R=H BD21R=H
BD19 n=1, R=C,C;s BD22 R=Ph
BD20 n=2,R=H i

Figura 7. Estructura de compuestos ciclicos con el sistema 1,3 dicetona.

1.4 Modificacion Estructural

Uno de los objetivos fundamentales de la Quimica Terapéutica, es la busqueda
de nuevos farmacos que resulten mas potentes, mas selectivos y menos téxicos
en su accion terapéutica. La principal estrategia para lograr esto, suele ser la
modificacién estructural de los farmacos ya conocidos, entre ellos, los productos

naturales.[20]

Recientemente, Newman y colaboradores reportaron una revision sobre el
origen de los farmacos aprobados en todo el mundo, durante el periodo de
1981 al 2010. En general, el 50% de todos los farmacos estan relacionados con
productos naturales. El 21% incluye a los farmacos que provienen de productos
naturales modificados (natural derived) a través de semi-sintesis. En el mismo

analisis, se reporta que de todos los farmacos antivirales aprobados en este
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periodo, el 29% eran naturales derivados.[21]

En base a reportes previos encontrados en la literatura cientifica se plantean las

siguientes modificaciones quimicas a la Riolozatriona:

1. Para la modificacion del anillo de 1,1-dimetil-ciclopropano, se tomara como
referencia el estudio realizado por Sterner y Col. en el que usan trifluoro-
metanosulfonato de lterbio para modificar selectivamente el anillo de dimetil-
ciclopropano. Como alternativa se podrian usar otros 4cidos Lewis como el BF3

OMe.

2. El sistema cetona a,B insaturada puede ser modificado mediante una
hidrogenacion selectiva del doble enlace. Diversos reportes en la literatura
describen la reducciéon selectiva del doble enlace del sistema de cetona a,3
insaturada bajo las condiciones de hidrogeno gas (Hz2), como catalizador

paladio/C en etanol a temperatura ambiente.[22]

3. Por otro lado, el 9-borabiciclononano (9-BBN) se ha descrito como un agente
selectivo para la reduccion exclusiva del carbonilo de cetonas a,

insaturadas.[23]

4. En cuanto al sistema 1,3-dicetona del anillo de seis miembros existen
reportes que describen la reduccion selectiva de sistemas 1,3 dicetona

utilizando diversas condiciones con el NaBHa.
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Las modificaciones estructurales de la Riolozatriona que se realizaran en este
trabajo seran en base a las condiciones presentes en los antecedentes
descritos como condiciones iniciales y se podran modificar en base a los

resultados que se obtengan.

Los resultados obtenidos de este proyecto daran informacion importante sobre
la reactividad quimica de compuestos de tipo estructural de Riolozano, seran de
utilidad para establecer la relacion estructura-actividad de este tipo de
compuestos y se podra dar inicio a estudios encaminados a establecer el

mecanismo de accidn bioldgica de la Riolozatriona.
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1.5 Justificacion

Debido a la escasa informacion sobre las propiedades quimicas de
Riolozatriona y a su demostrada actividad antiherpética in vitro, es importante
realizar modificaciones estructurales especificas y selectivas que permitan
evaluar el impacto en su actividad citotéxica y antiherpética in vitro, mediante un

estudio de relacion estructura-actividad.
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1.6 Objetivos

Objetivo General

Obtener derivados de Riolozatriona y evaluar su actividad antiherpética in vitro.

Objetivos Especificos.

1. Obtener derivados del compuesto Riolozatriona mediante las siguientes

estrategias:

a) La transformacion del anillo de dimetil-ciclopropano.
b) La transformacion del sistema de la cetona a,f3 insaturada.
c) La transformaciéon del sistema 1,3-dicetona del anillo de seis

miembros.

2. Evaluar la actividad antiherpética in vitro de los derivados obtenidos

mediante la determinacidon del indice de selectividad.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material Bioldgico

Raiz de la Planta Jatropha dioica (folio de identificacion UAN-24077,
Herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas, U.A.N.L), colectada en el
ejido El Potrero, perteneciente al municipio de Villaldama Nuevo Ledn.
Células epiteliales de rinbn de mono verde africano Chlorocebus
sabaeus (Vero) Donadas por el Dr. Miguel Déctor, del Departamento de
Anatomia Patolégica y Citopatologia de la Facultad de medicina, UANL.
Aislado clinico de virus del Herpes simplex tipo 1 (VHS-1), orofacial
confirmado en cultivo celular y mediante el ensayo de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para el gen timidina-quinasa (tk) con
primers especificos contra VHS-1, tipificados y donados por el Dr.
Ernesto Torres del laboratorio de Inmunovirologia del Departamento de

Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL.



2.2 Material de Laboratorio

Agitador magnético

Cromatofolios Al TLC Silica gel 60 F 254, Merck ®
Cubas CAMAG para cromatografias TLC 13 X8 X 10 cm
Embudo de filtracion rapida

Espatula

Filtros de papel No. 40 Whatman ®

Gradilla

Matraz bola de 25, 100, 500 mL

Matraz Erlenmeyer de 250 y 500 mL

Pipetas Pasteur

Pipetas automaticas de 100-1000 uL

Pipetas automaticas de 10-100 L

Placa de calentamiento

Placas de cultivo de 6 pocillos

Placas de 96 pocillos

Probeta de 10, 50, 100 mL

Puntillas estériles desechables de 100-1000 uL
Soporte Universal

Termometro

Vaso de Precipitado de 50, 250 y 500 mL

19
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2.3 Equipos

o Cromatografo de Liquidos Analitico Waters 2695 con detector arreglo de

diodos Waters 2996.

e Balanza analitica OHAUS®

e Espectrometro RMN 400 MHz Bruker Avance Ill HD, equipado con
gradientes.

e Espectrémetro Ultravioleta Visible 340 Turner

e Espectrémetro 4000 Qtrap Sciex

e Rotavapor BUCHI RE 121 con bafio de agua BUCHI 161

e Incubadora con agitacién SHEL LAB®

2.4Reactivos

Reactivos de Reacciéon

e 9-borabiciclononano (9-BBN)

e Borohidruro de sodio (NaBHa4)

e Gas hidrégeno (H2)

e Trifluorometanosulfonato Yb(OTf)s
e Paladio/ carbono

e Silica gel 60

e Sulfato de sodio anhidro



e Celita®

Reactivos de ensayos bioldgicos

e Medio Eagles Modificado de Dulbecco (DMEM)
e Bromuro de 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)
e Buffer de fosfatos salino (PBS)

e Colorante Giemsa

2.5Disolventes

e Acetato de etilo
e Acetona
e Diclorometano

e Dimetilsulféxido

e Etanol
e Hexano
e Metanol

e Cloroformo deuterado 99.8% D, Sigma.

e Tetrahidrofurano (THF)

21
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2.6 Metodologia

2.6.1 Colecta de la planta

La planta se recolecta en el ejido "El Potrero™ perteneciente al municipio de
Villaldama, Nuevo Ledn, México. Una muestra se envio al Herbario Institucional
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL donde se le asigno el folio de
identificacion UAN-24077. Se realizaron colectas en primavera, verano, otofo e

inverno de los anos 2012 a 2016.

2.6.2 Obtencion de los extractos

La planta se seca a temperatura ambiente, se separa la raiz y se pulveriza. La
raiz pulverizada se somete a extraccidn con diclorometano a temperatura
ambiente con agitacion constante. El extracto obtenido se lleva a sequedad por
evaporacion a presion reducida. Posteriormente se calcula su porcentaje de
recuperacion y se almacena en frascos ambar con atmoésfera de nitrogeno a

4°C hasta su uso.

2.6.3 Purificacion de la Riolozatriona

Se emplea cromatografia en columna a baja presidén para la separacion de los
componentes del extracto de diclorometano de Jatropha dioica. Se realizan
varias columnas empacadas con silica (0.04-0.063 um) Aldrich ® y se eluyen
con diclorometano/acetona (19:1), las fracciones enriquecidas con Riolozatriona

se someten a separacion en las mismas condiciones con un sistema de eluciéon
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hexano/acetato de etilo (6:4) para obtener el compuesto puro. Se calcula el

porcentaje de recuperacion de la Riolozatriona.

2.6.4 Analisis de la Separacion Cromatografica por CLAR

La Riolozatriona pura se analiza por CLAR. Se utiliza el Cromatégrafo de
Liquidos Analitico Waters 2695 con detector arreglo de diodos a A de 254 nm,
una columna AccQ Tag 3.9 x 150 mm tamafo de particula 4 pm y un sistema
de elucion isocratico acetonitrilo-agua en una proporcién 50:50. El volumen de

inyeccién es de 10 pL. El flujo 0.2 mL/ min y el tiempo de corrida 0.35 minutos.

2.6.5 Obtencion de los derivados de Riolozatriona
A continuacion se presentan diversas estrategias para la obtencién de

compuestos derivados de Riolozatriona.

2.6.5.1Transformacion del anillo de dimetil-ciclopropano

En un matraz bola se disolvié Riolozatriona (1 mmol) en metanol (5 mL) y se
adiciond el trifluorometanosulfonato de iterbio Yb(Otf)s (1 mmol) a temperatura
ambiente. Después de aproximadamente 72 horas de reaccion se adicioné
salmuera (10 mL) y se realizdé una extraccion con acetato de etilo (3 veces de 5
mL).2" Los extractos organicos se combinaron y se secaron con sulfato de sodio
anhidro. Se eliminaron los volatiles a presion reducida. Se realizé una
purificacion en cromatografia en columna flash o de baja presion (fase

estacionaria Silica gel 60 y fase mévil hexano/acetato de etilo 6:4).
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2.6.5.2 Reduccion del doble enlace del sistema cetona a, insaturado

En un matraz bola se disolvio la Riolozatriona (1 mmol) en etanol y se agregd
Pd/C (5% en agua, 5% mmol). Se burbujeo hidrogeno gas (Hz) directamente a
la mezcla de reaccion a temperatura ambiente.?? Después de 30 minutos la

mezcla se filtré sobre celita® y se evaporaron los volatiles a presién reducida.

