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RESUMEN

En el presente trabajo se describe la separacion de la argentatina
A (1) e isoargentatina A (2) a partir de la resina de desecho del
proceso de industrializacién del guayule, utilizando arcilla bentonitica
siendo este método rapido y de bajo costo y la purificacién de estos
productos mediante sucesivas cristalizaciones

Se presenta la obtencién a través de reacciones sencillas y
clisicas de 2-hidroximetilen-isoargentatina A (14), [2,3d] isoxazol-
isoargentatina A (15), [2,3d] pirazol-isoargentatina A (16), 16, 25-
diacetato de argentatina A (17), 16-acetato de argentatina A (18),
3,16,25-triacetato-2-en-argentatina A(19), 2-lodo-16,25-diacetato de
argentatina A (20), oxima de argentatna A (21), oxima de
isoargentatina A (22), 16-trifluoroacetato lactama de argentatina A
(23), Lactama de argentatina A (24), Lactona de argentatina A-16-ona
(25), Lactona de argentatina A (26) y 8,9-dihidroxi-isoargentatina A
(27).

Se dan a conocer los resultados de actividad antimicrobiana y los
resultados preliminares de toxicidad para la argentatina A. Asi como la
afinidad que presenta la oxima de argentatna A (21), el 16,25-
diacetato de argentatina A (17) y la argentatina A (1) a receptores
hormonales en tumores de mama estrégeno dependientes.



INTRODUCCION

El Parthenium argentatum (Gray) es un arbusto que crece en las
zonas aridas del Norte del Pals y que tiene como nombre vulgar el de
guayule, vocablo que literalmente significa “planta que contiene hule”.

El guayule ha sido explotado comercialmente por su contenido
de hule natural desde los inicios de este siglo?, realizdndose esta
explotacién con relativo éxito ya que durante mas de cien afios ha
competido infructuosamente frente a la Hevea brasilensis , que es el
productor por excelencia de hule natural2. Sin embargo las
plantaciones de Hevea necesitan 4reas de cultivo con abundancia de
agua, lo que es una limitante para su expansién y es en este contexto
que el cultivo del guayule ha recibido nuevo impulso, ya que éi crece
en forma natural en zonas semidesérticas al noreste de México y al
sur de Texas (figura 1). Siendo asi que la expectativa de produccién de
hule a partir de P. argentatum en los Estados Unidos, es de miles de
toneladas para el afio 20003,

En nuestro Pais los estudios sobre el guayule, se iniciaron en
forma sistemética a partir de 1970, los cuales condujeron a dos
hechos importantes: la creacion de una planta piloto, que inicia sus
operaciones en marzo de 19762, la cual cierra sus operaciones en
1981 por la crisis financiera que sufria el pals y la realizacion de una
Conferencia Internacional sobre guayule realizada en Agosto de 1977 4.

Una posibilidad de hacer econ6micamente méas atractiva la
explotacidon del guayule come productor de hule, o5 la do dar alguna

2 como preducter de hule, os 'a de dar alguna
utilidad a los diferentes compuestos, que se obtienen como material
de desecho, durante el proceso de extraccién del hule y al cual se le
conoce comunmente como “la resina”.



FIGURA 1. Habitat natural del guayule
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La resina es una mezcla de compuestos, dentro de los que
destacan  terpenos, compuestos arométicos y 4&cidos grasos. Su
composicion se puede observar en el cuadro 1.

CUADRO 1. Composicién de la resina del guayule

COMPUESTO % en peso
terpenos,sesquiterpenos ) 2.0
guayulina A 10.0
guayulina B 3.0
guayulina C 1.0
guayulina D <0.5
argentatina A 14.0
argentatina B 6.0
argentatina C no se determino
argentatina D 4.0
glucésidos no se determino
otros_fitosteroles y_triterpenos no se determino
4cidos grasos triglicéridos 18.0

De acuerdo con nuestras investigaciones los triterpenos mas
abundantes y estables en la resina son los triterpenos Hamados
Argentatinas A (1), isoargentatina A(2) , Argentatina B(3) ,
isoargentatina B ( 4)6-8, (fig. 2).

Teniendo en cuenta que por cada kilogramo de hule se obtiene un
kilogramo de resina5, resuita entonces que se podiia contar con
cantidades industriales de substancias con estructuras estables, bien
definidas y con una pureza enantiomérica 100%.



FIGURA = 2. estructura de la Argentatina A (1), isoargentatina A (2),
argentatina B (3) e isoargentatina B (4).

“

Argentatina B (3) isoargentatina B (4)

Si bien la presencia de compuestos triterpénicos se puede
considerar normal en diferentes plantas, su utilizacién como posibles
farmacos no ha sido muy exploradas. Entre los pocos triterpenos para
los que se ha publicado presentan actividad biologica se pueden
mencionar a las cucurbitacinas que han sido propuestas para la cura de
celulas cancerosas 9 y a la sal sédica de la carbenoxolona (5) la cual
es un acido triterpénico utilizado en el tratamiento de dlceras
géastricas 10,

Otros ejemplos son los factores A 25822 A (6) y A 2582 B (7)
que son utilizados como antimicéticos 11 y al derivado TOX (10) que se
ha propuesto para el control de la fertilidad 12,



Por otro lado, se conoce que un gran nimero de productos
farmacéuticos comerciales tienen como ingrediente  activo, derivados
esteroidales que presentan dentro de su estructura un sistema
heterociclico, se tienen por ejemplo: algunos N-cloro-aza esteroides
(8, 9) que potencialmente se pueden utilizar como agentes
antihormonales 13, algunos antiinflamatorios como derivados del 4
pregno [3,2-c] pirazoll4 (11), o algunos anab6licos come son la
lactona (13)15 y algunos 2-halo-esteroides ( 12)16, que si bien éstos
altimos no son derivados heterociclicos, pueden ser precursores para
formarlos.

FIGURA 3. Ejemplos de derivados triterpénicos y esteroidales con
actividad bioldgica.
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FIGURA 3 (cont.). Ejemplos de derivados triterpénicosy
esteroidales con actividad biolSgica.,

OH

(12 X=F,Cl,1

Esta informacién nos motivé para realizar un estudio en el cual
se plantea la transformacién qufmica de los triterpenos argentatina A
(1) e isoargentatina A (2), en algunos derivados o0 precursores de
derivados heterociclicos, los cuales tendrian el  potencial suficiente
para ser utilizados como farmacos , lo que redundaria en hacer més
atractiva la explotacion del guayule, no solo como productor de hule
sino también como proveedor de substancias precursoras de farmacos.

Los derivados que:se obtuvieron en el presente trabajo fueron:
*[2,3d]-isoxazol-isoargentatina A ( 15)

*[2,3d])-pirazol-isoargentatina A ( 16)



*2-iodo-16,25-diacetato-argentatina A (  20)
*Lactama de argentatina A (24)

*Lactona de argentatina A (26)

El andlisis retrosintético que se plante6 para la obtencion de
estos derivados se presenta en los esquemas 1 y 2.

Esquema 1.- Andlisis retrosintético para la obtencién de  (15)y (16)
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Esquema 2 .- Anjlisis retrosintético para la obtencién de (20), (24)
v (26)
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Como se puede observar, la presencia del grupo carbonilo en C-3
fue crucial, ya que en base a él se planteo la abtencién de los
derivados.

Otros derivados que se obtuvieron en el transcurso del trabajo
fueron :

* 2-hidroximetilen-isoargentatina A ( 14)

* 16, 25 - diacgtato-argentatina (17)

* 16 - acetato-argentatina A ( 18)

* 3, 16, 25 - triacetato-2-en-argentatina A ( 22)
* oxima de argentatina A (22)

* oxima de isoargentatina A (23)

* 16-trifluoroacetato de argentatina A ( 22)

* Lactona de argentatina A-16-ona ( 25)

* 8, 9 - dihidroxi-isoargentatina A ( 27)

los cuales en algunos casos, fueron obtenidos en forma no prevista
como es 25 y 27, evento que en la seccién de discusion se analizara



DISCUSION

La discusién de los resultados obtenidos en el presente trabajo se
presentan de la siguiente manera:

PARTE L.~ Obtencién y purificacién de la Argentatina A (1) e
isoargentatina A (2)

PARTE Il.- Obtencién de derivados de Argentatina A e isoargentatina
A

1L.1.- [2,3d] isoxazol (15) 'y'A[2,3d] Pirazol (16) isoargentatina A.
11.2.- 2-iodo-16, 25-diacetoxi-argentatina A (20).
I1.3.- Lactama de argentatina A (24)

H.4.- Lactona de argentatina A-16-ona (25}, Lactona de argen
tatina A (26), 8,9-dihidroxi-isoargentatina A (27)

PARTE III.- Pruebasbioldgicas.
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PARTE 1.- Obtencién y purificacién de la argeatatina A (1) e
isoargentatina A (2).
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Como se mencion6 anteriormente, 1os triterpenos argentatina A
(1) e isoargentatina A (2), se encuentran presentes en la mezcla de
productos de desecho llamada "resina". Para el aislamiento de estos
productos se plane6 una técnica que fuera sencilla y a la vez de bajo
costo.

La forma en que se procedié fué la de disolver la resina en
hexano y pasarla a través de una columna empacada con tonsil, el cual
es una arcilla bentonitica obtenida de las minas del estado de Puebla y
de bajo costo. El eluyente utilizado fue una mezcla de hexano:acetato
de etilo de polaridad creciente.

De las fracciones eluidas con hexano:acetato de etilo (8:2) se aislé
un solido cristalino con punto de fusién de 168-169 ©C, del cual
mediate cristalizaciones sucesivas se obtuvieron dos productos que
presentan el mismo r.f. 0.16 (hexano:acetato de etilo 2:1). Lo que en
mis de una ocasién nos hizo suponer que se trataba del mismo
producto, sin embargo estos productos presentaban una diferencia en
puntosde fusion,

El primer producto es blanco amorfo con p.f. de 175-176°C (1), y
el segundo producto, blanco cristalino, con p.f. 181-182 0C(2).

Estos productos presentan espectros practicamente idénticos
tanto en infrarrojo, donde se observan bandas correspondientes a
grupos hidroxilo y cetona, como en espectometria de masas, donde
ambos presentan un peso molecular de 472 y patrén de fragmentacion
semejante, por lo que estas técnicas no nos permitieron distinguirlos.

En el espectro de RMNIH de 1 se observan dos dobletes a 0.6
ppmy a 0.82 ppm, ambos con J= 5.4 Hz, que nos suguieren la presencia
de un anillo de ciclopropano, sefiales que se encuentran ausentes en el
caso de la isoargentatina A. Asi mismo se observan siete grupos
metlos como singuletes en el intervalode 0.9a 1.46 ppm .

12



Por otro lado en el espectro de (2) se observan también siete
singuletes, solo que en este caso el desplazado a 1.14 ppm integra para
seis hidrogenos, 1o que nos da un total de 8 metilos en la molécula.

