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I.INTRODUCCION



El cancer es un reconocido problema de satud pubiica a nivel mundial
debido a sus aitos niveles de incidencia. indice de mortalidad y notable impacto
econdmico y social (Registro Nacional del Cancer 1991). Mundialmente se
encuentra entre las cinco principales causas de mortalidad, sélo precedida por
1as enfermedades cardiovasculares. En México, segun las estadisticas. el cancer
es responsable de aproximadamente 11% de la mortalidad (Fernandez 1983).
Para combatir este importante problema de salud pubtica, la ciencia dispone de
tres herramientas: la cirugia, o radioterapia y ia quimioterapia, las cuales
frecuentemente se prescriben combinadas.

Durante las ditimas décodas se ha desarmollado a nivel mundial una
intensa investigaclon tendiente a la blsqueda de agentes anticancerigenos de
diverso origen, tanto sintético, como natural. Las sustancias presentes en la
naturaleza han constituido tradicionclmente una importante fuente de farmacos,
ya gque un 25% de los farmacos prescritos provienen de sustancios obtenidas o
portir de plantas supericres (Hikino, Wagner y Farnsworth1989). En particular la
busqueda de agentes antineoplidsicos a partir de fuentes naturales ha
proporcionado resuitados relevantes, ya que NUMerosos agentes
anticancerigenos de origen natural estédn actualmente en uso (Boyd 1992).
Afortunadarnente. 1a quimioterapia favorece la prolongacion y aumento de la
calidad de vida. e incluso la cura de un 50 a 75% de pacientes que padecen
ciertos fipos de cancer (Boyd 1992).

Actualmente existen cinco productos naturales de origen vegetal que son
utiizados como prototipos farmacéuticos anticancerigenos con  aplicaciéon
clinica, que son los siguientes: los alcaloides vinblastina (1a) y vincristina (1b),
aislados a partir de Catharantus roseus (Apocinaceae), empleados en el
tratamiento de leucemias. Un lignano: la podofilotoxina (2), obtenida a partir de
Podophylum peltatum y P. emodii (Podophyllaceae), empleada en el tratamiento
de cdncer pulmonar testicular. leucemias y linfomos. Otro  alcaloide: la
camptotecina (3), extraido de Camptoteca ccuminata (Nyssaceae). Un
diterpencide: el taxol (4), aislado principalmente de Taxus brevifolia (Taxaceas)

empleado en tratamientos de cancer de pulmdn, ovario y mama (Cragg 1994).
Figura 1.



Debido al origen y naturaleza tan diversa del cancer. y a la accién tan
especifica de los farmacos, se hace necesaria una constonte busqueda de
nuevos agentes. En éste campo. las investigaciones quimiotaxondmicas
representan una alternativa muy fructifera, que conduce a plantear el estudio
quimico-biolégico de las plantas presentes en nuestro pais relacionadas
flogenseticamente con aquellas que han proporcionado los prototipos
farmacéuticos. En particular, en el presente trabajo se abordaran las taxdceas,
para generar conoclimiento ocerca de éste grupo de vegetales,
especificamente sobre sus constituyentes quimicos, en la busqueda de andlogos
del taxol (4).
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Figura 1.- Prototipos farmacéuticos ontlcancengenos de origen vegetal
con aplicacién clinica (Cragg 1994).



1H.OBJETIVO



El presente trabglo se enmarca en una drea de investigacion
multidisciplinaria que tiene como objetivo general la generacidn de
conoclmiento en el area quimico-bioldglca referente a las plantas de México. la
cual se cultiva desde hace varias décadas (Delgado 1994, Delgado 1996, Matay
Delgado 1991). En éste proyecto se estudiard ia especie Taxus globosa, debido o
que representantes de éste género, como T. brevifolia y T. baccata han
proporcionado prototipos farmacéuticos anticancerigenos que han  tenido
notable éxito en su aplicacién clinica (Cragg 1994).

De acuerdo con lo anterior, éste frabajo de Investigaciéon plantea los
siguientes objetivos particulares:

Recopllacion y andlisls de informacion botanica existente referente a
Taxus globosa que nos permita la identificaclon de las caracteristicas

morfolégicas, habitat y ubicacion de las princlpaoles poblaciones de ésta
especie.

Recopilacion de la Informaclién referente a los constituyentes quimicos
de algunas especies de Taxus que se han analizado en el mundo.

* Ublcacidn y coleccidon del materlal vegetal.

Extraccion, aislamlento y purificacion de 1os metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en este material, con énfasis en los metabolitos
secundarios andlogos al taxol.

. Eluclc_icclén estructural de los compuestos aislados, mediante la

recopllacion y andlisis de los datos espectroscdpicos y espectrométricos.



IHI.ANTECEDENTES



La clasificacién taxondémica de la especle vegetal en estudio es la

sigutente:

Reino:
Divisién:
Clase:
Orden:

Familia:

Plantae
Pinophyta
Conliferopsida
Taxales

Taxaceae

La familia Taxaceae comprende los géneros Taxus y Torreya.
Dentro del género Taxus se Incluyen 12 especies (Rushforth,1987):

Taxus baccata (Linnasus) Taxus canadensis (Marshall)
Taxus marlel (Lemee & Leveills) Taxus floridona (Nuttadl & Chapman)
Toras cLspidata @etoid & Zuceanni) Taxus brevifolia (Nuttail)

Taxus walllchlana uccarini) Taxus globosa (Schlechtendal)

Taxus chinensis (Pliger)

Taxus x media (Rehder)

Taxus yunnanensis (Cheng & LK Fu) Taxus x hunnewelliana (Rehder)

El emplec de las especies de éste género por el hombre, ha sido muy
amplio desde la antigledad. aunque la informacién disponible es fragmentaria
G. Appendlno (Appendino 1993) ha realizado una descripcldon muy completa



sobre los usos de Taxus, principalmente en Europa. De ésta descripcion se
mencionardn a continuacién algunos usos a través de la historia.

Taxus ha sido llamado el arbol de la muerte, y en la antigliedad era muy
conocida su naturaleza toxica, la cual es mencionada en la literatura griega vy
latina. Julio Cdsar (100-44 a.C.) lo menciona en el sexto libro Commentarii de bello
galiico, sobre las guerras gdlicas, donde e! jefe de una tribu Celta prefiere
suicidarse con un veneno preparado de Taxus antes de rendirse a los romanos.

Et sablo romano Plinio el viejo (23-79 d.C.)asocia la etimologia de Taxus con
1toEov (toxon: veneno). De acuerdo con el naturista griego Discorides (40-90 d.C.).
ésta planta emitia humos venenosos, y comer o dormir bajo eila podia provocar
la muerte. Esta creencia debe estar relacionada con la elevada produccidon de
polen, ya que por su abundancla que llega a formar una nube amarllla. En la
literatura se encuentran repetidas menciones del Taxus con fines téxicos, a éste
respecto es mencionado por Virgilio, Shakespeare y Agatha Chiristle.

En la tradicién Celta éste era un arboi sagrado, muchos objetos religlosos
eran elaborados a partir de la madera de Taxus. De su madera se elaboraban
arcos Y flechas, ya que se pensaba que el veneno estaria en éste material. La
madera de éste arbol es muy fuerte. y resistente a la infestacion de insectos.
Tamblién se ha utllizado para elaborar instrumentos musicales y objetos artisticos
(Appendino 1993). ’

Existen numerosos hallazgos de lanzas prehistdricas de Taxus. fas cuales
datan de cerca de 50,000 arnos, y en diversos hallazgos arqueolégicos se han
encontrado objetos elaborados a partir del tejo.

Sin embargo., los usos medicinales de éste vegetal han sido
comparativamente restringldos, probablemente debide a la alta toxicidad que
presento. El emperador romano Claudio (10 a. C. - 54 d.C.) recomendd en el
senado romanoc  un antidoto de Taxus para mordeduras de viboras. En el siglo



XVl era considerado como antimald@rico y antirreumdtico; también hay indicios
de haber sido recomendado como ténico cardiaco. En el siglo XIX fue utlizado
como antiasmdatico, antiinflamatorio, contraestimulante. contra  neumonias,
depresivo del sistema nervioso central. Ademas se conoce que una coccién de
las hojas de éste arbol podia servir como abortivo (Appendino 1993).

No existe informacldn escrita disponible sobre usos medicinales de Taxus
en América. En nuestro pais  Taxus globosa se emplea como maderable,
omamental y curtiente.(Zamudio 1992).

Distribucién Geogrdafica del género Taxus

La distribucidn del género Taxus se restringe al hemisferio norte y Nueva
Caledonia, En México sdlo se reglstra la existencia de una especie: Taxus globosa.
En la tabla 1 (pégina 10) se enlistan las especies del género Taxus, su distribucion y
algunas sinonimias (Rushforth 1987, Hils 1993).