2.6.5.3 Reduccion de los carbonilos del sistema 1,3-dicetona

En un matraz bola se disolvi6 la Riolozatriona (1 mmol) en una mezcla
MeOH/CH2Cl2 (1:1) y se agreg6 el NaBH4 (1 mmol.) a -15°C[24] La mezcla se
agité a la misma temperatura durante aproximadamente 3 horas en atmdésfera
de argén. Para terminar la reaccion se adicioné agua.[25] Se realizé una
purificacion con cromatografia preparativa en TLC (fase estacionaria Silica gel

60 y fase movil hexano:acetato de etilo 6:4).

2.6.6 Caracterizacion estructural de los compuestos obtenidos

Los compuestos derivados de Riolozatriona se analizaron por las siguientes

técnicas:
o Espectroscopia Ultravioleta-Visible

Se pesd un miligramo de cada compuesto y se disolvié en un mililitro de
metanol, la lectura se hizo en una celda de cuarzo de 1 mL de

capacidad. El equipo utilizado fue el Espectrémetro Ultravioleta Visible
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340 Turner.

¢ Resonancia Magnética Nuclear

Se pesé dos miligramos de cada compuesto y se disolvié en 0.5 mg de
cloroformo-d 99.8% D, Sigma, la lectura se hizo en tubo de 178 mm de
longitud, 4.97 de didmetro externo y 4.20 de diametro interno. El equipo
utilizado fue el Espectrometro RMN 400 MHz Bruker Avance Ill HD,

equipado con gradientes.

e Espectrometria de Masas

Se pes6 1mg y se disolvié en un 1TmL de metanol con 0.1% de &cido
férmico, posteriormente se tomé 100uL de la solucidén anterior y se aford
a un mL con metanol con 0.1% de acido férmico. La lectura se hizo por

inyeccion directa en el Espectrometro 4000 Qtrap Sciex.

2.6.7 Determinacion de la citotoxicidad (CCso)

Se sembraron 100,000 células por pozo en una placa de 96 pocillos con medio
DMEM suplementado con suero fetal bovino, aminodcidos no esenciales,
glutamina y antibiéticos. Se incubaron a 24 h a 37 °C en una atmdésfera de 5%
de CO2, se retird el sobrenadante y se remplazd con soluciones de los

compuestos obtenidos de 125, 250, 500 y 1000 pg/mL disueltos en DMEM al 1
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% en DMSO y se incubaron nuevamente por 72 h. Este experimento se llevé a
cabo por triplicado para cada compuesto. Se utilizd como control negativo
células Vero sin exponer al compuesto. Después de tres dias de incubacion, la
viabilidad celular se determiné mediante la adicién de 10 puL de una solucién de
5 mg/mL de MTT por pozo, se incubaron 3 h a 37°C en una atmoésfera de CO2
al 5%. El medio de cultivo se removid, 100 uL de DMSO se anadio6 para disolver
los cristales de formazan y se midio la absorbancia a 570 nm. Posteriormente
se graficaron curvas de dosis respuesta de las diferentes concentraciones
utilizadas. La CCso se determind como la concentracion del compuesto
necesaria para reducir la viabilidad celular en un 50%, se tomé como 100% de

viabilidad celular el control negativo.[14]

2.6.8 Determinacion de la Actividad Anti-herpética (Clso)

La actividad anti-herpética, se determiné mediante el ensayo de reduccion de
placas virales. Se sembraron 100,000 células Vero por pocillo en placas de 24
pozos y se incubaron con 25 UFP del VHS-1 durante 1 h, a 37 °C en agitacién
constante. Posteriormente, el sobrenadante se desechd y se agregd a los
pocillos concentraciones de 125, 250 y 500 pg/mL de los compuestos disueltos
en DMEM suplementado con DMSO al 1% y 0.32% de I1gG, esterilizados por
filtraciéon. Las células se incubaron 72 h. Se utiliz6 para los ensayos controles
de crecimiento celular, control negativo (Mock) y células Vero infectadas vy
tratadas con ACV a una concentracién de 0.5 ug/mL como control positivo. Por

ultimo, las células se fijaron con 1 mL de metanol y se tifieron con 1 mL de
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Giemsa. La Clso se determind como la concentraciéon en la que se observé
reduccion del 50% de la formacion de Unidades Formadoras de Placa (UFP)
comparado contra el 0% de reduccion del control negativo, todos los ensayos

se realizaron por triplicado.[14]

2.6.9 Determinacion del indice de Selectividad

La determinacion del indice de selectividad se realizé con la siguiente férmula.

indice de selectividad = CCso/ Clso

La concentracidn inhibitoria media se obtuvo al determinar la actividad anti-
herpética con el ensayo de reduccion de placas virales y la concentracidon

citotdxica media se obtuvo mediante el método de Mosmman modificado. 3
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Aislamiento y Purificacion de Riolozatriona

Se utilizé la raiz molida de la Jatropha dioica como fuente de obtencién del
compuesto Riolozatriona. La purificacién de dicho compuesto se llevé a cabo
segun el método descrito en la seccion 2.6.4. Se realizd la purificacién hasta
obtener 2 gramos de Riolozatriona, Se utilizaron 2500 g de raiz molida y se

obtuvo un porcentaje de rendimiento de 0.08%.

3.2 Obtencion de derivados de Riolozatriona.

3.2.1 Modificacion del anillo de dimetilciclopropano en la Riolozatriona

Se realizé lo descrito en la seccidn 2.6.5.1. Las condiciones de reaccion
utilizadas en la apertura del anillo de dimetilciclopropano con el Yb(OTf)s de
cada experimento estan descritos en la tabla 1. A partir de estas condiciones

solo se aislo e identificé un derivado que se nombré compuesto 1.
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OMe

Yb(OTf),

MeOH

Riolozatriona 1

Tabla 1. Condiciones utilizadas en las reacciones con Yb(OTf)s

Ejemplo Yb(OTf)s3 Riolozatriona | Temperatura | Tiempo
1 1 Eq. 50 mg 25°C 72 horas
2 1 Eq. 40 mg 55°C 10 horas
3 1 Eq. 70 mg 70°C 10 horas
4 2 Eq. 70 mg 25°C 72 horas
6 2 Eq. 70 mg 25°C 72 horas
7 2 Eq 70 mg 70°C 10 horas

10 horas 72 horas
\.' . \
R e —R
- -

2, b v".{( L:’-V;)(i :T‘.J-
Figura 8. Cromatografias en capa fina de las reacciones para la obtencion
del compuesto 1. (Fase movil: hexano: acetato de etilo 6:4,
revelador acido fosfomolibdico).
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3.2.1.1 Elucidacién de la estructura del compuesto 1

El compuesto 1 se purificd segun el procedimiento descrito en la seccidén 2.6.5.1
y se realiz6 la caracterizacion estructural por medio de espectrometria UV-Vis,

RMN de 1Dy 2D y EM.

Longitud de onda de maxima absorcion: 254 nm
Peso molecular: 346.46

Formula molecular: C21H3004

Masa exacta: 346.21

Los espectros de 'H-RMN y '3C-RMN con las asignaciones completas de
Hidrogeno y Carbono se muestran en las figuras 10, 11 y 12. Los espectros de
1D y 2D (COSY, HSQC, HMBC y NOESY).se encuentran en la seccion de

anexo.

Como resultado del analisis de cada uno de los espectros anteriores la figura 9

muestra la estructura propuesta para el compuesto 1



OMe

Riolozatriona

11
e LN f

w 17
192
11
g 1 3
r,:‘;—l_\ ” 12 i
M T e T, UV e
Compuesto 1 YORH-0ZIPZ I 1 C:\Braker\Topspimd.i\ezmsdta
17 16
192
3
-
u
’F\._ ,@Lw\l/m,u/\ yJ" IMA gk

[ref]

2%

—T—TT
30

Figura 10. Comparacion de los espectros de 'H-RMN del compuesto 1 con

Riolozatriona.

T L | T T 7T T T T

L
25 20 15 10 0s

31



32

o LE
Riolozatriona
La
1
014 5 8 4
' o
Lo
Compuesto 1 o
F3
1014 4
5 8
At it -‘M A + il
200 150 : 160 100 [ppm]

Figura 11.Comparaciéon de la primera parte del espectro de '*C-RMN del
compuesto 1 con Riolozatriona
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Figura 12. Comparacion de la segunda parte del espectro de *C-RMN del
compuesto 1 y Riolozatriona
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3.2.2 Modificacion del sistema 1,3-dicetona del anillo de seis miembros en

la Riolozatriona.

Se realiz6 la reaccion de reduccion con NaBHs4 mediante el procedimiento
descrito en la seccion 2.6.5.3. Las condiciones probadas de reduccidén de los
carbonilos del sistema 1,3-dicetona con NaBH4 estan descritos en la tabla 2.
Bajo estas condiciones de reaccion se aislaron e identificaron los compuestos 2,

3, 4 y 5 con rendimientos de 38%, 30%, 18% y 10% respectivamente.

[«
H-.‘.‘-"_,-/
o / 7_;"“
,‘-"{H\OH
e <7
X @
OH H on
Riolozatriona 2 3 4 5
38% 30% 18% 10%

Tabla 2. Condiciones utilizadas en las reacciones con NaBHa4

Ejemplo Riolozatriona MeOH/CH2Cl2 Temperatura Tiempo
1 70 mg 50/50 -80°C 3 horas
2 70 mg 50/50 -15°C 1 hora
3 60 mg 100/0 -15°C 30 min
4 60 mg 12/82 -15°C 30 min




30 minutos 2 horas

Compuesto2y 5

z Compuesto 3
<~ Compuesto4

Figura 13. Cromatografias en capa fina de la reaccion para la obtencién del
compuesto 2, 3, 4 y 5.(Fase movil: hexano: acetato de etilo 6:4,
revelador acido fosfomolibdico).

34
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3.2.2.1 Elucidacion de la estructura del compuesto 2

El compuesto 2 se purificd segun el procedimiento descrito en la seccidon 2.6.5.3
y se realiz6 la caracterizacion estructural por medio de espectrometria UV-Vis,

RMN de 1Dy 2Dy EM.

