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RESUMEN

La medicina tradicional de nuestro pais atribuye a todas las especies medicinales
del género Hyptis (Lamiaceae = Labiatae) propiedades carminativas, antihelminticas y en
especial antisépticas. En el presente trabajo de investigacion se realizé un fraccionamiento
biodirigido, mediante el bioensayo de toxicidad para las larvas del crusticeo Artemia
salina, del extracto cloroformico preparado a partir de las partes aéreas de Hypfis
verticillata Jacq. (hierba martina), especie medicinal sumamente apreciada por las
poblaciones rurales de los estados de Oaxaca y Veracruz para el tratamiento de
desordenes gastrointestinales e infecciones de 1? piel. La estrategia propuesta para el
estudio fitoquimico de la hierba martina permitié aislar nueve constituyentes bioactivos
relacionados con el lignano podofilitoxina, y cuya presencia en un alto rendimiento
justifica las actividades citotoxicas y antimicrobianas observadas para el extracto original.

Esta investigacion permitié el aislamiento de un nuevo lignano citotoxico (P-388,
EDso = 4 pg/ml) con esqueleto de arilnaftaleno, y cuya estructura se caracterizd como la
S-metoxideshidropodofilotoxina (HV-TV-3D;). Se aislaron ocho lignanos adicionales de
estructura conocida mediante ¢l monitoreo de su actividad citotoxica. De éstos, el éter
metilico de la deshidro-(3-peltantina (HV-TV-3E; P-388, EDsq = 1.8 pg/ml) representa un
nuevo producto natural. Los restantes constituyentes bioactivos se identificaron como la
deshidropodofilotoxina  (HV-IV-1), la 4'-desmetilpodofilotoxina (HV-IV-2), la §-
apopicropodofilina (HV-TV-3A), la  isodesoxipodofilotoxina (HV-IV-3B), Ila
desoxipicropodofilotoxina (HV-IV-3C), la deshidrodesoxipodofilotoxina (HV-IV-3D,) y
la (-)yateina (HV-IV-4A).

La caracterizacion estructural de estos constituyentes se realizo mediante técnicas
de analisis instrumental contemporineas (IR, UV, EM y RMN). Se evalué el potencial

citotoxico de cada uno de estos lignanos en un conjunto de lineas celulares tumorales que



incluyeron leucemia de muridos (P-388) y diversas células cancerigenas humanas (pecho,
colon, fibrosarcoma, pulmon, prostata y carcinoma nasofsringeo).

Otras actividades ecvaluadas fueron el potencial antimitotico y el potencial
antimicrobiano. La evaluacién de la actividad antimicrobiana detectd un poderoso efecto
antimicotico para los lignanos 4'-desmetilpodofilotoxina, (-)yateina y B-apopicropo-
dofilina en contra de Candida albicans. Finalmente, el lignano 4'-desmetilpodofilotoxina
demostrd una potente acividad antimitatica (0.0064 yig/ml), misma que se evalud mediante

la utilizacion del ensayo del astrocitoma (ASK).



ABSTRACT

A new cytotoxic (P-388, EDsq = 4 ug/ml) arylaphtalene lignan has been insolated
from the Mexican medicinal plant Hyptis verticillata Jacq. (Lamiaceae) and characterized
as 5-methoxydehydropodophyllotoxin {HV-IV-3D;}. Eight additional lignans were also
obtained by bioactivity-directed fractionation using brine shrimp lethality test. Of these,
the dehydro-B-peltatin methyl ether {HV-IV-3E} (P-388, EDsy = 1.8 pg/ml) has been
insolated from a natural source for the first time. The other bioactive compounds were
identified as dehydropodophyllotoxin {HV-IV-1}, 4'-demethyldeoxypodophyllotoxin
{HV-IV-1I}, B-apopicropodophyllin {HV-IV-3A}, isodeoxypodophyllotoxin {HV-IV-
3B}, deoxypicropodophyllin {HV-IV-3C}, deoxidehydropodophyllotoxin{HV-IV-3D,}
and (-) yatein { HV-IV-4A}. Each of these compounds were evaluated against a panel of
cell lines comprising a number of human cancer cell types {breast, colon, fibrosarcome,
lung, melanoma, prostate, KB and KB-IV (a multidrug resistant cell line derived from
KB)} and murine lymphocytic leukemia (P-388). Lignans HV-IV-I, HV-1V-D,,
HV-IV-D, and HV-IV-3E showed marginal cytotoxic activity against the human cell line
tested. In contrast, compounds HV-IV-lII, HV-IV-3A, HV-IV-3B, HV-1V-3C and
HV-IV-4A demostrated a general nonspecific activity comparable to that of
podophyllotoxin (EDsq < 1072 pg/mi). In addition, their potential antimitotic activity was

determined in the astrocytoma (ASK) assay.
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1.-INTRODUCCION,

En su paso sobre la tierra, a través de los tiempos, la humanidad a tenide como
uny de sus preocupaciones principales el problema de la salud. No obstante que ain hoy
en dia en que se cuenta con un notorio avance tecnoldgico y cientifico, no se ha podido
satisfacer la demanda de atencion médica poblacional. La medicina tradicional ha sido para
ciertos pueblos socialmente marginados la tinica alternativa para solucionar sus problemas
de salud. Sin embargo, slgunas de las terapias tradicionales son utilizadas, a veces
indiscriminadamente, como remedios caseros o como 1ltimo recurso para el tratamiento
de enfermedades mortales por diversos sectores urbanos, practica que a la fecha ha tenido
un creciente resurgimiento. De tal manera, que este auge por la fitoterapia ha provocado
un mayor interés por realizar estudios fitoquimicos y etnobotinicos de las plantas
utilizadas en la medicina tradicional popular (Lozoya, 1989).

La utilizacion de plantas medicinales como fuente de ayuda terapéutica ha existido
desde tiempos inmemoriales. Los descendientes de pueblos ancestrales, bajo la memoria
historica de su riqueza cultural, han salvagnardado el conocimiento de las técnicas
tradicionales de la medicina utilizada en otros tiempos, y que es aplicada al margen de la
medicina oficialista. La medicina tradicional contiene un profindo conocimiento alcanzado
por una practica acumulada y sistematizada de las propiedades curativas de las hierbas y
otros productos naturales de origen animal o mineral, de acuerdo a las experiencias de
cada cultura (L.ozoya, 1989),

E! dominio practico de la herbolaria y otros recursos animales y minerales permitio
a los sabios y curanderos obtener la experiencia basica para poder diagnosticar algunas
enfermedades y padecimientos comunes, estableciendo terapias y medicaciones para su
atencion. El efecto terapéutico de los productos medicinales de origen natural se ve
reforzado por un contexto simbélico y emotivo, con un sentido propio en cada nacién

indigena. La medicina tradicional es una terapia muiltiple que reconoce el cardcter



psicosomdtico de muchas dolencias y atiende el mal del cuerpo tanto como del alma
(Fragoso, 1993).

Dentro de la medicina tradicional es imposible establecer limites estrictos con otras
areas del pensamiento y 1a vida social, pues la conducta condiciona 1a salud. El individuo
sano tiene un equilibrio psico-fisio-social. El conocimiento de las propiedades curativas de
las plantas, los animales y los minerales forma parte de la concepcion total de la naturaleza
y de la visién cosmogdnica del hombre y su relacion con el universo.

El uso empirico de las preparaciones vegetales y los primeros aislamientos de
principios activos como los alcaloides morfina, estricnina, y quinina alrededor del siglo
XIX, marcaron una nueva era en el uso de las plantas medicinales. Los metabolitos
vegetales se investigaron principalmente desde el punto de vista fitoquimico y taxonomico.
A partir de 1945 el interés por realizar sintesis farmacguticas tuve un tremendo desarrollo,
utilizando como punto de referencia metabolitos vegetales con actividad tarmacoldgica.
Durante la ultima década, sin embargo, la investigacion de fairmacos de origen natural ha
tenido un crecimiento notable debido al incremento en el consumo de plantas medicinales.
El empleo de plantas se incrementé casi al doble por algunas comunidades europeas y
latinoamericanas durante ese periodo (Hamburger y Hostettmann, 1991).

En el drea de la investigacién fitoquimica actual, el conocimiento etnobotanico y
medicinal de las especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional es una base
importante para proponer la realizacion de un estudio quimico (Der Marderosian, 1991).
Las plantas medicinales se utilizan basicamente en dos formas diferentes (Hamburger y
"Hostettmann, 1991): a] como una mezcla compleja (infusiones, aceites esenciales, tinturas,
extractos) que contiene un amplio rango de constituyentes y S] como fuente de principios
activos quimicamente identificables. Los compuestos puros son generalmente empleados
cuando se trata de principios activos de la planta medicinal que exhiben una actividad
efectiva y especifica y/o su indice terapéutico es elevado, Las preparaciones fitoquimicas

en forma de cataplasmas, infusiones, tinturas, etc, son muy populares en comunidades con



una fuerte tradicion herbolaria, como en China (Tang y Eisenbrand, 1992) y México
(Treviiio, 1979). No obstante, cn algunos paises tales como Alemania, Francia y Suiza, se
cuenta con disposiciones legales que facilitan el registro de tales preparaciones ain siendo
originarias de otras comuidades (Der Marderosian, 1991).

Se estima que de un grupo de 250 000 a 500 000 especies vegetales, inicamente
un pequefio porcentaje ha sido investigado fitoquimicamente, por lo que el campo de
investigacion ain es extenso e inexplorado. De tal porcentaje sélo una fraccién ha sido
sometida a evaluaciones biologicas o farmacologicas. Por ejemplo, el Instituto Nacional de
Cancer de los EE.UU. en el periodo de 1957 a 1986 ha investigado el potencial citotoxico
de aproximadamente 35 000 especies vegetales en sistemas tumorales de miridos in vitro
€ in vivo o en la linea tumoral humana KB, vy actualmente esta en el proceso de adquirir
algunas 20 000 especies tropicales procedentes de América Latina, Affica y del suroeste
de Asia. El potencial farmacologico de estas plantas ain no ha sido evaluado (Cordell
et al,, 1991).

Las plantas contienen un sin mimero de metabolitos secundarios de tal forma que
cualquier investigacion fitoquimica de una cspecic vegetal revelard finicamente un pequeiio
espectro de sus constituyentes. El proceso que conduce a la obtencion de un constituyente
puro y farmacolégicamente activo es muy largo y laborioso, ademés requiere de una
colaboracion multidisciplinatia que incluye botanicos, farmacegnostas, quimicaos,
farmacologos y toxicalogos. Este proceso involucra la siguiente serie de etapas: (segin

Hamburger y Hostettmann, 1991):

1.- Recoleccion, identificacion apropiada y deshidratacion del material vegetal.
2.- Preparacion del extracto apropiado y anilisis cromatogrifico preliminar por
cromatografia en capa fina (TLC) y cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC).

3.- Evaluacion del potencial farmacolégico del extracto crudo.



4.- Numerosas y consecutivas etapas de separacién cromatografica, donde cada
fraccion se debe someter a bioensayos sencillos para el monitoreo de la actividad
biologica (fraccionamiento biodirigido).

5.- Verificacion de la pureza de los compuestos aislados.

6.- Elucidaciou estructural por métodos quimicos y fisicoquimicos.

7.- Sintesis parcial o total.

8.- Preparacion de derivados o analogos para la investigacion de las posibles
relaciones entre fa estructura y Ia actividad biologica.

9.- Aislamiento y purificacion a gran escala para evaluaciones farmacologicas y

toxicologicas posteriores.

El presente trabajo de investigacion describe el fraccionamiento biodirigido,
mediante la utilizacién de bioensayos para monitorear la actividad citotéxica del extracto
organico de la "hierba martina" (Hyptis verticillata). Esta especie vegetal se utiliza
ampliamente en la medicina tradicional de varias regiones de los estados de Oaxaca y
Veracruz como remedio casero para el tratamiento de diversos malestares, en especial
aquellos asociados con desordenes gastrointestinales como los dolores de estomago, la
indigestion, los cdlicos y la parasitosis; también se recomienda su uso para la cura de
infecciones de la piel, la cicatrizacion de heridas y para aliviar los piquetes de insectos

(Heiurich, 1992b).



2.- OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL:

Realizar el estudio fitoquimico de la planta medicinal Hyptis verticillata Jacq.,

como una fuente potencial de sustancias con actividad antimicrobiana y citotdxica.

2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.2.1.- Realizar el analisis quimico de los extractos de Hyptis verticillata

mediante el monitoreo de la actividad citotoxica.

2.2.2.- Caracterizar la estructura de los principios bioactivos mediante analisis
instrumental contemporaneo: i.e., espectrometria de masas, resonancia maguética

nuclear (1D-!H, 1D-13C, 2D-COSY y SINEPT).

2.2.3.- Realizar la evaluacién de las sustancias activas como agentes

antimicrobianos y antitumorales potenciales.



3.-ANTECEDENTES,

3.1.- Actividad biologica del género Hyptis.

De la enorme riqueza vegetal existente en la Repiblica Mexicana, el género Hyptis
(Labiatac = Lamiacene) esta conformado por un extenso nimero de especies, que deben
su importancia econdmica al amplio uso dado por nuestro pueblo. El empleo de especies
medicinales de este género representa una tradicién que se ha preservado y transmitido
desde tiempos inmemoriales hasta nuestros dias.

Numerosas especies del género Hyptis deben su importancia no solo al empleo en
la medicina popular sino también a su uso en forma de condimentos en la culinaria
nacional. El aislamiento de diversos compuestos asociados con una actividad biologica de
interés terapeutico de algunas plantas del género Hyptis ha marcado la pauta a seguir en
numerosas investigaciones fitoquimicas de las cuales se han descrito importantes
propiedades terapéuticas (Gascén-Figueroa, 1989; Heméndez, 1991, Villavicencio, 1993).
En tanto que a este género se le atribuyen numerosas propiedades medicinales, cs
importante destacar que un gran nimero de especies medicinales se utilizan para el
tratamiento de infecciones gastrointestinales y de la piel {Gascon-Figueroa, 1989,

Heinrich, 1992a,c).

3.1.1.-Actividad antibacteriana

La actividad bacteriostatica de las plantas del género Hyptis puede ser atﬁbuida, en
gran medida a los componentes de los aceites esenciales como por ejemplo, el citral, el
citronelal y el linalool (Mose y Lukas, 1957). Otros estudios sefialan que las propiedades
antisépticas de algunos aceites esenciales son debidas al alto contenido de borneol,
eucaliptol y timol (Hegnauer, 1967, Malan et al., 1988)). Todos estos compuestos,
representan los constituyentes mayoritarios de los aceites esenciales del género Hypiis

(Hegnauer, 1967).



3.1.2,-Actividad carminativa y espasmolitica.

Las infusiones de las hojas de albahaca (Hyptis mutabilis) son utilizadas en la
medicina popular como tonicos estomacales y canninativos, lo mismo que las preparadas
con las haojas de la incana (Hyptis tormentosa) y con las flores de fa especie Hyptis
multiflora, que se usan como analgésico estomacal (Alzulgaray y Alzulgaray, 1984).
Diversas iuvestigaciones han demostrado que los alcoholes y los fenoles monoterpénicos
de los aceites esenciales presentan una poderosa actividad musculotrdpica espasmolitica
(Wagner, 1977; Roig, 1974), la cual explicaria perfectamente la actividad carminativa

atribuida por el uso tradicional a las plantas del género Hypfis.

3.1.3.-Actividad citotdxica y antitumoral.

El género Hyptis posec un niamero significativo de compuestos con una actividad
citotdxica potencial, demostrada mediante numerosas evaluaciones realizadas a diferentes
especies de este género (German, 1971; Sheth ef al., 1972; Mirsa ef al., 1983; Pereda-
Miranda, 1993).

La podofilotoxina (1a) y la désoxipodoﬁlotopdna {Ib) son lignanos presentes en
Hyptis. Estos constituyentes poseen una significativa actividad citotdxica y antitumoral
(Inamori et al., 1986: Mac Raec y Neil, 1984), ademas de que se les ha demostrado

propiedades antivirales (Mac Rae y Neil, 1984).
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Otros estudios sobre agentes anticancerigenos de origen vegetal determinaron que
el extracto etandlico de las partes aéreas de Hyptis tormentosa mostraba actividad sobre
un sistema celular de leucemia linfocitica y sobre un cultivo de células KB. Este estudio
permitio el aislamiento de tres componentes activos, el de mayor actividad fue identificado
como el lignano desoxipodofilotoxina, los otres compuestos identificados fueron los
flavonoides: la gardenina B y la 5-hidroxi-4',3,6,7,8-pentametoxiflavona que también
demostraron actividad citotoxica (Kingston et al., 1979; Edwards ez al., 1979).

Una investigacién fitoquimica sobre plantas con posible actividad antitumoral
demostro que el extracto de las partes adreas de Hyptis emoryi era activo contra el
carcinorna de Walker en ratas. Este estudio establecié que el agente responsable de esta
accion es el acido betunilico (Sheth er a/,, 1972). La 14-metoxitaxodiona, triterpeno que
también ha stdo aislado de la raiz de Hyptis fructicosa, no sblo presenta actividad
bacteriostatica sino que resultd ser igualmente efectivo sobre el carcinoma de Erlich en
ratas (De Araujo ef af., 1974). El lupeol, un triterpeno aislado de la raiz de Hywptis

suaveolens, ha demostrado ser un potente agente citotoxico (Upadhyay et al., 1982),

3.2.-Generalidades fitoquimicas y etnobotanicas de la especie Hyplis

verticillata,

La primera investigacion fitoquimica realizada en el extracto cloroformico de Ia
hieba martina (German, 1971) permitié el aislamiento y purificacion del lignano 4'-
desmetildesoxipodofilotoxina como el constituyente responsable de la actividad
antimitotica observada en el extracto original. Mas recientemente, ademas de este lignano
se obtuvieron como constituyentes activos, que demostraron un efecto larvicida marginal,
a la sideritoflavona (5,3',4',-trihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona), los acidos oleandico,
maslinico y 2a~hidroxiursélico, los cuales contribuyen a la citotoxicidad total del extracto

original (Cruz, 1991). El cuadre I resume las principales caracteristicas taxonomicas y

etnobotanicas de la hierba martina, Hyptis verticillata.



Cuadro I.- Caracteristicas Etnobotanicas de la "hierba martina"

(Martinez, 1979; Epling, 1949).

Familia

Labiatae

Nombre
cientifico

Hyptis verticiilata Jacqg, !

Nombres

vulgares

Hierba martina (Tehuantepec, Oaxaca).
Hierba negra (Regién de El Tajin, Ver.).

Descripcion

Subarbusto perenne de 1-3 m de alto, sus ramas delgadas, alargadas,
puberulentas, a veces revestidas con pelos extendidos mas largos;
laminas foliares elipticas u oblongolanceoladas, de 3-10 cm de largo,
agudas en el apice, estrechadas en la base, semicuneiformes,
agudamente  aserradas, ambas superficies  delicadamente
pubescentes; peciolos de 5-10 mm de largo, las hojas mas superiores
subsésiles; flores en verticilios, apretadas en glomérulos globosos,
que son generalmente monoliformes y comunmente apanojadas;
tubo del cdliz en Ia flor de 1mm de largo, casi glabro; corola blanca
o violeta claro, su tubo de 2m de largo; niculas oblongas, de 1.3
mm de largo, redondo truncadas en el dpice, menudamente
reticuladas.

Distribucion

Se presenta en gran abundancia en Ameérica del Norte, y es
especialmente abundante en el drea tropical del Caribe y América
Central. También ha sido colectada en Colombia y el Ecuador
(Guayaquil). En México se localiza en los estados de Veracruz
Puebla, San Luis Potosi y Oaxaca.

Usos

Se le utiliza en infusiones o como cataplasma en los casos de dolor
de cabeza y de estomago; para aliviar la samna, piquetes de mosco,
mordedura de vibora, enfermedades del aparato tespiratorio,
malestares de las articulaciones; hemostatico, antiparasitario,
antihelmintico, diurético y carminativo {Gascon-Figueroa, 1989,
Heinrich, 1992b).
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3.3.- Definicidn, biosintesis y distribucidn de los lignanos.

Los lignanos forman un grupe de fenoles vegetales cuya estructura estd
determinada por la union B-fB' de dos residuos def acido cinamico. unidades fenilpropanol
C4-C3_ 0 sus equivalentes biogenéticos (Haworth y Richardson. 1935). Estos dimeros se
eucuentran unidos por los carbonos centrales de la cadena tateral. En la naturaleza se ha
encoutrado constituyentes con una union Cg-Cge, entre estos dimeros, que se conocen
como neolignanos y tienen una mayor limitacion en su niunere y distribucion filogenética
(Gottlieb, 1978).

De acuerdo 2 la forma como el oxigeno es incorporado dentro del esqueleto
estructural se pueden reconocer cuatro grupos de lignanos lineares: a) derivados del
butano, b) lignaloides o derivados del butandlido, ¢) monoepoxilignanos o derivados det

tetrahidrofurano, d) bisepoxilignanos o derivados del 3,7-diexabiciclo-(3.3,0)-actano.

1 1 0 (¢] [+
i a ol aE a o o
) d)

a) b - ¢

La ciclizacion de la estructura general permite la existencia de un gran mamero de
compuestos denominades colectivamente como ciclolignanos (Freudenberg y Weinges,
1961), de esta forma encoantramos la presencia de derivados del terahidronaftaleno (e),

del naftaleno {f) y del dibenzociclo-octadieno (g).
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Existen evidencias que permiten asumir que la biosintesis de los lignanos invelucra
la combinacién de dos unidades fenilpropandicas por un acoplamiento oxidativo (Cole y
Weidhorpf, 1978), debido a que estos compuestos pueden estar relacionados a la
biosintesis de la lignina.

Los lignanos tienen una amplia distribucién en el reino vegetal y se han encontrado
cincuenta y cinco familias de plantas vasculares que contienen lignanos. Las gimnosperinas
estin representadas por familias como Magnoliaceae, Piperaceae. Curcubitaceae.
Anacardiaceae y Lamiaceae, entre otras (Cole y Wiedhopf, 1978).

