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I. INTRODUCCION

Dentro del Reino vegetal, Ia familia de las compuestas s una de las mas numerosas ya que
esté constituida de aproximadamente 20,000 especies las cuales taxondmicamente se han dividido
cn trece tribus para su estudio (Tabla 1)1,

Dentro de estas tribus se encuentra la Vernonieae que esta constituida por
aproximadamente 50 géneros, de los cuales ¢! mds importante, por su abundancia es cl género
Vernonia. Este género posee una gran habilidad sintética, ya que algunas variedades
pertenecientes a este género elaboran una gran variedad de metabolitos secundarios?, aunque sélo
[as lactonas sesquiterpénicas y compuestos flavonoides se han utilizado para fines
quimiotaxonomicos. Asi se ha postulado que las lactonas sesquiterpénicas llamadas glaucolidas e
hirsutinélidas scan los quimiomarcadores por excelencia del género Vernonia?.

Uno de los aspectos de nuestro estudio sistemitico del género Vernonia se ha realizado?
en base al comportamiento que muestran las glaucdlidas cuando se agitan en presencia de silice y
metanol a temperatura ambiente?, ya que producen artefactos con esqueletos de hirsutindlidas y
cadinandlidas.

Debido a que las transformaciones de la glauctlida A se han realizado en condiciones
similares a las usadas normalmente en el aislamiento y purificacion de este tipo de moléculas, es
necesario replantear la quimiotaxonomia del género Vernonia.

Asl mismo, el aislamiento y estudio de las lactonas sesquiterpénicas se ha incrementado
debido a la actividad biologica que presentan varias de ellas. La mayoria de estos compuestos
presentan como mayor caracteristica estructural una y-lactona-a,} insaturada, que segtn estudios

realizados esta asociada con la actividad antitumoral, antimicrobiana, citotxicas y fitotoxical.



Tabla 1
Tribu

Eupatorieae

Vernonicae

Astareae

Inuleae

Heliantheae

Helenieae

Tt

5

Senecioneae

Anthemid.

Cynareae

Mutiseae

Cichorieae

Debido a lo antes mencionado el cstudio de este tipo de compuestos adquiere cada dia

mayor importancia por lo que los objetivos del presente trabajo son los de aislar los posibles
" compuestos que se obtengan al agitar una solucién metandlica de las glauctlidas D y E en
presencia de sifice a temperatura ambiente y conocer su afinidad a los receptores de los tumores

de mama estrogeno dependientes.



II. GENERALIDADES

Como se mencion en la Introduccion, las lactonas sesquiterpénicas son de los metabolitos
secundarios mas ttiles en la clasificacion de plantas de la familia de las compuestas.

A su vez las lactonas sesquiterpénicas se clasifican en base a sus esqueletos carbociclicos
en; gennacrandlidas, guaiandlidas, pseudogusiandlidas, eudesmandlidas, eremophilandlidas y
xanthantlidas entre otras. En Ia figura 1 se muestran las relaciones biogenéticas entre los
diferentes esqueletos hidrocarbonados de las lactonas sesquiterpénicas.

En la figura 2 se esquematiza la biogénesis del esqueleto de las germacrandlidas a partir
del pirofosfato de trans-trans farnesilo (1) el cual se cicla para producir el intermediario trans-
trans germacradieno (2), el cual, por modificaciones de oxidacidn enzimatica produce las

germacranolidas representadas por su compuesto mds simple, Ia costunolida (3).
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Figura 1. Relaciones biogendticas entre las diferentes estructuras de las lactonas sesquiterpénicas,



Varios ttpos de esquelelos
de lsctonas sesquiterpénicas

Figura 2. Biogénesis del esqueleto de Ia germacranélida,

Lag germacrandlidas estan consideradas como perienecientes al primer nivel biogenético
de lactonas sesquiterpénicas las cuales se forman por la ciclizacién del! farnesol, de cllas se
conocen cerca de 200 compuestos diferentes’, Las germacrandlidas se clasifican en cuatro
diferentes tipos de anillos hidrocarbonados, asf tenemos los siguientes:

1. Germacrantlidas. Ambas dobles ligaduras trans (4).

2. Heliang6lidas. Doble ligadura C-1 trans (6) y C4 cis (5).
3. Melampélidas. Doble ligadura C-1 cis (6) y C-4 trans (6).
4. Lactonas. cis cis (7).

Estos cuatro tipos de anillos hidrocarbonados se muestran en Ia figura 3.



Biogénesis del anillo de I lactona.6
Se han sugerido dos posibles rutas biegenéticas para fa formacién del anillo de la lactona.
Los diversos esquemas de la formacién de la y-lactona ~-a,B-insaturada del tipo mostrado en la

figura 4 han sido discutidos por Geissman’ y Herz8.

o=/

Figura 4.



Los pasos involucrados en la biogénesis de la costundlida (3) y la inundlida (14), se
muestran en la figura 5. En el proceso se requieren modificaciones oxidativas en Cy5 ¥y Cg 0 Cg
respectivamente.

