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Resumen

Como parte de un estudio sistematico de anonaceas mexicanas, el presente
proyecto de tesis doctoral describe la investigacion quimica y la evaluacion del
potencial antineopldsico de los metabolitos secundarios aislados de las semillas de
Annona purpurea y Rolffinia mucosa, recolectadas en la region de los Tuxtlas,

Veracruz, México.

La seleccion de las especies vegetales, objeto de este estudio, se realizd con base
en los resultados obtenidos durante [a determinacién de la toxicidad para Arfemia
salina de una serie de exiractos organicos que fueron elaborados a partir de las
diferentes partes vegetales de diversas especies de anonaceas mexicanas, las
cuales se preseleccionaron de acuerdo con los criterios etnomédico vy
quimiotaxondmico. Posteriormente, se comprobd que los extractos integros de las
semillas de A. purpurea y R. mucosa presentaban un efecto citotdxico significativo

en conira de seis lineas celulares derivadas de tumores humanos.

El fraccionamiento biodirigido del extracto citotoxico, el cual fue obtenido de las
semillas de A. purpurea, empleando como bioensayo de monitoreo la toxicidad para
A. salina y como técnica de separacion la cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR), condujo al aislamiento de nueve acetogeninas. Tres de estos
compuestos resultaron ser productos naturales novedosos y se les asignaron los
nombres triviales de purpurediolina, purpurenina y purpuracenina. Las seis
acetogeninas restantes se identificaron como anoglaucina, xilomatenina, anonacina

A, escuamocina, bulatacina y motritina.
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El estudio biodirigido del extracto activo de las semillas de R. mucosa, permitié el
aislamiento de una acetogenina con un esqueleto novedoso que se designé con el
nombre trivial de jimenezina. De manera adicional, se separd una mezcla constituida

—por ochoamidas deta triptamina. Cromatograffas sucesivas de la mezcia de amidas

mediante la aplicacién de la CLAR, permitié la purificacion de la amida mayoritaria la
cual se caracterizé como la N-lignoceroiltriptamina. La hidrélisis acida de la mezcla
de amidas y la posterior formacién de los ésteres metilicos de los acidos grasos
resultantes permitié la caracterizacion de las siete amidas restantes mediante el
analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)
de los ésteres metilicos. Las siete amidas se identificaron como
N-palmitoiltriptamina, N-estearoiltriptamina, N-araquinoiltriptamina, N-behenoil-
triptamina, N-tricosanoilfriptamina, N-hienoiltriptamina y N-cerotoiltriptamina. Las

ocho triptamidas representan también productos naturales novedosos.

De manera general, la elucidacion estructural de los productos naturales se realizé
mediante la aplicacién de métodos quimicos, espectroscopicos, espectromeétricos y
quirépticos. Para determinar la estereoquimica absoluta en los diferentes centros
estereogénicos de la anoglaucina y de las nuevas acetogeninas, se utilizé la

metodologia avanzada de los ésteres de Mosher y la técnica de dicroismo circular.

El potencial antineoplasico de las acetogeninas aisladas se determind mediante la
evaluacion de la actividad citotoxica in vitro sobre seis lineas celulares derivadas de
tumores humanos. De las acetogeninas obtenidas de A. purpurea, se evaluaron los
tres productos novedosos (purpurediolina, purpurenina 'y purpuracenina), asi como la

anoglaucina y la anonacina A, cuyas propiedades citotéxicas no habian sido
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descritas en la literatura. De R. mucosa se evaludé la jimenezina. Las seis
acetogeninas revelaron una gran actividad citotdxica, destacando la selectividad
demostrada por la purpurediolina y la anoglaucina contra la linea celular de
adenocarcinoma de colon (CEsp < 107 pg/mL). La purpuracenina presenta un efecto
selectivo sobre las lineas celulares de carcinoma de puimén (CEsq 4.8 x 107 pg/mL),
de rifién (CEso < 10 pg/mlb) y adenocarcinoma de prostata (CEsp < 107 ug/mlL). La
purpurenina y la anonacina A afectan a todas las lineas celulares en menor grado
que el control positivo utilizado (la adriamicina); las CEsp calculadas para estos
compuestos oscilan entre los 0.3 y 2.0 ug/mL. Por ultimo, la jimenezina demostrd
una gran actividad en contra de cinco de las seis lineas celulares ensayadas

(excepto en la linea de carcinoma de mama).

De manera adicional, y con la finalidad de contribuir al conocimiento general de las
actividades biolégicas de las acetogeninas de anonaceas, se evaluo el efecto de los
productos mayoritarios de las semillas de Annona purpurea sobre el proceso de fa
fotosintesis en cloroplastos aislados de espinacas. Estos compuestos incluyen a la
escuamocina, la bulatacina y la moirilina. Los compuestos estudiados inhiben
significativamente la sintesis de ATP de manera dependiente de la concentracion
(CE 50 = 41.7-114.8 pM). Posteriormente, se dilucidé el mecanismo con el que
ejercen esta actividad. Para ello se evaluo el efecto de diferentes concentraciones
de los tres compuestos sobre el transporte de electrones basal, desacoplado y
fosforilante. Los resultados obtenidos permitieron proponer que los tres productos
actdan como agentes desacoplantes e inhibidores de la reaccion de Hill. Por otra

parte, ei efecto estimulante sobre la actividad de la enzima Mg®*-ATPasa inducido
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por la escuamocina, fa bulatacina y la motrilina permitié6 comprobar las propiedades

desacoplantes de las mismas.

Con el objetivo de establecer el blanco de accidn de los compuestos de prueba, se

determind su efecto a nivel de los fotosisterma | y 1l utilizando inhibidores, donadores
y aceptores artificiales de electrones. La evidencia experimental permite ubicar el
sitio de inhibicién en el lado donador del FS I, a nivel del complejo enzimatico que
cataliza la fotdlisis del agua. La confirmacion del blanco de accién se realizd

utilizando ensayos de fluorescencia.



Abstract

In the course of our search on Mexican Annonaceae as sources of antineoplastic
agents, the seeds of Annona purpurea and Rollinia mucosa were chemically and

biologically investigated.

Three new bis-THF acetogenins, purpurediolin, purpurenin and purpuracenin were
isolated from the fractionated CHCl>-MeOH exiracts of the seeds of A. purpurea,
using the brine shrimp lethality test at each step for activity-directed fractionation. In
addition, six known acetogenins, namely, annoglaucin, xylomatenin, annonacin A,

squamocin, bullatacin and motrilin, were obtained.

investigation on the seeds of R. mucosa led fo the isolation of a new cyiotoxic
acetogenin containi‘ng a hydroxylated tetrahydropyran ring along with an adjacent
tetrahydrofuran ring and representing a novel carbon skeleton. The new compound
was given the trivial name of jimenezin. In addition, a mixture of eight novel
tryptamine amides was separated. Extensive HPLC allowed the isolation of the major
component of the mixture, which was characterized as N-lignoceroyltryptamine. The
remaining amides were identified as N-palmitoyltryptamine, N-stearoyltryptamine,
N-arachinoyltryptamine, N-behenoyltryptamine, N-tricosanoyltryptamine, N-hyenoyl-
tryptamine and N-cerotoyltryptamine by GC-MS analysis of the methyl ester

derivatives of the fatty acids obtained by acid hydrolysis (H2504 8 M) of the mixture.

The isolated annonaceous acetogenins were identified by a combination of chemical

and spectral methods inciuding MS and NMR measurements. The absolute
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configuration of the novel acetogenins and annoglaucin was determined using

advanced Mosher ester methodology and by CD measurements.

The novel acetogenins, annoglaucin and annonacin A were cytotoxic to six human

solid tumor celi lines in seven-day MTT test using adriamycin as the positive control.
Purpurediolin and annoglaucin showed high selectivity against human colon
adenocarcinoma cell line (EDsy < 107 ug/mL). On the other hand, purpuracenin
dispiayed selectivity against human lung carcinoma (EDs 4.8 x < 107 ug/mL), human
breast carcinoma (EDsy < 10° ug/mL) and human prostate adenocarcinoma
(EDso < 10 ug/mL) celi lines. Purpurenin and annonacin A were less cytotoxic than
the positive control for the six cell lines (EDsq 0.3-2.0 ng/mL) and jimenezin was

significantly cytotoxic against all lines but human breast carcinoma.

A number of biological properties, including oxidative phosphorylation-inhibitory
activity, have been descrii:)ed for acetogenins. However, their effect on
photophosphorylation remains unexplored. Therefore, in order to contribute to the
knowledge of the biological properties of this important group of secondary
metabolites, the effect of the mayor acetogenins (squamocin, bullatacin, and motrilin)
isolated from A. purpurea was evaluated on different photosynthetic activities in
chioroplasts isoiéted from spinach leaves. Squamocin, bullatacin, and motrilin
inhibited ATP synthesis and uncoupled electron flow in a concentration dependent
manner. The three acetogenins stimulated basai electron flow. On the other hand,
squamocin and motrilin inhibited phosphorylating electron flow at concentrations

lower than 100 pM. Treatment with higher concentrations of both compounds
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stimulated this electron flow. Bulatacin, however, inhibited phosphorylating electron
flow in a concentration dependent manner. The three compounds aiso stimulated
Mg**-ATPase activity from bound membrane thylacoid chloroplasts. The overall
results indicate that the evaluated acetogenins behave as Hill reaction inhibitors and
as uncouplers.

In order to localize the site of inhibition on the electron transport pathway, the effect
of the natural products on partial reactions (photosystem | and 1I) was measured
using artificial electron donors, electron acceptors and appropriate inhibitors. None of
the acetogenins affect photosystem | but, they inhibited photosystem II. The target
was located at the water-spliting enzymes by polarographic and fluorescence

measurements.
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I INTRODUCCION

En la actualidad, una de las metas mas importantes de las ciencias médicas vy

farmacéuticas es la bisqueda de nuevos agentes medicinales para combatir el
“cancer”, termino general que se aplica a una serie de enfermedades malignas que
pueden afectar a distintas partes del organismo. Es caracteristico de dichas
enfermedades la formacion répida e incontrolada de células anormales que se
retinen para formar un tumor in situ (tumor primario); éstas células también pueden
proliferar en el organismo, iniclando crecimientos anormales en iugares distintos al
sitio en que se generd el tumor primario (Dewick, 1991). A la fecha se conocen mas
de 100 tipos diferentes de cancer, los 12 mas comunes son: Cancer de prostata,
cancer de mama, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer de vejiga, linfomas
no Hodgkinianos, cancer de Gtero, melanoma (cancer de piel), cancer de rifidn,

leucemia, cancer de ovario y cancer de pancreas.

En general, los procesos bioquimicos que inducen los diferentes tipos de cancer son
muy similares. De acuerdo a la teoria clasica o convencional, el proceso de
carcinogénesis comprende dos etapas: La iniciacién y la promocién. La fase de
iniciacion resulta de la interaccion entre un agente carcinégeno y el ADN (acido
desoxirribonucleico) de una célula somética, de tal forma que induce un cambio
irreversible en el material genético (mutacion) el cual confiere a la célula el potencial
para desarrollarse de manera andémala hasta convertirse en un tumor. Este potencial
puede desencadenarse por la accion de un agente promotor que estimula la division

celular y por lo tanto facilita la replicacion del defecto provocado (fase de
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promocién). Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha demostrado que varios agentes
quimicos y contaminantes ambientales son carcinogénicos en modelos animales,
perc no son mutagénicos en las pruebas in vitro. Dichas observaciones son
congruentes con un mecanismo de accién que no involucra al componente iniciador
de la teoria convencional de la carcinogeénesis. El mecanismo de carcinogénesis no
genotdxica no se conoce del todo, pero se cree que implica la estimulacién de la
divisién celular con el consecuente incremento en la probabilidad de que una

mutacion ocurra espontaneamente (Shaw y Jones, 1994; Trichopoulus et a/., 1997).

Ei desarrollo de un tumor presenta diferentes etapas (Figura 1): Este se inicia
cuando algunas células de una poblacién normal sufren una mutacion genética, la
cual induce un incremento en la proliferacion de las células. Las células alteradas y
sus descendientes conservan su apariencia normal, pero se reproducen en exceso.
Esta fase del desarrollo de un tumor se conoce como hiperplasia. Después de un
cierto tiempo, las células en estado de hiperplasia pueden sufrir otra mutacién que
les confiere, aln mas, la capacidad de multiplicarse de manera desmesurada. La
progenie de estas células presenta un aspectc anormal en su morfologia vy
prientacion. Esta etapa se designa con el nombre de displasia. En periodos
subsecuentes, se produce una tercera mutacion que altera el comportamiento
celular, de ahi que ei grupo de células afectadas muestra una mayor anomalia en su
desarrolio y aspecto. Si el tumor no ha traspasado aun ninguna barrera para invadir
otro tejido, se habla de un cancer in situ. El tumor puede permanecer en esta fase
de manera indefinida, sin embargo, algunas células pueden sufrir nuevas

mutaciones. Si los cambios genéticos facilitan la invasion del tumor a los tejidos
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circundantes y la entrada de las células anormales al torrente sanguinec o linfatico,
entonces se habla de un "tumor maligno”. De manera adicional, las células

invasoras pueden iniciar nuevos tumores en ofras partes del cuerpo. Este ultimo

proceso se conoce como metastasis y puede ser letal si afecta a 6rganos vitales

(Weinberg, 1997).

La cirugia, la radiacion y los agentes quimioterapéuticos son las principales formas
de tratamiento del cancer. La intervencion quirdrgica fue la primera terapia que se
establecio contra el cancer. Este tipo de terapia constituye uno de los métodos mas
utiizados hoy en dia. La extirpacion quirdrgica del tumor es un remedio répido y
eficaz, gracias al cual se consigue, con frecuencia, la recuperacién del paciente. Sin
embargo, en algunos casos, el cancer afecta érganos vitales de tal forma que las
posibilidades de sanar mediante la cirugia son escasas. Ante las limitaciones de la
cirugia, en algunas ocasiones es mejor optar por la radioterapia. Este método
recurre al empleo de rayos X y gamma para irradiar la region afectada por el fumor
canceroso. Puesto que el tejido sano se recupera de los efectos de la exposicién a
la radiacidn mejor que las células tumorales, la radioterapia puede preservar las
estructuras anatémicas que rodean a ia formacioén cancerosa y, por lo tanto eliminar
el cancer sin incapacitar al paciente. Pese a tales ventajas, la radioterapia no
siempre es el tratamiento mas indicado, debido a que puede fracasar en la
eliminacidén completa de las células tumorales en particular, en los casos de
metastasis avanzadas. Ademas, este tipo de terapia dafia ciertos tejidos vitales, por
lo que el uso de la radiacién en el cuerpo humano se encuentra limitado (Hellman y

Vokes, 1997).
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La administracion sistémica de agentes anticancerosos, que el torrente circulatorio
se encarga de distribuir por todo el cuerpo, es un tratamiento que responde al

nombre de quimioterapia. Esta terapia puede en algunas ocasiones proporcionar

una mejoria temporal de los sintomas, la prolongacion de la vida y ocasionalmente
la curacién. La quimioterapia es mas efectiva si se recetan varios farmacos a la vez
ya que permite un tratamiento satisfactorio de ciertas neoplasias malignas tales
como leucemias, linfomas y algunos ofros canceres como el de testiculo.
Lamentablemente, la mayoria de las formas de cancer mas comunes (mama,
pulmén, colorrectal y prostata) no se remedian con la sola quimioterapia, sino que
esta debera integrarse en un plan de ataque global en ei cual se incluyen la cirugia y

la radioterapia (Hellman y Vokes, 1997).

L.os agentes quimioterapéuticos utilizados en la actualidad son efectivos en aquellas
células cancerosas con un alto ritmo de crecimiento, pero presentan el problema de

ser toxicos para los tejidos normales de alta proliferacidon, como es el caso de la

refleja en efectos secundarios como son la inmunosupresién, la diarrea, las

nauseas, los vomitos y la caida de pelo.

Los agentes quimioterapéuticos de mayor uso comprenden un grupo numerosc de
compuestos de origen natural, sintético o semisintético con una gran diversidad
estructural. Los mecanismos mediante los cuales estos agentes ejercen su efecto
terapéutico es también variado, de tal forma que unos inhiben la sintesis v

replicacién del ADN; otros blogquean la mitosis o actdan a nivel de la membrana



celular sobre receptores especificos, y algunos otros se comportan como

antimetabolitos.

Dentro de los agentes anticancerigenos que inhiben Ia sintesis y replicaciéon dei
ADN, algunos alquilan los componentes de! ADN. Ei nitrégeno 7 de la guanina es
particularmente susceptible a la formacion de una unién covalente con agentes
alquilantes monofuncionales y bifuncionales. Otros atomos de las bases puricas y
pirimidicas como los nitrégenos 1 ¢ 3 de la adenina, el nitrégeno 3 de la citosina y el
oxigeno 6 de la guanina, también pueden alquilarse en menor grado, io mismo que
los grupos fosfato de las cadenas de ADN, las proteinas asociadas al ADN vy los
grupos ticles de las enzimas que controlan la divisién celular (Carter y Kershner,
1975). Un factor comin dentro de este grupo de substancias es que poseen un
centro fuertemente electrofilico, como es el caso de la ciclofosfamida (1) y el

clorambucilo (2).

H
I

/CHT’N\ CHy—CHy—Cl
H-C O=P—N
AN

N
CH—N_  CHz—CHz—Cl
|
H

Ciclofosfamida (1)

CHy—CH—Cl
HOQC_C H2_C HZ_C H20N\
CH,—CH,—Cl

Clorambucito {2)

Los complejos de coordinacion del platino son sustancias electrofilicas que sin ser
alquilantes forman uniones con el ADN. El ejemplo mas importante de este grupo de

agentes quimioterapéuticos es el cisplatino (3) [cis-diaminodicloroplatino (1D}, el cual
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al penetrar a la célula pierde por hidrélisis los dos cloruros y en consecuencia se
forman dos ligandos activos que producen uniones inter e intra-cadenas en el ADN

{(Calabresi y Parks, 1920).

NHa.
c’ “ci
Cisplatino (3)
Algunos antibidticos también inhiben la sintesis y replicacion del ADN y el mas
importante es la bleomicina (4), una mezcla de glucopéptidos. Estos productos
causan la escisién dei ADN por interaccidon con O, y hierro. Las bieomicinas se
intercalan en el ADN y forman un complejo oxidado Fe**-bleomicina, este puede
disociarse del ADN, reducirse a Fe*"-bleomicina y unirse de nuevo al ADN. Cada
ciclo de oxidacion-reduccién causa la liberacion de una base de purina o de

pirimidina, con la consecuente ruptura del ADN (Calabresi y Parks, 1980).

HoNo_ O
H o N
N NH; 0
0
I
O HO N H
|
CHs N O K/k
3H/ N7 CHs HO™ “CHg S
o) "N H
HO N A R= -N—CH,—C HQ—CHz“‘S\
HO -0 ChHy
0] | H
H ! A
o OH By R= N—CHy=CHo—CHz=CHymN—C_
OH @

O NH Bleomicina (4)
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Otros antibiéticos como la actinomicina D (5) y la adriamicina (6) (doxorrubicina) se
intercalan con el ADN ocasionando una inhibicion de la sintesis del ARN
dependiente del ADN, primer paso en la secuencia de eventos que conduce a la
sintesis de proteinas (Dourous, 1976). La actinomicina D (5) se intercala entre un
par basico adyacente de guanina-citosina y después de varias interacciones se
genera un complejo actinomicina-ADN bastante estable. La adriamicina (6) se
intercala entre pares bésicos adyacentes del ADN vy Ia porcion glicosidica del
antibidtico juega un pape! esencial en esta unién. La intercalaciéon de estos
productos en el ADN también puede causar la escisidén de las cadenas por

generacion de radicales libres reactivos (Calabresi y Parks, 1990).

O N CHs
CH; CH, o H "N
O CH,
N
Actinomicina D (5) R= }|_| CH. O CH, -
3
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El etopésido (7) y el tenipdsido (8), entre otros lignanos semisintéticos derivados del
producto natural podofilotoxina, inhiben la enzima topoisomerasa || (Calabresi y

Parks, 1990; Shu, 1998). Por otra parte, Ia camptotecina (9) y sus derivados poseen

Estos mecanismos de accion conlievan a la inhibicién de la sintesis y replicacion del

ADN.

H Etopésido (7)  R=CH,

Tenipésido (8) R= |
ﬂ* [

{ ‘@ﬁ]”

OCH,

O’"’\

Camptotecina (9)

Otros agentes quimioterapéuticos actan bloqueando la mitosis y, en consecuencia,
detienen la division celular en la metafase. Asi por ejemplo, los alcaloides naturales
vincristina (10) y vinblastina (11), asi como sus derivados, se unen con la proteina
tubulina en el huso mitético, evitando la polimerizacién de los microtibuios. Por otra
parte, el taxol (12), producto natural obtenido de Taxus brevifolia, se une a los
microtibulos estabilizandolos, interrumpiendo por otfo mecanismo el proceso de la

mitosis (Calabresi y Parks, 1990; Shu, 1998).
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R = CH=0 Vincristina ( 10)
R=CH3z Vinblastina (11)

o)
H % OCOCH; i
‘COOCH C

A—=Z

HsC
O

[ 7
@*C—NH-CH—?H——C—O“-“

OH

Taxol (12)

Los antimetabolitos son otros farmacos que impiden el crecimiento celular. Dos
ejemplos importantes de este grupo son el metotrexato (13) y el 5-fluorouracilo (14),
antimetabolitos del acido félico y de las bases pirimidicas, respectivamente. El 4cido
folico es el agente responsable de la formacién de células sanguineas, ademas es
esencial para el crecimiento de ciertos tipos de tumores. El 5-fluorouracilo (14)
interfiere en actividades celulares vitales como la sintesis y el funcionamiento de los

acidos nucleicos (Calabresi y Parks, 1990).
NH» N N )
7 X CHs O COOH
Y | [ I /
New o N C\N/CH\
N" CH , CH—CH,—CH,—COOH
NH» H
Metotrexato (13)
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Los compuestos antes mencionados actitan en fases especificas del ciclo celular Yy
por ello son activos contra las células que se encuentran en proceso de division y su

sitio de accion se localiza en el nucleo de la célula. Otros compuestos

quimiocterapeuticos tienen un mecanismo de accion diferente y actdian a nivel de Ia
membrana celular, como es el caso de las hormonas que aceleran o suprimen el
crecimiento especifico de las células, tejidos u 6rganos. Su efectividad contra el
cancer consiste en alterar o revertir el balance hormonal en las células cancerosas,
el cual es necesario para gue las células se desarrollen. Como ejemplo de este tipo
de compuestos se tiene al tamoxifeno (15). Originalmente se pensaba que la
actividad de este farmaco se debia a un efecto antagénico sobre los estrogenos, sin
embargo, posteriormente se demostré que el producto interfiere con los procesos de
transduccion de sefiales en la célula. Asi el tamoxifeno (15) inhibe la accion de la
proteina-cinasa C, la cAMP-fosfodiesterasa dependiente de Ca®** y la calmodulina.
En consecuencia, el tamoxifeno (15) induce la secrecidén del factor de crecimiento
negativo por parte de las células somaticas que rodean a las células cancerosas

(Wiseman, 1994).

OCH,CH,N(CH3),

5-Fluorouracilo ( 14)

Tamoxifeno (15)
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Sin duda alguna, el uso de agentes quimioterapéuticos seguird siendo una de las
principales formas del tratamiento del cancer, pero se pretende que la terapia del
futuro sea mas segura, eficaz y selectiva. El efecto de los agentes
quimioterapéuticos deberd limitarse a las células cancerosas y los efectos
colaterales inducidos por estos farmacos deberan ser también minimos. Por lo tanto,
numerosos grupos de investigacion alrededor del mundo han intensificado la
blisqueda de nuevos agentes y/o estrategias para el tratamiento del cancer. Los
estudios han conducido al descubrimiento de vacunas capaces de mantener en
constante alerta al sistema inmunoldgice de tal modo que se eliminen cuanias

celulas cancerosas pudiesen surgir (Old, 1997).

El uso de agentes antitumorales fransportados por anticuerpos constituye también
otro tipo de inmunoterapia con posibilidades de éxito para el tratamiento del cancer.
Esta estrategia consiste en administrar a los pacientes anticuerpos con un repertorio
de componentes ioxicos que puedan liberarse al unirse a los antigenos de la
superficie de las células cancerosas. De esta manera, se lograria que las dosis de
toxinas que alcancen los fumores sean mayores y mas letales, sin que los iejidos

sanos sufran dafio alguno (Old, 1997).

Una terapia alternativa, en vias de desarrollo experimental, es la interrupcion de la
angiogénesis, es decir, de la proliferacion de nuevos capilares. Este proceso es
inducido por las células tumorales para asegurar que l0s nuevos vasos aporien
nutrientes y factores de crecimiento de naturaleza proteica que garanticen el
desarrollo de la masa tumoral. Mediante el bloqueo de la red de vasos sanguineos

que alimentan a los tumores se espera destruir las estructuras capilares que
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favorecen el crecimiento de los tumores, con la ventaja de que no se ataca a los

capilares normales (Folkman, 1997).

En el campo de los productos naturales de origen vegetal, uno de los

descubrimientos mas notables de agentes antineoplasicos potenciales ha sido el de
las acetogeninas de anonaceas. Dichos compuestos han demostrado un marcado
efecto citotoxico, atin sobre tumores resistentes a los fArmacos convencionales
(Zeng et al., 1996; Oberlies ef al, 1997). Algunos de estos compuestos como la
bulatacina (16) y las (24-cis y trans)-bulatacinonas (17) demostraron ser mas
activas que el taxo! (12} contra la leucemia de mirido (L1210) en ensayos in vivo

(Ahammadsahib ef al., 1993).

@)
o—/ 9
(CHz)g\M/\ 4 K
CHy”~ [ o 0" Y (CHy) 2
OH OH cis/ trans

(2,4- cis y trans)-Bulatacinonas { 17)

Como se explicara con mayor detalle en la seccidn de antecedentes, las
acetogeninas de anonaceas ejercen un efecto citotdxico y antitumoral mediante la
inhibicion del proceso de fosforilacién oxidativa a nivel mitocondrial, especificamente

a nivel de la enzima NADH-ubiquinona reductasa. En consecuencia, el transporte de
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electrones se bloquea, los niveles de ATP intracelular se reducen
considerablemente asi como el abasto de energia necesario para el crecimiento y el
desarrollo celular. Recientemente, se comprobd que estos compuestos inhiben
también la NADH-ubiquinona reductasa de las membranas plasmaticas de las
celulas cancerosas (ain de aquellas resistentes a numerosos farmacos)
(Morre et al., 1995). Como esta enzima se encuentra sobreexpresada en las células
tumorales, constituye un blanco dea accién especifico para los farmacos
antineoplasicos. De alli que las acetogeninas de anonaceas representen un tipo de
compuestos de gran interés para el desarrollo de nuevos agentes
quimioterapéuticos. De manera adicional. cabe resaltar que estos productos
naturales han demostrado una gran eficacia para combatir algunos insectos y
nematodos que afectan a cultivos de importancia econémica (McLaughlin et al.,

1997).

A la fecha se conocen alrededor de 250 acetogeninas de anonaceas y las
posibilidades de encontrar nuevas acetogeninas antineoplasicas con esqueletos
novedosos es alta. En este marco de referencia, surgié la presente disertacion
doctoral la cual describe nuevas acetogeninas con actividad antitumoral potencial a
partir de especies selectas de anondceas mexicanas. Tras un cuidadoso proceso de
seleccidn se escogieron las especies Annona purpurea y Rollinia mucosa para
cumplir con el objetivo antes mencionado. La propuesta original contempld también
contribuir al conocimiento de las propiedades biologicas de dichos compuestos
mediante el estudio del efecto de acetogeninas selectas sobre el proceso de

fotofosforilacion.
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11 ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES DE ACETOGENINAS DE ANONACEAS.

2.1.1 Consideraciones generales de las acetogeninas de anonaceas.

Los primeros trabajos fitoquimicos sobre las anonaceas se centraron
fundamentalmente en el analisis del conienidc de alcaloides isoquinolinicos. De
manera errénea, estos compuestos se consideraron los responsables de las
actividades medicinales y pesticidas que demostraron algunos exiractos derivados
de especies de esta familia (Leboeuf ef al., 1882). A a principics de la década de los
80’s, el grupo de investigacion de Cole descubridé que las anonaceas también
biosintetizan una serie de metabolitos derivados de acidos grasos lineales, los
cuales se designaron con el nombre de acetogeninas de anonaceas. Ei trabajo de
Cole y colaboradores describe el aislamiento de la uvaricina (18), primera
acetogenina de anonaceas reportada en la literatura cientifica (Jolad et al., 1983). El
aistamiento de este compuesto se realiz6 a partir del extracto etandlico citotdxico de
las raices de Uvaria acuminata Oliv. (Annonaceae), aplicando una estrategia

biodirigida.

Figura 2. Estructura quimica de la uvaricina (18).
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Desde el descubrimiento de Cole hasta 1998, se han descrito alrededor de 250
acetogeninas de anonaceas (Zafra-Polo ef al., 1998), las cuales fueron aisladas de
36 especies pertenecientes a los géneros: Annona, Asimina, Disepalum,
Goniothalamus, Polyalthia, Rollinia, Uvaria y Xylopia. Estos productos naturales se

acumulan practicamente en todos los 6rganos de las plantas que los biosintetizan.

Desde el punte de vista biogenético, las acetogeninas de anonaceas son derivados
de acidos grasos lineales de 32 6 34 atomos de carbono y de una unidad de acido
pirdvico. Esta dltima unidad estructural forma parte de la metil-y-lactona que se
encuentra presente en todos estos compuestos. Las acetogeninas generalmente
contienen uno, dos o tres anillos de tetrahidrofurano (THF). Pese a dicha
generalidad se han descrito acetogeninas que contienen un anillo de tetrahidropirano
(THP) y ofras que no poseen anillos de THF o THP. A lo largo de la cadena
hidrocarbonada, estos compuestos presentan grupos hidroxilos que se localizan
frecuentemente en los carbonos vecinos a los anillos de THF o THP, aunque
también se pueden encontrar en otras posiciones. Oiros grupos funcionales
presentes en estos compuestos son los siguientes: Acetato, epoxido, doble ligadura
y cetona (Rupprecht et al., 1990; Fang ef al., 1993; Gu ef al., 1995a; Zeng et al.,

1996).

Debido a la presencia de un alto nimero de grup(:s funcionales y de varios centros
estereogénicos en las moléculas, la elucidacién estructural de las acetogeninas de
anoniceas es un proceso complejo que requiere de la aplicacién simultéanea de
métodos quimicos (formacion de derivados sililados, acetilados, ésteres de Mosher,

acetonidos, acetales de formaldehido, efc.), quirépticos, espectrométricos y
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espectroscopicos, principalmente de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Quiza
el método espectroscopico de mayor utilidad es la RMN, la cual genera la

informacion mas relevante en el proceso de elucidacidon estructural. Generalmente

(Attached Proton Test) y RMN "“C-DEPT (Distortionless Enhancement by

Polarization  Transfer)], bidimensionales homonucleares [RMN 'H-cOSY
(COrrelation SpectroscopY), RMN 'H-relayed COSY sencitlo (4 enlaces) y doble (5
enlaces) y RMN 'H-NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)], y
bidimensionales heteronucleares [RMN 'H-*C-HMQC (Heteronuclear Multiple
Quantum Correlation) y RMN ‘H-C-HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond

Correlation).

Lamentablemente la naturaleza cérea de estos productos ha impedido la aplicacion
sistematica de la técnica de difraccidén por rayos X para corroborar las estructuras
moleculares establecidas por otros procedimientos. A la fecha solo se han descrito
cuatro estudios de difraccién por rayos X .EI primero de ellos se realizé sobre el
derivado 15-O-p-bromofeniluretanc de la roliniastatina 1 (Pettit et al., 1987).
Posteriormente, Born y colaboradores (1990) describieron Ia estructura cristalina de
un derivado de la escuamocina. Para ello sintetizaron el carboxilato de fa dihidro-y-
hidroxianonina |, el cual presenté la forma cristalina apropiada para el estudio de
difraccién por Rayos X. Por Ultimo, los estudios restantes se realizaron sobre los

productos naturales gigantecina (Yu et al, 1994)y uvarigrina (Zhou et al., 1998).

Los aspectos relacionados con el aislamiento, elucidacién estructural, biosintesis y

propiedades biologicas de estos compuestos han sido objeto de exceientes
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revisiones (Rupprecht ef al.,, 1990; Fang ef al., 1993; Cortes et al., 1993; Cavé et af.,
1983, Gu ef al,, 1985a; Zeng et al., 1996; Zafra-Polo ef al., 1996; McLaughlin et al.,

1997; Cavé ef al., 1997; Zafra-Polo et al., 1998).

2.1.2 Clasificacion quimico-estructural de las acetogeninas de anonaceas.

Para la clasificacién de las acetogeninas de anonaceas se consideran de manera
general los siguientes criterios: a) Presencia o ausencia de anillos de THF o THP a
lo largo de la cadena hidrocarbonada, y b) Secuencia y nimero de anillos
heterociclicos (THF o THP). De tal forma que las acetogeninas se clasifican en los
siguientes grupos principales: i) Mono-THF, ii) bis-THF adyacentes, iii) bis-THF no
adyacentes, iv) tris-THF adyacentes, v} THF-THP no adyacentes, vi) THF-THP
adyacentes y, vii) acetogeninas que no contienen anillos de THF o THP. Cada uno
de estos grupos contiene distinfos subgrupos tomando en cuenta, por un parte, la
presencia o ausencia de grupos hidroxilos en los carbonos adyacentes de los anillos
heterociclicos, y por la otra, la estereoquimica relativa en los centros estereogénicos
asociados a los anillos heterociclicos y funciones carbindlicas vecinales. Para
designar a los subgrupos se hace referencia a un compuesto tipo (Zeng ef al., 1996).
A continuacion se hace una breve descripcion de cada uno de los principales grupos

de acetogeninas.

i) Acetogeninas del tipo mono-THF. Los compuestos de este grupo contienen un
anillo de THF, generalmente ubicado entre los carbonos 10-13, 14-17 6 16-18 de

la cadena hidrocarbonada. Este grupo se divide en seis subgrupos considerando
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la estereoquimica relativa en el anillo de THF y la presencia de grupos hidroxilos
en los carbonos vecinos al anillo heterociclico. Tres subgrupos presentan
hidroxilos en los dos carbonos vecinales al anillo de THF y los otros tres solo

contienen idroxi : i ,

todos los casos el hidroxilo se encuentra en el extremo mas cercano al metilo
terminal de la cadena hidrocarbonada. La estereocquimica relativa que identifica

a cada uno de estos subgrupos se indica en la Figura 3.

Subgrupo

23

trans
CH;

treo P

OH 33
'/(CHz)«;\wr(Cth PO Anonacina (19)

Cis 35
CHs

treo E

/ OH 33 / d
(CHz)A\lor(Cth p 1,0
OH

irec
32 CH \
H3/( 2)11

OH CH

16018 cis-Anonacina (20)

trans

ertt rreo CH3
OH 3
(CH2)11 (CH2)4 10.-(CHz)s Anonacina A (21)

tranys -C HS

Gigantetrocina A (22)

Figura 3. Ejemplos selectos de acetogeninas que contienen un anillo de THF.
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Subgrupo

2 3// {CHa)

CH Muricatetrocina A (23)

32CH3 _~(CHa)3 1O Muricatalina (24)

Figura 3. Ejemplos selectos de acetogeninas que contienen un anillo de THF {(cont).

i) Acetogeninas del tipo bis-THF adyacentes. Este conjunto de policétidos
presentan los anillos bis-THF adyacentes, generalmente entre los carbonos 12-
18, 14-21, 6 16-23. El grupo se divide en nuave subgrupos, siete de los cuales
contienen un hidroxilo en los carbonos vecinos a la porcidn bis-THF. Los dos
restantes presentan un grupo hidroxilo en el carbono adyacente a Ia porcién bis-
THF mas cercano al metilo terminal de la cadena hidrocarbonada. La
estereoquimica relativa de los diferentes tipos de acetogeninas bis-THFE

adyacentes se indican en la Figura 4.

Subgrupo
ireo 37
e rans trans treo K C H3
3 CH 1,0
by TN o l (CHz)sAk/q
OH OH 0

Figura 4. Ejemplos selectos de acetogeninas que contienen anillos bis-THF

adyacentes.
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Subgrupo
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OH OH 9
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OH OH A
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18 (453
eriro ;CH3
OH 35— o _
(CHy) S Roliniastatina 1 (30)
THe CHe ™
OH 0

Figura 4. Ejemplos selectos de acetogeninas que contienen anillos bis-THF

adyacentes (cont).
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CHj

Subgrupo
trec

trans trans )

””i‘ cis Buladecina
37

CH .

34, ~(CHzje24 \ Chy m 3 [(2,4—0!5)-
277 1 .
OH OH g © Buladecinona (31)]
treo
cls frans 37
reo CH3
OM 35

. OH 35—
X e i \ ] / Rolidecina A (32)
J4CH3/(CH2)9 -j 23 Y 19 le) ."lg 12 (CHZ}/i\/qO

Figura 4. Ejemplos selectos de acetogeninas que contienen anillos bis-THF

ii)

adyacentes (cont).

Acetogeninas del tipo bis-THF no adyacentes. Las acetogeninas de este
grupo, se subdividen en siete categorias. En las seis primeras los anillos de THF
se encuentran separados por cuatro atomos de carbono. El anillo de THF mas
préximo al metilo terminal generaimente se encuentra localizado entre los
carbonos 18-21 6 20-23, e invartablemente esta unido a una funcién carbindlica
en cada uno de sus extremos; el segundo anillo de THF se ubica entre los
carbonos 10-13 6 12-15, vecinal a una funcidén carbinolica secundaria ubicada
en G-14 6 C-16. En el Ultimo subgrupoe, los anillos de THF estan separados por
ocho atomos de carbono, el anillo proxime a la funcidn laciona no presenta
grupos hidroxilos en los carbonos vecinales, en tanto que el segundo anillo
ubicado entre las posiciones C-16/C-19 presenta una funcion carbinodlica vecinal

en cada uno de los extremos del heterociclo (Figura 3).
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iv) Acetogeninas del tipo tris-THF adyacentes. A la fecha solo se ha aislado una

acetogenina con tres anillos de THF, su estructura se indica en la Figura 6.