Los lignanos han sido aislados de todas partes de las plantas: de la madera, de la
corteza, de las resinas, de las raices, de las hojas, de las flores, de los frutos y de algunas
semillas (Mac Rae y Towers, 1984),

Un niimero escaso de lignanos han sido recientemente identificados tanto en
humanos como en otros mamiferos. La trans-8,8-bis-(3-hidroxibencil)-y-butirolactona
y la 8,8-bis-(3-hidroxibencil)-buteno-9,9'-diol, conocidos respectivamente como la
enterolactona y el enterodiol, son los lignanos presentes en mayor proporcion en el sucro,
la orina, 1a bilis y los fluidos seminales (Setchell ef al., 1980 y 1981; Aldlercrentz, 1981).
La diferencia entre los lignanos de mamiferos y los lignanos vegetales es la presencia de
grupos oxidrilos fenélicos especificamente en la posicién meta de los anillos aromdticos.
Se piensa que el grupo Clostridia de la flora intestinal es el responsable durante la
digestién de las fibras vegetales, de la produccién de lignanos en los mamiferos (Setchell

et al., 1981). Tanto la enterolactona como el enterodiol se producen a partir del
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sccoisolariceresinol por accién de las bacterius facultativas fecales, mientras la
enterolactona se produce a partir del mataresinol (Borriello et al., 1985).

De manera general, la cantidad de lignanos excretada por el ser humano se
correlaciona directamente con la cantidad de fibra ingerida. De esta forma, las personas
vegetarianas producen una gran cantidad de lignanos, que en la bilis y en la orina
comiimmente son conjugados por el dcido glucuronico (Axelson y Stchell, 1980). Por otra
parte, en las heces fecales hay formas no conjugadas de lignanos que entran por la
circulacion enterohepatica. El centeno, la avena, el mijo, Ia soya, el trigo y la cebada son
las fitentes primarias de lignanos en la dieta de los mamiferos. Sin embargo, se observa
que en personas jovenes vegetarianas existe una alta excrecion de lignanos mientras que en
Ias personas de edad avanzada es menor, aunque sea similar la cantidad de fibra ingerida

(Adlercreutz et al., 1981).

3.3.1.~ Utilizacién de productos vegetales ricos en lignanos dentro la medicina

tradicional moderna.

Algunos productos vegetales ricos en el contenido de lignanos tienen una larga y
fascinante historia empezando con su utilizacion como remedios caseros en la medicina
tradicional de numerosas culturas indigenas. El testimonio méis cercano data de
aproximadamente mil afios (Kelly y Hartwell, 1954). En The "Leech Book of BALD", un
antiguo Libro Inglés de Medicina, se describe que las raices del perifollo (Anthriscus
cerefolium), que contiene varios lignanos ademds de la desoxipodofilotoxina, se utilizaron
para el tratamiento del cancer (Cockayne, 1961).

Aproximadamente hace unos 400 a 600 aiios, los nativos del Himalaya y los’
antiguos indios americanos de la tribu Penobscot, de lo que hoy se conoce como Ia region
de Maine, EE.UU., descubrieron que la resina producida por el extracto alcohélico de las
raices y rizomas de Podophillum perennials presenta propiedades purgantes y que

provaca envenenamiento. Los indios americanos creyeron que las raices posefan antidotos
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efectivos contra el veneno de los crotalos y aplicaron tépicamente la resina para el
tratamiento de mordeduras venenosas de viboras, o utilizaban las raices como un agente
de accion mortal (Kelly y Hartwell, 1954). Los colonizadores norteamericanos también
utilizaron los extractos de las raices y los rizomas de la mandrigora (Podophyllum
peltattan) como un purgante y un agente antihelmintico (Kelly y Hartwell, 1954; Hartwell
y Sheeker, 1958).

Los productos vegetales ricos en liganos también han sido utilizados para el
tratamiento de diversas enfermedades en China y Japon, como parte de su rica medicina
tradicional (Tang y Eisenbrand, 1992). Desafortunadamente, muchos de los constituyentes
activos de estos extractos vegetales no han sido evaluados cientificamente como agentes
terapéuticos. Las raices y las ramas secas de Kadsura coccinea se encuentran incluidas en
la farmacopea China para el tratamiento de la artritis reumatoide, y las tlceras géstricas y
duodenales. Las raices de esta especie medicinal son ricas en lignanos del tipo
dibenzociclo-octadieno {Lian-niang er al., 1985).

Otro ejemplo lo representan las hojas de Olea europeae, las cuales se han
utilizado durante mucho tiempo en el oriente como un antipirético, antireumatico, tonico y
como remedio en el tratamiento de escrotula, una enfermedad como la tuberculosis de las ’
glandulas linfoides gencralmente localizadas en el cuello. La presencia de lignanos en esta
planta medicinal podria ser la responsable de estas propiedades farmacéuticas (Tsukamoto

etal., 1984).

3.3.2.-Propiedades Farmacologicas.

La estructura difenolica de algunos lignanos les confiere una similitud estructural
con varias sustancias estrogénicas como el dienoestrol, el dietilestilboestro_l y su
deshidroderivado, el hexoestrol. Esta similitud ha permitido inferir que los lignanos
desempefian un papel biolégico en el hombre. En experimentos realizados con ratas de

laboratorio, se ha demostrado que la enterolactona inhibe la siutesis de RNA uterino
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(Waters y Knowler, 1982). En la mujer, el pico de excrecion de lignanos se observa en la
fase litea del ciclo menstrual, y valores elevados de éstos son detectados durante el
embarazo temprano (Stchell e/ al., 1980).

En estudios realizados en mujeres con cancer de mama se ha demostrado que
existe una menor excresion de lignanos que en el caso de una mujer sana. Se especula que
tal diferencia puede deberse en parte a una dieta rica en fibra con precursores de lignanos
(Adlercreutz et al., 1982). Por lo tanto, es posible que los lignanos sirvan como
antiestrogenos o para suprimir el desarrollo de malestares humanos. Sin embargo, las
evidencias demuestran que el papel de proteccion de dietas ricas en lignanos contra
diversos cénceres es limitado (Hartwell, 1976; Adlercreutz er al., 1982; Fagoo ef al.,
1986, Cordell et al., 1991),

Existen numerosos estudios que describen nuevas e interesantes propiedades
bioldgicas de los lignanos provenientes de los mamiferos. Por ejemplo, se ha demostrado
que los lignanos compiten por los sitios de unién en los receptores de los digitalicos,
causan inhibicion de la ATPasa dependiente de Na' K" de los humanos y dc corazon de
los cobayos (Fagoo ef al., 1986), exhiben propiedades inhibitorias significativas, in vitro,
contra la enzima colesterol-7a-hidroxilasa que participa como limitante de la formacion de
los acidos biliares (Sanghvi e al., 1984).

El acido nordihidroguaiarético (NDHGA), un lignano ciclico, es utilizado
comercialmente como un antioxidante y tiene un uso limitado en el tratamiento del Mal de
Parkinson. EI NDHGA ha sido llamado "la penicilina de las hidroquinonas” y se ha
demostrado que exhibe una actividad inhibitoria sobre la citocromo oxidasa en el proceso
de la fosforilacion oxidativa (Elakovich y Stevents, 1985).

El primer constituyente aislado de la clase dibenzociclooctadienos se obtuvo del
aceite de las semillas de Schizandra chimesis Baill (Kochetkov es al,, 1961). El
eschizandrol B y otros compuestos con grupos metilendioxi se utilizan en la medicina de

China para proteger al higado de la accion toxica de algunos firmacos y en el tratamiento
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de la hepatitis viral (Fang et /., 1981; Hikino y Kiso, 1988). Se piensa que la presencia
del grupo metilendioxi en este tipo de compuestos inhiben la compleja funcion de la ezima
hepatica oxidasa (Casida, 1970),

Algunas dibencilbutirolactonas (lignanos aciclicos) y los furofuranos
(bisepoxilignanos) inhiben la accién de la fosfodiesterasa (AMPc) (Sutherland y Ral,
1958),

Se ha observado que el neolignano kadsurenona inhibe la accion del factor de
activacion plaquetario (PAF) sobre la agregacién de los neutrdfilos humanos. El dcido (+)-
dihidroguaiarético también es un antagonista del PAF, tanto como lo son los presteganos
relacionados A y B, y los metoximetaresinoles. El 9,9'-epoxilignano bursenano es un
inhibidor moderado del PAF (Braquett ef al,, 1986). Esta accion antagonica con el PAF
también se ha detectado en lignanos de la clase furofurano que ha sido aislada de las flores
de Magnolia biondii, Esta fuente natural se utiliza en Ia medicina china para el tratamiento

del dolor de cabeza y el enfisema nasal (Pan e al., 1987).

3.3.2.1-Efectos biologicos sobre plantas e insectos.

Se ha visto que los lignanos juegan un papel en la regulacion del crecimiento
vegetal. En comin con otros compuestos fendlicos, incluyendo al dcido cindmico y los
acidos orto- y para-cumiricos, la inhibicion que ellos ejercen sobre la germinacion de
semillas es el resultado de la interferencia que causan en el transporte de aminoicidos y en
Ia sintesis proteica (Van Sumere et al., 1972).

Er el caso de algunos lignanos aciclicos y furofiuranos con grupos metilendioxi se
presen}a un efecto sinérgico sobre cierto niimero de insecticidas (Haller et al., 1942). Las
propiedades antimitoticas e insecticidas de varios de los lignanos sugieren que éstos

compuestos pueden servir a 1a planta parasitada en su sistema de defensa.
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3.3.3-Historia de 1a Podofilotoxina,

El papel de los lignanos en la dieta, su actividad antiviral y su presumible papel
como protector contra ciertos tipos de cancer, asi como su utilizacién prevalente en la
medicina tradicional ha oftecido interesantes alternativas en el desarrollo de nuevos
agentes farmacologicos.

La mandrigora americana (Podophillum peltatum) es un miembro de la familia
Berberidaceae. La resina obtenida del extracto alcoholico de las raices y el rizoma de Ia
mandragora se conoce como "la podofilina" y contiene como su principie activo a la
podofilotoxina (g) ademas de otros lignanos minoritarios. "La podofilina" fue tan popular
como purgante y colagogo en norteamérica que estuvo incluida en la farmacopea de los
EE.UU. desde 1920 a 1942, aifio en que fue suprimida debido a su severa‘tom'cidad
gastrointestinal, Irénicamente, el mismo afio , Kaplan describié que la aplicacion tépica de
“la podofilina" era un tratamiento efectivo contra las verrugas venéreas (Aires y Loike,
1990). Actualmente, la podofilina contimia utilizindose como una terapia contra las
verrugas anogenitales (Pérez et al., 1976) y es efectiva en el tratamiento de los papilomas

nasales (Benett e/ al., 1985).

MeO OMe
OH

g)
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La podofilina es una resina extramadamente toxica (Cassidy ef al., 1982; Fisher,
1981), y su ingestion y absorcion a través de las superficies mucosas en dosis elevadas
pfoduce niuseas, vomitos y diarrea seguidas de delirio, aletargamiento y coma. También
puede causar dafio remal y una mielosupresion con un decremento leucocitario y
plaquetario, ademds de otros efectos colaterales. La dosis letal de una preparacién al 25 %
de podofilina ha sido estimada entre 0.3 y 0.6 g, equivalente aproximadamente a la mitad

de una cucharada tetera con resina.

3.3.3.1.-Propiedades bioldgicas y mecanismo de accion de la podofilotoxina.

El efecto particular de la podofilotoxina sobre las vermigas venéreas y nasales esti
mediado por las propiedades antivirales de este compuesto (Markkanen ez al., 1981). Ya
que la forma mas comin de verruga venérea es causada por un virus, Condyloma
acuminarum. Sin embargo, la aplicacion de la podofilotoxina en ¢l tratamiento de otras
infecciones causadas por virus permanece practicamente sin exploracion.

A pesar de las numerosas propiedades biologicas de la podofilotoxina, la accion
sobre los microtabulos citoplasmaticos es 1a mejor conecida. Este lignano actia sobre el
huso celular alterando el equilibrio dindmico durante el ensamblaje de los microtibulos
(microtibulos-tubulina) in vive como in vitro. El resultado neto es la destruccion del
sistema citoesquelético en el citoplasma y en las fibras del huso. De tal manera que el
mayor efecto citotoxico de este metabolito vegetal es su pronunciada inhibicién en la
division celular durante la metafase, destruyendo las fibras del huso cromitico y
previniendo la separacion de los cromosomas duplicados (Mc. Keithan y Rosenbaum,
1984).

Otros inhibidores microtubulares incluyen a la colchicina, la esteganacina, el taxol
y los alcaloides del tipo vinblastina-vincristina. En experimentos realizados sobre la
tubulina del embrion de la langosta, se demostré que el mecanismo de inhibicion de la

formacion de microtiibulos de la podofilotoxina y la colchicina es similar. Sin embargo, la
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podofilotoxina compite por el sitio de unién en un proceso mis ripido y reversible
(Wilson y Freedkin, 1967).

Experimentos in vitro para analizar la relacién existente entre la estructura y la
actividad bioldgica de Ia podofilotoxina y sus andlogos han permitido concluir que los
anillos B y el lictonico de este tipo de lignanos se encuentran involucrados en la
interaccién con la tubulina. La configuracion, el tamafio, el cardcter hidrofobico de los
sustituyentes de la posicion C-4 ¢n el anillo B y la estereoquimica de la posicion C-2 del
anillo de la lactona afecta dramaticamente la actividad de los analogos de la podofilotoxina
sobre la tubulina (Brewer et al., 1979; Kelleher, 1977).

Existen algunas investigaciones que describen propiedades antimicrobianas,
inhibiendo el crecimiento de algunas especies de Streptoccoccus, Staphilococcus, Bacillus
y Pseudomonas; antimicéticas contra Rhizoctonia solani, R. oxisporum, Pythium spp. y
Rhizopus nigran (Inamori et al., 1986; Sheriha ef a/., 1987); inhibitorias de la sintesis de
los acidos nucléicos DNA y RNA (Waters y Knowler, 1982): inhibicion enzimatica en
ciertos procesos que se efectiian en tejidos malignos manifestandose como una actividad
antitumoral v en alguno de los procesos involucrados en la respiracion celular y de la

glucolisis (Waravdekar ef al., 1956).

3.3.3.2-Etopésidos y tenipésidos.

La podofilotoxina y sus derivados semisintéticos, los etoposidos y los tenipdsidos,
son los lignanos con mayor aplicacion en la medicina clinica.

El etopésido (VP-16-213:  4'-desmetil-7-[4,6-O-etiliden-B-D-glucopiranosil
epipodofilotoxina]) [h] y el tenopésido (VM-26: 4'-desmetil-7-[4,6,-O-teniliden-B-D-glu-
co-piranosilepipodofilotoxina]) [i] son dos derivados semisintéticos de la podofilitoxina
desarrollados por Sandoz en la década de los 70's en un intento por obtener derivados que
no presentaran los efectos severos de toxicidad gastrointestinal de la podofilotoxina (O'

Dwyer et al., 1985). Mediante el empleo de un modelo tumoral de lencemia de muridos
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(L-1210), se desarrollaron estos derivados de la podofilotoxina como agentes

antitumorales potenciales en el tratamiento clinico.
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El uso de los etoposidos en el tratamiento de céncer ¢s una fase relativamente
nueva, éstos derivados de la podofilotoxina estin siendo incorporados en varias
combinaciones de los regimenes terapéuticos de primera linea en el tratamiento de una
gran variedad de tumores carcinogénicos (Haiusworth ef a/., 1985). Se ha observado que
incluso diversos tipos de cincer que han desarrollado resistencia a los fannacos de primera
linea responden positivamente a los etoposidos. Resultados halagadores se han obtenido
utilizando unicamente a los etoposidos en el tratamiento de ciertas clases de leucemia
(Pinkel, 1987), o en combinacién con fosfamida, metatrexato y metil-GAG en
tratamientos de linfomas recurrentes o refractarios (O'Donell ef al., 1987). Los estudios
utilizando etoposidos o tenipsidos en tratamiento sobre carcinoma ovarico (Piver, 1986),
adenocarcionomas del tracto superior gastrointestinal (Kelsen e al., 1987) carcinoma

refractario del pecho (Cox et al., 1989) y linfohistiocitosis eritrofagocitica (Henter ef al.,
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1986), proponen respuestas parciales que requieren de investigaciones clinicas mas
profundas.

No obstante, los tenipdsidos son agentes citotdxico mis efectivos que los
etopdsidos sobre las lineas de células tumorales L-9210 y Hela, su aplicacion clinica como
agente anticancérigeno atin se encuentra bajo investigacion. Los tenipdsidos parecen tener
su mejor actividad en males hematoldgicos tales como el linfoma refractario (Grossberg et
al., 1987) y Ia leucemia linfocitica aguda (Jacobs y Gale, 1984).

Los etoposidos y tenipdsidos no son inhibidores de la formacion de microtubulos
in vivo ni in vitro como la podofilotoxina, debido a presencia de las porciones glucosidicas
de la posicion C-4 del anillo B (Brewer et o/, 1979). No obstante, estos derivados
mantienen la inhibicién en el transporte de nucledtidos observada por la podofilotoxina.

La nueva actividad biolégica demostrada por estos derivados semisintéticos es el
rompimiento de la estructura de hélice simple y doble de DNA, tanto in vifro como in
vivo. Estudios publicados en los ultimos aiios, apoyan la idea de que el rompimiento del
DNA ocurre a través de una interaccion del tenipdsido o etoposide con la topoisomerasa

II, una enzima esencial en la replicacién del DNA (Chen et «/., 1984; Long ef al., 1984).
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4.-PARTE EXPERIMENTAL

4.1.~-TECNICAS ANALITICAS.

4,1.1-Procedimientos generales.

4.1.1.1-Téenicas Cromatograficas Preparativas y Analiticas.

Las cromatografias en columma (CC) se realizaron en gel de silice 60 Merck (malla
70-230). Para los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) se utilizaron cromatefolios
de atuminio recubiertos con gel de silice 60-Fy54 Merck, La purificacién de los
compuestos mediante cromatografia en capa fina a nivel preparativo se realizd en placas
de vidrio recubiertas con gel de silice (20 x 20 cm; 0.2 mm). El analisis cromatografico de
cada uno de los eluatos, fracciones y compuestos puros obtenidos durante la resolucion
del extracto cloroformico se realizo de la siguiente manera:

i.- Mediante un capilar finro se tomd una alicuota de la muestra problema en
solucion (2 mg/ml}) y se aplico sobre un punto en la superficie del cromatofolio.

2.- La resolucién de la mmestra problemsa se realizd mediante el ciopleo de un
sistewa de elucion adecuado para cada ocasidn, utilizando una cAmara cromatografica
previomente saturada con el eluyente v en Ja cual se introdujo el cromatofolio.

3.- Para la deteccién de los constituyentes, en primer lugar, se dejé evaporar el
disolvente de la placa y, despiies, se observaron expuestos a la luz de una lampara con
emision de luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y de onda larga (365 nm). Cualquier
zona que presentase fluorescencia fue marcada inmediatamente,

4.- Posteriormente, las placas se impregnaron con el agente cromégeno (cuadro 1)
mediante aspersidn y se revelaron por calentamijento sobre una parrilla a una temperatura

de 80°C,
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Cuadro 1.- Preparacion de agentes cromégenos.

Revelador Composicidn
1-H,804 H,S04 concentrado o diluido al 50% con H50 o MeOH.
2.- Sulfato cérico/ Ac. sulfirico | Sulfato cérico (12 g) y H,SO4 conc. (22 ml), en 350 g de
hielo.
3.- Nitrato-Yodato HNO; (5M) + KIO, (2%) [1:1]

4.1.1.2.-Anilisis por Cromatogrifia de Gases-Espectrometria de Masas (CG-

EM).

Los espectros de masas se registraron con un espectofotémetro Hewelett Packard
$985-B equipado con una columna capilar de silica fundida (10 mm x 0.1 mm d.i.) con
una fase estacionaria de wetilsilicdn (OV-101); el programa fue isotérmice a 50 °C
durante un miauto, y posteriormente se incrementd a una velocidad de 4.5%min hasta
alcanzar 350 °C. Se utilizé Helio como gas acarreador a una presion manométrica de 0.6
Kgiem?, con una velocidad de 30 ci/seg y un fiujo de 1.5 mVYmin. La temperatura del
inyector y la interfase fue de 220 °C con un voitaje de ionizacion de 70 eV, y la

temperatura de la fuente ionica fue de 200 °C.

4.1,1.3.-Identificacion de los compuestos puros.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns. Los espectros
de ir se corrieron en un aparato Perkin-Elmer 699B. Los espectros de uv se ebtuvieron en
un espectofotometro Beckman DU-7. Los espectros de rinn se generaran en un aparato
Varian VXR-300-5, utilizando como disolvente CDCl; v como referencia interna TMS,
Por Gliimo, los espectros de masa fiteron registrados en un aparato Hewelett-Packard

5985-B.
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4.2.-MATERIAL VEGETAL.

Para el desarrollo experimental del presente trabaje de investigacion, se utilizaron
las partes aéreas de Hyptis verticillata Jacq. (Lamiaceae) colectadas en el municipio de
San Juan Guichicovi, Oaxaca (México), en marzo de 1986. Un ejemplar de la especic se
depositd en el Herbario Nacional (Voucher MEXU-431167), Instituto de Biologia,

Universidad Nacional Auténoma de México.

4.2.1- Preparacion del extracto orgdnico.

La extraccién del material vegetal se inicio con el desgrase de la planta (1, 459.9g)
seca y pulverizada, utilizando hexano. La extraccion secundaria se realizé con CHCl; a
temperatura ambiente via maceracion durante tres dias. Posteriormente, el disolvente de
extraccion se decantd y filtré para su concentracidn final por destilacion a presion
reducida. Este proceso de extraccion se realizé en dos ocasiones. Finalmente, se obtuvo

un extracto con un peso seco de 133.32 g,

4.3.- METODOLOGIA PARA EL FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO,

4.3.1.-Fraccionamiento en columna del extracto cloroférmico.

El extracto cloroférmico total (133.3 g) se fracciono en una columna empacada
con | Kg de gel de silice, utilizando como eluyente inicial #-hexano. La polaridad del
sistema se incrementd utilizando mezclas de hexano-cloroformo y, posteriormente,
cloroformo-acetato de ctilo. El volumen de los eluatos obtenidos fue de 500 ml y cada uno
se concentrd hasta un volumen de 30 ml aproximadamente.

La semejanza y la homegeneidad de los constituyentes detectados mediante
diversos analisis cromatograficos en capa fina permitieron la reunién de cada uno de los
eluatos, Este proceso proporcioné ocho fracciones combinadas (cuadro 2). Se evaluo el
potencial citotoxico de cada una de las fracciones mediante la determinacion del efecto

larvicida para la Artemia salina (Anderson et al., 1991).



Cuadro 2.-Fraccionamiento inicial del extracto

cloroformico de Hyptis verticillata.