El compuesto 1 se identific6 como argentatina Al7 y el
compuesto 2 como isoargentatina A o incalinina ya que fue aislado por
primera vez Parthenium incanlum!8, la comparacién de
desplazamientos quimicos para 1 y 2 en RMNIH, se presentan en la
tabla 1,

TABLA 1. Desplasamientos quimicos de RMN!H en ( ppm),

(300MHz,CDCh) de 1y 2
ATOMO 1 2

H-19 0.6,d, J=5.4 Hz, 1H —
H-19° 0.82,d,J=5.4 Hz, 1H eem
-CH3 0.90, 5, 3H 0.88, s, 3H
-CH3 1.05, s, 3H 1.07,s, 3H
-CHz 1.10,s, 34 1.10,s, 3H
-CH; 1.14,s, 34 1.11,s, 34
-CH3 1.16, s, 3H 1.14, s, 6H

13



TABLA 1 (cont.).- Desplasamientos quimicosde RMNIH en
(ppm),(300MHz,CDCB) de 1y 2.

ATOMO 1 2
-CH3 1.18,s,3H
-CH3z 1.46,s, 3H 1.24,5,3H
-CH3 - 1.32,s5,3H
H-24 3.84,t,J=6 Hz 3.82,t,J=7.54Hz
H-16 4.6, m 4.65, m

Como se puede observar a través de RMNIH es practicamente
imposible’ distinguir la presencia de isoargentatina A en una
pretendida muestra de argentatina A pura, por lo que para corroborar
la pureza de estos compuestos se requiri6 de hacer uso de otra técnica,
tal como RMNI3C,

En el espectro de RMN13C de la argentatina A (1), se observan las
seflales caracteristicas para los carbonos unidos a hidroxilos como C-16
y C-25 a 75.16 y 70.71 ppm respectivamente y sefiales caracteristicas
para carbonos unidos a oxigenos de eter, como son C-20 y C-24 que
presentan un desplazamiento a 86.95 y 84.52 ppm respectivamente,
asi como una sefial en 217.55 ppm correspondiente a la cetona
presente en C-3.

Estos desplazamientos son muy semejante a los observados para
los carbonos C-16,C-25, C-20, C24 y C-3 de la isoargentatina A(2) mas
sin embargo en el espectro de esta ultima, se observan seriales a
133.17 y 134.59 ppm correspondientes a C-8 y C-9 respectivamente,
distinguiendose asi sin lugar a dudas la presencia de la isoargentaina A
(2).

Una comparacién de los desplazamientos quimicos de RMNI3C de
los dos isémeros se puede ver en la tabla 2

14



Tabla 2.Desplazamientos quimicos de RMNI3C en (ppm)

(300MHz,CDCh) de (1) y (2)

ATOMO 1 2
C-1 33.12 35.83
c-2 37.29 37.49
C-3 217.55 217.5
C-4 50.19 48.44
Cc-5 47.75 51.15
c-6 21.36 19.28
c-7 25.93 23.92
C-8 48.51 134.59
c-9 20.68 133.17
Cc-10 26.12 31.48
C-11 26.14 25.91
C-12 33.32 34.48
C-13 46.36 47.31
C-14 46.56 47.54.
Cc-15 48.46 41.16
C-16 75.16 73.46
c-17 55.62 54.50
C-18 22.12 25.18
C-19 30.08 26.16
C-20 86.95 86.66
C-21 25.41 26.01
c-22 37.40 43.50
Cc-23 23.65 20.68
C-24 84.52 84.22
C-25 70.71 70.61
C-26 27.34 27.30
C-27 26.54 26.06
C-28 20.34 18.38
C-29 20.76 18.79
C-30 20.95 21.23

15



la argentatina A (1), ha sido aislada previamente de
Parthenium argentatum, pero no como un producto puro sino dentro
de una mezcla binaria de argentatina A-isoargentatina A la cual al ser
analizada por resonancia magnética nuclear bidimensional carbono-
carbono, Komoroskii? y colaboradores lograron asignar sin lugar a
dudas los desplazamientos de las seflales para cada uno de los
carbonos de los isémeros, los cuales concuerdan con los obtenidos en
este trabajo.

Como se puede apreciar la RMNI3C, es el mejor método para
cerciorarse de la pureza de cada isémero, sin embargo esto requiere
que cada lote que se purificard necesariamente fuera analizado por
esta técnica, lo que implica un alto costo,

Una via alterna que se propuso para comprobar la pureza de los
productos fue por determinacién de punto de fusidén, aunque, esta
opcién no result6 lo bien que esperdbamos, ya que a pesar de llegar al
punto de fusién de la argentatina A 6 isoargentatina A, en algunos
casos el producto obtenido seguia siendo mezcla de los dos is6meros.

Es por ello que en algunas reacciones se utilizé argentatina A
pura, en otras isoargentatina A pura y en otras reacciones mezclas de
argentatina A e isoargentatina A.

16



PARTE 2.- Obtencién de derivados de Argentatina A

e isoargentatina A

17



IL.1.- [2,3d] isoxazol (15) y [2,3d] pirazol (16) isoargentatina
A.

Uno de los métodos para obtener isoxazoles y pirazoles es a
través de la condensacion ciclica de derivados 1,3 dicarbonilicos con
hidroxilamina o con hidrazina respectivamente, este método fue
propuesto por primera vez por Claisen?0,21, siendo actualmente uno de
los mds utilizados por la relativa sencillez de su realizacién.

Elisoxazol (15) y pirazol (16) derivados de isoargentatina A (2),
fuerén obtenidos por esta ruta (esquema 3), condensando al 2-
hidroximetilen-isoargentatina A (14), con clorhidrato dehidroxilamina
para obtener al isoxazol 13 6 con hidrato de hidrazina para obtener al
pirazol 16.

Esquema 3.-Obtenciéndel [2,3d]isoxazol (15)y [2,3d] pirazol (16)
isoargentatina A

i) formiato de etito, NaH, atmésferade N, t.a, 24 hrs

18



Esquema 3 (cont.).-Obtenciéndel [2,3d] isoxazol (15) y [2,3d]
pirazol(16) isoargentatina A

15 2=0 22%
16 Z= N-H 30%

iixlorhidrato de hidroxilamina, &c. acético glaclal, reflujo, 2 hrs para obtener {1 5)
hidrato de hidrazina, 4c. acético glacial, t.a, la reaccién es instanténea, para ohtener a (16

La ruta propuesta para la obtencién de 15 y 16 se basa en la
naturaleza Acida de los hidrégenos « al carbonilo, quereaccionarén con
Nal, para generar asi al correspondiente enolato:

""‘ NaH "“
———
0 ; :/’ o ; :,a"

Como la formacién del enolato solo puede ser hacia C-2 la
condensacién con formiato de etilo generé al 2-hidroximetilen de

jsoargentatina A (14), el cual existe como la siguiente mezcla
tautomérica:

M " My H
S M, by oW
9 O e O
Hig? ., o g F‘~o g
7 ‘y ’
(a) (b)
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que en medio acido los tautémeros (a) y (c) se encuentran en
equilibrio dindmico con (b)22.23,

las evidencias espectrales son consistentes con la estructura
propuesta para el 2-hidroximetilen (3), ya que las bandas de absorcién
en infrarrojo a 1690, 1632 y 1581 cm-! indican la presencia de un
carbonilo op insaturado, el cual fue confirmado por el espectro de
ultravioleta donde se observa una absorcién a A maxima de 289 nm
caracteristico del grupo hidroximetilen, conjugadado con un grupo
carbonijlc?4.

En el espectro de RMNIH (tabla 3), se observa una sefial simple a
8.65 ppm asignada al protén vinilico del grupo hidroximetileno, y en el
espectro de RMN13C (tabla 4), se observan como sefiales importantes
las asignadas a los carbonos C-3, C-3” y C-2 cuyos desplazamientos son
a 190.0,188.0 y 119.5 ppm respectivamente.

El espectro de masas mostré un fragmento a 482 (m/z), que
corresponde a M+-18, asi como el pico a 143 m/z caracteristico de los
derivados de la Argentatina A25,

TABIA 3. Desplazamientos quimicosde RMNIH en ( ppm),
(300MHz,CDCh) para 2,14, 15 y 16

ATOMO 2 14 13 16
H-16 4.6 4.62 4.75 4.65
H-24 3.84 3.82 3.8. 3.85

H-1° - 8.66 — —
H-3° — — 8.9 7.25
NH — — 4.8

20



TABLA 4. Desplazamientosquimicosde RMNI3Cen (ppm),
(300 MHz,CDCB) para 2,14 y 16

ATOMO 2 14 16
Cc-2 3749 119.5 112.8
c-3 217.5 190.0 133.54
C-8 134.59 135.5 134.88
c-9 133.17 133.5 132.62

C-16 73.46 730 73.69
C-20 70.61 70.5 70.73
C-24 84.27 84.0 84.31
C-25 86.66 87.0 86.85
C-1- - 188 --
C-3- - - 133.57

El [2,3d] isoxazol-argentatina A (15), se obtuvo con un
rendimiento del 229%, al hacer reaccionar a 3. con clorhidrato de
hidroxilamina, en acido acético glacial a reflujo durante Z hrs. La
purificaciéon de 15 se realizé mediante cromatografia en columna
usando gel de silice como soporte y mezclas de hexano:acetato de etilo
en polaridad creciente como eluyente. El espectro de RMNIH de 15
(tabla 3), muestra la sefial correspondiente para el proton del isoxazol
a 8.25 ppm como un singulete., Los espectros de infrarrojo y
espectrometria de masas estan de acuerdo con la estructura propuesta.

H [2,3d] pirazol-argentatina A (16), se obtuvé a través de la
condensacién de 14 con hidrato de hidracina en presencia de acido
acético glacial, el mecanismo de la reaccién es similar para la obtencién
del [2,3d] isoxazol-argentatina A(16), observidndose que en esta
ocasién la reaccién se llevé acabo de manera instantdnea a
temperatura ambiente, con un rendimiento de 30%.

La purificacién de 16 se realizé mediante una cromatografia en
columna empacada con gel de silice y eluida con acetato de etilo. De

21



esta condensacién se obtuvo un producto blanco cristalino con p.f. 178-
180 ©oC, cuyas sefiales significativas en RMN13C estan en 134.8, 133.57
y 112.8 ppm correspondientes a C-3,C-3 y C-2, y en RMNIH en 7.25
ppm Yy 4.84 ppm asignadas a el protén substituido en C-3° y a el proton
substituido en N-1" del pirazol, respectivamente. En espectrometria de
masas se observa el fragmento de 497 (m/z) asignado a M+1, que
corresponde a una férmula molecular de C31H4g03Nz, la cual esta de
acuerdo con la estructura propuesta para 16,

22




I1.2.- 2-iodo-16,25 diacetato-argentatina A (20).