Las relaciones de la flora de las zonas montafiosas mexicanas con las del
este de Norteamérica son las que mas han llamado la atencién de los botanicos,
tal hecho obedece principalmente a la naturaleza discontinua de [a distribucion
geografica de los elementos que establecen ésta dfinidad, por lo general son
especies ampliomente extendidas a través del bosque caducifolio del oriente de
Estados Unidos que aparecen esporadicamente en sitios més humedos de las
cadenas montafiosas de México. Estas especies son frecuentes, aunque no
exclusivas de la Slerra Madre Oriental y de la Sierra de Chiapas, muchas llegan
también a Guatemala; en su gran mayoria son componentes del bosque mesofilo
de montana. Rzedowsky menciona a Taxus globosa come uno de los taxa que
posee en ! este norteamericano un vicarlante estrechamente emparentado:
Taxus floridana (Rzedowsky 1978).



Descripcién botdnica de Taxus globosa

Taxus globosa Schledl. Linnaea 12:496 1838. T. baccata ssp. globosa
(Schlechdi) Pilger, Pflanzenreich 18 (V, 5) 114, 1903

Se trato de un arbol bajo o arbusto, perennifolio. de 6 a 12 m de alto;
tronco erecto, de 30 a 50 cm de didmetro, muy ramificado, las ramas son al
principio algo ascendentes, pero después desclenden y las ramillas son
colgantes, formando una copa redondeada o extendlda, corteza escamosa, de
color café claro, se desprende en fragmentos cuadrados o rectangulares de
unos 3 a 4 cm por lado. La corteza de tas ramas es mdas o menos lisa, de color
café claro, las ramillas son también cafés y conservan las bases en donde se
insertaban las hojas que han caido. los renuevos son de color verde claro: ias
hojas jovenes, distribuldas en espiral, mas tarde se disponen en forma distica o
subdistica por la torsion de! peciolo, aplanadas, lineares a linear lanceolada.
‘ligeramente falcadas, de 1.59 a 3.5 cm de largo. por 2 a 2.5 mm de ancho, dplce
agudo, acuminado, base angostada en un peciolo corto, margenes ligeramente
Involutos, una sola vena media engrosada, hojas verde oscuras en el haz y mdas
claras en el enveés; estrdobilos masculinos axilares ubicados en la parte inferior de
las ramillas, solitarios © rara vez agrupados en espigas apretadas de 2 a 4,
formados por ¢ a 14 microsporanglos con filamentos cortos. escama de la antera
peltada, con 3 a 8 sacos polinicos péndulos, estrébilos femeninos solitarios en las
axilas de las hojas, dispuestos en la parte posterior de las ramas, rodeados por
varlas brécteas membranosas, verdes con el margen escarioso; semillas ovoides,
de 6 a 7 mm de largo por 4 mm de ancho, cubiertas parcialmente por un arilo
rojo carnoso, maduran el primer afo. Crece en el fondo de canadas humedas
con bosque mesdfio de montania, bosque de Pinus patula, bosque de Abies
religiosa. Alt, 1000-2850 m y bosque mediano subperenifolio con Quercus y/o Pinus
que ocupa las laderas entre 1500 y 2800m de altitud. Fiorece de diclembre a
febrero, y las semillas maduras se encueniran de septiembre a noviembre. Se
distribuye a lo largo de la Slerra Madre Oriental y la Sierra de Judrrez de Qaxaca,



Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro. Hidalgo, Veracruz. Oaxaca,

Chiapas y Centroamérica (Zamudio 1992).

En el mapa de la figura 2 se muestra la distribucidn aproximada de la
ubicacién de las principales poblaciones de acuerdo a las colectas registradas
en el Herbario Nacional (Jardin botanico, Institutoc de Biologia de la UNAM) ésta
informacién ha sido complementada con datos obtenidos de la literatura.
(Zamudio 1992).

En algunos estados de la republica se emplea éste arbol como maderable,
ornamental, curtiente y para elaborar carbén, como se menciond anteriormente
(Zamudio. 1992).

A pesar de que algunos autores han ubicado a T. globosa como una
subespecie de T. baccata, en la actualidad se considera a las especies
americanas como entlidades Independientes de la europea 1. baccata; T.
globosa se distingue por sus hojas mds largas y delgadas, agudas, claramente
falcadas y por la semilla ovolde mas gruesa. Las diferencias en habitat y el
aislamiento geogrdafico refuarzan su separacién (Zamudio 1992).

Los nombres comunes registrados para Taxus globosa en nuestro pais son:
romeriilo, palmira y tiatsca! Zamudio 1992).

Importancia del estudio de las Taxaceas

El estudio fitoquimico de las taxdceas se inicid por la conocida toxicidad
de Taxus baccata. Las hojos del tejo son téxicas para todos los anlmales, la dosls
letal es de 0.5 g/Kg en animales monogdstricos y 5g/Kg en rumlantes. Existen
registros muy antiguos de éste género donde es considerado como “el arbol de
la muerte”, como se menclond previamente (Appendinc 1993). Esta toxicidad es
debida a una mezcla de alcaloldes, conocidos genéricamente como taxings.



Hasta el momento sdlo se conoce la estructura de la taxina A (5) que constituye
30% de la mezcla y la taxina B (6) que representa aproximadamente 2%. Las
taxings interfieren en el sistema cardiaco de conduccidén causando bradicardia y
arresto del corazéon en didstole. EIl mecanismo de accién aldn no es bien
conocldo, pero se sabe que las taxinas alteran el intercambio de lones en los
canagles de calcio, actuando en un sitio de recepcidn especifico (Appendinc
1993).

Taxina A (5)

Taxina B (6)
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Especie Distribucidn Sinonimias

spp. Cultivadas: Adpresa,
Amerfoord, Dovastoniana, Fructo-
futeo. Nanda, Repandens.
Semperaures, Washingtonlii

Ingiaterra, Irdn,

Taxus baccata
Europa. Africa

Alaska. T. baccata var brevifolia

Taxus brevifolia
Norteamérica

Taxus cuspidata Japdén. Ching T. cuspldata var nana

Yunan, Tibet,

Taxus yunnanensis
Sichuan, India

T. wallichiana var chinensis

Taxus chinensls China
Taxus globosa México T. brevifolla var globosa
Cconado

Taxus conadensis

Taxus wallichiana China, Fillpinas

Taxus floridang Florida T. brevifolia var floridana

T. celebica, T. speciosa,

Indonesia
T. sumatriensis

Taxus moirei

(T. baccata x I. cuspidata)

Taxus x media

(T. canadensis x T. cuspidata)

Taxus x hunnewelliana

Tabla 1.- Distribucién geografica del genero Taxus (Rushforth,
1987).



Taxol

A partir de los afios sesenta, en un estudio realizado por el Cancer Chemotherapy
National Service Center del Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos.
como parta de un programa de investigacién de plantas como posibles fuentes
de agentes terapéuticos. en el cual se realizd un rastreo aleatorlo de
aproximadamente 35,000 especles (1960-1982), se comprobd que un extracto de
Taxus brevifolla tenia actividad citotdxica en cultivos de células leucémicas. En
1969 se aisld por primera vez e! Paclitaxel 4 o Taxol® (Nicolaou 1994) un diterpeno
pseudoalicaloldeo como el constituyente activo, pero fue hasta 1971 que se
Informd sobre la estructura molecular de ésta sustancia (Wanl 1971).

Taxol (4)

El hallazge de esta sustancla fue practicamente desapercibldo por la
comunidad clentifica por varios motivos, entre los cuales Wall menclona: el bajo
rendimlento obtenido de la sustancia. la escasez de la fuente natural, la
actividad bioléglca modesta que presento el taxo! (4) en los bicensayos
empleados por 8sos afcs (ensayo en leucemia L1210 de ratdn), y la imposibllidad
de realizar estudios adicionales por limitaciones financieras (Wall and Wanl 1994).



Sin embargo anos Mas tarde se descubrié el mecanismo de accidn antitumoral

Unico del taxol. o cual propicid una mayor Investigacion sobre esta sustancia.

Mecanismo de accidn del taxol

En 1979, Horwitz (Horwitz 1979), en el Colegio de Medicina Albert Einstein,
Bronx, N. Y. encontrd que e! mecanismo de accién de ésta sustancia era
diferente a los hasta entonces conocidos, y repressntaba un mecanisrmo unico,

que involucra a los microtdbulos (Nicolaou 1994).

Los microtUbulos son  estructuras  celulares peptidicas que  estdn
involucradas en la formacion del citoasqueleto responsable de la forma celular y
posicion de organelos. Las propledades de los microtUbulos son utillzadas para la
transmision de sefales celulares, reorganizacion de organelos, movimiento

celular, y son indispensables para la divisidn celular.