Un intermediario hipotético en Ia ruta de 2 a las lactonas 3 y 14 cs el germacraneno A (8},
un hidrocarburo que se produce naturalmente en el que todos los carbonos no olefinicos son
activados alilicamente por hidroxilacién excepto Cg. La introduccién de una funcién oxigenada
puede proceder via un intermediario epoxido 9 , 6 involucrar el hidroperéxido 10. Es de
significado biogenético que fos dos procesos difieran en la posicién del grupo OH recientemente
introducido. La hidroxilacién via el intermediario 10 ocurre en Cy bajo retencién del doble enlace
C;4-C;3 mientras un doble enlace C;-C;; debera encontrarse en 11 obtenido a partir def epbxido
9. Modificaciones oxidativas adicionales de 11 via el aldehido 12, 4cido 13 e hidroxilaciones en
Cg 0 Cg deberan dar después de la lactonizacion, la costundlida 3 6 la inundlida 14

respectivamente.
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Figura 5. Biogénesis del anillo de la lactona.
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Biogénesis del anillo de la lactona via furanosesquiterpenos.6.9-11

Las lactonas sesquiterpénicas del tipo 16, son derivados de furanosesquiterpenos (15) por
autooxidacién, sugiriendo que las lactonas son también biogenéticamente derivados del anillo

furano como muestra la figura 6.
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Figura 6. Biogénesis dei anillo de la lactona via furanosesquiterpenos.

Transformaciones de la glaucélida A,

Se ha publicado que la glaucdlida A produce artefactos con esqueletos de hirsutinélidas y:
cadinanélidas cuando se le somete a agitacion en presencia de silice y metanol* (fig. 7). Estas
condiciones son muy similares a las utilizadas normalmente en el aislamiento y purificacion de este
tipo de metabolitos secundarios. E! mecanismo propuesto para la formacién de estos metabolitos
es mediante la figura 812,

Este resultado demuestra [a necesidad de modificar la quimiotaxonomia del género
Vemonia, ya que fundamentalmente esta basada en la presencia o ausencia de las glaucélidas,

hirsutinolidas y cadinandlidas en las diferentes especies estudiadas!3-16,
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Figura 7. Transformaci6n de la glaucélida A en Hirsutindlidas y Cadinnnélidas.‘
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Actividad biolégica de lactonas sesquiterpénicas,

Las lactonas sesquiterpénicas destacan entre los sesquiterpenos por sus propicdades
quimicas y biologicas!7.

Como ejemplo de estas propiedades biologicas se encucntra la antihelmintical8 de la
santonina (24), la actividad reguladora del crecimiento vegetal de la heliangina (25)1° y la
inhibidora de tumares cancerosos que posce la vernolepina (26)20, Esta caracteristica ha
provocado que el estudio y aislamiento de este tipo de compuestos aumente considerablemente en

fos tltimos afios.
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Tanaka y su grupo?! demostraron que para que estas sustancias tengan actividad, es
necesario que cxista una lactona o,f-no saturada en su molécula, ya que, cuando ésta se satura

por hidrogenacién, 1a actividad desaparece.

La actividad antineoplasica que muestran los extractos de plantas an recibido una
atencion considerable, particularmente en la Gitima década22-24,

En una revisién (1969) de agentes antineoplasicos de plantas, se evaluaron mis de 50
sesquiterpenos por su potencial inhibidor de crecimiento a través de numerosos modelos de
tumores23,

En todos los sesquiterpenos citotoxicos se encontrd una funcion lactonica, todos fueron o
B-insaturados y el enlace c-etilénico en todos los casos fue exociclico.En un estudio posterior de
Ia relacion estructura-actividad en las lactonas sesquiterpénicas se observd que la presencia del
doble enface exociclico C;1-Cy5 conjugado a la y-lactona, fue esencial para In citotoxicidad, La
figura 9 muestra algunas lactonas sesquiterpénicas que exhiben actividad antitumoral. Segin
diversos investigadores!, las estructuras y reactividades de esas lactonas puede ser asociada con la

alquilacion selectiva de grupos nucleofilicos en enzimas que controlan la division celular,

15
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Panorama guimiotaxonémico del género Vernonia.

El significado taxonomice del grado de distribucion de fas Inctonas sesquiterpénicas en la
tribu Vernonieae y cspecialmente en la subtribu Vernonitae, ha sido discutido por varios
autores?, y esta distribucion se ha usado para delimitar las subtribus de la Vernonieae. Asi,

lactonas del tipo furano heliangdlidas han sido aisladas de las subiribus Centrathertim,

Er thus, Lychnopliora, Piptolepis, Proteopsis y Vanillosmopsis. La distribucién de otros
furano heliangdlidas ha sido utilizada para definir la subtribu Lychnophoringe.

Por otro lado, se ha postulado como quimiomarcadores por excelencia del género
Vernonia a las lactonas del tipo glaucdlidas e hirsutinélidas. Sin embargo erroncamente se postulo
que las hirsutinélidas aisladas de los géneros Chresta y Piptocarpha eran estereoisomeros de las
hirsutindlidas aisladas del género Vernomia. Esta proposicion fue anulada por revisiones
posteriores, ya que tanto el género Vernonia como los géneros Chresta y Piptocharpa producen
el mismo tipo de isdimeros.

