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3 1.INTRODUCCION

La necesidad de encontrar mas fuentes naturales alternas a Taxus brewifolia
susceptibles de producir taxol o de algin compuesto analogo nos llevd a desarrollar el
presente estudio fitoquimico, el cual se centro principalmente en la busqueda de taxol asi
como cefalomanina y 10-desacetilbaccatina III que son también compuestos tipo taxano.

Durante ¢l desarrollo de este trabajo no se descarto la posibilidad de encontrar otro
tipo de compuestos que resultaran de interés esto debido a que el metabolismo de plantas
comprede diferentes rutas biosintéticas que dan como resultado una gran diversidad de
compuestos.

El taxo! es un pseudoalcaloide diterpénico cuya estructura tan poco usnal did origen
a una nucva clasificacion estructural dentro de los diterpenoides, conocida como taxano; sc
aislo por primera vez de la corteza del Tejo del Pacifico Taxus hrevifolia Nutt., y hoy en dia
{ambicn se ha aislado de otras especies de taxus. Es importante mencionar que €s Lm
compueslo con 1ccion antitumoral al igual que la colchicina y los alcaloides dc la vinca; sin
cmbargo, ¢l taxol posec un mecanismo de accién tnico ya que en vez de provenir la
formacion de! huso mitético, promueve su formacion al nusmo tiempo que fo estabiliza
impidicndo dc csla mancra Ia mitosis celular. Gracias a su mecanismo de accién tan
singular ha resultado ser un farmaco muy futil principalmente 2n el tratamiento de céincer
ovirico.

Actualmente ¢l taxol ha sido aprobado por ta FDA por lo que la sustancia ¢g necesmia

en mayores cantidades debido al gran nimero de pacientes con céneer, csto ha gencrado



que se busquen otras fuentes alternas de obtencion de la droga ya que la fuente principal
que es la corteza del Tejo del Pacifico permite obtener cantidaes minimas (300mg aprox.)
stendo necesarios de 4 al0 arboles para obtener 2g. de taxol para el tratamiento de un
paciente por ofra parete también existe el problema de descortezado lo que no ha sido
aceptado por los grupos ecologistas debido a que le toman 100 aiios para alcanzar
dimensiones adecuadas lo que ha puesto a la especie en péligro de extincion.

Debido a lo anterior, se decidid tomar en cuenfa a dos compuestos andlogos al taxol
que son la cefalomamna y la 10-desacetilbaccatina, que tambien pertenecen 2 la familia de
los taxanos, v que pueden ser transformados a taxol, Actualmente algunos compuestos con
estructura relacionada a la det taxol han cobrado gran interes debido a que se pueden
obtener en mayor cantidad y no precisamente de la corteza sino de partes aéreas como el
follaje cvitando de ¢sta manera la muerte del 4rbol y propiciando asi la conservacion de la
especie.

Por lo anterior ¢l presente trabajo de investigacion, se enfoco principalmente en el
estudio fitoquimico del f{ollaje del Tejo Mexicano (Taxus globosa) como fuente potencial

de taxol y/o algin andlogo



OBJETIVO:

Valorar el potencial del follaje del Tejo mexicano Taxus globosa como fuente

para la obtencion de taxol y/o algin andlogo.






1. 8 EL. ARBOL DEL TEJO ®

A.DATOS HISTORICOS

En Ia antiguedad Griegos, Romanos, Druitas, Ja gente indigena de Japon, Rusia,
China, Suroeste de Asia, Norte de América e India usarén el arbol del Tejo como
propésito medicinat. Los Romanos utilizaron el jugo del Tejo como antidoto para piquete
de vibora, ademds de que también les servia como pocion para flechas en sus batallas.
Los Chinos lo utilizaron para tratar la artritis. Nativos Americanos prescribieron el
extracto de la corteza para muchas enfermedades, incluyendo enfermedades renales,
estres digestivo, escorbuto y tuberculosis, también lo emplearon como abortificante.

En 1856 una mezcla alcaloidal llamada taxina fue extraida del Tejo Europeo,
desde entonces casi 40 compuestos con estructura similar han sido descubiertos.

A principios de 1960 ¢l National Cancer Institute (NCI) inicio un programa para
el descubrimiento de nuevos fdrmacos con actividad antineoplasica; bajo éste programa,
el botanico A. Barclay colecté muestras de la corteza dei Tejo del Pacifico Taxus
brevifolia Nutt. Estas muestras fueron enviadas por el NCI a Monroe E. Wall y M.C.
Wani, quimicos del Research Triangle Institute en Carolina del Norte. En 1963 se
revisaron las muestras encontrando que el extracto crudo de la corteza mostraba actividad
citoloxica contra células leucémicas y accion inhibitoria contra una gran variedad de
umores de ratones. Pero no fue hasta 1969 cuando Wall y Wani lograron aislar el agente
activo (taxol) por encontrarse a muy bajas concentraciones (0.02%). Dos afios mds tarde
fue publicada la estructura de taxol, determinada mediante cristalografia de Rayos X, Un

estudio de abundancia, distribucién y actividad fue llevado a cabo con ¢l Tejo del



Pacifico en 1969. El resultado mas importante fue la diferencia en la actividad en las
partes que conforman el arbol, por lo que se considerd alta actividad en la corteza,
actividad moderada en la rafz y en el follgje.

De més de 110,000 compuestos de 35,000 especies de plantas probadas entre 1960
y 1981, el taxol resulto ser el mds interesante, sin embargo, su investigacion decayo casi
una década, debido a problemas con el suministro del compuesto y a su baja solubilidad
en agua para realizar pruebas clinicas, ademas de que se creia que el taxol era
simplemente otro agente desestabilizante de microtibulos, igual que la colchicina y los
alcaloides de la vinca, sin embargo a finales de los 70's se observd que la actividad det
taxol era mas remarcada en células tumorales de humano que en células tumorales de
raton; esto aunado al gran descubrimiento de Horwitz, quien reporto el mecanismo de
accion el cual resulté ser Unico, ya que en vez de desestabilizar el sistema de
microtiibulos lo estabilizaba, impidiendo de esta manera la division celular. Debido a este
inusual mecanismo de accion el taxol volvié a tomar interés reanudandose las pruebas
clinicas, mas tarde fue aprobado por la FDA.

Los datos clinicos sugieren que el taxol tiene efecto antincoplasico en diferentes
tipos de canceres, seno, pulmén, melanoma y principalmente céncer ovdrico. Esto
representa un gran avance en cuanto a compuestos anticancerigenos ya que a causa del
cancer de ovario mueren 12,000 mujeres al afio de 21,000 afectadas en los Estados

. 512, 3
Unidos.** 5123



B. Descripcién Botdnica del arbol del Tejo

Se trata de un arbol bajo o atbusto, perene, de 6 a 12 metros de alto, el tronco ticne
30 a 40 cm. de didmetro, muy ramificado, las ramas son al principio algo ascendentes,
pero después descienden y las ramillas son colgantes, formando una copa redondeada o
extendida , ]a corteza es escamosa, de color café claro, las ramillas son también cafés y
conservan las bases donde se insertaban las hojas que han caido, los renucvos son de
color verde claro, las hojas jévenes s¢ distribuyen en espiral méas tarde se distribuyen en
forma distica o subdistica, son planas, lineares ligeramente falcadas, de 1.59 a 3.5 cm.
de largo por 2 a 2.5 mm. de ancho, las hojas maduras presentan un color verde oscuro.
Contiene estrobilos masculinos y femeninos los primeros estén ubicados en la parte
inferior de las ramillas, solitarios o rara vez ubicados en espigas de 2 a 4 formados por 9
a 14 estambres con filamentos cortos, con 3 a 8 sacos polinicos, los femeninos estdn
ubicados en las axilas de las hojas, dispuestos en fa parte posterior de las ramas,
rodeados por varias bricteas membranosas, verdes con ¢l margen mescarioso. Las
semillas son ovoides, de 6 a 7 mm, de largo por 4 mm de ancho, cubiertas parcialmente

. . : ~
por un arillo rojo carnose, maduran el primer afio.