34

Figura 6. Estructura quimica de la goniocina (40).

v) Acetogeninas del tipo THF-THP nc adyacentes. La (nica acetogenina que
contiene un anillo de THP y THF no adyacentes es Ila mucocina (41). Este
compuesto tiene la particularidad de presentar el anillo de THP hidroxilado. Al
igual que ta mayoria de las bis-THF no adyacentes, los anillos heterociclicos se
encuenfran separados por cuatro atomos de carbono. Este compuesto
constituye el primer ejemplo de una acetogenina natural que contiene un aniilo

de THP (Figura 7).

cis rans 37

HO., treo treo __CH3
. 35

OH
3mCH / 1,0
3\(CH2}9 24707207y 15712 (CHy)~%

OH 8] ] 0

Figura 7. Estructura quimica de la mucocina (41).
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Subgrupo
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\ OH 35 7 {
1 . .
3 CH . 1.0 cis-Bulatanocina (34
by, Cride (5 NGy (34)
OH OH OH 0
frans 4 3
eriro i CH;
OH 35 /
' .
34 CH 1,0 Bulatalicina (35
L~ Chide fg AN CHy (35)
OH OH OH 0
trans cis 37
erifro CHs
OH 35/
34 CH O cis-Bulatalicina (36)
Epy G2 130" 12N (CHy) 3 :
OH OH OH o}
cis trans 37
ertro :CHB
\ / \ OH 35 7 y
CH 1,0 Silvaticina (37
Crg” Ok : o712 (CHﬁW 7)
OH OH OH 0
eritro i T _‘CH3
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34 4 O i i ici
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0

trans trans
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Figura 5. Ejemplos selectos de acetogeninas que contienen anillos bis-THF no

adyacentes (cont).
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vi} Acetogeninas del tipo THF-THP adyacentes. Recientemente se describié
una segunda acetogenina con un anillo de THP a lo large de la cadena

hidrocarbonada, la muceonina (42). A diferencia de la mucocina {41), el anillo

(Figura 8).

Figura 8. Estructura quimica de la muconina (42).

vi) Acetogeninas que no contienen anillos de THF o THP. Se han descrito varios
compuestos con cadenas hidrocarbonadas de 32 6 34 atomos de carbono, que
contienen la metil-y-lactona-a,p-insaturada y varios grupos funcionales como
hidroxilos, cetonas, epdxidos y/o dobles ligaduras. La caracteristica distintiva de
este grupo es la ausencia de anillos de THF o THP a lo iargo de la cadena

hidrocarbonada (Figura 9).

35

CH;
0 0 33/ Diepomuricanina A (43)
32
CH /A\_/—\ 1.0
3\(CH2)11 20 19 16 15°N(CH,)4

O

Figura 9. Ejemplo selecto del grupo de acetogeninas que no contienen anillos de
THF o THP.
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Ademas de la clasificacion antes mencionada, las acetogeninas también pueden
agruparse considerando las caracteristicas estructurales de ia metil-y-lactona (Gu et
al., 1895a; Zafra-Polo ef af., 1998). Esta clasificacién divide a las acetogeninas en
cinco grupos (As-As) (Figura 10). En los grupos A, y Az la metil-y-lactona es o,p
insaturada y la Gnica diferencia es la presencia de un hidroxilo en la posicién C-4 de
la cadena hidrocarbonada en los compuestos del grupo A,. Este hidroxilo induce un

cambio en las propiedades espectroscépicas y quimicas de la porcion lactona.

El grupo As incluye acetogeninas que presentan la metil-y-lactona saturada y un
hidroxilo en la posicion C-33/C-35. El grupo A4 agrupa a los productos con la metil-y-
lactona-o, B insaturada y una funcién hidroxilo en la posicién C-34/C-36. Por ultimo,
las del grupo As (cetolactona) se generan por una reaccion de translactonizacion a
partir de compuestos del tipo A;. A estos policétidos se les considera artefacios y sg
les da el nombre de isoacetogeninas (Duret et al, 1994). La reaccion de
translactonizacién que da origen a las isoacetogeninas ocurre facilmente en
presencia de bases fuertes y bases débiles como la dietilamina y los alcaloides
isoquinolinicos con los que coexisten las acetogeninas en los extractos vegetales.
Cavé y colaboradores demostraron que el calentamiento de una solucién metandlica
de acetogeninas es suficiente para permitir la reaccién de transiactonizacion (Duret

et al., 1994).
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\\C Hs \\C Hs
/ " OH "
5 [ o
0 o]
Aq As
9y OH
A/\q f‘\m
0] 0O
CHa
o) o) H
As A4 As

Figura 10. Diferentes tipos de la subunidad metil-y-lactona de las acetogeninas de

anonaceas.

Para explicar el proceso de translactonizacién que permite la formacion de las
isoacetogeninas se han propuesto dos mecanismos (Duret et al., 1994). Ei primero
involucra la sustraccion del hidrogeno en C-36, para generar la estructura b (Figura
11). El ataque intramolecular del hidroxilo en C-4 al carbonilo factonico conlleva a la
formacién del ortoéster ciclico c. Posteriormente, la apertura del ciclo genera la
nueva lactona. El segundo mecanismo implica la sustraccion del protdn del hidroxilo
en C-4: el anidon resultante ataca al carbonilo para generar de nueva cuenta el
ortoéster ciclico b’. En seguida, la apertura del ortoéster genera la estructura ¢’ que
sufre un arreglo sigmatropico antarafacial [1,3] para generar la estructura d’ (Figura
11), la cual se tautomeriza en la isoacetogenina correspondiente (Duret ef al., 1994).
A la fecha no se cuenta con ninguna evidencia experimental que apoye las dos rutas

propuestas.
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Figura 11. Mecanismos de translactonizacion propuestos para la formacién de

isoacetogeninas a partir de las 4-hidroxiacetogeninas (Duret et al., 1994).
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2.1.3 Biosintesis de las acetogeninas de anonaceas.

La hipdtesis de la biosintesis de acetogeninas propone que estos productos

naturales derivan de la ruta acetato-malonato. La presencia de anillos de THF en las

moléculas sugiere que los productos finales se generan a partir de intermediarios de
tipo dienos, trienos o con grupos ceto, los cuales sufren epoxidaciones vy
ciclizaciones. El descubrimiento de acetogeninas con dobles ligaduras y funciones
epdxido apoya claramente esta hipdtesis. Las posibles rutas biogenéticas que
conducen a la formacidon de los diferentes tipos de acetogeninas se han descrito en
forma detaiiada (Fang ef ai., 1993, Gu ef al, 18995a). A manera de ejempio, en ia

Figura 12 se ilustra la secuencia biogenética para dos grupos de acetogeninas con

anillos bis-THF adyacentes.

reo

treo
trans rans
€18 cis

eritre freo

eritro freo

Tipo bulatacina (16) Tipo roliniastatina 1 (30)

Figura 12. Ruta biogenética propuesta para la formacion de anillos bis-THF

adyacentes.
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La biogénesis de la metii-y-lactona presente en las acetogeninas de anondceas no
se ha investigado. Sin embargo, Etse y Waterman (1988) proponen una ruta
biogenetica para la formacion de una lactona acetilénica aislada de Sapranthus
palanga (Annonaceae). Estos investigadores sugieren que Ia biogénesis de la metil-
y-lactona involucra una condensacién de tipo Claisen entre una unidad de un acido
graso (C1g) ¥ el acido pirtvico (Cs) . La metil-y-lactona generada como se indica en |a
Figura 13, podria deshidratarse para generar la metil-y-lactona-a,B insaturada, tan

comun en las acetogeninas de anonaceas.

CH;
H CHs
HO [Reducmon]
0O —_—
/\FSCOA SCOA -H20 {?

O
[Red uccion]

HO CH;

CHy=CH~—(CH,),—CH=CH—(C=C),—(CH,);

Saprantina (44)

Figura 13. Ruta biogenética propuesta para la formacién de la metil-y-lactona en las

acetogeninas.

Recientemente, Chavez y Roque (1997) aislaron e identificaron dos lactonas
acetilénicas de la especie Porcelia macrocarpa, también de la familia de las

anonaceas (Figura 14). De igual forma, éstos investigadores proponen que las
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lactonas acetilénicas provienen de un acido graso de 22 atomos de carbono y del
acido pirtvico.

HO‘“— L

(28,3R,4R)-3-hidroxi-4-metil-2-(9'-n-eicosanil) butandlida (46)

Figura 14. Lactonas acetilénicas que fueron aisladas de Porcelia macrocarpa.

2.1.4 Actividades bioldgicas de acetogeninas de anonaceas.

En los Gitimos afios el potencial de las acetogeninas de anonaceas como agentes
medicinales y pesticidas ha sido ampliamente estudiado. Estas investigaciones han
permitido establecer que estos compuestos ofrecen grandes posibilidades para el
desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos, inmunosupresores, insecticidas,
antiprotozoarios, antihelminticos y antimicrobianos (Rupprecht et al., 1990; Fang et
al., 1993; Cortes et al., 1993; Cavé et al., 1993; Gu et al,, 1995a; Zeng et al., 1996;
Zafra-Polo et al., 1996; McLaughlin et al., 1997; Cave et al., 1897; Zafra-Polo ef al.,

1998).
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Sin duda alguna, la actividad citotéxica y antitumoral de estos compuestos es la que
ha llamado la atencién de los investigadores. De tal forma que durante los Ultimos
cinco afos de la década de los ochenta y gran parte de !a década de los noventa, el
efecto citotdxico de un gran nimero de acetogeninas ha sido investigado sobre
diversas lineas celulares derivadas de tumores humanos. En la mayoria de los casos
estos productos han demostrado no sblo una gran potencia como agentes
citotéxicos, sino también un notable grado de selectividad contra algunas lineas
celulares, por ejemplo la derivada del cancer de préstata humano (PC-3) (Hopp et
al., 1997). En general los valores de CEsp (concentracién que inhibe el crecimiento
celular en un 50%) oscilan entre 107 y 1072 pg/mL (Fang et al., 1993). A la fecha, las
acetogeninas mas potentes son las del grupo bis-THF adyacentes, en particular las

de los tipos de la bulatacina (16), ia asimicina (25) y ia trilobacina (27).

La bulatacina (186), la cis- y trans-bulatacinonas (17) y la escuamostatina A (47) y sus
analogos han sido patentadas como agentes quimioterapéuticos. Las primeras en

E.U.A. y la escuamostatina A (47) y sus derivados en el Japon.

37
CH;
o
34 CH CH ©
CH3/( 2)5\28/( 2)3M(CH2)7 4
OH OH OH oH ©

Figura 15. Estructura quimica de la escuamostatina A (47).

El grado de actividad citotéxica manifestado por estos compuestos ha despertado

también un gran interés entre numerosos laboratorios farmacéuticos. Asi, la
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comparfia Upjohn realizé varios estudios con la finalidad de determinar la actividad
antitumoral in vivo de las acetogeninas con mayor actividad citotoxica. De tal forma

que la bulatacina (16) y las bulatacinonas (17) se evaluaron como agentes

antitumorales en ratones con leucemia (L1210) y demostraron ser mas eficaces y
potentes que el taxol (12) (300 y 40 veces, respectivamente) (Ahammadsahib ef al.,
1993). Estudios subsecuentes con la bulatacina (16) y bulatalicina (35) indicaron que
estos productos, a las dosis de 0.05 y 1.0 mg/Kg/dia durante 10 dias inhibieron de
manera significativa el desarrollo de tumores de ovario (A2780) en ratones. De
manera adicional, se observd que estos compuestos ocasionan una pérdida de peso
menor que el cisplatino (3), o que indica una mejor folerancia de este tipo de

compuestos (Ahammadsahib et al., 1993).

Las acetogeninas y los extractos vegetales que las contienen, han demostrado
también una gran eficacia como pesticidas “verdes” en el control de algunos insectos
y nematodos que afectan cultivos de importancia econémica (McLaughlin et al,
1997). Asi por ejemplo, los extractos crudes y las acetegeninas aisladas de la
corteza de Asimina triloba y de las semillas de Annona muricata (guanabana) son
efectivas contra &fidos, la mosca blanca, el escarabajo de ia papa y contra el
nematodo Caenorhabditis elegans a concentraciones entre 300 y 5000 ppm (Fang

et al., 1993).

Las distintas pruebas de seguridad realizadas con los extractos de Annona muricata
y Asimina triloba permitieron establecer que estos no son irritantes ni mutagenicos,
sin embargo, son eméticos. Este Gltimo efecto seria de gran ventaja en caso de

ingesta accidental de estos pesticidas (Fang ef af., 1993).
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2.1.5 Mecanismo de accién de las acetogeninas de anonaceas.

Los diferentes estudios conducidos con la finalidad de establecer el mecanismo
mediante el cual las acetogeninas ejercen su efecto pesticida y citotéxico han
permitido definir que estos compuestos son unos potentes inhibidores de la NADH
ubiquinona reductasa (Complejo I), importante enzima del proceso de la fosforilacion
oxidativa en las mitocondrias. Este efecto inhibitorio tiene como consecuencia el
bloqueo del fiujo de electrones justo antes de la reduccidén de la ubiguinona en el
complejo | (Figura 16). De tal manera, que las acetogeninas de anonaceas inhiben el
proceso de la fosforilacién oxidativa al mismo nivel que la rotenona (48), un inhibidor
clasico del complejo | (Ahmmadsahib ef al, 1993). En otfras investigaciones mas
recientes, se comprob6 que estos compuestos no compiten con la rotencna (48) por

su sitio de accion en el complejo | (Gu et al., 1995a).

Succinato Ascorbato

o~-Oxoglutarato

COMPLEJO | COMPLEJO Il COMPLEJO 11t
Piruvato i ATP ATP
Malato \ § N ! ‘ ! N

R nap > FPi(4Fe-8)— @ —> (2 Fe.5) — at b (Fe-s)citey —= citc —» citaay —w Oy
Isocitrato b ROTENONA*, ANTIMICINA Az™ CIANUROC"
ACETOGENINAS
Glutamato DE ANONACEAS

3-Hidroxiacil-CoA
Acil(graso)-CoA
Glicerofosfate

*Inhibidores clasicos

Figura 16. Representacion del proceso de fosforilacion oxidativa en fa mitocondria.
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Figura 17. Estructura quimica de [a rotenona (48).

Las acetogeninas, al interrumpir el transporte de electrones mitccondrial, evitan la
conversion de ADP y Pi en ATP y en consecuencia el abasto de energia necesario
para el funcionamiento y desarrollo celular. La bulatacina (16), una de las
acetogeninas mas potentes como inhibidor de la enzima NADH-ubiquinona
reductasa [28 veces mas potente que la rotenona {48)] blogquea el consumo de
oxigeno cuando se utiliza glutamato como sustrato (Ahmmadsahib et al., 1993). Por
otra parte, cuando el succinato se utiliza como sustrato no se observa la inhibicion
en el consumo de oxigeno. Estos resultados permiten inferir que el succinato o el
ascorbato puede ser empleado como antidotos en casos de intoxicacion con
acetogeninas en la eventual aplicacién de estos productos como agentes

quimioterapéuticos.

Para explicar la alta potencia citotoxica demostrada por estos compuestos asi como
la selectividad para las células tumorales, se han realizado investigaciones
conducentes a encontrar un mecanismo de accién secundario. De modo que se ha

demostrado que existe una diferencia fundamental entre la actividad de la enzima
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NADH-oxidasa presente en la membrana celular de las células normales aisladas de
higados de rata y ia de las células cancerosas del tipo Hel.a (Carcinoma cervical
humano) Y HL-60 (leucemia promielocitica humana). La diferencia consiste en que
en las células normales, la actividad de la enzima es estimulada por hormonas vy
factores de crecimiento, en tanto que en las células cancerosas la enzima se
mantiene siempre activa. Morré y colaboradores (1995) determinaron que la
bulatacina (16) inhibe la actividad de la enzima NADH-oxidasa de las vesiculas
membranales plasmaticas aisladas de células HelLa y HL-60 a una concentracién
efectiva media (CEsp) de 5 a 10 nM. Sin embargo, la bulatacina (18) no afecta la
actividad de la NADH-oxidasa de las vesiculas membranales plasmaticas aisladas
de células de higado de rata. Esta especificidad sobre la enzima de las celulas
tumorales explica la potencia y la selectividad de las acetogeninas sobre las células
tumorales. Por dltimo, la bulatacina (16) también inhibié la actividad de Ia enzima
NADH-oxidasa en las células HL-60 resistentes a adriamicina (6). Esta Ultima
observacién ha despertado un gran interés por el estudio de este grupo de
compuestos como agentes potenciales para el tratamiento de tumores resistentes

(Morré et al., 1995).

2.1.6 Relacién estructura quimica-actividad.

El analisis comparativo de la vasta informacidn publicada acerca de las propiedades
citotdxicas y antitumorales de las acetogeninas de anonédceas ha permitido
establecer las siguientes correlaciones estructura quimica-actividad biolégica (Fang

ef al., 1993):
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a) Las acetogeninas del grupo bis-THF adyacentes son mas potentes que las bis-

THF no adyacentes. Estas Ultimas, a su vez, son méas potentes que las mono-

THF. Por ultimo, los compuestos que no contienen anillos de THF son los menos

b)

d)

f)

potentes:

La metil-y-lactona-a,p-insaturada presente en un extremo de la cadena
hidrocarbonada es esencial para la actividad bioldgica. La reducciéon de la doble
ligadura de la y-lactona-o,B-insaturada disminuye notablemente la actividad. La
transformacién de acetogenirjas en isoacetogeninas conlleva también a una

pérdida sensible de las propiedades citotdxicas.

L.a presencia de un grupo hidroxilo en C-4 o en cualquiera de las posiciones entre

C-28 y C-32 incrementa la actividad biologica.

Los compuestos con un grupo ceto, son menos activos que los alcoholes
correspondientes.
La presencia de dobles ligaduras yfo dicles a lo largo de la cadena

hidrocarbonada, también incrementa la actividad citotoxica.

Los derivados de tipo acetdnido o acetato son menos activos gque los compuestos

naturales.

Recientemente, McLaughlin y colaboradores (Gu ef al., 1985a; Zeng et al., 1996)

realizaron un estudio de relacién estructura quimica-actividad biolégica utilizando 33

acetogeninas representativas de los diferentes grupos y subgrupos. En este caso la

actividad biologica consistié en la evaluacién del efecto inhibitorio ejercido por los

compuestos sobre el consumo de oxigeno en suspensiones de mitocondrias
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aisladas de higado de rata. La bulatacina (16) se utilizd como un control positivo
durante cada determinacién para normalizar los datos. Los resultados revelan un
notable paralelismo con las correlaciones previamente establecidas para el efecto
citotéxico. De manera adicional, se comprobé que cuando el nimero de hidroxilos
libres presentes en la molécula es mayor a tres, [a inhibicion del proceso de

fosforilacion oxidativa decrece considerablemente.

2.2 ANTECEDENTES SOBRE Annona purpurea.

2.2.1 Descripcion botanica de la especie.

Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal (Annonaceae) (Figura 18) es un arbol
pequeno cuyas medidas oscilan entre los 6 y 10 m de altura. Presenta un tronco
corto y de 45 cm de didmetro; las ramas jévenes son de color rojizo; las hojas son
grandes, onduladas y miden entre 15 y 25 cm de largo; ias flores son sésiles.
solitarias y estan protegidas por dos bracteas: los pétalos son rojizos. El frute, de
forma esférica u ovoide, llega a medir 15 cm o mas. Ademas, presenta
protuberancias piramidales longitudinaimente hendidas, ligeramenie encorvadas
hacia el pedunculo. Las semillas son abundantes y miden entre 2.5 y 3 cm de largo.

La pulpa es fragante y agradable a! paladar (Martinez, 1989).
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Figura 18. Annona purpurea: A (ampliacién del fruto); B (arbol).
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2.2.2 Distribucion.

La especie A. purpurea se distribuye en las zonas costeras, desde el sur de México
hasta Panamd, Colombia y Venezuela. De manera adicional, esta especie puede
encontrarse en Filipinas y Puerto Rico, lugares en donde fue introducida a principios
de este siglo. A. purpurea requiere para su crecimiento un clima cafiente y hiumedo

de modo que no se localiza en aititudes mayores a 1,200 m (Morton, 1987).

2.2.3 Nombres comunes.

Los nombres comunes con que se designa a la especie varian segln la regién de
distribucién. De acuerdo a una revisién de Morton (1987) los méas conocidos son los

siguientes:

+ llama, cabeza de negro (Veracruz), cabeza de ilama (Veracruz, Oaxaca), chincua,
llama de tehuantepec (Oaxaca), chak-oop, chak koor, pol-box y chincuaya,

(Yucatan), en Mexico.

e Anona sincuya, chincuya, cabeza de muerto, sencuya, suncuyo, soncolla y

matacuy, en Guatemala.
s Soncoya, en Costa Rica.
o Guanabano torete y toreta, en Panama.
» Gallina gorda, guanabano pun y matimba, en Colombia.

« Castiguire, maniré, manirote, tiragua y tucuria, en Venezuela.
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2.2.4 Propiedades medicinales e importancia econémica.

En México, el jugo de A. purpurea se utiliza como remedio para la fiebre y la gripe

(Martinez, 1989). En otras partes de la América Tropical, el fruto se emplea para

aliviar la ictericia. La decoccién de la corteza es efectiva contra la disenteria vy la
infusién de la corteza interna es Util para el tratamiento del edema. E! extracto de las
semillas es toxico. Ademas se emplea como insecticida (Morton, 1987). Con
respecto al fruto, su utilizacion es principalmente alimenticia: su pulpa se consume

cruda ¢ en juge como una bebida refrescante.

2.2.5 Antecedentes fitoquimicos.

Desde el punto de vista fitoquimico, la especie ha sido objeto de dos investigaciones
previas. En 1971, Sonnet y Jacobson reportan el estudio del contenido alcaloideo de
las hojas y ramas de A. purpurea recolectadas en Puerto Rico. En esta investigacion
los autores arriba sefialados, describen el aislamiento y la caracterizacién de ocho

alcaloides citotoxicos del tipo aporfinico (Figura 19).

En un estudio mas reciente de las hojas de la planta, recolectadas en Panama, el
grupo de Hostettmann (Cepleanu ef al, 1993) describe el aislamiento vy
caracterizacion de seis acetogeninas, tres de tipo bis-THF adyacentes y tres de la
clase de las bis-THF no adyacentes (Figura 20). Las acetogeninas aisladas
demostraron una gran actividad téxica contra la larva del mosquito de ia fiebre
amarilla (Aedes aegypti) y el crustaceo Artemia salina. Adicionalmente, las

acetogeninas del tipo bis-THF no adyacentes, asi como la purpureacina 2 (57),
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presentaron una notable actividad antifingica contra Candida albicans. Por ditimo, la

purpureacina 1 (§9) presentd una débil actividad contra la bacteria Bacilius subtilis.

CH30
RO ‘

OCHs
=H O-Metilaterolina (49) R=H, Ry= CH; Glaziovina (51)
R=0CH; Oxopurpureina (50) R= CHs;, Ry=H Stefarina (52)
OCHs

O O
T T
3 &
Q O
=
/
A

CH;0

OCH;

R=H Norpurpureina (53) tsocoridina (55)
R= CHs; Purpureina (54)

R

N
CH30 . “CH,
CH,0

OCH,

R, Ri=0HyOCH; O-desmetilpurpureina (56)
Figura 19. Alcaloides que fueron aislados de las hojas y ramas de A. purpurea

(Sonnet y Jacobson, 1871).
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eritrp treg irec CH3

34
CH;

Cherimolina (58)

trans 37
trec erro treo CH 3

Silvaticina (37)

Figura 20. Acetogeninas que fueron aisladas de las hojas de A. purpurea (Cepleanu
et al., 1993).
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34
CH; 2 207 L 155g712 4 ™

OH OH OH 0
Purpureacina 1 (59)

Figura 20. Acetogeninas que fueron aisladas de las hojas de A. purpurea (cont).

2.3 ANTECEDENTES SOBRE Rollinia mucosa.
2.3.1 Descripcion botanica de Ia especie.

L a especie Rolfinia mucosa (Jacquin) Baillon {Annonaceae) (Figura 21) es un arbol
que mide aproximadamente entre 20 y 25 m de altura, sus ramas color café, poseen
vellosidades y sus hojas, alternas y elipticas, miden entre 10 y 25 cm de largo. El
fruto, de forma esférica, posee protuberancias hexagonales en donde se encuentran
las semillas que miden entre 2.5 y 3 cm de largo. Las medidas del fruto, por cierio,
oscilan entre los 2 y 12 cm de largo y los 2.5 y 11 cm de diametro. La pulpa es
blanca, jugosa y de sabor agridulce. La especie florece en la Amazonia con mayor
abundancia en los meses que van de enero a julio, aunque se encuentra durante
todo el afio, en Florida (E.U.A)) y México florece en noviembre y diciembre. La

R. mucosa es la especie mas abundante de este género (Maas ef al., 1992).
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Figura 21. Rollinia mucosa.
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2.3.2 Distribucion.

R. mucosa crece en diferentes tipos de bosques, desde la selva alta perennifolia
hasta las tierras bajas himedas y se distribuye principalmente en la América Tropical
(Figura 22), desde el norte de Argentina hasta el sur de México, incluyendo algunas
islas del Caribe como Puerto Rico, Haiti, Repiblica Dominicana, Trinidad y las
Antillas Menores (Guadalupe, Martinica y San Vicente). La especie fue introducida a
principios de este siglo en Estados Unidos, indonesia y Filipinas. R. mucosa se
cultiva en altitudes hasta 1,500 m sobre el nivel def mar (Morton, 1987: Maas ef ar.,

1992).

Figura 22. Distribucién de R. mucosa.
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2.3.3 Nombres comunes.

Los nombres comunes con los que se designa a la especie en distintos lugares

(Morton, 1987; Maas et al., 1992) son los siguientes:

 Anonilla, anonitlo, anonita, anonita de monte, cherimoya, anona babosa y zambo,

en México.

« Anona, anona silvestre, anonillo, chirimoya, saramullo siivestre, en Guatemala.
o Anonilla, anonillo y wild custard apple, en Belice.

+ Anona, en Honduras.

e Anonillo, en Costa Rica.

¢ Anona y toreta, en Panama.

» Cachiman y anoén cimarrén, en Puerto Rico.

« Canddn, candéngo y anona, en la Republica Dominicana.

« Cachiman montange, cachiman morveux y cachiman cochon, en Guadalupe vy

Martinica.

s Anon, anén de montafa, andén enorme, andn silvestre, andna, anona, cherimoya,

chirimoyo, guai-tu-to, K’han-no, mulato y pica, en Colombia.

e Andn de monte, cherimoya, chirimoya, chirimoyo, rifion, rifidn de montana, rifdn

montafiero y rifién de monte, en Venezuela.

e Cachima, wild sugar apple, sugar-apple y wild cashima, en Trinidad.
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+ Casimo, en Guyana.
» Abriba, en Guyana Francesa

» Ananas panga, anlna, cabeza de negro, chirimoya, chirimoyo arisco y zambo, en

Ecuador.
¢ Anndna, anén, andna, anonilla y andna, en Pert.

» Araticum, araticu, articum, birib4, biriba de pernambuco, pitaya, condessa, fructa
da komdessa, fruta de conde, fruta da condessa, graviola brava y jaca de pobre,

en Brasil.

2.3.4 Propiedades medicinales e importancia econdmica.

R. mucosa se utiliza ampliamente en las practicas medicinales populares de las
distintas zonas donde se distribuye. Asi, en las Antillas e Indonesia se emplea para
el tratamiento de tumores (Pettit ef al., 1987). En Ecuador las hojas se emplean para
la cura del reumatismo. En Brasil y otros lugares, las semillas pulverizadas son
apreciadas para combatir problemas intestinales incluyendo la enterocolitis (Maas et
al.,, 1992; Morton, 1987). En el Caribe, el fruto es altamente valorado como
refrigerante, analéptico y antiescorbutico. La corteza y la madera de la planta son
también de importancia econémica: De la corteza se obtienen firas largas de gran
resistencia que se utilizan para amarrar objetos de diversa naturaleza para su
posterior transporte; la madera se emplea para la construccidon de casas, de canoas,
botes y otros enseres. Por Ultimo, el fruto es apreciado como alimento y se consume

como tal o se destina a la elaboracion de bebidas refrescantes. Como dato curicso,
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en Brasil el fruto se fermenta para elaborar una bebida alcoholica (Maas

et al., 1992; Morton, 1987).

— 2.3.5 Estudios quimicos.

Los estudios fitoquimicos de R. mucosa han permitido el aislamiento vy
caracterizacion de numerosos metabolitos secundarios. Estos metabolitos incluyen
acidos grasos y derivados; lignanos del tipo furofuranicos (De Quiroz Paulo et al.,
1991; Chen et al., 1996a), esteroles del tipo estigmastano (Maas et al, 1992);
alcaloides isoquinolinicos de los tipos aporfinicos, morfinanos y protoberberinas
(Caétano y Dadoun, 1986; Chen et al., 1996a), y acetogeninas, en su mavyoria del
tipo bis-THF adyacentes (Pettit ef al.,, 1987; Pettit ef al.,, 1989; Shi ef al., 19964;
Shi et al., 1996b; Chen et al., 1996b; Shi et al., 1997a, Shi et al., 1997b), aungue
también se han descrito algunas de los tipos bis-THF no adyacentes (Shi et al.,
1995a; Shi et al., 1996b), mono-THF (Shi ef al., 1985a; Shi et al., 1996a; Shi et al.,
1997b;), THP (Shi et al., 1995b; Shi et al., 1996b) v sin anillos de THF ¢ THP (Chen

et al., 1996b).

En la investigacion de De Queiroz Paulo y colaboradores (1981), se utilizaron tres
diferentes muestras de R. mucosa recolectadas en Brasil y Pertt. De la corteza
recolectada en Brasil, se obtuvieron cinco acidos grasos (el paimitico, el hexandico,
el oléico, el octandico y el estearico), un éster (el palmitato de metilo) y dos
aldehidos (el 2-decenal y el 2-undecenal). De los frutos inmaduros recolectados en
Brasil, se aislaron tres lignanos del tipo furofurénicos [la (+)-yangambina (60), la

(+)-magnolina (61) y la (+)-epieudesmina (62)]. De las hojas recolectadas en Perd,
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se aislaron dos lignanos, la (+)-magnolina (61) v la (+)-epieudesmina (62). En una
investigacion posterior del mismo extracto de la corteza recolectada en Brasil (Maas

et al., 1992), se aislaron dos esteroles, la estigmastenona (63) y la fucostenona (64)

(Figura 23).
OCHs
OCHs
R
Hueee- Ho
CH30 .
CH;0O CH30
CH3O CHSO

R = OCHs; (+)-yangambina (60)

R=H (+)-magnolina (61) (+)-epieudesmina (62)

Estigmastenona (63) Fucostenona (64)

Figura 23. Lignanos y metabolitos no alcaloideos que fueron aislados de R. mucosa
(De Quiroz Paulo et a/., 1991; Maas et al., 1992).

Caetano y Dadoun (1987) demostraron que el crudo alcaloideo de la corteza
recolectada en Brasil, presentaba una actividad antimicrobiana en contra de
bacterias gram (+) y gram (-) y una actividad antifingica contra Candida fropicalis. A

partir del extracto activo aislaron cinco alcaloides, dos noraporfinas [la ancnaina (65)



51
y su derivado N-formil (66)], dos oxcaporfinas {la liricdenina (67) y la lanuginosina
(68)] y un morfinano [la palidina (69)] (Figura 24). En un estudio posterior de hojas

recolectadas en Perl, se describid el aislamiento de los mismos alcaloides

—__OXoapoHinicos, previ sif (Maas
et al., 1992).
<o <o N OH
CH3O
o Nag o _N 3
= | = l 0
AN AN N—CH;
| H—
R =H Anonaina (65) R CH0
R = CH=0 N-formil- R =H liriodenina (67) O
anonaina (66) R = OCHs lanuginosina (68) palidina (69)

Figura 24. Alcaloides que fueron aislados de R. mucosa (Caetano y Dadoun, 1987;
Maas et al., 1992).

En un estudio reciente de los frutos inmaduros recolectados en Taiwan, Chen y
colaboradores (1996a) describen el aislamiento de nueve alcaloides isoquinolinicos
(de tipo aporfinico y protoberberina) y cuatro lignanos (Figura 23). Los aicaloides
incluyen a la romucosina (70), la anonaina (65), la glaucina (71), la purpureina (54),
la liriodenina (67), la oxoglaucina (72), la oxopurpureina (50), la berberina (73) y la

tetrahidroberberina (74). Los lignanos descritos son: La yangambina (60), la

eudesmina (75), la magnolina (61) y la membrina (76).
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Figura 25. Alcaloides y lignanos gue fueron aislados de R. mucosa (Chen ef al.,

1996a).
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De las semillas de R. mucosa recolectadas en la Guayana Francesa, Pettit y
colaboradores (1987) aislaron la roliniastatina 1 (30), una acetogenina del tipo bis-
THF. En un segundo estudio, estos investigadores describen el aislamiento de la
roliniastatina ulatacina y ia asimicina , ambas acetogeninas del tipo

bis-THF (Figura 26) (Pettit et al., 1989).

Chen y colaboradores (1896b), reportan el aislamiento de cinco acetogeninas de los
frutos de R. mucosa. Dos de las acetogeninas carecen de aniflos THF o THP {[las
epomuseninas A (78) v B (79)]. Las restantes acetogeninas aisladas incluyen a la
roliniastatina 1 {30), la roliniastatina 2 (77) Ibulatacina (16)] v la escuamocina (80)

(Figura 26).

De las hojas de R. mucosa recolectadas en el Jardin Botanico de Missouri, E.U.A., el
grupo de McLaughlin y colaboradores ha aislado 24 acetogeninas (Figura 26), de las
cuales 15 son novedosas. Estas incluyen: Tres mono-THF, las rolinecinas A (83) y
B (84) (Shi et al, 1996b) y la muricatetrocina C (87) (Shi et al, 1996¢c). Una
acetogenina bis-THF no adyacente, la cis-silvaticina (38) (Shi et al., 1995a). Nueve
bis-THF adyacentes: la mucoxina (82) (Shi et al., 1996a), las rolidecinas A-D (32, 88-
90) (Shi et al., 1996¢; Gu et al., 1897), las 12-hidroxibulatacinas A (92} v B (93) (Shi
et al., 1997a), la rolitacina (94) y la rolinacina (95) (Shi et al., 1997b). Por tltimo, las
dos primeras acetogeninas con anillos de THP, la mucocina (41) (Shi et al., 1995b) y

fa muconina (42) (Shi et al., 1986a).
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Figura 26. Acetogeninas que fueron aisladas de R. mucosa.
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Roliniastatina 1 (30)
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Chen et al., 1996b
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Figura 26. Acetogeninas que fueron aisladas de R. mucosa (cont).
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Figura 26. Acetogeninas que fueron aisladas de R. mucosa (cont).
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Figura 26. Acetogeninas que fueron aisladas de R. mucosa (cont).




58

treo CHs
H = 35

ez {CHy)
CHa/ 13 5 O o I8 4

OH O

Rolinacina (95) Shi etal, 19976
35
CH,
33 3

A
% e (CHz)4 1\’-50/5&5((0*"2)2\?/(0 Hﬂsw/q\o
OH OH OH 0

Javoricina (96)

Figura 26. Acetogeninas que fueron aisladas de R. mucosa (cont).

Las actividades biolégicas demostradas por las diferentes acetogeninas aisladas de
R. mucosa son diversas. Asi, la roliniastatina 1 (30), la roliniastatina 2 (77)
[bulatacina (16)] presentaron una gran actividad contra la leucemia linfocitica de
marido (P388) (Pettit ef al, 1987; Pettit ef al., 1989). Por otro lado, todas las
acetogeninas aisladas de las hojas de R. mucosa por MclLaughlin y colaboradores,
demostraron una alta toxicidad contra el crustaceo Arfemia salina y una gran
actividad citotéxica contra seis lineas celulares derivadas de tumores humanos, que
son: A-549 (carcinoma de pulmén), MCF-7 (carcinoma de mama), HT-29
(adenccarcinoma de colon), A-498 (carcinoma de rifion), PC-3 (adenocarcinoma de
prostata) y PACA-2 (carcinoma de pancreas) (Shi et al., 1993a; Shi ef al., 1995b; Shi
ef al., 1996a; Shi et al., 1996b; Shi et al., 1896¢; Shi et al., 1997a; Shi ef al., 1997b;
Gu et al., 1997). Por Uitimo, las acetogeninas 32, 35, 37, 38, 41, 81, 83, 84,87, 88y
92-94 demostraron actividad larvicida contra el mosquito de la fiebre amarilla (Aedes

aegypti) (He et al., 1897).
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IIT JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICACION.

La respuesta insuficiente de un gran nimero de agentes anticancerigenos para el
tratamiento de tumores de lento crecimiento o de rapida proliferacion, los altos
indices de toxicidad de la mayoria de estos agentes y el desarrolioc de resistencia de
algunos tumores a los mismos, son algunas de las causas que justifican plenamente
la busqueda de nuevos compuestos antineoplasicos. La sintesis de nuevos
productos continua siendo una estrategia importante para el desarrollo de nuevos
anticancerigenos, sin embargo, esta metodologia ha generado relativamente pocos
productos con aplicacion terapéutica. En contraste, las investigaciones sistematicas
conducentes a la busqueda de nuevos agentes antitumorales a partir de materias
primas vegetales, como se sefialé en la seccidn introductoria, han permitido, sin
duda alguna, el hallazgo de agentes quimioterapéuticos o de molécuias prototipo de
gran utilidad para ei desarrolio de productos de aplicacion terapéutica (Boyd, 1992;

Cragg et al., 1997; Shu, 1998).

En este sentido, las acetogeninas de anonaceas, entre ofros productos naturales,
ofrecen una gran posibilidad de éxito para el desarrollo de nuevos productos
quimioterapéuticos debido a sus notables propiedades antineopiasicas y a su

efectividad contra ciertos tumores resistentes (Oberlies et al., 1997).

La eficacia demostrada por las acetogeninas como agentes antineoplasicos y el
mecanismo de accion mediante el cual ejercen este efecto, ofrecen grandes

perspectivas en las terapias de combinacion. De tal manera que, bajo este régimen
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terapéutico, las acetogeninas aln en bajas dosis, disminuirian los niveles de ATP
celular con la consecuente induccion de la apoptosis y prevencién del desarrollo del
fendmeno de resistencia (usualmente mediada por la glicoproteina P-170) por parte
de los tumores tratados. Asimismo, las dosis requeridas de los farmacos
anticancerigenos gue formaran parte de la terapia de combinacién, serian menores

al igual que los efectos colaterales provocados por los mismos.