Las a-iodo cetonas pueden ser preparadas por distintos métodos
tales como el tratamiento de la cetona con iodo en presencia de una
base fuerte26, por un intercambio con ioduro de sodio de la cloro ¢
bromo cetona??, o por el uso de N-iodo succinimida (en presencia de
oxido de plata)28 o clururo de iodo ()29 6 acetato de talio (I)-lodo30
sobre el acetato de enol de la cetona.

Estos métos involucran diferentes desventajas, tales como
condiciones bdasicas sumamente drasticas que pueden destruir al
sustrato3l, o ser restringida la sustitucién por efectos estéricos32,33 o
simplemente la utilizacién de reactivos sensibles a la luz no hacen
sencilla la alfa-halogenacion en cetonas30.

En nuestro caso la obtencién, del 2-Iodo-16, 25-diacetato de la
argentatina A (20) se realizé via la iodacién del ester de enol
corrrespondiente (19) utilizando acetato de plomo (IV)/Nal y como
disolvente metanol34,

Con éste método se tiene la ventaja de obtener de manera
regioespecifica cetonas alfa-halogenadas con muy buenos rendimientos
bajo condiciones suaves de reaccién (ya que ésta se lleva acabo entre
temperaturas que fluctian entre los 0 ©C y 25 ©C), la fuente del 4tomo
de halégeno puede seleccionarse entre distintos haluros metalicos los
cuales no se restringen a halogenuros metalicos de sodio y potasio, sino
que tambien se pueden utilizar halogenuros de calcio y zinc.

El acetato de enol 19, se obtuvo previamente de la reaccidn del
16,25-diacetato de argentatina A (17) con acetato de isopropenilo.
Debido a que esta reaccion se lleva acabo a reflujo y en presencia de
acido sulftirico se requirio proteger a los alcoholes substituidos en C-16
y C-25, para evitar posibles deshidrataciones, es por ello que se
procedio a acetilar a la argentatina A antes de realizar la reaccion de
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formacion del ester de enol 19. En el esquema 4, se presenta la ruta
que se siguio para la obtencion del 2-iodo-16, 25-diacetato de
argentatina A (20)

ESQUEMA 4.- Obtencién del 2-iodo-16,25-diacetato-argentatina A
(20)

ixcetato de sodio , anhidrido acético, reflujo 2.5 dias
iiJacetato de isopropenilo, 4c. sulfirico, reflujo 72 hrs, atmésfera de nitrégena
iii)Nal en metanol, tetra-acetatode Pb
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De la reaccién de acetilaci6n de la argentatina A se obtuvieron
dos productos, el 16-acetoxi-argentatina A ( 18) en forma de aceite
amarillo y el 16,25-diacetato-argentatina A (17) como un producto
sélido blanco con punto de fusién 199-200 °C y que en espectrometria
de masas presenta el fragmento m/z 496, que corresponde a M+-
HOCOCHS3.

En los espectros de RMN'H de 17 y 18 se observan los
desplazamientos para H-16 y H-24 a campo méis bajo, cuando los
alcoholes substituidos en C-16 y C-25 estan acetiladas, con respecto
a los que presentan en la argentatina A (ver tabla 5)

De igual manera se observa en los espectros de RMN13C el
cambio en los desplazamientos para C-16, C-24 y C-25 en los
productos acetilados, estos desplazamientos se presentan en la tabla
6.

Tabla 5.Desplazamientosquimicosde RMNIH en (ppm), (300 MHz,
CDCB)*, del,17, 18,19 y 2Q [*J (Hz),**(80 MHz, CDCl3)]

ATOMO 1 17 18 19 ** 20
H-2 2.7, m 2.7, m 272, m [5.25, m 5.31,d
: J=7.8
H-19 0.76,d }0.54dJ=610.60,dJ=6]0.40,dJ=6] 0.68d
J=7.6 J=7.8
H-19° 0.82d |0.80,dJ=6[0.80,d J=6{0.75,d J=6| 0.95d
J=7.6 ) J=7.8
H-16 4.6, m 5.19, m 545, m 5.25. m 5.37, m
H-24 3.84, t, 3.66, t, 3.70, ¢, 3.60, t, 3.76, t,
J=7.6 J=7.8 J=8.6 J=8.0 J=7.8
-0-CO - 2.00 | e 1.95 2.02
CH3
-0-CO- [ emeeee- 2.02 2.05 2.00 . 2.04
CH3
/E R B 2.02 [ -
sHC-CO0 ‘
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Tabla 6.Desplazamientos quimicosde RMN!3C en (ppm) (300 MHz,
CDCh),de 1,17, 18 y 20

ATOMO 1 17 18 20
c-2 37.29 37.42 37.29 48.04
C-3 217.55 202.98 216.149 206.06
C-16 75.16 75.06 75.23 74.947
C-20 86.95 85.07 84.83 85.017
C-24 84.52 81.69 82.52 81.61
C-25 70.71 82.28 70.53 82.28
C16-0C0OCH3 g 170.0 170.69 170.69
C25-0COCH3 -—-- 168.0 - 170.23
~0COCH3 - 20.129 20.06 20.06
-0OCOCH3 - 19.95 - 19.88

A partir del producto diacetitado 18, se obtuvo al 3,16,25-
triacetoxi-2-en-argentatina A (19) al reaccionar en presencia de
cantidades cataliticas de 4cido sulfirico con acetato de isopropenilo.

La presencia del acetato de enol en la posiciébn C-3 en 19 es
evidente por la presencia de la banda a 1758 cm-! en el espectro de
IR asf como por las sefiales a 2.15 y 5.25 ppm del espectro de RMN TH
asignadas al metilo del enol ester y al hidrégeno en posicién 2
respectivamente (tabla 5)

El 2-lodo-16, 25-diacetato de argentatina A (20), como ya
se menciond, fue obtenido cuando se adicioné Iléntamente a wuna
suspencién de Nal en metanol, acetato de plomo (V) y el ester de enol
(19), el tiempo de reacci6n después de concluida la adicion fue de 10
min. A esta mezcla de reaccién se le adicion6 HCl al 10% y se extrajo
con acetatu de etilo. 20 se obtuvo por cristalizacién como un solido
con p.f. de 113-115 ©C con rendimiento del 77.3 %.

Los cambios més significativos en los datos experimentales
debido a la presencia del lodo en C-2 son los desplazamientos
quimicos asignados a H-2 y C-2 en los espectros de RMNTH y RMN13C
respectivamente (tabla 5 y 6).
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La presencia de las bandas en 1730 cm-1 caracteristica para
ester alifitico y 1715 c¢m- 1 para carbonilo de cetona en el espectro de
infrarojo y la presencia de los fragmentos m/z 496 que corresponde a
M+-[I+ HOAc] y 143 caracteristico para la argentatina A 25, apoyan la
estructura propuesta para ( 20).

Para el mecanismo de a-iodacién de cetonas a partir de su
respectivo ester de enol y iodo molecular en presencia de acetato de
talio ()33 o mercurio (iI)33, se ha propuesto un camino similar al de la
reaccién de N-iodo-succinimida, con sustratos semejantes propuesto
por C. Djerassi y Lenk28 ¢ al de acetato de talio(I)-iodo para
alquenos?8,

Este mecanismo se muestra a continuacién:

QAc |z.T| OLCH3 HTIOGCH :EOAC Ti-
i > o]e—-T] 3| —»

N
0 Dac

0
— e T —_P:/[+AQO

A través de éste método se han obtenido diversas a-iodo cetonas
con rendimietos adecuados, pero curiosamente la reaccién no procede
cuando se utiliza como sustrato el acetato de enol del 5a-colestan-3-
ona?8, por lo que nos ilevé a pensar que tal vez el mecanismo no sea el
mismo

En trabajos previos se ha descrito el uso del acetato de plomo
(V) como promotor de la transposicién de Favorskii, en donde a partir
de un ester de enol derivado de cetona ciclica se obtiene una
contraccién del anillo 35, el mecanismo propuesto para este tipo de
transposicién es el siguiente:
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Ph(OAC) 4 -BF 3/ROH

?-Ac

Ac- 0— l"b ~QAc

fo
HzC"«
o

Este mecanismo nos suguiere una ruta para la obtencién de 20,
la cual se propone sea similar, solo que ahora la contraccidn del anillo
se inhibe por la presencia del ion ioduro, quien se intercambia con el
plomo (IV), substituido en C-2. La propuesta de este mecanismo se
ilustra en el siguiente esquema:
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e

Ac- 0— Pb -OAc

OAc

Acp OAc

OAc
AcO-Pby
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II.3.- Lactama de argentatina A (24)

A través de la trasnposicién de Beckmann, se obtuvo la Lactama
de argentatina A (24). Esta transposicion es catalizada por una
variedad de acidos tales como H3S04, SO3, SOCIp, P05, PCls, BF3 entre
otros y se lleva acabo principalmente con cetoximas36,

En nuestro caso, 24 se obtuvo siguiendo la secuencias de
reacciones que se presentan en el esquema 5 utilizando a la oxima de
argentatina A (21) y como catalizador anhidridotrifluoroacéticot 3.

Esquema 5.- Obtencién de la lactama de argentatina A (24)

HO-N

argentatina A T

+
isoargentatina A

HO-N

i) HoN-OH. HCI/Piridina; refiujo, 1 hr.
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Esquema 5 (cont.).- Obtencién de la lactama de argentatina A (24)

ll) (F4CCO), 0;250C, 18min. Iif) KCO;/MeOH

Al hacer reaccionar una mezcla de argentatina A e isoargentatina
A con clorhidrato de hidroxilamina en presencia de piridina se obtuvo
una mezcla de dos productos los cuales se separaron por -
cromatografia en columna. ’

De este proceso se aislaron dos productos que se identificarén
como oxima de argentatina A (21) con p.f 213 oC y oxima de
isoargentatina A (22) con p.f. 203 oC obteniendose a la primera en un
rendimento del 50%.

En los espectros de RMNIH, 21 y 22 no presentan gran
diferencia en los desplazamientos de los hidrégenos H-16 y H-24 con
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los referentes a los desplazamientos que presentan para la argentatina
A e isoargentatina A. En el caso de la oxima de argentatina A (21) se
observan los dos dobletes corespondientes a los hidrégenos H-19 y H-
19” en 0.5 y 0.65 ppm, sefiales que estan ausentes en (22). La seial
del protén de la oxima en ambos productos se encuentra a 5.75 ppm
como una sefial simple. (ver tabla 7)

En el espectro de RMNI3C de (21), se observa un cambio
significativo para el desplazamiento del carbon C-3 el cual se
encuentra ahora a campo mas alto por la presencia de la cetoxima,
fené6meno que tambien se observa para la oxima de isoargentatina A
(22).( ver tabla 8).