El arbol crece en el fondo de cailadas himedas con bosque mesofilo de montafia,
bosque de Pinus patuda, bosque de Abies religiosa con una altitud de 1000-2850 m. y

bosque mediano subperinifolio con Quercus y Pinus gue ocupa 1as laderas entre 1500 y



1500 y 2800m. de altitud. Florece de diciembre a febrero y las semillas maduras se
encueniran de septiembre a noviembre. Se distribuye en la Sierra madre Oriental y la
Sietra de Judrez de Oaxaca, Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro,

Hidalgo, Veracruz, Chiapas y Centroamérica. 12,44

C. Clasificacién Taxondémica
La familia Taxaceae pertenece al orden de los taxales de la clase corifeépsida,

comprende 5 géneros: Amentotaxus, Austrotaxus, Pseudotaxus, Taxus y Torreya.

La clasificacién del género Taxus es muy complicada, las diferentes especies
son casi indistinguibles morfoldgicamente y para distinguirlas hay que considerar: la
formay persistencia de escalas en los brotes en el invierno asi como la agudeza o
nitidez de las hojas.**** 12

El génere Taxus es el que muestra mayor interés debido a que tiene una gran
trascendencia historica en cuanto a su uso en la medicina tradicional.

En el cuadro 1 se agrupan las especies del género Taxus, su distribucién

geografica y las sinonimias que comprende cada especie.



Cuadro 1

Inglaterra, Europa,

ssp. Cultivadas: Adpresa, Amerfoord

T baccata Norte de Irdn y Africa dovastoniana, Nana,  Semperdures
,Repandens, Washingtoiii, Fructo-luteo
Sur y Este de Alaska
T brevifolia y Norte y Sur de Taxus baccata var brevifolia
Norteamérica
T cuspidata Japén y China Taxus cuspidata var nana

T yunnanensis

Yunan, Tibet, Este y

Norte de la India

T chinensis

China

Taxus wallichiana var chinensis

T globosu

México

Taxus brevifolia var globosa

T canadiensis

Este de Canada

T willichiana

China, Filipinas

T flordana

Florida

Tuxus brevifolia var floridana

1 marei

Indonesia

T.celebica, T speciosa, T.sumatriensis

. ]
T x media

T baccata x T cusprdaia

T x.hunnewelliana®

I". canadiensis x T, cuspidata

*lndica que son especies hibridas
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Las diferencias entre las especies no sen facilmente apreciables por lo que hay
una creciente tendencia a considerar a los diferentes Tejos como especies individuales,
descendientes de! Paleotaxus rediviva, una angiosperma fosil que abundo en el tridsico
hace 2000 millones de afios y que mas tarde fue confinada a zonas templadas del
hemisferio norte durante las diferentes glaciaciones.

Hay que mencionar que la clasificacién también se complica por la existencia de

variedades cultivadas (cerca de 100 s6lo para Taxus baccam).lz

D. Distribuciéon Geografica de Taxus globosa

La distribucién del género Taxus se restringe al hemisferio Norte, en México sélo
se registra la existencia de una especie: Taxus globosa (ver cuadro 1).

Las relaciones de la flora de las zonas montaiiosas mexicanas con las del Este de
Norteamérica han sido de gran interés para los bolanicos, debido a la naturaleza
discontinua de la distribucién geografica de los elementos que establecen ésta afinidad,
por lo general son especies Mas o mMenos ampliamente extendidas a través del bosque
caducifolio de! oriente de Estados Unidos. En México aparecen en forma esporadica en
fos sitios mas himedos de las cadenas montafiosas , son frecuentes pero no exclusivas
de la Sierra Madre Oriental y de la Sierra de Chiapas, muchas Hegan también a

Guatemala , en su gran mayoria son componenies del bosque meséfilo de mortafia,**'?
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2. COMPUESTOS PRESENTES EN EL
FOLLAJE DEL TEJO

Entre las sustancias que se derivan del arbol del Tejo se encuentran los
compuestos diterpénicos tipo taxano a los cuales pertenece el taxol, sustancia que ha
tomado importancia por su accién antitumoral.

Otro grupo de sustancias tambien derivadas del metabolismo secundario son los

esteroides y aunque no existen antecedentes de su presencia se hace importante

mencionarlos por la actividad biologica que presentan, antiinflamatoria principalmente.

A. COMPUESTOS TIPO TAXANO

A.l. Estructura

Los compuestos tipo taxano poseen un esqueleto totalmente original, descrito
como un diterpeno de tres antllos, con una conformacion altamente plegada, 1a cual no
se aprecia en su represcntacion en dos dimensiones. El anillo A, de seis muembros, es un
bote distorsionado, con una fusién cis ai anillo B, de ocho miembros, el cual tiene una
conformtacion silla-bole. En el caso de los derivados de la baccatina, ¢l anillo C, de seis
miembros, presenta una conformacion de silla distorsionada y tiene una fusin trans con

el anilto B."7 (Figura 1)



Figura.l

Existen 4 grupos principales de compuestos que han sido aislados de varias
especies de Taxus:

A) Compuestos gue poseen un melileno exo en C-4

B) Compuestos que poseen un epéxido en posiciones 4 - 20

C) Compuestos que poscen un anillo oxetano en C-5

D) Compuestos en los cuales C - 20 es parte del anillo B y con un doble enlace

endo en 4 - 20.

En la figura 2 se muestran los cuatro grupos principales



Figura.2

A.2. Biosintesis (taxol)
La biosintesis se enfoca generalmente al taxol (Figura.3), pero se puede tomar
como parte de la biosintesis de compuestos analogos.
Se ha dividido a la molécula en tres regiones principales
a) E! anille de taxano
b) El anillo de oxetano

¢) La cadena lateral
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Figura.3 Taxol

A.2.a Biosintesis de anillo triciclico taxano y del anillo oxetano

Se ha sugerido que el sistema de anillos del taxano puede originarse
biogenéticamente del geranilgeraniol pirofosfato (ruta acetato-mevalonato), a través de
una serie de reacciones de ciclizacion, donde el verticileno (Figura 4), parece ser el
37,7,11,2829

intermediario mas probable entre el geranilgeraniol v el anillo de taxano.

En la figura 5 se muestra la biosintesis del anillo taxano.

H

Figura.4 Verticileno
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I'igura.5 Biosintesis del anillo taxano
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Diferentes observaciones sugieren que los compuestos naturales del grupo C,
podrian derivarse de compuestos del grupo A, a través de una esterificacién
intramolecular.

Por ejemplo, una de las conformaciones que puede tomar el compuesto I permite
fa formacién de un ortoéster Il como resultado de un proceso de transesterficacion
intramolecular entre C -13 ¥ C - 5. Este intermediario permitiria la formacién de III el
cual nos daria la estructura correspondiente al grupo A, éste a través de una acetilacion
y epoxidacién podria ser convertido a IV (grupo B) y por apertura del epoxido a V, para
finalmente sufrir un ataque y la transferencia del grupo acetilo de C - 5 al ion carbonio

en C - 4 para obtener el derivado VI que corresponderia a la extructura del grupo c®

(Figura 6)

HO"
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Figura.6




Otra propuesta para la biosintesis del anillo oxetano sugiere que se origina a

través del siguiente proceso solvolitico.” (Figura 7).

Figura.7

Recientemente se ha comprobado que la baccatina III es un precursor de taxol.

(Fugura 8).