Del estudio fitoquimico del género Verrnonia hiasta 1991 sc publico cl siguiente resultado:
26 germacrandlidas, 168 glaucolidas ¢ hirsutindlidas, 14 clemendtidas, 36 guaiandlidas, 2
eudesmandlidas y 2 bourbondlidas!2,

Estos resuitados estén sefialando que efectivamente las glaucélidas e hirsutinblidas son los

quimiomarcadores por excclencia del género Vernonia,

17



III. PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no estan corregidos,

Los espectros de infrarrojo IR se determinaron en un espectrometro Perkin-Elmer Mod.
337.

Los espectros de resonancia magnética nuclear RMN !H y carbono RMN 13C fueron
determinados en un espectrémetro Varian XL-300, Los desplazamientos quimicos estan dades en
ppm utilizando como tetrametilsilano como referencia interna. Las constantes de acoplamiento
estan dadas en Hz. La multiplicidad de las sefiales se expresa como sigue: s singulete, d doblete,
dbr doblete ancho, t triplete, ¢ cuarteto y dd como doble de doble.

Los espectros de masas EM fueron determinados en un espectréometro Hewlett-Packard
59858 con sisterna acoplado GC MS.

Las cromatografias en columna se llevaron a cabo utilizando Silicagel 60 Merck 70-230
Mesh ASTM como soporte.

La pureza de los productos y el desarrollo de las reacciones se monitored utilizando
cromatoplacas de Silica-gel 254 usando como reveladores: luz ultravioleta y solucién de suifato
cérico al 1% en dcido sulfiirico 2N.

Los ensayos de activided biologica se realizaron en el Hospital "Dr. Luis Castelazo

Ayala", de] IMSS,por ol LB, Leobardo Calzada S.

18



Aislamiento de las glaucélidas D (27) y E (28).

La Vernonia liatroides D:C; fue recolectada en Valsequillo, Puebla, el mes de noviembre
de 1989,

La parte aérea seca de la planta, 236 g, fue extraida primeramente con hexano,
posteriormente con acetato de etilo y por tltimo con metanol a temperatura ambiente. Cada uno
de los extractos se concentrd a presion reducida. Durante ¢l proceso de concentracion del
extracto de acetato de etilo se precipitd un sdlido amorfo, el cual fue purificado por
recristalizaciones sucesivas de hexano-acetato de etilo, obteniéndose 5.4 g de glaucolida D (27),
identificada por comparacién espectroscopica con muestra auténtical. El extracto de acctato de
etilo restante, fue sometido a un proceso de scparacién mediante una columna cromatogrifica
empacada con silice y utilizando como eluyente una mezcla de hexano-acetato de etilo (1:1),
lograndose aislar 0.9 g de la glaucolida E (28), identificada por comparaciéon con muestra

auténticals,

La glaucolida D (27), tiene un punto de fusion de 183-185°C, con Rf 0.6 (hexano-acetato
de ctilo 1:2), y tiene los siguientes datos espectroscopicos:

TR CHCl3 v méx: 3000, 1770 (carbonilo de y-lactona), 1738 (carbonilo de ester), 1230 y
840 cm-!.

RMN H 300 MHz CDCly ppm: 5.56 (H-2,ddd,J=7,10,12, 1H), 5.15 (H-1,bdr,J=10,1H),
5.02 (H-8,d,J=11,1H), 5.02 (H-13,d,J=13,1H), 4.86 (H-13,d,J=13,1H), 4.75 (H-6,d,J=9,1H),
3.00 (H-9,ddJ=11,13,1H), 2.60 (H-9'dJ=13,1H), 2.58 (H-3,ddJ=7,10,iH), 247 (H-
5,d,J=9,1H), 2.07 (OCOCHjy',5), 2.01 (H-14,53H), 1.35 (H-15,5,3H), 1.30 (H-3',dd,J=10,1H)
(Espectro 1). Cartas de correlacién heteronuclear 13C/!H 75.4(300 MHz) CDCly 16.80(1.35),
17.40(1.54), 17.55(2.01), 20.80(2.01), 21.00(2.07), 42.45(1.25 y 2.58), 45.85(2.60 y 3.01),
53.40(2.80 y 3.10), 56.35(4.86 y 5.02), 66.27(2.45), 68.27(5.56), 70.22(5.02), 82.04(4.75),
127.50(5.15) (Espectro 3). EMm/z % : 464(0.1), 404(0.4), 362(12), 57(21), 43(100),



La glaucdlida E(28), tiene un punto de fusion de 145-146°C con Rf 0.7 (hexano-acetato
de etilo 1:2), y presenta los siguicntes datos espectroscopicos:

IR CHCl; v méx: 3000, 1770 (carbonilo de y-lactona), 1738 (carbonilo de éster), 1230 y
840 e,