Longitud de onda de maxima absorcién: no absorbe en el rango de 220-780

nm.
Peso molecular: 336.47
Formula molecular: C2oH3204
Masa exacta: 336.23

Los espectros de 'H-RMN y '3C-RMN con las asignaciones completas de
Hidrogeno y Carbono se muestran en las figuras 15, 16 y 17. Los espectros de
1D y 2D (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) se encuentran en la seccion de

anexo.

Como resultado del analisis de cada uno de los espectros anteriores la figura 14

muestra la estructura propuesta para el compuesto 2.



Figura 14. Estructura del compuesto 2
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Figura 15. Comparacién de los espectros de 'H-RMN del compuesto 2 y

Riolozatriona
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Compuesto 2

Figura 16.Comparacion de la primera parte del espectro '*C-RMN del

compuesto 2 y Riolozatriona
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Figura 17.Comparacion de la segunda parte del espectro '*C-RMN del
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3.2.2.2 Elucidacion de la estructura del Compuesto 3

El compuesto 3 se purificd segun el procedimiento descrito en el punto 2.6.5.3 y
se realizd la caracterizacion estructural por medio de espectrometria UV-Vis,

RMN de 1Dy 2Dy EM.

Longitud de onda de maxima absorcion: No absorbe en el rango de 220-780

nm.
Peso molecular: 316.43
Formula molecular: C2oH2s03
Masa exacta: 316.20

Los espectros de 'H-RMN y '3C-RMN con las asignaciones completas de
Hidrogeno y Carbono se muestran en las figuras 19, 20 y 21. Los espectros de
1D y 2D (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) se encuentran en la seccion de

anexo.

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la Figura

18 muestra la estructura propuesta para el compuesto 3.



Figura 18. Estructura del compuesto 3
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Figura 20.Comparacion de la primera parte del espectro '*C-RMN del
compuesto 3 y Riolozatriona
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Figura 21.Comparacion de la segunda parte del espectro '*C-RMN del
compuesto 3 y Riolozatriona
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3.2.2.3 Elucidacion de la estructura del Compuesto 4

El compuesto 4 se purifico segun el procedimiento descrito en el punto 2.6.5.3 y
se realizd la caracterizacion estructural por medio de espectrometria UV-Vis,

RMN de 1Dy 2Dy EM.

Longitud de onda de maxima absorcion. No absorbe en el rango de 220-780

nm.
Peso molecular 318.45
Formula molecular C20H3003
Masa exacta 318.22

Los espectros de 'H-RMN y 3C-RMN con las asignaciones completas de
Hidrogeno y Carbono se muestran en las figuras 23, 24 y 25. Los espectros de
1D y 2D (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) se encuentran en la seccién de

anexo.

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la Figura

22 muestra la estructura propuesta para el compuesto 4.
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. Estructura del compuesto 4

Riolozatriona .1.6 TR
19 20
13 5
1
6 11
| 2 ‘Hf \—] ﬂ 12
: Tl Ml -A_*_J\,'w.___i-?
Compuesto 4 18 16

compuesto 4 y Riolozatriona

Figura 24. Comparacién de los espectros de 'H-RMN del

26 [rel]

42



YDEOH-021-F22-30 2 1 C:\Brukar\TopSpim).2\examaata

= £
Riolozatriona =
¥ 0 4 )
Compuesto 4 ; . [
10 8 [s
],‘ - Wrviare S Wb eipimstety ::LL s B
Figura 25.Comparacion de la primera parte del espectro '*C-RMN del
compuesto 3 y Riolozatriona
Riolozatri;:)ﬁa = i §
1 212 3 16
9 13 i 15 23 17 o
20
Ll L ‘
Compuesto 4 e e e
5 14 7 6
| 9
|
|
W: vAJ v T i
9'0 ' " ﬁlﬂ : 20 20 '[ppm]
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3.2.2.4 Elucidacion de la estructura del Compuesto 5

El compuesto 5 se purificd segun el procedimiento descrito en el punto 2.6.5.3 y
se realizd la caracterizacion estructural por medio de espectrometria UV-Vis,

RMN de 1Dy 2Dy EM.

Longitud de onda de maxima absorcién: no absorbe en el rango de 220-780

nm.
Peso molecular: 336.47
Formula molecular: C2oH3204
Masa exacta: 336.23

Los espectros de 'H-RMN y '3C-RMN con las asignaciones completas de
Hidrogeno y Carbono se muestran en las figuras 27, 28 y 29. Los espectros de
1D y 2D (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) se encuentran en la seccion de

anexo.

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la Figura

26 muestra la estructura propuesta para el compuesto 5.
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3.2.3 Reduccion del doble enlace del sistema cetona a,B insaturado
Se realiz6 lo descrito en la secciéon 2.6.5.2, Las condiciones de reduccion del
doble enlace del sistema cetona a,f insaturado con Pd/C estan descritos en la

tabla 3. Bajo estas condiciones se obtuvo como unico producto el compuesto 6.

Riolozatriona

Tabla 3. Condiciones utilizadas en las reacciones con Pd/C

Ejemplo Pd/C Riolozatriona Temperatura Tiempo

1 1 Eq. 60 mg t.a. 30 minutos

30 minutos

Figura 31. CCF de la reaccién de obtencién del compuesto 6 (fase movil:
hexano: acetato de etilo 6:4. revelador &cido fosfomolibdico).
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3.2.3.1 Elucidacion de la estructura del compuesto 6

El compuesto 6 se purificd segun el procedimiento descrito en la seccidon 2.6.5.2
y se realiz6 la caracterizacion estructural por medio de espectrometria UV-Vis,

RMN de 1Dy 2Dy EM.

Longitud de onda de maxima absorcion: No absorbe en el rango de 220-780

nm.
Peso molecular: 316.43
Formula molecular: C2oH2s03
Masa exacta: 316.20

Los espectros de 'H-RMN y '3C-RMN con las asignaciones completas de
Hidrogeno y Carbono se muestran en las figuras 32, 33 y 34. Los espectros de
1D y 2D (COSY, HSQC, HMBC y NOESY) se encuentran en la seccién de

anexo.

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la Figura

31 muestra la estructura propuesta para el compuesto 6.



Figura 31. Estructura del compuesto 6
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3.3 Evaluacion de la Actividad Citotéxica (CCso) de los derivados

obtenidos.

Se determind la actividad citotoxica como se describié en la seccién 2.6.7. En la

tabla 4 se muestra la CCso obtenida de los derivados.

Tabla 4. Determinacion de la actividad citotoxica de los derivados obtenidos.

Compuesto CCso D.E.
1 >1600 pg/mL (ND) NC
2 718 pug/mL + 66.8
3 1624 ug/mL +5.18
4 1537 pg/mL +18.9
6 102 pg/mL +10.1

NC: no calculado

3.4 Evaluacion de la Actividad Antiherpética (ICso) de los derivados
obtenidos.

Se determiné la actividad antiherpética contra VHS-1 como se describi6 en la

seccion 2.6.8. En la tabla 5 se muestra la ICso obtenida de los derivados.

Tabla 5. Determinacién de la actividad antiherpética contra VHS-1 de los
derivados obtenidos.

Compuesto ICso D.E.
1 147.22 pg/mL +6.30
2 >500 pg/mL NC
3 222.24 pg/mL +11.87
6 23.65 pug/mL +1.24

NC: no calculado
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3.5 Determinacion de indice de Selectividad de los derivados obtenidos.

Se determinoé el indice de selectividad como se describié en la seccién 2.6.8. En

la tabla 6 se muestran los valores obtenidos de los compuestos 1, 2, 3y 6.

Tabla 6. Determinacion del indice de selectividad de los derivados obtenidos.

Compuesto Indice de Selectividad VHS-1

1 >10.87

<1.44

2
3 7.32
6 5.31
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CAPITULO 4

DISCUSION

La Riolozatriona es un diterpeno de estructura unica el cual solo se ha aislado
de la especie Jatropha dioca.[15] Esta especie pertenece a la familia de las
Euphorbiales, las plantas de esta familia son conocidas por tener metabolitos
secundarios de tipo terpeno con actividad biolégica.[16] La Riolozatriona fue
aislada por primera vez por Dominguez y colaboradores sin embargo no se
probd la actividad biolégica del compuesto aislado.[15] En el trabajo realizado
por Silva Mares en el 2003, se realiz6 el aislamiento biodirigido de compuestos
con actividad antiherpética de la raiz de Jatropha dioica, donde la Riolozatriona

mostrd un indice de selectividad de 5.8 el cual se considera moderado.[14]

Hasta nuestro conocimiento existen pocos reportes sobre este compuesto y su
mecanismo de accion relacionado con su actividad antiherpética, por esta razon
se obtuvieron derivados a partir del compuesto Riolozatriona en donde se buscé
modificar diferentes partes de la estructura y ver cémo afectan estos cambios

en su actividad biolégica.
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Para la obtencién de cantidad suficiente de Riolozatriona y de esta forma dar
cumplimiento a los objetivos planteados en este trabajo, fue necesario hacer la
purificacion mediante el método descrito en la seccion 2. A partir de 2.5 kg de
raiz J. dioica molida y seca, con lo cual se lograron obtener 2 g de Riolozatriona

pura.

1. Transformacion del sistema dimetil-ciclopropano de la Riolozatriona.

En base a la busqueda bibliogréfica, las condiciones mas favorables para la
modificacion del anillo dimetil-ciclopropano de la Riolozatriona incluyen el
Yb(OTf)s. De acuerdo a lo reportado por Sterner, el Yb(OTf)s es un acido de
Lewis suave y selectivo que ya ha sido utilizado en otros terpenos (latirano) con
buenos resultados.[26] Con base en la literatura el Yb(OTf)s puede favorecer la
apertura del anilllo de ciclopropano mediante dos vias y conducir a la formacién
de dos compuestos a y b. El producto a es consecuencia del ataque nucleofilico
del metano en el carbono 15 En cambio en el producto b el metanol se adiciona

en el carbono 12.

SN MeOH

Yb(OTf),

v

MeOH
t.a.