Los microtubulos estdn compuestos por dos subunidades: o y B tubuling,
Estos dimeros de tubuling se unen a dos moléculas de trifosfato de guanosing
(IFG): una molécula de TFG se une temporalmente a un sitio de la subunidad .
denominado sitio E, mientras que la otra molécula se une en la subunidad a en el
sitio N, el resto del microtdbulo se forma por proteinas asociadas a microtubulos
(PAMs).

La polimerizacién de los microtubulos se inicia con la formacion de un
heterodimero formado por la unidn de una molécula de a tubuling y una
molécula de B tubulino. en presencia de iones magnesio y TFG. Estos
heterodimeros se ensambian para dar un centro de nucleacion, y posteriormente
protofilamentos, que a su vez se asoclardn para formar un microtibulo con
crecimiento a la izquierda y en triple hélice.



Después de cierto peiiodo de crecimignto. la concentracidn microtibutos-
tubuling libre alcanza una concentracidn aue corresponde al equilibrio; en éste
punto el desensamblamiento y €l crecimiento se encuentran bolanceados. Si la
concentractdn de tubulina es menor que el valor requerido para el equilibrio. la
asociacion espontdnea no ocurre. v se lleva a cabo un rapido rearreglo para

alcanzar el equilibrio.

EL taxol ( 4) aofecta precisamente el equilibrio microtdbulos-tubuling,
disminuyendo la concentracion critica de la tubulina y el ttempo de induccidn
para la polimenzacidon en ausencia o presencia de TFG, PAMs y magnesio. Los
microtibulos formados por la induccidn de taxol. presentan un pequeno
alargamiento tipico, y resistencia a la refrigeracion y al calcio idnico, los cuales,
en condiciones normales. despolarizan a 1os microtGbulos. Un microtdbulo normal
esta compuesto por 13 protofilamentos y tiene un didmetro aproximado de 24
nm. La induccidn del taxol (4) produce tdbulos con un didmetro inferior de 22 nm

y compuestos por 12 protofilamentos (Nicolaou 1994).

Dentro del ciclo celular, el taxol interfiere en aquellos eventos que
involucran la actividad de microtubulos, tas células se detienen en la transicidn
de interfase y mitosis ( G2 y profase), las células presentan asociaciones de
microtabulos anormales "estreflas”, la tubulina se presenta como una estructura

estable y la ausencia de tubulina libre inhibe la formacion del huso mitético.

Como el proceso de carcinogénesis se caracteriza por una proliferacion
no regulada de las células, el taxol, al inhibir la divisidn celular, inhibe la actividad
tumoral, en las céluias de tejidos normales se presenta la misma actividad, pero

en menor magnitud ya que la freacuencia en la division celular es menor.

Se han determinado los sitios de ta molécula de taxo! que son importantes
en su actividad (grupos farmacofoncos). Se conoce que son importantes los
sustituyentes en C(2) y C(4) v el oxetano C(4)-C(20). para la unién al receptor
(Chen 1995).
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Taxol y otros agentes antitumorales

El mecanismo de accidn del taxol (4) es unico, ya que otros farmacos
colchicina (7). vincristina (1b). vinblasting (1a), podofilotoxina (2). actian en
sentido opuesto, bloqueando Ia polimerizacion de la tubulina y sélo se puede
comparar con sl razinllo (8) que tiene un mecanismo de accidn intermedio entre
el del taxol y los otros farmacos, es decir, inhibe el desensamblamiento de los
microtubulos como el taxo! (4), y a ia vez induce la agregaclén de la tubulina en
espirales, como la vinblastina (1a). (Alzard 1996).

Colchicina (7)

Razinilo (8)

Se observd que el taxol (4) presemd mayor actividad en el ser humano que

" en otros modelos bioldgicos de estudio. Estudios clinicos han definido la actividad
det taxol (4) junto con el cis platino y otros farmacos. Ademds de las respuestas en
pacientes con cdéncer ovdrico, un reporte praliminar sefiala que el taxol (4)



produce respuestas favorables en pacientes con cancer pulmonar metastasico,
con una evidente reduccién del tumor (Cragg 1993).

Obtenclidén del taxol (4)

La demanda mundial de taxol se ha incrementado notablemente al
observar las respuestas favorables en el tratamilento de gran diversidad de
tumores sdlidos, Incluyendo melanoma maligno y cancer ovdarico, de modo que
exlste ahora un nuevo problema por resolver: el suministro de taxol (4) para esta
creclente demanda mundial.

La concentracion de taxol en la corfeza de T. brevifolla es muy baja: 100
ppm ( 1000 mg/Kg: 0.1% ) y su alsiamiento es muy costoso. Ademds, Ia fuente del
recurso no es renovable, ya que al descortezar los arboles, &stos mueren.
Adiclonalmente la corteza es muy delgada (aproximadamente 3 mm), y 1a planta
es de lento crecimiento: tarda cerca de 100 afios en alcanzar los 25 cm de
didmetro y de 6 a ¢ metros de altura. £s necesario descortezar al menos tres
Grboles para obtener la cantidad suficlente de taxol (4) para el fratamiento de
un sdlo paciente (que requlere aproximadamente 2 g por tratamiento). Estos
arboles como se menclond, no sobreviven al descorfezamiento.

Para suplir la demanda mundial de taxol se han inlclado una serle de
esfuerzos conjuntos a través de diferentes alternativas.

En el campo de la blotecnologia se han desarroliado Investigaclones para
produclk taxol en cultivos de tejidos de Taxus mediante el empleo de
blorreactores.

Otra opcién es la busqueda e identificacién de fuentes naturales alternas

de taxanos a nivel mundial, mediante la realizacion de estudios de ofras aspecles
vegetales que pudieran servir como materia prima para la sintesls del taxol.
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Recientemente se ha Informado que un hongo endofitico asociado con Taxus
brevifolia, Taxomyces andrenae, produce taxol (4), aunque en cantidades muy
pequeiias (Stlerle and Strobel 1995).

Una tercera opcidén es la sintesls total de ésta sustancla. Solo
reclentemente, se ha logrado su sintesis, la cual fue precedida por una intensa
investigacion por diversos grupos de investigacién(Nicolaou 1994, Holton 1994),

Taxanos

Se ha denominado taxanos genéricamente a un grupo de compuestos
diterpenocldes que presentan un esqueleto como el que se muestra en la figura 3,
ol cual deriva biosintéticamente de precursores como el plrofosfato de geranil-
geranilo, el cual a su vez, se forma a partir de fosfatode Isopenteniio y fosfato de
dimetlilalilo (Elsenrelch 1996). Se ha encontrado que pueden suceder algunas

tansposiclones en éste esqueleto, lo que dard orgen a modificaciones
estructurales.

Flgura 3 .- Esqueleto de un taxano

Clasitficacién de taxanos



Los taxanos han sldo clasificados por diferentes criterios, dependlendo de
ia naturaleza del patrdn de oxidacién, la presencia o ausencla de cadenas con
nitrégeno, y otras caracteristicas estructurales. A continuacion se describird la
clasificaclon de acuerdo a la oxigenacidn en el C-20 y la presencia de cadenas,
de acuerdo a su naturaleza ( dcida o basica ) como criterio de clasificacién ,

realizada por el profesor Kingston (Kingston 1993).

A.- Taxoides con una doble ligadura exociclica C-4(20).

| ""OR
R
Dentro de éstos se encuentran:
. Taxoldes neutros, con un grupo metlleno exociclico en el Ca

(todos ellos tlenen un oxigeno « sustituido en el Cs y-un
oxigeno f sustituldo en el Cio)

. Taxoldes basicos (caracter alcalino)

. Taxoides con una cadena 15a-cinnamoll



B.- Taxoides con un epdxido C@)-C(20)

Dentro de éstos se encuentran:

e Taxoldes simples

e Taxoldes basicos

C.- Taxoides con un anillo oxetano (8stos son los mas Interesantes desde el
punto de vista mediclnal)

* Taxoides simples

® Taxoldes con una cadena éster en C(13)



D.-Taxoldes diversos

Estos se subdividen en:

® Taxoides con una ligadura C(3)-C(11)

e Diversos : dentro de éste grupo es de especial interés la taxina A
(5). la cual no tiene el esqueleto normal de un taxano.

A continuacidén menclonaremos algunos avances Importantes en la

obtencion de andlogos del taxol.

Un equipo de trabajo francés ha sintetizado un andlogo del taxol muy
Importante y Gtil desde el punto de vista clinico: e! Taxotere (9). que difiere dei
taxol en que tiene un grupo ter-butoxicarbonilo en lugar del grupo benzoilo en el
ester en C(13), y un grupo hidroxilo en lugar de un acetllo en C(10). Los camblios
estructurales confleren una mayor solubllidad al taxotere, y por io tanto. mayor
biodisponibilidad que en el caso de! taxol. El taxotere promueve la asoclacion y
estabilidad de los microtdbulos con una potencia que se aproxima al doble que
el taxol. Taxotere (9) se prepara por semisintesis a partr de un precurser aislado de
las hojas de T baccata (uUna fuente renovable del recurso): 10-
desacetllbaccatina  (10), que puede ser aislada de manera directa y en
proporclones relativamente elevadas.