24

Cédigo? | No. de eluatos? |  Sistema de elucién Peso seco | BST
(LCsp)¢

d- 1-37 n-hexano d NE®
HV-1 38-99 n-hex/CHCl4 (4:1) 147 g > 1000
HV-Ii 100-123 n-hex/CHCl4 (7:3) 513p > 1000
HV-II1 124-144 n-hex/CHCI4 (1:1) 958 340
HV-IV 145-172 n-hex/CHCl; (3:2) 0g 7.96
HV-V 173-209 Cloroformo 56g 260
HV-VI 210-241 CHCI4/AcOEt (95:5) 163g > 1000
HV-VII 242-250 CHCl1/AcOEt (9:1) 50 mg 536.5
HV-vIl 251-306 CHC)/AcOEt (85:15) 402g > 1000
Extracto total Cloroformo 13332¢ 13.41

a: Clave asignada para cada una de las fracciones.

b: Cada eluato correspondié a un volumen de 500 wf.
c: Texicidad para Artemia salina (BST); concentracion letal media (LCsp=pg/ml).
d: Fraccion desechada,
e: No se evalud,

4.3.2.-Purificacién y caracterizacion de los constituyentes mayoritarios

presentes en la fraccién activa HV-IV,

La fraccion HV-IV (10 g; LCyq = 7.96 pg/ml), eliida con hexano-CHCl; (2:3) y

responsable de la actividad larvicida demostrada por

el extracto cloroformico

(LCso = 13.41 pug/ml), proporciond un precipitado solido de color amarillento con un

peso de 2 g y punto de fusion de 223-225 °C. El anilisis cromatografico en capa fina

(CgHg-CHCl3-MeOH, 1:1:0.1), de este crudo precipitado, permitio la separacion de tres

zonas activas a la lnz uv y con Rf de 0.14, 0.42 y 0.57 (figura 1). La purificacion de cada

banda se realizo mediante sucesivas cromatografias en capa fina a nivel preparativo.
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Figura 1.-Reproduccién del cromatograma obtenido del crudo precipitado
de la fraccion activa HV-IV.

Benceno/ CHCl,; /MeOH
(1.031,0;0.1)

Banda Rf.
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4.3.2.1-Purificacién del compuesto HV-IV-1 (zona no.1, Rf = 0.14).

La banda de mayor polaridad se extrajo de la gel de silice con la mezcla de
disolventes CgHg-CHCl-MeOH (1:1:0.5). La disolucion obtenida se concentrd a presion
reducida y se evaporé al vacio. De esta manera, se obtuvo um compuesto puro
denominado con la clave HVY-IV-I en forma de un sélido blanco. en un rendimiento de 54
mg (0.09 %). Este compuesto se identificé como el lignano deshidropodofilotoxina,
opticamente inactivo [o]p= 0% p.f.= 260-263 °C; UV (log c): 264 (4.71), 318 (3.92), 356
(3.65); IR (KBr) v om™l: 2957, 2926, 2856, 1727, 1582, 1462, 1413, 1378, 1356, 1272,
1241, 1120, 1072, 1032, 939, 740; RMN-'H (300 MHz, CDCl;) (Espectro No. 1): 6 9.85
(1H, s, OH-4), 7.67 (1H, s, H-5), 6.98 (1H, s, H-8), 6.54 (2H, s, H-2',6"), 6.10 (2H, s,
0-CH,-0), 5.18 (2H, s, H-10), 3.92 (3H, s, OMe-4'), 3.82 (6H, s, OMe-3',5"; RMN-"¢
(75.4 MHz, CDCl;) (Espectro No 2): § 169.72 (C-9), 151.73 (C-3'5"), 148.02 (C-6),
147,65 (C-7), 144.89 (C-4), 136.25 (C-4"), 130.75 (C-1,C-1'), 130.23 (C-8a), 124.41
(C-4a), 121.29 (C-2), 118.26 (C-3), 106.85 (C-2',6'), 102.85 (C-8), 100.8 (C-11), 97.78
(C-5), 66.09 (C-10), 59.83 (MeO-4'), 55.20 (Me0-3\5"); EMIE (70 eV) m/e (% de
abundancia relativa): 411 (26), 410 (100), 396 (10), 395 (46), 337 (7), 281 (7), 139 (8),
39 (15).
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4.3.2.2.-Purificacion del compuesto HV-1V-1I (zona ne.2, Rf = 0.42).

La banda de polaridad intermedia (Rf 0.42) se purificé de la misma manera que la
anterior, dando.por resultado la obtencién de un segundo compuesto como un sélido
amorfo e incoloro al que se le asignéd la clave HV-IV-IL, en un rendimiento de 36 mg
(0.0135 %%). Este constituyente se caracteriz0 como el lignano oOpticamente activo
({o]p=-130° 4'-desmetildesoxipodofilotoxina, p.f.= 251-253 °C. UV(log &) 226(4.23),
272(3.3); IR (KBr) v {cmi™’): 3360, 2960, 2889, 1750, 1590, 1449, 1450, 1410, 1200,
1150, 1100, 1020, 980, 910; RMN-'H (300 MHz, C4D¢) (Espectro No. 3): 5 8.09 (1H, s,
OH-4", 6.60 (2H, s, H-2.6"), 6.56 (1H, s, H-5), 6.55 (1H, s, H-8), 5.52 (2H, dd, O-CHa\-
0), 4.5 (1H, d, H-1;J1_, = 4.8 Hz), 3.97 (1H, dd, H-10ct; J .19 = 10.6 Hz), 3.59 (6H, s,
OMe-3',5%, 3.43 (1H, dd, H-10B; Jypp.3 = 7.35 Hz), 2.56 (1H, m, H-3; J3; = 13.77 Hz;
J3.44 = 5.3 Hz), 2.48 (1H, dd, H-da: J4, 4= 15.93 Hz), 2.32 (1H, dd, H-2), 2.21 (1H, dd,
H-4p; Jgy 5 = 4.6 Hz); RMN-'C (75.4 MHz; CDCl3) (Espectro No 4): 3 174.44 (C-9),
147.67 (C-3.5"), 146.76 (C-6), 146.45 (C-7), 136.05 (C-1'), 131.24 (C-4a), 131.21
(C-8a), 128.79 (C-4), 110.26 (C-8), 109.36 (C-5), 108.20 (C-26"), 100.8 (C-11), 71.26
(C-10), 56.07 (MeO-3',5"), 46.88 (C-2), 43.51 (C-3), 32.40 (C-1), 32.34 (C-4); EMIE
(70 eV) m/e (% de abundancia relativa). 385 (23), 384 (100), 230 (1i4), 218 (12), 212
(11), 186 (19), 185 (39), 174 (7), 173 (26), 172 (8), 167 (22), 165 (9), 154 (15), 153 (),
152 (11), 139 (13), 129 (10), 128 (16), 127 (9), 115 (20), 89 (6), 77 (8), 39 (6).

4,3.2.3.- Purificacion de la zona no. 3 (Rf = 0.57).

Para la purificacion de la banda de menor polaridad (Rf 0.57), se prosiguio con el
mismo tratamiento utilizado para la obtencion de las dos bandas de mayor polaridad. Sin
embargo, un detallado analisis cromatografico en capa fina demostrd que la banda no. 3,
en realidad, estaba constituida por una mezcla compleja de compuestos activos al uv; ésta
se obtuvo como un solido amarillento en un rendimiento total de 144.9 mg (0.054 %). La

clave asignada a esta banda fue HV-IV-M3.
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4.3.2.4.-Fraccionamicnto de 1as aguas madres de 1a fraccion activa HV-IV.

Utilizando el ensayo de la toxicidad para las larvas de la Artemia salina, se
procedio a evaluar el potencial citotdxico del crudo precipitado, de los dos constituyentes
aislados en forma pura (HV-IV-1 y HV-IV-II), de las aguas madres resultantes de Ia
fraccion JIV-IV y de la mezcla HV-TV-M3. El cuadro 3 resume los valores de las

concentraciones letales medias (LCsq) obtenidas en cada caso.

Cuadro 3.- Evaluacion de la actividad larvicida de los constituyentes puros
HV-IV-1 y HV-IV-11, de la subfraccion HV-IV-M3 y de las aguas madres
obtenidas de la fraccion activa HV-TV.

Muestra LCeg* (ppm)
Fraccién HV-IV 1.96
Crudo precipitado 0.032
|_Aguas madres (fraccion HV-TV) 0.06
Compuesto HV-IV-I 255
Compuesto HV-1V-11 0.024
Subfraccion HV-1V-M3 0.046

* Bioensayo de 1a Arfemia salina,

Las aguas residuales de la precipitacién de los constituyentes bioactivos, a partir
de ln mezcla cruda (fraccion HV-IV), continuaron desarrollando un valor de LCsy
sumamente significativo (0.06 pug/ml). Por lo tanto, se procedié a realizar la subsecuente
purificacién iniciando, en primer lugar, con un proceso de decoloracién de las aguas
madres con carbon activado, lo que permitio obtener un crudo total de 5.036 g.

La muestra se adsorbio en 5g de gel de silice. Se inicid el fraccionamiento en una
columna empacada con 250g de gel de silice utilizando benceno como eluyente inicial, Ia
polaridad se incrementé agregando cloroformo. Se obtuvieron eluatos de 50 ml que

fueron concentrados a un volumen final de 10 ml. La reunién de los eluatos se realizo
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mediante un monitoreo en CCF que permiti6 la comparacion de los constituyentes (Rf)

presentes en cada uno, utilizando el sistema de elucion CgHg-CHCl3-MeOH (6.0:4.0:0.1).

Mediante este proceso se obtuvieron ocho subfracciones denominadas con el codigo

AM[1-8] (Cuadro 4),

Cuadro 4.- Fraccionamiento mediante cromatografia en columna
de las aguas madres de la fraccion activa HV-IV.

Niimero de | Subfraccién | Sistema de elucién | Compuesto precipitado®
eluatos (clave)
1-6 HV-AM-1 benceno NpP
7-12 HV-AM-2 benceno NP
13-14 HV-AM-3 | CH/CHCl, (7:3) HV-IV-M3 (8 mg)*
15-19 HV-AM-4 | CHy/CHCl; (7:3) | HV-IV-1y M3 (14.7 mg)°®
20-62 HV-AM-5 | CH,/CHCl; (1:1) HV-IV-1 (19.7 mg)°
63-89 HV-AM-6 C¢H4/CHCL, (1:1) NP
90-102 HV-AM-7 | C.H/CHCI, (2:3) NP
103-115 HV-AM-8 C¢H,/CHCL; (1:4) NP

a: Precipitados obtenidos por trituracién de la subfraccién con éter.
b: No hubo precipitado (NP).
c: Rendimiento obtenido.

El andlisis cromatografico e capa fina reveld la presencia de los compuestos

HV-1V-1y HV-IV-I, asi como de la mezcla HV-1V-M3, anteriormente aislados del crudo

precipitado HV-IV, en las subfracciones AM[3-5]. Por consiguiente, se realizd Ia

trituracion de cada wma utilizando éter. Este proceso de purificacion proporciono

precipitados correspondientes &l compuesto HV-IV-1(19.7 mg), y a la mezela HV-IV-M3

(cuadro 4). Las aguas madres resultantes presentaron cromatogramas similares por lo que

se reunieron y concentraron, obteniendo un crudo de 2.106 g al que se le asigné la clave

HV-TV-F4.
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4.3.2.5.-Fraccionamiento de la subfraccién HV-IV-F4,

El fraccionamiento de esta subfraccion (2.11 g) se realizo en una columna
empacada con gel de silice (100 g), iniciando la elucion con benceno. La polaridad se
incrementd paulatinamente mediante la adicion de CHCl;. El volumen de los eluatos
obtenidos fue de 10 ml aproximadamente. Este procedimiento de purificacion permitio la
obtencion de trece subfracciones reunmidas, las cuales se nombraron con la clave

AM-SF [1-13] (cuadro 5).

Cuadro 5.-Fraccionamiento de la subfraccion HV-IV-F4,

Sistemade |No.de [ Subfraccion | Sistema de elucién | Compuesto®

elucion (CC) | eluatos {CCF)
CeHg 1-51 AM-SF-1 C4H,/CHCl, (8:2) -
CgHg/CHCly | 52-98 AM-SF-2 " -
(9:1)

99-122 | AM-SF-3 | C4Hy/CHCI;/MeOH -
(1.5:2.5:0.1)

y 123-175 | AM-SF-4 " HV-IV-4A
" 176224 | AM-SF-5 2.0:2.0:02 AV-IV-4A, HV-IV-M3,
HV-IV-I, HV-1V-I
8.0:2.0 225270 | AM-SF-6 7.0:3.0:0.5 HV-IV-M3, BV-IV-1,

HV-IV-I
! 271-394 | AM-SF-7 " T
1.0:10 395-460 | AM-SF-8 " .
" 461-496 | AM-SF-9 " .
" 497-505 | AM-SF-10 " L
" 506-517 | AM-SF-11 " : e

CHCIMe,C | 518540 -SE-1 5.0:50:10
0(8.0:2.0) 8 AM-SF-12 0:5.0:1.0

! 550-566 | AM-SF-13 5.0:5.0:1.0

a: Petectados mediante CCF por sus caracteristicas de color.
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El analisis cromatografico en capa fina, utilizando como sistema cluyente la mezcla
CgHg-CHCI3-MeOH  (6.0:4.0:0.7), permitio observar la presencia de dos bandas
mayoritarias de mediana polaridad (Rf = 0.68 y 0.56), en la.subfraccion AM-SF-4. La
purificacion de estas bandas se realizo mediante consecutivas cromatografias en placas con
gel silice a nivel preparativo, utilizando como eluyentes Ia mezcla de disolventes CgHg-

CHCI3-MeOH (1.0:1.0:0.2).

4.3.2.5.1-Purificacién del compuesto HV-IV-4A (Rf = 0.68).

La banda de menor polaridad (Rf = 0.68) se extrajo de la gel de silice con la
mezcla de disolventes CgHg-CHCI; (3:2). Finalmente, el concentrado de esta banda
proporciond 69.1 mg (0.0259 %) de un compuesto puro en forma de un aceite incoloro.
La evaluacién de su actividad larvicida demostré un valor de LCgg = 2.8 ng/mk. A este
compuesto se le asignod la clave HV-IV-4A y se caracterizé como la (-)yatemna. [a], =
29.5% UV (log €): 250 (3.23 ), 298 (3.27 ), 317 (3.14); IR (CHCI3) v (em’'): 2996, 2928,
2839. 2778, 1767, 1590, 1504, 1489, 1462, 1456, 1445, 1423, 1381, 1345, 1335, 1321,
1243, 1188, 1149, 1127, 1037, 1016, 978, 926, 810; RMN-"H (300 MHz, CDCly)
(Espectro No. 5): 8 6.71 (1H, d. H-5"), 6.48 (1H, dd, H-6'), 6.45 (1H, d, H-2"), 6.35 (2H,
s, H-2",6"), 5.93 ( 2H, dd, H-7), 4.18 (1H, dd, H-da; Jyo.q5= 9.23, 14,3 = 7.17 Hz), 3.83
(8H, 5, MeQ-3",4".5"), 3.8 (1H, dd, H-4p; J45.3 = 7.13 Hz), 2.91 (2H, m, H-6), 2.49-2.60
(4H, m, H-2,3,5); RMN-'3C (75.4 MHz; CDCI3) (Espeetro No 6): § 178.43 (C-1), 153.17
(C-3",5"), 147.84 (C-3'), 146.32 (C-4"), 137.61 (C-4"), 133.35 (C-1"), 133.45 (C-1),
121.47 (C-6'), 108.25 (C-2), 108.71 (C-5"), 106.14 (C-2*,6"), 101.04 (C-7), 71.16 (C-4),
60.84 (Me0O-4"), 56.07 (3".5"-OMe), 46.43 (C-2), 41.0 (C-3), 38.33 (C-5), 37.73 (C-6);
EMIE (70 eV) m/e (% de abundancia relativa): 401 (10), 400 (52), 182 (40.5), 180 (100),
(151 (13), 149 (10), 148 (11), 136 (14), 135 (72), 131 (12), 105 (18), 103 (10), 91 (12),
55 (22), 51 (21), 43 (32), 40 (20}, 39 (12).
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La banda de mayor polaridad (Rf = 0.56) se trato de igual forma que la anterior,
obteniendo un aceite amarillento en un bajo rendimiento (10 mg). El analisis
cromatografico en capa fina reveld que se trataba de una mezcla compleja de
constituyentes. El escaso rendimiento no permitié continuar con su purificacion ni su
evaluacion biolégica. Del mismo modo, la purificacion de la subfraccion AM-SF-6
proporciond 6 mg adicionales del compuesto HV-IV-1l, De tal suerte que este

constituyente bioactivo se obtuvo con un rendimiento total de 0.0135 % en peso seco.

4.3.2.6.-Purificacion de la mezcla HV-IV-M3,

Par; realizar la purificacién de la mezcla HV-IV-M3, obtenida en los proceses
anteriores (ver incisos 3.2,3 v 3.2.5), se procedio a selecionar un sistema de eluyentes
adecuado que permitiera la maxima resolucion cromatografica. El cuadro 6 presenta

todos los sistemas de elucion evaluados para tal fin.



de la mezcla HV-1V-M3.

Cuadro 6.-Sistemas de eluyentes evaluados para la resolucion

Sistema Composicion Proporcion Rf*
1 ber/CHCl,/MeOH 8.0:2.0:0.5
2 " 4.0:4.0:2.0
3 u 1,0:9.0:0.3
4 benceno 100%
5 cloreformo 100%
6 hexano 100%
7 ben/CHCl/MeOH 1.0:8.5:0.5 -
8 ben/CHCl,/Me,CO 3.0:3.0:3.0
9 " 5.0:3.0:2.0
10 " 7.0:2.5:0.5
11 " 6.0:3.5:0.5
12 " 1.0:8.0:1.0
13 benceno/MeOH 10.0:0.5
14 " 8.0:2.0
15 hexano/CHCly 05:9.5
16 "
17 CHCI3/Me,CO
18 .
19 hex/CHCly/MeOH
20 "
21 hex/CHCI3/Me,CO
22 " 0.5:8.0:1.0 10,65
23 " 0.5:9.0:0.5 0.61, 0.59, 0.56¢
24 Hex/CHCly/AcOEt 0.5:9.0:0.5 0.83
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a: En la mayoria de los casos el cromatograma obtenido evidencié una sola banda después de un

desarrollo,
b: Se observd un ligero desdoblamiento de la banda cromatografica,

¢: Maximo desdoblamiento observado después de un desarrollo.
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El sistema no. 23 constituido por la mezcla de los disolventes hexano-CHCl;-
MeaCO (0.5:9.0:0.5), permitié obtener el mejor desdoblamiento de la mezcla HV-1V-M3,
cuando ésta se eluia por tres ocasiones consecutivas. Este procedimiento generé un

cromnatograma compuesto por cuatro bandas con Rf de 0.39, 0.43.0.53 y 0.57 (figura 2).

Figura 2.- Reproduccion del cromatograma obtenido de la subfraccionHV-TV-M3
y de las bandas M_4 (placa 10x5 cm, 0.2 mm con gel de silice).

CHCl;/hexano/M e, CQ
(9.0:0.5:0.5)

Banda R
4 0.57
el i
1 " 03

M3 M, M,M, M, 3A3B

M3 = mezcla HV-1V-M3.
Mj.4 = bandas obtenida de la CCF-preparativa.
3A = compueste HV-IV-3A puro.
3B = compuesto HV-1V-3B puro.

De esta forma, se inicid la purificacion de la mezcla M3 (33 mg) mediante
sucesivas cromatografias en capa fina a nivel preparativo, obteniendo en primera instancia,

cuatro mezclas con diferente grado de complejidad en su composicion (figura 3, bandas
M;-My).
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Figura 3.-Conjuntos isotopicos de la banda My observados en el espectro CG-EM.

1891

CITH?.'(”

1aQ e Qe 430 23

La banda M4 de menor polaridad (figura 2) también se extrajo de la gel de silice
con la mezcla cloroformo-hexano (8.0:2.0), proporcionando un solido amarillo (15 mg).
Una alicuota de esta mezcla se sometio a un andlisis de cromatografia de gases-
espectroscopia de masas (CG-EM), encontrando que por lo menos estaba constituida por
tres compuestos mayoritarios (figura 3). Mediante este procedimiento analitico se logro
identificar a la desoxipodofilotoxina, o a un isdmero de ésta, como el constituyente
mayoritario y cuya formula molecular se calculd a partir de su i6n molecular (m/e 398.5)
como Cy3Hy;07 La normalizacion de las abundancias relativas de los conjuntos
isotdpicos para los iones moleculares adicionales permitio calcular sus formulas como

Cy2H;307 y C93H;005.
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Para lograr una mejor resolucion de esta banda, se procedio a realizar un ajuste en
la composicion del sistema de elucion clegido. El cuadro 7 incluye los sistemas de elucion
evaluados para la resolucién de la mezcla My. La muestra utilizada en este andlisis
cromatogrifico fue la subfraccion HV-IV-M3, debido al bajo rendimiento de las bandas

Mjy Ms.

Cuadro 7.-Desdoblamientos observados en la banda My durante el ajuste
del sistema de elucidn.

Sistema | hex/CHCl3/MesCO Niimero de Rf*
proporcion bandas observadas
1 5.0:4.5:0.5 2 0.59, 0.64
2 4.5:5.0:0.5 1 0.24
3 3.0:6.5:0.5 2 0.25,0.33
4 3.0:7.0:0.5 4 0.51, 0.57, 0.64, 0.68
5 3.0:6.0:1.0 5 0.44, 0.52, 0.56, 0.61, 0.64.

a: Cada cromatograma fue ¢l resultado de tres desarrollos con el sistema de elucién ensayado.

El sistema No. 5 (cuadro 7) se ajusté finalmente a una proporcion de hex-CHCl3-
Me,CO (3.3:6.0:0.7), de tal suerte que la resolucion de la mezcla HV-IV-M3 se inicio
implementando la siguiente metodologia. Una vez aplicada la muestra, ésta se eluyd dos
veces con el sistema ajustado y, posteriormente, una vez mas con un segundo sistema de
apoyo de menor polaridad (hex/CHCI3; 2:3). Esta secuencia de elucion permitio una
mejor definicion de las cinco bandas que constituyen la fraccion HV-IV-M3. La figura 4

ilustra los cromatogramas obtenidos durante este analisis,
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Figura 4.-Reproduccion de los cromatogramas obtenidos de la mezcla HV-IV-M3
y de sus bandas purificadas.