éAc

OH
OCOCH;

R=OH(B) R,=CH; Rs~Ac
Figura.8
A.2.b. Biosintesis de la cadena lateral
La cadena lateral fenilisoserina es muy importante en el taxol y sus analogos
semisintéticos, pues es esencial para la actividad antitumoral de estos compuestos. Se

ha comprobade que la cadena se origina de Ja B-fenilalanina y fenilisoserina, ™7 '" 2
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En estudios adicionales para comprobar si la cadena es enlazada €omo una
unidad intacta o si es hidrolizada y luego benzoila&a, se administré N-
benzoilfenilisoserina (a) marcada con deuterio en ambos anillos, se obtuvo 1.7% de
(*Hs)taxol con solo una pequefia cantidad de (IHlo)taxol, lo que sugiere una extensiva
hidrélisis del grupo N-benzotlo, Para probar esta hipétesis, se administré (*Hg)N-
benzoiltaxol (b), marcado con tres dtomos de deuterfo en el grupo 10-acetilo y 5 en el
anillo fenilo, observandose una alta incorporacion de los 8 dtomos de deuterio (5%) al

taxol. (figura 9)

hH, H,
COOH - : OH

[

COOH

NH, COOH

Fenilalanina Transaminacion Isoserina Fenilisoserina

~

COOH
o SCoA //;;Lcaﬁnln

X~ Lo

H Taxol «——

d COOH
DR
d .

N-benzoilisoserina (a) N-dibenzoiltaxo! {b)

Figura 9
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. .. 38,7, 28
A.3. Mecanismo de accion del taxol ™

Horwitz, encontrd un mecanismo de accidn tinico para la actividad antitumoral del
taxol que involucra estrechamente al sistema de microtubulos.

Los microtubulos estin involucrados en la formacién del citoesqueleto,
responsable de la forma celular y posicién de los organelos; las propiedades de los
microtubulos son indispensables para Ja transmisién de sefiales celulares, movimiento
celular y para la division cetular.

[os microtubulos estan compuestos por dos subunidades o y p tubulina que son
proteinas similares de 440 KD. Los dimeros de tubulina se unen a dos moléculas de
guanosin 5 trifosfato (GTP), una molécula de GTP se une temperalmente a un sitio de la
subunidad B denominado sitio E mientras que la otra molécula se une estrechamente en
1a subunidad o en el sitio N, et resto def microtubulo es formado por proteinas asociadas
a microtubulos (PAM’s). La polimerizacién de los microtubulos se imcta cc-m la
formacién de un helerodimero formado por la unién de una molécula de o y una
molécula de 5 tubulina, en presencia de iones de Mg2+ y GTP, estos heterodimeros se
ensamblan para dar un centro de nucleacion y posteriormente protofilamentos que a su
vez se asociaran para formar un microtubulo con crecimiento a la izquierda y en triple
hélice. Después de cierto periodo de crecimiento los microtubulos y la tubulina libre
pueden alcanzar concentraciones relativas correspondientes a un equilibrio, en csle
punto ¢l ensamblamicnto y descnsamblamiento estan balanceados, si la concentracion
de tibulina sc encucntra por debajo del valor requerido para este equilibrio la asociacion
espontanea no ocurre y el sistema de es capaz de realizar un ripido rearreglo. Se  ha

propucsto que fa unién de tibulina con GTP es capaz de aumentar ¢l crecimiento
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terminal de los microtubulos, los microtibulos mantienen un "empuje” hacia el
complejo GTP-tubulina. La hidrolisis de GTP se supone es modulador del proceso ¥
entonces si el microtubulo pierde su "empuje” hacia el complejo, ocurre un rapido
desensamblamiento.

El taxol se une especifica y reversiblemente a los microtubulos, a la subunidad B
de la tubulina, especificamente con el N-terminal del aminodcido, afectando el
equilibrio microtubulos-tubulina, disminuyendo la concentracion critica de tubulina y el
tiempo de induccidn para la polimerizacién en ausencia o presencia de GTP, PAM's ¥
Mg2+, Los microtubulos formados por ia induccioén del taxol, presentan un pequeiio
alargamiento tipico y resistencia a la refrigeracion y al Ca2+ los cuales en condiciones
normales despolarizan a los microtubulos. Un microtubulo normal esta compuesto por
13 protofilamentos y tiene un didmetro aproximado de Z4nm, la induccién por taxol
produce tibulos con un didmetro inferior de 22nm y compuestos por 12
protofilamentos.

Dentro del ciclo celular ¢l taxol interfiere en aquellos eventos que involucran la
actividad de los microtubulos, las células se detienen en la transicion de inlerfase y
mitosis es decir entre la etapa G2 del ciclo celular y la profase, las células prescntan
asociaciones de microtubulos anormales " estrellas”, la tubulina se preseﬁta como una

Y
exlructura estable v Ia ausencia de tubulina libre inhibe la formacién del huso nutdtico
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En los esquemas s¢ ilustra la forma en la que cf taxol actia en la polimerizacion de

fos microtibulos (esquema 1), asi como también su intervencion entre el ciclo celular y

la mitosis (esquema 2)

A.4. Relacion estructurz-actividad

De acuerdo con lo reportado por Kingstc;mS en 1990 en uno de sus estudios, la

estructura-actividad  fue evaluada en diferentes compuestos derivados del taxol, los

resultados obtenidos fueron los siguientes:

Cuadro 4. Los datos obtenidos de una revision hecha por el Kingston en 1990.°

COMPUESTO MDES‘, (ng/ml) en culti;srczijis: de; Ese (M) \iﬁura
Colulas KB . | Cetutas 7774.2°
Taxol (1) 1X10° 1.2 X107 7%10°
Baccatna |11 (2) 2.0 >1X107
2°,7-Dracetiitaxol (3) 1X107 8x107
2',7-Diacetil-10-desacetillaxol (4) <1X107 X107
Decinnamotliaxinma ] {5) 28
10-Desacetilbaccatina [ (6) 10
T-epm-Taxol (1) 3107
10-Oxotaxol (8) 2X10°
Cefalomanina () 38X107" 1.5X107

1
"Datos deternmmados pos Parsess of af 7 Datos de Mo Laughlin of af "
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1R, = H, R, = OH, Ry = Ac

3R, =R;=Ac, Ry =p-0Ac
4R; = Ac, Ry = f-OAc, Ry =H
7 R-l = H’ R2 = (X-OH, R3= AC

QRi O, oH Qorcds Onc

18

: T :
OH gg; OAc oH OAc
2R=Ac 5
6R=H

ligura.10
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Cont. figura.10

Ias conclusiones a las que se llego son las siguientes:

a) Bs factible realizar modificaciones en C-10 y/o en C-7, provocando ligeros
cambios en la actividad de los taxanos.

b) Es esencial Ja cadena lateral en C-13 para la actividad.

¢) En 1a cadena lateral debe haber un OH libre en fa posicion del C-2°

d) Los compuestos con un grupo éster en posicion C-2° pueden considerarse
profarmacos.

¢) Se pierde la actividad en estructuras sin grupo benzoato en C-2.

f) Es esepcial el anillo oxetano para la actividad.

¢) Los compuestos 2'R/3’S son mas activos, tales como taxol y taxotere.

h) El sustituyente cn ¢l C-3" juega un papel muy importante en la preorganizacion

de la cadena lateral del taxol para su unién con 1a tubulina.

Gn a figura 11 se tustra ka refacion estructura actividad de la molécula de taxol.
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critico para la menos sensibles
bioactividad

sensible

Taxol

Variable: acilacién
residucs de azucar
epimerizacién

Variable: diacetilacién
residuos polares

Variable: p-HOCzH,CO;

Figura. 11



A.5. Aplicaciones Clinicas del taxol

El efecto antineoplasico de taxol in vive se ha demostrado en diferentes tipos de
neoplasias como cancer de seno, pulmén, melanoma y ovario, ademas también funciona
en el tratamiento de la leucemia. La dosis recomendada es de 200-250 mg/m? (de area
superficial corporal), administrada en casi 3lts. de solucién isoténica por un periodo de
6 a 24 hrs,

Aunque la principal actividad del taxol es la de ser un agente anticancerigeno,
existen estudios acerca de otras actividades biolégicas, como es bloquear las celulas del
Tripanosoma cruzi, impidiendo la division celular, o bien también se ha encontrado que
bloquea la sintesis de DNA de células estimuladas por el citomegalovirus humano, cuya

infeccidn se ha asociade con el céncer.