Ecuacidn 1. Derivados propuestos a partir de la transformacién de dimetil-
ciclopropano con Yb(OTf)3
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Cuando la Riolozatriona se hizo reaccionar con el Yb(OTf)s en metanol, se aislo
como producto el compuesto 1. Probablemente la formacion de este compuesto
se favorece debido a que el carbono cuaternario del dimetil-ciclopropano es

mas electrofilico.[27]

Las condiciones de reaccion se variaron ligeramente con el fin de mejorar el
bajo rendimiento de la reaccién. Inicialmente se calentd la mezcla de reaccion a
55 °C y posteriormente a 70°C, sin embargo el rendimiento fue igual de bajo. La
cantidad de (YbOTf)s se aumentd a 2 equivalente sin éxito. En compuestos
similares, el rendimiento de la apertura de este tipo de anillo es igual de bajo, se

reportan rendimientos del 15-20%.[26]

En el espectro de "H'RMN del compuesto 1 se observan cambios importantes
como la senal correspondiente al grupo metoxi a 2.95 ppm, las senales de los
hidrégenos de los carbonos 11 y 12 y 13 en los cuales hubo un cambio en su

desplazamiento quimico comparado con la Riolozatriona.

En cuanto al espectro de '®C-RMN aparecen 21 sefales de carbono; a campo
bajo se observan las sefiales de los carbonilos y del doble enlace presentes en
la Riolozatriona, de esta forma aseguramos que esas partes de la molécula no
cambiaron. Sin embargo a campo alto se observa una sefial de carbono a 51
ppm que no se encuentra en el espectro de '3C-RMN de la Riolozatriona y que
corresponde al grupo metoxilo. También se observé el cambio en la sefal del
carbono 15, la cual se desplazé a campo bajo (80.2 ppm) debido a que el

carbono se encuentra ahora oxigenado.
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En el experimento DEPT-90, se observo en el compuesto 1 cuatro carbonos de
tipo metino, a diferencia de la Riolozatriona que tiene cinco carbonos

metinos.[28]

Con el experimento DEPT-135 el cual nos permite identificar cuales carbonos
son metinos y metilos (debido a que las sefales se observan hacia arriba de la
linea base) y cuales son metilenos (debido a que las sefiales se observan hacia
bajo de la linea base), se observd que la sefal nueva que aparece a 51 ppm
corresponde a un metilo. Ademas, se observdé que hay cuatro sefiales de
carbono que corresponden a metilenos, a diferencia de la Riolozatriona que

solo presenta tres.[28]

Debido a que existia la posibilidad de obtener dos derivados a partir de la
reaccion con Yb(OTf)s se realizaron experimentos de 2D de RMN para hacer

una elucidacion estructural y asignacién inequivoca de todas las senales.

Con ayuda del experimento HSQC se identific6 la correlacidbn a un enlace
carbono-hidrégeno, y se observaron cambios en el desplazamiento quimico de

varias sefiales comparado con la Riolozatriona.[28]

Posteriormente, se realiz6 el experimento de HMBC el cual nos permite

identificar la correlacion carbono-hidrégeno a 2 o 3 enlaces.[28]

Mediante este experimento se logré confirmar cual de los dos derivados se
formd debido a que se observa una correlacién a larga distancia entre la senal
de hidrogeno del metoxilo que aparece a 2.95 ppm y la sefial de C-15 que

aparece 76 ppm, la cual se confirmé en el experimento DEPT-135 que
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corresponde a un carbono cuaternario. Mediante la correlacion a larga distancia
con la senal del grupo metoxilo, se identificd que el ataque nucleofilico ocurrid
en C-15. Si el ataque nucleofilico hubiera sido en C-12 la sefnal de los
hidrogenos del grupo metoxilo darian correlacion con un carbono metino
correspondiente a C-12, al no observar esta correlacion se defini6 que el

compuesto formado fue el compuesto

1. Transformacion del sistema 1,3-dicetona del anillo de seis

miembros.

Para la transformacion del sistema 1,3-dicetona del anillo de seis miembros se
propuso la reduccién de los carbonillos del anillo de seis miembros utilizando
NaBH4 en metanol/diclorometano (1:1) a -15°C. Estas condiciones han sido
usadas para reducir selectivamente cetonas alquilicas sobre cetonas
conjugadas en buenos resultados [24] Cuando la Riolozatriona se mezclé con el
borohidruro de sodio en estas condiciones el compuesto 2 fue el producto que
se obtuvo en mayor cantidad (38%). Su formacion se explica con un doble
proceso: adicion conjugada de una molécula de agua seguido de la reduccion
del carbonilo del anillo 1,3-dicetona y ciclopentanona (Ecuacién 2). El
compuesto 5 es un epimero del compuesto 2, por lo que se considera sigue la
misma ruta adicion conjugada reduccion en menor proporcion (10%). El
compuesto 3, fue el segundo compuesto obtenido en mayor cantidad (30%) y
es resultado de una reduccién selectiva de la cetona conjugada sobre la 1,3-

ciclohexadienona. Por ultimo el compuesto 4 que se obtuvo en un rendimiento
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del 18% el tercero en cantidad, se explica a través de la reduccion de la cetona

conjugada seguido de uno de los carbonilos de la 1,3-dicetona.

Ecuacion 2. Derivados obtenidos a partir de las reacciones con NaBH4

De acuerdo a la literatura, se conoce que la cetonas saturadas se reducen mas
rapidamente que las cetonas insaturadas debido a que la conjugacion del doble
enlace con la cetona reduce el caracter electropositivo del carbonilo previniendo
la adicion de los hidruros.[29][24][30] La reduccién del carbonilo mas impedido
de la 1,3-dicetona no fue observada en ninguno de los compuestos
recuperados. EI NaBH4 es un agente reductor que se ve afectado por el
impedimento estérico, y debido a ello las reducciones con NaBH4 se consideran

estereoselectivas. Los ataques de este agente reductor siempre sera por el lado
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menos impedido de la molécula.[30] Por otro lado, la adicion conjugada que da
origen a los compuestos 2 y 5 se debe la existencia de agua en la mezcla de
reaccion. Si bien la reaccidn se realiza bajo condiciones anhidras, el metanol es

muy higroscépico.[25]

Tanto la reduccién en el tiempo y el aumento en la temperatura no modificaron

la aparicidén de los productos ni sus proporciones.

Cuando la reaccidén se condujo usando un solo equivalente de borohidruro en
unicamente metanol como disolvente (-15°C por 30 min), el compuesto 3 fue el
producto que obtuvo en mayor cantidad, seguido del compuesto 2 y no se

observé la formacion del compuesto 4 y 5.

Por otro lado se hizo la reaccion con diclorometano/metanol en una proporcion
88:12 con un equivalente de NaBH4 a -15°C por 30 min. En esta reaccion el
producto mayoritario fue el compuesto 2 seguido en rendimiento el compuesto
3, este resultado es el mismo que en las condiciones iniciales, sin embargo no
se observa la formacion del compuesto 4 esto puede deberse a que el tiempo

de reaccidén es menor que el de las condiciones iniciales.

Bajo todos estos cambios en las condiciones no se pudo evitar la formacién del
compuesto 4, por lo que es necesario hacer mas pruebas experimentales y
utilizar otro tipo de agentes reductores para poder identificar el factor que esta

favoreciendo la formacion de este producto.
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Elucidacion estructural del compuesto 2

Se realizaron los espectros de '"H-RMN en donde se puede apreciar la aparicion
de senales de hidrogeno a campo bajo, las cuales corresponden a los
hidrégenos de los carbonos que antes eran carbonilos: estas son tres sefales

tripletes a 3.93 ppm, a 3.16 ppm y a 2.25 ppm.

En el espectro de *C-RMN del compuesto 2, solo se observa una sefial en la
zona de los carbonilos a 211.11 ppm a diferencia del espectro de’3C'RMN de la
Riolozatriona en el cual se observan 3 senales de carbonilo. Por otro lado en la
zona donde aparecen las senales de los carbonos sp2 no se observan senales.
Con estos datos identificamos que nuestro derivado se redujo en dos de los tres

carbonilos posibles y ademas desaparecio6 el doble enlace en la molécula.

En el experimento DEPT 90 se observan 8 seinales, lo que indica que el
compuesto 2 tiene en su estructura 8 metinos a diferencia de en la Riolozatriona

que presenta 5 metinos.

En el experimento DEPT 135 se observan 13 sefales positivas y 3 sefnales
negativas, de las 13 sefales positivas 8 corresponden a metinos y 5 a metilos,
las tres sefales negativas son metilenos. Las sefales que no se observan en
estos experimentos son los carbonos cuaternarios. En base a esto se determiné
que nuestro derivado tiene 4 carbonos cuaternarios, a diferencia de en la

Riolozatriona que tiene 7 carbonos cuaternarios.

A través del experimento de HSQC se relaciond la senal triple que aparece 3.93

ppm en el espectro de hidrogeno con la sefial de CH a 86.22 ppm en el
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espectro de '3C, esta sefal se encuentra muy desplazado a campo bajo Unalo
cual es congruente con un carbono oxigenado. La sefial de H que aparece a
3.16 ppm, mostré correlacion con la sefial de CH a 85.21 ppm, por lo que
también se atribuye a un carbono oxigenado debido a su desplazamiento a
campo bajo. Por ultimo, la sefal que aparece a 2.25 ppm muestra relacion con

la senal de CH a 57.04 ppm, la cual podia asignarse tanto al C-4 como al C-8.

En el experimento H,H-COSY se observo que la sefal de 3.16 ppm muestra
relacion con la sefal a 2.25 pm y con la senal de H-6 a 1.62 ppm. Con estas
correlaciones podemos definir que la senal a 3.16 ppm corresponde a H-5, que
si bien en la Riolozatriona es un carbonilo en el compuesto 2 se redujo y es un
CH hidroxilado. Ademas, en base a que la sefial a 2.25 ppm mostraba
correlacidén con H-3 y H-5 se definidé que esta sefnal correspondia al H-4, el cual

en la Riolozatriona pertenece al doble enlace y en el compuesto 2 es un metino.