La bldsqueda de nuevas acetogeninas se justifica aliin mas conforme se aislan un
mayor nimero de acetogeninas y se realizan nuevos ensayos de citotoxicidad. Los
resultados de numerosas investigaciones recientes indican que la mayoria de estos
policétidos son muy potentes contra varias lineas celulares derivadas de tumores
humanos. Ademas, se ha encontrado que algunos de estos compuestos, con
nlcleos estructurales novedosos, ejercer su efecto citotdxico de manera selectiva,
afectando solo cierto tipo de tumores. Por otra parie, se presume que existen
alrededor de 1000 acetogeninas diferentes en la familia de las anonaceas y la
mayoria de estos compuestos podrian ser aislados y caracterizados en los proximos
20 afios (Mclaughlin ef al., 1997). Esta perspectiva ofrece grandes posibilidades de

descubrir productos antineoplasicos mas potentes, eficaces y selectivos.

Por todos estos motivos se consideré ampliamente justificado plantear una
propuesta de investigacién dirigida a la busqueda de nuevas acetogeninas
antitumorales a partir de anonaceas mexicanas. El nimero de especies de esta
familia presente en el territorio nacional es alto, sin embargo, a la fecha no se han
realizado estudios quimicos o biolégicos conducentes a determinar el potencial

terapéutico de las mismas.
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De manera adicional, y con la Unica finalidad de ampliar el conocimiento de las
actividades biolégicas de las acetogeninas de anonéaceas, se considerd conveniente

investigar el efecto de algunos de estos metabolitos sobre la fotofosforilacion en

cloroplastos aislados de espinacas, proceso metabdlico homélogo a la fosforilacién
oxidativa mitocondrial de [os organismos eucariotes. Tanto la fosforilacién oxidativa
como la fotofosforilacidn constituyen, individualmente, los dos procesos mas
importantes de transduccion de energia en la bidsfera. Como se sefaléd

anteriormente, las acetogeninas interfieren con la sintesis de ATP mitocondrial

mediante la inhibicién de! transporte de electrones a nivel del complejo 1. Sin
embargo, no se ha descrito ningln trabajo relacionado con el efectc de estos
compuesto sobre la fotofosforilacion, por lo que los resultados que deriven de la
presente investigaciébn asumen el caracter de original. Del mismo modo, los
resultados obtenidos podrian ser de importancia para determinar si las acetogeninas
de anonaceas afectan el crecimiento vegetal a nivel postemergente. Este ultimo
aspecto cobra importancia ante la perspectiva de utilizar estos productos como
agentes pesticidas para el control de algunos insectos nocivos en cultivos de

importancia econdmica.

3.2 OBJETIVOS GENERALES.
1. Obtener acetogeninas con una actividad potencial citotéxica a partir de especies
de anonaceas mexicanas con la finalidad de contribuir al desarrollo de nuevos

agentes antineoplasicos de utilidad terapeutica.
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2.

Explorar el efecto de acetogeninas selectas sobre el proceso de Ia
fotofosforilacion con la finalidad de contribuir al conocimiento de las propiedades

biclégicas de estos compuestos.

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES.

Para el cumplimiento de los objetivos generales se plantean los siguientes objetivos

particulares:

. Realizar una investigacién bibilicgrafica sobre diversos aspectos de la familia

Annonaceae con la finalidad de identificar las especies presentes en el territorio
nacional, determinar su distribucién en el mismo y recopilar la informacion

etnomédica pertinente.

Recolectar por lo menos 20 gramos de material vegetal seco de las diferentes
partes vegetales (hojas, corteza y semilias) de un grupo de anonaceas
mexicanas preseleccionadas con base en los criterios efnomedico y/o

guimiotaxondmico.

Seleccionar las especies ricas en acetogeninas mediante la evaluacion de |a

toxicidad para Arfemia salina de los extractos de las especies preseleccionadas.

Realizar el estudio fitoquimico biodirigido de las dos especies que resulten mas
toxicas para el crustaceo A. safina. Como bioensayo de monitoreo se empleara

de nueva cuenta la determinacion de la toxicidad para A. salina.
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5. Evaluar el potencial citotoxico de los compuestos aislados utilizando seis lineas
celulares derivadas de tumores humanos: A-549 (carcinoma de pulmon), MCE-7

(carcinoma de mama), HT-29 (adenocarcinoma de colon), A-498 (carcinoma de

rifién), PC-3 (adenocarcinoma de préstata) y PACA-2 (carcinoma de pancreas).

6. Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos,
mediante la aplicacibn de técnicas espectroscdpicas y espectrométricas

contemporaneas, asi como de métodos quimicos y quiropticos.

7. Evaluar e! efecto de acetogeninas selectas sobre diversas actividades
fotosintéticas en cloroplastos aislados de hojas de espinacas. lLas actividades
incluyen la sintesis de ATP, el transporte de electrones (basal, fosforilante y
desacoplado) y reacciones parciales del transporte de electrones de los

fotosistemas | y il

8. Proponer un mecanismo de accion de las acetogeninas ensayadas de acuerdo

con los resultados obtenidos en los experimentos indicados en el inciso 7.
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IV EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL VEGETAL.

Para realizar el proceso de seleccion, se recolectaron aproximadamente 100 g de
material vegetal fresco de las diferentes partes vegetales (hojas, corteza y semillas)
de diez especies de anonéceas distribuidas en la regién de los Tuxtlas, Veracruz.
Estas incluyen: Annona glabra L. (Voucher CA93-1), Annona purpurea Moc. &
Sessé ex Dunal-, (Voucher CAQ3-3), Cymbopetalum baillonii R.E. Fries (Voucher
CA93-2), Cymbopetalum pendiflorum Baill. (Voucher CA94-8), Despompsis
trunciffora Schldl & Cham. (Voucher CA94-4), Guamia mexicana G.E. Schatz,
(Voucher CA84-2), Rollinia mucosa (Jaquin) Bailion, (Voucher CAQ93-4), Saprantus
humilis Stanley (Voucher CA84-5), Tridimeris hahniana L. (Voucher CA94-6) vy
Tridimeris tuxtlensis Schatz, (Voucher CA94-7). La recoleccion estuvo a cargo del
Bidlogo Gustavo Carmona Diaz. Los ejemplares de referencia de cada una de las
plantas se depositaron en el Herbario del Instituto de Ecologia (XAL), Xalapa,

Veracruz .

Posteriormente, se recolecté una mayor cantidad de ias semillas de las dos
especies mas activas (i.e. A. purpurea y R. mucosa) en el municipio de Catemaco,
en el Estado de Veracruz. A. purpurea se recolectd en julio de 1994 (Voucher
CA94-1) y R. mucosa en el gjido San Rafael, Estado de Veracruz, en septiembre de
1994 (Voucher CA94-3). Las muestras de herbario se depositaron también en el

herbario del Instituto de Ecologia (XAL), Xalapa, Veracruz.
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4.2 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES EN PEQUENA ESCALA
PARA REALIZAR EL PROCESO DE SELECCION.

Para la seleccidon de [as especies mas activas, se prepararon los extractos

cloroformo-metanélicos (1:1) o etanodlicos a partir de 20 gramos de material vegetal
seco y molido de las diferentes partes vegetales (hojas, corteza y semillas) de cada
una de las especies preseleccionadas. Los extractos resultantes se evaluaron en el

bioensayo de toxicidad contra el crustaceo Arfemia salina.

4.3 ENSAYOS BIOLOGICOS.
4.3.1 Determinacion de la toxicidad para Artemia salina Leach.

Los diferentes extractos, fracciones y compuestos puros se evaluaron utilizando el
ensayc de la toxicidad para Arfemia salina (TAS) de acuerdo a la metedologia
descrita por Anderson y colaboradores (1991). Las muestras a evaluar se preparan
de la siguiente forma: 20 mg del extracto, fraccion o compuesto puro objeto de
evaluacion, se disuelven en 2 mL del disolvente apropiado. De la solucion resultante
se transfieren 5, 50 y 500 pk, a tres viales y se deja evaporar el disolvente a
temperatura ambiente o al vacio. Cada concentracion se ensaya por triplicado.
Después de incubar los huevecillos de A. salina en un medio salino artificial durante
48 horas, se transfieren 10 crustaceos a cada uno de los frascos que contienen las
muestras a evaluar y se afora a 5 mL con medio salino artificial, para obtener asi
una concentracion final de 10, 100 y 1000 ug/mL, respectivamente. De manera
adicional, se realizaron diluciones subsecuentes para obtener concentraciones

finales de 1, 0.1y 0.01 pg/mL.
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Los frascos se mantienen con iluminacion artificial durante 24 horas; transcurrido
este tiempo se procede a contar el nimero de crustaceos sobrevivientes. Para el
caleulo de la concentracion letal media (Clsg) se utiliza el programa de analisis de

probabilidad de Finney (Anderson et al., 19981).

4.3.2 Determinacion de la actividad citotoxica.

Ei potencial citotoxico se determiné de acuerdo a los procedimientos establecidos en
el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de los Estados Unidos (E.U.A) en el
laboratorio del Purdue Cancer Center, Univeridad de Purdue, Indiana, E.UA.
(Anderson et al., 1991 y referencias alli citadas). Las lineas celulares empleadas
fueron las siguientes: A-549 (carcinoma de pulmoén), MCF-7 (carcinoma de mama),
HT-29 (adenocarcinoma de colon), A-498 (carcinoma de rifdn), PC-3
(adenocarcinoma de prostata) y PACA-2 (carcinoma de pancreas). Los resultados
se expresan como concentracion efectiva media (CEsp). La adriamicina se utilizo

como un control positivo.

4.4 ANALISIS CROMATOGRAFICOS.

La cromatografia de adsorcion en columna abierta se realizé sobre gel de silice
Kieselgel 60 Merck (tamafio de particula, 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM).
Los analisis cromatograficos en capa fina (ccf) se efectuaron siguiendo las técnicas
convencionales, utilizando placas de vidrio recubiertas con gel de silice (silica gel
60-254, Merck), varios eluyentes y los agentes reveladores que se indican en el

Cuadro 1.
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Cuadro 1. Agentes cromégenos utilizados para los analisis cromatograficos en capa
fina de las fracciones obtenidas durante el proceso de fraccionamiento
del extracto activo de A. purpurea.

r— re—— er——
——e b ——

Agente revelador Composicién Referencia
Sulfato cérico amoniacal ..... 12 g
Sulfato cérico Acido suifarico conc. ..... 22.5 mL Stahl, 1969
Hielo. ..........cooii . 350 g
Acido fosfomolibdico. ....... 5.0g
Acido fosfomolibdico
Etanol. ...................... 100 mL
Azul de tetrazolio. ............ 0.25 g | Rupprecht et al., 1990
Metanol. ..................e 50 mL

Azul de tetrazolio
Hidréxido de sodioc 6 N. .... 50 mL

Carbonato de bismuto. .... 2.6 g

loduro de sodio. .............. 709
Reactivo de . .

Acido acético. ............... 25 mL Stahi, 1968
Dragendorff _

Acetato de etilo. ............ 80 mL

Agua. ... 0.5mL

Para el desarrolio de color es necesario calentar durante dos minutos 2 110°C.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se realizé en un
cromatdgrafe marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division
Milford, MA, USA) equipado con un detector de UV con arreglo de diodos (996). El
control del equipo, la adquisicién de datos, el procesamiento y manipulacion de la
informacién se realizaron utilizando el programa de software millennium 2000
(Waters). La purificacion de los compuestos se efectué empleando una columna de
gel de silice (Waters, uporasil, 125A, tamario de particula 10 uM) de 19 mm de

diametro interno y 300 mm de longitud. La deteccién se ajusto entre 209-220 nm.
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La separacion e identificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos
resuitantes de la hidrolisis de la mezcla de N-aciltriptaminas obtenidas de
R. mucosa, se realizb en un cromatégrafo de gases acoplado a un espectrometro de
masas JEOL JMS-AX505HA. La columna utilizada fue del tipo 5 % fenil-metil silicén
HP, con una longitud de 30 m por 0.32 mm de diametro. £} helio se empled como
gas acarreador con un flujo de 1 mbl/min. La temperatura de la columna se
program¢ de 150-300 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La
temperatura del eyector y detector se ajust6 a 275 °C. El voltaje para el registro de
los espectros de masas utilizado fue de 70 eV. Las masas se registraron en un

rango de 33-800 uma.

4.5 ESTUDIO QUIMICO DE LAS SEMILLAS DE Annona purpurea.
4.5.1 Extraccién y fraccionamiento.

El proceso de desecacion de las semillas de A. purpurea se llevd a cabo a
temperatura ambiente. El material vegetal desecado (4.9 Kg) se fragmenié en un
molino de cuchiltas modelo Wiley 4. Las semillas pulverizadas se extrajeron con una
mezcla de CHCI>-MeOH (1:1). El extracto resultante [1,500 g, toxicidad contra
Artemia salina (TAS) ClLsp = 4.0 ug/ml] se sometié a un fraccionamiento preliminar
mediante un proceso de particion entre hexanc y metanol acuoso (10 %). La
fraccion metanédlica acuosa (378 g, TAS LCsp = 1.14 x 107 pg/mL) se sometié a
fraccionamiento secundario por cromatografia sobre gel de silice {1 Kg) en columna
abierta. Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de disolventes con

incrementos de polaridad [Hex:CHClz (1:1-50:1) y CHCI;:MeOH (1:0-7:3)]. Se



69

obtuvieron un total de 89 fracciones (1 L) reuniéndose aquellas que mostraron
similitud cromatografica para asi obtener 11 conjuntos de fracciones secundarias.

En el Esquema 1 se resumen los procesos de extraccion, fraccionamiento primario y

fraccionanmiento—secundario. Em et Cuadro 2 se sintetiza el fraccionamienio
secundario de la fraccion metandlica acuosa (10%) y se incluyen los eluyentes
empleados, el nimero de eluatos, fracciones combinadas y la actividad téxica contra

el crustaceo Artemia salina.

SEMILLAS DE Annona purpurea
(4.9 Kg)

- Extraccién con CHCl 3-MeOH (1,1)
via maceracién, 3 veces por 48 horas.
- Filtrar y concentrar al vacio,

l |

EXTRACTO CHCl3-MeOH 1,500 g RESIDUO VEGETAL
(TAS LCs¢ = 4.0 ngiml)

Particion entre
Hex/MeOH ac (10%)

v v
Fraceion hexanica (1.5 L) Fraccion metandlica ac. (10%) (378 g)
(TAS CLsg > 100 pg/mt) {TAS Clgp = 0.114 pgiml)

-Crormatografia en colunma aberta
{1 kg de gel de silice)

Hex CHCl 3(11 -CD y
CHCl; - MeQH (1.0 — 7.3)

NEEEREN

Fi-F3  Fy4 Fs Fe F7 Fg Fo  FioFpy

Esquema 1. Extraccién y fraccionamiento del extracto cloroformo-metandlico (1:1)

de las semillas de A. purpurea.



70

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografia en
columna abierta de la fraccion metandlica acuosa (10%) obtenida a

partir del extracto integro de A. purpurea.

Proporcion | Numero de Fracciones TAS

Eluyente % fracciones Combinadas (ng/mtL)

Hex-CHCls 50:50 1-12 1-6 F4 > 1000

Hex-CHClI; 40:60 13-24 7-11 Fa > 1000

Hex-CHCl; 20:80 25-36 12-21 Fa > 1000
CHCl3 100 37-41 22-32 Fa 3.18 x 10
CHCl-MeOH 99:1 42-47 33-49 Fs 1.38 x 102
CHCl;-MeOH 97:3 48-60 50-59 Fs 1.89 x 1072
CHCl;-MeOH 95:5 61-69 60-62 Fz 1.47 %107
CHCls-MeOH 90:10 70-84 63-68 Fs 5.89 x 10
CHCl3-MeOH 80:20 85-88 69-74 Fo 4.70 x 10

CHClz-MeOH 70:30 89 75-79 F1o > 1000

80-89 Fis > 1000

4.5.2 Separacion mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(CLAR) de las acetogeninas presentes en las fracciones activas F5 y F7

derivadas de la fraccion metandlica acuosa (10%) de A. purpurea.
La separacion de las acetogeninas mediante CLAR a partir de la fraccion activa Fs
(400 mg, TAS LCsp = 1.38 %107 ug/mL) se realizé en una columna de fase normal
empacada con gel de silice utilizando un flujo de 7.9 mL/min y como fase moévil una
mezcla ternaria constifuida por hexano-PrOH-MeQOH, en las proporciones 90:5:5.
Para la fraccion activa, F7 (500 mg, TAS Clsg = 1.47 x1072 ug/mL) se utilizé ia misma
columna, un flujo de 8.3 mL/min y como fase mévil, la mezcla ternaria de hexano-

PrOH-MeOH en las proporciones: 85:7.5:7.5.
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4.5.2.1 Aislamiento de la bulatacina (16), la escuamocina (80) y la motrilina (87) a
partir de la fraccion activa Fs.

De la fraccion activa Fs se aislaron las acetogeninas bulatacina (16), escuamocina

(80) y motrilina (97). La bulatacina (16) se purific6 como un sdlido con apariencia de
cera de color blanco (20 mg) con un punto de fusion (pf) de 69-71 °C y un tiempo de
retencion (tr) de 44.0 min; la escuamocina (80) se obtuvo como un aceite
trasparente (70 mg) con un tg de 45.2 min; y la motrilina (97) se aislé como un sélido

ceroso blanco (110 mg) con un pf de 48-50 °C y un tg de 47.0 min.

4.5.2.2 Aislamiento de la purpurediolina (98), fa purpurenina (99), fa purpuracenina
(100), la anoglaucina (101), la xilomatenina (102) y la anonacina A (21) a
partir de la fraccion activa F.

De la fraccidn activa F; se aislaron seis acetogeninas, tres de las cuales son
compuestos novedosos, la purpurediolina (88), la purpurenina (99) y Ia
purpuracenina (100). La purpurediolina (98) se obtuvo como un sdlido ceroso
blanguecino (22 mg) con un pf de 35-39 °C y un {r de 34.6 min; la purpurenina (99)
se aislé como un sélido con apariencia de cera de color amariilo palido (44 mg), con
un pf de 36-38 °C y un tg de 50.0 min; la purpuracenina (100) se obtuvo como un
solido con apariencia de cera de color amarillo (10.4 mg) con un pfde 42-44 °C y un
tr de 37.2 min; la anoglaucina (101) se aislé como una cera de color amarillo palido
(46 mg) con un pf de 58-58 °C y un tr de 42.0 min; la xilomatenina (102) se obtuvo
como un solido blanco (30 mg) de pf igual a 54-56 °C y un tr de 31.5 min; por ultimo,
la anonacina A (21) se purificd como un soélido blanco ceroso (10 mg) con un pf de

34-36 °C y un tg de 33.0 min.
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4.6 ESTUDIO QUIMICO DE LAS SEMILLAS DE Rollinia mucosa.
4.6.1. Extraccion y fraccionamiento.

El proceso de desecacion de las semillas de R mucosa se llevd a cabo a
temperatura ambiente. El material vegetal desecado (663 g) se fragmentd en un
molino de cuchillas modelo Wiley 4. Las semillas pulverizadas se extrajeron con una
mezcla de CHCI;-MeOH (1:1). El extracto resultante (241 g, TAS LCs0 = 0.41 pg/mi.)
se fracciond de manera preliminar mediante un proceso de particion entre hexano y
MeOH acuoso al 10 %. La fraccion metandlica (26 g, TAS LCso = 6 x 107 pg/mL) se
sometid a fraccionamiento secundario por cromatografia sobre gel de silice (531 g)
en columna abierta. Como eluyentes se utilizaron mezclas de disolventes con
incrementos de polaridad [Hex:CHCly (1:1-0:1) y CHClz:MeOH (1:0-0:1)]. Se
obtuvieron un total de 230 fracciones (250 mL c/u) reuniéndose aquellas que
resuliaron cromatograficamente similares para obtener asi 14 conjunios de
fracciones secundarias. En el Esquema 2 se resume los procesos de extraccion,
fraccionamiento primario y fraccionamiento secundario. En el Cuadro 3 se resume el
fraccionamiento secundario de la fraccién metandlica acuosa (10%) y se incluyen
los eluyentes empleados, el nimero de eluatos, fracciones combinadas y la

actividad toxica contra el crustaceo Arfemia salina.

4.6.2 Separacion mediante CLAR de los compuestos presentes en ias

fracciones activas secundarias F, y Fs; de R. mucosa.
La purificacién mediante CLAR de la fraccion activa Fq (120 mg, TAS Clsp = 41.95

pg/mL) se realizo en una columna de gel de silice (fase normal) utilizando un flujo de
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7.3 mlU/min y la mezcla ternaria de disolventes; hexano-PrOH-MeOH en ias
proporciones: 80:5:5. La purificacién de la fraccion activa Fg (500 mg, TAS

LCso = 7 x 10 pg/mL) se realizd por CLAR en la misma columna de fase normal

con un flujo de 7.5 mL/min, y la mezcla ternaria de hexano-iPrOH-MeOH (90:5:5)].

4.6.2.1 Aislamiento de la jimenezina (103).

La jimenezina (103) se purificé por CLAR de la fraccion activa Fs, como un aceite

amarillo (16 mg); el tiempo de retencién del producto es de 45.0 min.

SEMILLAS DE Rollinia mucosa
(6683 q)
- Extraccién con CHCI 5-MeOH (1.1)

via maceracién, 3 veces por 48 horas
- Filtrar y concentrar 2 vacio.

l |

EXTRACTO CHCl3-MeOH (241 g) RESIDUC VEGETAL
(TAS Clsp=0.41 pgfmi}

Particion entre
Hex/MeOH ac (10%)

| |

Fracecion hexanica (180 g) Fraccidén metandlica ac. (10%) (26 g}
(TAS CL s> 1000 ug/imL) (TAS CL 50 =10.06 pg/mL)

-Cromatografia en columna abierta
{1 kg de gel de silice)

Hex CHCl 5 (1.1 =01) y
CHCl; MeOH{1.0 -» 1')

NN

Fi-F3  Fa Fs Fs Fr Fa Fg Fio Fn Fiz  Fia  Fuy

Esquema 2. Extraccion y fraccionamiento del extracto cloroformo-metandlico (1:1)

de las semillas de R. mucosa.
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Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento secundaric mediante cromatografia en

columna abierta de la fraccidbn metandlica acucsa (10%) obtenida a

partir del extracto integro de K. mucosa.

Eluyente Proporcion | Numero de Fracciones TAS
% fracciones Combinadas (ug/mL)
Hex-CHCls 50:50 1-7 1-31 Fi > 1000
Hex-CHCl3 75:25 8-15 32-53 Fa > 1000
CHCls 100 16-33 54-61 Fs > 1000
CHCI3-MeOH 99:1 34-54 62-66 Fa 41.95
CHCl3-MeOH 98:2 55-77 67-84 Fs 2.22
CHCIl;-MeOH 97:3 78-95 85-101 Fs 7.0x 107
CHChL-MeOH 94:4 96-108 102-111 F7 4.5x 10"
CHCl3-MeOH 95:5 109-124 | 112-122 Fe 2.8 x 107
CHCI3-MeOH 92.5-7.5 125-162 123-164 Fa 6.6 x 107
CHCl:-MeOH 90:10 163-188 165-184 Fio 1.7 x 10
CHCl3-MeOH 80:20 189-200 185-203 F11 1.57
CHCIs-MeOH 70:30 201-213 204-206 F12 26.93
CHCls-MeOH 60:40 214-221 207-211 Fis 896
CHCl3-MeOH 50:50 222-228 212-230 Fia 497
MeOH 100 229-230

4.6.2.2 Aislamiento de los compuestos presentes en la fraccion activa Fs.

De la fraccién secundaria activa F4 se aisld una mezcla de N-aciltriptaminas (104).

Sucesivas separaciones por CLAR permitieron el aislamiento del producto
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mayoritario (12 mg) como un sélide color blanco con un pf de 114-115°C, el cual se
identifico como la N-lignoceroiltriptamina (105). El tiempo de retencion fue de 23.0

min. La mezcla de donde se separé el producto principal 105, se sometid a un

analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas con la

finalidad de identificar el resto de los compuestos presentes en [a misma.

4.7 CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS.

4.7.1 Equipos utilizados.

o Los puntos de fusidn se midieron en un aparato Fisher-Johns, v no estan

corregidos.
o La rotacién éptica se registrd en un polarimetro JASCO DIP-360.

e los espectros en el UV se obtuvieron en un espectrometro Shimadzu 160 en

MeOH.

o Los espectros de dicroismo circular (DC) se determinaron en un

espectropolarimetro JASCO 720 a 25 °C en MeOH.
« Los espectros en el IR (film) se midieron en un espectrémetro Perkin Elmer 599.

e Los espectros de RMN se obtuvieron en un aparato Varian UNITY PLUS 500
utilizando CDCl; como disolvente y TMS como referencia interna. RMN "H (500
MHz) y RMN *C (125 MHz). Los espectros de RMN de la jimenezina (103) se
obtuvieron en un aparato Bruker DMX500. RMN "H (500 MHz) y RMN °C (125

MHz), utilizando como disolvente CDCI; y como referencia interna TMS.
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» Los espectros de masas modalidad FAB" se registraron en un espectrometro de

masas JEOL DX300 utilizando una matriz de glicerol.

» Los espectros de masas de alta resolucién modalidad FAB™ se obtuvieron en un
espectromefro de masas JEOL JX102 utilizando una matriz de alcohol

nitrobencilico (NBA).

+ Los espectros de masas de los derivados sililados se determinaron por la técnica

de impacto electronico en un espectrémetro de masas JEOL JMS-AX505HA .

» Los espectros de masas de los ésteres metilicos se obtuvieron por la técnica de
impacto electronico en un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrometro

de masas JEOL JX102.

4.7.2 Obtencion de los derivados sililados.

Para la obtencién de los derivados sililfados de las acetogeninas aisladas, pequerias
cantidades de cada compuesto (~0.5 mg) se trataron con 100 pbL del reactivo
comercial  Sigma-Sil-A  (trimetilclorosilano-hexadimetilsilano-piridina ~ 1:3:9).

Posteriormente, la mezcla resultante se calentd a 60 °C durante 10 min.

4.7.3 Preparacion del acetonido de la purpurediolina (98a).

A una solucién de 3 mg de 98 en 5 mL de acetona se agregdé 1.5 pg de HCI

(concentrado). La mezcla se dejé reaccionar por 48 h. El curso de la reaccion se
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monitored mediante ccf. Al cabo de la reaccidon se elimind el disclvente

obteniéndose el acetdnido 98a (3 mg).

4.7.4 Reaccién de translactonizacién para la purpuracenina (100} y la
anoglaucina (101).

3 mg del compuesto 100 se disolvieron en 2.7 mL de MeOH acuoso (5%), a esta

solucién se le agregd 0.3 mlL de dietilamina. La mezcla anterior se dejo a

temperatura ambiente durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, el crudo de la

reaccion se concentro al vacio para obtener 3 mg de la mezcla isomérica C-2/C-4

cis v trans (100b). 5 mg del compuesto 101, se trataron de ia misma manera para

obtener 5 mg de la mezcla isomérica C-2/C-4 cis y trans (101b).

4.7.5 Obtencion de los ésteres de Mosher.

A una solucidon de cada una de las acetogeninas obtenidas en el presente estudio
(1.5 mg en 0.5 mL de CDCl; en un tube de RMN) se agregé piridina-ds, (100 ul), 4-
(dimetilamino)piridina (~0.5 mg) y cloruro del acido (R)-{-)a-metoxi-a-
(trifluorometil)fenitacético (25 mg). La mezcia resultante se calentd a 50 °C durante 4
h bajo atmodsfera de nitrdgeno para obtener el éster de Mosher S. Asimismo, el
tratamiento de cada compuesto (1.5 mg) con el cloruro del acido (S)-(+)a-metoxi-o-
(trifluorometil)fenilacético, como se describe anteriormente, permitié la obtencidn del

éster de Mosher R.
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4.7.6 Hidrélisis acida de la mezcla de N-aciltriptaminas (104) y de la N-
lignoceroiltriptamina (105),

3 mg de la N-lignoceriltriptamina (105) y 5 mg de la mezcla de N-aciltriptaminas
(104), por separado, se disolvieron en 0.5 mL de agua y 0.5 mL de acido sulfirico
concentrado. La solucién resultante se calenté a reflujo durante 2 horas. Al cabo de
este tiempo, el acido lignocérico (106) o la mezcla de acidos grasos (107) se

extrajeron con cloroformo.

4.7.7 Obtencién del derivado metifado del acido lignocérico (106a) generado
por hidrélisis de la N-lignoceroiltriptamina (105).
Para obtener el derivado metilado del &cido lignocérico (106a) se utilizé una mezcla
etérea de diazometano preparada con una solucién de hidréxido de potasio (5.0 g
en 7.5 mL de agua), 25 mL de etanol y 21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluen
sulfonamida (Diazald, Aldrich) en 45 mL de éter etilico. E) acido lignocérico (106) se
disolvi en 0.5 mL de éter y se le agregdé 5 mL de la solucién etérea de
diazometano; la mezcla se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 24
horas. El éster resultante (106a) se identificé por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas.

4.7.8 Obtencion de los derivados metilados de los acidos grasos (107a)

generados por hidrolisis de la mezcla de N-aciltriptaminas (104).

Para la obtencion de los derivados metilados de los acidos grasos (107a) generados
por hidrélisis de la mezcla de N-aciltriptaminas (104) se utilizé la misma metodologia

descrita en el inciso 4.7.7.
L »P ,‘ Iy ;. i
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4.7.9 Prueba de Erlich.

En tubos de ensayos se disolvieron por separados pequefias cantidades de la N-

lignoceriltriptamina (105) y de la mezcla de N-aciltriptaminas (104) en 0.5 ml_de

metanol. A estas soluciones se adiciond aproximadamente 1 mg del reactivo de
Erlich [4-(dimetilamino)benzaldehido]. En seguida, se agregé por ia pared del tubo
de ensayo dos gotas de acido sulfirico concentrado, observandose una coloracién
purpura en la interfase de los liquidos. La coloracion fue indicativa de una prueba
positiva para la identificacién de indoles. Como control positivo se utilizé el acido

indolacético.

4.8 EVALUACION DEL EFECTO DE LAS ACETOGENINAS BULATACINA (186),
ESCUAMOCINA (80) Y MOTRILINA (97) SOBRE VARIAS ACTIVIDADES
FOTOSINTETICAS EN CLOROPLASTOS AISLADOS DE HOJAS DE
ESPINACAS.

4.8.1 Aislamiento de cloroplastos y cuantificacién de clorofila.

Los cloroplastos se obtuvieron de hojas frescas de espinacas (Spinacea oleracea
L.). El proceso de aislamiento de cloroplastos se realizé por homogeneizacion
durante cinco segundos de las hojas fragmentadas (30 g) en 150 mL de medio de
aislamiento de cloroplastos (sacarosa 400 mM, MgCl, 5 mM, KCI 20 mM vy tricina 30
mM, ajustado a pH 8.0). El homogenado se fitrd a través de ocho capas de gasa y
se centrifugé a 4000 rpm durante cinco minutos a 4°C. El sedimento se resuspendid
en 1 mL del medio de aislamiento y se cuantificd la clorofila de acuerdo con el
método de Strain y colaboradores (1971). Este consiste en tomar una alicuota de

50 uL de la suspensién de cloroplastos y se adiciona acetona al 80 % hasta obtener

ESTA TESS W0 omf
LR BE LA BIBLIOTECH
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5 mL de la suspension, que se mantiene en la oscuridad durante 5 minutos.
Posteriormente se centrifuga a 2000 rpm, durante 5 minutos; transcurrido este
tiempo se cuantifica el contenido de clorofila espectrofotométricamente midiendo la
absorbancia a 663 y 645 nm. La concentracion de la clorofila se calcula empleando
la siguiente ecuacion. [clorofila] = [8.05 (Asez) + 20.29 (Asss)] X 5. El resultado

obtenido es en pg de clorofila por mililitro.

4.8.2 Cuantificacion de la velocidad de sintesis de ATP.

La sintesis de ATP se midio registrando los cambios de pH en el medio de reaccién
entre 8.0 y 8.1, utilizando un microelectrodo (Orion) combinado, conectado a un
potenciometro (Corning modelo 12) de escala expandida. El cambio de voltaje
generado por los cambios de pH se transdujeron a un registrador grafico Gilson. El
medio de reaccion contiene: sacarosa 100 mM, MgCil; 5 mM, KCi 10 mM, ADP
1 mM, KH,PO4 3 mM, KCN 0.5 mM, tricina 1 mM, metilviolégeno (MV) 0.05 mM, el
equivalente a 860 ug de clorofila en 3 mL del medio y diferentes concentraciones de
los compuestos a evaluar. El cambio de pH se determind durante un periodo de
iluminacion de 1 minuto, durante este tiempo el medio de reacciéon se mantuvo en
agitacién constante. La velocidad de sintesis de ATP se calcuid empleando la

siguiente ecuacion:

V=ah/C, donde,

V = Velocidad de Ja sintesis de ATP (umoles de ATP / mg clorofila - h).

a = pmoles de H' utilizados en la titulacion [mezcla de reaccién con 10 pL de KOH

(0.01 N), en presencia de cloroplastos sin iluminar (Pefia-Valdivia ef al., 1991)].

N
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h = Altura de la curva obtenida durante un minuto de lluminacion (en cm).

C = Concentracion de clorofila empleada (60 pg).

4.8.3 Determinacién de [a velocidad del transporte de electrones no ciclico de
H.Oa MV.

El transporte de electrones no ciclico se determind de manera indirecta al
monitorear la producciéon de oxigeno gue se libera durante la fotdlisis del agua y se
determind bajo tres condiciones experimentales (Basal, fosforilante y desacoplado),
de acuerdo con el protocolo descrito por Calera y colaboradores (1995). La
produccion de oxigeno se midié con un monitor de oxigeno (Yellow Spring
Instrument Model 5300) y un electrodo tipo Clark. Todas las reacciones fueron
iluminadas durante un minuto con luz actinica de una lampara de proyector (GAF
2660). El haz luminoso se hizo pasar a través de un filtro de 5 cm de espesor de una

soluciéon de CuS0O; al 2%.

L a cantidad de oxigeno que se desprende se calculd a partir de las pendientes de
las graficas obtenidas al registrarse los cambios del potencial redox. A partir de la
cantidad de oxigeno desprendido se midi6 la velocidad det flujo de electrones, Ia

cual se calculd mediante el empleo de la siguiente ecuacion:

V=a/Xt:Xp-C, donde,
V = Velocidad del transporte de electrones (p equiv de e / mg clorofila - h).

a = 0.4 uequivalentes de Ka[Fe(CN)] utilizados en la titulacion. El medio de

transporte de electrones sin MV, 10 pL de Ka[Fe(CN)s] (40mM) y el equivaiente
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a 60 ug de clorofila en 3 mL del medio, se iluminé el tiempo necesario para la
reduccion total del K;[Fe(CN)g).

Xt = Altura de la curva obtenida durante un minuto de iluminacién (en cm).

Xp = Altura de la curva obtenida al consumirse 0.4 pequivalentes de Kz[Fe(CNgl.

C = Concentracién de clorofila empleada (60 pug).

4.8.3.1 Determinacién de la velocidad del transporte de electrones basal no ciclico
de H;O a MV.

El medio de reaccion utilizado para medir la velocidad del transporte de electrones
basal fue el siguiente: sacarosa 100 mM, MgCl; 5 mM, KCI 10 mM, tricina 15 mM,
KCN 0.5 mM y MV 0.05 mM, ajustado a pH 8.0. A 3 mL del medio se agrego6 60 ug
de clorofila y los compuestos de prueba en el intervalo de concentracion de 50 a 200
pM. El medio se mantuvo en agitacién constante e iluminacion. Las velocidades
obtenidas se compararon con las del control (mismo medio, sin compuesto a
evaluar). Bajo estas condiciones se determinaron las velocidades dei transporte de

electrones basal (lzawa, 1977; Trebs, 1972; Dilley, 1872).

4.8.3.2 Determinacién de la velocidad del transporte de electrones desacoplado no
ciclico de H,O a MV,

Para obtener la velocidad del transporte de electrones desacoplado, se utilizd el
medio de transporte de electrones basal al cual se le adiciond NH4sCl 6 mM y 60 nug
de clorofila. Las velocidades obtenidas se compararon con el control (izawa, 1977, -

Trebs, 1972; Dilley, 1972).
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4.8.3.3 Determinacién de la velocidad del transporte de electrones fosforilante no
ciclico de H,O a MV.

Para la medida de |a velocidad del transporte de electrones fosforilante, se utilizo el

medio de transporte de electrones basal al cual se le adicioné ADP 1 mM, KH,PO.
3 mMy 60 ug de clorofila. Las velocidades del transporte de electrones fosforilante

s€ compararon con el control (Izawa, 1977; Trebs, 1972; Dilley, 1972).

4.8.4 Determinacién de la velocidad del transporte de electrones en los

fotosistemas | v Il
b {

La determinacién del flujo de electrones en ios fotosistemas | y Ul se efectud
utitizando el medio de reaccién general para los fotosistemas, compuesto de:
Sacarosa 100 mM, MgCl, 5 mM, KCI 10 mM y tricina 15 mM, ajustado a pH 8.0. La
velocidad del flujo de electrones de las reacciones parciales de los fotosistemas | y I
se midié empleando el procedimiento descrito anteriormente para la determinacién
de la velocidad del transporte de electrones no ciclico (ver inciso 4.8.3). Se
adicionaron desacoplantes, donadores y aceptores de electrones artificiales e

inhibidores de la cadena redox como se indica a continuacién.

4.8.4.1 Determinacion de la velocidad del transporte de electrones en el fotosistema

Para determinar el transporte de electrones en el fotosistema |, se emple6 3 mL del
medio de reaccion general para fotosistemas, al cual se le adicioné DCMU 10 uM,
DCPIP 100 uM reducido con ascorbato 0.3 mM, MV 0.05 mM, NH,Cl 6mM, 60 ug de

clorofila y diferentes concentraciones de los compuestos a evaluar. El DCMU [3-
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(3.4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea] se empled como un inhibidor de la enzima Qg para
impedir el flujo de electrones del FS Il al FS | (Astier y Eliene, 1984), el DCPIP [2,6-
diclorofenol indofenol] reducido (con ascorbato), se utilizé como un donador artificial
de electrones a nivel del complejo Cit b6/f, debido a que compite con [a PQ (Gromet-
Elhaman et af., 1963) y el MV se empled como aceptor final de electrones (Benz y

McLaughlin, 1983).

4.8.4.2 Determinacion de la velocidad del transporte de electrones desacoplado en
el fotosistema 1l de H,O a DCPIP.

A 3 mL del medio de reaccion para los fotosistemas, se le adiciond6 DBMIB 1 uM,
DCPIP 0.05 mM, Ks[Fe(CN)s] 300 mM, NH,C! 6 mM, 60 ug de clorofila y varias
concentraciones de los compuestos a evaluar. El DBMIB [2,5-dibromo-3-metil-6-
isopropil-1,4-benzoquinona) se adiciond para impedir el flujo de electrones hacia el
FS | a nivel de PQ (Giaquinta y Dilley, 1974), el DCPIP se utilizé como aceptor final
de electrones y el Ki[Fe(CN)s] para oxidar al DCPIP reducido por el flujo de

electrones.