A.6. Alternativas de obtenci6n del taxol

Debido a que un 4rbol de unos 100 afios rinde unos 3kg de corteza y de aqui se
obtienen apenas 300mg de taxol, proceso que mata a la planta. Con estos antecedentes
sc hace necesario buscar nuevas rutas para obtener el compuesto, asi por ejemplo:

-El taxol se ha obtenido por semisintesis a partir de un precursor natural, 10-
desacetilbaccatina 111, aislado de hojas de 7. baccata, asi como el taxotere, el cual
demostro una actividad bioldgica superior a la del 1axol y mejor disponibilidad debido a
su mayor solubilidad. La 10-desacetilbaccatina es obtenida con altos rendimientos del

follaje, to cual representa un recurso renovable, sin tener que acabar con toda la planta.*

7,6,30,37
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-El taxol también se ha encontrado en hojas y madera de 7. brevifolia en cantidad
igual o menor que en la corteza. ¥

-La produccién mediante el cultivo de células en suspension es otra fuente
potencial. Esta se puede manejar para aumentar la produccién de taxol, variando las
condiciones de crecimiento.*

-Recientemente, Han HK, et, al. (1994) han reportado la primera transformacién
de taxus spp, utilizando Agrobacterium como sistema mediador de la transformacion y
deteccidn de taxol en lineas celulares transgénicas en un rendimiento de 0.8-4.0 mg/g de
peso seco.

La sintesis representa un reto debido a sus 11 centros quirales y a la complejidad
de la molécula, sin embargo existen en la literatura algunos ejemplos de sintesis
totales,” 2% 45,37
-El taxol se ha obtenido a partir del hongo Taxomyces andreanae

(microorganismo aislado de 7. brevifolia) en un rendimiento de 24 a 50 ng de taxol por

litro.?

29
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B.ESTEROIDES

Los triterpenos al igual que los esteroides proceden de la ciclacién del escualeno,
poseen una estructura siempre policiclica. Casi siempre hidroxilados en C; presentan, al
contrario de los demds terpenos, una unidad estructural bastante fuerte, siendo
excepcionales las modificaciones profundas del esqueleto basico.

No existe una diferencia fundamental entre los triterpenos y los esteroides,
considerandose estos Gltimos triterpenos tetraciclicos (relacionados con la estructura del
ciclopentanoperhidrofenantreno) que han perdido, como minimo, tres metilos. Ain en

este caso, la unidad estructural es fuerte.

Se conoce la importancia biclogica con la que cuentan los esteroides: el reino
animal elabora sus esteroides hormonales a partir del lanosterol y colesterol o, en el caso
de los Insectos y Crustaceos que no pueden utilizar la ruta acetato mevalonato, a partir de
fitosteroles (triterpenos tetraciclicos) que ingieren en su alimentacién, en el caso de los
vegetales el papel de los fitosteroles es principalmente en la constitucion de las paredes
celutares. En la figura 12 se muestran al-gunos ejemplos de esteroides.

Uno de los intereses principales de los esteroides es el que son materias primas
reemplazables para cubrir las necesidades de la industria farmacéutica en hormonas

esteroidicas (anticonceptivos, antiinflamatorios,anabolizantes...).
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A5

COLESTEROL B-SITOSTEROL

Figura.12

BIOSINTESIS

Biogenéticamente, se detivan de la ruta acetato mevalonato, los triterpenos como
los esteroides tienen un precursor comin, el escualeno, la diferenciacion se realiza
precozmente en funcién de impedimentos estéricos impuestos por un enzima (escualeno
epoxidasa).

La existencia de un hidroxilo en la posicién 3, constante en los esteroides y
raramente ausente en los triterpenos, permite suponer que la ciclacidn se inicia por la
ruptura acido-catalizada de un oxirano: se demuestra con ayuda de 0 que ¢l escualeno
forma un epoxido en una de sus extremidades, con el oxigeno del aire. La apertura del
oxirano ocasiona la ciclacién (sin duda) ajustada: para que esta pueda tener lugar, of £
enzima de ciclacién debe estabilizar la conformacion del poliisopreno, de tal forma, que

los imperativos estereoelectronicos de la ciclacién en cadena sean respetados. De csta
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conformacién inicial del 2,3-epéxido escualeno sobre la superficie de la enzima, depende
la otientacién de la biosintesis hacia los esteroides y los triterpenos tetraciclicos.

En el caso de los esteroides, el precurser se mantiene sobre la zona activa de la
enzima en una conformacién silla-bote-silla-bote, lo que da lugar a la formacién del
carbocatién “protostano”, precursor de los esteroides (fig.14), sin embargo si el precursor
mantiene la conformacion silla-silla-silla-bote, se forma un carbocatién “dammarano”,

que puede o no suftir una ciclacién suplementaria, precursor de los triterpenos,”'m’ 3

En ambos casos, los protones y los metilos que se suceden en 17, 13, 14 y 8 son
antipatalelos dos a dos, lo que permite las migraciones 1,2 en serie. Las recombinaciones

terminan generalmente por la expulcién de un proton.

El paso del triterpeno de Cyo (cicloartenol) al esqueleto esteroidico basico de Cypy
implica una desmetilacién progresiva en 4 y 14, El metilo en 14 se elimina en forma de
acido formico, los metilos en 4 en forma de dioxido de carbono: la descarboxilacion se ve

facilitada por la oxidacién del hidrexilo en 3. Observar la siguiente figura. (fig 13)

%;Qj ﬂ?&;@%—batcm
1%
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PROTOSTANO

\\‘ |E{
CICLOARTENOL

U

Figura.14 Biosintesis de esteroides.
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L. APARATOS Y MATERIAL QUIMICO

A) Material quintico
- Disolventes: hexano, CH,Cl,, acetona, AcOEt, MeOH.
- Para preparar los agentes cromégenos de sulfato cérico y H,80, al 10%, se utilizo,
H,S$0, conc. sulfato cérico, hielo y H,O destilada.
-Para empacar las columnas se utilizo gel de silice 60 GFysq, 2mm, para cromatoplacas y
gel de silice 60, para cromatografia en columna, de la marca MERCK.
-El proceso cromatografico se siguidé por cromatografia en capa fina utilizando
cromatofolios AL TLC silica gel 60 Fys,, de la marca MERCK.

B) Estandares
- Taxol: Taxol (paclitaxel) de T. brevifolia SIGMA CHEMICAL CO.
- Cefalomannina y 10-desacetilbaccatina fuerén proporcionados por el Dr. Kingston del
Politéenico de Virginia, E. U.

C) Aparatos
- Para determinacion del punto de fusion se utilizé el aparato de Fisher- Johns.
- Los cspectros de [R se obtuvierdn en un espectrofotémetro de IR Nicolet 55x.
. Los espectros de masas fuerén determinados en un espectrémetro de masas Helwelett
Packard 5945 1 70 ¢V mediante la técnica de impacto electrénico.
- Los espectros de RMN'H y RMN"’C de 300Hz se obtuvierén en un espectrofotometro
Varian VXR-300s. Los dezplazamientos quimicos estan en ppm, tomando como

referencia al tetra-metil-silano (TMS).



5 2. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO =

I RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL I

rIDENTIF[CACI(')N Y SELECCION l

[ Sleccion del follaje |

L DESECACION I

[ EXTRACCION I

A) Extraccion con hexano durante 48hrs,

B) Extraccitn con CH,Cly:MeOH (1:1)
durante 48hrs.