Otra senal importante de carbono cuaternario que aparece a 97.81 ppm, se
encuentra desplazada a campo bajo, lo que concuerda con un carbono
oxigenado, muestra correlacion a la larga distancia en el experimento de HMBC
con las senales de hidrogeno del C-1, por lo que se asigné a C-8 que en la
Riolozatriona este pertenece al doble enlace. Con estos resultados se puede

comprobar la adicién 1,4 del grupo —OH en C-8.

En cuanto a la senal de hidrogeno que aparece a 3.93 ppm, esta mostrd
correlacion con la sefal en el espectro de '3C-RMN correspondiente al
carbonilo y con la sefnal de correspondiente 2 C-13 por lo que se determind que

el carbonilo que se redujo en el anillo de seis miembros es el C-14.
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Con todos estos datos espectroscopicos se determind que el compuesto 2

presenta la estructura que se muestra en la figura 14.
Elucidacion estructural del compuesto 3

En el espectro de 'H-RMN del compuesto 3 se observa una seial singulete
ancho a 3.99 ppm que no se encuentra en el espectro de 'H-RMN de la

Riolozatriona.

En el espectro de '*C-RMN en la zona de los carbonilos se observan 2 sefales
a diferencia de en la Riolozatriona que se observan 3 sefales. En la zona de los
dobles enlaces se observan dos sefnales. Con estos datos se definié que solo
uno de los 3 carbonilos se habia reducido y que el doble enlace también estaba

presente en el compuesto 3 igual que en la Riolozatriona.

En el experimento DEPT-90 se observan 6 senales positivas, este resultado nos
indica que el compuesto 2 tiene en su estructura 6 metinos a diferencia de en la

Riolozatriona que presenta 5 metinos.

En el experimento DEPT 135 se observan 11 senales positivas y 3 senales
negativas, de las 11 sefales positivas 6 corresponden a metinos y 5 a metilos,
las tres senales negativas son metilenos. En base a esto se determiné que
nuestro derivado tiene 6 carbonos cuaternarios, a diferencia de en la

Riolozatriona que tiene 7 carbonos cuaternarios.

En el experimento HSQC se observé que la senal a 3.98 ppm en el espectro de
"H-RMN muestra correlaciéon a un enlace con la sefial de CH a 80.29, y debido

a su desplazamiento quimico se definié que es un carbono oxigenado.
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En el experimento HMBC se observo que la sefal de H a 3.98 ppm muestra
correlacion con la sefial del espectro de '*C-RMN que aparece a 147.22 ppm y
que corresponde al doble enlace del bi-ciclopenteno. Con toda esta informacion
se determind el compuesto 3 es producto de la reduccion del carbonilo 5 de la

Riolozatriona. La estructura de 3 se presenta en la figura 18.

Elucidacion estructural del compuesto 4

En el espectro de 'H-RMN del compuesto 4 se observan dos sefales a 3.94
ppm y otra a 4.29 ppm que no se encuentran en el espectro de 'H-RMN de la

Riolozatriona.

En el espectro de *C-RMN se observa 1 sefial de C en la zona de los
carbonilos a diferencia del espectro de carbono de la Riolozatriona que se
observan 3 sefales. En la zona de los dobles enlaces se observan dos senales.
Con estos datos se definidé que dos carbonilos se habian reducido y que el

doble enlace estaba presente en el compuesto 4 igual que en la Riolozatriona.

En el experimento DEPT 90 se observan 7 sefnales positivas, este resultado
indica que el compuesto 4 tiene en su estructura 7 metinos a diferencia de en la

Riolozatriona que presenta 5 metinos.

En el experimento DEPT 135 se observan 12 sefales positivas y 3 senales
negativas; de las 12 sefales positivas 7 corresponden a metinos y 5 a metilos,

las tres senales negativas son metilenos. En base a esto se determiné que
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nuestro derivado 4 tiene 5 carbonos cuaternarios, a diferencia de la

Riolozatriona que tiene 7 carbonos cuaternarios.

En el experimento HSQC se observd que la sefal de hidrogeno a 3.98 ppm
muestra correlacidén con la sefal de CH a 80.29 ppm, y por su desplazamiento

quimico se definié que es un carbono oxigenado.

En el experimento HMBC se observé que la sefial de CH a 80.29 ppm muestra
correlacién a larga distancia con la sefal hidrégeno que aparece a 2.34 ppm,
que corresponde H-6. Por otro lado en el mismo experimento se observd que la
senal de CH que aparece a 71.31 ppm correlaciona con la sefal de hidrogeno a
2.18 que corresponde H-13. Con toda esta informacion se determiné que la

reduccién se llevo a cabo en los carbonilos 5 y 14 de la Riolozatriona.

Con todos estos datos espectroscopicos se determind que el compuesto 4 tiene

la estructura que se muestra en la figura 22.

Elucidacion estructural del compuesto 5.

Se realizaron los espectros de 'H-RMN en donde se puede apreciar la aparicion
de sefnales de hidrogeno a campo bajo: que una sefal triplete a 3.95 ppm, otra

sefnal simple ancha a 4.07 ppm y otra sefial doble-doblete a 2.51 ppm.

En el espectro de '3C-RMN del compuesto en la zona de los carbonilos solo se
observa solo una seial a 211.67 ppm a diferencia del espectro de 'SC'-RMN de
la Riolozatriona en el cual se observan 3 sefales. Por otro lado en la zona

donde aparecen las sefales de los carbonos de doble enlace no se observan
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senales. Con estos datos identificamos que nuestro derivado 5 habia sido
reducido en dos de los tres carbonilos posibles y ademas habia desaparecido el

doble enlace en la molécula.

En el experimento DEPT-90 se observan 8 sefales positivas, este resultado
indica que el compuesto 5 tiene en su estructura 8 metinos a diferencia de en la

Riolozatriona que presenta 5 metinos.

En el experimento DEPT-135 se observan 13 senales positivas y 3 senales
negativas, de las 13 sefales positivas 8 corresponden a metinos y 5 a metilos,
las tres senales negativas son metilenos. En base a esto se determind que
nuestro derivado 5 tiene 4 carbonos cuaternarios, a diferencia de en la

Riolozatriona que tiene 7 carbonos cuaternarios.

En cuanto al experimento de HSQC se relacioné que la sefial de hidrégeno que
aparece 4.07 ppm correlaciona con la sefial de CH a 81.03 ppm, esta sefal se
encuentra muy desplazada por lo que se definié que era un carbono oxigenado,
Otra senal de hidrégeno importante es la sefial que aparece a 3.95 ppm la cual
mostro correlacion con la sefnal de carbono a 87.24 ppm, esta sefial también
corresponde a un metino y debido a su desplazamiento a campo bajo se definid
que también es un carbono oxigenado. La siguiente sefial de hidrogeno
importante que aparece a 2.51 ppm, y muestra relacién con la sefal de carbono

a 54.36 ppm que corresponde a un metino.

En el experimento H,H-COSY- se observd que la sefal de 4.07 ppm muestra

correlacion con la sefial a 2.51 ppm. Ademas la sefial en 2.51 ppm mostro6
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relacion con las senales de H-3 por lo que se definié que la senal a 4.07 ppm
corresponde H-5 que si bien en la Riolozatriona es un carbonilo en el
compuesto 5 se redujo y es un carbono hidroxilado. También en base a que la
sefial a 2.51 ppm mostraba correlacion con las sefales de hidrogeno 3 y 5, se
defini6 que esta senal corresponde al metino H-4, el cual pertenece en la

Riolozatriona al carbono del doble enlace.

Otra senal de carbono cuaternario la cual no se habia identificado es la senal
que aparece a 103.20 ppm se encuentra desplazada a campo bajo por lo que
se determin6 que es un carbono oxigenado y debido a que en el experimento
de HMBC muestra correlacion a la larga distancia con las sefales de H-1 se
determind que esa sefal de carbono corresponde C-8 que en la Riolozatriona

pertenece al doble enlace.

En cuanto a la sefnal de hidrogeno que aparece a 3.95 ppm, esta mostrd
correlacién con la senal del carbonilo y con la senal de C-13, por lo que se
determind que el carbonilo que se redujo en el anillo de seis miembros es el del

carbono 14.

Con todos estos datos espectroscopicos se determind que el compuesto 5 tiene

la estructura que se muestra en la figura 26.

Como se observa en los datos espectroscopicos el compuesto 2 y el
compuesto 5 parecen tener los mismos cambios estructurales, sin embargo al
analizar los datos del experimento NOESY se observd que estos son

diastesteroisémeros debido a que el hidroxilo del C-5 esta hacia adelante en el
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plano en el compuesto 2 (S) y en el compuesto 5 esta hacia atras en el plano

(R).

Compuesto 2 Compuesto 5

Figura 36. Representacion del efecto NOE en los compuestos 2y 5

Mediante el experimento NOESY también se logré determinar la orientacion de
los hidroxilos C-14 y C-8 sin embargo, en estos grupos no hubo diferencia de

orientacion entre los derivados 2 y 5 como se observa en la figura 36.

Otro aspecto importante que se definié fue si la hidroxilacién se llevé a cabo en
C-8 0 en C-4. Esto se determind con el experimento COSY debido a que la

senal de H-4 presenté correlacion con los H-3, como se muestra en la figura 37.
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HHH OH
)
cosy

Figura 37. Representacion de la correlacion COSY en el compuesto 2

Compuesto 3 Compuesto 4

Figura 38. Representacion del efecto NOE en los compuestos 3 y 4

Con respecto a la determinacién de la orientacion de los hidroxilos en los
compuestos 3 y 4, se determin6 que en ambos compuestos el hidroxilo del
carbono 5 estaba hacia delante en el plano. En el caso del hidroxilo en C-14 del

compuesto 4 este también esta hacia delante en el plano (Figura 38).

Los resultados de este experimentos también son importantes para tener una

idea de por cual cara de la molécula existe menos impedimento estérico.[30]
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Debido a que en el compuesto mayoritario, el grupo hidroxilo de C-5y de C-8 se
encuentra hacia adelante en el plano, se puede suponer que por este lado es
mas facil el ataque del NaBH4 en la Riolozatriona. Por otro lado en el hidroxilo
14 no esta muy claro porque lado esta menos impedida la molécula debido a
que en el compuesto mayoritario este se encuentra orientado hacia atras, pero

en los compuestos 3 y 4 se encuentra hacia adelante en el plano.