4.8 4.3 Determinacion de la velocidad del fransporte de electrones en el fotosistema
Il de H2O a SiMo.

Para 3 mL del medio de reaccion de fotosistemas, se le adiciondé SiMo 200 mM
(silicomolibdato) como aceptor artificial de electrones (Giaquinta y Dilley, 1974)
NH4Cl 6 mM como desacoplante, DCMU 10 uM como inhibidor del FS |, 80 nug de

clorofita y varias concentraciones de {os compuestos a evaluar.
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4.8.4.4 Determinacion de la velocidad del transporie de electrones en el fotosistema
Il de DPC a DCPIP.

Esta actividad se determind de manera indirecta en un espectrofotdémetro Beckman

(modelo DUB50) utilizando cloroplastos “envenenados” con Tris {tris-(hidroximetil)-
aminometano] (Vernon, 1869). Al medio general para los fotosistemas se le adicion6
tris 0.8 M con la finalidad de inhibir la fotdlisis del agua. En este medio se incubaron
durante 30 min a 0 °C con agitacién constante y en la oscuridad a los cloroplastos
en una proporcién de 1 ml de medio por cada 0.3 mg de clorofila. Posteriormente, la
suspensién se centrifugé por 5 min a 4,000 rpm y se determind el contenido de

clorofila de acuerdo con el método descrito en el inciso 4.8.1.

A 3 mL del medio de reaccién general de fotosisteras, se le adicioné DPC 200 mM
(difenilcarbacida) como donador artificial de electrones, DCMU 10 uM como inhibidor
del FS 1, DCPIP 0.05 mM como aceptor final de electrones, 60 ng de clorofila
(cloroplastos “envenenados” con Tris) y varias concentraciones de los compuestos a
evaluar. La mezcla anterior se agitd y se midid la absorbancia en un
especrofotometro a 630 nm. Posteriormente, la mezcia se iluminé durante un minuto
bajo agitacion. Al finalizar el tiempo de iluminacion se determind nuevamente la
absorbancia a 630 nm. La velocidad del transporte de electrones se determind de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

V=Aa-14eqe /1000 ¢-tc-donde,
V = Velocidad del transporte de electrones en ueq e’/ mg clorofila - h

Aa = Diferencia de las lecturas de absorbancia a 630 nm.
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¢ = Coeficiente de extincion molar (4.6 x 10™).
t = Tiempo de iluminacidn (1 min).

¢ = Concentracién de clorofila (60 mg).

4.8.5 Aislamiento y ensayo de la actividad de la Mg**-ATPasa.

La actividad de la enzima Mg®*-ATPasa se determind por el método de Mills y

colaboradores (1980). El procedimiento se describe a continuacion:

Los cloroplastos se obtuvieron de hojas de espinacas frescas, las cuales fueron
homogeneizadas durante cinco segundos con 150 mL de medio de aislamiento
compuesto de sorbitol 0.35 mM, acido ascorbico 5 mM y MES 20 mM, ajustado a pH
6.5. El homogenado se filtrd a través de ocho capas de gasa y el filtrado se
centrifugé a 4,000 rpm durante tres minutos. El sedimento se lavd con 2 mL de
medic de aislamiento y se centrifugd a 10,000 rpm durante 1 minuto. Ei sedimento
se reconstituyé con 1 mbL del medio de resuspension (sorbitol 0.35 mM, EDTA 2 mM,
MgCi> 1 mM, MnCi; 1 mM vy tricina, ajustado a pH 7.6). Finalmente, el contenido de

clorofila se cuantificd por el método de Strain y colaboradores (1971).

Para la activacién de la enzima se le adicionaron a 300 pg de clorofila (en 0.1 mL de
la suspension de cloroplastos) 0.25 mL del medio de activacion | (sorbitol 1.2 M y
tricina 100 mM, ajustado a pH 8.0) y 0.65 mL del medio de activacién i (MgClz 5 mM
y tricina 100 mM, ajustado a pH 8.0). Posteriormente, se iluminé durante 1.5 minutos
con luz actinica, bajo agitacién. Para determinar el grado de hidrélisis de ATP, se
mezclaron 0.1 mL de cloroplastos activados con 0.9 mL del medio para determinar

la actividad de la enzima Mgz+—ATPasa (MgCl 2 mM, KCI 80 mM, ATP 22 mM y
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tricina 15 mM, ajustado a pH 8.0). Este proceso se realizé en absoluta oscuridad y
bajo agitacidn. La reaccién se suspendi6 adicionando 0.5 mL de &cido tricloroacético

al 10%. Las proteinas precipitadas, se eliminaron por centrifugacion durante 5

minutos a 2,000 rpm. El fosfato liberado se cuantificd por el método colorimétrico de
Fieske-Subbarow (Sumner, 1974). Simultaneamente, se realizé una curva patrén de
KH,PO4, en un intervalo de concentraciones de 0.5 mM a 1mM. Los resultados del
fosfato liberado al hidrolizarse el ATP se interpolaron en esta grafica para obtener
las concentraciones de Pj. La actividad de la enzima Mg**-ATPasa es proporcional a

la concentracion de Pi liberado.

4.8. Ensayo de fluorescencia.

La fluorescencia de la clorofila @ se midié con un fluorémetro (Plant Efficiency
Analyser, PEA; Hansatech UK). Los cloroplastos intactos (15-20 ug/mL) se
incubaron en completa oscuridad, con los compuestos a evaluar, durante 5 minutos.
| a excitacion se indujo con un conjunto de seis dicdos trasmitiende 800 watts m? de
luz roja (con el pice a 650 nm). El instrumento capta automaticamente el rendimiento
de fluorescencia de la clorofila a mediante un diodo filirante cada 10 ps durante los
primeros dos ms; cada ms entre los 2 ms a 1 segundo; después de este tiempo,
cada 100 ms. El aumento del rendimiento de la fluorescencia de un valor minimo
(Fo) a un valor maximo (Fm) es indicativo de la acumulacion de electrones por el
aceptor primario (Qa — Qa) que es reducido por los centros de reaccion del
fotosistema Il (Strasser et al., 1995). Como control positivo se utilizo Tris (un

inhibidor clasico de la fotdlisis del agua).
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V RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la presente disertacién se dividen en tres partes. La primera,
abarca aquellos concernientes a la investigacién del contenido de acetogeninas
citotoxicas en las semillas de Annona purpurea. La segunda, comprende el estudio
quimico de las semillas de Rolfinia mucosa. Por Ultimo, la tercera parte se refiere a la
evaluacion de los efectos de acetogeninas selectas sobre el proceso de la

fotosintesis en cloroplastos aislados de hojas de espinacas (Spinacea oleracea L.).

Antes de describir y discutir los resultados derivados de las dos primeras partes, es
importante destacar que la seleccion de las dos especies de anonaceas objeto de
estudio, se realizé de acuerdo con los procedimientos convencionales que conducen
a la deteccién de las materias primas iddneas para la obtencién de compuestos
bioactivos de interés medicinal (Farnsworth y Warner, 1990; Hamburger vy
Hostettmann, 1991; Cox y Balick, 1994; inter alia). De tal forma que en primer lugar
se realizd una seleccion primaria (preseleccion) de diez especies de anonaceas
mexicanas con base en consideraciones del tipc etnomédico y guimiotaxonomico. La
primera consideracion, tiene su fundamento en el hecho de que las plantas utilizadas
en las practicas médicas populares han demostrado ser de primordial importancia
para el descubrimiento de farmacos de aplicacion terapéutica (Cow y Balick, 1894;
Prance, 1994). El segundoe criterio se basa en los antecedentes de un gran nimero
de especies de anonaceas como una fuente valiosa de acetogeninas, metabolitos

secundarios con notables propiedades antineopldsicas y pesticidas (Hui et al,



89

1989a; Colman-saizarbitoria ef al., 1994a; Zhao et al., 1995; Wu ef al., 1995a; infer

alia).

Durante la fase inicial del proceso de preseleccion, se realizé una cuidadosa revision

bibliografica sobre diversos aspectos de la familia de las anonéceas y algunos
estudios de campo. Estas actividades indicaron que en México existen numerosas
especies de anonaceas, algunas medicinales y/o endémicas. Como caracteristica
comun, la mayoria de estas especies se encuentran distribuidas principalmente en la
vertiente del golfo de México (Veracruz, Campeche, Tabasco y Quintana Roo),
aunque también pueden encontrarse en la vertiente del Pacifico (Nayarit, Colima,
Sinaloa, Oaxaca, Chiapas y Guerrero). Posteriormente, tomando en cuenta una serie
de razones de indole practico taies como la facilidad de obtener informacidn
etnomédica y de realizar las futuras colectas de material vegetal, se decidié
circunscribir el proceso de preseleccion a la reé;ién de los Tuxtlas en el Estado de
Varacruz. Entonces, una vez definida la zona geografica se preseleccionaron las
siguientes diez especies de anondceas: Annona glabra, Annona purpurea,
Cymbopetalum baillonii, Cymbopetalum pendifiorum, Desmopsis truncifiora, Guamia
mexicana, Rollinia mucosa, Saprantus humilis, Tridimeris hahniana y Tridimeris

fuxtlensis .

De estas especies, A. glabra, A. purpurea y Rollinia mucosa son utilizadas en la
medicina tradicional mexicana; G. mexicana, C. baillonii y T. tuxtlensis son
endémicas y su preseleccion, asi como de las restantes especies se bhasod

Gnicamente en el criterio quimotaxonoémico.
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Una vez realizado el proceso de preseleccion, se procedid a la recoleccion de las
especies para realizar las pruebas biolégicas de seleccién. En cada caso se
recolectd aproximadamente 100 g de material fresco de las diferentes partes de la

pilanta (hojas, corteza y semillas).

N

A partir del material vegetal desecado, se prepararon los extractos vegetales en
pequena escala, utlizando una mezcla de CHCl-MeOH (1:1) y etanol como
disolventes. Los extractos resultantes se ensayaron para determinar su toxicidad
contra el crustaceo A. salina. La seleccion del bicensayo se realizd considerando
que en repetidas ocasiones se ha encontrado una magnifica correlacién entre |a
presencia de acetogeninas citotoxicas y la toxicidad demostrada frente al crustéceo
por los extractos crudos obtenidos a partir de distintas especies de anondceas
(Rupprecht ef af., 1990; Fang et al., 1993: Gu et al., 1995b: inter afia). De manera
adicional, el ensayo es simple, rapido y econémico (Meyer ef al., 1982: Anderson et
al., 1991). En el Cuadro 4 se resumen ios resultados obtenidos de las evaluaciones
de los extractos CHCI3-MeOH (1:1). Los extractos etandlicos fueron menos activos

(resultados no indicados) que los preparados con !a mezcla de CHCl-MeOH (1:1).

Como se desprende de los resultados indicados en el Cuadro 4, las especies con
una mayor toxicidad para A. salina fueron A. purpurea y R. mucosa. En ambos casos
los extractos mas activos correspondieron a los de las semillas. Como se indicé en la
seccion de antecedentes, las dos especies han sido objeto de estudios quimicos vy
biologicos previos, incluso estas investigaciones permitieron el aislamiento de
numerosas acetogeninas citotoxicas. Sin embargo, las poblaciones que crecen en

el territorio nacional no han sido previamente investigadas. Considerando las
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variaciones del contenido metabdlico generados por las diferencias geograficas
(clima, tipo de suelo, etc.) y otras de caracter ontogenico, cabria esperar que las

especies procedentes del Estado de Veracruz contengan acetogeninas citotéxicas

distintas a las descubiertas anteriormente en ambas especies, de tal manera que se
inici6 el estudio de las semillas de A. purpurea y R. mucosa y para ello se utilizé un

estrategia biodirigida utilizando como ensayo bioclégico de monitoreo ia prueba de A.

salina.

Cuadro 4. Toxicidad para Artemia salina de los extractos cloroformo-metanélicos de

diferentes especies de la familia de las anonaceas.

——
e

TAS* Clsg
ESPECIE

Corteza Semillas Hojas
Annona glabra 740 623 >1000
Annona purpurea 2.43 0.65 >1000
Cymbopetalum baillonii 72.70 102 >1000
Cymbopetalum pendiflorum 320 715 > 1000
Despompsis trunciflora > 1000 890 > 1000
Guamia mexicana >1000 > 1000 764.65
Rollinia mucosa 30.14 1.16 >1000
Saprantus humilis 947 526 > 1000
Tridimeris hahniana 814 > 1000 530
Tridimeris tuxtlensis 66.37 956.30 279

*La concentracién letal media (CLgo) para Arfemia salina se expresa en pg/mL.
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5.1 OBTENCION DE LAS ACETOGENINAS CITOTOXICAS DE Annona purpurea.
5.1.1 Aislamiento y purificacién de las acetogeninas de Annona purpurea.

Para obtener las acetogeninas de A. purpurea se recolecté una mayor cantidad de
las semillas (4.9 kg, peso seco) y se preparo el extracto en gran escala utilizando e
mismo procedimiento descrito para la fase de seleccion. El extracto resultante
(1,900 g TAS CLsp = 4.0 pg/mL) demostrd un efecto citotoxico significativo (Cuadro
5) en contra de seis lineas celulares (en todos los casos la CEsy fue menor a

4 ng/mL), destacandose el efecto selectivo sobre las lineas A-549 (CEsp < 107

pg/mL) y PACA-2 (CEsp < 107 pg/mb). El extracto citotéxico se sometié a un
fraccionamiento primario via una particién entre hexano y metanol acuoso (10 %), tal
como se indicd en la seccion experimental. La actividad téxica para
A. salina, se concentré en la fraccién metandlica acuosa (378 gr, TAS Clsg = 1.14
pg/mL). Es importante destacar que el disolvente utilizado para la extraccién, asi
como los procedimientos de fraccionamiento primario utilizados en el presente
estudio permitieron obtener mejores niveles de actividad (tanto en el extracto como
en las fracciones primarias), que cuando se empled como disolvente el EtOH y el
procedimiento de fraccionamiento descrito en la literatura para obtener fracciones
ricas en acetogeninas a partir de los extractos de anonéceas estudiadas a la fecha

(Esquema 3).

La fraccion metandlica acuosa se sometié a una cromatografia en columna abierta
utilizando como eluyente mezclas de disolventes (hexano/cloroformo/metanol) con

incrementos de polaridad. Este proceso condujo a la obtencidn de 89 fracciones
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secundarias, las cuales se reunieron de acuerdo con su homogeneidad
cromatografica en 11 conjuntos de fracciones (Fq1-F14). Los resultados de la

determinacion de la toxicidad para A. salina (Cuadro 2) indicaron que la actividad se

concentraba en seis conjuntos de fracciones (F4-Fg), por lo que se procedid a la
separacion de los constituyentes de las dos fracciones mas abundantes, la Fs y la
F». En el Cuadro 5 se muestran también los resultados de las evaluaciones de

citotoxicidad en contra de seis lineas celulares de las fracciones Fs y F~.

Cuadro 5. Actividad citotoxica del extracto y de las fracciones secundarias F5 y F7 de

las semillas de Annona purpurea.

Lineas celulares derivadas de tumores humanos. CEsp (ug/mL).

A-549° MCF-7° | HT-298° A-498¢ PC-3° PACA-2f

Extracto <102 1.53 1.47 3.53 1.16 <1072
Fs <102 |[161x10" 127 x107° 2.44 <1072 < 10?2
F* 2.13x10" | 5.24x107" | 3.46x102 | 2.58x107" | 1.43x10™" | 2.19x10™

Adriamicina |3.22 x102 |2.04 x10? {4.21 x10" |3.48 x10™" [2.41 x102 [1.20 x1072

Adriamicina® | 3.67x102 | 2.12x10" | 9.66x10° | 1.98x10° | 2.27x10? | 1.45x107

*Muestras ensayas simuitaneamente. . _
#Carcinoma de pulmén. Carcinoma de mama. fAder}ocarCInoma de colon.
4Carcinoma de rifdn. *Adenocarcinoma de préstata. Carcinoma de pancreas.
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MATERIAL VEGETAL

EXTRACCION CON ETANOL

| |

EXTRACTO ETANOCLICO RESIDUO VEGETAL
F 001

PARTICION ENTRE CHG!  3-Ho0 (1.1)

| |

FASE ACUOSA INTERFASE FASE CLOROFORMICA
F 002 F 003 F 004
PARTICION ENTRE HEXANO-
MeOH ACUOSO (10%)

| |

FASE METANOLICA ACUOSA FASE HEXANICA
F 005 F 006

Esquema 3. Diagrama de extraccion y fraccionamiento primario para obtener
fracciones ricas en acetogeninas de anonaceas a partir de las

materias primas (Rupprecht ef al., 1990).

La purificacion por CLAR (Figura 27) de la fraccion activa Fs (400 mg, TAS
Clsp = 1.38 x 107 ug/mL) permitié el aislamiento de tres acetogeninas conocidas: la
bulatacina (16), la escuamocina (80) y la motrilina (87) (Figura 28), con un
rendimiento en relacion al peso seco del material vegetal de 0.0055, 0.019 y

0.030 %, respectivamente.
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Figura 27. Cromatograma de liquidos de la fraccion Fs de las semillas de A

purpurea. Condiciones de analisis: Detector, UV (Waters 996 UV con
arreglo de diodos); Longitud de onda A = 212 nm; Columna de gel de
silice (Waters, uporasil, 300 x 19 mm, 125A, 10 uM); Fase movil, hexano-
PrOH-MeOH (90:5:5); Flujo 7.9 mL/min. Asignacion de los picos: 16,

bulatacina (tr = 44.0 min), 80, escuamocina (tg = 45.2 min) y 97, motrilina
(tr = 47.0 min).
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37
CH;3
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Motrilina (97)

Figura 28. Acetogeninas que fueron aisladas de la fraccion Es de las semillas de A,

purpurea.

La purificacion por CLAR de la fraccién activa F7 (500 mg, TAS Cle = 1.47 x 107
ng/mb) permitié el aislamiento de seis acetogeninas adicionales (Figura 29). Tres
compuestos resultaron ser productos naturales novedosos y se les asignaron os
nombres triviales de purpurediolina (98), purpurenina (99) y purpuracenina (100). Los
rendimientos de estos compuestos en relacion al peso sece del material vegetal son

los siguientes: 0.0025, 0.0050 y 0.012 %, respectivamente. Los otros ftres
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compuestos podrian corresponder a las estructuras planas previamente propuestas
para la anoglaucina (101), la xilomatenina (102) y la anonacina A (21). Los

rendimientos de estos compuestos son: 0.0053, 0.0034 y 0.0011 %, respectivamente

(Figura 30).

101 89

1.50 4

1.00 4

100

21

0.504

0,00 e \'—

00 10.0 200 300 400 ' 50.0 ' 50.0

min
Figura 29. Cromatograma de liquidos de la fraccion F; de las semillas de A.
purpurea. Condiciones de analisis: Detector, UV (Waters 996 UV con
arreglo de diodos); Longitud de onda A = 212 nm; Columna de gel de
silice (Waters, uporasil, 300 x 18 mm, 125A, 10 uM); Fase mavil, hexano-
iPrOH-MeOH (85:7.5:7.5); Flujo 8.3 mL/min; Asignacion de los picos: 98
34.6 min), 99 purpurenina {tg = 50.0 min), 100
purpuracenina (tr = 37.2 min), 101 anoglaucina (tr = 42.0 min), 102

purpuredioclina (tr

xilomatenina (tgr = 31.5 min) y 21 anonacina A (g = 33.0 min).
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trans 37
eritro c H3

OH OH O

Ancglaucina (101)

trans 37

Xilomatenina (102)

Figura 30. Acetogeninas que fueron aisladas de la fraccion F» de las semillas de A
purpurea.
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trans 35
eritro treo C H3

Anonacina A (21)

Figura 30. Acetogeninas que fueron aisiadas de la fraccién F- de las semillas de A.

purpurea (cont).

8.1.2 Elucidacion estructural de las acetogeninas aisladas de A. purpurea.

De las nueve acetogeninas obtenidas de A. purpurea en Ia presente investigacion
(Figuras 28 y 30), siete, incluyendo los tres nuevos productos naturales, pertenecen
al grupo de las bis-THF adyacentes con una funcién carbinélica secundaria en cada
uno de los extremos de la unidad bis-THF y las dos restantes al tipo de las mono-
THF. La longitud de la cadena hidrocarbonada de los compuestos del primer grupo
es de 34 atomos de carbono y todos presentan una metil-y-lactona-o, -insaturada.
La unidad de bis-THF adyacentes con funciones carbindlicas secundarias en cada
uno de los extremos se ubica entre las posiciones C-15 y C-24 en todos los
productos. La estereoquimica relativa de esta unidad estructural es
treoltransitreoftransi/entro en seis de los compuestos. Sin embargo, en el caso de la
purpuracenina (100}, la estereoquimica relativa de la unidad mencionada es

treolcisitreolcisleritro.

La principal diferencia entre las siete acetogeninas del tipo bis-THF adyacentes

radica en el grado de hidroxilacion y en la disposicién de las funciones carbindlicas
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secundarias (distintas a las de C-15y C-24), a lo fargo de la cadena hidrocarbonada.
Asi, la bulatacina (16), la escuamocina (80) y la motrilina (97), todas acetogeninas
previamente descritas en Ia literatura, son frihidroxiladas, en tanto que la
purpurediolina (98), la purpurenina (99), la purpuracenina (100) y la anogiaucina

(101) son tetrahidroxiladas.

De las acetogeninas de tipo mono-THF la xilomatenina (102) contiene 37 atomos de
carbono y la anonacina A (21) contiene 35. Las dos acetogeninas presentan la
funcion mono-THF con funciones carbinélicas en cada uno de los extremos entre los
carbonos C-15 y C-20. Ademés, ambos compuestos presentan grupos hidroxilos en
C-4 y C-10. Por ultimo, la xilomatenina (102) contiene una doble ligadura entre

C-23/C-24.

De manera general, la elucidacién estructural de los compuestos se realizé mediante
la aplicacion de métodos quimicos, espectroscopicos, espectrométricos y
quiropticos. El analisis detallado de la informacion proporcionada por los espectros
de RMN, IR, EM y DC, tanto de los producios naturales como de sus derivados
quimicos (derivados sililados y ésteres de Mosher), permiti6 comprobar que las
estructuras de fos compuestos 16, 80 y 97, corresponden a ia bulatacina (Hui ef af.,
1989b), la escuamocina (anonina I) (Sahai et al, 1994; Born et al., 1990) y la
motrilina {esquamocina C) (Cortes ef al,, 1991; Sahai ef al., 1994), respectivamente.
En el caso de los productos xilomatenina (102) y anonacina A (21), la interpretacion
de los espectros de masas (tanto del producto natural como del derivado sililado) v
RMN sugirié que las estructuras corresponden a las de las estructuras primarias

propuestas para la xilomatenina (Colman-saizarbitoria et al., 1994b) y la anonacina A
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(Lieb et al., 1990), respectivamente. La elucidacion de las estructuras moleculares
de los tres compuestos novedosos, denominados purpurediolina (98), purpurenina

(99) y purpuracenina (100) y de la anoglaucina (101), se describira con detalle en

esta seccion. En primer [ugar se discutira la caracterizacion de la purpurediolina (98)
y la purpurenina (99), acetogeninas sin hidroxilo en la posicion C-4. Posteriormente
se describira la identificacion de la purpuracenina (100) y de la anoglaucina (101),
ambos compuestos con un grupo hidroxilo en la posicion C-4. Como se mencioné en
la seccidbn de antecedentes, la hidroxilacion en C-4, modifica de manera

- AN Ly

caracteristica los desplazamientos quimicos de la porcion metil-y-lactona-o, 8-

£

insaturada en los espectros de RMN. Es importante mencionar que la estructura
plana de la anoglaucina (101) fue descrita previamente por Efcheverry vy
colaboradores (1895), sin embargo, en el presente estudio se esteblece la

estereoquimica absoluta de los centros estereogénicos presentes en la molécula.

5.1.2.1 Elucidacion estructural de [a purpurediclina {88) y de la purpurenina {99).

La purpurediolina (98) y la purpurenina (99) se aislaron como solidos con apariencia
de cera de color blanco y amarillo palido, respectivamente. Los espectros en el IR
(Espectros 1y 16) presentan bandas de absorcién para grupos hidroxilo (3418 em™)
y para carbonilo de y-lactona-a,p-insaturada (1751 cm™). Ef méaximo de absorcién a
~207 nm en los espectros en el UV (Espectros 2 y 17), apoya también la presencia
de la y-lactona o,B-insaturada, tan comin en las acetogeninas de anonaceas. La
formula molecular de los dos compuestos se establecid como Ciz/HgsOs por

espectrometria de masas de alta resolucion en su modalidad FAB® (Cuadros 4 y 19).
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Cuadro 6. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la
purpurediolina (98).

eritro

Purpurediolina (98)

p.f = 35-39 °C

[a]® = +20° (¢= 1.3 mg/mL)

Amax = 207 nm (fog e = 3.89) ... (Espectro 2)
DC = 238 nm (A = -3.77 x 10%) .. (Espectro 3)
P.M. 638 uma EM-FAB" (glicerol) m/z 639 [M+H]" ................ (Espectro 4)

F.M. =C37Hss0s Calculada por EM de alta resolucion, modalidad

FAB™ (NBA) m/z 639.4897 (tebrico 639.4895) para [M+H]".

IR = v max (film) 3100-3650, 3023, 2928, 1751, 1641, 1423,
1215, 1028, 930 cm™ e (Espectro 1)
RMN Hy BC. Cuadro 8. .......oovvvieieeiie e (Espectros 6-10)

EM-IE de 98a. m/z (int. rel.): 753 (17.0), 663 (10.2), 573 (5.4), 507 (10.9),
489 (4.8), 483 (4.8), 437 (9.5), 417 (9.5), 399 (9.5), 367 (79.6),
347 (6.1), 309 (2.0), 173 (32.7), 111 (14.3), 83 (25.3),

T3 (T00) o (Espectro 5)
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Cuadro 7. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectromeétricas de la
purpurenina (99).

erire

Purpurenina (99).

p.f = 36-38 °C

[o]?° = +27 (¢ 1.0 mg/mL)

Amax = 208 nm (log e =4.09) ..., (Espectro 17)
DC = 238 nm (Ae = -2.66 X 10%) ... (Espectro 18)
P.M. 638 uma EM-FAB" (glicerol) m/z 639 [M+H]"................ (Espectro 19)
F.M. = C17Hes0s Calculada por EM de alta resolucion, modalidad

FAB™ (NBA) m/z 639.4897 (tedrico 639.4895) para [M+H]".

IR = v max (film) 3100-370, 3021, 2940, 2859, 1751, 1642, 1428,
1215, 1074, 927 M oo (Espectro 186)
RMN "Hy C. Cuadro 9. ... (Espectros 21-25)

EM-IE de 99a. m/z (int. rel.); 765 (4.7), 731 (6.0), 675 (2.0), 641 (6.7),
595 (30.7), 585 (2.6), 551 (7.3), 505 (27.3), 495 (6.7),
461 (4.0), 455 (96.7), 415 (32.0), 365 (63.3), 331 (10.7),
297 (83.3), 275 (22.0), 241 (9.3), 173 (21.3), 151 (14.7),

111 (12.0), 107 (14.0), 83 (18), 73 (100). ..................... (Espectro 20)
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Cuadro 8. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y ™°C de la purpurediolina (98).

Posicion 3y Se
1 - 173.9
2 - 134.4
3 2261 (7.5, 2.0) 25.1
4 1.54 m 27.4

5-13 1.20-1.60 m 28.3-29.7

14 1.37 m 33.2
15 340m 74.1
16 3.83m 83.3
17 1.63m, 1.97 m 284
18 1.63m, 1.97 m 28.9
19 3.85m 82.5
20 3.93m 82.2
21 1.59m, 1.97 m 291
22 1.58 m, 1.90 m 25.1
23 3.93m 82.9
24 3.86m 716
25 1.42m 32.5
26 1.44 m 22.3
27 1.47 m* 30.8*
28 3.59m 74.6”
29 3.59m 747"
30 1.41m* 31.4%
31 1.20-1.60 m 28.3-29.7
32 1.20-1.60 m 31.8
33 1.20-1.60 m 22.5
34 0.891(7.0) 13.9
35 6.99 ddd (2.0, 2.0, 2.0) 148.9
36 5.00qq (7.0, 2.0) 774
37 1.40 d (7.0) 19.1

CDCl, 'H [500 MHz. (J in Hz)], °C (125 MHz), 8 en ppm. *" asignaciones intercambiables.



Cuadro 9. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y *C de la purpurenina (99).
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Posicion SH e
1 - 173.8
2 - 134.4
3 2.26 1 (7.0, 1.5) 251
4 1.56m 274
5-8 1.20-1.60 m 28.3-29.6
9y 1 142 m 37.4>
10 3.68 m 71.8
12-13 1.20-1.62 m 28.3-29.6
14 140m 33.3
15 3.40m 74.0
16 3.83m 83.2
17 1.62m, 1.97 m 28.4
18 1.62m, 1.97 m 28.8
19 3.856m 82.4
20 3.93m 82.2
21 1.62 m, 1.97m 202
22 1.60 m, 1.90m 247
23 3.93 m 82.8
24 3.86m 715
25 141m 32.4
26-27 1.20-1.62m 28.3-29.6
28 1.42m 37.3*
29 3.58m 71.8
30 1.42m 37.4*
31 1.20-1.62 m 28.3-20.6
32 1.20-1.62 m 31.9
33 1.20-1.62m 22.6
34 0.891(7.0) 14.0
35 - 6.99 ddd (1.5, 1.5, 1.5) 148.8
36 5.00qq (7.0, 1.5) 77.3
37 1.40 d (7.0) 19.2

CDCls, 'H [500 MHz. (J in Hz)}, 3C (125 MHz), 5 en ppm. * asignaciones intercambiables.
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La formula permite calcular 5 grados de insaturacion, de los cuales tres se asignan a
[a lactona y los dos réstantes deben corresponder a dos anillos, posiblemente de
naturaleza tetrahidrofurano considerando los antecedentes quimicos de las
acetegeninas del genero Annona (Rupprecht et al, 1990; Fang et al, 1993
Gu et al., 1995a; Zeng ef al., 1996; Cavé et al, 1997; inter alia). Las pérdidas
consecutivas de cuatro moléculas de agua a partir del ion cuasimolecular detectado
en cada uno de los espectros de masas de tipo FAB" (Espectros 4 y 19) vy Ia
formacién de los derivados tetra-trimetilsililado (tetra-TMSi) sugieren la presencia de

cuatro grupos hidroxilos en cada una de las moléculas (Espectros 5 y 20).

Los espectros de RMN (Espectros 6, 8, 21 y 23) de los productos 98 y 99 presentan
el perfil tipico de acetogeninas del tipo bis-THF adyacentes (Rupprecht et al., 1990;
Fang ef al., 1993; Gu ef al, 1995a; Zeng el al, 1996; Cave ef al, 1997). La
comparacion de los desplazamientos quimicos de los compuestos 98 y 99 (Cuadros
8 y 9) con los de la bulatetrocina, una acetogenina del tipo bis-THF adyacentes que
contiene cuatro grupos hidroxilos (He et al., 1896), confirma la presencia de la metil
v-lactona-a,p-insaturada, de una unidad de bis-THF adyacentes con una funcion
carbindlica secundaria en cada uno de los extremos y de dos grupos hidroxilos
adicionales. lLas sefiales diagnésticas correspondientes se observan en los

espectros de RMN de la siguiente manera:

a) Las absorciones de la metil-y-lactona-«,B-insaturada aparecen en &y 6.99 (H-33),
5.00 (H-36) y 1.40 (H-37) y 8¢ 173 (C-1), 148 (C-35), 1344 (C-2), 77

(C-36) y 19 (C-37).
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b) Las sefiales de la unidad de bis-THF adyacentes con una funcidn carbindlica

secundaria en cada uno de los exiremos se observan en el intervalo entre

1 3.40 y 3.93 en el espectro de RMN 'H. Algunas de esta sefales correlacionan

con ocho resonancias entre ¢ 71.5 y 83.3 de acuerdo al analisis del espectro de

RMN 'H-"*C-HMQC (Espectros 10 y 25).

En el caso del compuesto 98, las sefiales para las dos funciones carbindlicas
adicionales se aprecian en 8¢ 74.7 y 74.6 y &y 3.59 (m, 2H), mismas que son
caracteristicas de un diol vecinal (Wu et al., 1995b). Por otra parte, en el
compuesto 99, las sefiales para los dos carbinoles restantes aparecen en éy 3.58
(2H) y 8¢ 71.8 (2C). En consecuencia la diferencia entre los compuestos 98 y 99
es la disposicion del tercer y cuarto hidroxilo a lo largo de la cadena

hidrocarbonada.

El analisis de los espectros de masas de los derivado sililados 98a y 99a (Espectros

5 y 20) permitio determinar que ia unidad bis-THF adyacentes con las funciones

carbindlicas vecinales se encuentra ubicada entre C-16 y C-24 en los dos

compuestos y que las otras dos funciones carbindlicas se encuentran en C-28 y

C-29 en el caso del compuesto 98 y en C-10 y C-29 en el caso de 99. Las rupturas

dirigidas por el grupo trimetilsilil éter son diagnésticas de la posicion de los grupos

hidroxilos. Asi, en el espectro de masas del compuesto 98a, la sefial intensa

observada en m/z 367 es consistente con una ruptura entre C-15/C-16 y el

fragmento de m/z 507 con la ruptura en C-23/C-24. Por otro lado, los fragmentos

observados en m/z 489 y 437, son congruentes con la ruptura entre C-19/C-20. Los
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fragmentos antes descritos son los que permiten evidenciar la disposicién de la
unidad de bis-THF adyacentes con funciones carbindlicas en los extremos entre
C-15y C-24. Por dltimo, la presencia de los fragmentos de m/z 173 y 7583, permiten
establecer que el diol se encuentra entre C-28/C-29 (Figura 31).

=90 -90 =80
== 753 - 663 ---» 573 -—-» 483

i =50
H r=--3 507---3 417 37

83«2 173 <-¢ OTMSI OTMSi OTMSi O
-90 -90 -
300 =---- 300%--- 480 g--Lf_3 437 ——99*- 347

Figura 31. Patron de fragmentacion observado en el espectro de masas generado

por |E del derivado sililado de la purpurediolina 98a.

En el espectro de masas del derivado tetra-TMSi 99a se observan picos de
moderada intensidad en m/z 731 y 297, los cuales son consistentes con rupturas
entre C-8/10 y C-10/11, respectivamente, y en consecuencia con la ubicacién de uno
de los hidroxilos en C-10. Asimismo, el fragmento de m/z 173 (ruptura entre C-28/29)
permite proponer que el ofro hidroxilo se encuentra en la posiciéon C-29. Por ultimo,
los fragmentos de m/z 435 y 595, generados por las rupturas entre C-15/16 y C-
23/24, respectivamente (Figura 32), indican claramente que la unidad bis-THF

adyacentes o,c’-dihidroxilada se localiza entre C-15 y C-24 como es el caso de la

purpurediolina (98).
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Figura 32. Patron de fragmentacion observado en el espectro de masas generado

por IE del derivado sililado de la purpurenina (99a).

La presencia del diol vecinal en la purpurediolina (98), se comprobd también
quimicamente mediante ia formacion del aceténido 98b por tratamiento del producto
natural 98 con acetona/HCI (Wu et al., 1995b). E| analisis detallado del espectro de
RMN "H (Espectro 11) del aceténido 98b permite determinar que la estereoquimica
relativa del diol es eritro. Los desplazamientos quimicos de los protones de los
metilos del cetal en & 1.42 (s) y 1.33 (s), asi como las sefiales de los oximetinos del
anillo de dioxoléno en oy 4.03 y 4.01 (Cuadro 10) son consistentes con esta
propuesta. Cabe mencionar que cuando un diol vecinal posee la estereoquimica
relativa freo, los desplazamientos quimicos de los metilos y los oximetinos del anillo
dioxolano del cetal correspondiente son equivalentes y aparecen en &y 1.37 y 3.58,

respectivamente (Wu et al., 1995b).

La confirmacion de la estereoquimica eritro del diol, y en consecuencia cis del
dioxolano, se realizo con base en el anélisis del espectro RMN "H-NOESY en el cual
se observa que solo uno de los metilos del cetal (84 1.33) presenta cuadros de

conectividad con los dos oximetinos del dioxolano (Figura 33).
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Cuadro 10. Comparacién de los desplazamientos quimicos de RMN 'H de los

hidrégenos carbinélicos de dioles de tipo freo y erifro y los metinos y

metilos de los cetales correspondientes (Wu ef al., 1995b) con aquellos
de 98 y 98b.

Protones de metinos Metilos del acetdnido
freo eritro treo eritro
Diol 3.45 (2 H) 3.62, 3.58 - -
Aceténido 3.58 (2 H) 4.03,4.00 1.37 (B H) 1.43, 1.33
98 3.59 (2 H) -
88b 4.03, 4.01 142,133

CDCls, 500 MHz, 5 en ppm

La estereoquimica relativa de la unidad bis-THF adyacentes y de las funciones
carbindlicas ubicadas en cada uno de los extremos se establecié mediante el
analisis comparativo de los desplazamientos quimicos observados en los espectros

de RMN de 98 y 99 en los intervalos comprendidos entre &¢c 71.6 y 74.1 y entre

8y 3.40 y 3.93, con los de una serie de modelos descritos en la literatura (Fang et al.,
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ppm

4.2

Figura 33. Espectro de RMN '"H-NOESY del acetdnido de la purpurediolina (98b).
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1993). Los modelos seleccionados se indican en el Cuadro 11 y son representativos
de los distintos tipos de acetogeninas de anonaceas en lo que se refiere a la
estereoquimica relativa de la funcion bis-THF adyacentes o,¢’-hidroxilada. De tal
forma, que los desplazamientos quimicos de RMN C en la zona antes mencionada
son practicamente idénticos a ilos de la bulatacina (16), la cua! presenta una
estereoquimica relativa treoftransifreo/transierifro. Por lo tanto, las sefales
correspondientes a la unidad bis-THF adyacentes ao,a'-dihidroxilada en los

compuestos 98 y 99 se asigharon como se indica en los Cuadros 8 y 9.