La obtencion de la Lactama de la argentatina A (24) como se
menciond anteriormente se logré a través de la transposicién de
Beckmann que se realiza sobre la oxima de la argentatina A (21), en
presencia de anhidrido trifluoroacético, esta reaccién es muy sencilla y
ripida ya que se lleva a cabo en solo 18 min. a temperatura ambiente,
obteniendose de ésta reaccién un solido blanco, identificado como 23.

En el espectro de RMNIH de este producto, ya no se observa la
sefal simple a 5.75 ppm del hidrégeno de la oxima y en cambio se
observa una sefial ancha en 5.87 ppm asignada al hidrégeno unido al
nitréogeno de la lactama. El hidrégeno H-16 se desplazdé a 5.65 ppm,
evento que se atribuye a la presencia del trifluoroacetato substituido
en C-16. Asimismo en este espectro se observan las seriales
correspondientes para los metilos y para los hidrégenos H-19 y H-19°
del ciclopropano.(vertabla 7)

Los principales cambios que se observan en el espectro de
RMNI3C de 23, son la presencia de una sefial a 177.42 ppm asignada
para el carbonilo de la lactama, asimismo se observa como la sefal
para C-4 se encuentra desplazada a campo mas bajo, ya que ahora estd
unido al nitrégeno de lalactama.

Las sefiales para C-16 y C-24 y C25 se detectan a 80.08, 82.49 y
70.84 ppm respectivamente, observindose que el carbon C-16 se
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encuentra desplazado a campo mas bajo con respecto al
desplazamiento que presentaba en la oxima 21, debido a la presencia
del alcohol acetilado. (ver tabla 8).

Por lo anterior la estructura que se asigndé para 23 es la 16-
trifluoroacetato-lactama de argentatina A, la cual al ser tratada con
carbonato de potasio en metanol, para dar lugar a la lactama de
argentatina A (24).

La lactama de argentatina A (24) en sus espectros de RMNIH y
RMNI3C no presentan basicamente cambio alguno en sus sefales, ,
excepto para el hidrégeno H-16 que ahora se encuentra desplazado a
4.6 ppm en el espectro de RMNIH y para el carbon C-16 que se
encuentra desplazado a 73.5 ppm en el espectro de RMNI13C, (ver
tablas 7 y 8).

Tabla 7.-Desplazamientos quimicosde RMNIH en ppm, (300 MHz,) de
1,2,21,22, 23 y24

ATOMO 1 2 21 22 23 24
H-19 |0.6,J=5.4| 0.5,d e 10.61,1H}{ 0.6,1H
Hz,1H ancho, J=5.8Hz,| J=6.0Hz,
1H
H19® ]0.82,J=5.] ... 0.65,d we—. |0.68,1H |0.82,1H
4Hz,1H ancho, J=5.8Hz ]=6.0Hz,
1H
H-16 3.6bm j365m])]412,m|412,m] 5.6,m 4.6,m
H-24 3.84,t, | 3.82,¢, | 3.70,t, | 3.70,t, | 3.65,t, | 3.86,t¢,
J=6Hz | J=7.54 |J=7.7Hz | }]=7.7Hz | J=7.6Hz ; J=7.6Hz
Hz
N-OH e B 5.75,5,1 |5.75,51 ——— m——
H H
N-H i el et M 5.87,s,H i5.87,s,H
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Tabla 8.-Desplazamientosquimicosde RMN13Cen ppm, (300 MHz,)

de 1,2, 21, 22, 23 y 24

ATOMO 1 2 21 22 23 24
c-3 217.55 | 217.50 | 163.6 | 165.30 | 177.42 | 177.42
c-4 50.19 48.44 42.4 47.24 57.29 57.29
c-8 48.51 134,59 48.8 133.68 | 50.19 50.19
c-9 20.68 | 133.17 19.2 133.68 | 50.19 50.19

C-16 75.16 73.46 71.2 73.26 80.08 73.5
C-24 84.52 84.22 33.4 83.93 82.49 82.49
C-25 70.71 70.61 69,20 70.34 70.84 70.84
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III.4.- Lactona de argentatina A-16-ona (25), Lactona de
argentatina A (26), 8,9-dihidroxi-isoargentatina A (27).

La oxidacién de cetonas a esteres por la accién de peracidos ha
recibido considerable atencién durante varios afios y se le conoce como
transposicién de Baeyer y Villiger37,

Dentro del mecanismo de esta transposicién se ha propuesto la
presencia del "intermediario de Criegee", quien da lugar al producto de
oxidaci6on3s,

A " i
3
Ry Rz o= R1)L O-Rp
H 0
+ ——————r— 0. 0 R and *
R >< R
/QOL v 2 o
int diario di
w00 g o

Para la argentatina A 1. se propuso la formaci6n de la Lactona de
argentatina A (26), de acuerdo al esquema 6:

Esquema 6.- Obtencion de la Lactona de Ia argentatina A (26)

H 4c. _m-cloro -perbenzoicpCH,Cly.
ta > o
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Ya que no se contaba con argenatina A pura, se utilizé una
mezcla de argentatina A-isoargentatina A, obteniéndose como
resultado de esta reacciéon una variedad de productos, que se
separarén por cromatografia en columna, aislandose como producto
mayoritario a un sélido blanco con punto de fusién 192-195 oC
[r.f.=0.45 (hexano:acetato de etilo 1:1)].

Este producto presentd en su espectro de RMN!H dos dobletes a
0.70 y 1.04 ppm correspondientes a los hidrégenos H-19 y H-19° del
ciclopropano y siete seitales simples asignadas a los siete metilos de la
argentatina A. Asimismo se observa un triplete con J=7.2 Hz en 3.81
ppm asignado para H-24 y curiosamente no se observa la sefial
asignada para H-16.

Mientras que en el especro de RMNI3C se observan
desplazamientosa 71.36, 83.35, 84.87 ¥ 87.00 ppm asignadas a C-25,
C-4, C-24 y C-20 el desplazamiento a campo més bajo de C-4 es por la
presencia del oxigeno al que se encuentra unido. Asirnismo se
observan sefiales a 175.22 y 217.88 ppm , asignandose la primera al
carbonilo del ester (C-3) y la segunda a un nuevo carbonilo el cual se
formo por la oxidacién del alcohol substituido en C-16. Por lo que se
asigno para este producto la estructura 25.

La comparacion de las sefiales mas significativas tanto de RMNIH
como de RMN!3C para 1 y 25 se presentan en las tablas 9 y 10.
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TABLA 9. Desplazamientos quimicosdeRMNIH en ( ppm), (300 MHz,
CDCB)de 1,2,25,26y 27

ATOMO

1 2 25, 76, 27
H-19 |0.6,)=5.4,1| -— |0.7,m,2H|0.63,J=8,0] -
H 1H
H-19° |0.82,J=5.4 | ——v 0.70,]=8.0|
1H 14
“CHz__[0.90, s, 30 0.88,5,3H | 1.04,5 30 0.90,s, 3H | 0.85,5,3H
“CH3  [1.05,s,3H] 1.07,5,3H | 1.06,5,3H | 1.16,s, 31 | 1.00,s,3H
“CH3 _|1.10,s,3H] 1.10,5,3H | 1.08,5,30 | 1.26, 5, 3H] 1.02,5,3H
CH3 _[1.14,s,3H 1.11,5,3H | 1.12,5,3H| 1.28,5,3H] 1.12,5,3H
CHz | 1.16,s,30|1.14,5,6H] 1.17,5,3H | 1.40,s, 3H| 1.18, 5, 3H
CHz _ [1.18,s,3H 1.21,5,3H] 1.40,s, 3H| 1,24, 5, 30
CH3 | 1.46,s,3H] 1.24,5,30 | 1.24,5,3H | 1.43,5, 3H| 1.25,5,3H
CH3 | - — | 132,s3H] - —— [131,53H
H-16 4.6,m | 465,m | _46.m 46,m | 4.60,m
H-24 | 3.84,0,)=6| 3.82,t, |3.84,1,)-6]|3.85,t,J=8| 3.78,¢,
. J=7.54 1=8.0
J=(Hz)

TABLA 10. Desplazamientos quimicosde RMNI3Cen ( ppm), (300
MHz, CDCh) de 1, 2, 25, 26 y 27

ATOMO EN 2 25 26 27
C-3 2.17.55 2.17.50 175.22 174.00 206.06
c-4 50.19 48.44 83.35 86.40 46.9
C-8 48.51 134.59 49.71 49.3 70.9
Cc-9 20.68 133.17 22.18 22.4 70.3
C-16 75.16 73.46 271.88 72.16 73.6

C-20 86.95 86.66 87.00 86.70 88.7
C-24 84.52 84.22 84.87 83.90 84.0
C-25 70.71 70.61 70.36 70.20 68.0
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Se tienen antecedentes de oxidaciones de alcoholes secundarios
por la acci6én de peracidos y peréxidos en presencia de catalizadores
como son RuCl2-(PPh3)-tbuOOH, dicromato de piridinium-
MeS$iOO0Si(CH)3, ester de Cr(IV)-CHL£OOOH? y niwréxidos o el
clorhidrato de 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TMP.HCI) en presencia de
4cido m-cloro-perbenzéicd!0, entre otros ejemplos.

En la obtencién de 25, l1a reaccion solo serealizé en presencia de
acido m-cloro-perbenzéico y una posible explicacién es que la
oxidacion se llevd a cabo por la presencia del 4cido m-cloro-benzoico
que se que se obtiene como subproducto de la oxidacién de Baeyer-
Villiger.

El mecanismo que se propone es a través de 25a (esquema 7)
que posteriormente en presencia de mads peracido da lugar a 25b
(esquema 7), intermediario semejante al intermediario de Criegee,
quien por un mecanismo similar al de oxidaciones de alcoholes
primarios y secundarios con CrO3-H;S04 dara lugar al producto final
25.

Para comprobar la participacién del dcido m-cloro-benzéico en la
formacién de 25, se realiz6 la reaccién en presencia de carbonato de
potasio, el que tendria la funcién de neutralizar al acido formado. Asi
se utiliz6 nuevamente una mezcla de argentatina A-isoargentatina A
disuelta en cloruro de metileno, cbteniéndose de ella una mezcla de
productos que se separarén por cromatografia en columna.