3. Transformacion del sistema de la cetona a,f3 insaturada.

La reduccion del doble enlace se realiz6 mediante una hidrogenacién asistida
por paladio (Pd/C) en etanol a temperatura ambiente,[22] obteniéndose el

derivado 6 en rendimiento cuantitativo (Ecuacién 3).

Riolozatriona
99%

Ecuacion 3. Resultado de la hidrogenacién asistida por paladio (Pd/C)

Elucidacion estructural del compuesto 6

Se realizé el espectro de 'H-RMN en donde se puede apreciar la aparicion de

dos senales multipletes de hidrogeno a 2.58 ppm y a 2.51 ppm que
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corresponden a los hidrégenos de los carbonos que antes formaban el doble

enlace.

En el espectro de '*C-RMN del compuesto 6 se observan 3 sefiales de C en la
zona de los carbonilos, como en la Riolozatriona. Ademas no se observan
sefales en la zona donde aparecen las senales de los carbonos sp2. Con estos
datos se asegura que el derivado 6 es el producto de la reducciéon del doble

enlace de la Riolozatriona.

Mediante los experimentos DEPT-90 y 135, HSQC, HMBC y COSY-HH se
asignaron inequivocamente las sefales de hidrégeno y carbono. La estructura

quimica del derivado 6 es la que se presenta en la figura 31.

Citotoxicidad y actividad antiherpética

Como una forma de evaluar como afectaban los cambios estructurales hechos
en la Riolozatriona en la actividad biol6gica, a los compuestos obtenidos se les
determiné la citotoxicidad en células Vero mediante el ensayo de Mosmman
modificado y la actividad antiherpética mediante el ensayo de reducciéon de

placas virales también en células Vero.

Como se muestra en la tabla 4, se obtuvieron los resultados de citotoxicidad de
los compuestos 1, 2, 3, 4 y 6. Se obtuvo en muy poca cantidad el compuesto 5,
y por esta razén no se pudo evaluar su actividad antiherpética y citotéxica. Por
otro lado se determin6 la actividad antiviral in vitro contra VHS-1 de los

compuestos 1, 2, 3y 6 (Tabla 5). Del compuesto 4 no se logré determinar la
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actividad antiherpética debido a la poca cantidad que se forma en la reaccion de

este compuesto.

En cuanto a la primera transformacion quimica, se observo que la introduccién
del grupo metoxilo en C-15, junto con la desaparicién del anillo de dimetil-

ciclopropano provoco una disminucion de la citotoxicidad (figura 38).

Riolozatriona Compuesto 1

OMe

CCso 384+ 1.9 pg/ml CCso 1600+ 43 pg/mL

Figura 38. Comparacion de los datos de citotoxicidad del compuesto 1
y la Riolozatriona

Por otro lado, la actividad antiherpética del compuesto 1 fue de 147 ug/mL
dando como resultado un indice de selectividad mayor a 10, este indice es
mayor que el de la Riolozatriona por lo cual se definié que este cambio en la

molécula afecto la actividad antiherpética de forma positiva.

En cuanto a los derivados obtenidos a través de la reduccién con NaBH4 se
observé en general que todos resultaron ser menos téxicos que la Riolozatriona
(Figura 39). Ademas, aparentemente la reduccién de los carbonilos 14 y 5
disminuyé mas audn la citotoxicidad. Sin embargo, al parecer la presencia del
grupo hidroxilo en el carbono 8 aumenta la citotoxicidad en el compuesto 2 con

respecto a los compuestos 3 y 4.
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Riolozatriona Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4

CCs384+1.9ug/mL  CCsp718+66.80 ug/mL  CCsp 1624 £5.18 pg/mL CCs 1537 +18.9 pg/mL

Figura 39. Comparacion de los datos de citotoxicidad de los compuesto 2, 3, 4
y la Riolozatriona.

Respecto a la actividad antiherpética del compuesto 2 esta fue mayor a 500
ug/mL, con un indice de selectividad de 1.4 este es menor que el de la
Riolozatriona (IS= 5.8), por lo que se determiné que la reduccién de los
hidroxilos 14 y 5 y la adiciéon del hidroxilo en el carbono 8 afectan de forma

negativa la actividad biologica de la molécula.

Con respecto a la actividad antiherpética in vitro del compuesto 3, esta fue de
222 pg/mL, con un indice de selectividad de 7.32. Este es mayor que en la
Riolozatriona, por lo cual se puede decir que la reduccidn del carbonilo 5 en la

molécula afecta de forma positiva la actividad biolégica.

Los datos de citotoxicidad (102 ug/mL) y actividad antiherpética (23.65 pg/mL)

del compuesto 6 fueron muy cercanos al de la Riolozatriona danto como
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resultado un indice de selectividad de 4.3. Aunque este indice es muy cercano
es importante mencionar que este derivado fue mas citotdéxico (CCso :102

ug/mL) que la Riolozatriona y en los otros derivados.

Riolozatriona Compuesto 6

IS=5.8

Figura 40. Comparacion del indice de selectividad del compuesto 6 y la
Riolozatriona.

Este es el primer reporte de transformacién quimica de un terpenoide con
esqueleto de tipo riolozano y de obtencion de derivados con este mismo tipo de
esqueleto. El comportamiento quimico de la Riolozatriona se apegd casi en su
totalidad a los reportes encontrados de transformaciones quimicas hechas a
compuestos con grupos funcionales similares. Resulta interesante que las
actividades biologicas obtenidas para los diferentes derivados obtenidos, son
contrarias a lo esperado de acuerdo a datos de actividad biolégca obtenida en
transformaciones quimicas similares a compuestos naturales con grupos
funcionales del mismo tipo. Por ejemplo, se esperaba que la presencia del

dimetil-ciclopropano en la Riolozatriona resultara imprescindible para su
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actividad bioldgica, sin embargo, el derivado 1 resulté con un mejor valor de IS,
aunque el valor de Clso obtenido sea mayor que en la Riolozatriona. Por otro
lado, se esperaba que la presencia del doble enlace en la Riolozatriona fuera
importante para su actividad biolégica, sin embargo, se observdé que el
compuesto 6 tuvo un menor valor de 1Cso, aunque también resulté con mayor

citotoxicidad que la Riolozatriona.

Resultara interesante realizar otras transformaciones quimicas con el uso de

otros nucledfilos y también de electrofilos.

El presente trabajo representa un paso inicial para un estudio completo de
relacion cuantitativa de estructura-actividad (por sus siglas en inglés QSAR) de
la Riolozatriona y de diterpenos de tipo riolozano que en un futuro se puedan

obtener.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se obtuvieron seis derivados a partir del diterpeno Riolozatriona.

Se transformd selectivamente los grupos funcionales organicos mas

importantes en la estructura de la Riolozatriona.

La reduccidén con borohidruro de sodio condujo a la formacion de varios
compuestos reducidos, evidenciando que la cetona conjugada es mas
electrofilica hacia el ataque nucleofilico de los hidruros en comparacién

con las cetonas de la 1,3-ciclohexadiona.

Se determiné la citotoxicidad de cinco derivados y solo uno de éstos

resultd con mayor citotoxicidad.

Se determindé el indice de selectividad en base a la actividad
antiherpética de cuatro derivados, de los cuales dos resultaron con indice
de selectividad mayor a la Riolozatriona, aunque solo uno presenté un

menor valor de Clso con respecto a la Riolozatriona.



PERSPECTIVAS

Probar otras transformaciones en la Riolozatriona como adiciones a la

cetona a,3 insaturada o reacciones con reactivos electréfilos.
Mejorar la selectividad de la reaccion de reduccion con NaBHa4.

Ampliar la informacién acerca de la relacidn estructura-actividad de la

Riolozatriona.

76



77

CAPITULO 7

BIBLIOGRAFIA

[1] C. Johnston, M. Saracino, S. Kuntz, A. Magaret, S. Selke, M. Huang, J.
Schiffer, L. Koelle, D., Corey, and A. Wald, “Standard-dose and high-dose
daily antiviral therapy for short episodes of genital HSV-2 reactivation:
three randomised, open-label, cross-over trials,” Lancet, pp. 641-647,

2012.

[2] E. Anzivino, D. Fioriti, M. Mischitelli, A. Bellizzi, V. Barucca, F. Chiarini,
and V. Pietropaolo, “Herpes simplex virus infection in pregnancy and in
neonate: status of art of epidemiology, diagnosis, therapy and prevention,”

Virol. J., vol. 6, no. 1, p. 40, 2009.

[8] R.J.Whitley, D. W. Kimberlin, B. Roizman, R. J. Whitley, and D. W.
Kimberlin, “Herpes Simplex Virus,” Oxford Journals, vol. 26, no. 3, pp.

541-553, 2012.
[4] “OMS | Virus del herpes simple.”

[5] R.F. Itzhaki, “Herpes simplex virus type 1 and Alzheimer disease:
increasing evidence for a major role of the virus,” Front. Aging Neurosci.,

vol. 6, no. August, pp. 1-9, 2014.



[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

78

A. Hussin, N. S. Md Nor, and N. Ibrahim, “Phenotypic and genotypic
characterization of induced acyclovir-resistant clinical isolates of herpes

simplex virus type 1,” Antiviral Res., vol. 100, no. 2, pp. 306—-313, 2013.

G. M. Cragg and D. J. Newman, “Natural products: A continuing source of
novel drug leads,” Biochim. Biophys. Acta, vol. 1830, no. 6, pp. 3670—

3695, 2013.

P. Dewick, Medicinal Natural Products a Biosynthetic Approach., 3rd .Ed.

United Kingdom: John Wiley & Sons, LTD, 2009.

M. B. Ares and I. G. Collado, “Biologically active diterpenes containing a
gem - dimethylcyclopropane subunit : an intriguing source of PKC

modulators t,” R. Soc. Chem., pp. 940-952, 2014.

“.:: BIBLIOTECA :::” [Online]. Available:
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?1=3&t=

Jatropha dioica&id=7483. [Accessed: 06-Nov-2015].