De manera adicional, la estereoquimica relativa freo y eritro de las funciones
carbindlicas localizadas en C-15 y C-24, se confirmdé mediante la aplicacién de la
regla de Born (Born et al, 1890). Born y colaboradores sintetizaron dos modelos,
uno con la estereoquimica relativa treo entre en anillo THF y la funcién carbindlica
vecinal, y el segundo con una esterecquimica eritro. El estudio de los espectros de
RMN de los modelos sintéticos permitic correlacionar la estereoquimica relativa con
los desplazamientos quimicos observados para los metinos del THF y del carbinol
vecino. Cuando la estereoquimica es freo el metino dei carbinol aparece en 64 3.40 y
Sc 73.87, en tanto que el metino del THF aparece en &y 3.79 y 8¢ 82.47. Por otra

parte, cuando la estereoquimica es eritro los desplazamientos quimicos son 3y 3.84 /

8c 71.83 y 8y 3.84 / §¢ 82.29, respectivamente (Cuadro 12).
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Cuadro 11. Desplazamientos quimicos en RMN de la subunidad bis-THF adyacentes

con diferentes configuraciones relativas.

irans trans trans trans

eHHTD * l + treo

2 23 O" 20 19 ol" 16 15

Tipo Asimicina (25)

cis trans

erz;.tro
treo l

treo

23 /7 20 BT 16 5 °

OH

Tipo Trilobacina (27)

LA

eritro

Cis

OH

Tipo Bulatacina (16)

cis

| 7]

freo

\ T /
5%1/23&0 20 1§'==O-""16 s

OH
Tipo Roliniastatina 1 (30)

'H/"3C (6 en ppm)
Tipo de acetogenina
15 16 19 20 >3 24

— 5377 | 384/ | 3.84/ | 384/ | 3.84/ | 337/
Asimicina (25) 740 | 83.1 818 | 818 | 831 | 740
_ 338/ | 3.83/ | 383/ | 392/ | 392/ | 3.83/
Bulatacina (16) 74.1 832 | 822 | 824 | 822 | 713
. 3347 | 3807 | 401/ | 393/ | 380/ | 3.34/
Trilobacina (27) 739 | 826 | 809 | 816 | 833 | 746
— 3387 | 385/ | 385/ | 3857 | 3.85/ | 3.85/
Rofiniastatina 1 (30) | -, | g30 | 811 | 810 | 830 | 718
3407 | 3807 | 385/ | 393/ | 3903/ | 386/
Purpurediolina (98) | 7, 833 | 825 | 882 | 829 | 716
3407 | 3897 | 385/ | 3093/ | 393/ | 3.85/
Purpurenina (99) 740 | 832 | 824 | 882 | 828 | 715
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Cuadro 12. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y

(Born ef al., 1980).

3C diagnésticos de |a
estereoquimica relativa entre el anillo de THF y el carbinol adyacente

freo eritro
6.-C1oHz4 6.-C1oHo1
|
dHic
Modeio
2 6
i 3.79/82.47 3.40/73.87
1 3.84/82.29 3.84/71.83
N 3.83/83.3 3.40/74.1
Purpurediolina (98) 3.93/82.0 3.86/71.6
. 3.89/832 340/74.0
Purpurenina (99) 3.93/82.8 3.85/71.5

& en ppm

En el caso de la purpurediolina (98) v la purpurenina (99) los desplazamientos
quimicos para H-15/C-15 (54 3.40 / & 74), H-16/C-16 (54 3.83 / 8¢ 83),
H-23/C-23 (84 3.93 / 8¢ 82) y H-24/C-24 8y 3.8 / 8¢ 71) permiten establecer que la

estereoquimica relativa entre C-15/16 y entre C-23/24 es treo y eritro,

respectivamente.
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Una vez establecida la configuracion relativa de la porcién bis-THF adyacentes o,c’-
hidroxilada, el siguiente paso en el proceso de elucidacion estructural de los

compuestos 98 y 99 fue la determinacién de la estereoquimica absoiuta de los

carbinoles presentes en la molécula y para ello se aplicd la metodologia de los
ésteres de Mosher. Para establecer la configuracién absoluta de alcoholes
secundarios por el método de Mosher es necesario la formacion de los ésteres
correspondientes con los acidos quirales (S)- y (R)-a-metoxi-a-(trifluorometil)-
fenilacético (S- y R-MTPA). Posteriormente se analizan las diferencias de los
desplazamientos quimicos en los espectros de RMN 'H de los ésteres (S)- v
(R)-MTPA con el fin de establecer el efecto protector inducido por el anillo aromatico
y el efecto desprotector inducido por el grupo metoxilo del MTPA sobre los
hidrégenos cercanos al centro quiral (Dale y Mosher, 1973; Ohtani et al., 1991).
Segun el modelo empleado por Ohtani y colaboradores (1991), los hidrégenos del
lado derecho del plano del MTPA deben de tener diferencias de desplazamientos
quimicos (A8 = &g - 8g) positivas (Ad >0), y los hidrogenos del lado izquierdo del
plano deben de tener diferencias negativas (A3 <0), tal como se ilustra en la Figura
33. Por Uultimo, se determina la configuracién absoluta del alcohol secundario
aplicando la regia de Cahn-Ingold-Prelog (Figura 33). McLaughlin y colaboradores
(Rieser et al., 1992) aplicaron este procedimiento para la determinacion de la
configuracion absoluta de los carbinoles secundarios vecinales a los anillos
heterociclicos y en aquellos préximos tanto a la lactona o,B-insaturada como al

metilo terminal, en numerosas acetogeninas de anonaceas.
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He Hg Ha
(OMe) (Ph) ---- (R)-MTPA
‘—‘—‘ (D—®) Ph. OMe ---- (S}MTPA C‘)MTPA
O\H)\CF3

Plano del MTPA B

Figura 33. A) Conformacion de maxima estabilidad y plano del MTPA propuesto para
los ésteres (S)- y (R)- de Mosher. B) Modelo para determinar la

estereoquimica absoluta en alcoholes secundarios (Ohtani ef al., 1991).

La comparacion de los desplazamientos quimicos en los espectros de RMN 'H de
los per-ésteres de Mosher Sy R de la purpurediolina (98) (Espectros 12-15) y de la
purpurenina (99) (Espectros 26-29), permitié realizar las siguientes observaciones y
conclusiones (Cuadros 13 y 14): a) La diferencia positiva (ASs.r) para H-14 y las
diferencias negativas para ios protones H-17 y H-18 del anillo de THF indican una
estereoquimica R para el centro quiral C-15. b) La diferencia positiva para los
protones H-22 y H-23 y ia diferencia negativa para H-25 permiten proponer una
estereoquimica S para el ceniro quiral C-24 (Cuadro 13). Posteriormente, la
configuracioén absoluta para los centros quirales C-16, C-19, C-20 y C-23 en los dos
compuestos, se dedujo con base en Ia estereoquimica relativa de la unidad bis-THF

como R, R, Ry R, respectivamente.
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Cuadro 13. Desplazamientos quimicos (RMN 'H) para sefales diagnosticas de los

esteres de Mosher de la purpurediolina 98s y 98r.

Purpurediolina (98)

Protones
(S)-MTPA (R)-MTPA Ad(s-p) Configuracion absoluta

14 1.600 1.511 +0.089 15 R
16 3.922 3.921 + 0.001
17 1.976 1.982 - 0.006

1.5628 1.559 -0.031
22 1.854 1.807 + 0.047

1.616 1.613 +0.003
23 3.906 3.905 + 3.001 24 §
25 1.556 1.597 - 0.041
34 0.832 0.866 -0.034 298

CDCls, 500 MHz.

Cuadro 14. Desplazamientos quimicos (RMN 'H) para sefiales diagnosticas de los

ésteres de Mosher de la purpurenina 99s y 99r.

Purpurenina (998)

Protones
(S)-MTPA (R)-MTPA Ad(s.R) Configuracion absoluta

3 2.250 2.238 +0.012 10R
4 1.532 1.514 +0.018
14 1.630 1.488 +0.131 15 R
16 3.876 3.944 +0.032
17 1.899 1.971 -0.072

1.600 1.616 -0.0186
22 1.824 1.798 +(0.026

1.664 1.606 + 0.058
23 3.944 3.930 + 0.014 24 S
25 1.632 1.554 -0.022
34 0.832 0.864 - 0.032 29 S

CDCl;, 500 MHz.
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Es importante hacer notar que el valor Ads.» para H-16 es andmalo, ya que en lugar
de obtener valores negativos se obtienen vaiores positivos. Mclaughlin y
colaboradores (Zhao ef al, 1996) proponen que este desplazamiento irregular se
debe a los efectos de compresién estérica entre los anillos bis-THF adyacentes y la
unidad MTPA, que obligan al H-18 a ubicarse en el planc de la unidad MTPA. El
efecto diamagnético ocasionado por el anillo aromatico del éster S o R es siempre
de la misma magnitud y en consecuencia la diferencia Adsx es nula o ligeramente

positiva.

La prediccion de la configuracion absoluta para los cenfros estereogénicos
localizados en medio de la cadena hidrocarbonada, por ejemplo en acetogeninas
hidroxiladas en C-28-C-30, es posible gracias al trabajo realizado por Fujimoto y
colaboradores (Nishioka et al., 1994). Mediante la aplicacion de la metodologia de
los ésteres de Mosher, estos investigadores determinaron la estereoquimica
absoluta del 6-undecanol y el 8-pentadecanoil. Las diferencias medidas en el
desplazamiento quimico del metilo terminal (Adsr) de los ésteres de Mosher
correspondientes fueron de 0.039 y 0.007 ppm, respectivamente. Las diferencias
observadas permiten determinar la estereoquimica absoluta de los carbinocles
separados hasta por seis metilenos del metilo terminal. Con base en estas
consideraciones, el analisis de los espectros de RMN 'H de los esteres de Mosher
del compuesto 98 (98s y 98r) permite establecer que la configuracién absoluta para
el centro quiral C-29 es S, ya que la diferencia A8sr para el metilo terminal C-34 es
de -0.034 ppm (Cuadro 13). Por lo tanto, la configuracién absoluta para C-28 se
determind como R, con base en la estereoquimica relativa eritro previamente

determinada para el diol vecinal C-28/29.
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En el caso de la purpurenina (99) el analisis de los espectros de RMN 'H de los
esteres de Mosher permite establecer una diferencia negativa (48s.7) para H-34, por

lo que la configuraciébn para C-29 se establece también como S. Para Ia

determinacion de la estereoquimica absoluta del centro quiral C-10 se analizaron las
sefiales mas cercanas claramente asignables, las cuales corresponden a H-4 y H-3.
Asi, los valores positivos (ASsg) observados para H-4 y H-3 (+ 0.018 y
+ 0.012 ppm, respectivamente) permiten establecer la configuracion absoluta R para

el centro quiral C-10 (Cuadro 14).

El dltimo paso de la determinacion de las estructuras de la purpurediolina (98) vy la
purpurenina (99) fue la determinacién de la configuracién absoluta en C-36. De
acuerdo a Fujimoto y colaboradores (Sahai ef al., 1994), el signo negativo del efecto
Cotton en el espectro de DC entre 235 y 240 nm observado para un gran nimero de
acetogeninas es indicativo de |la configuraciéon S en C-36. La validez de este método
se obtuvo con base en la configuracion evidenciada a través de la correlacion
quimica realizada de la funcion lactona de la escuamocina (80) con el acido (2S)-

lactico (Sahai et al., 1994)

El efecto Cotton negativo observado en los espectros de DC de los compuestos 98 y
99 (Espectros 3 y 18) a 238 nm, es consistente con una configuracion S en C-36. En
sintesis, la estereoquimica absoluta de los centros estereogénicos de la
purpurediolina (88) y de la purpurenina (99) se establecidé como 15R, 16R, 18R, 20R,
23R, 248, 28R, 29 Sy 36S y 10R, 15R, 18R, 19R, 20R, 23R, 24S, 29S y 36S,

respectivamente (Figura 30).
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5.1.2.2 Elucidacion estructural de la purpuracenina (100) y la anoglaucina (101).

Los compuestos 100 y 101 se obtuvieron como ceras de color amarillo palido con
puntos de fusidbn de 42-44 °C y 58-89 °C, respectivamente. Los datos
espectroscopicos y espectromeétricos de ambos compuestos se resumen en los
Cuadros 15 y 16. Como se indicé previamente, las acetogeninas 100 y 101
presentan como caracteristica comun la presencia de un grupo hidroxilo en la
posicion C-4 de la cadena hidrocarbonada y difieren entre si en la estereoquimica de
los anillos (cierre de los anillos) de la porcion bis-THF adyacentes. Al igual que los
compuestos 98 y 99, la férmula molecular de ambos compuestos se establecié como
C37HssQg por espectrometria de masas de alta resolucion y la pérdida consecutiva
de cuatro moléculas de agua a partir del ion cuasimolecular detectado en los
espectiros de masas FABMS de los compuestos 100 y 101 (Espectros 34 y 50) que
indicd, de nueva cuenta, la presencia de cuatro grupos carbindlicos en los dos
compuestos. Al igual que en el caso de los productos 98 y 99, la formacién de los
derivados tetra-TMSi 100a y 101a (Espectros 35 y 51) confirmé guimicamente la
presencia de cuatro hidroxilos en las moléculas. Por otra parte, el analisis del patron
de fragmentacidn observado en los especiros de masas generados por los
derivados 100a y 101a (Figura 34) permite establecer que la funcion bis-THF con
una funcidn carbinélica en cada uno de los extremos se encuentra también entre
C-15/C-24. En esta ocasion, los fragmentos diagnésticos se aprecian en m/z 543,
683, 243, 313 y 613. El primero corresponde a la ruptura entre C-15/16, el segundo
y tercer fragmento a las rupturas entre C-23/24 y los ultimos a la ruptura entre

C-19/20. La presencia de los fragmentos de m/z 643 (ruptura entre C-8/10) y 385
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Cuadro 15. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la
purpuracenina (100).

treo

cis I cis 37
eritro TFET _.CHJ
l / OH OH 35—
34 _~(CHz)o~2 v )—/ YA A4 : ! / 0
CH; 23 0O 2019 "o 16 10 4
OH OH O

Purpuracenina (100)

p.f. = 42-44 °C

[} = + 26° (c= 1.0 mg/mL)

Amax = 207 nm (log € = 4.32) ... (Espectro 32)
DC = 237.5 nm (Ae =-1.08 X 10%) ...t (Espectro 33)
P.M. 638 uma EM-FAB" (glicerol) m/z 639 [M+H]™ ............... (Espectro 34)
FM = Ca7HesOs Calculada por EM de alta resolucion, modalidad

FAB* (NBA) m/z 639.4897 (tedrico 639.4895) para [M+H]".

iR= v max (film) 3100-3650, 3023, 2829, 1755, 1642, 1429, 1215,
1028, 930 Ot e e (Espectro 31)
RMN "Hy ®C. Cuadros 17 ¥y 18. .ooooviviiie e e (Espectros 35-39)

EM-IE de 100a. m/z (int. rel.): 725 (3), 689, (10), 643 (3), 635 (2), 613 (4),
593 (9), 543 (49), 523 (9), 503 (9), 453 (27), 433 (5), 413 (7).
385 (54), 383 (14), 363 (11), 313 (19), 293 (11), 295 (13), 273

(11), 243 (100), 223 (11), 213 (29), 205 (9), 123 (14) ...... (Espectro 35)
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Cuadro 16. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la

anoglaucina (101).

Anoglaucina (101)

pf. = 58-59°C

[} = + 31 (c 1.0 mg/mL)

Amax = 21T nm (log e =4.05) oL (Espectro 48)
DC = 238 nm (A = -2.14 X 10%) ..ot (Espectro 49)
P.M. 638 uma EM-FAB™ (glicerol) m/z 639 [M+H] ................. (Espectro 50)
F.M. = Cs7Hess0s Calculada por EM de alta resolucién, modalidad

FAB* (NBA) m/z 639.4896 (tedrico 639.4895) para [M+H]".

IR = v max (film) ) 3100-3600, 3023, 2931, 2853, 1750, 1627,
1430, 1216, 1029, 930 cm™ ... (Espectro 47)
RMN "Hy C. Cuadros 17 ¥ 18 .oovoviiiiiinie e (Espectros 52-56)

EM-IE de 101a. m/z (int. rel.): 725 (11), 689, (38), 643 (6), 635 (7), 613
(11), 593 (32), 543 (100), 523 (17), 503 (22), 453 (45), 433
(8), 413 (9), 385 (43), 383 (10), 363 (9), 313 (7), 293 (5), 295

(5), 273 (4), 243 (25), 223 (3), 213 (11), 205 (3), 123 (3) .. (Espectro 51)
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(ruptura entre C-10/11) son consistentes con la ubicacién del tercer hidroxilo en
C-10. Por ditimo, el pico de m/z 213, es congruente con la posicién del cuarto

hidroxilo en C-4.

223 2313 ep > 543 0 453 T 363 w273

90 -
eenan 385200 295 e 205
i 213 123
: CHy

| oTMsi 22

i OTMSI

TMSIO IOTMST 643! .0

*“NO REGISTRADO 635 €-725 w2 -*815 -

)

293 2 383 amteecmm 613 i 523w em 433

K K -90
243 - tocem 683 2503 - Rm 503 - 413

Figura 34. Patrén de fragmentacién observado en los espectros de masas
generados por |E de los derivados silitados de la purpuracenina (100a)
y la anoglaucina (101a).

Una evidencia adicional de la presenéia del grupo hidroxilo en la posicién C-4 de la
cadena hidrocarbonada se obtuve mediante el andlisis de las correspondientes
sefnales de la porcién metil-v-lactona-o,B-insaturada y de los desplazamientos
quimicos de la funcidén carbindlica en C-4 (Cuadros 17 y 18) en los espectros de
RMN de las dos acetogeninas (Espectros 36, 38, 52 y 54). A diferencia de los
compuestos 98 y 99, las absorciones correspondientes a los hidrégenos vinilicos
(H-35) y geminal a la funcion lactona (H-36) se encuentran desplazados
paramagnéticamente; en el caso de H-35 (A3 0.2) la sefial se desplaza hasta
84 7.2 y H-36 (A5 0.07) hasta 84 5.06. La sefal correspondiente a H-3, que se

observa en los compuestos 98 y 99 como un tt (J = 7.5, 2.0) en &4 2.26, aparece
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como la parte AB de un sistema ABXYZ en los espectros de 100 y 101. La parte A
se observa como dddd (J = 15.5, 8.5, 1.5, 1.5) en 84 2.40 y la parte B como dddd
(J =15.5, 3.5, 1.5, 1.5) en 384 2.5. Por otra parte, la sefiai del carbinol en C4 se
observa en 8y 3.85 y 8¢ 69.9. Por Gitimo, en los espectros de RMN '°C, las sefales

correspondientes a la metil-y-lactona-a,p-insaturada aparecen en ¢ 174 (C-1), 151.8

(C-35), 131.2 (C-2), 78 (C-36), y 19 (C-37).

La comparacion de los desplazamientos quimicos de las sefiales de los metinos
unidos a oxigeno del compuesto 101 (Cuadros 17 y 18) con aquellos de modelos
adecuados (ver Cuadro 11), permite establecer que la estereoquimica relativa de la
unidad bis-THF con hidroxilos en los carbonos vecinos es treoftrans/freoftrans/eritro,
al igual que en la purpurediolina (98) y la purpurenina (99). En consecuencia las
sefales para la unidad de bis-THF adyacentes con una funcién carbinol en cada uno
de sus extremos y la correspondiente al carbinol en C-10 se asignaron como se

indica en los Cuadros 17 y 18.

Sin embargo, en el compuesto 100 los desplazamientos quimicos de los carbonos
asignables a C-16, C-19, C-20, C-23 y C-24, presentan diferencias significativas con
relacion a los del compuesto 101 (Figura 35). La comparacién con modelos descritos
en la literatura (ver Cuadro 11), y en particular con la roliniastatina 1 (30) (Pettit ef al.,
1987) indicdé que estas diferencias se deben a un cambio en la estereoquimica
relativa de los anillos de THF (cierre de los anillos). De tal manera, que la
estereoquimica relativa de los anillos entre C-16/C-19 y C-20/C-23 es cis en el

compuesto 100 en lugar de frans como en el caso de los compuestos 98, 89 y 101.
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Cuadro 17. RMN 'H de !a purpuracenina (100), el compuesto 101 y los datos

previamente descritos para la anoglaucina (Etcheverry et al., 1985).

Posicion Purpuracenina (100)* | Compuesto 101* Anoglaucina*
23 2.53 d?(.j5d, 212)5, 3.5 |251 d:]d5d, 212)5, 3.5, 5 50 m
3 2.40 d?d5d, 212)5, 8.5, |2.40 d?(.:isc‘! 2155))5, 8.5, 238 m
4 3.85m 3.84m 3.86m
5 149 m 148 m 1.46 m
6-8 1.20-1.65m 1.20-1.63 m 1.15-1.75

9.1 1.40 m 1.41m 142 m
1 3.59m 3.58m 3.59m
12-13 1.20-1.65m 1.20-1.63 m 1.15-1.75
14 1.46m 140 m 142 m
15 3.42m 340m 3.39m
16 3.85m 3.85m 3.80m
17 1.82m, 1.94m 1.62m,1.97 m 1.85m
18 1.78 m, 1.93 m 1.62m,1.97 m 177 m
19 3.90m 3.93m 3.90m
20 3.86m 385m 3.90m
21 1.83m, 1.94m 1.60m, 1.97m 1.77 m
22 1.76 m, 1.98 m 1.80 m, 1.90m 1.85m
23 3.82m 3.84m 3.80m
24 3.87m 3.86m 3.85m
25 141 m 1.41m 1.42m
26-33 1.20-1.65m 1.20-1.63 m 1.15-1.75
34 0.881(7.0) 0.881(7.0) 0.881(7)

35 7.18 ddd (1.5, 7.20 ddd (1.5, 747d (1.4)
1.5, 1.5) 1.5, 1.5)

36 5.06 qq (7.0, 1.5) 5.06 qq (7.0, 1.5) 5.05 dq (7, 1.4)

37 1.43d (7.0) 1.43d (7.0) 1.44d (7)

#CDCI3, 500 MHz. (J in Hz). *CDCls, 200 MHz. (Jin Hz)
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Cuadro 18. RMN *C de Ia purpuracenina (100), el compuesto 101 y los datos

previamente descritos para la anoglaucina (Etcheverry et al., 1995).

Posicién Purpuracenina (100)* | Anoglaucina (101)* Anoglaucina*
1 174.6 174.5 1745
2 131.2 131.2 131.0
3 33.4 33.3 33.3
4 69.9 69.9 69.5
5 37.3 37.3 37.3
6-8 25.5-29.7 25.3-29.6 24.2-29.4
9 37.3 37.2 37.0
10 71.7 71.7 716
1M1 37.3 37.2 37.0
12-13 25.5-29.7 25.3-28.6 24.2-29.4
14 34.2 33.3 32.7°
15 73.9 74.0 74.0
16 82.9 83.2 83.1
17 28.7 28.9 28.1-29.2
18 27.9 289 28.1-29.2
19 81.1 B2.2 82.4
20 80.9 B2.4 82.1
21 28.4 28.3 28.1-28.2
22 237 24.5 28.1-29.2
23 83.1 82.8 82.6
24 71.9 71.4 71.3
25 32.8 324 32.7
26-31 25.5-28.7 25.3-29.6 24.2-29.4
32 31.9 31.8 3.7
33 22.7 22.6 225
34 14.1 14.0 13.9
35 151.8 151.8 151.8
36 78.0 77.9 77.8
37 19.1 19.0 18.9

#CDCls, 125 MHz. *CDCls, 50 MHz. *Senales intercambiables.
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Figura 35. Zona comprendida en el intervalo de 70-82 ppm de los espectros de
RMN "*C de [a purpuracenina (100) y ia anoglaucina (101).

El desplazamiento diamagnético de los carbonos C-18, C-19, y C-20, en el
compuesto 100, se debe a la compresion estérica que sufren los anilios de THF por
el cierre cis. De manera adicional, en el espectro de RMN 'H se observa que los
hidrogenos Ha y Hb de los metilenos en los anillos de THF, presentan diferencias de

desplazamiento quimico, asi, en los isomeros cis, los protones aparecen en 8 1.82 y
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1.94, por otra parte, en los de tipo trans estos aparecen en & 1.65 y 1.98 (Gu et al,,

1994). Por lo tanto, la estereoquimica relativa de la unidad bis-THF o,'-dihidroxilada
se determiné como freo/cisftreo/cisferitro. Los desplazamientos quimicos de la
unidad de bis-THF adyacentes y los de los carbinoles en C-15, C-24 y C-10 para la

purpuracenina (101) se asignaron como se indica en los Cuadros 17 y 18.

Con base en la discusién presentada, se propusieron ias estructuras primarias de
ambas acetogeninas. En el caso especifico del compuesto 101, se comprueba que
la estructura plana coincide con la previamente descrita para la anoglaucina

(Etcheverry et al, 1995).

La estereoquimica absoluta de los carbinoles asociados a la unidad estructural bis-
THF adyacentes y de C-4, se estabiecié por la metodologia de los ésteres de
Mosher (Rieser ef al, 1994). Asi, de nueva cuenta, el andlisis de los valores de
Abn (S-R) de los per-ésteres (S) y (R)-MTPA de la purpuracenina (100) y de la
anoglaucina (101) (Cuadro 19) permitié determinar la estereoquimica absoluta para
los centros estereogénicos C-15 y C-24 como R y S, respectivamente. En
consecuencia, la estereoquimica absoluta para C-16, C-19, C-20, y C-23 en la
purpuracenina (100), se dedujo como R, R, R y R, respectivamente, y para ia
anoglaucina (101) como R, S, Sy R, respectivamente. La diferencia positiva para H-
5 y los valores negativos {ASy (S-R)] para H-3a,b, H-35, H-36 y H-37 indican una

configuracién absoluta R para el hidroxilo en C-4, en ambos compuestos.
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Cuadro 19. Desplazamientos quimicos (RMN 'H) para sefiales diagnésticas de los

ésteres de Mosher de [a purpuracenina (100) y la anoglaucina (101).

Purpuracenina (100) Anoglaucina (101).
Protones
(S)- {R)- Adge | Config. (S)- (R)- Adgp | Config.
MTPA | MTPA Absoluta] MTPA | MTPA Absoluta

14 1.67 1.50 | +0.17 1.60 1.49 | +0.11

15 5.06 5.09 - 18R 5.03 5.02 - 15R
16 4.02 3.9 | +0.03 4.03 3.9 | +0.04

17a 1.86 1.89 -0.03 1.90 2.00 | -0.10

i7b 1.71 1.78 -0.07 1.47 1.58 | -0.11

18a 1.70 1.73 -0.03 1.84 1.88 | -0.04

18b 1.67 1.76 -0.0 1.87 168 § -0.02

19 3.65 3.67 -0.02 3.80 3.83 | -0.03

20 3.69 3.67 | +0.02 3.80 3.65 | +0.15
21a 1.76 1.73 | +0.03 1.86 1.84 | +0.02

21b 1.78 173 | +0.05 1.67 162 | +0.05
22a 1.88 1.78 | +0.10 1.84 1.79 | +0.05

22b 1.79 1.67 | +0.12 1.72 162 | +0.10

23 3.99 3.20 | +0.09 3.99 3.24 | +0.05

24 5.22 5.22 - 248 5.27 5.27 - 24S
25 1.67 1.69 -0.02 1.53 1.58 | -0.05

5 1.63 1.60 | +0.03 1.65 1.59 | +0.06

4 5.35 5.39 - 4R 5.33 5.37 - 4R
3a 2.55 2.59 -0.04 2.54 259 | -0.05

3b 2.61 2.67 -0.06 2.61 2.67 | -0.06

35 6.78 7.00 -0.12 8.75 6.98 | -0.13

36 4.87 4.90 -0.03 4.87 4.91 -0.04

37 1.24 1.27 -0.03 1.27 1.29 | -0.02

CDCl;, 500 MHz,
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La determinacion de la configuracién absoluta para C-36 se realizé de acuerdo con
el metodo propuesto por Hoye y colaboradores (1994). Este método es de utilidad
para determinar la estereoquimica absoluta del metino base de la lactona en las
acetogeninas hidroxiladas en C-4, y se basa en la metodologia de los ésteres de
Mosher. Hoye y colaboradores sintetizaron dos series de butenélidas con una
configuracion relativa especifica para C-4 y C-36. Una serie esta constituida por la
mezcla racémica 4S/36R + 4R/36S (configuracion unlike) y, la otra por el
diasteroisomero 4S/36S (configuracion like). La magnitud de las diferencias de los
desplazamientos quimicos Ads.z observados en los espectros de RMN 'H para los
hidrégenos de la butendlida en los ésteres de Mosher de ambas series, son muy
diferentes, principalmente en el caso del los hidrégenos vinilico y base de la lactona

(Cuadro 20).

En el caso de que la estereoquimica relativa sea unfike, la magnitud de Adgr para
H-35 debe de ser menor o igual a 0.23 ppm y en el caso de H-36 debe de ser menor
0 igual a 0.07 ppm. Sin embargo, si la estereoquimica relativa es like, la magnitud
Adsr sera mayor o igual a 0.32 y 0.17 ppm para H-35 y H-36, respectivamente. Por
lo tanto, este método permite predecir si la relacién entre C-4/C-36 corresponde a
una configuracion relativa unfike o fike en las acetogeninas hidroxiladas en C-4.
Entonces, si se conoce la estereoquimica absoluta en C-4, puede establecerse la

configuracién absoltuta en C-36.
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Cuadro 20. Desplazamientos en RMN 'H de los ésteres de Mosher (Sy R) de los
modelos sintéticos de las butendlidas | y Il. La butendlida | esta
representada por la mezcla racémica (4S/36R + 4R/36S) y ia butendlida
Il corresponde al isémero 4S/36S.

CHz
OH /36‘
+ 7 0
O
[ il
Relacién Adg-R.
Butendlida
C-4/C-36 H-5 H-3a,b H-35 H-36 H-37

I SIR+ RIS 0.08 0.04, 0.06 0.23 0.07 0.04

§ SIS 0.07 0.04, 0.08 0.32 0.17 0.06

CDCl;, 500 MHz.

L.a magnitud de la diferencia (A8s.r) observada para H-35 y H-36 en los ésteres de
Mosher de la purpuracenina (100) es de 0.12 y 0.03 ppm, respectivamente; para la
anoglaucina (101) las diferencias son 0.13 y 0.04 ppm, respectivamente (Cuadro 19).
Estos resultados sugieren una configuracion relativa unfike para C-4/C-36. Por lo
tanto, si C-4 presenta una configuraciéon absoluta R, C-36 debera poseer la
configuracién absoluta S, en ambos compuestos. Por otra parte, el efecto Cotton
negativo a 238 nm en el espectro de DC (Espectros 33 y 49) para {a purpuracenina
(160) y la anoglaucina (101), proporciona una evidencia adicional para la

configuration S en C-36 (Zhao et al., 1995).
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En el caso de C-10, la estereoquimica absoluta no pudo determinarse por el andlisis
de los espectros de los ésteres de Mosher preparados a partir de los productos
naturales, debido a que los desplazamientos quimicos de H-9 y H-11 son
virtualmente indistinguibles en RMN "H. Con la finalidad de resolver ia configuracién
en el centro estereogénico C-10, se requirié transformar las acetogeninas 100 y 101
en las correspondientes isoacetogeninas 100t y 101t (He et al., 1996) para inducir
una mayor disimetria en uno de los sustituyentes de la funcion carbinélica en C-10.
Posteriormente, la preparacién de los correspondientes tri-ésteres de Mosher
permitid y evaluar de manera contundente el efecto diamagnético inducido por el

anillo aromatico de los ésteres de Mosher de la posicion C-10.

Para preparar las isoacetogeninas, cada uno de los compuestos se trato con una
base deébil (10 % de dietilamina en MeOH) como se indicd en la seceién
experimental. Este proceso permitié obtener Ias isoacetogeninas 100ty 101t como la
mezcla isomerica C-2/C-4 cis y trans. En el Cuadro 21 se presentan las resonancias
mas importantes que permitieron confirmar la estructura quimica de los derivados

100t y 101t.

El andlisis de los espectros de RMN "H de los tri-ésteres de Mosher de los derivados
transiactonizados 100t y 101t indicaron una diferencia positiva A8y (S-R) para los
hidrogenos en la posicion C-4 de las mezcla isoméricas C-2/C-4 cis y frans
(0.02 ppm, en ambos casos). En consecuencia, la configuracién absoluta para el
hidroxilo en C-10, se determin6é como R, tanto para la purpuracenina (90) como para

la anoglaucina (91) (Cuadro 22).



Cuadro 21. Resonancias parciales de RMN 'H de las mezclas epimeéricas de [a

isopurpuracenina (100t) y la isoanoglaucina (101t).

trans (101t)

cis (100t} <rs (T00t)

| T

cis / trans

Posicion 100 101t
2 3.02-3.08 m 3.02-3.08 m
4 trans 455m 4.55m
4 ¢cis 440 m 4.40m
10 3.60m 359 m
15 3.42m 3.42m
16, 20, 24 3.86 m 3.86m
19, 23 3.91m 3.93m
35a 2.60-2.70 m 2.58-2.70 m
35b 3.02-3.08 m 3.02-3.08 m
34 0.881(7.0) 0.881(7.0)
37 2.20s 2.20s

CDCl, 500 MHz. (J in Hz).

En sintesis, la esterecquimica absoluta para la purpuracenina (100) y la anoglaucina
(101) se determiné como 4R, 10R, 15R, 16R, 19R, 20R, 23R, 248, 36S y 4R, 10R,

15R, 18R, 19S5, 2085, 23R, 2485, 36S, respectivamente (Figura 30).
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Cuadro 22. Desplazamientos quimicos (RMN 1H) para sefiales diagnésticas de los

ésteres de Mosher de los derivados translactonizados 100t y 101t

Isopurpuracenina (100t) Isoanoglaucina (101t)
Protones (S)- (R)- | A8sp | Conf. (S)- (R)- | A8gr | Conf
MTPA | MTPA Absoluta | MTPA | MTPA Absoluta
4 4.54 | 452 | +0.02 455 | 453 | +0.02
10R 10R
(cisytrans) | 4.37 | 4.35 | +0.02 4.39 | 437 | +0.02

CDCl;, 500 MHz.

5.2 OBTENCION DE LOS COMPUESTOS DE Rollinia mucosa.

5.2.1 Aislamiento y purificacién de los compuestos de Rollinia mucosa.

Los procedimientos de extraccion y fraccionamiento primario de fas semillas de R.
mucosa se realizaron de igual manera que para las semillas de A. purpurea. La
extraccion de las semillas (663 g) secas y pulverizadas generaron 241 g de extracto
crudo, el cual demostrd una toxicidad significativa en el ensayo de A. salina (TAS
Clsp = 0.41 ng/mL) y una actividad citotéxica notable y selectiva en contra de dos
lineas celulares (A-498 y PC-3) (Cuadro 23). El extracto activo se fracciond mediante
una particién entre hexano y metanol acuoso (10%). La fraccién metandlica activa
(26 g, TAS CLso = 6 x 107 pg/mL) se sometié a un fraccionamiento secundario por
cromatografia en columna abierta utilizando como eluyente mezclas de disolventes
con incrementos de polaridad (hexano/cloroformo/metanol). Este proceso permitié la
obtencion de 230 fracciones secundarias, las cuales se reunieron de acuerdo con su

homogeneidad cromatografica en 14 conjuntos de fracciones (Fs-F14).
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Cuadro 23. Actividad citotoxica del extracto total obtenido de las semillas de R.

micosa.

Lineas celulares derivadas de tumores humanos. CEsp (ug/mL).

A-549° MCF-7° HT-29° A-498¢ PC-3° PACA-2

Extracto >10 > 10 1.69 <103 <103 6.95

Adriamicina |4.47 x 10°{8.97 x 102 [1.62x107%[1.10x 1021213 x 10?|2.88 x 10°®

dCarcinoma de pulmén. ®Carcinoma de mama. ‘Adenocarcinoma de colon.
. Py . . f .
Carcinoma de rifién. *Adenocarcinoma de prostata. ‘Carcinoma de pancreas.

La purificacién por CLAR (Figura 36}, de la fraccidon secundaria activa Fs (500 mg,
TAS Clgg = 7 % 107 ug/mL) condujo al aislamiento de una acetogenina con un

esqueleto novedoso (Figura 38) que se designd con el nombre frivial de jimenezina

(103).

De manera adicional, el analisis por CLAR de ia fraccion F, (Figura 37) conllevo a la
separacion de una mezcla constituida por ocho amidas de la triptamina (104).
Cromatografias sucesivas de la mezcla de amidas mediante la aplicacién de la
CLAR permitio la separacion en forma pura de la amida mayoritaria la cual se
caracterizé como la N-lignoceroiltriptamina (105). Las siete amidas restantes se
caracterizaron como N-paimitoiltriptamina (108), N-estearoiltriptamina (109),
N-araquinoiltriptamina (110), N-behenoiltriptamina (111), N-tricosanoiltriptamina
(112), N-hienoiltriptamina (113) y N-cerotoiltriptamina (114) (Figura 38), con base en
el analisis de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM)

de la mezcla de los ésteres metilicos generados a partir de los acidos grasos
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obtenidos de la hidrolisis acida de la mezcia de amidas. Las ocho amidas

caracterizadas, representan también productos naturales novedosos.

2.50 7

2.00 1

1.501

1.00 4

103

0.50

0.00

0.0 " 100 20 30 40 50  s00
min
Figura 36. Cromatograma de liquidos de la fraccion Fg de las semillas de R. mucosa.
Condiciones de analisis: Detector, UV (Waters 996 UV con arreglo de
diodos); Longitud de onda A = 212 nm; Columna de gel de silice (Waters,
pporasil, 300 x 19 mm, 125A, 10 uM); Fase mévil, hexano-PrOH-MeOH
(90:5:5); Flujo 7.5 mL/min. Asignacién de los picos: 103, jimenezina (iz =
45.0 min).
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Figura 37. Cromatograma de liquidos de la fraccion F,4 de las semillas de R. mucosa.
Condiciones de analisis: Detector, UV (Waters 996 UV con arreglo de
diodos); Longitud de onda A = 209 nm; Columna de gel de silice (Waters,
pporasil, 300 x 18 mm, 125A, 10 uM); Fase movil, hexano-PrOH-MeOH
(90:5:5); Flujo 7.3 mL/min. Asignacion de los picos: 104, mezcla de N-
aciltriptaminas 105, N-lignoceroiltriptamina (purificado mediante el

proceso de corte del nlcleo y reciclaje del producto mayoritario).
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37
CH3
OH 35/
“CH 4 1O
0
Jimenezina (103).
i
N CH
| \cn:/( 2)n\CH3
E I j O
\
H
n = 14 N-Palmitoiltriptamina (108) n = 16 N-Estearoiltriptamina (109)
n =18 N-Araquinoiliriptamina (110) n =20 N-Behenoiltriptamina (111)
n =21 N-Tricosanoiltriptamina (112) n =22 N-Lignoceroiltriptamina (105)
n =23 N-Hienoiltriptamina (113) n =24 N-Cerotoiltriptamina (114)

Figura 38. Compuestos caracterizados de las semillas de R. mucosa.