RMN !H 300 MHz CDCl; ppm: 5.60 (H-2,ddd,J=7,10,11,1H), 5.17 (H-1,d,J=10,1H),
501 (H-8,d,J=10,1H), 5.00 (H-13,d sist. ABJ=12,1H), 4.85 (H-6,d,J=9,1H y H-13',dsist.
AB,J=10,1H), 3.10 (1-9,dd,J=10,12,1H), 2.67 (H-9',d,J=12,1H), 2.60 (H-3,dd,J=7,12,1H), 2.50
(H-5,d,J=9,1H), 2.03 (H-14,5,1H), 1.40 (H-15,5,3H), 2.01 (OCOCHs,s).(Espectro 4). Cartas de
correlacion heteronuclear 13C/H 75.4(300 MHz) CDCly 17.30(1.40), 17.65(2.01), 17.84(1.95),
20.76(2.03), 21.04(2.08), 42.49(1.30 y 2.60), 45.80(2.67 y 3.10), 53.40(2.80 y 3.10), 56.18(4.85
y 5.00), 66.38(2.50), 68.31(5.60), 69.57(5.01), 82.20(4.85), 127.16(5.17), 127.37(5.68 y 6.12)
(Espectro 6). EMm/z %: 363(0.4), 303(0.5), 43(100).

Reaccitn de Ia glaucdlida D (27) con Silica-gel.

Una solucién metandlica de 27 (1000 mg) en presencia de Silica-gel (10 g) se agitd
durante 72 horas a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se filtré y concentrd a presion
reducida, obteniendose un aceite amarillo (800 mg), el cual fue separado en una columna
cromatografica empacada con silica-gel y eluida con hexano-acetato de etilo (1:1) lograndose
aislar 2 productos. El producto mas polar se obtuvo como un aceite incoloro (101 mg) con Rf

0.32 (acetato de etilo-hexano 2:1), cuyos datos espectroscopicos son los siguientes:

IR CHCl; v méx: 3562 (OH), 1765 (carbonilo de ¥ -lactona), 1734 (carbonile de éster) y
1630 e},
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RMN !H 300 MHz CDCly ppm: 556 (H-2,ddd,J=7,10,11,1H), 520 (H-13 y
H13',5,J=13,2H), 5.10 (H-1,d,J=10,1H), 4.66 (H-6,d,/=9,1H), 4,31 (1-8,dd,J=1,10,1H), 2.84 (H-
9,dd,1=10,13,1H), 2.63 (H-9'd,}=13,1H), 2.56 (H-3,dd,J=7,12,1H), 2.47 (H-5,d,J=9,1H), 2.12
(OCOCH;3,5,3H), 201 (OCOCH3,s3H), 198 (H-145,3H), 135 (H-1553H),
1.25(H3',dd,J=10,3,1H). (Espectro 7). Mmvz % : 380(0.5), 84(10), 109(11), 43(100). Este
producto fue designado como 8-desacilglaucolida D (29).

Del segundo producto aislado se obtuvieron 15 mg de un aceite incoloro con Rf 0.45
(acetato de etilo-hexano 2:1) con los siguicntes datos espectroscopicos:

TR CHCl3 v mix: 3689 (OH), 1751 (carbonilo de y-tactona), 1751 (carbonilo de éster) y
839¢m-1

RMN IH 300 MHz CDCly ppm: 5.59 (H-2,ddd,J=7,[H), 5.15 (H-1brd,J=10,1H),
4,81(H-6,d,J=9,1H), 4.97 (H-8,dd,J=1,10,1H), 4.55 (H-13 y [-13\sist. AB,J=12.3), 2.85 (H-
9,dd,J=10,13,1H), 2.66 (H-9",d,J=13,1H), 2.56 (H-3,dd,=7,12, 1H), 2.47 (H-5,3=9,1H), 1.90 (H-
14,5,3H), 1.37 (H-15,5,3H), 1.25 (H-3',dd,J=9,1H). (Espectro 9). EMm/z % : 380(0.5), 84(10),
109(11), 43(100). Este producto fue designado como 8-acetoiloxi-13-hidroxiglauctlida D (30).

2

Reaccién de la glaucdlida D (27) con borohidruro de sodio}2.

A una solucion de 27, (508 mg), en THF (25 ml), se le adiciond borohidruro de sodio
(37.4 mg) con agitacidn continua durante 1 hora, después de esle tiempo se adicionaron 10 ml de
agua a la mezcla de reaccion, extrayendo la fase organica con tres porciones de 10 mi de acetato
de etilo cada una, La fase orgénica se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtré y concentré a
presion reducida. La mezela de reaccidn se separd en una columna cromatogrifica empacada cén
silica-gel, eluida con acetato de etilo-hexano (2:1) De la cual se logro aislar 29 (64.1 mg ) y 30
(10 mg). ‘

21



Resaccién de la 8-desacilplaucolida D (29) con Reactive de Jones26.