(o]
(CH3):C—O )l\

4
x
o}

¢

Qe
o

Taxotere (9)

OH o] OH

Desacetliibaccatina Il (10)

A parir de Taxus conadensis han sido aislados varios taxanos bloactivos.
Uno de ellos, la taxculting (11), promueve et ensamblamiento de los microtUbulos,
y su actividad es ligeramente mdas alta que la del taxol (4), pero menor que la dei
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taxotere (Ora 1996). A partir de la 13-acetoxy-9(R)-dihidrobaccatina (12) aislada
de &sta misma especie, se han preparado una serie de 9(R)-dihidrotaxanos. En
general, éstos taxanos son Muy estables, mas solubles que los que tlenen
carbonilo en C(9). y retlenen la actividad antimicrotubular y de citotoxicidad del
taxol (4)(Klein 1995).

13-acetoxy-9(R)-dihidrobaccatina (12)

Se tiene informacidn, por comunicacion personal con el profesor Robert
Nicholson en Massachussets, E.U., que éste investigador ha realizado un estudio
preliminar sobre la composicion quimica de Taxus globosa en nuestro pais. Estos
resultados , presurmiblemente, no han sido publicados, ya que fueron parte de un
rastreo a nivel mundial de fuentes alternas de taxol (4) (Delgado 1997) por
requerimientos de empresas farmacéuticas. Este estudio, realizado en diferentes
poblaciones de T. globosa en nuestro pais, empled cromatografia de liguidos de
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alta resolucion (CLAR) como criterio de identificacion de taxanos. Es conveniente
mencionar que ésta metodologia no es completamente confiable cuando se
angalizan mezclas muy complejas de sustancias similares, como es el caso del
andlisis de los extractos, por lo que tales resultados deben considerarse como
estudios preliminares.
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IV.METODOLOGIA



El material vegetal fue colectado en Jocosic, Chiapas en julio de 1995. La
muestra botanica se encuentra depositada en el Herbarlo Nacional, Instituto de
Biologia (MEXU 669748 Colecta J. Castillo # 726).

El material vegetal se dejé secar a temperatura ambiente, separando el
foligje y la corteza. El peso seco de la corteza fue 2.2 Kg. que fueron extraidos a
temperatura ambiente con etanol por 48 horas por tres ocastones consecutivas. A
los extractos etandlicos se les eliminé el disolvente por destilacidn a presion
reducida. El residuo final se someti® a una particidn con cloroformo y agua.
obteniéndose 22.1 g de extracto cloroférmico.

El residuo cloroférmico se adsorbid en 20 g de silice 70-230 Merck, y fué
aplicado a una columna cromatografica de § cm de didmetro empacada a
presidn reducida con sllice 230-400 (60 q) hasta alcanzar una altura de § cm, para
realizar una cromatografia a presion reducida (Coll 1986), empleando un
gradiente de polaridad creciente de elucion de hexano-acetato de etilo, se
colectaron 102 fracclones de 400 ml con la mezcia de elucldn que se presenta
enlaTabla 2.

Tabla 2.- Eiucidén de ia Cromatografia de la Fraccldn Cloroférmica .

FRACCIONES COLECTADAS GRADIENTE DE ELUéIéN
Hex:AcOEt
1-10 100% hex.
11-22 98:2
23-29 955
30-36 9:1
36-44 85:15
45-50 a:2
51-61 7:3
62-70 6:4
71-80 5:5
81-85 64
86-90 100% AcOEt
91-101 100% acetona
102 100% metanol
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Tabla 2.- Reunidn de las fracciones de acuerdo con su
stmilitud cromatografica.

FRACCIONES REUNIDAS EN: FRACCIONES REUNIDAS EN:
REUNIDAS REUNDAS
1-4 1 52-55 13
5-6 2 56-6) 14
7-9 3 62-64 15
10-21 4 65-66 16
22-26 5 67-70 17
27-30 6 71-72 Y
31-33 7 73-74 19
34-35 8 75-83 20
36-40 9 84-87 21
41-45 10 88-91 22
46-50 11 92-101 23
51 12 102 24

Las fracclones obtenidas de o cromatografia del extracto cloroférmico
fueron reunldas de acuerdo a su similitud cromatografica como se muestra en ia
tobla 2, para ser purificadas posteriormente sus componentas mayoritarios
medlante recromatografias sucesivas (en columna y en placa fina preparativa).

La fracclon 4 (1 g) tenia una consistencia aceltosa, y al adicionar una
mezcia de disolventes (hexano, acetato de etilo y ocetona) preciphtd un sélido
amorfo de color blanco opaco identificado como B sitosterol (13), cuyos datos

espaciroscépicos son:

Pf. 136-137 °C

RMN'H, (300 MHz, CDCla) 8. asignacion; 0.68 (s, H-18), 0.81 (d, H-27), 0.83 (d,
6.7. H-26), 0.84 (1. 7.4 H-29), 0.97 (d, 6.4, H-21). 1.02 (5. H-19). 3.5 (m, H-3). 5.36 (d,
H-6)



B sitosterol (13)

La fracciéon 11 (1 g ) fue adsorbida en silica gel 70-230 (1 g) v aplicada en
una columna de 1.8 cm de diadmetro empacada com presid reduclda con silice
60 GF 254 hasta alcanzar 4 cm de altura. La columna fue eluida con mezclas de
hexano: acetona con un gradiente de hexano:acetona. De polaridad
ascendente. Se colectaron fracciones de 50 ml. La fracclon 11.3 (622.5 mg)
mostrd por cromatografia en capa fina estar compuesta por dos constituyentes
mayoritarios por lo que se decidid recromatograflada para  alslar  estos
compuestos; fue adsorbida en 60 mg de sllica gel 230-400 y empacada en una
columna de 2.5 cm de didmetro, a presidn reducida con siice 60 GFzsa hasta
alcanzar 4 cm de aitura: fue eluida con mezclas de hexano : acetona con un
gradiente de polaridad ascendente, se colectaron fracciones de 100 ml. La
fraccién 11.32 ( 183 mg ) de éste fracclonamiento se adsorblé en 180 mg de silica
gel 70-230 y empacd al vacio en una columna cromatografica de 2 cm de
diGmetro de kieselgel 60 GFass hasta alcanzar 4 cm de altura, fue eluida con un
gradlente de hexano:acetona. Se colectaron fracciones de 100 mi. La fracciéon
11.323 de éste fraccionamiento, se purificéd por medio de una cromatopiaca
preparativa de 2 mm. de grosor, el sistema de elucléon fue CHCIs : acetona 955,
se eluyd una vez Se obtuvieron 20 mg de 15(Halsall 1969), cuyos datos
espectroscopicos se enlistan a continuacion.
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78 acetoxy taxusina (15)

Pf = 2056-207 °C

IR v max (CHCI3 ) 3691,3604.2956, 2879, 1735 cm!

RMN'H (500 MHz CDCl3 ) §, asignacion. 0.85 (s. H-19), 1.17 y 1.62 (s, H-16, H-
17). 2.08, 2,03, 2.19, 2.07. 1.98 (s. Metilos en los acetatos), 2.20 (d. 1.5, H-18),2.66 (m.
H-1), 2.91 (d. 5.1, H-3), 4.96 (s, H-20b), 5.29 (s, H-20qa), 5.39 (1. 2.5, H-5). 5.585 (dd,
85,11.5, H-7), 591 (d. 11, H-10). 5.94 (1, H-13), 6.25(d. 10.5, H-9).

RMNRC ( 125 MHz. CDCls ) 6 asignacién. 13.2%(C-19). 14.94(C-18),
20.80(OMe), 20.95(OMe). 21.38(OMe), 21.38(OMe), 21.73(OMe), 27.36(C-16),
27.55(C-2), 31.16(C-17), 31.41(C-14), 34.13(C-6), 37.60(C-3). 39.45(C-15), 40.50(C-1),
46.18(C-8), 70.11(C-7).70.76 (C-13), 71.67(C-10), 74.77 (C-5), 76.84 (C-9), 115.66(C-
20), 134.54(C-11), 137.40(C-12). 146.78(C-4), 169.20(OAc-10), 169.80(0AC-7),
169.82(0AC-5), 170.25(0Ac-13), 170.41(0AC-9).