5.2.2 Elucidacion estructural de la jimenezina (103).

La jimenezina (103) se obtuvo como un aceite amarillo (16 mg). Su férmula
molecular se establecié por EMAR-FAB™ como CazHgsO7 y permite cinco grados de
insaturacion. El espectro en el IR (Espectro 64) indica la presencia de grupos
hidroxilos (3418 cm™) y de una y-lactona a,p-insaturada (1751 cm™). Las pérdidas
consecutivas de tres moléculas de H;O a partir del ion cuasimolecular detectado en

el espectro de masas modalidad FAB" (Espectro 87) y la formacion del derivado tri-
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TMSi 103a confirman la existencia de tres grupos hidroxilos en el compuesto 103

(Cuadro 24).

Los espectros de RMN unidimensionales (Espectros 69 y 71) generados por el

producto 103 presentan una gran similitud con los de la mucocina (41) y la muconina
(42), acetogeninas previamente aisladas de R. mucosa. Estos compuestos tienen la
particularidad de presentar en su estructura anillos de THP y THF, ademas de la
metil-y-lactona o,B-insaturada y un hidroxilo en la posicion C-4 (Shi et al., 1995b; Shi
et al., 1996a). En el caso de la mucocina (41) los anillos THF y THP no son
adyacentes y el anillo de THP, ubicado en la parte terminal de la cadena
hidrocarbonada, se encuentra hidroxilado. En contraste, en la muconina (42) los
anillos heterociclicos THF y THP son adyacentes, y presentan una funcidn
carbindlica en cada uno de los extremos de la unidad estructural. Es importante
hacer notar que en el compuesto 42 el anillo de THP no se encuentra hidroxilado y

su ubicacién en la cadena hidrocarbonada es del lado de la y-lactona.

Al igual que la mucocina (41) y la muconina (42), el producto 103, contiene la metil-y-
lactona o,B-insaturada y fa funcién carbindlica secundaria en la posicion C-4 de la
cadena hidrocarbonada. Las sefales que confirman la porcién estructural antes
mencionada se observan en: 8y 7.18 (H-35), 5.06 (H-36), 3.85 (H-4), 2.53 (H-3a),
2.40 (H-3b) y 1.43 (H-37) en el espectro de RMN 'Hyen §c 174.6 (C-1), 151.7 (C-
35), 131.2 (C-2), 78.0 (C-36), 70.0 (C-4), 33.3 (C-3) y 18.1 (C-37) en el espectro de

RMN **C (Cuadro 25).
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Cuadro 24. Constantes fisicas, especiroscopicas y espectrométricas de Ia

jimenezina (103).

eritro

Jimenezina (103)

[o]? = +8.3 (¢ = 1.2 mg/mL)

Amax = 210 nm (log € = 3.97) oo (Espectro 65)
DC = 238 nm (Ae =- 1.7 x10%) .. (Espectro 66)
P.M. 622 uma EM-FAB* (glicerol) m/z 623 [M+HY" ................. (Espectro 67)
FM. = Cs7Hs507 Calculada por EM de atta resolucién, modalidad

FAB* (NBA) m/z 623.4877 (tedrico 623.4887) para [M+H]".

IR = v max (film) 3100-3650, 3023, 2928, 1750, 1641, 1423, 1215,
1028, 930 CHI oo (Espectro 64)
RMN Hy C. Cuadro 25. ....cooooviriiiiiiiiieieiie e (Espectros 69-74)

EM-IE de 103a. m/z (int. rel.): 525 (6), 455 (100), 453 (3), 383 (18), 365 (8),

313 (12), 293 (14), 223 (4), 213 (10), 123 (10) ....ccccee.. Espectro 68)



Cuadro 25. Desplazamientos quimicos de RMN "H y **C de la jimenezina (103).
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Posicion & ¢
1 46
2 - 131.2
3a 2.53 dddd (15.1, 3.2, 1.5, 1.5) 33.3
3b 2.40 dddd (15.1, 8.2, 1.5, 1.5)

4 3.85m 70.0
5 1.47m 37.4
6-13 1.2-1.4m 25-33
14 147 m 34.9
15 3.35m 73.9
16 3.90m 82.4
17 1.62m, 193 m 28.0
18 1.60m, 20m 28.3
19 3.94m 80.9
20 3.24 ddd (11.5, 2.3, 2.3) 79.0
21 1.64m,1.77 m 27.9
22 1.45m,213 m 32.9
23 3.28 ddd (10.8, 9.2, 4.6) 70.6
24 3.00ddd (9.2, 9.0, 2.1) 82.3
25 1.42m 255
26-31 1.2-14m 25-33
32 1.2-14m 31.9
33 1.2-1.4m 22.7
34 0.881(6.8) 14.1
35 7.18 ddd (1.5, 1.5, 1.5) 151.7
36 5.06 qq (6.8, 1.5) 78.0
37 1.43d (6.8) 19.1

CDCls, 'H [500 MHz. (J in Hz)], ©°C (125 MHz), § en ppm. asignaciones confirmadas por RMN “C-
DEPT, RMN "H-*C- HMQC y HMBC.



142

Ademas de la sefial correspondiente a H-4/C-4, los espectros de RMN (Espectros 69
y 71) presentan seis resonancias adicionales para metinos oxigenados en el
intervalo comprendido entre én 3.0-4.0 y 8¢ 70.0-83.0 (Figura 39). Por analogia con
los desplazamientos quimicos de la mucocina (41), tres de estas sefiales [y 3.00
(H-24), 3.24 (H-20), 3.28 (H-23) y &¢ 82.3 (C-24), 79.0 (C-20) y 70.6 (23)] se asignan
a un anillo de THP hidroxilado. En tanto que las tres restantes [84 3.35 (H-15), 3.90
(H-16), 3.94 (H-19) y 8¢ 73.9 (C-15) 82.4 (C-16) y 80.9 (C-19)] por comparacién con
la muconina (42), se asignan a un anillo de THF y a una funcion carbinélica vecinal a
este heterociclo (Cuadro 26).

24
1916 20

4.0 338 3.6 34 3.2 3.0
ppm
16 36
24 19 20 I U 15 23 4
W\a
] 1 1 [ T | T
82 80 78 76 74 72 70

ppm
Figura 39. Vista parcial de los espectros de RMN 'H (5 3.04.0) y RMN "C
(8 70.0-83.0) de la jimenezina (103).
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Cuadro 26. Desplazamientos quimicos parciales en RMN de la mucocina (41) v la
muconina (42) (Shi et al., 1995b; Shi et al., 1996a).

HO., treo treo
oy

cis

trans

trans
treo

\

cis

e€q
/

"B Y N/ VY v [/

Y [y VT
%\Ow'uo%}ﬁ W"-.O 5 X‘\O B C(

OH OH OH &H

Mucocina (41) Muconina (42)

1Hl13C
Tipo de

acetogenina o B X d € o
iMiuconina (41) | 3.28/70.5 | 3.05/82.0 | 3.43/74.2 | 3.88/75.3 | 3.80/51.6 | 3.43/73.8
Mucocina (42) | 3.43/74.2 | 3.16/80.9 | 3.31/80.0 | 3.90/81.2 | 3.80/82.8 | 3.38/74.1

El analisis detallado de los cuadros de conectividad observados en el espectro RMN

'H-COSY (Espectro 70) permite comprobar, por una parte, que los anitlos de THP y

THF se encuentran adyacentes (Figura 40), como en el caso de la muconina (42), y

por la otra, que el anillo de THP se encuentra hidroxilado en la misma posicion que

la mucocina (41). Las correlaciones mas importantes que permiten llegar a esta

conclusién se resumen en la Figura 41. De manera adicional, el cuadro de

conectividad observado entre H-15 y H-16 proporciona una evidencia adicional de la

presencia de una funcién carbindlica secundaria vecinal al anillo de THF (Figura 40).
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Figura 40. Espectro parcial de RMN 'H-COSY (6 3.0-4.0) de la jimenezina (103).

HO. (
C‘\,,

O

N
SHs

Figura 41. Correlaciones importantes observadas en el espectro de RMN 'H-COSY

de la jimenezina (103).
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La ubicacién de los anillos de THF-THP adyacentes a lo largo de la cadena
hidrocarbonada se determind por el andlisis del espectro de masas del derivado

sillado 103a (Espectro 68). Asi, el fragmento intenso de m/z 455 (ruptura en

C-15/16) y los fragmentos de m/z 525 y 313 (rupturas entre C-19/20) permiten
proponer que el anillo THF con un hidroxilo en el carbono vecino se encuentra entre
C-15 y C-19, y que el anillo de THP hidroxilado se ubica entre C-20 y C-24. Esta
informacion indica que la disposicién de los anillos de THF y THP a lo largo de la
cadena hidrocarbonada es inversa a la propuesta para la muconina (42), en
consecuencia el esqueleto hidrocarbonado del compuesto 103 es novedoso. Por
ultimo, el fragmento observado en m/z 213 confirma la presencia del grupo hidroxilo

en C-4 (Figura 42).

223 X 313 < -pee> 525 o 453

> 4555 365 37

_-........______-_-..{

Lo 213 -0 123

Figura 42. Patrén de fragmentacion observado en el espectro de masas generado

por |E del derivado sililado de la jimenezina (103a).

Una vez establecida la estructura plana del producto 103, el siguiente paso en el
proceso de la elucidacion estructural fue el establecimiento de la estereoquimica
relativa del anillo THF con una funcién carbindlica vecinal y del anillo de THP

hidroxilado. Para establecer la configuracion relativa entre C-15/16 se aplico de
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nueva cuenta la regla de Born (Born ef al., 1990). Asi, los desplazamientos quimicos
para C-15/H-15 (3¢ 73.9/ 84 3.35) y C-16 / H-16 (8¢ 82.4 / &, 3.90) son congruentes
con una relacion freo entre C-15 y C-16 (Cuadro 25). La estereoquimica relativa para
el anillo de THF se determiné como trans por comparacion de los desplazamientos
quimicos observados en los espectros de RMN con los de la muconina (42) (Shi et
al., 1996a). Por ofro lado, las magnitudes de las diferencias de desplazamiento
quimico entre H-17a - H-17b (Ady 0.31) y entre H-18a - H-18b (ASk 0.40) proporciona
una evidencia alternativa de la esteroquimica frans del anillo de THE, Como se
indicoé previamente, si la estereoquimica del anilio de THF hubiese sido cis, las
diferencias de los desplazamientos quimicos de los hidrégenos de los metilenos 17 y

18, hubiesen sido menores a 0.15 ppm (Gu et al., 1994).

El cierre del anillo de THP se propone como cis con base en la correlacién
observada en el espectro RMN 'H-NOESY entre H-20 (6 3.24) y H-24 (5 3.00).
(Figura 43). Si la estereoquimica del cierre del anilio fuese trans, el cuadro de
conectividad recién descrito no se observaria. Por ultimo, la disposicién ecuatorial de
la cadena lateral en C-24 se determind con base en el patrén de acoplamiento
observado para H-24, luego de irradiar la sefial en & 1.42 (H-25). En los espectros de
RMN 'H, la sefial para H-24 aparece como un ddd (J = 9.2, 9.0, 2.1 Hz), sin
embargo, al irradiar la sefial correspondiente a H-25 (8§ 1.42), la sefial de H-24 se
simplifica a un doblete con una constante de acoplamiento de 9.2 Hz (Figura 44). El
valor de la constante de acoplamiento observada es congruente con una relacién
trans-diaxial entre H-23 y H-24, y en consecuencia con la orientacion ecuatorial tanto

de la cadena hidrocarbonada en C-24, como del hidroxilo en C-23.
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Figura 43. Espectro RMN 'H-NOESY de la jimenezina (103).

Una vez determinada la estereoquimica relativa de los centros estereogénicos
ubicados en la porcidén estructural correspondiente a los anillos bis-THF-THP
adyacentes, el dltimo paso en la elucidacion estructural de la jimenezina (103) fue la
determinacion de la configuracion absoluta de los diferentes centros quirales de la
molécula. Asi, la estereoquimica absoluta en los carbinoles C-4, C-15 y C-23 se
establecié mediante la aplicacién de la metodologia avanzada de Mosher (Rieser ef
al., 1894). Por otro lado, la configuracién absoluta en C-36 se establecié mediante el
DC y se confirmé con el método de Hoye (Hoye et al., 1994), al igual que en el caso

de la purpuracenina (98) y ia anoglaucina (99).
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Figura 44. Experimento de doble resonancia de la jimenezina (103), irradiacion en

51.42.

El andlisis de las diferencias de desplazamiento quimico (Ads.r) de los esteres de
Mosher 103s y 103r (Cuadro 26) permite calcular un valor positivo para H-5 y
valores negativos [Ady (S-R)] para H-3a,b, H-35, H-38, y H-37. Estos resultados son
consistentes con una configuracion absoluta R para el hidroxilo en C-4. Por otra
parte, la diferencia positiva para H-14 y las diferencias negativas para los protones

H-16, H-17 y H-18 del anillo de THF indican una configuracion absoluta R en C-15.
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Por dltimo, las diferencias positivas para los protones H-20, H-21, y H-22 asi como
las diferencias negativas para H-24 y H-25, permitieron determinar que Ila

estereoquimica en C-23 es R (Cuadro 27). Por lo tanto, la configuracién absoluta

para C-20 y C-24 se dedujo como S con base en la estereoquimica relativa asignada
para el anillo THP. De igual manera, la esteroquimica en C-16 y C-19 se establecio

como R considerando la estereoquimica relativa del anillo THF.

Cuadro 27. Resonancias parciales de RMN 'H de los ésteres de Mosher de la

jimenezina (103).

Protones 103s 103r Absr
14 1.62 1.51 +0.11
15 514 5.20 R*
16 4.01 4.02 - 0.01
17a 1.81 1.91 -0.10
17b 1.46 1.70 -0.24
18a 1.90 1.91 -0.01
18b 1.52 1.79 -0.27
19 3.93 3.91 +0.02
20 3.28 3.21 +0.07
21a 1.81 1.61 +0.20
21b 1.54 1.53 +0.01
22a 2.32 2.24 +0.08
22b 1.62 1.41 +0.21
23 4,71 475 R*
24 3.23 3.26 -0.03
25 1.30 1.49 -0.19
35 6.78 7.03 -0.25
36 4.86 4.92 -0.06
3a 2.54 2.62 -0.08
3b 2.62 2.69 -0.07
4 5.36 543 R*
5 1.69 1.65 +0.04

CDCl,, 500 MHz. * Configuracion absoluta.
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Aligual que todas las acetogeninas descritas en el presente estudio, el efecto Cotton
negativo observado a 238 nm en el espectro de DC de la jimenezina (Espectro 66),
permite proponer una configuracién S en C-36. La configuracién absoluta en C-36 se
confirmo por el método de Hoye. De tal manera que la magnitud de la diferencia
(Ads r) para H-35 y H-36 (Cuadro 27) de ios ésteres de Mosher 103s y 103r de 0.25
y 0.06 ppm, respectivamente sugiere una configuracion relativa unlike para
C-4/C-36. En consecuencia, si C-4 fiene [a configuracién absoluta R, C-36 debe

tener la configuracién absoluta S.

En sintesis, la aplicacion de la metodologia de los ésteres de Mosher y el analisis del
efecto Cotton en el DC, permiti® establecer la estereoquimica absoluta de los
centros estereogénicos de la jimenezina (103) de Ia siguiente forma: 4R, 15R, 16R,

19R, 208, 23R, 24S'y 36S (Figura 38).

5.2.3 Elucidacion estructural de la N-lignoceroiltriptamina (105).

El compuesto 105 se obtuvo como un polve de color blanco con un pf de 114-115
°C. El espectro en el IR (Espectro 79) presenta bandas de absorcién asociadas con
la presencia de funciones amina (3390 cm™) y amida (1630 cm™). El espectro en el
UV (Espectro 80) registra maximos de absorcién en imas 281.5 y 222 nm, los cuales
son caracteristicos del nicleo estructural indol (Riemer ef al., 1997) (Cuadro 28). La
reaccion positiva frente el reactivo de Erlich proporciona una evidencia quimica

alternativa de la presencia de esta unidad estructural en el producto 105.
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Su férmula molecular se determiné como Cz4HsgON2 por EM-AR modalidad FAB®. El
espectro de masas generado por impacto electrénico no presentd el ion molecular,

sin embargo, se observan fragmentos intensos caracteristicos para triptaminas en

miz 143 (pico base) y 130 (Figura 45). El pico de m/z 143 corresponde al fragmento
vinilindo! resultante de un arreglo de MclLafferty y el pico de m/z 130 se genera por la

ruptura alilica entre C-1' / C-2’ (Riemer et al., 1997).

Cuadrc 28. Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas de la

N-iignoceroiitriptamina (105).

H
|

N4  ACH
. 5 l : ™2 3.\C/§\6/( 2)20\CH3
6 3 1 2 IO,

i
H

N-lignoceroiltriptamina (105)

p.f. 114-115°C

Amax = 281.5, 250v, 222, 209.5vy 2055 ..., (Espectro 80)
P.M. 510 uma EM-FAB® (glicerol) m/z 511 [M+H]" ............... (Espectro 81)
F.M. = C14Hss0N, Calculada por EM de alta resolucidén, modalidad

FAB* (NBA) m/z 511.4610 (tebrico 511.4628) para [M+H]".
EM-IE de 105 m/z (int. rel.): 143 (100), 129 (18) ... (Figura 45)
IR = v max (film) 3,390, 3265, 2957, 2920, 2849, 1630, 1562,

1111 M (Espectro 79)

RMN "H y BC. Cuadro 29. .....ooiiiiie i, (Espectros 82-88)
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Figura 45. Espectro de masas (CG-EM IE) generado por Ia
N-lignoceroiltriptamina (105).

Los espectros de RMN confirman que el producto natural 105 es una amida derivada
de la triptamina y un é&cido graso lineal de 24 carbonos. Asi, las sefiales
correspondientes a la porcion de la triptamina se observan en el espectro de RMN
'H (Espectro 82) como se describe a continuacion: a) las sefiales de ios hidrogenos
aromaticos del anilio carbociclico forman un sistema ABCD tipico [34 7.61 (H-4), 7.13
(H-5), 7.21 (H-6) y 7.38 (H-7)]. b) EI hidrégeno de la posicion C-2 del indol se aprecia
como un doblete (J = 2.5 Hz) en 84 7.04. El conjunto de sefales recién descrito
correlacionan en el espectro de RMN 'H-C-HMQC (Espectro 88) con las sefiales
en &c 118.8 (C4), 1196 (C-5), 1223 (C-6), 1112 (C-7) y 1219 (C-2),
respectivamente. ¢) por ultimo las resonancias de la funcién etilamino ubicada en la
posicion C-3 del nlcleo base aparecen en &y 2.98 (H-1") y 3.61 (H-2') y conforman {a

parte A2B> de un sistema A;B,X. Estas dos Ultimas sefales correlacionan con los
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metilenos en §¢ 25.4 (C-1) y 39.7 (C-2') en el espectro de RMN "H-"*C-HMQC

(Espectro 88).

correspondientes a los metilenos o [3y 2.09 (H-5), 8¢ 36.9 (C-5)]y B [6u 1.57 (H-6),

5c 25.7 (C-8)] al carbonilo de la amida. b) E! metilo terminal de la cadena
hidrocarbonada (8y 0.88 (t, J = 6.5 Hz); 8¢ 14.1) ¢) Por uitimo, el carbonilo de la

amida aparece en el espectro de RMN "°C (Espectro 86) en 8¢ 173.1 (Cuadro 29).

Cuadro 29. Desplazamientos quimicos de RMN "H y ™°C de la N-lignoceroiltriptamina
(1085).

Posicion SH 8¢
1 8.04 sa -

2 7.04d(2.5) 121.9

3 - 113.3

4 7.61dd (8.0, 1.0) 118.8

5 7.13 ddd (8.0, 8.0, 1.0) 119.6

6 7.21 ddd (8.0, 8.0, 1.0) 122.3

7 7.38 dd (8.5, 1.0) 111.2

8 - 136.5

9 - 127.5

1 2.98t(6.5) 25.4

2 3.61q (6.5) 39.7
3 545brs -

4 - 1731

5 2.09t(7.5) 36.9

&’ 1.571(7.9) 25.7

CHs 0.88 1 (6.5) 14.1

CDCls, 'H [500 MHz. (4 in Hz)], B¢ (125 MHz), § en ppm. asignaciones confirmadas por RMN ‘H-
COSY. RMN 'H-NOESY, RMN “C-DEPT, RMN 'H-'*C-HMQC y HMBC.
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Las asignaciones arriba indicadas se verificaron mediante el andlisis de los
espectros bidimensionales de tipo RMN ‘H-COSY (Espectro 83), RMN "H-NOESY
(Espectro 84) y RMN "H-">C-HMBC (Espectro 88). En el Cuadro 30 se resumen las
correlaciones mas importantes encontradas. Asimismo, en |la Figura 46 se muestran

las correlaciones que apoyan claramente la propuesta de que el 4cido lignocérico se

encuentra unido a la unidad triptamina formando una amida.

Cuadro 30. Correlaciones observadas en los espectros de RMN "H-COSY, RMN 'H-
NOESY y RMN "H-">C-HMBC de la N-lignoceroiltriptamina (105).

: 14 1
Protén Correlaciones H-'H Correlaciones 'H-13C
CcOSY NOESY HMBC

H-1 H-2 H-2, H-7 -
H-2 H-1 H-1, H-1’, H-2’, H-3 C-3,C-8, C-9
H-4 H-5, H-6 H-5, H-1°, H-2’ C-8, C-6
H-5 H-4, H-6, H-7 H-4, H-6 C-9
H-6 H-4, H-5, H-7 H-5, H-7 C-8, C-4
H-7 H-6, H-5 H-1, H-6 C-9,C-5
H-1 H-2 H-2 H-4 H-2’, H-3 C-2,C-3,C-8, C2
H-2' H-1", H-3' H-2, H-4, H-1’, H-3’ C-3,C-1, C-4
H-3’ H-2’ H-1’, H-2’, H-5 -
H-5' H-6’ H-3’, H-6’ Cc-4' C-6
H-6 H-5 H-3’, H-5’ —

Figura 46. Correlaciones importantes observadas en el espectro de RMN 'H-">C-
HMBC de la N-lignoceroiltriptamina (105).
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La hidrélisis del producto natural en condiciones acidas drasticas permitid la
obtencién del acido lignocérico el cual se identificd bajo la forma de éster metilico por

CG-EM. Las evidencias presentadas permiten claramente proponer gue el producto

105 es la triptamida del acido lignocérico (N-lignoceroiliriptamina) el cual consituye

un nuevo producto natural.

5.2.4 Elucidacion estructural de los compuestos presentes en la mezcla de
N-aciltriptaminas (104).

La mezcla de N-aciltriptaminas (104) presenta un espectro de RMN 'H (Espectro 89)
muy simiiar ai dei producto puro 105, sin embargs, al analizar e! preducto por CG-
EM se observd que el mismo era una mezcla de ocho productos muy similares
(Figura 47).# Los espectros de masas generados de los componentes de la mezcla
resultaron idénticos y presentan el pico base de miz 143 (Figura 48), el cual
corresponde al fragmento vinilindol, detectado en el espectro del producto puro 105.
En ninguno de los casos se detect¢ el ien molecular, sin embargo, el anlisis por EM
del tipo FAB* (Espectro 90) de la mezcla permiti6 la deteccion de ocho iones

cuasimoleculares (Cuadro 31) lo que confirma la presencia de ocho amidas

incluyendo al compuesto 105.



156

50
. 104
1 108 109 110 111142 113 114
A o . A " i
O"~ T | T | I ] I | I I 1 | ! ]
38 40 42 44 46 48 50

Tiempo {min)

Figura 47. Cromatograma de gases de la mezcla de N-aciltriptaminas (104).
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Figura 48. Espectro de masas obienido por CG-EM IE generado por el pico de tr

42.3 min (111) presente en la mezcla de N-aciltriptaminas (104).
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Cuadro 31. N-aciltriptaminas detectadas en el espectro de masas modalidad FAB*

de la mezcla de N-aciltriptaminas (104).

)
[ | N c (C HZ)n\bH;;
u\wj O
H
Compuesto n Peso Molecular { [M+H]")

N-palmitoiltriptamina (108) 14 398
N-estearoiltriptamina (109) 16 422
N-araquinoiitriptamina (1i10) 18 454
N-behenoiltriptamina (111) 20 482
N-tricosanoiltriptamina (112) 21 496
N-lignoceroiitriptamina (105) 22 510
N-hieniltriptamina (113) 23 524
N-cerotoiltriptamina (114) 24 538

Para comprobar la identidad de las siete amidas restantes presentes en la mezcia

original de amidas (104) se procedi6 a la hidrélisis total de las mismas utilizando las

condiciones aplicadas en el caso del producto puro 105. Como resultado de este

proceso se obtuvo una mezcla de acidos grasos (107), los cuales se metilaron con

una solucion etérea de diazometano y se analizaron por CG-EM. El cromatograma

de gases resultante (Figura 49) indicd claramente la presencia de ocho componentes

los cuales se caracterizaron mediante la interpretacién de sus espectros de masas

como [os ésteres metilicos de los acidos palmitico, estearico, araquindico, behénico,

tricosandico, lignocérico, hiénico y cerdtico. En el Cuadro 32 se resumen los tiempos
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de retencién, proporcidn en la mezcla y los fragmentos de masa/carga mas
importantes observados en los espectros de masas de cada uno de los compuestos

antes mencionados.

100 6
504 4
1
| L 2 3 5 7 g
~ . o A s
O_ T T | I ] ] T I ] |
2 4 5] 8 10 12 14 18 18 20

Tiempo {min)

Figura 49. Cromatograma de gases de la mezcla de esteres metilicos (107a)
derivados de la mezcla de N-aciltriptaminas (104). Asignacién de los
picos: Esteres metilicos de los acidos palmitico (1), estearico (2),
araquinoico (3), behénico (4), tricosandico (5), lignocérico (), hiénico (7)

y cerotico (8). Espectros 93-100.

Los acidos grasos son facilmente identificados bajo la forma de sus ésteres metilicos
utitizando fa técnica de CG-EM. Los ésteres generados son mas volatiles, y por lo
tanto la separacién por cromatografia de gases es mas eficiente. Ademas, los
fragmentos caracteristicos en la espectrometria de masas, permiten su clara
identificacion. Los nUimeros de masa/carga de los fragmentos diagnosticos son

productos con oxigeno o resultantes de la transposicion sencilla de hidréogeno del
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tipo Mclafferty (Seibl, 1973). En el caso de los primeros, la fragmentacién es de
ambos lados del carbonilo y los iones resultantes no producen necesariamente
sefales intensas, pero si caracteristicas. Estos fragmentos se diferencian solamente
en 14 unidades de masa por exceso (m/z 59, 87 ....n). El fragmento de m/z 74 es el
producto de la transposicién de McLafferty y generalmente representa el pico base
en los espectros de masas de los ésteres metilicos con mas de dos metilenos
(Figura 50). La intensidad del ion molecuiar (M) en los ésteres metilicos de acidos
saturados, forma parte de las sefiales mas intensas de los espectros, o que facilita

su interpretacion y determinacién del peso molecular.

SAH. _R H
iO L/( a0~
CH CH /K
NG S0 e,
MT miz74
Transposicion de McLafferty
S
CH,—CH,—R
~
CHs
M+ -31
c
c
@ T AR 0
; CH» &3]
a Lo R b
CH J . - , —> CHs /L A
3 O/U CH3\0”:J\+‘CH/CH2 ib ~0 cHy
miz 59 < 2] z \ miz 87
M+

Figura 50. Fragmentos caracteristicos de los ésteres metilicos de acidos grasos.
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De acuerdo a la proporcién de los esteres metilicos analizados por CG-EM, resulta
evidente que la amida mayoritaria presente en la mezcla 104 es el producto 105, la

cual se encuentra en una proporcion de 59 %; la otra amida que se encuentra en

una cantidad apreciable (21.8 %) es la correspondiente a la N-beheniltriptamina

{111) (Cuadro 32).

5.3 ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LOS COMPUESTOS QUE FUEROCN AISLADOCS
DE Annona purpureaY Rolfinia mucosa.

De acuerdo a la estrategia planteada para la presente investigacion, se realizaron
los ensayos bioldgicos conducentes a determinar el potencial citotoxico de los
compuestos aislados. Para ello se evalud en primer lugar e! efecto téxico de las
acetogeninas para el crustaceo A. salina. Posteriormente, se determind la actividad
citotdxica in vifro sobre las seis lineas celulares derivadas de tumores humanos
utilizadas para evaluar el potencial antineoplasico de los extractos crudos de A.
purpurea y R. mucosa. kn el caso de las acetogeninas obtenidas de A. purpurea, se
evalud el potencial citotéxico de los productos novedosos [purpurediolina (88),
purpurenina (99) y purpuracenina (100)], asi como de la anoglaucina (101) y la
anonacina A (21). De R. mucosa se evalué la jimenezina (103), la mezcla de

N-aciltriptaminas (104) y la N-lignoceroiltriptamina (105).

En general, todas las acetogeninas presentan una actividad toxica significativa en el
bicensayo de A. salina. Como se muestra en el Cuadro 33, la concentracion letal

media calculada es menor o igual a 3 pg/mL.
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Por ofro lado, las seis acetogeninas revelaron una gran actividad citotéxica,
destacando la selectividad demostrada por la purpurediolina (28) y la anoglaucina
(101) contra [a linea celular de adenocarcinoma de colon. La purpuracenina (100)
presenta un efecto selectivo sobre las lineas celulares derivadas de los carcinomas
de pulmoén y rifidn y del adenocarcinoma de prostata. La jimenezina (103) muestra
una gran actividad en contra de cinco de las seis lineas celulares ensayadas
(excepto en la linea de carcinoma de mama). Por altimo, la purpurenina (99) y la
anonacina A (21), afectan a todas las lineas celulares en menor grado que el control
positivo utilizado (la adriamicina). Las CEsy calculadas para estos dos dltimos

compuestos, oscilan entre 0.3 y 2.0 pg/mL (Cuadro 33).

La mezcla de N-acilltriptaminas (104) y la N-lignoceroiltriptamina (105) no
demostraron un efecto citotdxico apreciable en contra de ias seis lineas celulares
utilizadas de manera rutinaria en este estudio para determinar el efecto citotdxico de
las acetogeninas. En todos los casos la CEsy fue mayor a 10 pg/ml. Tampoco
resultaron toxicas para A. salina; las Clsp calculadas fueron de 780.5 y 625.0 pg/mL

para la mezcla de amidas (104) y la N-lignoceroiltriptamina (105), respectivamente.
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Cuadro 33. Resultados de toxicidad para Arfemia salina y citotoxicidad de las

acetogeninas aisladas de A. purpurea y R. mucosa.

Lineas celulares derivadas de tumores humanos

TAS? CEsp (ng/mL)
Compuesto

(ug/mL) A-549° | MCF-7¢| HT-29% | A-498° | PC-3' | PACA-28
Purpurediolina (98) | 7.0x107 [4.43x10" | 9.16x10" | <107 136 |3.53x10"| 144
Purpurenina (98) 2.9x107 1.29 167 13.16x10"] 1.25 1.07 1.98
Purpuracenina (100)° 3.0 4,8x107 >10 >10 <10 <107 >10
Anoglaucina (101) 2.2x10% | 1.08 1.56 <107 1.01  |3.56x10" 145
Anonacina A (21) 46x10" | 1.32 1.96 1.18 1.16 1.33 1.90
Jimenezina (103)* 57x10% [ 1.64x102| >10" |4.25x10° |4 94x10?|2.77x10* | 1.69x10™
Adriamicina - 3.67x10°|2.12x10" | 9.66x107 | 1.98x10° | 2.27x10% | 1.45x10°
Adriamicina® - 8.80x10° | 3.60x10™" | 3.71x10% | 8.35x10? | 5.68x107% | 1.13x107
Adriamicina* - 4.47x10° | 8.97x107 | 1.62x10%| 1.10x10™ | 2.13x10” | 2.88x10°

*~ Muestras ensayas simuitaneamente.

*Toxicidad para Arfemia salina.

dAdenocarcinoma de colon.
SCarcinoma de pancreas.

“Carcinoma de mama.

PCarcinoma de pulmon.
‘Adenocarcinoma de préstata.

®Carcinoma de rifién,

5.4. EVALUACION DE LA ESCUAMOCINA (80), LA BULATACINA (16) Y LA
MOTRILINA (97), SOBRE DIVERSAS ACTIVIDADES FOTOSINTETICAS.

Con la finalidad de contribuir al conocimiento general de las actividades de las
acetogeninas de anonaceas se evaluo ¢l efecto de los productos mayoritarios de las
semillas de Annona purpurea sobre diversas reacciones del proceso de la
Los compuestos

fotofosforilacion, en cloroplastos aislados de espinacas.

investigados incluyen a la escuamocina (80), ia bulatacina (16) y ia motrilina (97).
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Para realizar el estudio sobre el proceso de Ia fotofosforilacion, en primer lugar se
investigs la actividad de los tres metabolitos sobre Ia sintesis de ATP.
Posteriormente, considerando que las acetogeninas inhibieron de manera
significativa la sintesis de ATP, se procedié a dilucidar el mecanismo mediante el
cual afectan este proceso. Cabe mencionar que los compuestos que inhiben la
sintesis de ATP, lo pueden hacer por mecanismos de desacoplamiento, interfiriendo
con la transduccién de energia o bien afectando la reaccion de Hill (Trebs, 1978;
Moreland, 1980; Ort, 1986). Para discriminar entre estas tres posibilidades se evaiud
el efecto de diferentes concentraciones de los tres compuestos sobre los transportes
de electrones basal, desacoplado y fosforilante. Por ultimo, se interpreté el
mecanismo de accion y se procedio a caracterizar el sitio o la enzima redox de la
cadena ftransportadora de electrones que fue afectada por los compuestos

evaluados.

La discusion del efecto demostrado por cada una de las acetogeninas sobre las
actividades fotosintéticas antes mencionadas, es el objetivo de la seccién siguiente.
Cabe mencionar que los resultados integrales de todas las evaluaciones realizadas

se incluyen el apéndice Il.

5.4.1 Efecto de las acetogeninas sobre [a sintesis de ATP.

La sintesis de ATP se determin6 de acuerde con la metodoiogia descrita por Dilley
(1972). Este procedimiento se basa en medir el cambio de pH en el medio de
reaccion inducido por la sintesis de ATP en presencia de ADP y Pj (Calera et al,

1996; Castafieda et a/, 1998). Durante la sintesis de ATP a pH 8.0, la enzima
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Mg**-ATPasa consume irreversiblemente un protén por cada molécuia de ATP
sintetizada de acuerdo a la siguiente reaccion; ADP* + HPO® + H — ATP* + H.0.

En consecuencia, la variacion de pH debido al consumo de protones es proporcional

a la cantidad de ATP generada.

En la Figura 51 se muestra el efecto de los compuestos evaluados sobre la sintesis
de ATP cuando los electrones se transportan del H,O al metilviolégeno (MV)
(aceptor artificial de electrones). Como se puede observar, los compuestos inhiben
de manera significativa y dependiente de la concentracién el procesc de la
fotofosforilacion. En el Cuadro 34 se muestra las concentraciones que inducen el

50 % de inhibicién (ICsg) de la sintesis de ATP para cada compuesto ensayado.

100 - —u— Escuamosina (80)
1 —a-— Bulatacina (16)
80 A —— Motrilina (97)
©
[y
g 60
©
[y ]
3 04
R
20

0 " % | w0 10 200 250
[Acetogeninas] pM
Figura 51. Efecto de las acetogeninas en la velocidad de la sintesis de ATP
(H,O—MV). Las velocidades de sintesis de ATP de los controles fueron

para la escuamocina (80), bulatacina (16) y motrilina (97), 556, 301 y

350 p mol / mg clordfila - h, respectivamente.
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Cuadro 34. Efecto inhibitorio de la escuamocina (80), |a bulatacina (16) y la motrilina
(97) en ia sintesis de ATP.

Acetogeninas Clso uM
Escuamaocina (80) 417
Bulatacina (16) 47.2
Motrilina (97) 114.8

5.4.2 Efecto de las acetogeninas sobre la velocidad del transporte de

electrones.

A continuacién, para determinar el mecanismo de accién mediante el cual los
compuestos inhiben la sintesis de ATP, se determiné el efecto in vitro de los mismos
sobre el fransporte de electrones fotosintético no-ciclico, empleando el agua como
un donador natural de electrones y el MV como un aceptor final de electrones. Para
este ensayo se emplearon tres condiciones experimentales diferenies: Basal,

desacoplado y fosforilante.

En primer lugar se evalué el fransporte de electrones basal mediante Ia
determinacion del flujo de electrones dependiente de la luz en el medio basal; en
este caso, la velocidad del transporte de electrones es baja debido a la ausencia de
ADP vy Pi en el medio (Trebs, 1972). En el caso de que un compuesto active el flujo
de electrones en estas condiciones, significa que este actla como un desacoplante
clasico, puesto que disipa el gradiente de protones generado con el consecuente

incremento en el flujo de electrones (Hoober, 1984). En la segunda determinacion se
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midié el transporte de electrones desacoplado, para lo cual se adiciond al medio de
reaccion basal NH4Cl (6 mM) como un agente desacoplante. Este dltimo, promueve

la disipacion del gradiente H* generado en la cadena fotosintética, observandose

una velocidad maxima de flujo de electrones. Si un compuesto inhibe el transporte
de electrones bajo estas condiciones se le considera como un inhibidor del
transporte de electrones acoplado a la sintesis de ATP, es decir un inhibidor clasico
de la reaccién de Hill (McCarty, 1977; Trebs, 1972; Mitchel, 1977). Por dltimo, se
determiné el transporte de electrones fosforilante y para ello se adicioné al medio de
reaccion basai ADP (1 miM) y Pi (3 mivi) para asi permitir ia actividad cataiitica de ia
enzima Mg?*-ATPasa; en este caso ia velocidad del transporte de eiecirones es
mayor que la del transporte de electrones basal, debido a que el gradiente de pH es
utilizado para la fosforilacion (Trebs, 1972). Los compuestos que activan este
transporte, lo hacen por un mecanismo de desacoplamiento. Por el contrario, si lo
desactivan, significa que afectan a la cadena redox y por lo tanto son inhibidores de
la reaccion de Hiil. Los inhibidores de la transferencia de energia afectan
directamente a la enzima Mg®*-ATPasa que cataliza el proceso de fotofosforilacion.
Por lo tanto, la velocidad de los transportes de electrones en las condiciones basal y
desacoplante no se afectan y el transporte fosforilante se in{hibe (lzawa y Good,

1983).