Hex/CHCI Me,CO Hex/CHCI /Me, CO Het/CHCI /Ms,CO He/CHCI Me, CO
(3.3:6.0.0.7 (3.3:6.0:0.7)
Banda Rf| Banda Rf.
E ® 06 @ Rf. 2]
4 057 b @ oft 061 &
» @os |5 803 0359
A @ o030 A ® 044
5]
0.5:‘)..0:0.5 3.3:6.0:0.7 3A 3.B 3IC Z;E 3A 3B J‘C 3D 3.!2
a b c d

4n: Desdoblamiento observado en la resolucion de la mezela HV-1V-M3 utilizando el sistema
No. 23 (tabla 6).

4h: Desdoblamiento abservado en la resolucion de la mezcla HV-1V-M3 utilizando el sistema
No. § ajustado (tabla 6) en combinacion con ¢l sistema de apoyo (hex/CHCl3, 2:3).

4c: Bandas obtenidas enla purificacion de la mezcla HV-1V-M3 mediante la combinacién de
los sistemas de elucion implementada.

4d: Cromatograma que muestra el resultado de la purificacion de la banda 3C.

De esta manera, se procesaron cuarenta cromatoplacas a nivel preparativo para
lograr la purificacion de 200 mg de la mezcla HV-IV-M3 y obtener un buen rendimiento
de cada uno de los constituyentes mayoritarios presentes en ella. Debido a la complejidad

de esta subfraccién, inicialmente s6lo se logro la purificacion de las bandas con Rf. 0.37,

0.38,0.45 y 0.48.
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4.3.2.6.1.-Purificacién y caracterizacién del compuesto HV-IV-3A,

La banda de mayor polaridad (Rf = 0.37) se extrajo de la gel de silice con la
mezcla CHCl3-hex (4.0:1.0). Una vez concentrada, esta solucion proporcion6 un sélide
amorfo dmbar denominado con la clave HV-IV-3A (33.2 mg; 0.0112 %), el cual se
caracterizd como el lignano f-apopicropodofiling, p.f.= 207-209 °C; efecto Cotton
Agagr= +2.8, Agyq4=-4.2; UV (log £): 250(3.30), 301(3.12), 317(3.01); IR (KBr) v e’
2993.9, 2937, 2840, 1754, 1696, 1619, 1585, 1506, 1485, 1463, 1421, 1385, 1333, 1321,
1231, 1181, 1127, 1099, 1036, 1016, 1005, 940, 930, 869, 832, 786, 770, 761, 684, 661;
RMN-'H (300 MHz, CDCL;) (Espectro No. 7): 6.72 (1H, s, H-5), 6.63 (1H, s, H-8), 6.37
(2H, s, H-2',6'), 5.95 (2H, dd, O-CH,-0), 4.87-4.79 (3H, m, H-10c,-10p; H-1), 3.84 (1H,
d, Heda), 3.79 (3H, s, OMe-4') 3.78 (6H, 5, OMe-3,5), 3.69 (1H, d, H-4p); RMN-'>C
(75.4 MHz, CDCl,) (Espectro No. 8): § 166.10 (C-9), 157.33 (C-3), 153.22 (C-3,5),
147.24 (C-6), 147.03 (C-7), 138.29 (C-1'), 137 (C-4"), 129.61 (C-4a), 128.11 (C-8a),
123.74 (C-2), 109.52 (C-5), 107.74 (C-8), 105.55 (C-2',6"), 101.30 (C-11), 70.98 (C-10),
60.75 ( OMe-4"), 29.18 (C-4), 56.13 (OMe-3',5", 42.71 (C-1); EMIE (70 eV) w/e (% de
abundancia relativa): 398 (3), 397 (24), 396 (100), 351 (10), 337 (10), 320 (10), 229 (10),
199 (10), 185 (20), 168 (70), 153 (47), 139 (9), 128 (9), 126 (10), 81 (12), 77 (10), 66
(12), 43 (10).

4.3.2.6.2.-Purificacién y caracterizacion del compuesto HV-IV-3B.

La banda con un Rf de 0.43 se purificé de igual manera que la anterior de mayor
polaridad proporcionando un compuesto cristalino en forma de agujas de color blanco al
cual se le asigné la clave HV-IV-3B y fue caracterizado como la isodesoxipodofilotoxina.
Se obtuvo con un rendimiento de 35.5 mg (0.019 %) y su puato de fusion fue de 246-248
°C; UV (log £): 242 (2.81), 289 (2.24)nm; IR (KBr) v emh: 2996.7, 2936, 2897, 2842,
178 6, 1590, 1506, 1483, 1464, 1425, 1366, 1328, 1248, 1226, 1169, 1125, 1095,
1036, 998, 949, 930, 884, 868, 850, 785, 749, 670, RMN-'H (300 MHz, CDCly)
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(Espectro No. 9): 8 6.6 (1H, s, H-5), 6.41 (2H, s, H-2',6"), 6.34 (1H, s, H-8), 5.89 (2H, dd,
0-CHp-0), 4.52 (1H, dd, H-10ci; J1g4-3= 5.82 Hz; 3 gy 5= 8.73 Hz), 4.05 (1H, dd, H-
10p; Jy0p, 5= 11.2 Hz), 3.98 (1H, d, H-1), 3.85 (3H, s, OMe-4), 3.82 (6H, s, OMe-3.5),
2.53-2.96 (4H, m, H-2,3,4); RMN-'3C (75.4 MHz; CDCl3) (Espectro No. 10): 5 175.28
(C-9), 153,08 (C-3',5"), 146.63 (C-7), 146.79 (C-6), 138.65 (C-1"), 132.23 (C-8a), 127.72
(C-43), 109.96 (C-8), 108.40 (C-5), 106.49 (C-2,6), 101.09 (C-11), 70.94 (C-10), 56.24
(OMe-3',5'), 48.71 (C-2), 46.70 (C-3), 40.13 (C-1), 32.99 (C-4); EMIE (70 eV) m/e (%
de abundancia relativa):398 (4), 397 (24), 396 (100), 351 (10), 337 (9), 320 (10), 229
(10), 199 (10), 185 (18), 168 (70), 153 (47), 139 (9), 126 (10), 81 (12), 77 (10), 66 (12),
43 (10),

4.3.2.6.3.-Purificacién y caracterizacién del compuesto HV-IV-3C.

La banda denominada 3C correspondié al desdoblamiento observado inicialmente
con valores de Rf de 0.56 y 0.61 (figura 4b), La separacion de esta banda a partir de la
mezcla original HV-IV-3M permitié obtener un solido amarillo con un rendimento de 56.6
mg. Este solido se someti¢ al mismo proceso de purificacion antes descrito y permitié la
obtencion en forma pura de sus constituyentes. La banda con Rf de 0.56 (figura 4d)
proporcioné un solido ambar translicido al cual se le asigno la clave HV-IV-3C, su
rendimiento fue de 25.5 mg (0.0092 %) y se caracterizd como la desoxipicro-
podofilotoxina, con un punto de fusion de 163-165 °C. UV(log £): 251 (3.34), 289 (3.34),
292 (3.35), IR (KBr) v cm’\: 2994.2, 2933, 2892, 2842, 1782 , 1587, 1506, 1483, 1464,
1425, 1360, 1325, 1243, 1228, 1163, 1125, 1095, 1036, 998, 947, 925, 882, 865 869,
785, 749, 670; RMN-'H (300 MHz, CDCl3) (Espectro No. 11): 6 6.67 (1H, s, H-5), 6.59
(IH, s, H-8), 6.34 (2H, s, H-2',6"), 5.93 (2H, dd, O-CH,-0), 4.45 (1H, dd, H-10a), 4.37
(1H, dd, H-1), 3.98 (1H, dd, H-10p), 3.83 (3H, s, OMe-4'), 3.78 (6H, s, OMe-3'5"), 3.;24
(1H, dd, H-2), 3.04 (1H, m, H-3), 2.87 (1H, dd, H-4o), 2.45 (1H, dd, H-4p); RMN-'3C
(75.4 MHz, CDCly) (Espectro No. 12): & 178.31 (C-9), 153.28 (C-3'5'), 146.79 (C-6),
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146.69 (C-7), 138.13 (C-1"), 136.67 (C-4), 130.38 (C-4a), 128.22 (C-8a), 109.81 (C-8),
108.76 (C-5), 104.87 (C-2',6", 100.95 (C-11), 72,72 (C-10), 60.84 (OMe-4"), 56.17
(OMe-3',5"), 46,36 (C-2), 45.30 (C-3), 32.03 (C-4), 32.98 (C-1); EMIE (70 V) m/e(%
de abundancia relativa): 398 (3), 397 (25), 396 (100), 351 (9), 337 (8), 320 (10), 229
(11), 199 (10), 185 (20), 168 (68), 153 (45), 139 (9), 128 (9), 126 (10), 81 (10), 77 (10),
66 (12), 43 (10). '

4.3.2.6.4.-Purificacién y caracterizacién del compuesto HV-IV-3D,.

La banda de Rf = 0.61 (figura 4d) proporciond 16.3 mg ( 0.0059 %) de un sélido
amarillo palido cuyo analisis espectroscopico (EMIE; RMN-IH) demostré que se trataba
de una mezcla con dos constituyentes mayoritarios. El espectro de masas (figura 5)
permitio calcular las formulas moleculares a partir de sus iones moleculares como
Cy3H 909 y CppH 305 (figura 5). Las estiucturas designadas mediante estos anélisis
correspondieron a los lignanos S-metoxideshidropodofilotoxina (HV-IV-3D,) vy
desoxideshidropodofilotoxina (HV-TV-3Dj,), respectivamente.

Una separacion adicional mediante CCF de esta mezcla (16.3 mg) permitié obtener
nuevamente dos bandas con Rf de 0.52 y 0.56. El analisis cromatogrifico (CCF) y
espectroscopico revel6 que la banda de menor polaridad era la misma mezcla de lignanos,
mientras que la banda de mayor polaridad estaba constituida tunicamente por la S-
metoxideshidropodofilotoxina, siendo este un producto natural no descrito en la literatura

y con un rendimiento de 8 mg (0.0028 %).



Figura 5.- Espectro de masas obtenido de la banda HV-IV-3D.
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La clave asignada para la 5-metoxideshidropodofilotoxina fue HV-IV-3Dy, pf >
225 °C. UV (log €): 223(4.52), 268(4.36), 325(3.68), 357( 3.38; IR (KBr) v cm’: 3400,
1763, 1614, 1582, 1465, 1448, 1251, 1199, 1125, 1089, 1055, 1035, 1022, 1004, 939;
RMN-'H (300 MHz, CDCIy) (Espectro No. 13): 8 9.58 (1H, s, OH), 6.86 (1H, s, H-8),
6.49 (2H, s, H-2',6'), 5.35 (2H, s, H-10), 6.10 (2H, s, H-11), 4.29 (3H, s, OMe-5), 3.96
(3H, s, OMe-4), 3.82 (6H, s, OMe-3',5"); RMN-'>C (75.4 MHz, CDCl;) (Espectro No.
14): 5 169.65 (C-9), 152.83 (C-3',5'), 149.1 (C-7), 147.25 (C-4), 136.45 (C-6), 136.30
(C-4"), 132.75 (C-8a), 132.03 (C-1), 130.28 (C-5,C-1'), 122.98 (C-3), 120.43 (C-2),
116.0 (C-4a), 107.2 (C-2',6"), 101.66 (C-11), 99.73 (C-8), 66.85 (C-10), 61.15 (OMe-5),
60.90 (OMe-4'), 56.10 (OMe-3',5"); EMIE (70 eV) m/e (% de abundancia relativa):
442(5), 441(26), 440 (100), 425 (28), 379 (30), 365 (5).

4.3.2.6.5.-Purificacion y caracterizacion del compuesto HV-IV-3D,.

En un intento por lograr la purificacion total de los constituyentes de la mezcla
HV-1V-3D, y establecer sus constantes espectroscopicas, se procedié a realizar la
formacion del fenolato de la S-metoxideshidropodofilotoxina (HV-IV-3D,) mediante la
sipuiente secuencia metodologica. A 14 mg de la mezcla HV-IV-3D en solucidn
cloroférmica (1 ml) se aiiadieron 2.5 ml de una solucion de NaOH 0. 1M. Después de dos
horas de reaccion con agitacion continua a temperatura ambiente, se agregé 1.5 ml de
CHCly y mediante un embudo de separacion se recuperaron las dos fases de manera
independiente. A la fase acuosa que adquirio un color naranja intenso se le adicioné HCI
(0.1M) hasta la desaparicién del color (2 ml), y se extrajo de nueva cuenta con 3 ml de
CHC!;. Las dos soluciones organicas obtenidas se concentraron a sequedad por separado.
La fase orgénica resultante de la neutralizacion de la fase acuosa bisica proporcioné 5.8
mg adicionales (0.0049 % total} del compuesto HV-IV-3D;. Por ultimo, la fase orgénica

aobtenida de la primera particién proporciono 6.4 mg del compuesto HV-IV-3D;, en forma
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pura. La figura 6 resume la secuencia metodologica implementada para la reselucién de la
mezcla HV-IV-3D.

El compuesto HV-IV-3D, (6.4 mg, 0.0023 %) fue purificado como un polvo
amarillo palido con p.f.>250 °C. UV (log £): 251 (3.19), 317 (3.29), 349 (3.20); IR (KBr)
vem'': 2054, 2018, 2850, 2793, 1763, 1740, 1614, 1580, 1491, 1415, 1367, 1353, 1336,
1237, 1201, 1176, 1150, 1030, 1021, 1007, 982, 939, 900, 846, 797; RMN-TH (300
MMz, CDCl3) (Espectro No. 15): § 7.69 (1H, s, H-4), 7.21 (1H, s, H-5), 7.10 (1H, s,
H-8), 6.5 (2H, s, H-2,6", 6.12 (2H, 5, O-CH,-0), 5.40 (2H, s, H-10), 3.99 (3H, s,
OMe-4'), 3.84 (6H, 5, OMe-3',5"); RMN-'3C (75.4 MHz, CDCl3); 5 169.05 (C-9), 152.5
(C-3',5", 148.58 (C-6), 148.37 (C-7), 140.19 (C-2), 139.03 (C-1), 137 (C-4"), 134.22
(C-4a), 130.38 (C-1'), 129.19 (C-8a), 119.56 (C-4), 118.3 (C-3), 107.37 (C-2'6)),
103.65 (C-5), 102.26 (C-8), 101.01 (C-11). 67.93 (C-10), 61.1 (OMe-4'), 56 (OMe-3',5');
EMIE (70 eV) m/e (% de abundancia relativa): 396.05 (4), 395.05 (24), 394.05 (100),
378.88 (15).



Figura 6.-Diagrama de flujo que resume la separacion de los compuestos
HV-]V-3D| y HV-W-SDZ

OMe

MeO

oH HV.IV.3D,
(4]
o { o
(1)
o + o
HV.IV.3D,
Me MeO OMe
OMe OMe
NaOH ( 0.IM )

+ HV.IV.3D,

Fase orgdnica
Conceniracién
al waclo

HV.IV.3D,
(64mg)

CHCl,

Fase acuosa

1-HCL(0.1M)
2-CHQ,

Fase acuosa Fase organica

ol wacio
HV.IV.3D,
(5.8mg)

Concentracion l

43



4.3.2.6.6.- Purificacion y caracterizacion del compuesto HV-IV-3E

La banda de menor polaridad (Rf = 0.64) denominada HV-IV-3E proporcion6
pequeiios cristales de color amarillo palido con un rendimiento de 15 mg (0.0083). Este
compuesto de caracterizo como el éter metilico de la deshidro-$-~peltantina con an punto
de fusion de 265-276 °C. UV (log €): 263 (4.62), 320 (3.92), 355 (3.61); IR (KBr) v em’
1. 2088, 2925, 2851, 1761, 1648, 1615, 1582, 1508, 1491, 1465, 1448, 1438, 1412, 1397,
1367, 1353, 1339, 1251, 1242, 1199, 1125, 1089, 1055, 1035, 1022, 1004, 939, 859,
796, 774, 711, 696, RMN-'H (300 MHz, CDCl;) (Espectro No. 16); 6 8.16 (1H, s H-4),
7.28 (1H, s, H-5), 6.86 (1H, s H-8), 6.53 (2H, s, H-2',6"), 6.06 (2H, s, 0-CH,-0), 5.39
(2H, s, H-10), 4.22 (3H, s, OMe-5), 3.96 (3H, s, OMe-4), 3.83 (6H, s, OMe-3',5");
RMN-"C (75.4 MHz, CDCl;) (Espectro No. 17): 8 169.65 (C-9). 152.82 (C-3',5",
149.58 (C-7), 139.96 (C-1), 137.59 (C-4'), 138.99 (C-3), 136.02 (C-6). 135.62 (C-5),
130.47 (C-8a, C-1"), 128.92 (C-4a), 119.16 (C-2), 113.95 (C-4), 107.19 (C-2',6"), 101.64
(C-11), 98.33 (C-8), 68.26 (C-10), 60.13 (OMe-4'), 60.0 (OMe-5), 56.11 (OMe-3',5');
EMIE (70 eV) m/e(% dc abundancia relativa): 425 (23.78), 424 (100), 409 (28.88), 394
(27.89), 379 (12), 351 (4.92), 321 (2.67), 293 (2.33), 196 (4.43), 139 (2.18), 117 (2.38).

4.4.- MONITOREO DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA POTENCIAL.

4,4,5.-Evaluacion de la toxicidad para las larvas de Artemia salina (BST).

El extracto cloroformico, cada una de las fracciones y los compuestos purificados
se analizaron de manera independiente para determinar su potencial larvicida, utilizando el

bioensayo de la toxicidad para el crusticeo Artemia salina (Anderson et al., 1991).



45

4.4.1.1.- Material

1.-Huevos de Artenia saling.

2.- Salmuera.

3.~ Recipiente de vidrio y lampara de lnz neon.
4.- Jeringas de 500, 100 y 10 ul.

5.- Tres frascos viales de 10 ml por cada una de las diluciones (9 en total).

4.4.1.2.-Procedimiento

1.-Los huevecillos de Artemia salina se desarrollaron mediante incubacion en
saimuera durante 48 hrs. a una temperatura de 30 °C.

2.-Se prepararon concentraciones de prueba inicial para cada una de las fracciones
y compuestos puros aislados, correspondientes a 10, 100 y 1000 pg/ml Cada
concentracion se prepard por tripficado. 20 mg de la muestra de prueba se disolvieron en 2
ml de CHCIl3, v de esta solucion se transfirieron 500, 5S¢ y 5 pl a viales independientes
correspondiente. El disolvente se evapord al vacio.

3.-S¢ adicion6 a cada vial 3 ml de la salmuera y se transfirieron 10 larvas de
Artemia salina a cada vial (30 individuos por dilucion). Se ajusto el volumen de cada
frasco a 5 ml con la salmuera.

4.-La lectura del nimero de sobrevivientes se realizo después de 24 hrs, y se
determinaron los valores de concentracion letal media (L.Csp) mediante el método

estadistico de Finney, utilizando un programa de computo (Liberman, 1973).

4,4.2.~-Evaluacion del potencial citotéxico de los constituyentes aislados de H.

verticillata.

La actividad citotoxica de la fraccion activa y de los constituyentes aislados de
Hyptis verticillata se determiné de acuerdo con los procédimientos establecidos por el

Instituto Nacional de Céncer de los Estados Unidos de Norteamérica (Suffhess y Pézzuto,
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1991). Las lineas celulares utillizadas fueron los carcinomas de mama (BC-1), de colon
(Col-2), de pulmén (Lu-1), de mama hormona-dependiente (ZR 75-1), fibrosarcoma
(HT), glioblastoma (U-373), nasofaringeo (KB), epidermoide (A-431), KB resistente a
vinblastina (KB 1V) y de prostata hormona-dependiente (LN CaP). Los cultivos celulares
obtenidos de cada uno de los tipos tumorales se trataron con diferentes concentraciones
de cada muestra (0.03-20 ug x ul'l) disuelta en DMSO, y se incubaron por periédos de 48
hrs. para la linea celular P-388 y por 72 hrs. las restantes. Al término del periodo de
incubacion, se determiné la cantidad de células en cada tubo de ensayo mediante un
analisis colorimétrico para evaluar el contenido protéico celular utilizando el método de
tincion de sulforodamina B, Los resultados se expresaron finalmente en términos de dosis

efectivas medias (EDsg).

4.4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana potencial de los consti-

tuyentes aislados de H. verticillata.

La evaluacion preliminar del potencial antimicrobiano del extracto original, asi
como de cada uno de los compuestos aislados se realizo utilizando las técnicas
microbiologicas cualitativas por el método de difusién en agar (Rojas ef al., 1992; Pereda-

Miranda, 1993).

4.4.3.1.- Microorganismos de Prueba.

Las siguientes cepas se utilizaron como organismos de prueba en las evaluaciones

primarias:
Microorganismo ATCC No.
Bacillus subtilis 6633
Staphilococcus aureus 6538
Escherichia coli 8739
Pseudomona aeruginosa 9027
Candida albicans 10231
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4.4.3.2.~Preparacion de los inéculos.

Las bacterias se cultivaron en un caldo nutritivo (Merck) por medio de incubacion,
durante 24 hrs. a una temperatura de 37 °C. El crecimiento de la levadura Candida
albicans. se afectué en caldo glucosa 2% Sabouraud (Merck), incubando por un lapso de
48 hrs a una temperatura de 28 °C.

La concentracion de cada uno de los microorganismos se ajustd mediante una
dilucidn con solucion salina isotdnica estéril (NaCl 0.9 %), hasta obtener la turbidez
equivalente a la solucion de referencia No. | de Mc. Farland (0.1 ! de BaCl, 1%y 9.9 m!

de H4SO4 1%) que corresponde a un niimero aproximado de 1 x 10° células mi™,

4.4.3.3,-Anlisis cualitative antimicrobiano.

4.4.3.3.1.-Preparacién de las muestras de prueba.

Las muestras a evaluar se suspendieron en una solucién acuosa de tween 80 al 1%.
El extracto y los compuestos aislados se evaluaron a una concentracion de 20 y 1 mg-mi” L
respectivamente. Los controles positivos se prepararen utilizando | mg-ml'l de sulfato de

estreptomicina y 30 mg mi™ de histamina en solucidn acuosa.

4.4.3.3.2.-Preparacion de los medios.