J. E. Wong-Paz, J. C. Contreras-Esquivel, R. Rodriguez-Herrera, M. L.
Carrillo-Inungaray, L. I. Lopez, G. V. Nevarez-Moorillén, and C. N. Aguilar,
“Total phenolic content, in vitro antioxidant activity and chemical
composition of plant extracts from semiarid Mexican region,” Asian Pac. J.

Trop. Med., vol. 8, no. 2, pp. 104-111, 2015.

Y. Silva-Belmares, C. Rivas-Morales, E. Viveros-Valdez, M. G. de la Cruz-
Galicia, and P. Carranza-Rosales, “Antimicrobial and Cytotoxic Activities

from Jatropha dioica Roots.,” Pakistan J. Biol. Sci., vol. 17, pp. 748-750,



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

79

2013.

B. a. Alanis-Garza, G. M. Gonzalez-Gonzalez, R. Salazar-Aranda, N.
Waksman de Torres, and V. M. Rivas-Galindo, “Screening of antifungal
activity of plants from the northeast of Mexico,” J. Ethnopharmacol., vol.

114, no. 3, pp. 468—-471, 2007.

D. Silva-Mares, E. Torres-Lopez, A. M. Rivas-Estilla, P. Cordero-Pérez, N.
Waksman-Minskya, and V. Rivas-Galindo, “Plants from Northeast Mexico
with Anti-HSV Activity,” Nat. Prod. Commun., vol. 8, no. Table 2, pp. 9-12,

2013.

X. . Dominguez, G. Cano, F. R, V. AM, W. H. Watson, and Z. V,
“‘Riolozatrione, a new class of diterpene from Jatropha dioica var.

sessiliflora,” Phytochemistry, no. 7651, p. 2478, 1980.

M. J. Duran-Pena, J. M. Botubol Ares, I. G. Collado, and R. Hernandez-
Galan, “Biologically active diterpenes containing a gem-
dimethylcyclopropane subunit: an intriguing source of PKC modulators.,”

Nat. Prod. Rep., vol. 31, no. 7, pp. 940-52, 2014.

M. J. Duran-Pena, J. M. Botubol Ares, J. R. Hanson, |. G. Collado, and R.
Hernandez-Galan, “Biological activity of natural sesquiterpenoids
containing a gem-dimethylcyclopropane unit,” Nat. Prod. Rep., vol. 32, p.

1236, 2015.

M. Funakoshi-Tago, K. Nakamura, R. Tsuruya, M. Hatanaka, T. Mashino,

Y. Sonoda, and T. Kasahara, “The fixed structure of Licochalcone A by



[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

80

alpha, beta-unsaturated ketone is necessary for anti-inflammatory activity
through the inhibition of NF-kappaB activation.,” Int. Immunopharmacol.,

vol. 10, no. 5, pp. 562-71, 2010.

K. Nakano, T. Nakayachi, E. Yasumoto, S. R. M. D. Morshed, K. E. N.
Hashimoto, H. Kikuchi, H. Nishikawa, K. Sugiyama, O. Amano, M.
Kawase, and H. Sakagami, “Induction of Apoptosis by, -Diketones in

Human Tumor Cells,” Anticancer Res., vol. 24, pp. 711-718, 2004.

A. Delgado Cirilo, C. Minguillon Llombart, and J. Joglar Tamargo,
Introduccion a la Quimica Terapeutica, 2da. Ed. Madrid: Diaz de Santos,

2003.

D. Newman, G. Cragg, and K. Snader, “Natural products as sources of
new drugs over the period 1981- 2002,” J. Nat. Prod., vol. 66, pp. 1022—

1037, 2003.

L. Augustine, D. C. Migliorini, E. R. Foscante, S. C. Sodano, and M. J.
Sisbarro, “Catalytic Hydrogenation of a,3 -Unsaturated Ketones. IV. The
Effect of the Medium on Product Stereochemistry,” vol. 34, no. 4, p. 1075,

1969.

D. E. Ward and J. Shen, “Enantioselective Total Synthesis of Cyanthin

A3, Org. Lett., vol. 9, no. 7, pp. 2843-2846, 2007.

B. M. Trost and I. Fleming, Eds., Comprehensive Organic Synthesis,
Selectivity. Strategy & Efficiency in Modern Organic Chemistry, Volume 7.

Elsevier, LTD, 1991.



[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

81

M. T. Mariappan Periasamy, “Methods of enhancement of reactivity and
selectivity of sodium borohydride for applications in organic synthesis,” J.

Organomet. Chem., vol. 609, pp. 137-151, 2000.

G. Appendino, G. C. Tron, T. Jarevang, and O. Sterner, “Unnatural natural
products from the transannular cyclization of lathyrane diterpenes,” Org.

Lett., vol. 3, no. 11, pp. 1609-1612, 2001.

L. M. Yu, “Structure and reactivity of cyclopropane and its derivatives,”

Russ. Chem. Rev., vol. 31, 1962.

H. Friebolin, Basic One-and Two Dimensional NMR Spectroscopy,

Second. 1990.

D. E. Ward and C. K. Rhee, “Chemoselective reductions with sodium

borohydride,” Can. J. Chem., vol. 67, no. 7, pp. 1206—-1211, 1989.

F. A. R. J. S. Carey, Advanced Organic Chemistry. Springer US, 2007.



82

8. ANEXOS

| o1sandwioo [9p GE1-1d3A A 06-1d430 OswLAdXT *| oXauy

TTIL T ¢ =I=ay
mepoevesp pupdsdogtamyneg iy 1 T £a-CEO-HIEOX

LEDE BT ¢ OTEIS
riepmexe - purdsdoatammra\:s T 5 E4-TTO-EOEOR

BSET 9T @ oTEd

riepoevesp popdsdogtamnea iy T L E4-TT0-EJEOR

eympometp prpdsdogiamynoEt i T T E4-CTO-BEJEOR



J._J’L_..anm\_.ﬁx_.tm—\ ; .__,f“x_w.__.__JU”LJ I“ILJLM

TLECH-022-Fz, CDCL2

[usdd] 14
T

e

)

F2 [P;:'m]

15

Anexo 2. Experimento H,H-COSY del compuesto 1

83



84

| 0}sendwod |8p DGINH Oluswuadx3g "¢ oxauy

(wddlz4 07 Tl 0z
L 1 1 L w 1 L L L L 1 1 1 L L 1
= P — =
o q@ ¥ e
g
T D o [
*
= oa g oem o ex
o
o
=
=
L -]
=
L— L
‘ [ =]
1 ; - .
5 - B = -
. - = 28 T
| 4 &= u
-
- L~ = o [ = =
g % = -k
3 e 1303 'Z-TE0-ICETL
}11{ Jlj\l i ]jjf}j}]i‘.‘]ﬁ_ _i.:],_Ju

T




85

| 01sandwo? |op DOSH Oluswadx3 *f oxauy

[wdd] 74 iy ok 0z CT

o

0%

0E

e

P1s "T-TI0-HoBIL

| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1
Ra—H1
=
Lam - i — ]
="}
W i
aiEn
)

[rudd] 14
1 1

I,_]}EJ :.3_351 B b T Al S~ 1 JJI]

iy




86

| 01sendwod |9p ASJON Oludwuadx3 "G oxauy

[wdd] z4
| 1
. .&..H g : Lo O @
" W o ) L (] - -
=y P&
: o= == B .
; AzacH
@.\Puu.. = 1300 'T4-TI0-HOSTA

T _Jf‘.‘nl___gkg_ﬁﬂ SRR U i S "




87

[ral

2 o1sandwo? |19p GE | A 06 1 43Q Oluswiiadx3] "9 oxauy

oF
1

3
1

(] ook
1

ziepoExehr - prpdsdogt amneg
LEER'T ¢ BIEQT

ziepoExehr - prpdsdogt anynog o

- r3epoexe - pupdsdogiammrgh o

T & B1d-¥T3-BA-HIBIR

E

T

¥

T

g1d- 13- B4 -HIBIE

BTd-¥13-BA-HDBIE

eyepaexs’z futdadorhaesnagy o 1 & §Td-pl4-ws-EIEOA



I

I
s 2 T R _,h'ﬂ___ﬂ_w-mjhluh%bf’l Ul W

88

oe 5t 0%
| P I T T T |
T
-8
- &
L=
-
e

Anexo 7. Experimento H,H-COSY del compuesto 2

.ﬂl
%
¢ G

P
;S o K @[
7]
[+ L
= = =

T
I



89

05l

2 o1sandwo? |jop DgINH Oluawladx3 g oxauy

[wdd] z4 iy ol 0z s 0 of i}
| 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
& -
=g
= - am = @
[ -] 9 wme T oo (=3 - L]
2 o P —w = =
s . ; = - oY =
= ._ - =
' o
o a = o o .
= L
n Mu I
2 m. .w ; = |
3 &= i
.M. aake Cerd-via-Ba-uoEIa
a —;J..l.ll...rultl W J.—..m. L {



90

2 o1sandwod |jap HOSH Oluswiiadx3 g oxauy

o3
|

oF
1

L] o] [

BT

ISR



i

-

oL

fudd] 14

5 e

TLECH-FR-Fl4-pld, BOESY, DEed.4

F2 [P;:'m]

T
20

23

30

33

{

————y

Anexo 10. Experimento NOESY del compuesto 2

91



92

¢ o1sandwod |9p G| A 06 143Q owswuadx3 *| | oxauy

[wdd] oc oS gk 00z
1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1
& PR 1R o R s
) 7 4.; Y ﬁ .—_ 3 s v Bt e
e | LEEDCE G BTEDT
S 7| maepoece\r purdsdogtamynogtiy T 6 T-TI0-HOBAL
i _ Ll .4 [ i o
a -
(=]
i LSI5°0 ¢ eIEal
- Tiepmevetr prpdsdogtamnagtis T p T-TEOCHDEIL
g
=
4 ad #._.._ ‘\._l.ﬁ il | .ﬂ ¥ _7_ - _._. T .__ “ # Uy
(]
1=
= |
.M-uu"..uuﬁ...n.m.....“.ﬂ.“u...hu....m...ﬁ T T T-TIl-Ho8dl

eyepuexsz fopdador’aeymagt:a 1 6 1-TZ0-EJEOA




93

€ o1sendwod |ap HGINH Oluawladx3 gL oxauy
¥

[udd] z4 b £ £
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
j o . Bb
s _|
=
8 , B o o
L
: L=
IW-I Em [ =] a
=] -
[ [-] -
=
-]
=
] £ o -y = ==

2] - B8 .