EM m/z (E 70 ev) 562 [M*], 502 [M*-60 (CH:COOH)], 442 [M* -60-60), 382
{M* -240], 262 {M*-300), (Co Ha2 O10) Q=10

La fraccidén 12 (267 mg ) fue recromatografiada en 300 mg de silica gel 70-
230 y empacada al vacio en una columna cromatografica de 2.5 cm de
diémetro de Silica gel 230-400 haosta alcanzar 5 cm de altura. se eluyeron
fracciones de 50 ml con un gradiente de hexano: acetato de etilo. La fraccién
12f ( 139 mg) de éste fraccionamiento se aplicé en una cromatoplaca
preparativa de 0.25 cm de grosor, y fue eluida 2 veces en el sisterna CH:Cla:

26



acetona 9:1 ( 100 ml det sistema mdas 1 ml de acido - acético), mediante éste
procedimiento se obtuvieron 12 mg delé.

o) OH
\\C/
OCH; j
OH

(16) Acido Vainilico
Pf=210-212°C
IR v max (CHCI: ) 3531.5, 2962, 2931.7, 2873.8, 1724.3, 1280, 1128, 1074 cm! .
RMN'H (300 MHz, CDCls ) 5, asignacién. 7.58 (dd., 8.1, 1.8, Ha), 7.55 (d,1.8, H-
b). 6.89 (d, 8.1, Hc), 3.92 (s, metoxilo)

De la fracclon 22 se alsié un sdlido amarliento (20mg). (12), cuyos datos
aspectroscplcos correspondieron a los de un”  glicdsico de B-sitosterile.
Sus caracteristicas se enlistan a continuacién,

Glicésido de B sitosterilo (14)



Pf. 283-286 °C

RMN'H (300 MHz, DMSO) 3. asignacién, 5.32 (d, 4.8, H-6), 4.85 (d.d, 4.8, H-47),
4.83(d.d. 2.4, 2.1, H-3"), 4.39 ¢, 6, H-2), 4.22 (d, 8.1, H-17), 3.64 (M, 10.5, 5.7, H-57),
3.28 (s, H-67), 3.41 (m, 11.4,5.7, H-3), 2.89 (m, 4.5, 7.8, H-7), 3.07 (M, 4.8 H-4) 0.65 (s.
CH3.18),0.95 (s, CH2.19), 0.90 (5, CH3-21), 0.80 (5. CH3-26), 0.78 (s, CHa-27), 0.82 (s,
CH3-29).
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Figura 4 - Procedimiento expernmental pora el aislamiento de metabolitos

secundarnos mayoritarios de Taxus globosa
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V.MATERIAL



Material y Equipo

Para las cromatografias en columna se utilizd como fase estacionaria,
Siica-gel para placa Merck, malla 230-400, vy Kieselgel 60 GF 4. El andlisis por
cromatografia en placa fina analitica se llevé a cabo en cromatofolios Alugram
Sil G/UV 254, Macherey-Nageel Diren y como reveladores una ldmpara UV
Speactroline Modelo ex-20 a 365, 254 nm de longitud de onda, y solucién de suifato
cérico aménico al 1% en dcido sulfarico 2N. La cromatografia en placa se reclizd

en placos preparativas Merck de 2 mm, 1 mm y 0.5 mm de grosor y una superficie
de 20x 20 cm.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns, y no estan
cornregidos.

Los espectios de RMN'H se obtuvieron en un espectrémetro  analitico
Varlan-Geminl 200 v Varian XR-300. a 300 y 500 MHz. utiizando como disolvente
CDClay como referencia interna tetrgmeﬂlsﬂcno (TMS).

Los espectiros de RMNIC se obtuvieron en instrumentos Varian-300 a 75 y
125 MHz,

Los espectros de IR se obtuvieron en aspectrdmetro Perkin-Elmer 283-8

Los espectros de Masas se obtuvieron en un espectrémetro Hewlett

Packard 5985-B, utilizando la técnica de impacto electrénico de ionizacién de 70
ev.

Los espectros de UV se determinaron en un espectrdémetro Shimadzu UV
160,

Para el la elucidacion estructural de la 7B-acetoxy faxusina se recurid a

experimentos en RMN'C con desacoplamiento electiénico por transferencia de
polarizacion (DEPT y HMQC) y (COSY) en RMN'H,
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De la fraccién cloroférmica del extracto etandlico de la corteza de Taxus
globosa, se aislaron, mediante los procedimientos que se describen en la parte
experimental, los sigulentes metabolitos:

pB-sitosterol (13)

Glicdsido de . B-sitosterilo (14)
7p- acetoxi - taxusina (15)

Ac. Vainillico (16)

A continuaclén se describirdn y analizardn las propledades fisicas y
espectioscodpicas de los esteroles caracterizados, que son el B sitosterol (13) y
glicdsldo de p-sitosteriio (14)., Posteriormente se analizardn la 78-
taxusina (18) v, finalmente el dcido vainillico (16).

acetoxi -

El B-sitosterol (13) es un sdlido de color blanco que al revelar la
cromatoplaca andlitica con sulfato cérico aménico, presenta una coloracion
grisaceq, caracteristica de esteroles. El espectro de RMN'H (300 MHz, CDCla,
espectro 1), muestra una senal cenfrada en § 5.35 (doblete ancho, J=4.7 H2)
caracteristica del hidrégeno vinlico H-6, presumiblemente de un esterol. El
multiplete centrado en 8§ 3.53 corresponde al hidrdgeno carboniico en C-3. Las
sefales comprendidas entre & 2.21 corresponden a metinos y metilenos, mientras

que en el intervalo & 1.0- 0.6 se encuentran las sefales pertenecientes a los
metilos.

Estas caracteristicas estdn de acuerdo con la estructura det B-sitosterol (13);
la Identidad de ésta sustancia fue confirmada por comparacion directa por ccf,
ir. pf, RMN H, (o)o y con una muestra auténtica aislada en nuestro laboratorio.

HO
B sitosterol (13)
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VI.DISCUSION DE RESULTADOS



El glicdsido de p-sitosterilo (14).fue aislado como una sustancia
de mayor polardad y su espectro de RMNTH (DMSO. 300 MHz, espectro 2) muestra
las mismas seAdies que las descritas para el B-sitosterol (13), es decir. el hidrégeno
vinilico en H-6 (8 5.32. doblete amplio J=4.8), el hidrégeno geminal al oxhidrilo (8
3.40. multiplete). y a campo alto, las sehales singuletes correspondientes a 10s
metllos. Se observan en el espectro de 14, sehales adicionales entre § 4.80 y 2.80,
asignadas a hidrogenos geminales a oxigeno y que corresponden al residuo

glicdsido, las cuales se describen en la tabla §.

Tabla 4 .- Datos obtenidos de RMN'H (300, DMSO), glicdsido de
B-sitosterilo (14).

Asignacion 8 Aslgnacion 8
Ha 5.323 (d, 4.8). Hy 2892 (m. 4.5, 7.8)
H-Gii 4.8455 (dd., 4.8) Ha 3.073(m. 48)
H-Gli 4.827(dd..2.4,2.1) CHs-18 0.650 (s)
H-Gli 4.395 (t, 6, H-27). CH3.19 0.954 (s)
H-Gli 4216(d. 8.1) CHas-21 0.90(s)
H-Gli 3.643(m, 105, 5.7) CH3i-26 0.803 (s)
H-Gli 3.280 (s) CHa-27 0.781 (s)
Ha 3.412(m. 11.4.5.7) CH3;-29. 0.819(s)
La comparacion por ccf de ésta muestra con el . .glicdsido -de B-

sitosterilo, no permitid conclulr sin ambigledad sobre la identidad de ambas
sustancias. El espectro de la muesta aislada de T. globosa fué corido, por
cuestiones de solubllidad, en DMSQO, y en éste disolvente el trazo del espectro no
se resolvid completamente, lo cual Impidié la caracterizacion del azlcar. sin
embargo, es indudable que las sefiales ubicadas en § 4.2 y 5.0 corresponden al
residuo glicosidico.
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Debido a la amplia distribucion de los glicosidos esteroidales. como
constituyentes de las plantas superiores, se decidid contfinuar con el trabgjo
experimental, estableciendose ésta astructura comoun glicésido de B-sitosterilo
14).

Glicdésido de B-sitosterilo (14)

De las fracciones de mediona polaridad (11 y 12, ver metodologia) se aisld
un solido de pf. 205-207 °C, que en el andlisis por cromatografia en capa fina y
revelado con sulfato cérico amodnico, presentd una mancha homogénea de
color café oscuro.

£n el espectro de IR de ésta sustancia (espectro 3) se observan senales en
3691 cm que corresponden a enlace carbono oxigeno. La presencia de senales
en 2956 y 2879 cm’' coresponden a metilos y metilenos. Una senal caracteristica
para carbonilo aparece en 1735 cm’. probablemente de éster, o cual es
conoborado por la absorcion en 1247 cm’.