Los resultados de la Figura 52 indican que la escuamocina (80), la bulatacina (16) y
la motrilina (97) estimulan notablemente el transporte de electrones basal (234.8,
322.0y 131.0 %, respectivamente, a la concentracién de 200 pM). En consecuencia,

los tres compuestos se comportan como agentes desacoplantes.
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Figura 52. Efecto de la escuamocina (80), la bulatacina (18) y la motrilina (97) en la

velocidad del transporte de electrones basal de H,O—-MV. Las

velocidades controles de transporte de electrones fueron: 200, 112 y 193

L equiv & / mg clorofila - h, respectivamente.

El transporte de electrones desacoplado se inhibe en presencia de la escuamocina

(80), la bulatacina (16) y la motrilina (97) en un 516, 545, y 655 %, a la

concentracién de 200 uM, respectivamente (Figura 53). Estos resultados sugieren

que los tres compuestos actian como inhibidores de la reaccion de Hill.
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Figura 53. Efecto de la escuamocina (80), ia bulatacina (16) y ia motrilina (97) en la
velocidad del transporte de electrones desacoplado de H,O—-MV. Las
velocidades controles de transporte de electrones fueron: 668, 481 y 107

u equiv € / mg clorofila - h, respectivamente.

Por ultimo, el transporte de electrones fosforilante se inhibe por el tratamiento con la
escuamocina (80) a bajas concentraciones (73.2%, 50 uM). A concentraciones
mayores a 50 uM el efecto del producto es contrario alcanzando una activacion del
151.2 % a 200 uM. La motrilina (97) demostré un comportamiento similar ya que
inhibe el transporte de electrones a la concentracion de 100 pM (70.8 %) y lo

estimula ligeramente (hasta un 104.2 %) a la concentracion de 200 uM. Por otra
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parte, ia bulatacina (16) solo inhibe el transporte de electrones fosforilante hasta un

51.2 %, a la concentracién de 200 pM (Figura 54). Los resultados para la

escuamocina (80) y la motrilina (87) revelan que estos compuestos afectan a la

cadena redox a bajas concentraciones, comportandose como inhibidores de la

reaccion de Hill. A concentraciones mayores de 100 uM actlan como agentes

desacoplantes. La bulatacina (16) se comporta exclusivamente como un inhibidor de

la reaccion de Hiil.

160 —m=— Escuamocina (80)
1 -—a— Bulatacina (16)
140 —— Motrilina (97)
@ 120 /
=)
2
S 1004 . /1
2 \ : .
- 1 %
: L
60 -
i A
40 T T T T 4 T T T
0 50 100 150 200

[Acetogeninas] uM

Figura 54. Efecto de la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina (97) en la

velocidad del transporte de electrones fosforilante de H;O—-MV. Las

velocidades controles de transporte de electrones fueron: 301, 218 y 320

1L equiv & / mg clorofila - h, respectivamente.
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Los resuitados obtenidos permiten proponer que el mecanismo mediante el cual las
acetogeninas escuamocina (80), bulatacina (16) y motrilina (97) inhiben la sintesis

de ATP, implica por una parte, un efecto desacoplante que disipa el gradiente

electroquimico de protones generado y por lo tanto, el cloroplasto no dispone de la
energia necesaria para la sintesis de ATP. Por otra parte, al inhibir la reaccion de
Hill, los productos evitan la generacién del gradiente electroquimico de protones
necesario para la sintesis de ATP. En consecuencia, las tres acetogeninas se

caracterizaron como agentes desacoplantes e inhibidores de la reaccion de Hill.

5.4.3 Efecto de las acetogeninas en las reacciones parciales de la cadena

Redox en el transporte de electrones a nivel de los fotosistemas 1 y Il

Con el objetivo de localizar el blanco de accidn de los compuestos de prueba en ia
cadena de fransporte de electrones, se determiné su efecto sobre los transportes de
electrones en las reacciones parciales del fotosistema | (FS 1) y il (FS i) usando

donadores y aceptores artificiales de electrones.

En el caso del fotosistema | se determind el efecto de las acetogeinas en el
transporte de electrones desacoplado de DCPIPq4 (2,6-diclorofenclindofenol) a MV.
El DCPIP reducido con ascorbato actia como un donador artificial de electrones a
nivel del complejo be/f vy el MV como el aceptor final de electrones. EI DCMU
[3-(3,4,diclorofenil)-1,1-dimetilurea] se adiciona a la mezcla de reaccidn con la
finalidad de inhibir el flujo de electrones procedente del FS Il a nivel de Qg (Figura

55). Los resultados de los experimentos en esta reaccion parcial indican que las
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acetogeninas evaluadas no afectan este transporie de electrones, por lo que el

blanco de inhibicién debe de encontrarse en el FS | (Figura 56).
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Figura 55. Determinacion del transporte de electrones desacoplado en el FS | de
DCPIPeg a MV.

Figura 56.
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Efectoc de las acetogeninas sobre la velocidad del transporte de
electrones en el FS 1. Las velocidades de los controles fueron para la
escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motriiina (97), 151, 157 y 136

1 equiv e/mg clorofila - h, respectivamente.
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Para determinar si el transporte de electrones desacopiado en el FS |l resuita
afectado por las acetogeninas de prueba, se ensayaron fres reacciones parciales en

el FS 1l (H,O — DCPIPy. H,O — SiMo; y DCP — DCPIP.). En primer lugar, se

determiné la actividad de agua a DCPIP,. En esta reaccién el agua es el donador
natural de electrones y el DCPIP es el aceptor artificial de electrones, equivalente al
aceptor natural Cit be/f. Para inhibir el paso de electrones hacia el FS | se adiciond
DBMIB (dibromometi{lisopropil-p—benzoquinona) a la mezcla de reaccién (Figura 57).
Los resultados obtenidos permitieron comprobar que el transporte de electrones de

H,O — DCPIP. es inhibido por la escuamocina (80), la bulatacina (18) y la motrilina

(97) en un 10.4, 73.0, y 73.0 % respectivamente, a la concentracién de 200 uM

(Figura 58).
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Figura 57. Determinacion del transporte de electrones desacoplado en el FS [l de
H2.0 a DCPIP.
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Figura 58. Efecto de las acetogeninas en la velocidad del transporte de electrones
desacoplado en el fotosistema |l de H,O—DCPIP. Las velocidades de los
controles fueron para la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina

(97), 177, 145 y 105 p equiv &/ mg clorofila - h, respectivamente.

Posteriormente, se determind el efecto de las acetogeninas sobre la segunda
reaccion parcial de H,O a SiMo (silicomolibdato). De nueva cuenta el agua es el
donador natural de electrones y el SiMo actudé como un aceptor artificial de
electrones equivalente a FeO. EIl DCMU, se empled para inhibir el transporte de
electrones hacia el FS | (Figura 59). En este caso, la escuamocina (80), la bulatacina
{(16) y la motrilina (97) inhibieron en un 30.0, 66.0, y 18.2 % respectivamente, a la

concentracion de 200 pM (Figura 60).
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Figura 59. Determinacion del transporte de electrones desacoplado en el FS Il de

H.O a SiMo.
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las acetogeninas en la velocidad del transporte de electrones

desacoplado en el fotosistema 1l de HO—»SiMo. Las velocidades de los

controles fueron para la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina

(97), 53, 55, y 73 p equiv " / mg clorofila - h, respectivamente.
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Por ditimo, se determin6 el transporte de electrones en el intervalo de DPC
(difenilcarbazida) a DCPIP. En esta Ultima determinacién se adiciona a! medio de
reaccion Tris [tris-(hidroximetil}-aminometano] con la finalidad de inhibir a la enzima
de la fotdlisis del agua (Figura 61). El DPC actué como un donador artificial de
electrones a nivel de Pggo, y el DCPIP como un aceptor final de electrones. Los
compuestos evaluados no mostraron un efecto inhibitorio en esta UGitima reaccion
parcial (Figura 62), por lo que el sitio de accién se localizod en el complejo de la

fotolisis del agua, en el lado donador de! fotosistema |1.
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Figura 61. Determinacién del transporte de electrones desacoplado en el FS 1l de
DCP a DCPIP.
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Figura 62. Efecto de las acetogeninas en la velocidad del transporte de electrones
en el fotosistema |l de DPC—DCIPIP. Las velocidades de los controles
fueron para la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina (97),

215, 357 y 235 pequiv e / mg clorofila - h, respectivamente.

Para confirmar el efecto inhibitorio a nivel de Ia fotélisis del agua provocado por las
acetogeninas escuamocina (80), bulatacina (16) y motrilina (97), se empled una
técnica de fluorometria (Bolhar-Nordenkampf y Oquist, 1993). Este procedimiento se
basa en que la clorofila a, tiene un patrén de fluorescencia variable con una curva de
induccién que contiene a las diferentes fases del transporte de electrones del
fotosistema II (Figura 63) y, por lo tanto, permite detectar los posibles dafios del lado

donador o aceptor del fotosistema 1l (Strasser ef al., 1995).
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Figura 63. Curva de induccién de la clorofila a: a) En cloroplastos intactos, b) En
cloroplastos tratados con DCMU, c) En cloroplastos tratados con Tris, y

d) En cloroplastos tratados con hidroxilamina.

Las tres acetogeninas evaluadas mostraron curvas de induccién de la fluorescencia
de la clorofila a similar a la obtenida por tratamiento de los cloroplastos con 0.8 M de
tris (un inhibidor clasico de la enzima de la fotdlisis del agua) (Figura 84). En
consecuencia, se confirma que el blanco de accién como inhibidores de ta reaccién
de Hill de la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina (97) se encuentra en

el lado donador del FS 1, en el complejo enzimatico que cataliza la fotélisis del agua.
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Figura 64. Curvas de induccién de la clorofila a para los cloroplastos tratados con:
A) Tris (0.8 M), B) Escuamocina (80) (200 uM), C) Bulatacina (16) (200
uM), y D) Motrilina (97) (200 uM).

5.4.4 Efecto de las acetogeninas en la actividad de la enzima Mg**-ATPasa.

Con la finalidad de caracterizar la actividad desacoplante de las acetogeninas
evaluadas se determind su efecto sobre la estimulacién de la enzima Mg®*-ATPasa.

La habilidad de los productos de estimular la actividad de la enzima se mide
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indirectamente monitoriando la cantidad de ATP hidrolizada en condiciones de

oscuridad.

Los resultados obtenidos para las acetogeninas de prueba (Figura 65) sugieren que
al incrementar la concentracion de los productos, se induce una estimulacion de la
actividad de la enzima con respecto al control. La bulatacina (16) presenta un efecto
estimulante significativo del 137% (200 pM), mientras que la escuamocina (80) y la
motrilina  (97) solo la estimulan ligeramente (117 y 107% a 200 uM,
respectivamente). Estos resultados confirman que las acetogeninas evaluadas se

comportan como agentes desacoplantes.
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Figura 65. Efecto de las acetogeninas sobre la actividad de la enzima Mg**-ATPasa.
Las velocidades de los controles fueron para la escuamocina (80), la
bulatacina (16) y la motrilina (87), 831, 843 y 1,106 u moles Pi / mg

clorofila - h, respectivamente.
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permitio el aislamiento de nueve acetogeninas citotdxicas: la bulatacina (16), la
escuamocina (80), la motrilina (97), la xilomatenina (102), la anonacina A (21), la
purpurediolina (88), la purpurenina (99), la purpuracenina (100) y la anoglaucina
(101). Tres de estos productos (98, 99 y 100) presentan estructuras novedosas.
La naturaleza de las acetogeninas encontradas en la especie son similares 2
ofras descritos en el género Annona. Sin embargo, la purpuracenina (90)
representa la primera acetogenina con cuatro grupos hidroxilos que posee la
estereoquimica relativa en la unidad bis-THF adyacentes con hidroxilos en los
carbonos vecinos del tipo freolcisitreolcisleritro.

Debido a posibles variaciones ontogénicas, el extracto derivado de las hojas de
A. purpurea recolectadas en el Estado de Veracruz, no demostré actividad
significativa en ei bioensayo de A. salina, utilizado para detectar fa presencia de
acetogeninas toxicas. Estos resultados contrastan notablemente con los descritos
previamente por Hostettmann y colaboradores (Cepleanu et al.,, 1993), quienes
aislaron varias acetogeninas iéxicas para A. salina a partir de las hojas de la
especie recolectada en Panama. De los compuestos obtenidos en el presente
estudio, solo la bulatacina (16) fue descrita como metabolito de las hojas, por

estos investigadores.

. El estudio quimico biodirigido de las semilias de R mucosa permitio el

aislamiento de la jimenezina (103), una acetogenina citotoxica con un esqueleto
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novedoso. La jimenezina (103) constituye la tercera acetogenina que contiene un
anilo de THP en su estructura. Cabe destacar que a la fecha, las tres
acetogeninas con anillo de THP se han descritc en la especie R. mucosa.
Indudablemente, el hallazgo de una aceiogenina con un esgueleto novedoso
consfituye un aporte original a la quimica de este importante grupo de
compuestos.

E! estudio de R mucosa también permitidé fa caracterizacién de ocho amidas
novedosas derivadas de la triptamina  [N-palmitoiltriptamina  (108),
N-estearoiltriptamina (108), N-araquinoiltriptamina (110), N-behenoiltriptamina
(111), N-tricosanciltriptamina (112), N-lignoceroiltriptamina (105),
N-hienoiltriptamina (113) y N-cerotoiltriptamina (114)]. Este descubrimiento
representa una contribucién original a! conocimiento de la quimica de las
anondaceas, ya que la presencia de alcaloides del tipo inddlico en esta famiiia de
plantas, que se caracteriza por la biosintesis de alcaloides isoguinolinicos, no
tiene precedente.

Al igual que el caso de la A. purpurea, debido a posibles variaciones ontogénicas,
la especie R. mucosa que crece en el territorio nacional biosintetiza acetogeninas
distintas a las que se han descrito para la especie recolectada en otras regiones

del mundo.

3. En relacion a la citotoxicidad de las acetogeninas aisladas en &l presente estudio,
el nivel de actividad demostrada por las mismas es equiparable a los descritos
previamente para compuestos similares. Cabe destacar la selectividad

demosirada por la purpuredioiina (88) y la anoglaucina (101) contra la linea
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celular de adenocarcinoma de colon (CEsp <107 pug/mL). La comparacién de la
actividad citotoxica demostrada por la purpuracenina (100) y la anoglaucina
(101), indica que el cambio de la configuracién del cierre de los anilios de THF de
W
Asi, la purpuracenina (100) con una configuracion freo/cisiireo/cisieritro muestra
un efecto selectivo sobre las lineas celulares de carcinoma de pulmon (CEsg 4.8 x
102 pg/mL), de rifién (CEsp < 10 pg/ml) y adenocarcinoma de préstata (CEsq <
10 ug/ml). Por otra parte, la anoglaucina (101) con una configuracion
treoltransltreolfransientro presenta un efecto selectivo contra ia linea celular de

adenocarcinoma de colon (CEsp <107 pg/mi).

4. El estudio del efecto de las acetogeninas bulatacina (16), escuamocina (80) y
motrilina (97) sobre el proceso de fotofosforilacion permite comprobar que estos
productos también inhiben la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de
espinacas. La evidencia experimental obtenida en la presente investigacion
permitié establecer que estos compuestos inhiben la sintesis de ATP mediante
un mecanismo de desacoplamiento y a través de una interferencia con el
transporte de electrones a nivel de la fotdlisis del agua en el fotosistema li. Por
analogia al efecto demostrado por las acetogeninas sobre membranas
liposomales (Shimada et al., 1998), es aitamente probable gue la actividad
desacoplante en los cloroplastos se deba una perturbacién de la membrana de
los tilacoides, de tal forma de disipar el gradiente electroquimico de protones
necesario para la sintesis de ATP. Sin pretender establecer de manera

contundente una relacién estructura qufmica-actividad biolégica, los resultados
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obtenidos en el presente estudio indican que la presencia de un grupo hidroxilo
en la posicion C-4 [casc de la bulatacina (16)] incrementa las propiedades
desacopiantes. Por otro lado, Ia presencia de un grupo hidroxilo en la posicién C-
28 lcaso de la escuamocina (80)] incrementa la potencia como un agente
inhibidor de 1a reaccion de Hill.

El grado de actividad de inhibicion demostrado por las acetogeninas sobre el
proceso de fotoiosforilacion (medido en términos del efecto inhibitorio sobre la
sintesis de ATP) en cloroplastos aislados de hojas de espinacas es menor que el
efecto inhibitorio de estos productos sobre la fosforilacién oxidativa. Asi la
concentracion requerida por la bulatacina (16) para inhibir en un 50 % (Clso) Ia
sintesis de ATP en mitocondrias aisladas de higado de raia es de 71 nM
(Gu ef al., 1995a), en tantc que la Clsq calculada en el caso de la fotofosforilacion
es de 47.2 uM.

Estos resultados no permiten predecir a prion que (as acetogeninas de
anonaceas carecen de efecto herbicida postemergente, sin embargo, es claro
que no afectan de manera considerable el proceso de fotosintesis, el cual
constituye el blanco de acciébn de la mayoria de los agentes herbicidas

postemergentes de uso comercial.

5. Este estudio constituye una aportacion adicional al conocimiento de la flora

medicinal mexicana y al campo de las acetogeninas de anonaceas.
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VII PERSPECTIVAS GENERALES DE LA PRESENTE

INVESTIGACION.

L

. Determinar la configuracién absoluta de la xilomatenina (102) y la anonacina A

(21), acetogeninas aisladas de A. purpurea.

Determinar el efecto de acetogeninas selectas sobre la fosforilacion oxidativa en

mitocondrias vegetales.

Comprobar el imecanismo de accién como agentes desacoplantes de las
acetogeninas buiatacina (1i6), escuamocina (80) y motrilina (87) utilizando ia
técnica de apagamiento de la fluorescencia inducida por la 9-amino acridina y la

9-amino-6-cloro-2-metoxi acridina (Rottenberg y Moreno-Sanchez, 1993).

Determinar el potencial insecticida de la jimenezina (103)
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ANEXO i

Resultados generales de las evaluaciones realizadas con las acetogeninas
esquamocina (80), bulatacina (16) y motrilina (97), sobre diversas actividades

fotosintéticas.
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Cuadro A.ll.1. Efecfo de las acetogeninas en la sintesis de ATP (H20—-MV). Las
velocidades de sintesis de ATP de los controles fueron para la
escuamocina (80), bulatacina (16) y motrilina (97), 556, 301 y 350

n mol / mg clorofila - h, respectivamente.

Escuamocina Builatacina Motrilina
[con] (80) s |{con] (16) s | [con] (o7) s
0 100.0 - 0 100 - 0 100.0 -
30 54.9 0.45; 25 83.5 6.83 | 75 60.6 0.38
60 446 0.45( 50 48.5 0.80 | 150 43.3 0.37
90 | 30.7 0.61| 100 38.8 0.80 | 225 23.4 0.21
120 15.2 6.811 150 376 1.80
200 34.0 1.68

Cuadro A.ll.2. Efecto de la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina (97) en
el transporte de electrones basal de H,O—-MV. Las velocidades
controles del transporte de electrones fueron: 200, 112 y 193

u equiv & / mg clorofila - h, respectivamente.

[con} | Escuamocina (80) S Bulatacina (16) S Motrilina (97) S
0 100.0 - 100.0 - 100.0 -
50 120.0 0.00 122.0 7.40 103.4 0.52
100 147.8 8.23 177.0 0.00 110.3 2.40
150 180.0 7.44 240.0 8.00 117.2 3.00
200 234.8 25.83 3220 12.0 131.0 2.08
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Cuadro A.ll.3. Efecto de la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina (97) en

el fransporte de electrones desacoplado de H,O—-MV. Las
velocidades controles del transporte de electrones fueron: 668, 481 y

107 p equiv e / mg clorofila - h, respectivamente.

[con] Escuamoc;;a (80) s Bulatacina (16) S Motrilina (87) s

0 100.0 - 100.0 - 100.0 -
50 80.6 1.33 94.0 2.18 95.1 0.50
100 62.9 2.18 83.1 3.19 87.2 3.10
150 56.0 2.19 72.7 5.80 78.7 2.00
200 51.6 5.80 54.5 9.40 65.6 3.07

Cuadro A.ll.4. Efecto de la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina (97) en

el transporte de electrones fosforilante de H.O—-MV. Las velocidades
controles del transporte de electrones fueron: 301, 219 y 320

u equiv e / mg clorofila - h, respectivamente.

Escuamocina Bulatacina Motrilina
[con] (80) s |fcon] (16) s | [con] (o7) s
0 100.0 - 0 100.0 - 0 100 -
25 78.0 0.00 | 50 85.7 0.00| 50 83.3 0.00
50 73.2 544 | 100 74.3 540 75 75.0 2.04
75 95.1 432 | 150 62.9 9.00 | 100 70.8 2.04
100 104.9 7.20 | 200 51.2 8.00 | 125 79.2 0.00
150 126.0 9.40 150 84.3 2.80
200 151.2 9.42 200 104.2 2.90
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Cuadro AIL.5. Efecto de las acetogeninas sobre el transporte de electrones en el FS
l. Las velocidades de los controles fueron para la escuamocina (80),

fa bulatacina (18) y la motrilina (97), 151, 157 y 136 p equiv e/mg

clorofila - h, respectivamente.

[con] | Escuamocina (80) Bulatacina (16) Motrilina (97)

0 100.0 - 100.0 - 100.0 -
50 110.0 0.85 100.5 0.55 101.8 1.10
100 115.1 1.35 103.2 0.20 103.6 0.95
150 117.0 1.85 105.3 2.15 109.1 1.15
200 118.9 0.85 109.5 0.55 110.5 3.57

Cuadro A.ll.6. Efecto de las acetogeninas en el transporte de electrones

desacoplado en el fotosistema |l de H,O—DCPIP. Las velocidades
de los controles fueron para la escuamocina (80), la bulatacina (16)
y la motrilina (87), 177, 145 y 105 p equiv & / mg clorofila - n,

respectivamente.

-::on] Escuamocina (80) s Bulatacina (16) s Motrilina (97) S
0 100.0 - 100.0 - 100.0 -
50 73.2 0.00 08.9 0.15 913 1.85

100 43.7 0.20 91.7 0.35 82.9 0.35
150 19.5 2.15 81.3 1.30 78.3 1.85
200 10.4 0.55 73.0 0.95 73.0 0.85
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las acetogeninas en el
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transporte de electrones

desacoplado en el fotosistema 1l de H,0—»Si-Mo. Las velocidades

de los controles fueron para la escuamocina (80), la bulatacina (16)

y la mofrilina (87), 53, 55, v 73 u equiv € / mg clorofila - h

respectivamente.

[con] | Escuamocina (80) s Bulatacina (16) S Motrilina (97) S
0 100.0 - 100.0 - 100.0 -
50 83.3 0.61 96.4 3.57 72.3 0.61
100 48.1 3.01 87.5 3.20 54.5 3.20
150 417 3.20 78.6 7.15 39.6 3.20
200 30.0 2.32 66.0 3.20 18.2 3.20

Cuadro A.ll.8. Efecto de las acetogeninas en el transporte de eiectrones en ei

fotosistema H de DPC—DCIPIP. Las velocidades de los controles

fueron para la escuamocina (80), la bulatacina (16) y la motrilina

(97), 215, 357 y 235 p equiv € / mg clorofila - h, respectivamente.

[con] | Escuamocina (80) s Bulatacina (16} ] Motrilina (97) $
0 100.0 - 100.0 - 100.0 -
50 107.2 3.42 108.1 1.1 110.4 7.70
100 143.4 5.26 122.1 11.5 118.7 11.2
200 165.8 1.37 127.7 3.57 193.4 7.50
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Cuadro A.ll.9. Efecto de las acetogeninas sobre la actividad de la enzima Mg*'-

ATPasa. Las velocidades de los controles fueron para la squamocina

(80), fa bulatacina (16) y la motrifina (97), 831, 843 y 1,106 u moles

Pi/ mg clorofila - h, respectivamente.

Escuamocina Bulatacina Motrilina
[con] (80) s |{con] (16) s |({con] (97) s
0 100.0 - 0 100.0 - 0 100.0 -
100 108.2 0.69 | 50 102.3 3.16 | 100 101.6 0.41
200 116.9 1.42 1 100 107.5 1.53 | 200 106.8 0.57
150 1211 2.66
200 136.9 7.05
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Abstract: A new cytotaxic acetogenin, jimenezin (1),
containing 2 hydroxylated tetrahydropyran ring alen
with an: adjacent tetrahydrofuran ring and representing
a novel carbon skeleton, was isolated from the seeds of
Rollinie mucosa. The structure was elucidated by
means of chemical and spectral methods including MS
and NMR measurements, Compound 1 exhibited potent
cytotoxic activity against six human solid tumor cell
lines.

Az part of our engoing investigation on biologically
active compounds from Mexican medicinal plants, we
have gtudied the seeds of Rollinia mucosa (Jacquin)
Baillon (syn. Rollinia jimenezii Safford)® (Annonaceae)
and isolated the novel acetogenin 1, which was given
the trivial name jimenezin. In this paper, we describe
the structure elucidation and eytotoxic activity of com-
pound 1.
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Jimenezin (1) belongs to the rare type of acetogenins
containing a tetrahydropyran {THP) ring. The first
THP ring acetogenin, nemed mucocin, was discovered
by McLaughlin's group in 1995638 Mucocin is an aceto-
genin that bears a hydroxylated THP ring, as well as 5
nonadjacent tetrahydrofuran (THF) ring. Later on, the
same group described another related acetogenin,?
muconin, that contains a nonhydroxylated THP ring
along with an adjacent THF ring. We have now isolated
a closely related acetogenin possessing a hydroxylated

* To whom correspondence should be addressed. Tel.: (5256} 622-
5289. Fax: (525) 622-6325% E-mail: rachel@®servidar.unam.mx.
* Taken in part from the Ph.D. thesis of D.C.

S0163-3864(37X00510-7 CCC: $15.00

Table 1. 'H (500 MHz, CDCls, J (Hz)) and *3C NMR (125
MHz, CDCly) Data of 19

position Su dc COSY? HMBC-
1 174.6
2 151.2
da 2.53dddd (15,1, 33.3 H-4, H-35 C-1,C-2,
32,15, 1.5
3b 240 dddd 15 1, C-4,C-35
8.2, 1.5,15)
4 3.85m 700 H-3a,b, H-5
& 147 m 37 4
6—-13 12-14m 25-33
14 147 m 34.9
15 3.35m 739 H-14,H-16 C-18
16 3.90m 824  H-15 H-17ab C-15
i7 162m,1.883m 28.0
18 160m,2.0m 28.3
15 3.94m 839  H-18a,b, H-20 C-20
20 3.24 ddd (11.5, 730 H-19, H. 21a,b C-18
23,23
21 164m, 1.77m 279 H-20, H.22a,b
22 140 m, 213 m 32.5 'n‘ZJ.a,h, H-23
23 3.28 ddd (10.8, 706  H-22ab, H-24 C-24
932, 4.6)
24 3.00ddd (9.2, 82.3 H-23, H-25 C-23,C-25
2.0,21)
25 L4Zm 26.5
26—-31 12-14m 25-33
32 l2-14m 31.9
33 12-14m 22.1
34 0.88t (6 8) 14.1
35 7.18ddd (1.5, 1517  H-2ab H-36 C-1,(-36
1.5, 1.5)
38 5.06qq(6.5,1.5) 780 H-3ab, H.37
37 1424 (6.8) 2.1

¢ Assigned by HMQC, HMBC, and DEPT spectra * Key 'H—
'H correlations, ¢ Important long-range 1H-13C correlations.

THP ring along with an adjacent THF ring and one
flanking hydroxy! group en the THF side.

Compound 1 was isolated from the cytotoxic CHCls—
MeOH (1:1) extract of the seeds of R. mucosa.58 The
brine shrimp lethality test” was employed to direct the
fractionation of the active extract.

Jimenezin (1)® was obtained as a yellow oil. Iis
molecular formule was established as CyrHgeO;7 by
HRFABMS.® The IR spectrum?® contained absorptions
for hydroxyl (3418 cm™) and g f-unsaturated y-lactone
(1751 cm~') functionalities, Sequential iosses of three
molecules of HpO from the METY in the FABMS? as well
as the formation of the tri-TMSi derivative 1a confirmed
the existence of three hydroxyl groups in compound 1.

The presence ir jimenezin (1} of an o, f-unsaturated
methyl y-lactone with 2 hydroxyl group at C-4 was
suggested by the 'H NMR? resonances at & 7.18 (H-35),
5.06 {H-36), 3.85 (H-4), 2.53 (H-3a}, 2.40 (H-3b), and 1.43
(H-37) corresponding in the ¥C NMR? spectrum to the
regonances at § 174.6 (C.1), 151.7 (C-35), 131.2 (C-2),
78,0 (C-36), 70.0 (C-4), 33.3 (C-3), and 19.1 (C-37) (Table
1).** In addition to the resonance attributable to H-4,
the 'H NMR spectrum (Table 1} of compound 1 exhibited
six well-defined signals in the range éy 3.0—4.0. Those

© 1998 American Chemical Society and American Society of Pharmacognosy
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Table 2. Partini 2H NMR Data of the Mosher Esters of 18 and
Ire

Sy

proton 1s 1r Abg-g
14 1.62 151 +0.11

15 5.14 5.20 R
16 4.01 4.02 -0.01
17a 181 191 -0.10
17b 1.46 170 ~0.24
18a 1.90 191 -0.01
18b 1.52 179 -0.27
18 3.93 3.81 +0.02
20 3.28 3.21 +3.07
2la 1.81 161 +0.20
21b 154 1.53 +0.01
228 2.32 294 +0 08
22h 162 1.41 +0.21

23 4.71 4,76 Rt
24 3.23 3.26 -0.08
25 1.30 149 -0.1%
35 6.78 7.03 -0.25
36 4.88 4,92 —0.06
3a 254 262 -0.08
2b 2.62 2.69 -0.07

4 5.36 5.43 Rb
5 1.69 165 +0.04

* Obtained in CPCL at 500 MHaz, & Absolute configuration,
223 18) <312 (12) w e 525 (8) % 453 (3)
: = 455 (100) T 365 (8) 7

H M
o s C%h\(?\/@o

5 ‘omMst | o
203 014) <% 333 18y - : "
b 213190 %123 109

Figure 1. Diagnostic EIMS fragment ions of the TMSi
derivative la (shown as m/z values, intensities indicated in
parentheses).

at d 3.75 (H-15), 3.90 (H-16), and 3.94 (H-19) were
assigned to the THF ring with a flanking hydroxyl
group.’® The remaining signals at & 3.00 (H-24), 324
(H-20), and 3.28 (H-23) were consistent with the pres-
ence of 2 hydroxylated THP ring in the molecule.® The
COSY NMR relationships found between H-20/H-19,
H-24/H-23, H-23/H-22, H-22/H-21, and B-21/20 not only
cenfirmed the presence of 2 hydroxylated THP moiety
but also established that this was adjacent to the THF
ring that was itself flanked by a hydrexyl group.

The disposition of the adjacent THF-THP unit along
the aliphatic chain was determined by the analysis of
the fragmentation pettern displayed by the tri-TMSi
derivative!! 1a (Figure 1). Thus, the intense fragment
ions peaks at miz 455 (cleavage at C-15/16) and m/z 525
(cleavage at C-19/20) allowed placement of the THF ring
with a flanking hydroxyl between C-15 and C-19 and
of the hydroxylated TH?P ring between C-20 and C-24.

The relative stereochemistry at C-15/C-16 was as-
signed according to Born’s rule.’? Thus, the chemical

Rapid Communications

shiit values of both C-15 (6 78.9) and H-i5 (5 3.35)
indicated a threo relationship. On the other hand, the
relative configuration of the chiral carbon centers of the
THF moiety was determined as trans by comparing the
NMR information with that of muconin 4 The cis
stereochemistry of the THP Ting was established by
interpreting the NOESY spectrum that exhibited an
intense cross-peak between H-20 (6 2.24) and H.24 (&
3.00). The trans-diaxial relationship of H-28 and H-24
was determined by a homodecoupling NMR experiment.
Thus, irradiation of the resonance at & 1.42 (H-25)
simplified the signal assignable to H-24 to & doublet {J
= 9.2 Hz). The magnitude of the coupling constant
observed for this doublet was consistent with the trans
relztionship between H-23 and H.24 and, therefore,
with the equatoria) orientation of the hydroxy! group
at C-23,

The absolute configuration of the stereagenic carbinol
centers was established using Mosher ester methodol-
ogy.’® Analysis of the Ads_g data (Table 2) of the per-
(8)- and per-(R)-MTPA Mosher ester derivativesé 1s
and 1r showed that the absolute stereochemistry of the
chiral eenters at C-15, C-23, and C-4 were R, R, end R,
respectively. Thus, the absolute sterecchemistry for
C-16, C-19, C-20, and C-24 was deduced as R, R, S, and
5, respectively. The erythro relationship at C-19/C-20
was confirmed according to these results. Finally, the
S configuration at C-36 was establicshed by the negative
Cotton effect at 238 nm 1516

Acetogenin 1 was significantly active in the brine
shrimp lethslity test and was also cytotoxic for six
hurnan solid tumor cell liresin g 7-day MTT test!? using
adriamycin as the positive control (Table 3).

The proposed sequence of the THP ring and the
adjacent THF ring in jimenezin (1) is opposite to the
order of those moieties in muconin % Therefore, the type
of acetogenin skeleton exhibited by jimenezin (1) is new.
Aceordingly, three annoraceous acetogenins bearing a
THP ring have now been isolated from R. mucose 2
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Table 8. Brine Shrimp Lethality and Cytotoxicity Data for Compaund 1

tumer cell line [EDg (pg/mL)]
corapd BST (ug/mLl} A-5490 MCF-7¢ BT-29¢ A-408¢ PC-¥ PACA.2¢
1 5.7 x 1073 1.64 x 1072 >1071 4.25 x 1073 4.94 x 102 2.7 x 10~¢ 1.69 x 104
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carcinoma. / Human prostate adenoeereinoma, £ Human panereatic carcinoma.
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Two novel cytotoxic acetogenins, purpurediolin (1) and purpurenin (2}, were isolated from the
seeds of Annona purpurea. Their structures were elucidated by & combination of chemical
and spectral methods including MS and NMR measurements. In addition, six known
acetogening were obtained, namely, bullatacin, squamocin {annonin I}, motrilin (squamaocin
C), annoglaucin, xylomatenin, and annonacin A. Compounds 1 and 2 exhibited potent cytotoxic
activity in vitro against six human solid tumor cell lines.

Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal {Annon-
aceae) is a small tree up to 7 m high, The fruit of this
plant, commonly known as “ ilama " in Mexito, is edible.
1t is also used in folk medicine a8 remedy for fevers and
colds.! From the leaves of this species, Hostettmann
and co-workers obtained six acetogenins, namely, bul-
latacin, rolliniastatin 1, purpureacin 2, cherimoline,
sylvaticin, and purpureacin.?

In our continued search for biologically active natural
compounds from Mexican medicinal plants, we have
investigated the seeds of A. purpurea and isolated the
novel acetogening 1 and 2, which were given triviai
names of purpurediolin and purpurenin, respectively.
In addition, the six known acetogenins bullatacir,3
squamocint (annonin I%), motrilin® {(squamocin C%),
annoglaucin,” xylomatenin,? and annonacin A? have
been isolated from the same source. In this paper, we
describe the isolation, structure elucidation, and cyto-
toxic activity of compounds 1 and 2.

#un n
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R o

R R, Ry R
1 H H ok H
1 TMS: H ™SI ™S
1b H H Acatanide
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1 (RIMTPA H (RYMTPA  (RyMTPA
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28 ™SI ™SI H T™MSE
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Results and Discussion

The dried seeds of A. purpurea were extracted with
CHCly~MeOH (1:1). As for most extracts from Annona
species,’0-1% the crude extract of A, purpuree exhilted
potent activity in the brine shrimp lethality test!3 and

against humman solid tumor cell lines. The active extract
(LCg0 = 4.0 ug/ml.) was subjected to solvent partition
with hexare and 10% H20 in MeOH. The most active
fraction as evaluated in the brine shrimp lethality test
was the methanolic fraction (brine shrimp lethality test
1.Css =0.11 sg/mL). This fraction was further fraction-
ated by open column chromatography using silica gel
with increasing solvent polarities to yield 11 primary
fractions (F1—F);, see the Experimenta) Section). Ex-
tensive HPLC separation of the most active fraction Fj
{brine ghrimp lethality test LCs = 1.38 x 10~2 ug/ml)
yielded three known acetogenins, bullatacin, squamogin,
and motritin. Active fraction Fy (brine shrimp lethality
test LCsg = 1.47 x 1072 ug/mL) was also chromato-
graphed by HPLC to yield the known compounds
annpglaucin, xylomatenin, and annonacin A as well ag
the novel acetogenins 1 and 2. The spectral properties,
including UV, IR, NMR, and MS of the known com-
pounds, were identical to those previously described for
bullatacin ® squamocin? (annonin I5), motrilin® (squa-
mocin C*), annoglaucin,? xylomatenin,® and annoneacin
A? respectively. All compounds except btllatacin have
never been igolated from A. purpurez before.

Purpurediolin (1) was obtained as a white wax. its
melecular formula was established as CarHgsOg by
HRFABMS. The IR spectrum contained absorptions for
hydroxy! (3418 em™1) and o f-unsaturated methyl y-lac-
tone (1751 em~%) functionelities. Sequential losses of
four molecules of HzO from the MH™ in the FABMS as
weli as the formation of the tetra-TMSi derivative 1a
confirmed the presence of four hydroxy! groups

The NMR date of compound 1 (Tables1 and 2) clearly
indicated that it was an adjacent bis-THF acetogenin
very similar to bullatetrocin, a bullatacin-type of aceto-
genin possessing a 1,2-dicl unit at C.31/32.1¢ The
resonances for the 4-deoxy-o,f-unsaturated methyl
y-lactone were observed at 4 6.99 (H-35), 5.00 (H-36),
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Purpurediolin and Purpurenin

Table 1. H NMR Data of Purpurediolin (1) and
Purpurenin (2F

Dosition 1 2
3 2.26 ¢t (7.5, 2.0) 228t (7.0, 1.5)
4 154 m 1.55m
5-8 1.20-1.60 m 120-160m
g 1.20—160m 142m
10 120150 3.58 m
1t 120—-160m 142m
12-13 120-1.60m 1.20-162m
14 137Tm 140 m
15 3.40 m 340m
16 3.83m 383m
17 1.63m, 1.97Tm 162m,197Tm
18 1.63m,197T 162m,1.97m
19 3.85m 3.85m
20 398 m 398 m
21 1.59m, 1.97m 1.62m, 197m
22 1558 m, 19 m 160 m, 1.80m
23 393 m 3.53 m
24 3.86 m 3.85m
25 142 m 14lm
26 l44m 1.20-1.62 m
27 1.47 m* 120-162m
28 380 m l42m
29 3.55 = 3.58 m
30 141 m? 142m
31-33 1.20~-1.60 m 1.20~162m
34 0.89 £ {7.0) 0.89t (7.00
35 6,99 ddd (2.0, 2.0, 2.0) 6.89 ddd (1.5, 1.5, 1 5)
35 5.00qq (7.0, 2.0) 5.00 gq (7.8, 1.5)
37 1.40d (7.0} 140d (7.00

¢ CDCls, 500 MHz (7 in Hz), ® Interchangeable assignments.