C) Extraccién por particidn con CH,Cly y
H30 en partes iguales

| FRACCIONAMIENTO I

A) Fraccionamiento en columna del
extracto con CH,Cl; (la elucién
fue de menor a mayor polaridad)

| SEPARACION I

A) Medhante cromatografia en columna
B) Mediante cromatografia en capa fina

r PURIFICACI(M

A) Por comparacitn con fos
estandares

B) Mediante metodos
espectroscdpicos

A) Mediante cromatografia en capa fina
B) Mediante percolacién
C) Mediante recristalizacion

——{ [DENTIFICACIONJ

36
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3. ¢ PRIMERA PARTE ¥

3.A.- Material vegetal

El material vegetal (follaje} de Tuxus globosa se recolecto a 10Km de Pachuca, en el
Parque Nacional el Chico Hidalgo en febrero de 1994 y fue identificado por ¢l Dr. F.
Zavala Chavez de la Universidad Auténoma de Chapingo. Una muestra de referencia se
deposité en la coleccion boténica del herbario del Colegio de Postgraduados.

La planta sc secé a temperatura ambiente y se fragmentd en un molino de cuchillas,

modelo 560999 Thomas Wiley.

3.B.- Métodos de extraccion y fraccionamiento

3.B.1.- Extraccién con hexano

El material vegetal molido (548.0g) se maceré dos veces con un volumen de 2 litros
de hexano, dejando para cada extraccién un periodo de 24hrs. al término de cada una de las
cudles el extracto sc filtro y se concentrd al vacio a una temperatura de 500C.%!

3.B.2.- Extraccion con CH,Cl,:MeOH (1:1)

El material vegetal desengrasado (545g) s macero con un volumen de 3.5 litros de
una mezcla de CH,Cl;:MeOH (1:1) por un periodo de 48 hrs., cada 24 hrs. el exiracto se

filtrd y se concentré al vacio a una temperatura de 45-50°C."7
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3.B.3.- Fraccionamiente por particién

El extracto anterior (53.939g) se fracciond por el método de particién en un
embudo de separacién, se utilizé H;O desionizada y CH2Cl; en partes iguales, agitacion
vigorosa y posteriormente centrifugacion a 5000 r.p.m., la fraccion en diclorometano se
concentrd al vacioa 40-45°°

3.B.4.- fraccionamiento por cromatografia en columna

El extracto en diclorometano (7.3g) se fraccioné mediante cromatografia en columna, se

utlizé gel de silice como soporte, el proceso de elucién se efectao con CH,Cl; en un
100% y una mezcla de CHxClo:Acetona en diferentes proporciones. Se obtuvieron 335
fracciones de 50ml. cada una, conbinandose aquellas que presentaron caracteristicas

cromatogréficas similares. En el cuadro 3 se resume el fraccionamiento.

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del

extracto en diclorometano de Taxus globosa

{"PROPORCION % °| - FRACCIONES CLAVEDE
o 1 COMBINADAS | IDENTIFICACION

GO

ELUYENTE

CHyCly 100 1-15 [

CH,Ch 100 16-132 1t
|£H2Cl2 Acetona | 95:05,90:10, 85:15 133-182 I 1

CH2CI2:Acetona 80:20, 75:25, 70:30 183-228 v
CH2CI2 Acetona 80:20, 75:25, 70:30 229-335 v I
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3.B.5.- Andlisis cromatografico

El analisis cromatografico de las fracciones se realizd conjuntamente con los
estandares por cromatografia en capa fina, se utilizaron placas de aluminio de 2 por 5cm.
recubiertas de gel de silice; dos sistemas de eluyentes fueron empleados asi como deteccion
por luz U.V. Como agente cromdgeno se utilizé 4cido sulfiirico al 10% *. En el cuadro 4 se

resumen los sistemas eluyentes empleados.
Cuadro 4. Sistemas de eluyentes

SISTEMAS DE COMPOSICION | PROPORCION
ELUYENTES

A CH,Cl

CH,Cl:Acetona

* Para desarrollo de color calentar por dos nunutos aproximadamente a 1 10°C,

3C.- Separacion y purificacion

La fraccion V(1.28g) fue la lnica que sc sometid a separacién ya que presento
similaridad con el estandar. Se realizd una cromatografia en columna, se utilizd get de silice
como soporte, el sistema de elucion fue CH,Cl:Acetena (7:3), el andlisis cromatografico
{ue igual que en 4 pero con el sistema de eluyente B. Se obtuvieron 70 fracciones de 50 mi.
cada una. Las fracciones 8-70 identificadas como VII(0.977g) se fraccionaron nuevamente

por cromatografia en columna de la misma manera que V; se obtuvieron 78 fracciones de
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25ml. cada una, las cuales se juntaron de acuerdo con sus caracter{sticas cromatograficas y
a la presencia de un precipitado, el cual se formo conforme la columna era eluida.
En el cuadro 5 se resumen la fracciones obtenidas de fraccionar VII , peso y punto

de fusién de los precipitados.

Cuadro 5. Resumen de las fracciones obtenidas de fraccionar VII, pese y punto de

fusién
FRACCIONES CLAVE DE PESO(mg) | PUNTO DE*
CONBINADAS | IDENTIFICACION FUSION °C
5-6 VIl 11.9 73 -75
7-25 X 83.8 245 - 248
26 - 55 X 45 05 - 100
56-78 XI 73 90 - 95

*Los puntos de fusidn corresponden sustancias muy mpinas

De las muestras anteriorcs s6lo 1X se tomé para ser purificada ya que fue fa dnica
que presentd similaridad con.uno de los estandares, |0-desacetilbaccatina 1H, tanto cn el
punlo de fusién como en el analisis cromatografico.

La purificacion se reatizé mediante percelacién con hexano en un 100% y posterior
recristalizacion. La muestra final fue analizada mediante RMN.PEMIE. ¢ LR. para su

WiAry
identilicacion (espectros del 1-9).
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4.-¢3 SEGUNDA PARTE

4.A. Fraccionamiento

El extracto diclorometandlico (20.4g) de Taxus globosa se fraccioné mediante
crematografia en columna a baja presion, se utilizé como soporte gel de silice, el proceso
de elucién se efectito con hexano, hexano:CH,Cl;, CH:Cly, MeOH |, se obtuvieron 253
fracciones de 125ml. cada una, conbinandose aquellas que presentaron caracteristicas
cromatograficas similares. En el cuadro 6 se resume el fraccionamiento.

Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento via cromatografia en columna del

extracto en diclorometano de Taxus globosa

CLUYENTE | P V.| ERACCIONES |
| ~COMBINADAS 1
Hexano 100 1-17 I
CH,Cly:Hexano 50:50 18 - 41 Il
Cl1;Cly:Hexano 50:50 42 -77 I
CHaCly:Hexano 50:50 78-92 I\Y "
i CHyCly:Hexano 50:50 93 - 127 v ‘
CH;Cly:Hexano 50:50 128 - 165 VI
CH.Cl, 106 166 - 221 vi
MeOFH 100 222 -253 Vil
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4.B. Anilisis cromatografico

El analisis cromatografico se realizd mediante cromatografia en capa fina se
utilizaron placas de aluminio de 2 por Scm. recubiertas de gel de silice; los sistemas de
eluyente se agrupan en la cuadro 7. Se utilizé la luz UV para detectar las muestras asi
como sulfato cérico como agente cromégeno. ¥

Los estandares se utilizaron pocas veces.

Cuadro 7. Resumen de los sistemas de cluyentes empleados en el analisis

cromatografico

T

BT

B CH,Cl,:Acetona 73

C AcOEt:Hexano 2:1

Pcalentar aproximadamente a 110°C para revelar

4.C. Separacién y Purificacion

_En la fraccidén IV se precipitd con hexano un producto amorfo, el cual fue
recristalizado de CH;Cly/hexano. Los cristales de color blanco mostrarén un punto de
fusion de 132-135°C el cual correspondi6 al -sitosterol, cuya identidad fue confirmada

por los analisis espectroscopicas correspondientes, (espectros del 15-19).

4,C.1.Cromatografia en celumna 1

Las f{racciones restantes asi como las aguas madres de fa fraccion IV sc

reunierén, produciendo un residuo  aceitoso el cual fue sometide de nuevo a
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B

hY

fraccionamiento mediante cromatografia en columna utilizando gel de silice como
soporte, y mezclas con hexano:AcOEt, AcOEt y MeOH de polaridad ascendente.