El espectro de masas (espectro 4) muestra un ion molecular en m/z 562, y
se observan cinco pérdidas sucesivas de 60 unidades de masa cada una, lo que
presumiblemente corresponde a eliminaciones de dcido acético de la molécula.
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En efecto, el espectro de RMN'H (espectro 5. 500 MHz, CDCls) permite
determinar la prasencia de cinco acetatos, evidenclcdds por los cinco singuletes
entre § 1.90-2.20, correspondientes a metilos unidos a carbonilos. En éste mismo
espectio, entre § 490 y 6.40 se observan las senales asignables a hidrégenos
vinllicos e hidrégencs metinicos geminales a oxigeno, las cuales suman cinco
protones, y serdn asignados posteriormente. La integral bagjo la curva de éste
espectro establece la presencia de aproximadamente 40-44 hidrégenos,
velntisiete de los cuales pertenecen a los nueve metilos, debido a la presencia a

campo alto de los singuletes correspondientes.

En el espectro de RMNWC (espectro 6, 125 MHz. CDCls), se observan un
total de 30 sefales. Este dato, conjuntamente con el nidmero aproximado de
hidrégenos determinados por RMN'H, y con el 16n molecular observado(m/z 562,
espectro 4), permiten deducir lo férmula molecular CacHa2Ot0. Esta sustancia
posee,-por lo tanto, diez insaturaciones.

Mediante el espectro de RMN3C (modalidad DEPT, espectro 7) fue posible
establecer el grado de hidrogenaclién de los carbonos: nueve son de metilo, tres
son de metitenos allfaticos, un metileno vinilico. siete carbonos de metinos, cinco
de ellos (los que resuenan entre & 70-80) deben ser carbonos geminales a
oxigeno, Finalmente, por diferencia del espectro normal de RMNC (espectio 6) y
el espectro de RMN C modalidad DEPT (espectro 7), se deteﬁnlné la presencia
de tres carbonos cuaternarios vinilicos, dos carbonos cuaternarios alifdticos y
cinco carbonos carbonilicos, los cuales pertenecen a acetatos. Este andlisis
permite definir los siguientes fragmentos estructurales, los cuales suman treinta
carbonos (figura 5) .
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Figura 5.- Fragmentos estructurales

Los grados de insaturacién de ésta sustancia (diez grados de insaturacion)
pueden explicarse de la sigulente manera: cinco dobles enlaces carbono -
oxigeno, dos dobles enlaces carbono - carbono y los tres restantes deben
corresponder a tres cicios.

Esta estructura pertenece, por lo tanto, a un esqueleto de veinte atomos
de carbono (diterpeno triciclico). ya que los diez Gtomos restantes pertenecen a
los cinco acetatos (dos por acetato).

Cinco de los metinos son el punto de insercidn de los acetatos, esto explica
que sus senales en RMN 'H se observen desplazados a campo bajo (6 5.30-6.50).
Se observa ademds, un sistemma AB para dos metinos en & 625 y 591
respectivamente. cuya constante de acoplamiento es de 10.5 Hz éstos metinos
como se menclond anteriormente, estdn unidos a los grupos acetato. De éstos
metinos, el que se encuentra a campo mds bajo, debe estar unido a un grupo
electroatractor que lo desproteja. De acuerdo con los grupos funcionales
presentes, solamente podria estar unido @ un carbono cuaternario vinilico,
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mientras que el otro metino debe estar unido probablemente a un carbono
cuaternario alifatico. deduciéndose el fragmento estructural de la figura 6.

AcO OAc
~ ]

c—c C—
voL & il
Figura 6.- Sistema AB

La vecindad entre éstos dos hidrégenos vecinales se confima por la
correlacidn que se observa en el espectro bidimensional COSY (espectro 8,
CDCl, 300 MHz)

Se observa ademds, en el espectro de resonancia magnética proténica
orlginal (espectro &) una sefal doble de doble cuartetecdo (centrada en & 594)
de otro hidrogeno correspondiente ¢ un metino unido a acetato. Esta sefial esta
parclalmente superpuesta con la roma a campo alto del sistema AB recién
descrito. La multiplicidad de ésta sefial (d.d.c) indica el acoplamiento con un
metllo a larga distancla (¢, J=1.8) y un acoplamiento mayor con un metileno (d.d
J=8,8). El desplazamiento a campo bajo ( § 5.94), indica la vecindad con una
olefina.

Lo presencia de una senal doblete a campo bagjo en § 220 (J=1.5),
asignable a un  metilo olefinico. La union de éstos fragmentos con la férmula
parcial de la figura §, permite deducir 1a formula de la figura 7,

AcO A
P e
=g
H—/C< Aowoh -
AcO CH, _*
Figura 7
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Este arreglo estructural estd de acuerdo con-las intersecciones que se
observan en el espectro COSY (espectro 8) para la sefal de § 5.94. Esta
correlaciona con un metileno a campo atto (8 2.66 y 1.03) y con un metito vinilico
(5 2.20) Figura 8.

(I)Ac OQAc
H;C, ]
H H H -
~- I
C ——
e
AcO C—!
‘1
Hy

Figura 8.- Correlacionss observadas en el espectro COSY.

El hidrégenco dlilico que forma parte del sistema AB (8 6.25). presenta
Unlcamente un acoplamiento con el hidrégeno en & 5.921, por io que este dltimo
debe de estar vecinal a un carbono cuaternario alifatico.

Hasta el momento se conoce que de los nueve metilos, cinco son de
acetato y uno es vinilico. Los tres restantes deben perttenecer a metilos unidos a
carbonos cuaternarios alifaticos. Debldo a que sélo hay dos carbonos
cuaternarios de ésta naturaleza, se deduce la presencia de un dimetilo geminal,
y un metilo sobre carbono cuaternario (figura 9)

?H:l cl:H:s
£—<|=—CH;. —c—i

——

Figura 9.- Gem dimetilo y metilo sobre carbono cuaternarlo.

La conexidn de los fo&rmulas parciales de las figuras 6 y 8 permite deducir la
férmula parcial de la figura 10. la cuatl omite la ublcacién del gem di-metilo.
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AcO/ CHs
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Figura 10.

Por otro lado, Ias sefales que observadas en § 5.28 y 4.95, corresponden a
un sistemna AB y son dos hidrogenos vinillcos unldos a un carbono olefinico.
Practicamente no se observa acoplamiento H-C-H geminal, y éste fragmento
corresponde a un doble enlace exociclico.

Un hidrégeno de metino, cuya senal doblete ancho se observa a compo
alto (8 2.91. J=5). debe corresponder a un proton alilico. por su desplazamlento
campo bagje, de modo que es posible unirlo al fragmento descrito en ef parrafo
anterior. Ef ofro sustituyente del carbono cuaternario vinllico podria ser uno de ios
metinos unidos a acetato, que se encuentran en § 5.0-6.0. De lo anterlor se
deducse el fragmento de la figura 11.

'I“ C —OA
FiNe
i

CH,

Figura 11.

Los hidrégenos vinilicos, efectivamente, corrslacionan con el hidrégeno
terciario en 8 2.91 en el espectro bidimensionat COSY (espectro B).

Para la integracion de la férmula total de ésta sustancia es necesaria la
incorporacion de siete atomos de carbono. Dos de éstos pertenecen al grupo
acetato, dos metinos, dos metilenos y un metilo. Estos fragmentos, en conjuncldn
con las férmulas parciales de las figuras 10 y 11, permiten deducir la presencia de
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un triciclo diterpénico de taxano (figura 12). Asl, resulta evidente la presencia del
biciclo (5.3.1) fusionado con un ciclohexano. y en éste esqueleto, se ubican ias
funcionalidades anteriormente deducidas: el doble enlace tetra sustituido se
ubica en C(11)-C(12). el doble enlace exociclico se localiza en C(4)-C(20), los
acetatos vecinales se encuentran en C(9) y C(10). los tres acetatos unidos a
carbonos secundarios cuyo hidrégeno metinico es vecino a metilenos se ubican
en C(5). C(7) y C(13), y el gem di-metilo se localiza en C(15). La estructura de ésta
sustancia se muestra en la figura 15. De modo que es posible asignar ias sefnales

observadas en el espectro de RMN 'H (espectro 6. tabla 5)

(15)

Mediante el experimento HMQC fué posible determinar ias correlaciones
carbono - hidrégeno a un enlace, lo que permitid determinar los desplazamientos
de los carbonos protonados (figura 13). Este experimento confirmé la estructura

39



propuesta para ésta sustancia y las asignaciones deducidas mediante este

experimento se muestran en la tabla 6.