A una solucidn aceténica (5 ml) de 29 (30 mg) se agregaron 8 gotas del reactivo de
"Jones" hasta que la coloracién (naranja) de la solucion es permenente. Terminada la reaccion se
virtié en agua (15 ml), se agitd y posteriormente se extrajo con 3 porciones de 30 ml de éter
etilico, después de destilar el éter, se obtienen 28 mg de un producto cristalino 30, de punto de
fusion 185-190°C con Rf 0.7 (acetato de etilo-hexano 2:}) y los sigulentes datos
espectroscopicos:

IR CHCl3 v max: 1774 (carbonilo de y-lactona), 1735 (catbonilo de éster), 1696 (cetona),
1234 y 841 o1,

RMN IH 300 MHz CDCl; ppm: 5.56 (H-2,m,1H), 5.32 (H-1,d,J=6.6,1H), 5.00 (H-
13,d,J=13.8,1H), 4.92 (H-6 y H-13',d), 3.78 (H-9,d,J=10.5,1H), 3.18 (H-9',d,J=10.2,1H), 2.60
(H-13,dd,J=7), 2.58 (H-5,d,J=6.6,1H), 2.04 y 2.10 (QCOCHj,5,3H), 1.97 (H-14,53H), 1.13 (H-
15,5,3H), 1.25 (H-3',dd,J=10,1H). (Espectro 11). EM/mz % : 350(1.1), 319(0.4), 290(0.7).

Reaccién de Ia 8-desacilglaucolidn D (29) con Mn0,27.28.

Se disolvio 29 (50 mg) en CH,Cl, (3ml) y se afladié MnO, (500 mg). La mezcla fue
agitada vigorosamente a temperatura ambiente por 5 horas y diluida con acetona caliente. El
material insoluble sedimenté y la capa orgénica se filtrd para concentrarla posteriormente a
presion reducida. El producto obtenido fue separada en una columna cromatografica empacada

con silica-gel y eluida con acetato de etilo-hexano (1:1), obteniendose el compuesto 31.

22



Reaccion de la glaueolida D (27) con Acido metacloro perbenzéicol6.

Se disolvia 27 (100 mg) en CH,Cl, (5 ml) a esta solucion se le afiadio MCPBA. (50 mg).
La mezcla formada se sometié a reflujo durante 16 horas; transcurrido este tiempo, se agregd
agua y la fase organica fue extraida con acetato de etilo: se lavo con una solucion de NaHCO,
hasta pH neutro y por vitimo, se lavé con agua.El producto de reaccion se secé con Nay SOy
anhidro y concentrd a presion reducida, obteniéndose un sélido que fue separado en una columna
cromatografica empacada con silica-gel y eluida con acetato de etilo-hexano (1:1), lograndose
aislar 32 (50 mg), con punto de fusion 124-128°C, Rf 0.55 (AcOBt-Hex 2:1) cuyos datos
espectroscopicos son los siguientes;

IR CHCI3 v max: 3000, 1770 (carbonilo de y-lactona), 1741 (carbonile de éster), 1233 y
839 cm-l.

RMN M1 300 MHz CDCl ppm: 1.40 (H-3'.dd,1H), 2.62 (H-5,d,J=8,1H), 2.71 (H-
3,dd,1H) 2.73 (H-9',d,J=6,1H), 2.8 (H-9,dd,1H), 2.81 (H-1,d,J=3,1H), 4.82 (H-13',d,7=13,1H),
4.89 (H-8,d,J=9,1H), 4.96 (H-13,d,J=13,1H), 5.22 (H-6,d,J=9,1H), 2.08 y 2.10 (OCOCHS3,s),
203 (H-14,53H), 1.55 (H-15,5), 2.83 y 3.10 (Epomcacr,d,J=6).(Esp_cctro 13)EMm/z % :
109(8.3), 95(24.5), 57(25.5), 43(100).

Reaccion de la glaucolida E (28) con borohidruro de sodio!3.

Una solucién de 28 (307 mg) en THF (20 ml) y NaBH,; (26.! mg), fue agitada a
temperatura ambiente durante 1.25 horas, transcurrido este tiempo se adicionaron 15 ml de agua'y
la fase organica se extrajo con 3 porciones de 10 ml de acetato de etilo cada una, secandose con

sulfato de sodio anhidro y concentrandose a presion reducida. La mezcla obtenida se separd
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Una solucion de 28 (307 mg) en THF (20 ml) y NaBH; (26.1 mg), fue agitada a
temperatura ambiente durante 1.25 horas, transcurrido este tiempo se adicionaron 15 mi de aguay
la fase organica se extrajo con 3 porciones de 10 ml de acetato de etilo cada una, secandose con
sulfato de sodio anhidro y concentrandose a presion reducida. La mezcla obtenida se separd
utilizando una columna cromatogréfica empacada con silica-gel y cluida con acetato de etilo-

hexano (1:1),obteniecndose 108 mg y 26.9 mg de 29 y 30 respectivamente.

Anilisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

El andlisis HPLC de los compuestos 27, 28, 29 y 30 se realiz6 utilizando un cromatografo
Waters Delta Prep 4000 equipado con un inyector Rheodyne 7010 asi como un detector UV
modelo 484, La deteccién se llevé a cabo a 215 nm. La columna utilizada presenta las siguientes
caracteristicas pBondapakc C-1g (3.9 x 300 mm), con una tamafio de poro de 10 pm. La elucion
se llevé a cabo utilizando el sistema gradiente de acetonitrilo-agua siguiente: 0 min (90-10), 20
min (75-25), 27 min (60-40).

Los tiempos de retencion resultantes son los siguientes: 27 (3.5), 28 (4.3), 29 (5.9) y 30
(11.7).