-Las fracciones X (6 -10) presento formacidn de cristales muy pequefios y escasos.
Después de varias recristalizaciones la muestra se redujo demasiado, sélo se pudo obtener
el punto de fusién. DAB IIT*

-Las fracciones XIII (25 - 29), XV(52 - 116) presentaron la formacion de un sélido
muy fino, verdose, insoluble en hexano, CHzCl; y MeOH. Se efectuaron variés lavados,
posteriormente se tomo el punto de fusién y se analizdé por RMN, E.MIE ¢ LR. (espectros
del 10-14). DAB II*

-Las fracciones XVIHI (176 - 207) y XIX (208 - 233) presentaron formacidn de
cristales escasos , se recristalizarén con AcOEt, debido a que la cantidad era muy pequeiia
se obtuvo el punto de fusién y un espectro de RMN'H de la sustancia impura. (espectro
22)DAB VI*

¥r- Fracciones metandlicas

-Las fraccién XXI (240 - 249) se lievo a una celumna cromatogrifica empacada
con gel de silice, el sistema de elucién fue CH2Cly:Acetona (9:1 y 8:2). Se obtuvieron 80
fracciones de 75ml. cada una, El andlisis cromatografico se efectio igual que en 4.B sélo
que se utilizd el sistema eluyente B.

-De las 80 fracciones s6lo de la 48 a la 80 {(XXiX), se obtuvo un s6lido blanco
muy escaso del cual se obtuvo el punto de fusion y un espectro de RMN'H de la sustancia
impura. (espectro 21) DAB V*

-La fraccién XXII (250 - 262) se fracciond nuevamente por cromalografia

en columna, como sistema de ¢lucidn se wilizé hexano, hexano:AcOEt (2:1 y I:1) y
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MeOH. Se obtuvieron 104 fracciones de 75ml. cada una. El anilisis cromatografico se
realizo igual que en 4.B, el sistema eluyente fue C.

-La fraccion XXXIV (17 - 47) presentd un sélido cristalino, verdoso, insoluble en
hexano; se realizé una percolacién con hexano, posteriormente se efectiio una separacion
mediante cromatografia en capa fina, se utilizaron placas cromatograficas de 20 x 20
recubiertas de gel de silice de 0.5mm de espesor y el sistema eluyente B.

-De la cromatografia anterior se obtuvieron dos sustancias sélidas cristalinas de
las cuales se obtuvo ¢l punto de fusidn v un espectro de RMN de cada una de las
sustancias impuras. {espectros 23 y 24) DAB VI Y DAB VIII*

-Las fracciones metandlicas presentaron un precipitado obscuro insoluble en
hexano, CH2C{2, y MeOH; se lavo varias veces con metanol, posteriormente se tomo el

punto de fusién y se analizd por R.M.N e L.R. (espectros del 10-14). DAB [I*

4.C.2. Cromatografia en columna 2

Las fracciones y las aguas madres restantes se sometieron a una cromatografia en
columna, el sistema de elucion fue CH,Cl;, CHyCly:Acetona en proporcion (82 y 7:3) y
MeOH. Se obtuvieron 99 fracciones de 100ml cada una. El andlisis cromatografico fue
igual a 4.B, pero con el sistema de eluyente B.

-Las fracciones XXXVIII (38 - 44) y XXXIX (45 -50) presentaron un sélido
blanco, insoluble en hexano, se purifico mediante recristalizacién, posteriormente se

tomo el punto de fusion y se analizé mediante RMN, E.MMIE. e LR, (espectros del 1-9).

DAB IV*
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-La fraccion XL (51 - 58) presenté un sélido blanco muy escaso, se lavo con
hexano, més adelante se obtuvo el punto de fusiéon y un espectro de R.M.N de la

sustancia impura, (espectro 21} DAB V*

-Las fracciones restantes se trataron de separar mediante cromatografia de capa

fina pero debido a que fueron demasiado impuras no hubo separacién.

*Clave de identificacion de las sustancias.
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“l

A pesar de que se obtuvieron una serie de sustancias, durante el transcurso del
desarrolio experimental, desafortunadamente no fue posible la identificacion de la mayoria
ya que la cantidad y la pureza en la que se obtuvieron file pobre, sin embargo se pudo
determinar el punto de fusion y la cantidad respecto a la planta seca. A la mayoria de las
sustancias obtenidas sc les realizé su andlisis de RMN'H identificandose solamente a tres
cllas.

El anéalisis de resultados comprobd que los compuestos identificados son: 10-
desacetilbaccatina 111 (83.8mg”, 30mg©), O-p-D-glucopirandsido del stigmast-Sen-3ol
{1200mg) y B-sitosterol (850.0mg).

En cuanto a las sustancias no identificadas, no se descarta la posibilidad de que
algunas de estas puedan ser compuestos andlogos de taxol ya que los espectros de RMN'H
{espectros 20-24) asi lo indican, se evidecta que estas sustancias no corresponden a taxol,

cefulomanina y 10-desacetilbaccatina 1L

En el cuadro 8 se resumen los resultados de los compuestos identificados v en el

cuadro 9 sc incluyen los puntos de fusion y el % respecto a la planta seca de las sustancias

no identificados.



Cuadro 8. Resumen de los resultados de los compuestos identificados

48

10-desacetilbaccatina 0.0153°
DAB-IV 245-248 0.0015
1X, XXXV y XXXIX
f-sitosterol
X

v 135-136 0.0425

O-f-glucopirandsido

del stigmast-Sen-3ol

283-286 0.06

DAB-II

XNy Frace. MeOH

*Los puntos de fusion no estdn corregados * Oblenido en la primera parte expenmenta

| ¢ Oblenido en la segunda parte experimental.




49

cuadro 9. Puntos de fusion, % respecto a la planta seca y cantidad obtenida de las

sustancias no identificadas.

DAB-III
X 148-152 0.00060, 12mg
DAB-V
XXIX y XL 278-280 0 00052, 10.4mg
DAB-VI
XVilly XIX 263-270 0 00049, 9.8mg
DAB-VII
XXXiv+ 145-155 0.00070, 14 mg
DAB-VIII
XXXIV* 133-138 (.00065, 13mg

* Ge obtuvieron por cromatografla en capa fina
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1. 10-desacetilbaccatina I1I

La 10-desacetilbaccatina 11 se aislé de la fraccion IX en la primera columna y de
las fracciones XXXVIII Y XXXIX en la segunda, obteniendose en forma de un sélido
blanco muy fino.

A. Anilisis del espectro de RMN'H

El analisis de los espectros 1 ¥ 2 de RMN'H con ayuda del los experimentos
COSY y HETCOR (espectros 3,4, 7y 8)

En la zona comprendida entre & 1.00-2.056 se observa tres singuletes los cudles
corresponden a metilos terciarios, enire estas sefiales existe una a & 1.00 (s) que integra
para seis hidrogenos, ésta sefial es muy comin observarla en los compuestos tipo taxano
ya que representa al Me-16 y Me -1 7. Las sefiales a & 1.72 y & 2.05 (s), corresponden a los
metilos terciarios, Me-19 y Me-1§ respectivamente.

La sefial localizada a & 2.217 (s), corresponde al metilo del acetato, esla sefal
integra solo para 3 hidrogenos por lo tanto existe s6lo un grupo acetato.

Fn & 2.40 y & 1.77 ppm se observan dos seilales, que integran cada una para un
hidrégeno, las cudles son asignadas a los protones en posicion ay P respectivamente en

el ;. La sefial asignada al hidrégeno del C; se observa claramente como un doblete a

3.6 ppm.
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Las sefiales a & 4.45 v & 4.19 se asignaron a los hidrégenos en posicién a y B del
Cxo

Entre las sefiales anteriores se encuentra una a § 4.25 (s), asignada al hidrégeno
del C;.