Ivv2 ey

AcO OAc 1
OAc

Higas

Figura 13.- Asignaciones de RMNC para 16

Tabla 5.- Datos experimentales de RMN'H de (15)

Asignacién | Caracteristicas de la Asignacién Caracteristicas de la
senal sefial
Hio 6.25(d, 10.5). COOCH; 2.06 (5)
Hia 594 COOCH: 2029
Ho 5.91(d. 11) COOCH;: 1.98 (S
H7 5.55 (dd, 5.11.5) Hea 1.91 (dd. 2.5.5)
Hs 5.39 (t. 2.5) Heo 178 (dd,4,2.5)
Hzoo 5.28(d. 1) Hia 2.66(clt, 14, 9.5)
Hazoo 495(d. 1.5) Hia 1.03(dd, 14, 7.5)
Hs 2.91(d. 5.1) H16 1.63(s)
Hi 1.88 (M) H17 117 (s)
Hie 2.20(d. 1.5) H19 0.846 (s)
COOCH:s 2.18¢(s) Hz 1.72(d, ancho, 6.5)
COOCH: 2.07 (s) Hz 1.86
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Asignacién de los desplazamientos quimicos de 'H y '3C de acuerdo al
andilisis del espectro HMQC. Tablka 6.

C Senales en RMN'3C | Seiftales en RMN'H
1 40.40 1.88
2 27.55 1.72, 1.86
3 37.60 29N
4 146.78
5 74.77 5.39
6 34.13 1.91, 1.78
7 70.11 5.55
8 46.18
9 76.84 5.91
10 71.67 6.25
n 134.54 5.28. 4.90
12 137.40
13 71.76 5.94
14 31.41 2.66. 1.03.
15 3945 | e
16 27.36 1.63
17 31.16 1.17
18 14.94 2.20
19 13.29 0.84
20 115.66 4.95. 4.28
OCHa 20.80 X 2.02
OCH» 20.95 1.98
OCH3 21.38 2.06
OCHa 21.38 2.07
OCH» 21.73 2.18
10(C)-CO 169.20
10(C)-CO 169.80
10(C)-CO 169.82
10(C)-CO 170.25
10(C)-CO 170.41
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Realizadas las asignaclones de carbono e hidrogeno, se determinan,
mediante e! experimento HMBC, las correlaciones hidrégeno carbono ados y tres
enlaces, esta informacion estd resumida en la tabla 7 e llustrada en la figura 14.

Tabia 7.-Correlaciones observadas mediante el experimento de

HMBC (Espectio 8d)

8 hidrégeno Carbonos con los que correlaciona
5625(C871.67) §76.84, 39.45, 134.5, 137.4. 169.2.
55.94(C 8 70.76) §170.25,134.54, 137.4, 31 4.
8591 (C8§76.84) §71.67, 70.11, 46.2, 13.29, 134.5, 170.41.
85.55(C870.11) §13.29, 34.13, 169.80.
§5.39(C874.77) §70.11, 37.6, 34.13, 115.66, 169.82.
5 4.95,4.28 (C 8 115.66) 874.77, 37.6, 146.78.
52.91(C537.6) §70.11, 46.18, 40.50, 27.55, 13.29, 146.78. 115.6.
8§2.66,1.03(C831.41) §70.76, 27.55, 137.4, 27.55, 40.50.
51.63(C 527.36) 540.50, 134.5, 39.50, 31.16.
81.17(C 6§ 31.16)) 8 134.5, 39.50, 27.36, 40.50
§0.84(C 5 13.29) §70.11, 76.84, 46.22, 37.60.
5191, 1.78 (C § 34.13) 5146.78, 70.11, 74.77, 46.18
81.72 1.86 (C 6 27.55) 3 46.22.
52.20(C 5 14.99) 5134.5, 137.4.
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Figura 14.- Correlaciones observadas en HMBC (Espectro 8d).
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La determinacidn de ia configuracion relativa de cada uno de los centros
quirales se llevé a cabo mediante la comparaciéon de los datos informados en la
literatura y mediante el andlisis de las constantes de acoplamiento de los
hidrégenos geminales a los acetfatos. Esta molécula presenta diez centros
estereogénicos. los cuales, se localizan en los carbonos 1. 3, 5, 7, 8, @, 10, 11, 12,
14, Para los carbonos 11 y 12, sélo existe una configuracidon posible debide a la
conectividad de la molécula. En el case de los carbonos 1, 3. y 8, su
configuracion relativa estd determinada, ya que son centros quirales que estan
dentro del esqueleto de un taxano (fig. 12, Kingston, 1993). Para el resto de los
carbonos quirales es necesario reglizar un andlisis de las constantes de
acoplamiento.

Los hidrégenos de los carbonos ? y 10 que corresponden a un sistema AB
como se ha determinado, praesentan una constante de acoplamiento de 10.5 Hz.
Esta constante de acoplamiento debe corresponder a una disposicidon espacial
antl (Figura 15)

J=10.5

Figura 15.- Acoplamiento antl,

Por lo tanto et acetato en C(9) es a y el de C(10) es .

Para el hidrégeno correspondiente al carbono 7 (que resuena en § 5.55) se
observan dos constantes de acoplamiento que corresponden a su vecindad con
ol metileno C(6). La mayor de las constantes, 11.5 Hz corresponde a un
acoplamiento trans diaxial, y ia constante de 5.0 Hz representa un acoplamiento
pequefio de H(7) con el hidrogeno ecuatorial de H(6), (figura 16). Este analisls
establece la orientacién B del acetato en C(7),
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Figura 16.- Acoplamientos de Hy.

El hidrégeno en C(5) presenta solamente un acoplamiento (de 2.5 Hz): éste
pequefio acoplamiento indica que el hidrdgeno en C(5) se encuentra a la misma
distancla de los hidrdgenos de C(6), en una configuracién synperiplanar (Figura
17), por lo que el acetato se encuentra a.

s

OAc
Figura 17.- Configuracion de Hs

Para el hidrégeno en C(13). se observa un doble de doble cuarteteado,

con J=1.5, que coresponde al acoplamiento a targa distancia con el metilo de

. C18). La similitud en la magnitud de las constantes de acoplamiento restantes

(J=8.8 J=8.5) puede explicarse, si se supone, de acuerdo a la ecuacién de Karplus

(Dyer 1980), la existencia de un adnguio diedro cercano a cero y otro cercano a

150°, &ste acomodo esta de acuerdo con la orlentacién a del acetato en C(13)
(Figura 18)

Figura 18.- Configuracion relativa para ol C(13), ¢ ~10°, o ~150°.
Integrando la informacién anterior podemos determinar la

estructura tridimensional de ta motécula, la cual se ilustra en la figura
19.
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Figura 19.- Estructura tridimensional de 7B-acetoxt taxusina (15)

Determinada la estructura y estereoquimica de ésta sustancia.
se realizd una Investigacién bibliografica, recopliando las estructuras
similares a ésta. Esta revisidon permitié determinar que ésta sustancia
ha sido alslada previamente de T. baccata (Halsall, 1969), T. maire/
(vang, 1996). La comparaciéon de los datos obtenidos con los
informados en la literatura. para ésta sustancia, se presenta en la
tabla 9. De ésta forma es posible concluir que la sustancia aislada
corresponde a 7p-acetoxi taxusina (15).

Tabla 9.- Comparacién de datos obtenidos experimentaimente y
Informados para la 78-acstox taxusina (15).

Bibliogréfico Experimental
CHa-Ca 1.15 1.14
CHa-Cis 1.65 1.63
CHs-Ci2 214 2.19
H-Ca 295w 1/27 291d, J4=5.1
=Cth 5.32-4.99 4.99-529J= 0.9
H-Cs 5.42t, J=3 5391, J=36,24
H-C» 5.69 q, J=6, 10.5 555q,J=5.1,11.7
H-Ceo 597d, J=115 591d.J=114
H-Cio 6.25d, J=115 6.26d, J=11.1
H-Ci 5.99 5.97
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En las fracciones de mediang polaridad se encontrd presente, como
componente mayoritario, el compuesto 16. Los datos espectroscopicos a
partir de los cuales se determind su identidad. se mencionan a

continuasion.

En el espectro de IR (espectro 10) se observa una senal en 3531 cm
que indica la presencia de el grupo oxhidrilo, la sefdal en 1724 cm ™ es
caracteristica para un carbonilo. se observan ademas senales entre 1000-
1310 cm  correspondientes. presumiblemente a un grupo éter ya que se
observan senales en 1128 y 1074 cm ' (de C-0O). $in embargo, el trazo del
espocte de IR entre 3530 y 2700 cm como una banda amplia, es
indicative de un hidroxilo de un grupo carboxilo. De modo que los grupos
tuncionales presentes on la molécula. descritos hasta el momento son: éfer,

aicohol y un carboxilo

En RMN H (300 MHz. CDCI,. espectro 11) se observon claramente
hidrogenos gue resuenan en la region de los compuestos aromaticos. Tres
senales, que intagran para un hidrégeno cada una, se observan en § 7.580,
7.555 y 6.895. Adicionalmente a éstas senales de protones aromaticos,

unicamente se observan los hidrogenos correspondientes a un metoxifo.