Transformacion de 29 en 30 con Silica-gel

Una solucién metandlica (MeOH HPLC) de 29 (3 mg) en silica-gel (136.6 mg), se colocsd
bajo agitacion continua y temperatura ambiente durante 5 horas, transcurrido este tiempo, la
mezcla de reaccion se filtrd y posteriormente se analizd mediante FIPLC, elufda con el sistema
gradiente descrito en el pérrafo anterior, observandose en el cromatograma dos picos con

tiempos de retencion 5.97 y 11,76 que corresponden a los compuestos 29 y 30 respectivamente.
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION.

Las glaucolidas D (27) y E (28) fueron aisladas de la Vernonia liatroides e identificadas

por comparacion con muestras auténticas!S.

Glaucolida D (27) Glaucolida E (28)

En base a los antecedentcs mostrados por la glauctlida A, la glaucdlida D (27) fue
sometida a condiciones similares a las utilizadas en el aislamiento y purificacidn de este tipo de
compuestos.

La reaccidn de la glaucolida D (27) con silica-gel, produjo dos compuestos.

E! componente mis polar 29, ¢s un accite incoloro con peso molecular de 380
determinado por espectrometria de masas y que estd de acuerdo para un compuesto de formula
CioHp4Og. La presencia de los grupos acctato se establece por la sefial en m/z
43(CyH30%,100%) del espectro de masas, por las sefiales en 2.01ppm (3H,s) y 2.12 ppm (3H,5)
del espectro de RMN H caracteristica de un metilo de acetato y por la presencia de las sefiales
para carbonilo 2 170.33 ppm y 171.24 ppm en RMN 13C, donde fos grupos metilo aparecen a

20.90 ppm y 21.04 ppm. El protdn unido al tomo de carbono que estd formando el anillo
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lactonico (H-6) se encontrd a 4.66 ppm como un doblete indicando su interaccién con el protén
H-5 e} cual se localiza a 2.48 ppm como un doblete. Por otro lado el protén unido al dtomo de
carbono que esta unido al ester metacrilico (H-8) se encuentra a 4.34 ppm como un doblete lo
que indica que solamente esta interaccionando con un solo proton de la posicion C-9. Estos datos
espectroscdpicos corresponden a la 8-desacilglaucélida D (29), publicados en la literatura (Tabla

2), aislada como "producto natural” de la Vernonia uniffora?.

8-desacilglaucolida D (29)
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OAc

Tabla 2
Vernonia uniflora
512
5.56
2.56
1.28
2.48
4.66
434
2.34
2,64
524
5.03
1.37
2.03
2.04
2.14

8-desacilglaucdlida D (29)
5.10
5.56
2.56
1.25
2.47
4.66
4.31
2.84
2.63
5.20
5.20
1.35
1.98
2.01
2.12
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El componente menos polar 30, es un aceite incoloro con peso molecular de 380 y
formula condensada Cj9H,40g. La presencia de los grupos acctato se establece por la sefial en
nv'z 43 (C,H;0%, 100%) del espectro de masas, asi como por las sefiales caracteristicas en 2.03
ppm (3H,5) y 2.10 ppm (3H,s) de! espectro de RMN 'H (Espectro 9) y por Ia presencia de las
sefiales en RMN 13C,(Espectro 10) para los dtomos de carbonilo a 169.73 ppm (s) y 170.31 ppm
(s) donde los grupos metilo aparecen a 20.73 ppmy 21.03 ppm.
El espectro de IR presenta una banda a 3689 cri! atribuida al grupo OH, mientras que el
carbonilo de Ia y-lactona y el carbonilo del éster se encuentran en 1751 cml, En el espectro de
RMN !H a 300 MHz (Espectro 9) de 30 se observan H-6 y H-8 como una sefial doble a 4.81 ppm
y una sefial doble de doble 2 4.79 ppm respectivamente (Tabla 2). La comparacion de los
espectros de RMN 1H de 29 y 30 permite abservar un desplazamiento hacia campo bajo de H-G y
H-8 en 30 con respecto a 29. Esto indica que se esterifico 2 posicion C-8 en 30, mientras que en
29 esta posicion esta ocupada por un grupo OH. Fendmeno contrario se observa en los
desplazamientos de los protones H-13 y H-13" ya que cn 29 se ubican a campo bajo con respecto
a 30, Lo que indica que en la posicion C-13 se ubica un grupo OH (Tabla 2).

El anidlisis anterior, establece la estructura 30 para el compucsto descrito como 8-

acetoiloxi-13-hidroxiglaucélida D.

AcO,,,

8-acetoiloxi-13-hidroxiglaucélida D (30)
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De la reaccion de la glaucélida D (27) con borohidruro de sodio (NaBH,) se obtuvieron
dos compuestos.

Los datos fisicos y espectroscépicos de IR y RMN !H (Espectro 7) del compuesto més
polar, son idénticos con aquellos descritos para el compuesto 8-desacilglaucélida D (29).

El componente menos polar presenta los datos fisicos y espectroscopicos de IR y RMN

TH (Espectro 9) descritos para 8-acetoiloxi-13-hidroxiglaucélida D (30).