A campo bajo se encuentran varias sefiales, una de ellas esta situada a 54.791 (s)
que se asigno al hidrégeno en Ci3 que interacciona con los hidrégenos del Cy4 los cuales
tienen su sefial a 8 2.67 y corresponde a dos multipletes. A & 4.98 se encuentra un dd que
corresponde al hidrogeno del Cs, la muliiplicidad de esta sefial es debida por la
interaccion con los hidrégenos en Cs. También a campo bajo se encuentra una sefial a &
5.30 (s) correspondiente al hidrégeno del Cyq, asi mismo se observa oira seflal a & 5.60
que corresponde al hidrdgeno del Cs.

Las sefiales que van de 8 7.47 - 8.03 corresponden a los hidrogenos del anillo
bencenico: & 7.47 (m) corresponde a los hidrogenos en posicién meta, & 7.40 (m) a los

hidrogenos en posicion para y & 8.03 (d) a los hidrogenos en posicién orto.

A continuacién en la tabla 1 se agrupan los datos obtenidos del espectro de
RMN'H en comparacion con los obtenidos para la muestra estindar de 10-

desacetilbaccatina [I1. (espectro 25}.



TABLA L.
c-2 5.53 (d) 5.6 (d. J=7.2)
Cc-3 3.88 (d} 396 (d, J=1.2)
C-5 4.99 (dd} 4,98 (d. J=8.1)
-6 2.52 (m) 2.40(d. J=13)
C-6f3 1.77 (m) 1.77(dd. J=8 v 13}
C-7 4.18 (m) 4.25 (brs)
c-10 5.23 {s) 5.30 {s)
C-13 4.73 (dd) 4.79 (br s)
C-ldo 2.23(dd}) 2.67 {in)
C-148 2.23 (dd) 2.67 {m)
C.16-Me 1.08 {s} 1.00 (s}
C-17-Me 1.08 (s) 1.00 (s)
C-18-Me 1.98 (s) 2.05 (s)
C-19-Me 1.64 (s) 1.72 (s)
C-200 4.44 {d) 4.45(d. J=1)
C-208 4.13 (d) 4.19{d, J=1
Obz {orto) 8 03 {dd) 8.03 (d. J=8.2)
Obz (meta) 752 (m}) 7.47 {m)
Obz {para) 7.40 {m) 7.40 {m)
OAc 2217 (s) 2217 (s)

B. Analisis del espectro de RMNYC

El especiro 5 de RMN"C se analizé junto con el espectro 6 de RMNVC (DEPT) y

el espectro obtenido del experimento HETCOR (espectros 7 y 8). En la tabla 2 se agrupan

los datos obtenidos en comparacion con el estindar, (espectro 26)

A continuaci6n se presenta la estructura de la 10-desacetilbaccatina [IF con los

valores de RMN"'C correspondientes a cada uno de los carbonos.



128.0(p), 132.5 (m), 129.5(0) 220
10-desacetilbaccatina I1I con los valores de RMN'C correspondientes.
TABLA 2. Datos obtenidos del espectro de RMN"C para 10-desacetilbaccatina

[1I en comparacion con los del estandar.

C-1 80.13

C-2 79.65 74.78
C-3 46.30 46041

c4 40.05 40,20

C-3 §3.89 §3.93

C-6 36.12 . 3622

C-7 70.89 71014

C-3 57.24 £737

C-9 2E1.42 211.50
C-10 74.36 14 47

C-11 133,60 133.76
C-12 142.83 142 87
C-13 66.40 66.50

C-14 3878 38,87
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C-15 42.09 42.19
c-16 20.48 19.54
C-17 26.11 26.21
C-18 14.59 14.65
c-19 9.31 9.39
Cc-20 75.86 75.96
C=0 del Bz 165.84 166.0
Benz. 127.8-132.64 128.0-132.50
C=0 del Ac 169.63 169.7
Ac-CHz 21.99 22.06

HETCOR 'HAC: 5.60074.78, 3.96/46.41, 4.98/83.98, 2.40 y 1.77/30.22,
4.25/71.01, 5.30/74.47, 4,79/ 66.50, 2.67/38.87, 1.00/19.54 y 26.21, 2.05/14.65, 1.72/9.39,
4.45 y 4.19/75.96, 8.03/129.50, 7.45/132.50, 7.40/128.0 y 2.28/22.6.

C. Analisis del espectro de IR

Segiin lo reportado en la literatura’ el espectro de IR casi no aporta informacion ya
que este tipo de moléculas casi no muestran absorcion en ¢l rango del IR (400 a 4000 nm).

En el especiro 9 de IR que se observa una banda ancha entre 3400-3500 puede
pensarse que corresponde a grupos -OH ya que la molécula cuenta con varios de estos.
Entre 1700-1750 s¢ observa una sefial de intensidad fuerte que seguramente corresponde
algtin grupo carbonilo. Existen otro tipo de sefiales las cuiles no se pueden analizar debido

a la falta de informacion cn ¢l espectro.

Ei peso molecular es de 543g/mal, el cual corresponde con ¢l reporlado para 10-

desacetitbaccatina 11
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2. O-B-D-glucopiranésido del stigmast-Sen-3o0l y B-sitosterol

Se decidi analizar a estas dos sustancias en conjunto debido a que comparten
estructuras similares, se trata de compuestos pertenecientes al grupo de los esteroides los
cuales cuentan con un esqueleto fundamental correspondiente al ciclopentano
perhidrofenantreno y una cadena lateral a la cual se le pueden insertar grupos metilo o

etilo particularmente en Caq, ademas casi todos cuentan con un grupo OH en Cs.

El O-B-D-glucopirantsido del stigmast-5en-3ol se aislé de las fracciones XIIE,
(segunda parte) y de las fracciones metanolicas, se presentd como un sélido verdoso

amorfo insoluble en hexano y en metanol por lo que ne fue posible obtenerlo puro.

El p-sitosterol se¢ aislé de la fraccion IV (segunda parte), se presentd como

cristales en forma de aguja, insoluble en hexano y soluble en CH,Cly.

Estas sustancias ya habian sido aisladas de otras plantas lo que facilito su

identificaci6n gracias a los datos reportados en la bibliografia 16,24,38
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A. Andlisis de los espectro de RMN'H (espectros 10 y 15)

Si se observa en el espectro 15 del B-sitosterol a campo bajo existe una sefial a &
5.31 (dd, 4.8) la cual integra para un proton, y que de acuerdo con su desplazamiento, es
un proton vinilico, Esta sefial también aparece en el espectro 10 del O-B-D-
glucopiranésido del stigmast-Sen-3ol s6lo que su desplazamiento es de 3-4.20 (dd, 7.69)
por 1a presencia del azicar.

En el espectro del compuesto glicosilado aparecen una serie de sefiales que van
de & 2.84- 3.64 (m), estas sefiales pertenecen a los hidrdgenos que son base de los grupos
hidroxilo de la glucosa. En el espectro del f3-sitosterol solo aparece una sefial a & 3.54 (m)
la cual corresponde al hidrogeno base del grupo hidroxilo.

En ambos espectros de & 0.69-1.02 aproximadamente aparece una serie de sefiales
que $e supone son para metilos que se pueden asignar a un esterol.

En el espectro del O-B-D-glucopiranésido del stigmast-5en-Jol aparece una sefial
ubicada a & 5.31 parece ser un singulete que integra para un protén el cual pertenece al
carbono anomérico por el desplazamiento que presenta.

En el caso del P-sitosterol las sefiales concuerdan con las reportadas en la

bibliografia'® para la molécula de f-sitosterol, tabla 3



TABLA 3.