Tahle 2. C NMR Data of Purpursdiolin (1) end
Purpurenin (2¢

poeition 1 2
1 1739 1738
2 134.4 134.4
3 25.1 25.1
4 274 274
5-13 28.3-28.7 28.3~20.6
511 283-257 37.4%
10 28.3—-297 718
12-13 28.3--29.7 28.3—-29.6
14 33.2 33.8
15 T4.1 74.0
16 B2.3 £3.2
11 28.4 28,4
18 28.9 288
19 82.56 824
20 822 BZ.2
21 281 28.2
22 251 247
23 82.8 82.8
24 718 TLE
25 3256 324
26 223 2B.3-29.6
27 30.8% 28.3—-29.6
28 74.6° 87.3%
29 4.7 718
30 31.4% 3740
31 28.3—29.7 28.3-29.6
32 31.8 219
a3 225 2286
34 13.9 140
35 148.9 148.8
36 774 773
37 19.1 192

= CDCl, 125 M¥{e. 5 Interchangeable assignments withiz same
eolumn,
2.26 (H-3), and 1.40 (H-37) in the 'H NMR spectrum
{Table 1) and at 6 173.9 {C-1), 148.9 (C-35), 134.4 (C-
2), 77.4 (C-36), 25.1 (C-3), and 19,1 {C-37) in the 13C
NMR spectrum (Table 2). The absorptions for the
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Table 8. *H NMR Signals for the Protans of the Threo and
Erythro Diols,* 1 and 1b®

trans dramy
vﬂﬂlﬂm ez

37
a5
J l l w0
M
CHy St z 2;” S (CH’)"\‘@O
Q H OH Q
CHY CHy
methine protons acetopyl methyle
threo erythry thren erythro
diol 346(2H) 3.62, 3.58
acetonide 3.58(2H) 4.03,400 137 H) 143,133
1 3.59 (2 H)
1b 4.03,4.01 1.42, 1.33
2 CDClg, 500 MHz,
13 e 53 % s s e
H —] i [1}] at
CHy

H ' o
a5 a it Py

309 72 39070

Figure 1. Diagnostic EIMS fragment fons of 1a {shown as
muz values),

adjacent bis-THF q,z"-dihydroxylated portion appeared
at & 74.1 {C-15), 83.3 {C-16), 82.5 (C-19), 82.2 (C-20),
82.9 (C-23), and 71.6 (C-24) in the 5C NMR spectrum.
The signal attributeble to C-15 showed a cross-peak
with the signal at § 3.40 (H-15) in the HETCOR
spectrum. The remaining five carbon resonances cor-
related with two multiplets in the region at 5 3.81—3.96
(5H, H-16, H-19, B-20, H-23, and H-24).

The presence of a vicinal disl moiety in the moleculs
was ascertained by the resonances at dy 3.59 (m, 2H)
and d¢ 74.6 and 74.7 in the NMR spectra. Treatment
of compound 1 with acetone/HC} afforded the acetonide
derivative 1b, which confirmed chemically the presence
of the vicinal diol in 1. The 'H NMR data (Table 3) of
this derivative substantiated an erythro configuration
for the diol group. The appearance of the acetony!
methyl protons as two well-separated singlet peaks at
6 142 and 1.33 and the chemical shift values of the
oximethine signals at 8 4.03 (H-28) and 4.01 (H-28) were
consistent with this proposal.ls

The disposition of the diol moiety and the adjacent
big-THF unit along the aliphatic chain were determined
by analysis of the MS fragmentation pattern displayed
by the tetra-TMSi derivative 1a (Figure 1).12 Thug, the
intense fragment ion pesk at mfz 367 was consistent
with a cleavage at C-15/16; the fragment at mfz 507
(cleavage at C-23/24) placed the bis-THF rings with two
flanking hydroxyls groups at C-16 to C-24. Finally, the
bresence of fragments ions at mfz 173 and 753 located
the vicinal diol at C-28/29 rather than at C-31/32 as in
the case of bullatetrocin, 4

The threoftransfthreo/trans/erythro relstive stereo-
chemistry from C-15 to C-24 was assigned on the basis
of the chemical shift values observed for these nuclei
in the NMR spectra, whicth were very similar to those
previously described for bullatacin and related
compounds. 16-19



582 Journal of Naturel Products, 1938, Vol. 61, No. §

Chévez and Mata

Table 4, Partial 'l NMR Data of the (8)- and (R)-Mosher Esters of 1 and 2=

1

309

2
protons (S)-MTPA (R-MTPA Ads-r carbinol confign (S)-MTPA (R}-MTPA Ads—r carbinol configr.
3 2,250 2,238 +0 012 10R
4 1-532— 54 +57018
14 1.600 1.511 +6.089 1.63 1482 +0 131
18 3.922 3.821 +0.001 18R 3.976 3944 +0.032 1gR
17 1,976 1.982 -0.006 1,899 1971 -0.072
1.528 1559 ~0.081 1.600 1.616 —0.016
22 1,854 1.807 +0.047 1.824 1.798 -+0.026
1.616 1613 +0.003 1.664 1.606 +0.068
23 3,906 3.905 +0.001 248 3.944 3.930 +0 014 248
25 1.558 1.597 -0.041 1.632 1554 0,022
34 0.632 0.886 —0.034 298 0.832 0.864 —0.032 295
8 CDCl,, 500 Mz,
- w55 165 e grs T ses e ss o0 and C-24 due to the presence of fragment ions at m/z
H ;""*‘55“""“:2;"’_; . 455 and 595 {cleavages at C-15/16 and C-23/24, respec-
: e T o

loma o
7 ]

OTMS! ' e]
P T P e s

15;4‘.9-9 241 .'?.?33; .....,l..... 595.:?94-505.:?9-“5
* ot chearvid

Figure 2. Diagnostic REIMS fragment jons of 2a (shown as
iz values).

wsa? yry - ™EIG

The & configuration at C-36 was established by the
negative Cotton effect at 238 nm.41% The absolute
configuration of the stereogenic carbinol centers were
established using Mosher ester methodology.’® The
analysis of the Ady{S—R) data (Table 4) of the per-(S)-
and per-(R)-MTPA Mosher ester derivatives 1a and 1r
showed that the absolute stereochemistry of the chiral
centers at C-15 and C-24 was R and S, respectively. On
the other hand, the absolute configuration at C-29 was
established as S considering the negative difference in
chemical shift for the terminsl methyl group with
respect to the (S)- and (R)-Mosher ester derivatives.1?
Thereafter, the absolute configuration at C-28 was
determined as B because of the erythro configuration
of the vicinel diol at C-28/29,

Recently, & similar compound to purpurediolin (1),
namely rollitacin, was isolated from Rollinia mucosa. 2
However, the absolute stereochemistry for the stereo-
genic tarbinol centers was not deseribed. Thus, pur-
purediolin (1} and roflitacin could be the same com-
pound.

Purpurenin (2) was obtained as a pale yellow wax.
The melecular formula CarHesOg was also deduced by
HRFABMS. The NMR properties of compound 2 indi-
cated that its structure was very similar to those of
compound 1. Onee again, the existence of four hydroxy!
groups was revealed by the analysis of the FABMS data
and the formation of the tetra-TMSi derivative 2a. The
major differences observed between compounds 1 and
2 referred to the third and fourth hydroxyl groups slong
the aliphatic chain. According to an analysis of the
EIMS of the tetra-TMSi derivative 2a (Figure 2), these
two groups were at C-10 and C-29. The presence of
fragment ions at m/z 731 (cieavage between C-9/10), 297
(cleavage between C-10/11), and 173 (cleavage between
C-28/29) was in agreement with this proposal. On the
other hand, as in compound 1, the adjacent big-THF
a,o’-dihydroxylated moiety was located between C-15

tively).

The relative configuration of this system from C-15
to C-24 was deduced as threo/trans/threa/trans/erythre
by considering the similarity of the 'H and 13C NMR
data of 2 with those of 1 and other bullatacin-type
acetogenins.’®"® The absolute configuration of the
carbinol centers was also determined by analysis of the
'H NMR data of the per(S)- and per-(R)-Mosher ester
derivatives 28 and 2r. The negative value (Adg-g)
obtained for H-34 (Table 4} was consistent with an §
configuration at C-29. The absolute stereochemistry at
C-10 was agsigned as R because the difference values
for H-3 and H-4 were positive. In the case of C-15 and
C-24, the absolute sterecchemistries turned out to be
identical to those of compound 1. Finally, the configu-
ration at C-36 was determined to be S on the basis of
CD measurements.*1?

Acetogenins 1, 2, annoglaucin, and annonacin A were
significantly bicactive in the brine shrimp lethality test
and were also ¢ytotoxic to six human solid tumor cell
iines in a 7-day MTT test using adriamycin as the
positive control (Table 5), Purpurediolin (1) and an-
noglaucin showed high selectivity against HT-29 (hu.
man colon adenocarcinoma), Purpurenin {(2) was less
potent than 1 and annoglaucin. The level of activity
displayed by acetogenins 1 and 2 is comparable to that
previously described for similar compounds,1*

Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting point
determinations were perfermed on a Fisher-Johns ap-
paratus and are uncorrected. Optical rotations were
taken on a JASCCO DIP-360 polarimeter. UV spectra
were obtained on a Shimadzu 160 UV spectrometer in
MeOH solution. CD spectra were performed on a
JASCO 720 spectropolarimeter at 25 °C in MeOH
solution. IR spectra (film) were meeasured on 2 Perkin-
Ebmer 599 spectrometer, H NMR (500 MHz) and 2C
NMR (125 MHz) spectra (all in CDCl;) were obtained
on & Varian Unity Plus 500 spectrometer. The FABMS
data were recorded using a glycerol matrix an a JEQL
DX300 mass spectrometer. HRFABMS were obtained
in & JEOL JX102A mass spectrometer using an NBA
matrix. EIMS for TMSi derivatives was performed on
a JEOL JMS-AX505HA mass spectrometer. HPLC was
carried out with a Waters HPLC instrument equipped
with 2 Waters UV photodiode array detector (900) get
at 209—220 nm, using a silica gel column {19 mm i.d. x
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Taple 5. Brine Shrimp Lethality and Cytotoxicity Data for the Extract and Selected Compounds from A. purpures
tumaor cell line (Bl (eg/ml)]
campound BST® (zpfml) A-p4gt MCF-7¢ Hr292 A-498c PC-3/ PACA-2¥
extract 1.1 % 10 <1072 1.53 147 3.53 1.16 <10-2
1 7.0 x 1072 448107 916x 107t <1077 1.36 3.53 x 10! 1.44
2 2.9 x 1072 1.29 187 3.1 x 1077 125 107 198
annpglauein 2.2 x 107* 1.08 166 <10-7 101 3.56 x 101 145
annonacin A 4.6 x 1071 132 1.96 1.18 116 1.33 1.80
adrismyein 3.67 %107 212 x 167! 9.66 x 10~ 198 x 10~% 227 x 10-Z 145 x 10-2

@ Bring shrimp lethality test. ® Human lung carcinome. ¢ Human breast carcinoma, ¢ Human colon adenocarcinoma, © Human kidney

carcinoms. f Human prostate adenocarcinoma. f Human pancreatic

300 mm). Control of the equipment, data acquisition,
processing, and management of chromatographic infor-
mation were performed by the Millennium 2000 soft-
ware program {(Waters).

Plant Material. The seeds of A purpurea (Annon-
aceae) were collected In July 1994 in Catemaco, Ver-
acruz, Mexico. A voucher specimen of the plant (no.
CA94-1} is preserved in the Herbarium of the Instituto
de Ecologia (XAL), Xalapa, Veracruz.

Bioassays. Brine shrimp lethality test of the extract,
fractions and isclated compounds was performed ac-
cording to the standard procedure!® Cytotoxicity against
human solid tumors cells was measured in a 7-day MTT
assay at the Purdue Cell Culture Laboratory using
adriamyein ag a positive control.)?

Extraction and Isolation. The air-dried seeds of
A. purpures (4.9 kg) were pulverized in a Wiley 4 mill,
The pulverized seeds were extracted with CHClz-
MeOQH (1:1). The dried extract (1,500 g, brine shrimyp
lethality test LGy = 4.0 ug/m[) was partitioned hetween
hexane—MeOH (10% water). The methanolic fractien
(378 g, brine shrimp lethality test LCsy = 1.14 x 107!
#g/mL) wag subjected to open column chromatography
{1 kg of Kieselgel 60 Merck, 0.063 mm, 230 mesh ASTM)
and eluted with a gradient of inereasing polarity with
hexane/CHClyMeOH, Altogether, 89 fractions were
collected and then combined according to their TLC
patterns to yield 11 primary fractions (Fy—Fry). Bioac-
tivities in the brine shrimp lethality test showed six
active pools (Fy—Fg). HPLC purifieation of the active
fraction Fy (500 mg, brine shrimp lethality test LCp =
1.47 x 1072 ppm) en a normal-phase silica column (8.3
ml/min, hexane—i-PrOH—MeOH (85:7.5:7.5)] vielded 1
(22 mg), 2 (44 mg), and the known compounds an-
noglaucin, xylomatenin, and annonacin A (46, 30, and
10 mg, respectively). The retention times were 34.6,
50.0, 42.0, 31.5, and 33.0 min, respectively, HPLC
purification of the most active pool F; (400 mg, brine
shrimp lethality test LCs = 1.38 x 10~2 ppm) on a
normal-phase silica column {7.9 mL/min, hexsne-i~
PrOH—MeOQH, (90:5:5)] afforded the known compounds
bullatacin (20 mg), squamecin (70 mg), and motrilin
{110 mg); retention times: 44.0, 45.2, and £7.0 min,
respectively).

Purpurediolin (1): whitish wax; mp 35-39 °C; {alp
+20° (¢ 1.3 mg/mL, MeOH); UV (MeOH) ina: Qog ) 207
{2.89) nm; CD (MeOH) Ae (nm) —3.77 x 10% (238); IR »
max (flm) 3100—3650, 3023, 2928, 1761, 1641, 1428,
1215, 1028, 930 ¢cm™!; 1H and *C NMR (Tables 1 and
2); FABMS (glyceral) m/z [ME]* 639; HRFABMS (NBA)
mfz 639.4837 [MH]¥, caled for CarHes0g, 630.4835.

Purpurenin (2): pale yellow wax; mp 36—38 “C; [olp
+27 {c 1.0 mg/mL, MeOH); UV (MeQH) A.ax (log €} 208

carcinaa,

(4.09) nm; CD (MeOH) Ae {nm) —~2.66 x 103 (238); IR v
mayx (film} 3100-3700, 3021, 2940, 2859, 1751, 1642,
1428, 1215, 1074, 927 em~3; 'H and 13C NMR (Tables 1
and 2); FABMS (glycerol) m/z [MH]* 639: HRFABMS
(NBA) m/z 639.4837 [MH]*, caled for CerHesOs, 639.4835.

TMSi Derivatizations. Smail amounts (LG mg) of
compounds I and 2 were treated with 100 uL of Sigma-
Sil-A (trimethylchlorosilane-hexadimethylsilane—py-
ridine 1:3:9) and heated at 60 °C for 10 min to yield the
respective TMSi derivatives 1a and 2a, 1a: EIMS m/z
758 (17), 663 (10), 573 (5, 507 (11), 489 (5), 483 (5}, 437
(10), 417 (10}, 399 {10), 367 (80), 347 (6), 309 (2), 173
(33), 111 (14), 83 (25), 73 (100). 2a: EIMS m/k 765 (5),
731 (6), 675 (2), 841 (T), 595 (31), 585 (3), 551 (7, 505
(21, 495 (T), 455 (97), 461 (4), 415 (82), 365 (63), 331
(11), 287 (83), 275 (22), 241 (9), 173 (21), 151 (15), 111
(12), 107 (14), 83 (18), 73 (100),

Preparation of Acetonide Derivative 1b. To a
solution of 8 mg of 1 in 5 mL of 2cetone was added 1.5
#g of HCI (concentrated). The mixture was allowed to
react for 48 h and monitored by TLC until the reaction
was completed. The mixture was dried in vacuo to give
the acetonide derivative 1b (partial *H NMR spectrum
ghown in Table 3).

Preparation of Per-(S)- and Per-(R)-MTFA Ester
Derjvatives. To a solution 6f 1 or 2 {2 mg in 0.8 mL of
CDCl; in 2 NMR tube) were sequentially added pyri-
dine-ds, (20 pL), 4-{dimethylamine)pyridine (0.5 mg),
and (RH{—)-o-methoxy-a-{trifluaromethyl)phenylacetyl
chlcride (25 mg). The mixture was heated at 50 °C for
4 h under an N; atmosphere to give the (S)»-Mosher
esters 1s and 2s ('"H NMR data, Table 4). Treatment
of 1 (2 mg) or 2 (2 mg) with (S){+)a-methoxy-a-
{trifluoromethyliphenylacetyl chloride as desexibed above
yielded the (R)-Mosher esters Ir and 2r, respectively
(*H NMR data, Table 4).
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Purpuracenin, a novel cytotoxic acetogenin was isolated from the seeds of Arnona
purpurea. Cylotoxic activity against six human solid tumor cell Jines and the absolute
configuration are presented,
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Abstract

Purpuracenin, a4 novel cylotoxic acetogenin and annoglaucin, a known compound, were 1solated from the seeds of Amona
purpurea Their structures were eluciduied by a combination of chemical and spectral methods inciuding MS and NMR spectral
measurements. The absolute configurations of both compounds are presented. The new compound and annoglaucin exhibited
potent cyloloxic activity in vitro against six human solid tumor cell lines £ 1998 Elsevier Science Lid. All rights reserved.

Kevwards Annona purpurea. Annonaceae: Annonaceous acetogen:ns, Purpuracenin, Annoglaucin

1. Introduction

Annona  purpurea Moc. and Sessé ex Dunal
{Annonaceae) 1s a small tree up to 7 m high. The fruit
of this plant, commonly known as ‘ilama’ in Mexico,
is edible. The fruit is also used in folk medicine as a
remedy for fever and cold, Qur previous studies with
the seeds of this species yvielded the new bioactive tus-
tetrahydrofuran {THF) acetogenins, purpurediolin and
purpurenin and the known bis-THF acetogenins,
annoglaucin, bullatacin, squamocin (annonin [) and
motrilin (squamocin C) and the known mono-THF
acetogenins, xylomatenin and annonacin A (Chavez &
Mata, 1998). In this paper we describe the isolation,
structure elucidation, absolute stereochemistry and
cytotoxic activity of an additional novel compound,
namely purpuracenin (1). In addition, the absolute
stereochemistry for the known acetogenin annoglaucin
{2} (Etcheverry, Sahpaz, Fall, Laurens, & Cave, 1993)
is presented.

Parl 36 10 the series “Chemucal Studies on Mexican Plants Lised
ir Tradiional Medicine’. For part 35 see (Chavezr & Mata, 1998),
" Taken 1n part from the Ph.D} thesis of Daniel Chivez.
* Corresponding author. Tel: +52.5.622-5289; Fax: + 52-5-622.
5329; E-mail. rackeli@servidor.unam.mx.

0031-9422/98/819.00 T 1998 Elsevier Science Lid. All nights reserved
Pll S0631-9422(98)00553-6

2. Resulis and discussion

As previously reported (Chaver & Mata, 1998), the
seeds of A, purpureq obtained from Veracruz, Mexico,
were extracted with CHCL;-MeOH (1:1) and the
extract residue was subjected to solvent parution with
hexane and 10% H,0 in MeOH. The aqueous MeOH
residue exhibited a potent activity in the brine shrimp
lethality test (Meyer et al., 1982). This fraction was
further fractionated by open column chromatography
using Si gel with increasing solvent polarity to ymeld
eleven secondary fractions (F;-F,,) (Chivez & Mata,
1998). Repeated HPLC separation of the active frac-
tion Fy (brine shnimp lethality test LCsy = 1.47 x 1072
ug/mL) yielded the compound 1 and the known aceto-
genin 2.

Purpuracenin (1) was obtained as a vellow wax, Its
molecular formula was established as C;;HgeQs by
HRFABMS. The IR spectrum contained absorptions
for hydroxyl (3432 ¢cm ™'} and =,B-unsaturated lactone
{1755 cm~ '} functionalities. Sequential losses of four
molecules of H,G from the MH ™ in the FABMS
spectral analysis as well as the formauon of the tetra-
TMSi derivative 1a confirmed the presence of four hy-
droxyl groups.
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Table 1
'H NMR spectral data of purpuracenun (1) and annoglaucin (2)°

Table 2
IC NMR spectral dutz of purpuracenin (1) and annoglauem (2

Position Compound 1 Compound 2 Position Compound 1 Compound 2
3a 2.53 dddd (15.5, 3.5. 1.5, 1.5} 2.51 dddd (15.5. 3.5, 1.5. 1.5) 1 174.6 174.5
3t 240 dddd (15.5, 8.5, 1.5, 1.5} 2.40 dddd (§5.5. 8 5. 1.5, 1.5) 2 1312 13132
4 385m 3.84m 3 334 333
5 1.4 m 148 m 4 69.9 69.9
68 1.20-1 65 m 1.20-1.63 m 5 373 37.3
G 1t 140m .4t m &8 25.5-29.7 253-29.6
10 359 m 358 m 9 313 372
12-13  1.20-165m 1.20-163 m 0 7.7 1.7
14 146 m 140m ] 373 372
5 342 m 340m 12-13 25.5-29.7 253-296
1] 385m 385m 14 34.2 333
17 1.82m, 194 m 1.62m, 1.97 m 15 39 74.0
13 1.78m, 193 m 1.62m, 1.97 m 16 B1L% 832
19 390 m 393 m 17 287 289
20 386m 385m 18 219 28.9
2] 183m, 1.9¢m L60 m, 1.97m 12 Bi.t 82.2
n 176m, 1.9 m 1.80 m, 1.90m 20 80.9 824
23 if2m 3%4m 2t 24 283
28 387m 3.86m 22 237 245
25 141 m 1.41m 23 83.1 828
26~33  1L20-1.65m [L20-163m 24 7.9 T4
M 0881 (7.3 088:1(70) 25 318 324
35 7.18ddd (1, 5. 1.5. L.5) 720 add ¢4.5, 1.5, 1.5) 26-31 255-297 25.3-296
EL] 5.06 gq (7.0, 1.5) 5.06 qq (7.0 1.5) 32 ne 318
37 143 d (7.0) 1.43d{7.0y 33 L2227 226
34 14.1 14.0
*CDCl. 30D MHz. (J in Hz), 35 i51.8 1518
36 3.0 19
37 191 120

and R, respectively. The absolute stereochemistry at C-
10 was nrot solvable by spectral analysis of the (S} and
(R}-per-Mosher ester denvatives (I¢, 1d) of compound
1 Therefore, a translactomzation rezction was necess-
ary (He et al.,, 1996). Treatment of 1 with a weak base
(diethylamine) (Duret, Laurens, Hocquemiller, Cortez,
& Cavé, 1994) afforded the mixture of the C-2/C-4 cis
and frans translactonized isomers 1b. The tri-Mosher
esters of the translactonized mixture (e and 1f) indi-
cated the R comfiguration at C-10, because the differ-
ence values for H-4 were positive (Table 3).

-30
223 i 313 g 613 e 523- 0 432

H
‘
H

i

H

i

i

i

k23
CHjy
T™SIO

* NOT REGISTERED

243 wa-- 20

i 20342383 ..

.

*CDClh. 125 MHz2

The absolute configuration of C-36 was determined
according to the Hoye's method (Hoye, Hanson,
Hasenwinkel, Ramirez, & Zhuang. 1994). The Ads_z
values for H-35 and H-36 were —0.12 and —0.03 ppm,
respectively (Table 3), suggesting an unlike relative
configuration for C4/C-36. Since C-4 has the R con-
figuration, C-36 must possess the S configuration.
Compound 1 showed a negative Cotton effect at 237.5

5 y
w3850 295 900 205

0
o213 -?-I- 123
i CH;s

OTMSI  643a.] 0

635 w0725 4 00815 -t

eeee 52300 453 e 363 P73

50

> 683 B 593 P 503 20 413

Fig. |, Diagnosuc EIMS fTagment ions of 1a and 2a (shown as m/= values).

mentation pai:ern displayed by the tetra-TMSi deriva-
tive 1a {Fig. 1). The hydroxy} group was located at C-

and S5, respectively. Thus, the absolute stereochemistry
for C-16, C-i9, C-20 and C-23 was deduced as R, §. §
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Tabile 3

Partial '"H NMR spectral data of the Mosher esters of ¢, 4. le. L. 2¢. 24, 2e and 20

Compound 1 Coempound 2
Pratons {(5)1-MTPA  (R:-MTPA  Adg Absolute (SMTPA  (R:-MTPA  Ads_p Absolute
configursuion configuration
4 4.54 4.52 + 002 10k 4.55 4.53 + 0.02 19R
feand ) 437 4.35 + 002 4.39 4,37 -+ 0.02
14 1.67 1.50 = 0.17 1.60 1.4% =01
15 5.06 509 - ISR 503 502 - I5R
16 4,02 359 ~ 0,03 403 399 + 004
17a 1.86 1.89 ~{.03 1.9¢ 200 -010
176 17 178 -0.07 1.47 158 w1t
18a i.76 173 ~003 184 188 ~-0G04
I8b 1.67 76 -0.0% 167 i69 -002
19 .65 367 -002 380 383 =003
20 3.69 3.67 + .02 350 3.65 +015
21a 1.76 1.73 +003 1.86 1.84 + 0.02
21b 1.63 1.73 +0.05 1.67 1.62 + 005
224 1.88 1.78 +0.10 1.84 1.9 + 008
22b 179 1.67 “012 1.72 1.62 +9.10
3 389 3.90 =009 39 394 ~ 005
34 522 52 - M5 5.27 5.27 - 45
25 .67 1.69 -0.02 153 1.58 ~005
3 1.63 160 ~ 0.03 1.65 1.59 -~ 0.06
4 535 5.39 - 4R 533 5.37 - 4R
3a 2.55 2.59 ~004 254 23 -005
ib 2.6 2.67 -0.06 26] 267 -006
35 6.78 7.00 -012 515 6,98 =013
36 487 490 ~{.03 487 491 -004
37 1.24 127 - 0.03 127 1.29 -0021

nm m the CD spectrum, which provided further evi-
dence for the 36 S configuration (Zhao et al., 1993).
Annoglaucin {2) was previously isolated by Cave’s
research group from the roots of Annonu glauca, but
the absolute stereochemistry and biological evajuations
were not reported. The NMR properties {Tables 1 and
2) of the compound that we isolated were very close
with those described for annoglaucin (Etcheverry et
al,, 1995). The analysis of the EIMS of the tetra-TMS5i
derivative 2a {Fig. 1) confirmed the presence of the
bis-THF with two flanking hydroxyls from C-15 to C-
24 and the remaining hydroxyls at C-4 and C-10. The

Table 4

relative configuration of the adjacent bis-THF zx'-
dihydroxylated portion frem C-15 to C-24 was
deduced as threoftrans/threoftransierythro considering
the simitanty of the 'H and "*C data of 2 (Tables |
and 2) with those of the bullatacin-type of acetogenins
{Gu, Zeng, Schwedler, Wood, & McLaughlin, 1995,
Zeng et al, 1996).

The absolute configuration of the carbinel centers
was also determined by the analysis of the 'H NMR
data of the (5)- and (R)-per-Mosher ester dertvatives
2c and 2d. The Adgs_p values (Table 3) around the bis-
THF rings were very similar to those of the related

Brine shrimp lethality and cytotoxicity data for compounds 1 and 2 fromA. purpurea

BST* (ug/mL) Tumer eell line EEDyy (ug/mL)}
Compound A-549" MCF-7 HT-29* A-498° PC-3f PACA-2¥
1 30 43x 1073 > 10 > 10 <10-? <193 > 10
r 22x10°° 1.08 | 56 < 0~7 1.01 3.56x 107" 1.45
Adriamycin - 8.89x 10" 369x1077  BTIxl107?  835x10°?  s588x1077 113x 1072
Admamyen” - 367x 1077 212x107"  966x 107 i98x10-? 227x 1072 145% 10"

“Samples tested 1 the same cylotoxicity runs. Taken from Chavez and Mata, 1998.°Brine shnmp lethahty test "Human lung
carcinomaHuman  breast carcinoma®Human celon  adenocurcinoma “Human  kidney  carenoma ‘Human

prostate
adenocareinoma.*Human pancreatic carcinome.
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protons of bullatacin (Rieser et al, 1992). Thus, the
absolure stereochemisiries for C-15 and C-24 were R
and S, respectively. The positive difference for H-5 and
the negative difference values for H-3, H-35, H-36 and
H-37 wndicated the R stereochemistry for C-4. As m
the case of compound 1, the absolute configuration at
C-10 was determuned on basis of the analysis of the
tri-Mosher ester derivatives of the mixture C-2/C-4
rrans and cis translactonized 1somers (2e and 2f). The
Ads_r showed posiive differences {0.02 and 0.02 ppm)
for H-4: this result 1s according to an R configuration
at C-10 (He et al.. 1996). Finally, the configuration at
C-36 was determined to be S by the Hoyes Mosher
ester method {Hoye et al., 1994) and by CD measure-
ments (Zhao et al., 1595}

Purpuracemin (1) represents the first annonaceous
acetogemn with four hydroxyl groups possessing the
stergochemistry of rolliniastatin 1 (threofcisfthreojcis/
ervihro) around the adjacent bis-THF unit with twao
fanking hydroxyls. The acetogenins 1 and 2 were sig-
mificantly bioactive tn the brine shnmp lethality test
and were also cylotoxic to si1x human sohd tumor cell
Lines m a 7F-day MTT test using adnamycn as the
positive contro} (Table 4). The stereochemistry around
the adjacent bis-THF makes a notable difference in the
cytoloxie activity of compounds 1 and 2. Purpuracenin
(1) with a threojcis/threofcisferythro  configuration
showed selectivity against A-549, A-498 and PC-3. On
the other hand. annoglauan (2) with threoftransfthreo/
transjervthro configuration displayed selectivity against
HT-29.

3. Experimental
3.1. General

Mp determunations were performed on a Fisher—
Johns apparatus and are uncorrected. Optical rotations
were taken on a JASCO DIP-380 polarimeter. UV
spectra were cbtamed on a Shimadzu 160 UV spec-
trometer in MeOH solution. CD spectra were per-
formed on a JASCO 720 spectropolarimeter at 253°C in
MeQOH solution IR spectra (fim) were measured on a
Perkin Elmer 399 spectrometer. 'H NMR (500 MHz)
and *C NMR (125 MHz) spectra (all in CDCl;) were
obtamned on a Varian Unity Plus 500 spectrometer.
FABMS data were recorded using a glycerol matrix on
a JEOL DX300 mass spectrometer, HRFABMS
(NBA) were obtainec in a JEOL JX102A mass spec-
trometer using a NBA matrix. The EIMS for TMSi
derivatives was performed on a JEOL JMS-AX505HA
mass spectrometer. HPLC was carried out with 2
Waters HPLC instrument equipped with Waters UV
photediode array detector {900) set at 209-220 nm,
using a silica gel column (19 mm D x300 mm).

Control of the equipment, data acquisition, processing
and management of chromatographic information
were performed by the mullennium 2000 software pro-
gram (Waters).

3.2, Plant material

The seeds of A. purpurea were collected in July,
1994 in Catemaco, Veracruz, Mexico. A voucher speci-
men of the plant (CA94-1) is preserved in the
Herbarium of the Insttuto de Ecologia ({XAL),
Xalapa, Veracruz.

3.3, Bioassays

Brine shrimp lethality test of the extract. fraction
and solated compounds was performed as described
{Meyer et al., 1982). Cytotoxicity against human solid
tumors cells was measured in a 7-day MTT assay at
the Purdue Cell Culture Laboratery using adnamycin
as a positive control {He et al., 1996).

3.4, Extraction and isolation

The air-dried and ground seeds of A. purpureq (4.9
kg) were extracted and treated as previously described
to yield 11 secondary chromatographic {ractions (F;-
F.) (Chivez & Mata, 1998). HPLC purification of the
active fraction F» (500 mg, brine shrimp lethality test
LCsp= 147 x 1077 pg/mL) on a normal phase silica
column 8.3 mL/min, hexane—-PrOH-MeOH
{85:7.5:7.5)] afforded compounds 1 and 2 (retention
times 37.2 and 42.0 min, respectively).

3.5. Purpuracenin (1)

Pale yellow wax (10.4 mg); mp 42-44°C, [z]p +26°
(c 1.0 mg/mL, MeOH); UV (MeOH) 1, (log e} 207
(4.32), CD (MeOH) Ac¢ (nm): —1.06 x 10> (237.5); IR
Ve (Alm) 3100-3650, 3023, 2929, 1755, 1642, 1429,
1215, 1028, 930 em™"; 'H and *C NMR (Tables )
and 2); FABMS (giycerol) mjz [MH]™ 639,
HRFABMS (NBA) m/ 639.4837 [MH] ", caled for
C37Hes Oy, 639.4835.

3.5. Annoglaucin (2)

Pale yellow wax (46 mg); mp 38-59°C; fx]lp +31 (¢
1.0 mgmL, MeOH), CD (MeOH) Ae (nm)
—2.14 x 10 (238); 'H and 13C NMR (Tabies 1 and 2);
FABMS (elycerol) mjz [MH]* 639; HRFABMS
(NBA) mj= 639.4836 [MH]™, caled for C37HesOns
639.4835. For UV and IR data see Etcheverry et al.,
1995.
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37 T ST derivatizations

A small amount (1.0 mg) of compounds 1 and 2
were treated with 100 pL of Sigma-Sil-A (trimethyl-
chlorosilane-hexadimethyl silane—pyridine 1:3-9) and
heated at 60°C for 10 min to yield the respective TMS)
derivatives 1a and 2a. la; EIMS m/z (rel. int.): 725 (3),
683, (10), 643 (3), 635 {(2), 613 (4}, 593 (9), 543 (49),
523 (9), 503 (9), 453 (27), 433 (5}, 413 (7), 385 (54),
383 (14). 363 (1), 313 (19), 293 (i1), 295 (13), 273
(11), 243 (100), 223 (11), 213 (29), 205 (9). 123 (i4).
2a. EIMS m/= (rel. int.): 725 (11), 683, (38), 643 {6),
635 (7), 613 (11), 593 (32), 543 (100}, 523 (17), 503
{22), 453 (45), 433 (B), 413 (%), 385 (43), 383 (10), 363
{9), 313 (7), 293 (5). 295 (5), 273 (4), 243 (25), 223 (3),
213 (1), 205 (3), 123 (3).

3.8. Preparation of the transiactonized mixtures 1b and
2b

3 mg of 1 was treated with 10% dicthylamine (0.3
ml) in MeQOH/H,0O (95/5) (2.7 mL} at room tempera-
ture for 24 h; the solution was dried under vacuum to
give the mixture 1b (3 mg). 'H NMR (CDCl;. 500
MHz) é 4.55 (m. H-4,,,,,) 440 (m, H-4.,,), 3.9 (2 H,
m, H-20, H-23), 3.86 (3 H. m, H-16, H-20, H-24), 3.60
(m. H-10}, 3.42 (m. H-15), 3.02-3.08 (2 H, m, H-35,,
H-2), 2.60-2.70 (m H-35,}. 2.20 (3H, s, CH;-37), 0.88
(3H, ¢, J = 7.0, CH;-34). Treatment of 5 mg of 2 as
described above yielded 5 mg of the mixture 2b, 'H
NMR (CDCl,, 500 MHz) 6 4.55 (m, H-4,,,,,,) 4.40 {3,
H-4.,). 3.93 (2 H, m, H-19, H-23), 3.86 (3 H, m, H-16,
H-20, H-24), 3.59 {m, H-10), 3.42 (m, H-15), 3.02-3.08
(2 H, m, H-35,, H-2), 2.58-2.70 (m H-35,), 2.20 (3H,
s, CH;-37), 0.88 (3H. t, J = 7.0, CH,-34).

3.9. Preparation of per-{S)- and per-(R)-MTFPA ester
derivatives

To a solution of 1, 1b, 2 or 2b (1.5 mg in 0.5 ml of
CDCl; in a NMR 1ube) were sequentially added pyri-
dine-ds, (100 pL), 4-(dimethylamine) pyridine (0.5 mg)
and {R)-(—)x-methoxy-a-(trifiuoromethyl) phenylacetyl
chloride (25 mg). The mixture was heated at 50°C for
4 h under nitrogen atmosphere to give the S-Mosher
esters 1c, le, 2c and 2e ('H NMR data, Table 3).
Treatment of 1, 1b, 2 or 2b (1.5 mg) with (S»{+)x-
methoxy-u-(triffuoromethyl)phenylacetyl chioride as
described above yielded the R-Mosher esters id, 1f, 2d
and 2f, respectively (‘H NMR data, Table 3).

4, Unlinked Keferences

Saez et al,, 1993
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ANEXO 1V

Determinacidn del potencial insecticida de la jimenezina (103).

Durante la fase final del presente frabajo, se presentd la oportunidad de determinar
el potencial insecticida de la jimenezina (103). Como insecto de prueba se utilizé
Sitophilus oryzae (gorgojo del arroz) (Yie ef al, 1996), encontrandose que el
producto inhibe de manera significativa (39.18 % x 0.146 con respecto al control) la

ingesta de la dieta tratada con jimenezina (103) a la concentracion de 0.5 %.

El ensayo bildgico lo realizd la Bidloga Maria del Carmen Ramirez Ahumada, en el
laboratorio del Dr. John T. Arnason, en el Departamentio de Bioclogia de la

Universidad de Ottawa, Canada.

g Yie, Y.S., Bodnaryk, R.P. y Fields, P.G. {(1998). A rapid and simple tlour-disk
bioassay for testing substances active against stored-products insects. The
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