Se aislé como producto mayoritario un solido blanco con punto de
fusion 198-199 oC [r.f.=0.19 (hexano:acetato deetilo 1:1)] que presento
en el espectro de RMN!H siete sefiales simples para siete metilos asi
como los dobletes caracteristicos para H-19 y H-19" a 0.63 y 0.70
ppm. (ver tabla 9)

En el espectro de RMN13C, se observé que los desplazamientos
para los carbonos C-8, C-9, C-16, C-20, C-24, C-25 eran pricticamente
iguales a los que presentaban en la argentatina A (1), sin embargo la
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seiial de los dtomos C-4 y C-3 se modificaron encontrandose ahora a
86.4 y 174.0 ppm, siendo estos desplazamientos acordes para la
presencia de un éster ciclico en el anillo A de 1.(ver tabla 10)

Esto permite concluir que en ausencia de medio 4cido no se oxida
el alcohol substituido en C-16. ’

Un producto minoritario fue un solide blanco con p.f. 179-180
[r.£.=0.40 (hexano:acetatode etilo 1:1)], que presento en el espectro de
RMN!H ocho seftales simples para ocho metilos asi como ausencia de
las sefiales tipicas para H-19 y H-19° (tabla 9)

En el espectro de RMNI3C se obsevan desplazamientos a 73.6,
88.7, 84.0, 68.0, 46.9 y 206.06 ppm asignados a los carbonos C-16, C-
20, C-24 y C-25, C-4 y C-3 respectivamente, asi como dos nuevas
seflales a 70.9 y 70.3 ppm, que se asignaron a los carbonos C-8 y C-9
los cuales estan unidos a grupos hidroxilo. La presencia de estos grupos
se explica facilmente al postular como paso intermediario la formacién
de un ep6xido el cual sufre una apertura en silice41. De acuerdo con lo
anterior se postula la estructura 27 para este producto
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Esquema 7

1.+ ac m-clcro-perbenzoico———»o o a

o
H /D a
)0—3_@ 4c.m-cloro-perbenzolco Q:
=~ w_ @ f
H ~
268 -Ho
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PARTE III.- Pruebas biolégicas.
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En este trabajo se da a conocer los resultados preliminares de
toxicidad y actividad antimicrobiana para la argentatina A (1) y la
afinidad a los receptores de los tumores de mama, estrogeno
dependientes para la argentatina A (1), 1a oxima de argentatina A (21)
y el 16,25-diacetato de argentatina A (17),

TOXICIDAD

Las pruebas preliminares de toxicidad se realizar6n en la Unidad
de Pruebas Biol6dgicas, del Instituto de Quimica, UN A M, por el M. en
C. Javier Taboada.

En esta prueba se utilizaron ratones de 25-30 g de peso (CD-1) a
los que se le inyectaron de manera interperitoneal 100 mg de (1) por
kg de peso. Observandose una supervivencia a los 8 dias del 100%, por
lo que se puede considerar a la argentatina A como producto no téxico.

ACTIVIDAD ANTIMICROREIANA

Se realizarén pruebas de la actividad antimicrobiana de la
argentatina A 1, en pruebas in vitro contra Candida albicans, Candida
stellaitoidea, Hansenulla sp., Torulopsis glabrata, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa, utilizando el método de
cilindro copa que es una variante del método de difusién en agar. Los
experimentos se realizarén por triplicado y los resultados se
obtuvierdén midiendo las zonas de inhibicién con calibrador Vernier,
promediando las tres lecturas. Para este ensayo se utilizo como
substancias de referencias a el cloranfenicol {(como medicamento
adecuado para combatir bacterias) y fluconazol (medicamento
adecuado para combatir hongos).

Los resultados se observan en las siguientes graficas (graficas 1-
6), en donde se observa una muy buena actividad contra Candida
albicans y Candida stellaitoidea, presentando en el caso de C. albicans
una actividad mayor que el cloranfenicol que es un antibiético de
amplio espectro.
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En el caso de Hansenulla sp.. Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa, su actividad es aceptable ya que en algunos
casos es mas potente que el fluconazol, que es el antibiético utilizado
frecuentemente en infecciones porhongos.

Con estos resultados se puede considerar a 1a argentatina A como
un buen candidato a firmaco en el tratamiento de infecciones por
bacterias y hongos.

Los ensayos de suceptibilidad microbiolégica se realizaron en el
Laboratoria de microbiologia de la Facultad de Quimica de ia
Universidad Auténoma del Estado de México por la Pas. de Q, F. B.
Maritza Herrera S.

AFINIDAD_ A LOS_RECEPTORES DE_LOS_ TUMORES DE
MAMA DEPENDIENTES DE ESTROGENO.

la formacién del complejo hormona-receptor en los tumores
hormono-dependientes es fundamental ya que al generarse este
complejo se activa la induccién y sintesis de proteinas necesarias para
el desarrollo de la célula tumoral.

La administracién de substancias que inhiban la formacién de
este complejo pueden alteran el contenido hormonal y asi inducir en
algunos pacientes unaregresion en la enfermedad42,

A través del ensayo realizado se midié en citosol proveniente de
tumor de mama estrégenos dependientes, la capacidad de unién o sea
la capacidad de formacién hormona-receptor.

Esta prueba consiste en utilizar tres partes iguales de citosol, las
cuales se trabajdron de la siguiente manera: la primera parte se utilizé
como blanco, la segunda parte se incub6 30 min. con estradiol-3H y la
tercera parte se incubd primero con estradiol sin marcar y
posteriormente con estradiol marcado.
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De estos ensayos se obtiene por diferencias de cuentas por
minuto entre la primera y la segunda parte si el tumor es hormono
dependiente y con los resultados de 1a segunda y tercera parte se fijan
el 100% y 0% de unioén de estradiol-3H.

Posteriormente se hace un nuevo ensayo pero ahora en presencia
de las substancias en estudio, determinandose asi el grado de unién
que presentan a los receptores de las células, estimado en porciento de
inhibicién de la incorporacién de estradiol-3H al citosol.

Los resultados obtenidos de este ensayo fueron los siguientes:

tabla 11.-Porcentaje de inhibicién de la unién del estradiol-3H al
receptor, temperatura: 25 °C,concentracién: 0.1 nmol/ni de citosol

Tiempo (hrs) (1) (17) (21)
0.5 — B e
3.0 45 50 83

{1) argentatina A, (17) 16,25-diacetato-argentatina A, (21) oxima de
argentatina A

Como se puede observar en estos resultados los tres productos
muestran una apreciable inhibicién de unién del eswradiol al receptor,
1o cual nos indica que estan ocupando o modificando de algtin modo el
sitdo activo del receptor para asi evitar la formacién del complejo
hormona-receptor, lo cual repercutird en el desarrollo de tumores
hormono-dependientes. Con estos resuitados lo que se pretende
mostrar es el uso potencial de estos compuestos en el tratamiento de
tumores de mama hormono-dependientes.

Los ensayos de afinidad se realizaron en el Hospital "Dr. Luis
Castelazo Ayala", del IMSS, por el LB. Leobardo Calzada S.
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PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-
Johnes y no estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron determinados en un
espectrémetro Perkin-Elmer Mod 337.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y
carbono 13 fueron determinados en un espectémetro Varian XL-300.
Los desplazamientos quimicos () estan expresados en ppm usando
como referencia al tetrametilsilano (TMS). Las constantes de
acoplamiento estan expresadas en Hz. La multiplicidasd de las sefiales
se expresa como sigue: (s) seflal simple, (d) sefial doble, (1) seiial triple,
(c) cuarteto.

Los espectros de masas (EM) fueron determinadas en un
espectometro Hewlett-Packard 59858 con sistema acoplado a CG/EM.

La pureza de los productos y el desarrollo de las reacciones se
observé por cromatografia en capa fina (c.c.f.) usando como adsorbente
Silica-gel F-254 y como reveladores luz ultravioleta y/o una solucién
de sulfato cérico al 1% en acido sulfarico 2N. Para purificaciones por
cromatografia en columna se utiliz6 como adsorbente Silica-gel con
tamaiio de malla 70-230

La resina es el producto de desecho obtenido durante la
extraccién a nivel industrial del hule contenido en el Parthenium
argentatum (Gray). Este material fue donado por la empresa : Complejo
Agroindustrial CONASA, ubicada en Saltillo Coahuila.

La arcilla bentonitica utilizada fue Tonsil optimum extra y.no fue
tratada previamente.
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Obhtencion de_Argentatina A_(1)_e isoargentatina A (2).

A 154.57 g de resina disueltos en hexano, se pasaron a través de
unacolumnaempacadacon 364.7 g de arcilla bentonitica, eluyendose
con una mezcla de hexano: acetato de etilo de polaridad creciente. De la
fraccion obtenida de hexano: acetato de etilo (9:1) se obtuvo un sélido
cristalino blanco con p.f 167-170 °C que se identificé como una mezcla
binaria de argentatina B e isoargentaina B al compararse los datos
obtenidos por RMNTH y RMNI3C con los reportados previamente para
estos compuestose.

De las alicuotas de hexano:acetato de etilo (8:2) se obtuvierén 6 g
un producto sélido de color blanco con p.f. 168-169 °C que se identificéd
como una mezcla binaria de argentatina A e isoargentatina A.

La argentatina A (1) e isoargentatina A (2) fueron separadas y
purificadas a partir de su mezcla binaria mediante recristalizaciones
sucesivas de hexano:acetato de etilo. La argentatina A (1) se obtuvo
con un p.f de 175-176 °C, y a la isoargentatina A (2) con un p.f. de
181-182 oC

Los datos espectroscopicos para la Argentatina A (1) son los
siguientes:

RMN!H (300MHz, CDCl3) 6 { ppm): 0.6 {H-19, d, J=5.4 Hz, 1H), 0.82 (H-
19°,d,J=5.4Hz, 1H), 0.9 (CH3, s, 3H), 1.05 (CH3, s, 3H), 1.1 (CH3, s, 3H),
1.14 (CH3, s, 3H), 1.16 (CH3, s, 3H), 1.18 (CH3, s, 3H), 1.46 (CH3, s, 3H),
2.7 (B-2, m, 1H), 3.84 (H-24, t, J=6 Hz, 1H), 4.6 (H-16, m, 1H).

RMNI3C (300MHz, CDCl) & ( ppm): 20.34 (C-28), 20.68 (C-9), 20.76 (C-
29), 20.95 (C-30), 21.36 (C-6), 22.12 (C-18), 23.65 (C-23), 25.41 (C-21),
25.93 (C-7), 26.12 (C-10), 26.14 (C-11), 26.54 (C-27), 27.34 (C-26),
30.08 (C-19), 33.12 (C-1), 33.32 (C-12), 37.29 (C-2), 37.40 (C-22),
46.36 (C-13), 46.56 (C-14), 47.75 (C-5), 48.46 (C-15), 48.51 (C-8),
50.19 (C-4), 55.62 (C-17), 70.71 (C-25), 75.16 (C-16), 84.52 (C-24),
86.95 (C-20), 217.55 (C-3).
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Los datos espectroscépicos para la isoargentatina A (2) son los
siguientes:

RMNIH (300 MHz, CDCl3) & ( ppm): 0.88 (CH3, s, 3H), 1.07 (CHz, s, 3H),
1.1(CHz, s, 3H), 1.11 (CH3, s, 3H), 1.14 (2 CHa, s, 6H), 1.24 (CHg, s, 3H),
1.32(CH3, 5, 3H), 3.82 (H-24, t, J=7.54 Hz, 1H), 4.65(H-16, m, 1H).