Para las bacterias se utilizé agar antibidtico No.t (Merck) y para la levadura agar
sabouraud (Merck). De cada uno de los medios se prepard una dispersion acuosa que
posteriormente se esterilizo a 15 Ib de presién. En condiciones de esterilidad se
transfirieron 15 ml del medio preparado a cada caja Petri de prueba (100 x 15 mm) y se

dejo solidificar a temperatura ambiente,
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4,4.3.3.3.-Procedimientos de ensayo.

Un mililitro de la suspencién microbiana (109 células ml") fue sembrado de
manera uniformee sobre la superficie del medio. Posteriormeate, se removio el agar de las
placas para producir tres perforaciones con un diametro aproximado de |1mm cada una,
con ayuda de un horadador cilindrico estéril. Se afiadieron 100 pl del contro! positivo en
una de las perforaciones, 100 y 50 i de la solucion problema por separado en los pozos
restantes, Las cajas Petri asi preparadas, se mantuvieron a una temperatura de 5 °C por
espacio de 2 hrs. para permitir la difusion de las suspenciones. Transcurrido este tiempo,
las cajas se incubaron durante 24 hrs. a temperatura de 37 °C, en el caso de las bacterias, y
a 28 °C durante 48 hrs, para la levadura. Finalmente, la actividad antimicrobiana se
registré midiendo el didmetro (mm) de 1a zona de inhibicién del crecimiento microbiano

que circundd a cada uno de los pozos.

4.5-PREPARACION DE DERIVADOS METILADOS.
La alquilacion con diazometano se realizd para facilitar Ia completa caracterizacion

de los compuestos HV-IV-1 y HV-IV-11 aislados de Hyptis verticillata.

4.5.1.-Preparacién del reactivo.

A una solucion de KOH (5g en 7.5 ml de agua destilada), 25 ml de EtOH y 15 ml
de Et,0 se adicionaron 25.5 g de N-metil-N-pitroso-O-toluensulfonamida en 30 ml de
Et,0. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacién continua a una temperatura de 5 °C.
Después de cinco minutos, el CHyN, etéreo se destilo utilizando un bafio maria (58-60

°C). El destilado se colectd en 20 mi de Et,0 en un bafio de hiclo.
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4,5.2.-Metilacion de 1a muestra,

20 mg del compuesto se disolvieron en 10 mi de CgHg-MeOH (1:1) v se alquilaron
con un exceso de solucién etérea de CH,N; a una temperatura de 5 °C. La adicion del
agente alquilante se efectud hasta que ya no se observé desprendimiento de nitrogeno. Al
cabo de 10 minutos, ya habia reaccionado toda la materia prima obteniéndose un solido
amorfo. La cromatografia en capa fina a nivel preparativo permitio la purificacion de los

derivados metilados.

HV-IV-IE (éter metilico de la deshidropodofilotoxina). p.f.= 250-253 °C,
RMN-'H (300 MHz, CDCl3}: 8 7.57 (1H, s, H-5),7.06 (1H, s, H-8), 6.51 (2H, s,
H-2'.6", 6.09 (2H, s, H-11), 5.52 (2H, s, H-1), 4,09 (3H, s, OMe-4), 3.96 (3H, s, OMe-
4'). 3.83 (6H, s, OMe-3'.5'); RMN-B¢ (75.4 MHz, CDCl3): 8 152 (C-3',5'), 149.89 (C-
6), 148.37 (C-4) 135.32 (C-4'), 132.12 (C-1), 130.35 (C-1"), 127.69 (C-8a), 125.66 (C-
4a), 119.41 (C-3), 107.38 (C-2}), 107.31 (C-2',6"), 104 (C-8), 101.83 (C-11), 98.49 (C-5),
66.49 (C-10), 61.01 {OMe-4), 61.01 (OMe-4"), 56.1 (OMe-3",5".

HV-IV-NIE (éter metilico del compuesto HV-IV-{, la desoxipodofilotoxina):
rendimiento de 15.2 mg, p.f.=241-242 °C, RMN-1H (300 MHz, CDCl3): 8 6.67 (1H, s,
B-5), 6.52 (IH, 5, H-8), 6.34 (2H, 5, H-2',6"), 5.94 (2H, dd, J = 1.3, H-11), 4.44 (2H, m,
H-10a, H-1), 3.8 (3H, s, OMe-4'), 3.75 (6H, s, OMe-3',5'}, 3.05 (2H, m, H-108,H-4at),
2.74, (34, m; H-2, H-3, H-40); RMN-13¢ (75.4 MHz, CDCl3): & 174.92 (C-9), 151.95
(C-5"), 151,92 (C-3"), 146.3 (C-6), 145.9 (C-7), 137.01 (C-1"), 136.32 (C-4"), 130.5 (C-
8a), 129.05 (C-4a), 109.89 (C-8), 108.45 (C-5), 108.17 (C-¢, C-2'), 100.9 (C-11), 71.54
(C-10), 59.9 (OMe-4"), 55.76 (OMe-3'), 55.72 (OMe-5"), 46.1 (C-2), 43.03 (C-1), 32.57
(C-3), 32.0 (C-4). |
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5.-RESULTADOS Y DISCUSION.

Estudios ﬁtoduimicos previos de la planta medicinal //yptis verticillata Jacq.
(Lamiaceac), realizados de manera independiente, permitieron detectar y aislar dos
constituyentes citotoxicos cou un esqueleto estructural de ciclolignano: la 4'-desmetil-
desoxipodofilotoxina (1) y la 8-peltantina (2) (Cruz, 1991; German, 1971). Como parte de
un programa de investigacion quimica de la flora medicinal mexicana, el cual esta
enfocado a la bisqueda de agentes antimicrobianos y citotoxicos (Rojas et al., 1991;
Pereda-Miranda et a/., 1993), se propuso iniciar la reinvestigacion de las partes aéreas de
la hierba martina. Al mismo tiempo, se consideré el potencial farmacolégico de interés en
la terapéutica del cancer de esta planta medicinal mediante Ia cuantificacion del contenido

de lignanos derivados de la podofilotoxina.
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5.1.-Fraccionamiento Biodirigido y Evaluacién Preliminar del Potencial
Citotbxico.

La principal estrategia utilizada en el estudio fitoquimico del extracto cloroformico

pi-eparado a partir de las partes aéreas de Hyptis verticillata fue el empleo del ensayo de la
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toxicidad para las larvas de Artemia salina (Meyer ef al., 1982; Anderson ef al., 1991),
como un métedo de anilisis preliminar para la deteccion y el monitoreo de actividad
citotoxica a lo largo de toda la secuencia metodologica utilizada en la presente
investigacion fitoquimica.

La preparacion del extracto cloroférmico a partir del material vegetal seco,
previamente desgrasado, se realizd mediante la metodologia de extraccion convencional.
La evaluacién de su potencial larvicida demostré una significativa actividad toxica (LCsp =
13 pg/ml). Por lo tanto, se decidié proceder con el anlisis quimico, de tal suerte que el
extracto total se sometié a un fraccionamiento mediante cromatografia en columna
empacada con gel de silice. Las ocho fracciones reunidas de acuerdo con su similitud
cromatografica se evaluaron de manera independiente con el bioensayo antes mencionado.
Este procedimiento demostré que la actividad biologica se concentro solamente en una
fraccién (LCsp = 7.96 ppm), la cual se denomind con la clave HV-IV y proporcioné un
crudo precipitado que también demostré la actividad observada en el extracto original
(LCsq = 0.032 pg/ml). Las aguas madres resultantes continuaron presentando un potencial
toxico significativo para las larvas de Artemia salina (LCsq= 0.06 pg/mt).

El analisis cromatogréfico en capa fina permitié observar que ambas subfracciones
estaban constituidas por una mezcla compleja de metabolitos activos a la luz ultravioleta.
Mediante sucesivas cromatografias en columna y en placa fina a nivel preparativo se
aislaron y purificaron nueve constituyentes bioactivos. Los analisis espectroscopicos
permitieron establecer su estructura de lignano para estos compuestos. La figura 7 ilustra
la secuencia metodoldgica implementada para la purificacion de cada uno de los

constituyentes citotdxicos de Hyptis verticillata,



Figura 7.-Fraccionamiento biodirigido del extracto orgdnico * purificacién de los
constituyentes citotoxicos de Hyptis verticill a.
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Al realizar el andlisis cromatografico en capa fina del crudo precipitado obtenido
de la fraccion activa HV-IV, utilizando el sistema de eluyentes conformado por los
disolventes CgHg-CHCl3-MeOH en la proporcion 6.0:4.0:0.5, se observe su des-
doblamiento en tres bandas con Rf de 0.14, 0.42 y 0.57. La purificacion de cada una de
estas zonas se realizd por cromatografia en capa fina a nivel preparativo. Las bandas con
Rfde 0.14 y 0.47 proporcionaron la deshidropodofilotoxina (clave asignada HV-IV-1) y la
4'-desmetildesoxipodofilotoxina (Clave HV-IV-II), respectivamente. En tanto que la zona
de menor polaridad (Rf = 0.57) continud representando una mezcla de compuestos y se le

asignod la clave HV-IV-M3.

La complejidad de Ia mezcla HV-IV-M3 se determing, de manera preliminar,
mediante un analisis en CCF wtilizando el mismo sistemna de eluyentes antes mencionado y
desarrollando por dos ocasiones la placa cromatogrifica. Este procedimiento permitio
observar un desdoblamiento ligero de la banda M3. La utilizacion de la cromatografia de
gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM) verifico 1a complejidad de esta
mezcla al permitir detectar los conjuntos isotopicos correspondientes a tres iones
moleculares en el espectro registrado para una de las bandas de menor polaridad obtenida
de la purificacion inicial en CCF a nivel preparativo de fa subfraccion M3, utilizando la
mezcla de disolventes hexano-CHCl3-Me,CO (0.5:9.0:0.5). De tal suerte que se pﬁdierou
calcular las formulas moleculares para los constituyentes presentes en Iz mezcla purificada
con clave My (Rf = 0.53). La figura 8 presenta el espectro de masas obtenido para esta

subfraccion,
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Figura 8.- Conjuntos isotdpicos observados en el espectro de masas de [a banda M4 de
menor polaridad de la mezcla HV-IV-M3 que permitieron determinar la estructura y
formula molecular de sus constituyentes mayoritarios presentes.

HV-IV-M3-banda M,

ﬂui.ljll

1a 39

Conjunto isotopico observado
m/e Intensidad Formula
ahservada. molecular
M* | 39805 100%
M+l | 399.05 24% C22H2207
M+2 | 40005 4%
Conjunto isotopico observado
m/e | Abundancias(%) | Formula
obs. norm.* | molecular
M |394.05 18 100
M+1 | 395.05 4 24 | C2HisO7
M+2 | 396 .05 1 4
Conjunto isotépico observado
e Abundancias(%) | Férmula
obs. norm.* | molecular
M" {42405 | 12 100
M+l | 42505 | 3 26 | C3H200s
M+2 1 426.05 1 5

*,- Porciento de la intensidad nermalizada.
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El constituyente mayoritario detectado mediante CG-EM correspondio a la
formula molecutar CapH,,07 y, por lo tanto, se propuso la estructura de la
desoxipodofilotoxina (figura 8a), o alguno de sus isdmeros naturales. La presencia de
este lignano citotoxico explicaria la marcada actividad larvicida demostrada por {a mezcla
HV-IV-M3.

L2 normalizacién de los dos conjuntos isotdpicos adicionales observados en el
espectro de masas permitid proponer la presencia de los lignanos deshidrodesoxi-
podofilotoxina y de un isomero del éter metilico de la deshidropodofilotoxina (figuras 8b
y 8¢, respectivamente),

La resolucion total de la mezcla M3 se logré con el sistema de elucién constituido
por los disolventes hexano-CHCl3-Me,CO (3.3:6.0:0.7), el cual permitié la mejor
resolucion cromatografica. Mediante este procedimiento se obtuvieron cinco bandas
activas a la luz ultavioleta con valores de Rf igual a 0.44, 0.52, 0.56, 0.61 y 0.64, siendo
a su vez la banda de polaridad intermendia 3D (Rf = 0.61) una mezcla de dos
constituyentes. Los lignanos aislados de estas bandas fueron designados con las siguientes
claves: HV-IV-3A (Rf = 0.44, B-apopicropodofilina), HV-IV-3B (Rf = 0,52, isodesoxi-
podofilotoxina), HV-IV-3C (Rf = 0.56, desoxipicropodofilina), HV-IV-3D, (Rf = 0.61,
5-metoxideshidropodofilotoxina), HV-1V-3D, (Rf = 0.61, desoxideshidropodofilotoxina),
y HV-1V-3E (Rf = 0.64, éter metilico de la deshidro-B~peltantina). El Cuadro 8 incluye
el rendimiento de los metabolitos citotoxicos aislados de la hierba martina y resume los
resultados del fraccionamiento biodirigido mediante la toxicidad para Artemia salina. Este
cuadro también incluye la evaluacién preliminar del potencial citotoxico en la cual se
utilizaron los cultivos celulares de las lineas cancerosas P-388 (leucemia de mmiridos) y KB
(carcinoma nasofaringeo humano). Estos resultados demuestran que el rendimiento total
de los lignanos aislados de esta planta medicinal contribuye al efecto citotoxico total

evaluadoe en el extracto original.
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Cuadro 8.- Rendimiento de cada uno de los lignanos aislados de Hypris verricillata'y
evaluacion preliminar de su potencial citotéxico.

Muestra | LCsp (ppm)® EDso | (ng/ml)
p-388" KB®
Extracto cloroformico 13.4 0.3 -
Fraccion HV-IV 7.9 0.1 -
Arilnaftalenos
HV-IV-1 0.09) 255 >5 5.0
HV-IV-3D, (0.0059) >500 40 6.0
HV-IV-3D, (0.003) >500 >5 11.4
HV-IV-3E (0.0083) 4347 1.8 22
Ariltetrahidronaftalenos
HV-IV-II (0.0135) 0.2 0.005 0.1
HV-1IV-3A (0.0112) 0.2 0.002 0.05
HV-1V-3B (0.0197) >500 >20 6.7
HV-IV-3C (0.0314) 141.5 0.1 0.1
Dibencilbutirolactona
HV-IV-4A (0.0101) 2.8 0.4 0.08
Podofilotoxina® 0.2 0,003 0.08

a: Bioensayo de 1a Artemia salina.

b: Leucemia linfocitica de muridos,

c: Carcinoma nasofaringeo.

d: Rendimiento (%) en peso seco.

e! Lignano antitumoral utilizado como referencia.

Nuevamente, la correlacion existente entre el bioensayo de la toxicidad para
Artemia salina y 1a evaluacion citotoxica utilizando las lineas celulares P-388 y KB quedo
demostrada al observar una correlacion aproximada de 1X10-2 (Meyer ef al,, 1982;
Anderson ef al., 1991) entre los valores de LCsqy (Artemia salina) y EDs; (lineas
celulares) obtenidos para los nueve lignanos. Por lo tamto, la actividad citotoxica

observada para el extracto cloroférmico de Hypris verticillata se atribuyod, de manera
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particular, a la presencia de los lignanos 4'-desmetildesoxipodofilotoxina (HV-IV-II), (3-
apopicropedofilina (HV-TV-3A) y (-)yateina (HV-TV-4A). Sin embargo, 1a toxicidad total
del extracto organico de la hierba martina representa la sumatoria de los efectos

individuales de cada uno de los constituyentes bioactivos aislados.

5.1.1.-Evaluacion Secundaria de la Actividad Citotéxica y Antimitotica,

El potencial citotéxico de los constituyentes bicactivos de Hypris verticillata se
evaluo utilizando los siguientes cultivos celulares derivados de tumores humanos:
carcinoma nasofaringeo (KB), fibrosarcoma (HT), carcinoma epidermoide (A-431),
glioblastoma (U 373) y células cancerosas de pecho (BC-1; ZR-75-1), de colon (Col 2),
de prostata (LN Cap) y de pulmon (Lu-1).

L os resultados presentados en Cuadro 9 indican que la dibencilbutirolactona HV-
TV-4A vy los lignanos ariltetrahidronaftalenos HV-IV-II, HV-IV-3A, HV-IV-3B y HV-1V-
3C, desarrollaron una atividad citotdxica no especifica (EDsg<10-2 pg/ml) comparable a
la observada para la podofilotoxina (Cordell ef al., 1991). La magnitud de 2 respuesta
generada por los lignanos HV-IV-II y HV-IV-3A es similar entre ellos y,
aproximadamente, de 10 a 100 veces mis intensa en comparacion con la respuesta
observada para los lignanos iso y picroisoméricos (HV-IV-3B y HV-FV-3C). Por su parte,
los constituyentes con niicleo estructural de arinaftalenos demostraron una actividad
citotéxica 100 a 1000 veces menor a la desarrollada por la podofilotoxina, agenie
antitumoral utilizado como un estindar de comparacion. Los compuestos HV-IV-3D; y
HV-IV-3E inicamente demostraron una actividad citotoxica marginal en las lineas
celulares BC-1 (cancer de pecho), KB (carcinoma nasofaringeo) y KB VI (KB resitente a
vinblastina); la actividad mas intensa se observé en el cultivo celular de leucemia linfocitica
de muiridos (P-388, EDsp = 4.0y 1.8 bpg/ml, respectivamente). De manera adicional, se
evalué la actividad antimitética (cuadro 10) para todos los metabolitos aislados mediante

el ensayo ASK (Swanson et af., 1988). La dosis necesaria para efectuar el 100% de la
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conversion de un huso celular a su forma astrocitica en un cultivo de glioma de rata (ASK)
evaluada para los compuestos ariltetrahidronaftalenos es comparable (0.032 pg/ml) con la
encontrada para la podofilotoxina. La (-)yateina (HV-IV-4A) mostrd una menor actividad
con un valor de 0.16 pg/ml El rango de concentracién observado para la actividad
antimitotica en el sistema ASK para los lignanos arilnaftalénices, HV-IV-3B y HV-IV-3C
fue de 0.8-20.0 pg/ml.

5.1.2.-Evaluacion de! Potencial Anticindida.

Finalmente, los constituyentes HV-IV-I, HV-IV-3A y HV-IV-4A demostraron una
poderosa actividad inhibitoria contra Candida albicans con una concentracién entre 0.2-
1.0 mg/ml, cuando ésta se evalué mediante la técnica de dilucion en caldo nutritivo
(Pereda-Miranda ef al,, 1993). Dicha actividad antimicotica explicaria, en parte, las
propiedades antisépticas observadas para las infusiones preparadas a partir de la hierba
martina (Hyptis verticillata) y, presumiblemente, también se deba a la actividad
antimitotica descrita con anterioridad para la serie de lignanos derivados de la
podofilotoxina (Ayres y Loike, 1990), la cual se confirmo para los compuestos citotoxicos

aislados en la presente investigacion,



Cuadro 9.- Evaluacion del Potencial citotéxico de los lignanos aislados y purificados de Hypuis verticillata.

l Muestra l Linea Celular Humana® EDs (1g/ml)

Arilnsfialenos | A-431 BC-1 Col-2 HT KB | KBV1 | LNCaP | Lu-1 | U373 | ZR75-1
HV-IV-I >20 15.2 8.9 9.7 50 13.0 11.7 106 | >20 | >20
HV-IV-3D, 62 76 12.8 156 6.0 87 116 1.7 | 163 | >20
HV-IV-3D, 62 >20 16.7 >20 114 > 20 116 188 | >20 | >20
HV-IV-3E >20 29 32 34 22 42 3.2 43 5.0 >20
Ariltetrabidro-
naftalenos
HV-IV-II 0.08 0.01 0,03 0,01 0.01 0.02 0.02 003 | 0.1 2.1
HV-IV-3A 43 0.001 0.01 0.003 0.05 0.06 0.01 0002 | 0001 | 20
HV-IV-3B 62 17.5 8.9 10.7 6.7 1.5 12.0 159 | 29 13.2
HV-IV-3C >20 | - 21 03 02 0.1 0.7 02 0.09 - 06
HV-IV-4A" > 20 005 0.08 007 0.08 0.06 0.16 0.1 03 05
Podofilotoxina® 0.03 003 0.005 0.003 0.08 0.0 0.04 0008 | 0004 | 04

a: Abreviaciones: A-431, carcinoma epidermoide; BC-1, cancer de pecho; Col-2, cancer de colon; HT, fibrosarcoma; KB, carcinoma nasofaringeo;
KB V1, KB resistente a vinblastina; LN CaP, cincer de préstata hormona dependiente; Lu-1, cancer pulmonar; U-373, glioblastoma; ZR 75-1,
céncer de pecho hoymona-dependiente.

b: Diarilbutirolactona.

c: Agente antitumoral utilizado como estindar de comparacidn.

6S



Cuadro 10.- Evaluacion del potencial antimitotico (ensayo ASK) para los lignanos aislados de Hyptis verticillata.

Concentracién® (pg/ml) "

Compuesto 100 20.0 4.0 08 | 016 0.032 00064 | 0.00128 |
Podofilotoxina® 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0% NE?
HV-IV-1 100% 100% 0% 0% 0% 0% 0% Ned
HV-IV-3D, 100% 100% 0% 0% 0% 0% 0% NEd
HV-IV-3D, 100% 0% 0% 0% NE NE NE NE
HV-IV-3E 100% 100% 100% 0% 0% 0% 0% NEd
-IV-II 100% 100% ) 100% 100% 100% 100% 0% NEd
HV-IV3A 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0% NEd
HV-IV-3B 100% 100% 0% 0% 0% 0% 0% NE¢
HV-IV-3C 100% 100% 100% 100% 0% 0% 0% NES
HV-IV-4A 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0% NEd
Colchicina® 100% 100% 100% 70% 0% 0% 0% 0%
Vincristina® 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0% 0%
Vinblastina® 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0% 0%
Maytansina® 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0%

Q-P -1

: Porcentaje de formacion de astrocitos.

: Lignano usado como un agente antimitético estindar.
: Fdrmaco usado como estandar de comparacion.

: No evaluado.

09
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5.2.-Caracterizacion de los compuestos mayoritarios
5.2.1.-ArilNaftalenos

5.2.1.1-Caracteristicas Espectroscépicas Generales.

El dnalisis espectroscépico de los lignanos purificados demostrd la presencia de un
nicleo estructural de lactona arilnaftalénica (3) comiin para los constituyentes HV-IV-I,

HV-1V-3D;, HV-IV-3D, y HV-IV-3E.

Las caracteristicas espectroscopicas comunes para estos constituyentes se

describen a continuacion:

1.- Los espectros de uv revelaron la presencia de un nicleo de naftaleno al
registrar las siguientes rangos de absorciones intensas: Amax_ 251-268, 318-325 y 349-357

nm.