De la reaccion de 8-desacilglaucolida D (29) con Reactivo de Jones se obtuvo un
producto 31, con punto de fusion 185-190 °C, el cual tiene un pese molecular de 378, obtenido
por espectrometiia de masas y que estd de acuerdo para un compuesto de formula condensada
Ci9H;0g.

El espectro de IR de esta sustancia muestra una banda en 1774 cm! y otra en 1735 cm!
correspondientes a un carbonilo de y-lactona y carbonilo de ester respectivamente, ademds de Ia
sefial en 1696 cm™! que corresponde a una cetona.

El espectro de RMN 'H (Espectro 11) presenta una sefial en 4.92 ppm asignada a los
protones H-6 y H-13". Dos sefiales dobles en 3.78 ({H,J=10 Hz) y en 3.18 (1H,J=10.2 Hz)
formando un sistema AB y que corresponden a los protones H-9 y H-9'. Les datos anteriores y la
ausencia de [a sefial de! proton H-8, indican la oxidacion del grupo OH en la posicion C-8. Esto se
comprucba tanto al observar en el espectro de RMN 13C, (Espectro 12), una sefial en 193.71 ppm
que corresponde & una cetona asi como en €l espectro de masas donde se observa una sefial a m/z

350 (COY, 1.1%) que corresponde a la perdida de CO a partir del idn molecular (M-28)*
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Una cvidencia adicional para la estructura del compuesto 31 fuc obtenida cuando el
compuesto 29 reacciondé con diéxido de manganeso (Mn0,)2*25, ya que al comparar los
espectros de IR» RMN 'H y RMN I3C del producto de reaccion con los del compuesto 31 se

observd que se trata de la misma estructura.

OAc

8-desacil-8-cetoglaucolida D (31)

La reaccion de la glaucolida D (27) con dcido metacloro perbenzéico (MCPBA) produjo
un compuesto con punto de fusion 124-128 °C, el cual tiene ur peso molecular de 480, obtenido
por espectrometria de masas y estd de acuerdo para un compuesto de formula condensada
Cy3Hz011

El espectro de IR presenta en 1770 ¢! una banda caracteristica para el carbonilo de y-
lactona y en 1741 cm *! una banda que corresponde a carbonilo de éster.

En el cspectro de RMN 1H (Espectro 13) se obscrva una seiial doble en 2.81 ppm
asignada al proton H-1 que se encuentra desplazada hacia campo bajo con respecto a la sefial de
H-1 (5.15 brd) en la glaucélida D, se observa una seffal miltiple en 5.03 ppm que corresponde al

protén 2 desplazada hacia campo alto y una sefial doble en 5.22 ppm asignada al protén 6

30



desplazada hacia campo bajo. En ¢l espectro de RMN 13C (Espectro 14) se observan Jas sefiales
de C-1(57.36 ppm) y C-10 (67.12 ppm) desplazadas hacia campo alto, estos datos indican la
desaparicion de ia doble ligadura y la formacion del epoxido en C-1 y C-10. El andlisis anterior

establece la estructura 32 para el compuesto descrito como epdxido de glaucolida D,

Epoxido de glaucolida D (32)
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Tabla 2. Datos de RMN 1H de los compuestos 27-32.

Proton ComEucstos
27 28 29 30 31 2
H-l | 5.15brd(10) 5.17 brd (10) 5.10brd (10) 5.15 brd (10) 5.30 brdd (10) 2824(3)
H2 | 5.56ddd(7,10,12) | 5.60ddd (7,00,11) | 5.56 ddd (2,10,11) | 5.59ddd (7,10,11) ] 5.56 ddd (7.10,11) | 5.03m
Hp-3 | 258dd(7, 10) 2.604d (7, 12) 2,56 dd (7, 12) 2.56dd (7, 12) 2.60 dd (7,10) 271 dd
125dd (16,13) | 1.30dd{11, 13) 1.28 dd (7, 10) 140 dd
Hs | 245d(9) 2504 (9) 2474 (9) 247d(9) 2.56 d(9) 262d(8)
H6 4.75d(9) 4.85d(9) 4.66d (9) 4814(9) 4.992d (9) 5.22d(9)
H8 | s02d(l) 5.01d(10) 4.31dd(1,10) 4.97dd (1, 10) 4.89d(9)
Hy9 [300dd(11,13) |3.00ad(10,12) |284dd(10,13) |285¢4(10,13) |3.76d(10) 2.80dd
260d(13) 267d(12) 2634 (13) 266d(13) 3.16 4(10) 273d(6)
Ha-13 | 502d(13) 5.00d(12) 503d(12) 4555 5.02d(13) 4.96d(13)
4.86d (13) 4.85d(12) 5204 (13) 4555 488 4(13) 4824(13)
H-M 2015 2018 1985 1908 1985 2085
H-15 135s 1408 1.35s 137s 1.13s 1.55s
MeAcr 6.12s
5.683s
19538
Epame | 280 4©) 2.834d(7)
acr
3.10d(6) 3.10d(6)
1.54s 1.62s
2013 2038 201s 2035 2048 2085
OAc {3074 2085 2125 2105 2,108 2.10s
o

Moacr:

oY
Epomeacr. )o*‘ﬂ
Aoy

A

32,




Tabla 3. Datos de RMN 13C de los compounds 27-32.