RMNI13C (300 MHz, CDCE) & ( ppm): 18.38 (C-28), 18.79 (C-29),19.28 (C-
6), 20.68 (C-23), 21.23 (C-30), 23.92 (C-7), 25.18 (C-18), 25.91 (C-11),
26.01 (C-21), 26.06 (C-27), 26.16 (C-19), 27.30 (C-26), 31.48 (C-10),
34,48 (C-12), 35.83 (C-1), 37.49 (C-2), 41.16 (C-15), 43.50 (C-22),
47.31 (C-13), 47.54 (C-14), 48.44 (C-4), 51.15 (C-5), 54.50 (C-17),
70.61 (C-25), 73.46 (C-16), 84.22 (C-24), 86.66 (C-20), 133.17 (C-9),
134.59(C-8), 217.50(C-3).

2-hidroximetilen de isoargentatina A (14).

A 109.44 mg de NaH se le adicionarén 721.2 mg (0.0015 mol) de
isoargentatina A (2) disuelta en benceno y 0.2 ml (0.0025 mol ) de |
formiato de etilo, la reaccién se llevo acabo a t.a. con agitacion
constante y en atmosfera de N2 durante 24 hrs. Posteriormente se
adiciono metanol para destruir el exceso de hidruro, la solucién
resultante se diluyd en agua y se extrajo con AcOEt. La fase organica se
secd con sulfato de sodio anhidro y se concentro a presién reducida.
Obteniendose un aceite de color amarillo el cual se purificé por
cromatografia en columna empacada con gel de silica y utilizando
como eluyente hexano-AcOEt (1:1). De este proceso de purificacién se
obtuvo un sélido blanco con p.f 161-163 oC, con un rendimiento del 30
9, que se identificé por espectroscopia como (14).

RMN!H (300 MHz, CDCl3) 6 ( ppm): 0.85 (CHg3, s, 3H), 0.95 (CH3, s, 3H),
1.1(CHs, s, 3H), 1.12 (2 CHgz, s, 6H), 1.18 (CHg3, s, 3H), 1.20 (CHg3, s, 3H),
1.30(CH3, s, 3H), 3.82 (H-24, t, ]=7.5 Hz, 1H), 4.62(H-16, m, 1H), 8.66 (H
vinilico, s, 1H).
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RMNI3C (300 MHz, CDC}) & ( ppm): 17.00 (C-28), 18.00 (C-29),18.5 (C-
6), 19.5 (C-23), 23.00 (C-30), 23.5 (C-7), 24.00 (C-18), 25.0 (C-11), 24.5
(C-21), 25.0 (C-27), 25.0 (C-19), 27.0 (C-26), 29.0 (C-10), 31.0 (C-12),
36.00 (C-1), 44.75 (C-15), 37.0 (C-22), 47.5 (C-13), 47.5 (C-14), 48.0
(C-4), 49.5 (C-5), 55.5 (C-17), 70.5 (C-25), 73.0 (C-16), 84.0 (C-24), 87.0
(C-20), 119.5 (C-2), 133.5 (C-9), 135.5 {C-8), 188 (C-1"), 190.0 (C-3).

IR (CHCI3) v mé&x, cm~1: 1730,1699 , 1634, 1581
U.V. A max. (EtOH): 282, £:14 655 | mol-1cm-1.

EM. m/z (%): 482.2 (M*-18, 0.2), 143 (53.3), 59.1 (100).

12,3d}-isoxazol de ispargentatina A _(15).

A 146.5 mg (0.3 mmol) de 2-hidroximetilen-isoargentatina A
(14) se adicionaron 41.86 mg (0.6 mmol} de NH2-OH.HCl y 7 ml de &c.
acético glacial, 1a mezcla de reaccion se mantuvd a reflujo con agitaciéon
constante durante 2 hr. Concluido este tiempo se le adicioné agua y se
extrajo con AcOEt. Este extracto se lavd con una solucién acuosa de
NaHCO;3 hasta neutralidad. La fase organica se secé con sulfato de sodio
anhidro y se evapord a presion reducida, obteniéndose de este proceso
un aceite ambarino el cual se purificé por cromatografia en columna
empacada con silica-gel y eluida con una mezcla de hexano-AcOEt
(1:1), obteniéndose con un rendimiento del 22% al producto (15), el
cual se identific6 por espectroscopia.

RMN!H (80 MHz, CDCE) 5 ( ppm): 0.95 (CH3, s, 3H), 1.15 (CH3, s, 3H),
1.20(CHj3, s, 3H), 1.25 (2 CH3, 5, 6H), 1.30(CHj3, s, 3H), 1.35 (CH3, s, 3H),
1.45 (CHjg, s, 3H), 3.8 (H-24, t, ]=6.4 Hz, 1H), 4.75(H-16, m, 1H), 8.90 (H
vinilico, s, 1H).
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IR (CHCI3) v méax cm-1: 1637, 1609, 3422 para isoxazol.
EM m/z (96): 498 (M*, 0.9), 143 (100), 59 (60).
{2,3d)-pirazol de isoargentatina A (16).

A 125.0 mg(0.25 mmol) de (14) se adicionaron 0.2 ml (6 mmol)
de NH2-NH2.H0 y 4 ml de ac. acético glacial, llevindose a cabo la
reaccién en forma instantianea. De esta reaccion se obtuvo una mezcla
de productos, los cuales se disolvierén en cloruro de metileno, para
lavarse con una solucién acuosa de bicarbonato de sodio hasta
neutralidad. La fase orginica se trabajo de la manera usual, el
producto de reaccién se purificé mediante cromatografia en columna
empacada con silica-gel y eluida con una mezcla de hexano-AcOEt (1:1)
obteniéndose con un rendimiento del 30% al producto (16), el cual se
identific6 por espectroscopia.

RMNIH (300 MHz, CDCl3) 4 ( ppm): 0.88 (CH3s, s, 3H), 0.93 (CH3, s, 3H),
1.10(CH3, s, 3H), 1.15 (2 CH3, 5, 6H), 1.22 (CHgz, s, 3H), 1.24 (CH3, s, 3H),
1.28(CHs, s, 3H), 1.30 (CH;3, 5, 3H), 3.85 (H-24, t, J=7.9 Hz, 1H), 4.65(H-
16, m, 1H), 4.8 (HN, sefial ancha, 1H), 7.25 (H pirazol, s, 1H).

RMNI3C (300 MHz,CDCE) & ( ppm): 18.19 (C-28), 19.02 (C-29), 19.05
(C-30), 20.58 (C-6), 20.60 (C-23), 24.03 (C-18), 24.48 (C-7), 25.16 (C-
21), 26.04 (C-27), 26.09 (C-19), 26.55 (C-11), 27.35 (C-26), 31.72 (C-
10), 33.48 (C-12), 37.61 (C-1), 38.69 (C-22), 43.79 (C-15), 45.22 (C-13),
46.29 (C-14), 46.84 (C-4), 50.02 (C-5), 54.57 (C-17), 70.73 (C-25),
73.69 (C-16), 84.31 (C-24), 86.85 (C-20), 112.80 (C-2), 132.62 (C-9),
133.54 (C-3), 133.57 (C-3 "), 134.88 (C-8).

E. M. m/z (%): 497 (M+,2), 354 (2), 339 (2), 311 (5), 143 (100), 59 (20).
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16,25-diacetato de argentatina A_(17)_y l6-acetato_de
argentatina_ A (18)

A 850 mg de argentatina A (1) (0.002 mol) se adicionarén 236.7
mg de acetato de sodio anhidro y 1 ml de anhidrido acético. Esta
mezcla se calentd hasta obtener una solucién clara, manteniéndose a
reflujo con agitacién constante por 2.5 dias. Posteriormente la mezcla
de reaccién se vertio sobre 50 g de hielo y se agité durante 1 hr.
Pasado este tiempo se extrajo con acetato de etilo, la fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion reducida,
obteniendose asi una mezcla de dos productos, los cuales se purificaron
por cromatografia en columna empacada con gel de silice y como
eluyente una mezcla de hexano:acetato de etilo 3:1. El producto de
menor polaridad [750 mg, 75 %) es un s¢lido amorfo blanco con p.f.
199- 200 ©C, identificado por espectroscopia como el 16,25-diacetato
de argentatina A (17).

RMNLH (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 0.514 (H-19, d, J=5.6 Hz, 1H), 0.804
(d, J=5.6 Hz, 1H), 0,955 (-CH3, 5, 3H), 1.05 (-CHz, s, 3H), 1.08 (-CH3, s,
3H), 1.118 (-CH3, 5, 3H),1.396 (-CH3, 5, 3H), 1.473 (-CHa, s, 3H), 1.545 (-
CHs, s, 3H), 2.00 (OCOCHS3, s, 3H), 2.019 (OCOCHg, s, 3H), 3.6 (H-24, t,
J=7.8 Hz, 1H), 5.19 (H-16, m, 1H).

RMNI3C (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 19.959 (C-28), 20.129 (C-30),
20,767 (C-18), 20.805 (C-9), 21.259 (C-6), 21.6434 (C-29), 22.182
(OCQCH3), 22.574 (OCOCH3), 22.735 (C-21), 22.950 (C-27), 25.672 (C-
23),26.025 (C-7), 26.486 (C-10), 26.779 (C-11), 28.739 (C-26), 30.453
(C-19), 32.083 (C-12), 33.274 (C-1), 34.958 (C-22), 37.418 (C-2),
45.489 (C-15), 46.581 (C-13), 47,042 (C-14), 47.742 (C-5), 48.388 (C-8)
(C-4), 57.021 (C-17), 75.055 (C-16), 81.697 (C-24), 82.289 (C-25),
85.07 (C-20), 168.0 (OQOCHz), 170.0 (OQOCH3), 202.98 (C-3).

EMm/z (%): 496 M+HOCOCH; (0.9), 455 (0.3), 437 (10),185 (80), 143
(85),59 (60), 43 (100).
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LR.(CHCR) vmax.:1727.89(carbonilo de ester), 1703.10 (carbonilo de
cetona ciclica de seis miembros) y 124.3 (C-O de acetato).

Del producto de mayor ' polaridad, se obtuvieron
_aproximadamente 100 mg (109%) en forma de aceite de color amarillo
que fue identificado por espectroscopia como el 16G-acetato de
argentatina A (18).

RMN!IH (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 0.6 (H-19, d, J=5.8 Hz, 1H), 0.8 (H-
19°,d,J=5.8 Hz, 1H), 0.96 (CH3s, s, 3H), 1.06 (CH3, s, 3H), 1.10 (CH3, s,
3H), 1.15 (CH3, s, 3H), 1.27 (CH3s, s, 3H), 1.30 (CH3s, s, 3H), 1.40 (CH3, s,
3H),2.05 (OCQCHg, s, 3H), 3.7 (H-24, t, J=8.6, 1H), 5.45 (H-16, m, 1H).