2.- Los espectros de ir presentaron absorciones asociadas con un grupo carbonilo

de y-lactona (Vg = 1775cmr!) y un grupo metilendioxi (945¢m1).
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3.~ El anilisis de los espectros obtenidos por RMN-IH permitio confirmar la
propuésta de nicleo estructural de arilnaftaleno debido a la ausencia de sefiales entre 5y 2
ppmy, las cuales corresponderian a los protones del anillo B en el homadlogo saturado. Al
mismo tiempo, se asigno la sustitucién simétrica del anillo C, observindose las siguientes

seiiales caracteristicas:

a).- Un singulete que integré para dos protones arométicos, desplazado entre 6.50-

6.51 ppm, el cual se asignd a las posiciones C-6'y C-2',

b).- La seiial simple centrada en 3.82 ppm, la cual integro para 6 protones, corres-

pondié a la presencia de dos grupos metoxilos en las posiciones C-3' y C-5'.

¢).- Un singulete que integré para tres protones con un desplazamiento quimico

entre 3.91-3.96 ppm se asigno al grupo metoxilo de la posicion C-4".

d).- El metino de la posicién C-8 del anillo de naftaleno aparece como un singulete

que integrd para un proton con un desplazamiento quimico entre 6.98-7.26 ppm.

e).- Una sefial simple que integré para dos protones con un desplazamiento

quimico en el intervalo de 5.36-5.56 ppm, el cual se asigné al metileno de la y-lactona.

f).- La sefial en singulete que integré para dos protones con un desplazamiento en
el intervalo de 5.35-6.19 ppm se asigné al metilendioxi de las posiciones C-6 y C-7 dei
anillo de naftaleno.
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5.2.1.2.- Caracterizacion del compuesto HV-IV-I (Deshidropodofilotoxina).
El contituyente de mayor polaridad (Rf = 0.14) presente en la fraccién activa se
aislé como un solido opticamente inactivo. Las seiiales particulares observadas en el

espectro de RMN-!H para este compuestd son:

a).- Una seiial en forma de un singulete desplazada a campo bajo (9.85 ppm), y

que desaparecit al equilibrar la solucion con D50, se asigné a un grupo hidroxilo.
b).- Se observé un singulete que integr6 para un proton centrado en 7.67 ppm.

La intensidad observada en el espectro de masas para el ion molecular (m/e
410.15), el cual correspondio al pico base del espectro, verifico la naturaleza aromatica del
nitcleo de arilnaftaleno para este compuesto. Por otra parte, los picos correspondientes a

M(-15) y M(-15-28) evidenciaron la trisustitucion del anillo C por grupos metoxilo.

Este analisis especroscopico satisfacia la estructura de dos isomeros, el primero
correspondiente a la deshidro-3-peltantina (4), y el segundo a la deshidropedofilotoxina
(5). Los valores descritos en la literatura para el desplazamiento quimico de los protones
del nicleo naftalénico del éter metilico derivado de la deshidro~B-peltantina permitio

diferenciar entre estas dos estructuras isoméricas (Klemm y Santhanam, 1968).

OH OH
0 0
( ) ( 0
0 (4]
0
MeO OMe MeO OMe
OMe OMe
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La seiial para el proton en Ia posicion C-4 aparece centrado en 8.17 ppm y, por lo
tanto, la ausencia de un singulete en esta region seria diagnostica de la sustitucion en esta
posicion del micleo de arilnaftaleno (figura 9). Al considerar estas diferencias
espectroscdpicas, se procedio a realizar 1a obtencién del éter metilico derivado del
compuesto HV-IV-I mediante la alquilacion con diazometano. El espectro de RMN-!H
del éter metilico derivado no presentd ninguna sefial por debajo de 8 ppmi y, por lo tauto,
permitié proponer la estructura para el producte natural como la deshidropodofilotoxina

).

OMe H 5=8.17
0
( 0
0
5=688 H 0
MeO OM¢
OMe

Figura 9.- Valores dec tos desplazamientos quimicos descritos para los protones
aromaticos de las posiciones 4 y 8 del niicleo de naftaleno del eter metilico de la deshidro-
B-peltantina,

5.2.1.3.- Caracterizacion del compuesto HV-IV-3E (Eter metilico de la

deshidro-f-peltantina).

El constituyente de menor polaridad (Rf = 0.64) de la mezcla HV-IV-M3 sc aislo
como wun so6lido cristalino de color amarillo palido. Su formula molecular se calculo a
partir del conjunto isotépico del ion molecular de m/e 424 como C,3H,Ojg La diferencia

de 14 unidades de masa atémica con el ion molecular del compuesto HV-IV-I (5) permitié
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proponer que el grupo hidroxilo se encontraba sustituido por un grupo metoxilo en el
metabolito HV-IV-3E. El anélisis del espectro obtenido mediante la RMN-1H para este
compuesto confirmo esta propuesta estructural al observar las siguientes sefiales

caracteristicas:

a).- Un singulete que integré para tres protones desplazado a 4.22 ppm, el cual
correspondio a un grupo metoxilo adicional asignado a la posicion C-5 del nicleo de

nafialeno,

b).- Una sefial en singulete que integré para un protén aromitico del micleo de
naftaleno, la cual presentd el desplazamiento por debajo de 8 ppm descrito en la literatura

para el proton H-4 del éter metilico de la deshidro-3-peltantina (5 = 8.16).
c).- El desplazamiento del protén H-8 en forma de un singulete a 6.86 ppni.

Las asignaciones de la RMN-13C (Espectro 17) se realizaron medianie
experimentos de exaltacion nuclear selectiva por transferencia de polaridad "SINEPT"
(Cordell y Kinghorn, 1991). La figura 10 presenta los experimentos SINEPT realizados

para la asignacién de la RMN-13C del éter metilico de la deshidro-B-pcltantina (6).

OMe

©)
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Este analisis espectroscopico permitié realizar las siguientes observaciones

caracteristicas:

a).- Se observé una exaltacion de la sefial del carbono C-7 (§ 149.58), al irradiar la
sefal del proton H-8 (8 6.86), observando también una transferencia de polarizacién a tres
ligaduras en los carbonos C-1 {3 139.96), C-6 (5 136.02) y C-4a (3 128,92): a mas de tres
ligaduras en los carbonos C-2',6' (§ 107.19) [figura 10A).

b).- Cuando se irradio la seiial en § 8.16 correpondiente a H-4, la exaltacion en el
espectro de la RMN-13C se observé para C-5(5 135.62), C-8a (§ 130.47), C-4a
(6 128.92) y C-2 (6 119.16) [Figura 10B].

c).- La irradiacion del metileno de 1a lactona (8 5.39) provocé la mayor exaltacion

en el carbono C-3 (§ 138.99) [Figura 10C].

d).- Al irradiar los protones del grupo metilendioxi (8 6.06), las sefiales exaltadas

correspondieron a los carbonos C-6 (§ 136.02) y C-7 (5 149.58) [Figura 10D},

¢).- Finalmente cuando se irradi6 la seffal en 4.22 ppm correspondiente al grupo
metoxilo, se observd la exaitacién de la sefial para el carbono C-5 (& 135.62) y asi se
confirmé la propuesta para la posicién del grupo metoxilo en el micleo de naftalenc de

manera inequivoca {Figura 10E].



Figura 10.- Experimentos SINEPT.
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5.2.1.4.- Caracterizacién del compuesto HV-IV-3D (5-Metoxideshidro-

podofilotoxina).

Este constituyente se aislé como un séilido amarillo palido cuyo espectro de masas
obtenido permitio caloular su formula molecular como Cy3H,0¢. Las absorciones
miximas registradas para el espectro de uv a 268, 325 y 357 indicaron claramente Ia
presencia del niicleo de naftaleno. El espectro de ir presento absorciones correspondieutes
al grupo hidroxilo y a un grupo carbonilo a 3400 y 1763 cm", respectivamente.
Concordante a la presencia de una funcion fendlica, los méximos observados en uv

sufrieron un corrimiento batocromico con la adicion de una solucion alcalina.

1.- La RMN-1H (Espectro 13) para este compuesto registrd fas siguicntes sefiales

caracteristicas:

a).- Una sefial en forma de singulete centrada en 9.58 ppm la cual desaparece al
agregar D,0, y cuya integracion correspondié a un proton. Esta sefial se asigno a un

grupo hidrexilo en el niicleo de nafiateno.

b).- Un singulete gue integrd para tres protones, centrado en 4.29 ppm, el cual

correspondio a un grupo metoxilo en el nicleo de naftaleno.

¢c).- La presencia de solo un singulete aromitico para el micleo de naftaleno

desplazado a 6.86 ppm, el cual se asignd al protén H-~8.

d).- E! resto de las sefiales fiueron semejantes a las descritas para la
deshidropodofilotoxina (HV-IV-I) y el éter metilico de la deshidro-B-peltantina (HV-1V-
3E).

La confirmacion de la posicion propuesta para el grupo metoxilo en la posicion

C-5 y, por lo tanto, del grupo hidroxilo en la posicion C-4, se realizd mediante
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experimentos de exaltacion nuclear de Overhauser en la RMN-'H (Noggle y Schirmer,
1971). Como se esperaba, no se observé ninguna intensificacion en el drea de integracion
para los protones del metileno del anillo de Ia lactona (§ 5.34) al irradiar la sefal
perteneciente al grupo metoxilo en el micleo naftaiénico. De manera adicional, se observé
que el proton H-8 presentd un efecto nuclear de Overhauser reciproco con la sefial en

8 6.48, 1a cual corresponde a los protones equivalentes H-2' y H-6' del anillo C.

Los valores para el desplazamiento quimico en el espectro de RMN- Be (Espectro
14) obtenidos inequivocamente para el compuesto HV-IV-3E (6) se utilizaron, junto con
los efectos calculados que provoca la introduccion de un grupo hidroxilo en C-4 en el
desplazamiento quimico de los carbonos en el nicleo de nafialeno (Abdullaev et al.,
1987}, para asignar las resonancias del compuesto HV-IV-3D (cuadro 11). De acuerdo a
estas evidencias espectroscopicas se concluyo que la estructura de este producto bioactivo
correspondia a la def lignano S-metoxideshidropodofifotoxina (7), el cual representa un

nuevo lignano de origen natural.

Me OH
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Cuadro 11.- Desplazamientos quimico calculados y observados para los niicleos de '3C
en el compuesto HV-iV-3D,.

Nucleo | §C (HV-IV-3E)® | Efecto adifivo sC 5C
del OH calculado observado®

(C-1) 139.96 -8.7 131.26 132.03
(C-2) 119.16 +0.8 119.96 12041
(C-3) 138.99 -179 121.09 122.98
(C-4) 113.95 139,15, ‘
(C-4a) 128.92

(C-5) 135.62

(C-6) 136.02

() 149,58

(C-8) 98.33 +0.8 97.53 9973
(C-8a) 13047 +138 132.27 132.75

a.- 75.4 MHz, CDCl, (5 TMS =0). Asignaciones confirmadas mediante SINEPT,

b.- Ref. Abdullaey ef al.,, 1987,

¢.-75.4 MHz, CDCl, (5 TMS =0).
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5.2.1.5.-Caracterizacién del compuesto HV-IV-3D, (desoxideshidropodofilo-

toxina).

La formula molecular para este compuesto aislado como un sdlido blanco
opticamente activo, se calculd a partir de su espectro de masas como CopH;307 (M*, m/e
396.05).El analisis del espectro de RMN-'H obtenido para este compucsto permitid

realizar las siguientes observaciones particulares;

a).- La ausencia de Ja seiial correspondiente al grupo metoxilo del nicleo de

naftaleno observada en los constituyentes HV-IV-3D, y HV-IV-3E.

b).- La presencia de un singulete aromaitico desplazado a 7.69 ppm ef cual

corresponde al proton de la posicion C-4.

c).- El desplazamiento de la seiial correspondiente al proton H-8 se observo

centrado en 7.10 ppm.

Por dltimo, los desplazamientos quimicos en el cspectro de RMN-13C para los
carbonos C-4 (119.56 ppm) y C-5 (103.65), ademas de su multiplicidad como metinos, cn
lugar de catbonos cuatemarios, permitieron identificar a este constituyente bioactivo como
el lignano deshidrodesoxipodofilotoxina, cuyas constantes fisicas y datos espectrascopicos

correspondieron con los descritos en la literatura (Ito ef al., 1992).

El cuadro 12 resume las resonancias para los nicleos de hidrogeno (RMN-1H) de
los fignanos con nicleo de arilnaftalenos aislados de Hyptis verticillata. El cuadro 13

presenta los valores de desplazamiento para los niicleos de carbono (RMN-13C),
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Cuadro 12.-Valores para los desplazamientos quimicos (8} obtenidos en }a RMN-'H? de
los lignanos con micleo arilnaftaleno aislados de Hyptis verticillata.

Protones  { HV-IV-1b | HV-IV-3E | HV-IV-3D, | HV-IV-3D,

(multiplicidad) (1) (2) (3) “
H-4 (s) - 8.16 - 7.69
H-5 (5) 1,67 7.28 - 7.21
H-8 (s) 6.98 6.86 6.36 7.10
H-11 (s) 6.10 6.06 6.10 - 6.12
H-10 (s) 5.18 5.39 5.35 5.40
H-2'6' (s) 6.54 6.53 6.49 . 6.55
OMe-4' (5) 3.92 3.98 3.96 3.99
OMe-3',5 (s) 3.82 3.83 3.82 3.84

OMe-5 (s) - 4.22 4.29 -

OH-4 (s) 9.85 - 9.58 .

a: 300 MHz, CDCl,, TMS.

b: 300 MHz, C,D,, TMS.

R R
o .
< 0 1: R, = H; R, = OH; Ry = OMe.
O 2: Ry, R3= OMe; R, = H.
0 3:R,, Ry = OMe; R, = OH,
4:R;, R,= H; Ry = OMe.
MeO OMe

OR,
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Cuadro 13.- Valores para los desplazamientos quimicos (5) obtenido en la RMN-13C" de

los lignanos con nticleo de arilnaftaleno aislados de Hyptis verticillata.

Carbono HV-1V- HV-1V-3E HV-1V-3D, HV-1V-3D,
C-1 130.75 139.96 132.03 139.03
C-2 12129 119.16 12041 140.19
C-3 118,26 138.99 122.98 118.30
C4 144,89 113.95 147.25 119.56
C-4a 124.41 128.92 116.00 134.22
C.5 97.78 135.62 130.28 103.65
C-6 148.02 136.02 136.45 148.58
C-1 147.65 149.58 149.10 148.37
C-8 102.85 98.33 99.73 102.26

VC-Sa 130.23 13047 132.75 129.19 .
C-9 169.72 169.65 169.65 169.05
C-10 66.09 68.26 66.65 67.93
C-11 100.80 101.64 102.01 101.01
C-1 130.75 13037 130.28 130.38
C-2'¢6' 106.85 107.19 107.20 107.37
c-3.5 151.73 152.82 152.83 152.50
- G4 136.24 137.59 136.30 137.00_
OMe-3',5' 55.20 56.11 56.10 56.00 -
OMe-4' 59.83 60.13 60.00 61.10 |
OMe-5 - 60.90 61.15 -

a: 75.4 MHz, CDCl,, TMS,
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§.2.2- Ariltetrahidronaftalenos.

5.2.2.1.- Caracteristicas Espectroscopicas Generales.

La segunda serie de compuestos bioactivos aislados de Hyptis verticillata faeron
los liguanes con Ia clave asignada HV-IV-I[, HV-IC-3A, HV-IV-3B, HV-1V-3C y HV-
IV-4A, cuyo micleo estructural comin es el de ariltetrahidronafialeno (8). A continuacion

se describen sus principales caracteristicas espectroscopicas:

1.- Los espectros de ultravioleta revelan la presencia de anillos aromaticos a

observarse absorciones en los rangos de A,z 226-251, 272-301y 297-317nm,

2.- Los espectros de infrarojo presentan absorciones para un grupo carbonilo de

8-Jactona (1750 cen”!) y un grupo metilendioxi (990 e},

3.~ El anlisis de RMN-'H permiti6 asignar el nicleo estructural de ciclo lignano
derivado del ariltetrahidronafialeno observindose las siguientes sefiales caracteristicas

generales para estos compuestos:

a).-Un doblete cercano a 4.5 ppm asignado al proton H-1, cuyo desplazamiento

quimico indico su caracter doblemente bencilico.
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b).-Un singulete aromatico para cada uno de los protones de las posiciones C-5 y

C-8, centrados aproximadamente en 6.55 y 6.71 ppm, respectivamente.

c).- Dos dobletes para los protones del grupo metilendioxi de las posiciones C-6 y

C-7, desplazado en 5.5-5.9 ppni y que establecian un sistema AB,

d).- Un singulete aromitico que integrd para dos protones asignado a las

posiciones C-2'y C-6'con un desplazamiento quimico aproximado en 6.3-6.6 ppm.

e)- Un singulete centrado en 3.78 ppm que integré para seis protones
correspondiente a los dos grupos metoxilo de las posiciones C-3' y C-5', confirmando la

sustitucion simétrica del anillo C.

f).- Un singulete centrado en 3.8 ppm que integro para tres protones y que se

asigné al grupo metoxilo de la posicion C-4'.

5.2.2.2.- Caracterizacién del compuesto HV-IV-II (4'-desmetildesoxipodo-

filotoxina).

El segundo compuesto (Rf 0.42) aislado del ¢rudo precipitado de Ja fraccion
bioactiva demostro el mayor efecto larvicida con un valor de LCsg = 0.02 pg/ml y

presentd las siguientes sefiales en el espectro de la RMN-H (Espectro 3):

a).- El singulete que integré para un protoén con un desplazamiento quimico de
8.09 ppm, el cual se intercambié con D,O se asignd a un grupo hidroxilo en la posicion

C-4' del nicleo estructural de ariltetrahidronaftaleno.

b).-El analisis de correlacion bidimensional homonuclear (2D-COSY) permitié la

localizacion del grupo carbonilo en posicion vecinal al carbono C-2, al observar el
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desplazamiento quimico y la multiplicidad de su protén geminal como un doblete de
dobletes centrado en 2.32 ppm. Al mismo tiempo, las constantes de acoplamiento
observadas entre los protones H-1 y H-2 (J1.; = 4.8 Hz) y entre los nicleos H-2 y H-3
(J2.3 = 13.77 Hz) confirmaron la estereoquimica trans para la fusién de la lactona
(figura 11). ‘

Figura 11.- Espectro de correlacion bidimensional homonuclear generada por ¢l
constituyente HV-IV-11, la 4"-desmetildesoxipodofilotoxina.
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La localizacién de las sefiales para los protones restantes de la porcién saturada de
este ciclolignano se realizo mediante el analisis de los cuadros de conectividad observados
en el espectro de RMN-'H bidimensional (figura 11). Los resultados de este analisis son

fos siguientes:

c).- El doblete de dobletes centrado en 2.21 ppm se asignd al proton H-4p
("49‘451 = 15,83 I‘IZ).

d).- El doblete de dobletes centrado en 2.48 ppm correspondiente al proton H-4a
(o3 = 5.3 Ha).

¢).- El multiplete que integré para un proton centrado en 2.56 ppm se asigné al

protén H-3 (J4.5 = 13.17 Hz; J3.4p = 5.3 Hz J3.195 = 7.35 H2),

£).- Un doblete de dobletes centrado en 3.97 ppm correspondié al protén H- 10a

del anillo de 1a lactona.

g).- Por altimo, un doblete de dobletes centrado en 3.43 ppm se asigné al protos

H-10p de la lactona.

Estas constantes espectroscpicas permiticron proponer la estructura de esta
compuesto bioactive como la 4'-desmetildesoxipodofilotoxina, cuyas propiedades fisicas
correspondieron perfectamente con las descritas en la literarura para el agente citotoxico

aislado de Polygala macradenia (Hoffman et al,, 1982).
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5.2.2.3.- Caracterizacion del compuesto HV-IV-3A (B-apopicropodofilina).

El compuesto de mayor polaridad aislado de 1a mezcla HV-IV-M3 y principal
constituyente responsable de la actividad biologica demostrada por esta mezcla de

lignanos present6 las siguientes sefiales espectroscopicas y espectrométricas:

1.-Su formula molecular de C;,H,007 se caleulé mediante la espectroscopia de
masas & partir de su i0n molecular (M*, m/e 396.20), el cual representd el pico base del
espectro (figura 12). La diferencia de dos unidades de masa atomica con respecto a la
desoxipodofilotoxina (Cy3Hp70) indicd que se podia tratar de cualquiera de las tres

apopicropodofilinas que se obtienen por deshidratacion de la podofilotoxina.

HV-IV-3A
100}
oM OMe
Ne

B AL S+ i+
00] m/e ABUND.
o] Mt 396,20 100
40] Mer 397200 24
20] Mez 39820 3
e sn'%v RS T 548 T B6B T E8® T €0 T €z6 T Ede

Figura 12.- Espectro de masas generado por la B-apopicropodofiling aislada de la
fraccion activa de Hyptis verticillala,
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2.- El espectro de infrarojo generado por este constituyente permitio proponer la
estructura de Ia B-apopicropodofilina 2 través de la absorcién para el carbonilo de la
butendlida en 1754 em™! (Schrecker y Hartwell, 1958), Esta proposicion se confirmé
mediante el anilisis del espectro obtenido por RMN-!H (Espectro 7) de la siguiente

manera;

a).- El desplazamiento paramagnético observado para todos los protones de los
anillos B y D, apoy6 esta propuesta estructural. Por otra parte, Ia ausencia de los protones
H-2 y H-3 produjeron una simplificacion en la multiplicidad de los protones H-1, H-4 y H-

10 en comparacidn con las sefiales observadas en el espectro del compuesto HV-IV-IL

b).- El proton H-1 presenté un desplazamiento a campos bajos entre 4.87 y 4.79
ppm, debido a la presencia de la doble ligadura de las posiciones C-2 y C-3, ademas de sus

caracter doblemente bencilico.

¢).~ De manera semejante, los protones de la posicion C-4 cuya seiial se observa
como un doblete de dobletes presentaron un desplazamiento quimico de 3.84 ppm (H-4e)

y de 3.69 ppm (H-4p),

d).- Las sefiales que se observaron como un doblete de dobletes, correspondientes

a los protones de la posicién C- 10, mostraron un desplazamiento entre 4.87 y 4.79 ppm.

¢).- Los protones del grupo metilendioxi de las posiciones C-6 y C-7, se

observaron como una sefial simple ancha con un desplazamiento quimico de 5.95 ppm.

f).- La presencia de una seiial como singulete correspondiente al grupo metoxilo de
la posicion C-4' centrada en 3.79 ppm, la cual sustituye al grupo hidroxilo observado en la
estructura de la 4'-desmetildesoxipodofilotoxina.