H-18 0.680 0.697
H-19 1.007 1.025
H-21 0919 0.927
H-26 0.833 0.841
H-27 0.813 0.819
H-29 0.842 0.863
H-3 4.520 3.54

H-5 3.350 531

B. Anilisis de los espectros de RMN'C (espectros 11, 12, 16 y 17)

Las sefiales que aparecen en el espectro del (-sitosterol son similares a las del

espectro del O-f-D-glucopirandsido del stigmast-5Sen-3ol, las diferencias que se observan

entre un espectro y otro son que para el espectro del compuesto glucosilado aparece una

sefial a & 100.83 que corresponde al carbono anomérico ademas de las sefales 6 61.07,

70.07, 73.45, 76.73, 76.95 que corresponden a carbonos de la unidad glucosidica.

En la tabia 4 se agrupan los desplazamientos quimicos para el B-sitosterol y para

el O-p-D-glucopirandsido del stigmast-5en-30] comparados con los valores reportados

para el p-sitosterol "% 1326



TABLA 4
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C-1 3733 37.22 36.81
C-2 31.69 31.64 31.68
C-3 71.73 71.78 70.07
Cc4 42.20 42.3 45.13
C:5 140.71 140.79 140.47
C-6 121 63 121.70 121.18
C-7 31.96 31.87 31.38
C-8 3191 31.87 31.38
C-9 50.13 50.12 49.59
C-10 36.43 36.47 35.46
C-11 21.09 21.03 20.57
C-12 39.79 31.75 38.30
C-13 42.37 4228 41.83
C-14 56.75 56.75 56.17
C-13 24.15 24.25 23.82
C-16 28 25 28.18 28.69
C-17 56 02 56.05 56.06
C-18 11.84 11.8 11.62
C-19 19.46 1933 19.66
C-20 36.07 36 09 36.17
C-21 18.68 18.72 18.58
C-22 33.95 33.92 33.34
C-23 26 10 26.07 25.42
C-24 45.82 45.82 45.13
C-25 29.15 29.15 29.24
C-26 19.77 19.75 19.05
C-27 19.21 1898 18.90
C-28 23.13 23.07 23.82
C-29 1.9 11.91 11.73
C'-6 61.07
C'-1 100.83
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C. Analisis de los espectros de IR (espectros 13y 18)

En ambos espectros se observa una banda ancha que va de 3650-3200, que indica la
presencia de grupos -OH la cudl se confirma al ver la sefial que aparece en 1100-1020,
también en los dos espectros aparece una banda entre 3000-2850 que indica que hay CH
saturado esto se confirma con las sefiales que van de 1350-1470 sefiales probables para
CH,- y -CH,-*

Por lo que respecta a | espectro  de masas del -sitosterol (espectro 19) sobresale
una senal a 414, es ¢l ion malecular (m/z) que corresponde al peso molecular en la
literatura.”

En lo que corresponde al O-B-D-glucopiranésido del stigmast-5en-3ol {(espectro 14)
tiene un peso molecular de 576.855 el cual corresponde al reportado en la literatura™ >

Los puntos de fusién también fucron comparados ver la tabla 5

Tabla 5.
| voPfeCdelas
Sustancia e reportado °C sﬁ;;'t"*ziiicias tibtenidas
B-sitosterol 135-137% 134-137
O-[3-D-glucopirandsido del stigmast-5en-3el 280-286" 283-286

* Devan 1972, Maiihal
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Se logro aislar 8 sustancias de las cuales sélo fueron identificadas tres: el p-
sitosterol, el o-B-glucopirandsido del stigmast-5en-3ol y la 10-desacetilbaccatina III,
estas tres sustancias va han sido aisladas de otras fuentes® 34 7 36 3 26,25, 42 1
embargo es Ja primera vez que se aislan de T. globosa, por lo que este trabajo
representa un gran avance en el estudio de la especie.

Es conocida la actividad farmacoldgica del B-sitosterol, un compuesio con
actividad antiinflamatoria® *® '*'* ademds de que existen otros trabajos en los cuales
dan a conocer la actividad antipirética”, antibacteriana™, asi como la inhibicién de la
agregacion plaquetaria.®®

Revisando lo reportado para el estigmast-5en-30l-3p-o-glucopirandsido se
encontro que posee actividad antiinflamatoria” "*,ademés de que es usado en el
tratamiento de hipertrofia prostitica bajo ¢! nombre de ipuranol. Por otro lado se
encontro que el stigmast-7,22—dicno~3B-Ouglucosido tiene actividad diurética® por lo
que podria pensarse que el compuesto ‘aislado cuente con la misma actividad, esto
explicaria su uso en la medicina tradicional en lo que se refierc a enfermedades
renales.

En cuanto a la 10-desacetiibaccatina III fue el unico compuesto andlogo al
taxol que se pudo aislar, considerando su importancia se tiene que cuenta con poca
actividad antineoplasica, DL50 (ug/ml) = 1.0} Ia ventaja es gue esta sustacia se
encontro en cantidades razonables en el follaje (83.8mg para 548g y 30mg para 2kg)

lo que concuerda con lo reportado para otras especies de taxus™ 7, con este resultado

s¢ puede presumir que a futuro esta sustancia pueda emplearse para obtener taxol a
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. . : : - 4,7,6
partir de semisintesis como se hace con las cantidades obtenidas de T. Baccata

,lo
que no causaria daiios ecolégicos en la especie.

Respecto a las cantidades obtenidas de 10-desacetibaccatina IIT se puede
justificar si se toma en cuenta el tiempo de preparacién de uno y otro extracto, ¢l
extracto usado en la primera parte experimental se fraccioné enseguida de su
preparacion y el extracto usado en la segunda parte se fracciond después de lafio de
su preparacion; esta diferencia de tiempo pudo haber causado degradacién de los
compuestos contenidos en el extracto luego de su preparacion, otra causa que no hay
que descartar es la posicién en la que se encontraba el material vegetal antes de ser

44, . . . .
33 existen diferencias en el contenido de

cortado del drbol ya que segin estudids
Taxol que dependen de la cantidad de luz que reciba un drbol y otro, esta causa podria
suceder lambién en el caso de la 10-desacetilbaccatina 111,

Desafortunadamente no fue posible aistar taxol, anteriormente ya se habian
hecho algunos estudios previos de un extracto de 7. glohosa como parte del comienzo
de esta investigacion, los estudios consisticrén en anélizar extraclos (uno a partir de
follaje y otro de corleza) en paralelo con el estandar de taxol mediante HPLC para
tener una idea de si Ia especie lo contenia, esto dié como resultado la presencia de
1axo! en ambos exiractos s6lo que la concentracidn en la corteza fue mas alta que en
el follaje, ésto marcd la pauta para aislarlo del follaje. Después de haber valorado ¢l

follaje en cuanto ai contenido de sus metabolitos secundarios resulta que no se

encontro laxol debido a la baja concentracién en la que se encuentra, eslo concuerda
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con el estudio previo, o tal vez no estd realmente contenido en la especie ya que
durante el desarrollo del estudio fitoquimico nunca se encontro algin indicio de este.
Aunque no se pudierén aislar taxol y cefalomannina si se aislarén otras
sustancias de las cuales, por la minima cantidad obtenida solo fue posible tomar el
punto de fusién y obtener un espectro de RMN'H (espectros del 20-24) de algunas de
las sustancias impuras, con lo que no fue posible su identificacién solo se
compararon los espectros con los de de taxol’ (espectro 27) y 10-desacetilbaccatina III
(espectro 25) lo que hace pensar de que en algunos casos se trata de compuestos
andlogos a estos pero que de acuerdo con los puntos de fusién que presentan no se
trata de ninguno de los ya aislados.” Posiblemente pueda tratarse de productos de

degradacion de otras sustancias.

Con este trabajo se da un gran avance en el estudio de la especie de 7' globosa
lo que ayuda a enrriquecer la escasa literatura que existe sobre la especie, También
este estudio contribuye con la sociedad ya que con el andlogo encontrado se puede
obtener taxol y laxotere (medicamento semisintetizado a parlir de 10
desacetilbaccatina II* *) esto gracias a que se encuentra en concentraciones

razonables en el follaje.
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