RMNI3C (300 MHz, CDCI3) & (ppm): 20.064(C-28), 20.507 (C-30),
20.676(C-8), 20.742 (C-9), 21.147 (C-6), 21.537 (C-29), 22.056
(OCQCH3), 24.546 (C-21), 25.453 (C-26), 25.903 (C-27), 26.209 (C-7),
26.335(C-23), 28.115 (C-10), 28.336 (C-11), 30.069 (C-19), 32.932 (C-
12), 33.180 (C-1), 36.494 (C-22), 37.289 (C-2), 45.263 (C-15), 46.412
(C-13),46.708 (C-14), 47.583 (C-5), 48.293 (C-8), 50.068 (C-4), 56.641
(C-17), 70.531 (C-25), 75.232 (C-106), 82.524 (C-24), 84.832 (C-20),
170.694 (OQOCH3), 216.149 (C-3).

3,16,25-triacetato-2 en-argentatina A_(19).

A 458 mg (8.2 X 10-4 mol) de 16,25-diacetato de la argentatina
A (17) se le adicionaron 3 ml de acetato de isopropenilo y unas gotas
de 4cido sulfurico concentrado. La mezcla se hirvio a reflujo durante
72 hs. en atmoésfera de nitrégeno. Transcurrido este tiempo a la
mezcla de reaccion se le adicioné agua y se extrajo con acetato de
etilo, la fase organica se tratd con una solucién saturada de NaHCO3
hasta neutralidad. Posteriormente se secé con sulfato de sodio anhidro
y el disolvente se evapor6 a presion reducida. El residuo obtenido se
purificé por cromatografia en columna empacada con silica-gel y
eluida con mezclas de hexano-acetato de etilo de polaridad creciente,
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obteniéndose de esta forma el 3,16,24-triacetato-2-en-argentatina A
(19), como un aceite claro el cual fue identificado por espectroscopia.

RMN'H (80 MHz, CHCI3) &: 1.95 (s, 3H, CH3CO2), 2.0(s, 3H, CH3CO2),
2.15(s, 3H, CH3CO2), 2.15(s, 3H, CH3CO2), 5.25 (M, 2H, H-2 y H-16).

IR(CHCI 3) v méx. (cm-1):1758 ( ester vinilico), 1734 (ester alifatico),
1645 ( C=C).

2-lodn,16,25-diacetato de la argentatina A_(20)

A una solucién de Nal (59 mg) en metanol (10 ml) se le adicion6
léntamente, con agitacién constante y cuidando que la temperatura
fluctuara entre 0-25 ©°C, 250 mg de acetato de plomo(lV) 90% y 233
mg (0.0004 mol) del 3,16,24-triacetato  argentatina A  (19)
previamente obtenido. lLa agitacién se continuo durante 10 min maés,
pasado este tiemnpd la mezcla de reaccidn se vertio en una mezcla de
agua-hielo (5 ml) y 4cido clorhidrico al 10% (1 mi) y se extrajo con
AcOEt. La fase orgénica se lavé con agua hasta neutralidad, se sec6
con sulfato de sodio anhidro y se concentré6 a presién reducida, para
obtenerse un aceite de color ambar, del que se cristalizé6 a partic de
cloroformo-hexano, 52 mg ( 77.3%) del producto (20) como cristales
blancos com p.f, de 113-115°C.

RMNTH (300 MHz, CHCI3) &: 0.75 (d, J=7.8, 1H, H-19), 0.9 (d, J=7.8, 1H,
H-197), 0.92 (s, 3H, H-28), 1.12 (s, 3H, H-29), 1.15 (s, 3H, H-30), 1.25
(s, 3H, H-21), 1.35 (s, 3H, H-18), 1.47 (s, 3H, H-26), 1.55 (s, 3H, H-27),
2,026 (s,3H, OCOCH3), 2,039 (s, 3H, OCOCH3), 3,76 (t,J=7.8 Hz, 1H, H-
24), 5,31 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-2), 5,36 (m, 1H, H-16).

RMN13C (300 MHz, CDCI3) & 19.88 (C-28), 20.068 (C-30), 21.105 (C-
18), 21.213 (C-9), 21.290 (C-6), 21.613 (C-29), 22.589 (OCOCH3),
22.689 (OCOCH3), 22.973 (C-21), 23.442 (C-27), 25.672 (C-23),
25.840 (C-7), 26.948 (C-11), 28.685 (C-10), 29.754 (C-26), 30.061
(C-19), 31.960 (C-12), 34.973 (C-1), 36.003 (C-22), 45.397 (C-15),
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46.543 (C-3), 46.966 (C-14), 47.473 (C-5), 48.042 (C-2), 48.626 (C-
8), 50.725 (C-4), 56.974 (C-17), 74.948 (C-16), B1.612 (C-24), 82.290
(C-25), 85.018 (C-20), 170.232 (OCOCH3), 170.301 (OCOCH3), 206.063
(C-3).

IR(CHCI3) v max (cm-1): 1730 (ester alifstica), 1715 (carbonilo de
cetona ciclica).

EM m/z (%): M+ 496 [ 682-(1+HOAC)}(0.8 %), 143 (20%), 71 (88.7%), 43
(100%).

A 222 mg de una mezcla de Argentatina A e isoargentatina A en
0.7 ml de piridina se adicionaron 48.9 mg de clorhidrato de
hidroxilamina, manteniendo la reaccion con agitacién constante y
reflujo durante 1 hr. Posteriormente se adiciono tolueno y se evapor6 a
presién reducida el azedtropo tolueno-piridina. El producto obtenido se
disolvid en acetato de etilo y se lavé con una solucidén de bicarbonato
de sodio al 10% hasta neutralidad. La fase organica, se secé con sulfato
de sodio anhidro y se evapord el disolvente a presién reducida. De
esta reacciéon se obtuvo una mezcla de dos productos los cuales se
purificaron por cromatografia en columna empacada con silica-gel ¥
eluida con una mezcla de hexano-acetato de etilo 1:1. De este proceso
se aislaron dos productos los cuales se identificaron como oxima de
argentatina A (21) y oxima de isoargentatina A (22).

1a oxima de argentatina A (21) se obtuvé con un rendimiento
del 50%, en forma de cristales blancos con p.f. 213 °oC y fue
identificada de acuerdo a la siguiente espectroscopia:

RMNIH ( 200 MHz, DMSO-dg-CDCR) 8 (ppm): 0.5 (H-19, doblete ancho,
1H), 0.65 (H-19°, doblete ancho, 1H), 0.86 (CH3,s, 3H),1.03 (CHs,s, 3H),
1.03 (CHa,s, 3H),1.07 (CHz,s, 3H),1.1 (CH3,s, 3H), 1.2 (CHa,s, 3H), 1.35
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(CHa3,s, 3H), 3.7 (H-24, t, J= 7.7 Hz, 1H), 4.12 (H-16,m, TH), 5.75 (HO-
N=,5, 1H).

RMN13C ( 200 MHz, DMSO-dgCDCE)  (ppm):19.2 (C-9), 19.6 (C-6), 28
(C-28), 22 (C-29), 22 (C-30), 23.4 (C-23), 24 (C-18), 25.2 (C-7), 25.6 (C-
10), 25.6 (C-11), 26 (C-21), 26 (C-27), 26.8 (C-26), 29.2 (C-19), 32 (C-
2), 32.8 (C-1), 32.8 (C-12), 36 (C-22), 42.4 (C-4), 46 (C-14), 46 (C-13),
47.2 (C-5), 48.4 (C-15), 48.8 (C-8), 55.6 (C-17), 69.2 (C-25), 71.2 (C-16),
83.4 (C-24), 85.6 (C-20), 163.6 (C-3).

E. M. m/z (96): 487 (M+, 2), 470 (20), 469 (10), 143 (10), 59 (100)
L R. (CHCI3) v méax. (cm-1): 3400, 1620

La oxima de isoargentatina A (22) se obtuvo en forma de
cristales blancos y presentdé un p.f. 2039C. Su espectroscopia es la
siguiente

RMNIH (200 MHz, CDCk) & (ppm): 0.76 (CH3,s, 3H),0.97 (CHz,s, 3H),
1.02 (CHs,s, 3H),1.06 (CHs,s, 3H),1.10 (CHs,s, 3H), 1.25 (CHs,s, 3H),
1.35 (CH3,s, 3H), 3.7 (H-24, t, J= 7.7 Hz, 1H), 4.12 (H-16,m, 1H), 5.75
(HO-N=,s, 1H).

RMNI3C (200 MHz,CDCB) & (ppm): 17.05 (C-6), 18.17 (C-28), 18.59 (C-
23), 20.42 (C-7), 22.97 (C-30), 23.85 (C-16), 24.89 (C-29), 25.73 (C-18),
25.73 (C-21), 25.82 (C-27), 25.94 (C-11), 26.00 {C-19), 26.92 (C-206),
31.26 (C-1), 35.11 (C-2), 36.83 (C-22), 37.33 (C-17), 43.17 (C-14),
44.87 (C-15), 47.243 (C-4), 51.09 (C-5), 54.39 (C-17), 70.34 (C-25),
73.29 (C-16), 83.93 (C-24), 86.42 (C-20), 133.66 (C-9), 133.68 (C-8),
165.30(C-3).

1.R.(CHCI3) v max. (cm-1): 3400, 1625
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16-trifluoroacetoxi- lactama_de_Argentatina A_ (23)

A 33.2 mg de la oxima de Argentatina A (21) disueltos en CHzClz
se le adicionaron 0.18 ml de anhidrido trifluoroacético léntamente a
0oC. Concluida la adicidn se mantuvé la mezcla de reaccién con
agitacion constante a 25°C durante 18 min. Posteriormente se evaporé
el anhidrido trifluoroacético, el &cido trifluorodcético obtenido y. el
CHzClz a presién reducida . De esta reaccién se obtuvo un producto
blanco que se identifico por espectroscopia como el 16-
trifluoroacetoxi-lactama de argentatina A (23).

RMNI!H (300 MHZ, CDCE) 5 (ppm): 0.61 (H-19, d, J=5.8), 0.68 (H-19", d,
J=5.8),0.97 (CHs, s, 3H), 1.12 (CH3, 5, 3H), 1.2 (2 CH3, 5, 6H), 1.27 (CH3, 5,
3H), 1.3 (CH3, s, 3H), 1.34 (CH3, s, 3H), 2.5 (H-2, m, 1H), 3.6 (H-24, t,
J=7.6 Hz, 1H), 5.65 (H-16, m, 1H), 5.87 (HN, 5, 1H).

RMNL3C(300MHZ, CDCh) & (ppm): 20.31 (C-28), 20.91 (C-30), 22.62 (C-
9), 24.19 (C-29), 24.77 (C-6), 25.18 (C-23), 25.53 (C-18), 26.14 (C-7),
27.05 (C-21), 27.59 (C-11), 28.10 (C-27), 28.48 (C-10), 30.26 (C-19),
30.33 (C-1), 31.76 (C-26), 32.69 (C-12), 34.98 (C-2), 37.05 (C-22),
44,62 (C-13), 45.99 (C-14), 47.05 (C-5), 48.52 (C-15), 50.19 (C-8),
57.29 (C-4), 57.71 (C-17), 70.84 (C-25), 80.08 (C-16), 82.49 (C-24),
84.64 (C-20), 177.42 (C-3).