ESTH TS

A
SALR DE LA bisOTEGH



80

3.- El efecto cotton positivo a 287 nm y negativo a 274 nm establecid la

configuracion absoluta para el centro guiral C-1 como R {Ayres y Loike, 1990).

4.- En el espectro de RMN-13C (Espectro 8) obtenido para el compuesto HV-IV-
3A también se observd un desplazamiento paramagnético de las sefiales C-1, C-2, C3 y

C-9 al compararse con las sefiales de la 4'desmetidesoxipodofilotoxina:

a).- La seiial para el niicleo C-1 se abserva centrada en 42.71 ppm, en tanto que

para la 4"-desmetildesoxipodofilotoxina se observa en 32.4 ppm.

b).- Las seiiales correspondientes a los carbonos C-2 y C-3 se observaron en
123.74 ppm y 157.3 ppm. Para el constituyente HV-IV-II se presentan centrados en 46.88

ppm y 40.00 ppm, respectivamente.

c).- El desplazamiento para la sefial del carbonilo en la posicion C-9, se encuentra
en 166.10 ppm, de manera semejante al valor observado para los lignanos con un niicleo

estructural de arilnaftaleno.

El conjunto de las propiedades fisicas y espectroscopicas para este constituyente
bioactivo correspondieron con los datos descritos en la literatura para la

B-apopicropodofilina (Gensler ef al., 1971).

5.2.2.4.- Caracterizacion del compuesto HV-IV-3B (Isodesoxipodofilotoxina).

Este constituyente se aislo como un sélido cristalino blanco. La espectrometria de
masas permitié calcular su formula molecular como C,yH»70. observandose una
abundancia relativa del 100% para el ién molecular de m/e 398. Esto sugeria que podia

tratarse del lignano desoxipodofilotoxina. Sin embargo, la ausencia de actividad biologica
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demostrada por este compuesto (BST, LCsq > 500 ppm; P-388, EDsg > 20 pg/ml) indico
que se trataba de uno de los posibles diasteroisomeros inactivos de dicho producto

natural,

Las caracteristicas espectroscopicas del compuesto HV-IV-3B fueron similares a
las observadas para el lignano HV-IV-II (4'-desmetildeoxipodofilotoxina). El espectro de
RMN-H presenté una sefial adicional que integré para tres protones y que se asigné a un
grupo metoxilo centrado en 3.79 ppm, correpondiente al sustituyente en la posicion C-4'
del micleo de ariltetrahidronaftaleno. El efecto cotton positivo observado en 287 nm
seguido de un efecto cotton negativo en 271 nm establecieron la configuracion abseluta de

R para el nucleo quiral C-1.

El empleo de Ia RMN-'H bidimensional (C4Dg) permiti6 realizar la asignacion de
los desplazamientos quimicos observados para cada uno de los protones de la porcion

saturada de este lignano (figura 13):

a).- La interaccién frans diaxial entre el protdn H-2 que se observa como un
doblete de dobletes centrado en 2.64 ppm y el proton H-1 en 3.99 como una seiial doble
con un valor de constante de acoplamiento J = 11.4 Hz, permitié. proponer la orientacion
f3 para el grupo carbonilo que sustituye al nicleo C-2. Para el compuesto HV-IV-II en

esta posicion Ia orientacion es a.

b).- La interaccion frans diaxial entre el proton H-2 y el protén H-3, el cual se
observa como un multiplete centrado en 2.18 ppm con una constante de
acoplamiento J = 13.4 Hez, permitio establecer la orientacion o para el metileno de la
lactona que sustituye al micleo C-3. en contraste con la orientacion B de Ia

4'-desmetildesoxipodofilotoxina (figura 14).
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c).- El desplazamiento para cada uno de los dobletes de dobletes, correspondientes
a los protones del grupo metilénico en C-4, se observé centrado en 8 2.53 (H-4a) y 6 2.38

(H-4p) con un valor de constante de acoplamiento de Jy,_45 = 13.4 Hz.

d).- Los protones de las posiciones C-5 y C-8 presentaron el mismo

desplazamiento quimico (5 6.57).

g).- Los protones del metilendioxi de las posiciones C-6 y C-7 generaron una seiial

doble centrada a 5.58 ppm.

Este analisis espectroscOpico permitio identificar al constituyente HV-IV-3B

aislado de la hierba martina como el lignano isodesexipodofilotoxina (Robin ef al., 1982).



Figura 13.- Espectroscopia bidimensional homonuclear correspondiente al lignano
Isodesoxipodofilotoxina aislado de Hyptis verticillata.
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Figura 14.- Constantes de acoplamiento calculadas para las interacciones entre los protones H-1, H-2 y H-3 del anillo
tetrahidronaftalénico del compuesto HV-IV-3B.
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5.2.2.5.- Caracterizacion del compuesto HV-IV-3C (Desoxipicropodofilina).

La purificacién de la tercera banda de la mezcla bioactiva HV-IV-M3 permitié el
aislamiento de un compuesto cuya formula molecular de C,,H;,0+ se calculd a partir de
su espectro de masas. La actividad larvicida marginal desarrollada por este compuesto
indico nuevamente la presencia de otro diasteroisomero de la desoxipodofilotoxina, La
resonancia magnética nuclear también presenté un espectro similar a los dos
constituyentes HV-IV-II (4-desmetildesoxipodofilotoxina) y HV-IV-3B (Isodesoxipodo-

filotoxina), previamente discutidos.

Una vez miés, el analisis de la resonancia magnética nuclear bidimensional
homonuclear permiti6 establecer la posicion vecinal del carbonilo de la lactona al centro
C-2 del niicleo de tetrahidronaftaleno. Las constantes de acoplamiento entre los protones

H-1, H-2 y 1-3 permitieron establecer la estereoquimica cis-{ para la lactona (figura 15):

a).- El valor obtenido para la interaccidn entre los protones H-1y H-2 fue de

I=3Hz

b).- El valor obtenido de la constante de acoplamiento observada entre los

protones H-2 y H-3 fue de J=9.6 Hz.

Este analisis espectroscopico permitié proponmer la estructura del compuesto

HV-IV-3C como la desoxipicropodofilina (Genslér, 1972).
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Figura 15.- Espectro de RMN-TH (COSY) generado por el constituyente HV-IV-3C.
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5.2.6.- Caracterizacion del compuesto HV-IV-4A [(-)yateina).

Este constituyente se aislé durante el fraccionamiento y la purificacion de las aguas
madres de la fraccion activa HV-IV. Su formula molecular se calculé mediante la
normalizacién del ion molecular observado en el espectro de masas y correspondit a
Cg3Hy404. Esta formula permitié calcular once grados de insaturacion y, por lo tanto,
sugeria la ruptura del enface entre el carbono C-8a y el carbono C-1 del nacleo de
tetrahidronaftaleno. Esta propuesta estructural se fundamento al obtener en el espectro de
masas los picos comespondientes a los cationes tropilios resultantes de las rupturas
bencilicas del anillo A y del anillo B, las cuales generaron los fragmentos nve 135 y 181,

Este tltimo como el pico base del espectro de masas (figura 16),

El analisis de la RMN-!3C confirmé Ia propuesta estructural de diarifbutirolactona
para este lignano mediante la presencia de un metino aromitico adicional a los tres que
normalmente estin presentes en los espectros generados por los tetrahidronaftalenos y
cuyo desplazamiento quimico se observd en 8 120. Al mismo tiempo, se identificaron Ias
sefiales correspondientes para los dos grupos metilenos bencilicos en § 38.33 (C-5) y

37.73 (C-6) [figura 17].

El espectro de la RMN-'H (Espectro 5) veiifico una ves mas la estructura
asignada a este constituyente, al observar en primer lugar el desplazamiento del proton
H-1 por arriba de 4.5 ppm y, por otra parte, la mayor multiplicidad que éste presenté en
forma de un doblete de dobletes. Tanto las propiedades fisicas, como el total de las
constantes correspondieron a la (-)yateina, uno de los lignanos aislados de las especies

Hernandia ovigera y Piper cubeba (Tanoguchi e al., 1991; Bharathi ef al., 1985).



88

Los cuadros 14 y 15 muestran los valores de los desplazamientos quimicos
observados para los lignanos ariltetvahidronaftalenos (HV-IV-L, -3A, 3B y-3C) y la
diarilbutirolactona (HV-IV-4A).

Figura 16.-Iones tropilio (n1/e) generados en el espectro de masas por el constituyente
bioactivo HV-IV-4A aislado de Hypiis verticillata. ’
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Figura 17.- Seiiales correspondientes a los grupos metilenos bencilicos observadas en el espectro de RMN-13C generado por la
(-)yateina.
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Cuadro 14 - Valores de los desplazamientos obtenidos en la RMN-1H para los protones
de los lignanos con miicleo estructural de tetrahidronaftaleno y la diarilbutirolactona (7)

(ppm).
Proton | HV-IV-II* | HV-IV-3A% | HV-IV-3B" | HV-IV-3C* |  HV-IV-4A®
multiplicidad

H-1(d) 4.5 4.85 3.99 437 (H-6,dd)€ 2.91
H-2 (dd) 2.33 - 2,64 3.24 (H-2) 2.49-2.60

H-3(m) | 255 - 218 3.04 (H-3) 2.49-2.60
H-4q (dd) 248 3.84 2.53 287 (H-5)
H-4p (dd) 221 3.69 238 245 2:49-2.60

H-5 (s) 6.56 6.72 6.60 6.67 (H-2) 6.45

H-8 (5) 6.55 6.63 6.60 6.59 H:5)6.71

H-8a (s) - - - - (H-6)6.48
H-10x (dd) 3.97 4.87 4.60 445 (H-40) 4.18
H-10p (dd) 342 482 3.63 3.08 (H-4p)3 8
H-1] (dd) 5.52 5.95 558 5.93 (H-7)5.93
H-2',6'(5) 6.60 6.37 6.57 6.34 (H-2"6")6.35
OMe-3",5' 3.59 3.78 3.54 378 (OMe-3"5") 3.83

OMe-4' - 3.79 3.79 383 (OMe-4") 3.83

OH-4'(s) 8.08 - - - -

a: 300 MHz, CDCl,, TMS.
b: 300 MHz, C;D,, TMS.
¢ Posicion en el nitcleo de diarilbutirolactona.

0
{ )
[+

HV-IV-II: R, = OH.
. 3A,-3B, -3C: R, = OMe.

MeO OMe
OR,
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Cuadro 15.- Valores de Desplazamiento obtenidos en la RMN-13C para los lignanos con
nucleo estructural de ariltetrahidronaftalenos y la diarilbutirolactona (7) (ppm).

Carbono | HV-IV-I | HV-IV-3A | HV-IV-3B | HV-IV-3C |  HV-IV-4A°
-1 32.40 4271 40.13 32.08 (C-6)°37.73
c2 4688 | 1237 48.71 4636 (C-2) 47.43
C-3 44.00 157.33 46.70 45.30 (C-3) 41.00
c-4 3234 29.18 32.99 32.03 (C-5) 3833
C-da 13124 12961 127.72 130.38 (C-1') 133.45
C-5 109.36 109.52 108.40 108.76 (C-2) 108.25
c-6 146.76 147.24 146.79 146.79 (C-3) 147.84
c-7 146.45 147.03 146.63 146.69 (C-4') 146.32
c-8 110.26 107.74 109.96 109.81 (C-57) 108.71
C-82 13121 128.11 132.23 128.22 (C-6) 121.47
C-9 174.44 166.10 175.28 178.31 (C-1) 178.43
C-10 7126 70.98 70.94 72.72 (c-a)° 71.16
C-11 1008 101.30 101.09 100.95 {(C-7)101.04
C-I' 136,05 138.29 138.65 138.13 (C-1")133.45

c26 | 10820 105.55 106.49 104.87 | (C-2'6")106.14
c3s | 14767 153.22 153.08 153.28 | (C-3".5")153.17
c-4 128.79 137.00 136.67 136.67 (C-4" 137.61
OMe3.5 | 5607 56.13 56.24° 56.17 | (OMe-3",5") 56.07
OMe-4' - 60.75 60.84 60.84 (OMe-4") 60.84

a.~Lignano (-)yateina con micleo estructural de diarilbutirolactona (7).

b.~Posicion en el nicleo de diarilbutirolactona.
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6.-CONCLUSIONES.

1.- La investigacion quimica del conéenido metabélico la planta medicinal Hyptis
verticillata Jacqs. demostrd Ia presencia de un alto rendimiento de lignanos relacionados
con la podofilotoxina, un compuesto con una poderosa actividad citotoxica. Por lo tanto,
el presente estudio evidencid el potencial anticancerigeno de esta especie como una fuente
alternativa de derivados de la podofilotoxina.

2.- La aplicacién de los bioensayos sencillos para el monitoreo de la actividad
citotdxica durante el fraccionamiento cromatogrifico del extracto cloroformico (P-388,
EDsg = 0.3 pg/ml; BST, LCsp = 13.4 pg/ml), fue decisivo para la deteccién de los
constituyentes bioactivos presentes en esta planta medicinal. Se observd una correlacion
de aproximadamente 1x102 entre la citotoxidad (EDsp) para los cultivos celulates de la
Jeucemia de muridos P-388 y la toxicidad (LCsp) para fas larvas de Arfemia saling. De
esta manera, el fraccionamiento biodirigido de Hyptis verticillata condujo al aislamiento
de un nuevo lignano citotoxico (P-388, EDsg = 4 pg/ml) con un esqueleto estructural de
arilnaflaleno, el cual se caracterizé como la S-metoxideshidropodofilotoxina (HV-1V-
3Dy).

3.- El monitoreo de la actividad citotoxica a lo largo de los procedimientos de
aislamiento permitié la purificacién y caracterizacion de ocho lignanos bioactivos
adicionales, de los cuales el éter metilico de la deshidro-B-peltantina (HV-IV-3E; P-388,
EDsp = 1.8 pg/ml) se detecté por vez primera como un producto natural. Los otros
lignanos adicionales que fueron identificados son: la deshidropodofilotoxina (HV-IV-I), la
deshidrodesoxipodofilotoxina (HV-IV-3Dy), la (-)yateina (HV-IV-4A), la 4'-desmetil-
desoxipodofilotoxina (HV-IV-1), 1a isodesoxipodofilotoxina (HV-IV-3B), la desoxipicro-
podofilotoxina (HV-IV-3C) y Ia f-apopicropodofilotoxina (HV-IV-3A).
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4.- El alto rendimiento de los lignanos relacionados con la podofilotoxina, en la
hierba martina, permite justificar algunas de las propiedades medicinales atribuidas a esta
planta. En especial, las propiedades antisépticas de las infusiones preparadas con esta
planta pueden claramente asociarse con la actividad antimitética demostrada para los
lignanos con esqueleto de ariltetrahidronaftaleno. De la misma forma, sc justifica su
utilizacion popular como antiparasitario y antihelmintico por algunas poblaciones
indigenas de Oaxaca.

5.- Los resultados de las evaluaciones biologicas, i.e. actividades citotoxica,
antimitética y antimicrobiana, corroboraron que los lignanos con un nicleo estructural de
ariltetrahidronaftaleno presentan un mayor potencial de actividad biclogica de interés en la

terapéutica del cancer.
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Espectro No. 1.- Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto HV-IV-1 (Deshidropodofilotoxina).
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Espectro No. 2.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-IV-1 (Deshidropadefilotoxina).
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Espectro No. 3.- Resonancia Magnética Nuclear 1H del compuesto HV-IV-1I (4'-Desmetildesoxipodofilotoxina).
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Espectro No. 4.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto BV-1V-1] (4'-Desmetildesoxipodofilotoxina).
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Espectro No. 5.- Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto HV-IV-4A ([-]-Yateina).
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Espectro No, 6.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-TV-4A (-]-Yateina).
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Espectro No. 7.- Resonancia Magnética Nuclear 18 del compuesto HV-IV-3A (B-Apopicropodofilina).
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Espectro No. 8.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-IV-3A (B-Apopicropodofilina).
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Espectfo No. 9.- Resonancia Magnética Nuclear 1H del compuesto HV-1V-3B (Isodesoxipodofilotoxina).
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Espectro No. 10.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-IV-3B (Isodesoxipodofilotoxina).
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Espectro No. 11.- Resonancia Magnética Nuclear 'I1 del compuesto BV-IV-3C (Desoxipicropodofilina).

7 BpJ
A

Mel OMe
Me

302
4,372

3,830

4,456

4,425
ﬁj'
~3.897
Wt
~3.088
%, __~—3.988

—3.320

iy

=330

~3.362

—t—3,352

~—5,870
—8,508
~2,528
_‘;—2.471
2,455

i
| {J | g‘ e =
] A Y ..

SRR SN Rl R R A R M e R i s [ LAt Aaniasassainns eands eansions bbannabs ashetins bari s URARS (i tn CRRSERSLSRankN el los sl Fithssas
6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0 ppm 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 oom



Especiro No. 12.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-IV-3C (Desoxipicropodofilina),
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Espectro No. 13.- Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto HV-TV-3D; (5-Metoxideshidropodofilotoxina).
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Espectro No. 14.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-IV-3D (5-Metoxideshidropodofilotoxina),
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Espectro No. 15.- Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto HV-1V-3D, (Deshidrodesoxipodofilotoxina).
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Espectro No. 16.- Resonancia Magnética Nuclear 'H del compuesto HV-IV-3E (Eter metilico de Ia Deshidro-B-peltantina).
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Espectro No. 17.- Resonancia Magnética Nuclear 13C del compuesto HV-IV-3E (Eter metilico de 1a Deshidro-3-peltantina).
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CYTOTOXIC CONSTITUENTS FROM HYPTIS VERTICILLATA'
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Department of Medicinal Chemisiry and Pharmacognosy, College of PL. 1magy,
Usiversity of Wlinois at Chicago, Chitago, Wlinois 60612

ABSTRACT.—A new cytatoxic (P-388 ED,, 4 pg/ml) arylnaphthalene lignan has beecn
nohted fmm xhe Mexican mtdlcmal plant Hyptis verticillata (Lamiaceae) and characeerized as 5~
dophyllotoxin [1). Eight additional lignans were also obrained by bicactiviry-
directed fractionation. usmg the brine shrimp lethalicy test. Of these, the dchydro-B-peltatin
methy! ezher 2 (P-388 ED,, 1.8 pg/ml) is reported for the first time as a natural product isolare.
The othu bioactive compounds were identified as dehydropodophvyilotoxin {31,
dophyllotoxin [4], (~)-yatcin [5), 4'-demethyldeoxypod:phyllotoxin {6,
:sod:oxypodophyllomxm {7}, deoxypicropodophyliin {8}, and B~lpop:crop0danhyllm {9). Lach
of these compounds was evaluaced against a panel of cell lines comprising a number of human
eancer cell types {breasc, colon, fibrosarcoma, lung, prostate, KB, and KB V'] (3 multi-drag
resistant cell line derived from KB)) and murine lymphocytic Jeukemia (P-3R~). Lignans 1-4
showed marginal cytotoxic activity against the human cell lines rested. In cortrast, compounds
59 dtmonsmu‘d a general nonspecific activity comparable ta that of podophyliotoxin {12)
(ED,,, <10™ pg/m!). In addition, the antimitotic potential of these compound- was determined
in the sstrocytoma (ASK) assay. Finally, the plant was also shown to centain the Savonoid
sideritoflavone (KB ED,, 1.6 pg/mlyand the known pentacyclic triterpenoids uisolic, mashnic,
2a-hydroxyursolic, and oleanclic acids.

Hyprisverticillata Jacq. (Lamiaceae) is a bitter-aromatic herb wide v used by the rural
population in tropical regions of Mexico (1—4). The leaves of this medicinal plant,
populatly known as “hierba martina,” are used orally in che treatment of headache,
stomnachache, and gastroincestinal disorders (3-5). The whole plant is boiled and rubbed
for theumatism (2) and skin infections (4) and used as a bath for undiagnosed ailments
(1-5), Itisalso valued for its anthelmintic and cathartic properties (5). The only previous
chemical study of this plant has revealed the presence of two arylectzalin lignans, 4'-
demethyldeoxypodophyllotoxin {6] and B-peltatin {10), which accounted for the
antimitotic action of the H. rerticillata aqueous exteacts (6). Recently, organic extracts
derived from the aerial parts of this plant werefound todemonstrate strong antibacrerial
activity in qualitative assays (4,7).

As a part of our ongoing investigation on Mexican medicinal plants (8), we now
report the isolation and identification of a nove! arylnaphthalene lignan, 1. In addition
to the previously reported bioactive compound 6, seven other lignans were also obtained
as the cytotoxic constituents of H. vertirillata: three arylnaphthalene lignans, including
dehydro-P-peltatin methyl ether {2), dehydropodophyllotoxin (3}, and
deoxydehydropodophyllotoxin {41, a dibenzylburyrolactone, {~)-yatein {5], and three
compounds bearing an aryltecralin nucleus, namely isodeoxypodophyllotoxin {7},
deoxypicropodephyllin [8), and B-apopicropodophyllin {9]. To the best of our knowl-

'PaperNo, VIinthe series, "Chemicalstudieson Mexican Hyptis species,” and papes No. Ilin the series,
Bmlogmlly active nmlnl products from Mexican medicinal plants,”
de Fi ia, Escucla Naciona! de Ciencias, Bioldgicas, Insticuto Politéenica Nacional.
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1 R,=OH, R;=OMe 5
2 R,=H,R,=OMe

3 R,=OH,R,=H

4 R,=R,=H

edge, compound 2 is hitherto unreported from any natural source. However, it has been
obtained by dehydrogenation of B-pelratin B methyl echer [111(9).

RESULTS AND DISCUSSION

In an initial screening of plant extraces for biological activity, the CHCl;-soluble
extract of H. versicillata was found to have a noteworthy activity in the brine shrimp
lethality test (BST; LC, 1 3.4 pug/ml). This extract showed significant cytotoxicity when
tested with cultured mammalian cells (P-388, ED,, 0.3 pg/ml; KB, ED,, 0.4 pg/ml).
When this CHCI, extract was subjected to Si gel cc, one of eight combined fractions was
found to demonstrace significant cytatoxic activity (BST, LC,, 7.9 pg/ml; P-388, LDy,
0.1 pg/ml; KB, ED,,0.09 ug/ml). Bicassay-directed fractionacion of this active frac:ion,
using lerhality to brine shrimp as a monitor, yielded compounds 1-9. Table 1
summacrizes the activities of the toral sxrract, the bioictive fraction {pool IV), and the
cyrotoxic isolates 1-9 in the preliminary biological screening. Alsoshown in this table
is the cytotoxic activity of these samples with culeured P-338 cells. In gencral, P-388
cells were more sensitive to the cytotoxic effect mediaced by lignans 1.9, but the acrivity
did show a good correlation with that demonstrated in the BST.