Carbon Compuestos
27 28 29 30 31 32
C-1 127.50 127.16 127.94 127.01 128.32 57.36
C-2 68.27 68.31 68.38 68.24 68.33 62.61
C-3 42.45 42.49 4232 42.44 42.54 42,26
C-4 59.57 59.65 60.05 59.53 59.93 58.71
C-5 66.27 66.38 66.11 65,71 65.56 64,90
C-6 §2.04 82.20 82,14 82,40 81.42 81.48
C-7 162.40 164.14 167.40 160.92 158.07 161.28
C-8 70.22 69.57 69.15 69.20 193,71 67.31
C-9 45.85 45.80 49.55 45.95 54.44 45.39
C-10 133.57 134.03 13435 133.89 130.66 67.12
C-11 129.40 128.45 126.54 131.91 129.10 129.27
Cc-12 170.22 170.23 170.82 170.31 170.14 170.13
C-13 56.35 56.18 56.94 55.71 57.64 56.01
C-14 17.55 17.65 17.61 17.60 17.07 17.83
C-15 16.80 17.97 17.87 17.95 17.65 17.93
MeAcr 127.43
135.10
166.00
Epomeacr 17.40 17.07
53.02 53.07
53.40 53.30
170.00 169.97
OAc 20,80 20.76 20,90 20,73 20.33 20.77
21.00 21.04 21,04 21.03 21.03 20.92
170.21 17031 17033 169.73 168.88 170.13
170.32 170.43 171.24 170.31 169.35 170.15
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Al reaccionar fa 8-desacilglaucolida D (29), con Silicagel, se obtiene un compuesto que
presenta el mismo tiempo de retencién del mostrado por la 8-acetoiloxi-13-hidroxiglaucélida D
(30) cn el anlisis HPLC.

Estos resultados y la existencia de 29 y 30 como productos de reaccion de la glaucélida D
(27), tanto con silice, como con borohidruro de sodio (NaBHy), indican la posibilidad de que
estos compuestos esten en equilibrio mediante un intermediario ciclico de 7 miembros como se

indica en la siguiente figura :

AcOy,,
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Resultados de la Actividad Bioldgica de lag glaucolidas A y D,

Algunos tipos de cincer de mama humano son hormona-dependiente debido a que su
crecimiento depende de un continuo abastecimiento de hormonas sexuales3031,

La administracién de sustancias que alteran ¢l contenido normal puede en algunos
pacientes inducir a una regresion de la enfermedad30, Entre los compuestos mas utilizados para
esta terapia hormonal se encuentran los andrdgenos, estrogenos y antagonistas de estrogenos
como el tamixifen32,

La determinacion del contenido de receptores de estradiol o progesterona en biopsias de
tumores de cancer mamario es un procedimiento comin como indicacion de una respuesta
probable en los pacientes a una terapia enddcrina,

Un procedimiento para la determinacion de receptores se realiza de la siguiente forma; el
citosol que proviene del tumor se divide en tres partes iguales, la primera se utiliza como blanco,
la segunda parte se incuba durante 30 minutos con 3H estradiol y Ia tercera parte se incuba
primero con estradiol sin marcar y después con 3H estradiol.

Si existe una diferencia en cuentas por minuto (cmp) entre la primera y la segunda parte
indican que el tumor es hormono dependiente. Por otro lado, la segunda y tercera parte fijan el
100 % y 0 % de union y el 3H estradiol a las células tumorales.

El grado de unidn de las glaucélidas a los receptores de la célula fue estimado por el por
ciento de inhibicion de la incorporacion de 3H estradiol al citosol obtenido de tumores estrogeno
dependientes el cual antes de la determinacion de receptores fueron incubados durante 30 minutos
con las glaucolidas. La glaucolida A presentd un 26 % de inhibicion mientras que la glaucélida D
mostré un 60% de la inhibicion, Mayor grado de actividad se logrd cuando las glaucélidas se
incubaron gurante 3 horas ya que la inhibicion fue de 79 y 80 % para las glauctlidas Ay D

respectivamente,
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V. CONCLUSIONES

1. La glaucélida D reacciona de mancra diferente a la glaucolida A en presencia de silice,
produciendo la 8-desacilglaucolida D (29) y 8-acetoiloxi-13-hidroxiglaucslida D (30) que son
artefactos producidos en los procesos de aislamiento de la glaucélida D y no productos naturales
como han sido considerados.

2. La glaucélida E (28) no sufre transformacion alguna cuando en solucion fnetanélica se agitd
continuamente durante mis de 72 horas en presencia de silice, esta diferencia en reactividad que
muestran las glaucolidas D (27) y E (28) frente a la silice, s exclusivamente debida al éster en C-
8.

3. Tanto las glaucélidas D (27) y E (28) reaccionan con borohidruro de sodio para producir 8-
desacilglaucolida D (29) y 8-acetoiloxi-13-hidroxiglaucélida D (30).

4, Las glaucolidas A y D presentan cierto grado de afinidad en los receptores de las células
tumorales de mama.

5. No se justifica el utilizar las substancias obtenidas mediante transposiciones catalizadas por

Silica gel como marcadores quimiotaxondmicos del género Vernonia,
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