I.R.(CHCI3) v max. (cm-1): 3569 y 3392 (NH y OH), 1776 ( carbonilo «
halogenado), 1643 (carbonilo de lactama).

EMm/z (%): 584 (M+, 0.6), 143 (51), 58 (100)

Lactama_de argentatina A _(24).

A la 16-trifluoroacetoxi-lactama de argentatina A (23) obtenida
anteriormente se le adicioné una solucién de carbonato de potasio en
metanol y se mantuvo con agitacién a la mezcla de reaccién durante 5
min. a ta., posteriormente la solucion se filtré y el disolvente se
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evapor6 a presién reducida. La mezcla de reaccién obtenida se purificé
por cromatografia en columna empacada con silica gel y eluida con una
mezcla de hexano: acetato de etilo 2:1, obteniéndose por este proceso,
un sélido blanco que fue identificado por espectroscopia como la
Lactama de argentatina A (24). El rendimiento de la reaccién fue del
65 %.

RMN!H (300 MHZ,CDCR) & (ppm): 0.61 (H-19, d, J=6), 0.68 (H-19°, d,
J=6),0.97(CHs, 5, 3H), 1.12 (CHg, s, 3H), 1.2 (2 CH3, 5, 6H), 1.27 (CH3, s,
3H), 1.3 (CHgz, s, 3H), 1.34 (CH3, s, 3H), 2.5 (H-2, m, 1H), 3.86 (H-24, t,
J=7.6 Hz, 1H), 5.4,6 (H-16, m, 1H), 5.87 (HN, s, 1H).

RMNI3C (300 MHZ,CDCE) 8 (ppm): 20.31 (C-28), 20.91 (C-30), 22.62 (C-
9), 24.19 (C-29), 24.77 (C-6), 25.18 {C-23), 25.53 (C-18), 26.14 (C-7),
27.05 (C-21), 27.59 (C-11), 28.10 (C-27), 28.48 (C-10), 30.26 (C-19),
30.33 (C-1), 31.76 (C-26), 32.69 (C-12), 34.98 (C-2), 37.05 (C-22),
44.62 (C-13), 45.99 (C-14), 47.05 (C-5), 48.52 (C-15), 50.19 (C-8),
57.29 (C-4), 57.71 (C-17), 70.84 (C-25), 73.5 (C-16), 82.49 (C-24),
84.64 (C-20), 177.42 (C-3).

Lactona de_argentatina. A-16-ona_(25)

A una mezcla de argentatina A e isoargentatina A (231 mg)
disuelta en CH2Cl2 se le adicioné acido m-Cl-perbenzoico (765 mg). La
reaccién se mantuvo con agitacién constante durante 43 hrs.
Transcurrido este tiempo se adicion6 agua a la mezcla de reaccién y
se extrajo con cloruro de metileno. La fase orgdnica se lavé
sucesivamente con agua hasta pH neutro, posteriormente se secd con
suifato de sodio anhidro y se evaporo el disolvente a presion reducida,
obteniéndose de aqui una mezcla de productos que se purificar6n por
cromatografia en columna empacada con silica-gel y eluida con una
mezcla de hexano-AcOEt (1:1), obteniendose como producto
mayoritario, un séfido cristalino blanco, con p.f. de 192-195°C y rf
0.45 (hexano-EtOAc, 1:1), que fue identificado por espectroscopia

como la lactona de argentatina A-16-ona( 25). 59
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RMNTH (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 0.7 (H-19 y H19°, m, 2H), 1.04 (-
CH3,s, 3H), 1.06(-CHa,s, 3H), 1.08 (-CHa,s, 3H), 1.12 (-CH3,s, 3H), 1.17
(-CH3,s, 3H), 1.21 (-CH3,s, 3H), 1.24 (-CHa.s, 3H), 2.5 (H-2, m, 1H), 2.7
(H-27, m, 1H), 3.81 (H-24, t, J=7.2, 1H).

RMN13C (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 19.92 (C-28), 20.08 (C-30), 22.18
(C-9), 23.05 (C-29), 23.92 (C-6), 25.07 (C-18), 25.23 (C-21), 25.69
(C-23), 25.70 (C-7), 26.95 (C-11), 27.50 (C-27), 27.73 (C-10), 29.85
(C-19), 29.90 (C-1), 30.98 (C-16), 32.07 (C-12), 34.97 (C-2), 37.13
(C-22), 41.96 (C-13), 45.40 (C-14), 47.78 (C-5), 49.71 (C-8), 51.37
(C-15), 63.60 (C-17), 71.36 (C-25), 83.35 (C-4), B4.87 (C-24), 87.0
(C-20), 175.22 (C-3), 217.88 (C-16).

EM. m/z (%): 486 (M*+,0.4),468 (0.14), 427 (10), 385 (5),143 (50), 59
(100).

Lactona de argentatina A_(26) y 8,9-dihidroxi-isoargentatina
A(27).-

Una mezcla de argentatina A e isoargentatina A (1.13 g) disuelta
en CH2Cl2 se le adicioné 4cido m-Cl-perbenzoico (1.1g) y K2CO3 (0.60
g). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacion constante durante
22 hs. Transcurrido este tiempo se adicion6 agua y se extrajo con
cloruro de metileno. La fase orgénica se lav6 sucesivamente con agua
hasta pH neutro, posteriormente se secd con sulfato de sodio anhidro y
se concentro a presién reducida. De esta reaccibn se obtuvé una
mezcla de productos la cual fue purificada por cromatografia en
columna empacada con silica-gel y eluida con una mezcla de hexano-
AcOEt de polaridad creciente. De esta purificacién se obtuvo como
producto mayoritario, 250 mg de un solido cristalino blanco, con p.f.
de 198-199°C y rf 0.19 (hexano-EtOAc, 1:1), que por espectroscopia se
identific6 como ( 26)
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RMNTH (300 MHz, CHCI3) 6: 0.63 (d, J=8, 1H, H-19), 0.7 (d, J=8, 1H, H-
19°), 0.9 (s, 3H, H-28), 1.16 (s, 3H, H-21 ), 1.26 (s, 3H, H-29 ), 1.28 (s,
3H, H-30 ), 1.40 (s, 3H, H-26 ), 1.43 (s, 3H, H-27 ), 1.48 (s, 3H, H-18 ),
3.85 (t, J=8, 1H, H-24), 4.6 (m, 1H, H-16).

RMN13C(300 MHz, CDCI3) &: 174.0 (C-3), 86.7 (C-20), 86.4 (C-4), 83.9
(C-24), 72.6 (C-16), 70.2 (C-25), 55.0 (C-17), 49.3 (C-8), 48.2 (C-15),
47.9 (C-5), 46.0 (C-14), 45.4 (C-13), 36.7 (C-22), 34.6 (C-2), 32.7 (C-
12), 30.5 (C-26), 29.6 (C-1), 29.5 (C-19), 27.0 (C-10), 26.8 (C-27),
26.7 (C-11), 25.7 (C-21), 25.3 (C-7), 24.9 (C-18), 24.8 (C-23), 23.1
(C-6), 22.5 (C-29), 22.4 (C-9), 20.7 (C-30), 20.0 (C-28).

IR(CHCI3) vem~1 3423, 1702.

El segundo producto purificado, se obtuvo en forma de cristales
blancos con p.f. de 179-180° C y rf 0.40 (hexano-EtOAc, 1:1) y fue
identificado como ( 27) por espectroscopia.

RMNTH (300 MHz, CHCI3) &: 0.85 (s, 3H, H-28), 1.00 (s, 3H, H-29),
1.02(s, 3H, H-30), 1.12 (s, 3H, H- 19), 1.18 (s, 3H, H-21 ), 1.24 (s, 3H,
H-26 ), 1.25 (s, 3H, H-27 ), 1.31 (s, 3H, H-18 ), 3.78 (t, J=B, TH, H-24),
4.6 (m, 1H, H-16).

RMN13C(300 MHz, CDCI3) & 206.06 (C-3), 88.7 (C-20), 84.0 (C-24),
73.6 (C-16), 70.9 (C-8), 70.3 (C-9), 68.0 (C-25), 53.7 (C-17), 46.9 (C-
4), 46.7 (C-15), 43.9 (C-14), 43.8 (C-13), 43.2 (C-5), 38.7 (C-22), 37.7
(C-2), 33.9 (C-12), 33.1 (C-1), 27.4 (C-26), 27.38 (10), 26.6 (C-27),
26.6 (C-21), 25.6 (C-19), 23.7 (C-11), 71.2 (C-7), 21.26 (18), 21.1 (C-
23),'20.9 (C-29), 19.6 (C-30), 17.5 (C-6), 16.7 (C-28).

61



CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la separacion de la mezcla de argentatina A e

_isoargentatina A a partir de la resina de desecho del proceso de

industrializacion del guayule, utilizando una columna empacada con
tonsil, resultando éste método rapido y de bajo costo.

La purificacion de la argentatina A e isoargentatina A, resultd ser
muy dificil, mas sin embargo se lograron obtener con alto grado de
pureza a los productos mediante innumerables procesos de
cristalizacién.

Se logrd obtener mediante procesos sencillos y clasicos la 2-
hidroximetilen-isoargentatina A (14), [2,3d] isoxazol-isoargentatina A
(15), {2,3d] pirazol-isoargentatina A (16)},16-acetato de argentatina A
(17), 16,25-diacetato argentatina A (18), 3,16,25-triacetato-2-en-
argentatina A (19), 2-1-16,25-diacetato argentatina A (20), oxima de
argentatina A (21), oxima de isoargentatina A (22), 16-
trifluoroacetato de argentatina A (23), Lactama de argentatina A (24)
y la Lactona de argentatina A (26).

Asimismo se caracterizaron a la lactona de argentatina A-16-ona
(25) y al 8,9-dihidroxi-iscargentatina A (27), como productos no
esperados en la oxidacién de Baeyer-Villiger de la mezcla de
argentatina A-isoargentatina A.

Se observd la actividad antimicrobiana que presento in vitro la
argentatina A frente a Candida albicans, Candida stellaitoidea,
Hansenulla sp., Torulopsis glabrata, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa, presentando f{rente a Candida albicans,
Candida stellaitoidea, una actividad inhibitoria muy buena.

Asimismo, se observd, que la argentatina A, la oxima de
argentatina A (21) y el 16,25-diacetato de argentatina A (17),
presentan un comportamiento similar a ciertas hormonas esteroidales,
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cuando se observé su comportamiento en pruebas de afinidad a
receptores hormonales en tumores de mama estrogeno dependientes.
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