Compound 1 exhibited a molecular formula of C,,H,,04, based v its hreims daca.
The uv absorption maxima at 268, 325, and 357 nm were a clear indication for che
presence of a naphthalene nucleus. The ir spectrum showed OH and carbonyl absorprion
at 3400 and 1763 cm”, respecrively. Consonant with the presence of a phenolic
function, the spectrum underwent a bathochromic shift on addirion of alkali. The 'H-
nmr spectrum of compound 1 was quite comparable to that obtained for dehvdro-f3-
peleatin methy! ether [2] (9). The only differences were the absence of the low-field

R, ?1

MeO' OMe
Ry
6 R,~R,=R,=H
9 R,=R,=H,R,=Mc, A’
10 R,=H,R,=OH,R,=Me
11 R,=H, R,=OMe, R,=Me
12 R,=OH,R,=H,R,=Me
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TaBLE 1. Screening for Cytotoxic Aczivity of Toral Exerace,
Bioactive Fraction IV, and
Pure Isolates 1-9 from Hyptis servicillala.

Sample BST* p-388°
CHQJ Extrace ... ... 134 0.3
PoolIV ...ovviinienns 79 0.1
N >500 4.0
2 i 434.7 1.8
I I 255.0 >5
S >500 >5
- 2 2.8 0.4
6 it 0.2 0.005
i 2 >300 >20
B 141.% 0.1
A 0.2 0.002
Podophyllotoxin® {12 ... 0.2 0.003

*Brine shrimp lechality test, LC,o Ig/ml.
*Murine lymphocytic leukemin; ED,, pg/ml.
‘Antitumor agent used as standard for companison,

singlet at 8 8.16, which was ascribed to the proton on C-4 of compound 2, «snd the
presence of a phenolic-OH proton resonance at & 9.58, which disappeared on addition
of D,0. Vcnﬁcanon of the pmposcd C-4 position for the OH group on lignan T was
provided by 'H-nmr nOe cxpenments As expected, any enhancement was observed for
the methylene protons of the lactone ring (8 5.34) on irradiation of the signal belenging
tothe MeO groupon the naphthalene nucleus (6 4.29). This result was in full agreement
with the placement of the MeO substituent at C-5. In addition, the H-8 proton (5 6.87)
showed reciprocal nOe’s with the singlet at & 6.48 for the equivalent methine protons
on ring C. Assignment of the '°C nmr (Table 2) of compounds 1 and 2 was achieved by
selective INEPT experiments (10). The unambiguous chemical shifts values obrained for
2 were used, together with the additive effects induced on the naphthalene nucleus by
the introduction of an OH group at C-4 (11), to assign the resonances of compound 1.
Accordingly, these spectral data provided conclusive evidence for the formulation of 1
as 5-methoxydehydropodophyllotoxin.

Known lignans, dehydro-B-peltatin methyl echer [2](9}, dehydropodophyllotoxin
{3] (12), deoxydchydropodophyllotoxin [4] (12), (—)-yatein {5} (13), 4'-
demethyldeoxypodophyllotoxin [6] (14), isodeoxypedophyllotoxin {71 (15),
deoxypicropodophy!lin {8)(16), and B-apopicropodophyliin [91(17), were alsu isolated
and characterized by comparison of physical and spectroscopic data (uv, ir, and "H-amr)

114



Qctober 1993] Novelo eral:  Consticuents from Hyptis

Taple 2, "'C-nmrSpecesa of Lignans 1, 2, and 6-9.

Compound
Carbon i
1 2 & 7 8 9
Cloviiiinnindd] 13203 139.96 32,40 40,13 3298 42,71
[0 12043 119.16 46.88 4B.71 46.36 123,74
[ 122.98 138.99 43.51 46.70 45.30 157.33
[ o RPN seee) 147.58 113.95 32.34 3299 32.04 29.18
Codt vavnnranans 116.00 128.92 131.20 121712 130.38 129.61
Ko S 130.55 135.62 109.36 108.40 108.76 109.52
TC6 i woad 13630 136,02 146.76 146.40 146.79 147.24
G T i) 24900 149.58 146.47 146.63 146.69 147.03
C8.iiinnnrenns 100.07 98.33 110.26 109.96 109.81 107.74
CBa,nnnnes sea] 13275 13047 131.20 132.23 128.22 128,11
CRiviviviiann] 16963 169.65 174.44 175.28 118.31 166.10
[o2{¢ BN 66.65 68.26 71.26 70.94 72.72 7098

TG aieieee., ] 10181 101.64 100.80 101.09 100.95 101.30
Cl' voiienean | 13028 13037 136.0% 138.6% 138.13 138.29

B o A N 107.18 107.18 108.29 106.49 104.86 103.55
G35 ... ] 15283 152.82 147.67 153.08 153.28 153.22
C4' vvennnna ] 13630 137.59 128.79 136.60 136,67 1372.00
3., 5°-OMe ..... 56.10 56.11 56.07 36,24 36.17. 56.13
{-OMe......... 60.90 60.13 — 60.84 60.84 60.7%
5OMe .ovinnsen 61.02 60.94 — — — —

“Measured az 75.4 MHz in CDC, (6 TMS=0).
*Assigaments confitened by SINEPT.
“Recorded in C,D~DMSO-d, t4:1).

with the literature values. Full assigaments of their C-nmr spectra were carried ot foc
their structural idenrificacion (Table 2).

The cytotoxic potential of isolates 1-9 was evaluated with a number of human
culrurad cell lines. As indicated in Table 3, rhe dibenzylbutyrolactone § and the
arylrerralinlignans 6-9 demonstrated general nonspecific cytaroxic activiey (ED, <1 02
pg/ml) comparable to that of podophyliotokin {121 (18). The intensicies of the cesponses
displayed by 6 and 9 were similar to each orher and approximately 10- to 100-fold more
intense than that demonstrated by the isa- and picroisomers, compounds 7 and 8,
respectively. As expected, the arylnaphralenes 1-4 were 100- o 1000-fold less aczive
cthan podophyllotoxin {12] because of the planar aromatized naphchalene ring shich
alters the conformation of che molecule significantly relative 1o 12. Compounds 1 and
2 showed only marginal cytotoxicity with the human cancer cell lines, and the most
intense activity was observed with the murine lymphocyric leukemia in ceil culrure (P-
388, EDy, 4.0 and 1.8 pg/ml, respectively).

In addition, demonstrable antimitatic activity was observed for all the isolares as
judged by the astrocytoma (ASK) assay (19). As summarized in Table 4, the dose
required (0.032 pg/ml) for compounds 6 and 9 to effect 1004% reversal conversion of
culrured ASK cells was camparable ca thar of podophyllotoxin [12]. Compound § was
less active, with an antimitotic activity of 0.16 pgiml. The ASK system activity of
lignans 14, 7, and 8 was in the concencration range of 0.8-100 p.g/ml (Table 4).

Finally, the aryleetralin lignans 6 and 9, as well as (~)-yarein [5), were found o
show strong inhibitory activity against Candids albicans at the concentrations of 6,.2~1.0
jrg/ml when examined by the standard ditution technique (8). This aceivity, which could
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TaBte 3. Evaluarion of the Cytataxic Potential of Lignans 1-9 from Hyptis verticillata and of Podaphyllotoxin {12].

c ) Fuman ccll line* ED, (pg/ml)
A431 BC-1 Col-2 HY KB KRB-VI LNGaP Lu-1 uzn 7R-75-1
D S 6.2 76 12.8 15.6 6.0 87 1i.6 117 163 >20
2. .. >20 29 3.2 34 22 4.2 3.2 4.3 5.9 >0
3. .. >20 15.2 8.9 97 3.0 13.0 1.7 10.6 >20 >20
4 - G2 >20 16.7 >20 14 >20 1.6 8.8 >20 >20
5. .| >20 005 0.08 0,07 .08 0.06 016 0.1 0.3 0.3
6. Q.08 © 001 0.03 0.01 0.0l 0.02 n.02 0.03 ot 2.1
7. e 6.2 17.5 8.9 0.7 6 ns 120 15.9 2.9 13.2
8.. ...l >20 21 0.3 0.2 0.1 0.7 02 0.09 0.1 0.6
9... . 43 0.001 0.01 0.003 0.05 006 0.01 0.002 0.001 2.0
12 ... 0.03 0.03 0.005 0.003 .08 0.06 004 0.008 0.004 0.4

_snlnpu.xd jeanien Jo reusnof

“Abbreviations: A431, epidermnid carcinoma; BC-1, breast cancer; Col-2, ¢olon cancer; HT, fihmsarcoma; KB, nasopharyngeal carcinoma; KB-VI,
vinblastine resistane KB; LNCaP, hormone-dependent prostate cancer; Lu-1, lung cancer: U373, 8

"Data for podophylfatoxin [12] were reported previously (18) and are listed here for comparison.

, ZR-75-1, horm

breast cancer.
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TasLE4. Evaluation of the Antimitotic Potential {ASK Assay)
of Puse Isolates 1-9 from H)peis verricillara.

Concencracion’ (pg/ml)

Compound
100 20.0 40 0.8 0.16 | 0.032 | 0.0064 {0.00128
Calchicine® ...... 100% | 100% | 100% 70% 0% 0% 0% 0%
Vincristine .. 100% 100% | 100% 100% { 100% 0% 0% 0%
Vinblastine' 100% | 100% | 100% | 100% { 100% | 100% 0% 0%
Maynansine® 100% { 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 0%

100% | 100% 0% 0% 0% 0% 0% NT
100% | 100% | 100% 0% 0% 0% 0% NT
100% | 100% 0% 0% 0% 0% 0% NT

100% 0% 0% 0% NT NT NT NT
100% 100% | 100% 100% 100% 0% 0% NT
100% 100% | 100% 100% 100% 100% 0% NT
100% 100% 0% 0% 0% 0% 0% NT
100% 100% | 100% 100% 0% 0% 0% NT
100% 100% | 100% 100% 100 100% 0% NT
100% 100% | 100% 100%¢ 100t 100% 0% NT

‘Percem:ge of reversal astrocyte formation

*Antimitotic drug used as scandard for comparison.

‘Not tested.

“Podophyllotosin used as an antimitotic lignan standard.

account for che antiseptic properties of the infusions prepared from H. verticillata, is
presumably due to the established anrimitotic activity of the podophyllotoxin lignan
series (20), and is consistent with the ASK activity obsetrved for the cytotoxic isolates 1—
9 in this study.

EXPERIMENTAL

GENERAL EXPERIMENTAL PROCEDURES.—Mp's, optical rotations, ir, ms, and nmr specira were
measured asdescribed prevmusl) (8). Sefective INEPT experimencs were performed on a Nicelet NMC-360
(90.8 MHz) specerometer. 'H-nmr nOe experiments were performed on a Varian VXR-300S insteument.

PLANT MATERIAL,—The acrial pares of H. serticillata were collected in San Juan Guichicovi, Qaxaca,
Mexico, in March 1986. A voucher specimen (MEXU-431167) is deposited at the National Herbarium,
Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auconoma de Mexico

EXTRACTION AND iSQLATION.— The air-dried, milled plant material (1.5 kg) was defacted exhaustively
by maceracion wich hexane, The residual macecial was excraceed with CHC, three times overnight. After
filtration, che sojvent was removed under high vacuum to yield 133.3 g of a dark-green resinous extract (KB,
ED,, 0.6 j1g’ml; P-388, ED,; 0.1 ptg/ml). The whole isolation procedure was directed by the brine sheimp
lethality tese (BST)(21). The crude exerace (BST, LC,; 13.4 pg/mi) was fractionaced by chromatography on
aSi gel (1 kg)column, usinga gradient of CHCI,-EtOAc in hexane and collecting 310 fractions of 500 ml
each. The elustes were combined, based on tlcsimilarities, into eight pools (I-VIIT)and assayed for coxicity.
Fractions 145-172 (pool V) wete raost toxic tobrine shrimp, with LC,ovalues of 7.9 pg/ml. Fractions 242
250 (poo! VIIYand 124~144 (pool 111) had LC,, values of 260 and 340 pug'ml, respectively, while fraccions
1~37 (poo! I3, 38+99 (pool I1), 178~189 (poal V), 210~241 (poo! VI), and 251-310 (pool VIII) had LCy,
values >500 pg/ml. A white precipitate was removed from bioactive pool IV (10 g; KB,, 0.09 pg/ml) and
subjected to preparative tlc with C,Hg-CHCI-MeOH (1:1:0,1), Three cleasly defined zones were located by
uv and separately eluced.

Zone 1 (R,0.14) comuned 54 mg of dehydtopodophyllatoxin [3). Zone 2 (R,0.42) afforded 36 mg
of 4'-demethyld in (6]. Zone 3 (R,0.57) was further putified by preparative ¢ [hexane-
CHC| ,-Me,CO (3.3.60,047)] o give 33.2 mg of B-apopicropodophyllin [9} (R, 0.37), 58.3 mg of
isdeoxypodophyllotoxin 7] (R,0.43), 56.6 mg of deoxy picropodophyllin {8} (R,0.56), 15 mg of dehydro-
B-peleatin methyl echer {2) (R, 0.64), and 16.3 mg ofa mixzure of compounds 1and 4 (R,0.61). The mather
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liquors of bioactive poo! IV (1 g, BST,LC,,0.1 pg/ml) were subjected to cc toafford 19.7 mg of add:z10nal
compound 1 and 20.5 mg of (~)-yatein {5] (R, 0.68).

In order to accomplish the resolution of the mixture of lignans 1 2nd 4, 14 mg of this mixture was
dissolved in CHCI, (1 m) containing 0.1 M NaOH (0.5 ml)and stirred ior 2 b. Then H,0 (2 ml) was ad ued,
and the mixture was extracted three times with CHCI, (1.5 ml each). The organic layer was washed with
H,0, dried over nahydrous Na,50,, and evaporated to afford 6.4 mg of pure compound 4. The aguesus
alkaline solution was adjusted to pH 6 with t N HCl and extracted with CHC, (2X 1.5 ml). The resulting
organic phase was dried 1o give an oily residue which was purified by tic to yield 5.8 mg of compound 1.

Pool 11l contained 16.] g of s mixture of oleanclic and urselic acids. Pool V afforded 150 mg of
sideritcflavone, 5,3"4 - trihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone (KB, EDy, 1.6 pag/mi). Pool VII left a tesidue
which was recrystallized from MeOH toyield 1.32 g of a mixture of maslinic and 2at-hydroxyursaolic arids.
All triterpene acids were identified by compariton of the physical and spectral data with those of authentic
material in our fles (22).

5-Methoxydebydropodaphyliotoxin {1} ~White needles, mp > 225° ec); uv A max (MeOH) (log €) 223
(4.52), 268(4.36), 325 (3.68), 357 nm (3.38); ir v max (KBr) 3400, 1763, 1614, 1382, 1465, 1448, 1251,
1199,1125,1089,1055,1035, 1022, 1004, 939 cm™*; 'H amr (CDC1,) § 9.58 (1H, 5, OH), 6.86(1H, s,
H.8),6.48 (2H, 3, H-2', H-6'),6.07 (2H, 5, -OCH,0-}, 5.34 (2H, 5, lactone-CH,), 4.29 (3H, 5, 5-OMe),
3.95(3H, 5, 4'-OMe), 3.82 (6H, 3, 3'-, $~OMe); VC nmr (CDCL,) see Table 2, ¢ims (70 eV) m/z {M+ 2)”
442 (5), IM+1]" 441 (26), (M]" 440 (100), 425 (28); hreims 440.1119 (calcd for CpyH,,0,. 40 1107)

Debydro-B-peltatin metbyl ether [21.—Mp 265-267° [lit. (9) mp 266-268°); spectroscopic data u+ . ir,
'Hrunr)cumpmble to literature values (9); Y C nmr see Table 2; eims (70 eV mz {IM+21"426¢5). iM - i
425 (24), [M]* 424 (100}, 409 (29), 394 (28), 379 (12,351 (5).

Debydropodopbyllotoxin [3).—White amorphous powder, mp 280°% spectrascopic data (uv, ir, < and
nmr) idencical to those reponed (12).

Deoxydebydropodophyllotoxin {4) —Colorless needles: mp 269-270°% speceroscopic data (uv, ir. ms,
nme) comparable to literature values (12).

Yarein [8).—Pale yeliow glassy solid: [2]D ~28.9° (r=0.4, CHCL,). It was identified by comparison
of the physical and spectral data tuv, ir, ms, nmr) wich those reported for yatein (13).

4'-Demerbyideoxypodephyliotonin (6} —White small cubic eryseals: mp 246-248°; [a)D — 1307 (=0.2,
CHCL,); spectroscopic data(uv, ir,ms) identical tothose previously reported (14); 'Hnmr(C‘D,)BB 00(iH.
5,OH),6.61 (2H,s, H-2',H.6'),6.56 (1H, 5, H-5).6.55(1H, s H-8), 5.52(2H, dd,-OCH,0-), 4.50 .1 H,
dJ=4.8Hz,H-1),3.98({1H.dd,/=7.1,10.6 Hz, H-10a), 3.59(GH,s.3"-,5'-OMe),3.42(1H,dd J=8.3,
10.6 Hz, H-10B}, 2.56 (1H, m, H-3), 248 (1H, dd, J=5.3, 15.9 Hz, H-4a), 2.32(1H, dd, J=4.8, 137
Hz, H-2), 2.21 (1H, dd, J=4.6, 1.9 Hz, H-4p3); YC ame ste Table 2. When compound 6 (10 mg) was
methylated with CH,N,, 9.5 mg of a product identical (mp, ms, nmt) to deoxypodophyliotoxin was
obrained (23).

lsadeoxypodophy tlotoxin [T).—White needles: mp 246-248° {lit. (15) 256-258°}, [a]D =38,5°
¢e=0.4, CHCl} 'H nmr (C,D,) 8 6.62 (2H, s, H-2', H.6), 6.57 (2H,5, H-5, H-8), 5.57 and 5.52 (2H.
s cach, -OCH,0-),4.15 {1H,dd, J=6.7, 8.0 Hz, H-10a),4.0] (1H,d, /=114, H-1), 3.79(3H.: 4"+
OMe), 3.60(1H, dd, J=8.0,11.3 Hz, H-10B), 3.56 (GH, 5, 3'-, 5-OMe), 2.75 (1H,dd, J=11 ... 15 4,
H-2),2.63 (1H,dd, J=13.0,13 4 Hz, H-4a), 2.49(1H, dd, J=4.5,13.0 Hz, H-48), 2.23 (H. m. H-
3); “'C nmr see Table 2; eims (70 V) mfz [M+2}" 400(4.3), (M+1] 399(24.8), (M]" 398 (100} 385 (10).

Deoxypicropodophyliin [B).—W'hite amorphous powder: mp 163-165% 'H nme identical to those
reported (16);"C amrsee Table 2 eims(70eVim/z [M+2)” 400(4.3), [M+ 11" 399(24.8), {M]™ 398(100)
383 (18).

B-Apepicrapodspbyllin [9).—White amorphous powder: mp 218° {lir. (17} 220-222°); {a)p +96.8"
(¢=0.5,CHCl,)uv A max (MeOH){log €) 250(3.8), 30E (3.6), 317 (2.7); ir v max (KBr) 3016, 2993, 2840,
1754,1619,1589,1506, 1485, 1463, 1385,1231,1181,1099,1036,940,902,869¢m ™", "Hnmr (CDCI,)
86.72(1H,s,H-5),6.63 (1H,3,H.8), 6.37(2H, 5, H-2', H-6'), 5.95 (2H, brs,-OCH,0-), 4.874.79 (3H,
m, H-1,H-10a and H-10P),3.84 (1H, dd, J=2.3, 27.8 Hz, H-4a), 3.79 (3H, 5, 4'-OMe), 3.78 (GH, s,
3'-, 5"-OMe), 3.74 (1H, dd, J=3.7, 27.8 Hz, H-4B); 'C nmr see Table 2; cims (70 eV) m/z (M~ 2]" 308
(3), IM+11" 397 (24), IM]” 396 (100), 395 (5), 394 (8), 381 (53, 379 (8), 351 (10), 337 (10).

Sideritofavone~Yellow crystals: mp 216-218° {lit. (24) 196-198°); identified by comparison of the
spectral data (uv, 'H nmr, ms) with those rcfomd for 5.3"A4'-trihydroxy-6,7,8-trimethoxyflavone
previously isolated from Sideritis leeantha (24); “C nmr (DMSO-,) 5 182.98, 164.99, 153.02, 150,63,
148.97,146.32,145.80,136.32,133.15, 121.93,119.84,116.79,113.74,106.67,103.13,62.65,62.23,
61.34,
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CYTOTOXICITY ASSAYS.—Extrce, fractions, and ds were evaluated for cytotoxic p as
described previously (8,25). The culture celi Imrs P- 588 human fibrosarcoma (HT-1080), human onal
epidermoid carcinoma (KB), human epidermoid carcinoma (A431), human hormone-dependent breast
cancer (ZR-75-1), prostate cancer (LNCaP), and the human glioblastoma (U373) were purchased from the
Ametican Type Culture Colleceion. The multidrug-resistanc cell line KB-V1 was developed from KB celis
byt with sublethal doses of vinblastine over an ded period of time. Other human cancee cell
cypes, which include breast (BC-1), colon (Col-2), and lung (LU-1) cancess, were established from primary
human tumors in che Specialized Cancer Center, University of lllinous Coliege of Medicine at Chicago.

ASTROCYTE FORMATION ASSAY (ASK).—Pute eptotoxic lighans wete evaluated for antimitotic poten-
tial using cultured rat glioma (ASK) cells essentially by the procedures reported by Swanson & /. (19).

ANTIMICROBIAL ASSAY.—Pure compounds were evaluared for quantitative ancimicrobial activity
against C. albicans (ATCC 10231) by che dilution technique (8). A solution of the tesc compound (0.5 ml,
1 mg/mi) dissolved in MeOH-H,0(1:1) was added to 4.5 ml of glucose (2%)-Sabouraud broch. Doubling
serial dilutions were aseptically prepared from this broth with concenteations tanging from 10060 0.2 g/
ml, Each dilution was inoculated with 10 1 of a suspension of C. albicans to a final concentration of 107/
ml. After overnight incubation at 28° the minimum inhibirory concentration was determined.
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