En eof espectro de masas (espectro 1) se observa el idon molecular
m/e 168, este dato permite establecer una formula molecular. tomando en
consideracion los siguientes datos:

ks ur, compuesto con tres hidridbgenos aromaticos., presumiblemente
bencénicos, de acuerdo a los datos de RMN'H,

«Uno de los sustituyentes del anillo bencenico es un metoxiio., y el
otro. porlo tanto, es un grupo carboxilo. deducido por el espectro de IR,

Si consideramos un dacido benzoico sustituido con un grupo metoxilo

se explican 152 unidades m/z, por lo que se deduce que el sustituyente
adicional, solo puede ser un hidroxilo. Se tiene asi la formula molecular
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minima CsHaOa . Esta sustancia es, por lo tanto un acido benzdico sustituido
en el anillo aromatice con un hidroxilo y un metoxilo (figura 20).

OOH

OH OCH;

Figura 20.-Formula parcial de 16

Las constantes de acoplamlento observadas para los hidrogenos
aromaticos (Tabla 10) establecen un sistema ABC (figura 21), donde Ha
presenta dos constantes de acoplamlento, la mas grande (8.1 Hz2)
corresponde a un acoplamiento orto, y la menor (1.8 Hz) corresponde a un
acoplamiento meta. Hc presenta acoplamiento orto. Finalmente Hb se
manlifiesta como un doblete con acoplamlento meta (figura 22 y 23).

R

R

Flgura 21.- Sistema ABC

48



VII.CONCLUSIONES Y
COROLARIO



Figura 22.- Acoplamientos observados en 16

57.58 56.89
H,

H, 8 7.555

A

Figura 23.- Andlisls de las sehales de los hidrogenos aromaticos de 16.

Tabla 10.- Datos de RMNIH (300 Hz, CDCl3) del Acido
Valnillico (16)

Asignacion S
Hs 7.580, J=8.1,1.8
H2 7.555q, J=1.8
He 6.895. d, J=8.1
OCHs 3.95, s
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Existen sels Isdmeros del acido benzdico que estan de acuerdo con el
patrén de sustitucion observado. Estos isdmeros se llustran en ia figura 24.

OOH COOH OH
OCH; @ OH @OCHJ
OH OCH; COOH
16a 16b 16¢
H CH, OCHj
COOH COOH OH
OCH;3 OH COOH
16d 16¢ 16f

Figura 24.- Isémeros del acido benzoico con sustifucion 1,3,4, que producen
un sistema ABC en RMN'H.

Para discernlr entre los sels posibles regloisdmeros, se considerardn las
sigulentes caracteristicas:

« Dos hidrdgenos estdn desprotegidos (Ha yHs), o cual es indicativo de que
deben estar en posiclones orfo y/o para al carboxilo. ’

» £l doblete a campo alto, debe corresponder a He, lo que indica que se
encuentra en posicidn orto © para a grupos electrodonadores (CHa, OH).

Estos requerirmlentos, se salisfacen en las formulas 16a y 16b, las cuales,
preclisamente presentan el patrén de acoplamilento observado.



Mediante la comparaciéon de los datos obtenidos en RMN'H y datos
informados en la iiteratura, es posible concluir que ésta sustancia corresponde al
4acido vainilico (16). La tabla 11 presenta una comparacion de los datos
obtenidos experimentalmente y losinformados para ésta sustancia.

OCH,
OH

(16) Acido Vainillico

Comparacion de seiales obtenidas en RMN'H con ias reportadas
para el dcldo vainiliico. Tabla 11

Aslgnacion & (300 MHZ)° 8 (200 MHz)>
He 7.580 7.67
H2 7.555 7.59
Hs 6.895 7.00
OCH; 3.920 392

Esta comparacién permite concluir que el dcido vainilico es un
constituyente de Taxus giobosa.
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VIII.ESPECTROS



El estudio quimico de los constituyentes mayoritarios presentes en la
corteza de un individuo de Taxus giobosa colectado en Chicpas. permitic el
aislamiento y caracterizacién de la estructura molecular de B-sitosterof (13), un
glicdsido de B-sitosterol (14). un peracetil taxano, identificado como 7p-acetoxi-
taxusina (15). previamente encontrado en otfras especies de Taxus (Halsall 1969,
Yang 1996). y Gcido vainiico (16).

La presencla de! peracetil taxano (15) reviste notable interés, debido a la
Importancia terapéutica como agentes anticancerigenos de este tipo de
substanclas, como se ha descrito sucintamente en Ia introduccién del presente
trabagjo. Sin embargo. la abundancia relativa de 7p-acetoxi taxusina (15) presente
en Taxus globosa es de aproximadamente 9.1 x 10* %, por lo que dificimente
puede considerarse la corteza de este vegetal como fuente viable de taxanos
como mateda prima para semisintesis de ofros compuestos de Interés
terapéutico.

Por otro lado. la ausencia del oxetano en C(4)-C(20) en 15, eof cual es
considerado como una de las partes farmacofércas en taxanos de utilidad
terapdutica, permite suponer una menor actividad anticancerigenc de 15 con
respecto al taxol (4).

La producciéon de metabolitos secundarios, como una respuesta a los
condiciones ecolégicas, es un proceso dependiente a diferentes fuentes de
variacién, como estd ampliamente documentado en la literatura. Es importante
la determinacién e influencia de tales fuentes de varacién, asi como de la
fislologia de la especie; sobre todo si se pretende optimizar Ia produccién de
&stas sustancias,

Dentro de los fuentes de variacién en ia produccién de los metabolitos
secundarios se encuentfran factores interpoblacionales e intrapoblacionales. Los
primeros se explican directamente por las variaciones geograficas que se pueden
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presentar en diferentes poblaciones, y especificamente considerando la
distribucion de Taxus globosa en nuestro pais es predecible una amplia varacion
en diferentes especies de Taxus. Dentro de los segundos, pueden mencionarse Ias
variaciones ontolégicas, donde la produccidn de los metabolitos es dependiente
de la etapa de desarrollo del organismo y [as fenoldgicas, donde se analiza los
eventos bidticos periddicos en relacidn a diversas varlantes. A nivel individuo se
puede observar una distribuclon diferencial de los metabolitos en los diversos

tejidos.

Si se considera que la produccién de los metabolitos secundarios es una
respuesta a las condiciones ecoldgicas. la variacion de éstas reflejard camblos en
la produccién de los metabolitos. En particular, se han realizado estudios donde
se pone en evidencia la varacién en la concentracidén de ciertos taxanos
presentes en Taxus brevifolia durante diferentes épocas del afio (Vance 1993).
Resulta aconsejable, por o tanto, determinar las variaciones ontolégicas y
fenoldgicas en el tejo mexicano.

Para ia realizacién de todos los estudios anterlormente descritos, se
requieren técnlcas muy sensibles de deteccidn de constituyentes quimicos
especificos. La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), y
cromatografia de liquidos de alta resolucién acopiada con espectrometria de
masas (CLAR/EM) han sido empleadas recientemente de manera rutinaria para
la deteccidn de taxanos (Kerns 1994, Hoke 1994). Otras técnicas, tales como las
reacciones con anticuerpos monoclonales se han desarrollado para la deteccion
y cuantificacién de taxanos (Stierle 1995).

Respecto al suministro de taxol (4). se ha descublerto recientemente gus
existen microorganismos asociados a Taxus brevifolia capaces de biosintetizar
ésta sustancia. El hongo Taxomyces andreas. el cual se aisld de la parte interna
de la corteza de T. brevifolia, se consldera un microorganismo promisorio en este
sentido, por lo que estas fuentes representan una alternativa mas viable como
fuente de taxol y andlogos estructurales (Stierle 1995). Es Importante la
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identificacion y el estudio de los metabolitos secundarios de los hongos
endofiticos presentes en Taxus globosa, ya que el estudio de la corteza slo
proporclond una pequenc cantidad de taxaonos, como se describe en el
presente trabajo.

Reclentemente ha surgido la cuestion referente a la convergencia en el
metabolismo en los plantas superiores (Taxaceae) y los microorganismos
endofiticos (hongos). Actuaiments no existen evidencias que determinen la
stiologla quimica de los taxanos, yo que presumiblemente puede suceder una
transmisidén gendtica horizontal, o puede tratarse de un proceso de convergencia
metabdlica, o bien, exista otro fendmeno de Iinteraccion biotdgica.

Estudios reclentes sobre la biosintesls de taxol (4). han demostrado que éste
diterpeno no proviene de ia ruta del Gcido mevalénico (como sucede en los
terpencides de las plantas superlores). sino de una ruta del Gcido ocsético, que
puede considerarse andloga o la blosintesis de terpenos en eubacterias
(Elsenreich 1996, Rohmer 1993).

El conocimiento generado en el presente trabagjo pemitid  cubrir
ampliomente los objetivos planteados, y con estos resultados se han creado
bases y fundametnos para el disefio de estudios posteriores.
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