=

.I.W. B 5 .n' IERE 'T-TI0-HOSIA

—{r
WP T



J

N VO SV L Wi

AN

M

[udd] 14
T R T A T T N |

18

=
E
=)
~
21
5
i
]
B

I:IISI&'lI

= .éﬂi @ I

r |=2I [pp.m]

1.0

Anexo 13. Experimento H,H-COSY del compuesto 3

94



95

heddlzd O

¢ o1sandwo9 |ap DOSH oluswiadx3 | oxauy

D

T- T ENE

.____Ir

¥ T-TIl-EEOE



96

€ 01sendwo? |op  ASJON Oluswiiadx3 "Gl oxauy

a
—_—




(]
1

13C DEPTLIG

FRUEF —

LR —

FOUEL —

LR —

T
100

T
120

Anexo 16. Experimento DEPT 135 del compuesto 4

97



98

# o1sendwo? |ap DgINH Oluswadx3 *Z | oxauy

Dit
1

ook
1

i)

[t ] 14

eyrpereir ropdednp oot es T % GE-TRA-TI0-NTEEK




99

¥ 01sandwo? |9p ASOD-H‘H Oluawuadx3 gL oxauy

b

oL

e

— ryrperxer repdednriaeqroeies T b DO-TTA-TI0-ETEOL



100

[t 13 BT

¥ o1sendwo9 |ap DOSH Oluswadx3 g oxauy

ofEmH

%J__% -

— T, r - repestcy ) Seran’ 'S T

—

O - TEA - T DB



101

¥ 01sandwo9 |9p ASJON Oluswiiadx3 g oxauy

oy
]
0

¥t

ot

F 4

T

T ma - uﬂ._nﬁw SEE ¢ - =

b

7°0"80 ATEON 0E - Thd-TO0- I

FW N e e

= _ e - repdsdy i senan o T B D - TEd-TEO-SCMNTK



102

G 01sandwod |9p 06 143 ouswuadxg *Lg oxauy

[auaid] 73 v L] Dok
L 1 1 1 1
R T ——— - TP PR RP—
Ll 4_ | ._— wr 1
& -
|
=
]
=
| | | | | | | 1
£ - 8 % & £ 2 = 3
B a 4 = B A B o
£ = E H Z = o z
2 art THIE
TR

Gt =TE




103

G 01sandwo? |ap DGINH Oluswuadxg "gg oxauy

Redd] z4 op Tk o ki e e L}
M L 1 1 1 1 1 1
= "
il = =
ra
-
=
-
=
-
=i = -
L
L - T
o, 9 5 L
] o -
=
=
=Y L -
- | h hlﬂ.
== | - = = -
M.- DEME 8- NED-EINL f]

sz

——— m—

—5

mrmmrIEl o rorden eI maKLen T m A-RPR-ETEE



104

G o1sandwo? |op HOSH Oluswiiadx3y “gg oxauy
umdd] 74 uﬂ_. oz T FE oF
MI
] -
& -
] —
1 =
| i -
p.._-_l ] ﬂ. LI
M 1 - fEmE a-wor-aomas
i 5_-.u.J ..(.l.l.____{'-\{‘jﬁldﬁll|c\||. G By |.|Ja.|(\.



105

|

G 01sandwo? |9p ASOD-H‘H OluawLedx3 g oxauy

e ¥T ot ¥t e

i

[ TE ]

0
=

ESI0 "8-FID-EOEEK

e

=

cxer (UrdsdngaeEaE ] T E 8- NED-EONEK



106

G 01sandwo? |op ASJON Oluawniadx3 gg oxauy

s

hedd] z4 0L 5 T i e e 1
e 1 : 1 1 1 1 iy B
i) - - = =1 [=] e
=] » - o B -.
.
.
.
=
B L e B =] v =]
e B
] T T .B%m:u. F . i
e e g & & =
i = 11 ) (o - =
“ L] L] - o
. B n &
1 % & B = & &,
] =4 - . - o= &
2] i Fo- T e - =
M. ¥ OBl “LSEDN &-HID-ECEK
X L]

——mm

et ropopdedsisegnagen T B &-RID-ETEAK



107

9 01sandwo9 |9p GEI A 06 1d3Q oluawladx3 *9g oxauy

cyrpeee - puydsdo i aeqnaEeg

E  LLO-ENOR

PR AT TTRER T

S o e e

Cyrper o porostog Veyant el [ OE L10-HNOL



108

9 o1sandwo? |ap HGINH Oluawladx3 “2g oxauy

fusdd] z4 n___. m_w u_d m_ﬂ
L. -] Ty
'ﬂ = o
ml
- -
=
=
-1
-
_' = =
(=]
g .
= - = =
” = H1.. T = e Ty i
- - L=1 = m “W
— = - E ) =
L] -]
il - - o= =




109

9 01sandwo? |9p HOSH Oluswadxy "gg oxauy
Jumdd] 74 _H__. mh_. _“__ﬂ Jw s
=
Lo |
f=mal
i e [
&
2 A = a0 —
= 7 ]
-
-
= ” E 8
] -]
p )
- u r
2- - ”,
W T e Cero-mmas
W J{ﬁ h i | B LB

—

N



Wi .n-mj-l\_—__ | A‘L\MLL“_

1 Ca'yBrukarcy TopSpdal. 3asssdaba
I W VT .
DECE-317, MIISE, DE«0.%
-

Anexo 29. Experimento NOESY del compuesto 6

110



© 00 N o o A~ w0 nNno=

N N 2 A A A A A A A A
- O © 00 N o o H w NhD = O

Anexo 30. Tabla de desplazamiento quimico de RMN-'3C en ppm

Compuesto 1

40.35
37.87
32.60
149.48
203.77
48.04
52.86
181.12
66.32
207.81
39.16
42.61
40.01
206.87
75.77
22.83
22.89
12.48
21.58
16.67
48.86

CH2
CH
CH2

CH
CH

CH2
CH
CH:

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

Desplazamiento quimico en RMN-13C en ppm

111

Compuesto 2 Compuesto 3 Compuesto 4 Compuesto 5 = Compuesto 6

48.42
33.10
36.98
57.04
85.21
43.83
67.07
87.80
55.08
211.11
32.85
23.82
23.19
86.21
22.84
28.13
17.84
21.70
19.08
16.34

CHz
CH
CHz
CH
CH
CH
CH

CH
CH
CH2
CH

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

38.36
37.67
35.33
147.22
80.29
49.04
56.13
148.28
67.07
208.21
33.39
22.72
35.88
207.73
25.72
28.30
16.78
13.17
22.09
21.36

CH2
CH
CH2

CH
CH
CH

CH
CH
CH:

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

40.14
37.36
24.62
147.91
80.29
49.28
58.20
149.21
55.09
214.39
29.68
22.63
35.52
71.31
3255
28.30
17.57
15.35
22.38
21.92

CH2

CH2

CH
CH
CH2
CH

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

48.42
33.10
36.98
57.04
85.21
43.83
67.07
97.80
55.08
211.11
32.85
23.82
23.19
86.21
22.84
28.13
17.84
21.70
19.08
16.34

CH:
CH
CH:
CH
CH
CH
CH

CH
CH
CH2
CH

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs

35.69
37.02
36.39
53.32
221.63
41.35
47.62
44.85
67.59
209.29
32.46
21.60
35.34
206.01
25.08
28.26
16.63
9.95
13.14
19.34

CH2
CH
CH2

CH:

CHs
CHs
CHs
CHs
CHs
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Anexo 31. Tabla de desplazamiento quimico de RMN-'H en ppm

Desplazamiento quimico en RMN-'H en ppm

Compuesto 1 = Compuesto 2 = Compuesto 3 = Compuesto = Compuesto 5 Compuesto 6

4
a237m a1.99m a231m a247m a2.05m al1.90m
224 m 1.34m 1.81m 2.01m $1.39m B 0.75m

2.71m 1.80 m 2.65m 2.72m 2.16 1.87m
a248m al1.75m a282m a249m a2.05m a215m
$1.96 m $1.39m B 1.96 m 2.05m f1.48m B1.15m
---------- 2.25m 251 m 2.54m
---------- 3.61(9.3) 3.98 s ancho 3.94s 3.951

ancho

2.55cd 1.80 m 2.78 m 2.32m 2.02m 2.23 cd
(7.4,2.1) (6.9,5.6)

2.88 s ancho 1.70m 2.75 s ancho 2.39s 2.03m 2.76 dd

ancho (12.6,5.6)

-------------------------------------------------- 251 m

2.87m 1.41s 1.82.d (8.16) 1155 1.32m 1.83d (7.6)
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13

14

15

16

17

18

19

20

21

212m

a2.86m

B2.79m

1.19s

1.21s

1.05s

1.13d (6.9)

1.09d (7.4)

2.96 s

1.42m

a227m

B1.72m

3.931(4.5)

1.14s

0.93s

1.19s

1.04 d (6.36)

0.96d (6.2)

1.56m
a3.12dd
(18.4,7.8)

B 3.07 dd
(18.33,7.77)

1.20 s

0.83s

1.12s

1.10d (7.1)

1.08 d (7.32)

1.4m

a248m

B 1.92m

4.29m

1.073 s

0.97 s

1.13s

1.10d

(7.18)

1.04d
(7.44)

1.35m

a1.83m

B1.37m

4.06 s ancho

1.14s

091s

1.18 s

1.01 d (6.24)

0.95d (6.16)

113

1.531(7.8)
a3.11dd
(18.1,8.0)

B 2.86 d
(18.1)

1.22s

0.79 s

1.18 s

0.91d (6.3)

0.97 d (6.9)
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