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RESUMEN

De la resina obtenida en e] proceso industrial en el aislamiento del hule natural del Parthenium
argentarum, se aislaron los triterpenos argentatinas A, B y D. Asi como dos nuevos triterpenos que
resultaron ser el /6f-hidroxi-24 ( R ), 25-cetal-98, 19-cicloartan-3-ona (7) y su epimero /6-hidroxi-24
(S). 25-cetal-98, 19-cicloartan-3-ona (8).

Las estructuras de estos compuestos se elucidadaron mediante anélisis espectroscépicos, las cuales

fueron confirmadas por estudios cristalograficos de rayos X.

La actividad antiinflamatoria de las argentatinas A, B y D evaluada en el modelo de la oreja de ratén a
concentraciones 0.05, 0.1, 0.5 y 1.0 mgloreja usando como agente inflamatoric ¢! acetato de
tetrahidroforbol (TPA), fue de 84.2%, 85.6% y 69.1% respectivamente. Presentando una relacion lineal
dosis efecto.

Tomando en cuenta estos resultados y para realizar un estudio de estructura actividad se prepararon 8
derivados de la argentatina A y ¢ de la argentatina B. Los datos espectroscépicos de cada compuesto
confirmaron las transformaciones en fodos los casos.

La evaluacién de la actividad antiinflamatoria de estos derivados, demostrd tener una relacién lineal
dosis-efecto. En relacion a la argentatina A ninguno de sus derivados resulto mas activo que la propia
argentatina A. Por otro lado entre los derivados de la argentatina B, los mas activos fueron el éster
metilico del dcido-3, 16-dioxo-25-nor-9f, 19-cicloartan-24-oico (22) y la lactama de la argentatina B
(17).

Estos resultados demuestran que tanto la funcionalidad como el esqueleto hidrocarbonado son

importantes para la actividad antiinflamatoria.



INTRODUCCION

A pesar de que a lo largo de los quinientos afios en que el mundo tiene noticias de la naturaleza
maravillosa de América y de México en particular, quizé lo que mas ha Hlamado la atencidn de propios y
extrafios han sido su {lora y fauna.

Especificamente 1a flora mexicana destaca por su biodiversidad. En donde se encuentran especies dtiles a
la humanidad ya sea remedios medicinales 0 como alimento. También existen plantas de gran belleza o

particularmente raras.

En cuanto a estudios sistematicos tanto desde el punto de vista farmacoldgico como quimico el
porcentaje es relativamente bajo.

Por otro lado ¢! interés cientifico por el estudio de las plantas como fuente de principios bioactivos se ha
visto incrementando en los Gltimos afios, razon por la cual s mas frecuente la incorporacidn del esquema
interdisciplinario en los programas de investigacion sobre la flora, particularmente aquellas llamadas

plantas medicinales.

Es en este contexto que nuestro grupo inicia un estudio sistemdatico de la resina del guayule con el
objetivo de aislar, caracterizar y realizar evaluaciones bioldgicas de las diferentes sustancias
provenientes de la resina. Asi como el de efectuar algunas transformaciones de las sustancias

biologicamente activas con el fin de realizar posteriores estudios de estructura-actividad.



1. ANTECEDENTES

El Partenium argentatum (Asteraceae), es un arbusto nativo de la region semiarida del Norte del pafs y

Sur de los Estados Unidos (figura 1), llamada comtinmente guayule.

PARTHENIUM ARGENTATUM GRAY

30+ TEXAS

25

20+

Figura 1. Distribucién geografica de Parthenium argentatum.|



Debido a su importancia economica, ¢l guayule es una de¢ las plantas productoras de latex mas
estudiadas, cuya explotacion se inicid desde principios de siglo. Sin embargo en los afios 1910, 1929 y
1944 se observa un inusitado incremento en la explotacion de este arbusto; comportamiento que se
explica facilmente al relacionar este fendémeno con las circunstancias historicas de estos afios. Asi en
1910, se impulsa en los Estados Unidos la produccién masiva del automévil y por consiguiente se
requiere mayor cantidad de hule natural; por otro lado, en 1929 se presenta una fuerte recesién mundial,
economicamente es mas adecuado ¢l pago de peones mexicanos que a sus similares en el vecino pais, y
por dltimo, en 1944 los Estados Unidos estan inmersos en una segunda guerra mundial, situacién que los
obliga a usar la mayor cantidad de recursos naturales como lo es el hulel, en este sentido debe indicarse
que el drbol mas importante como proveedor de este producto tanto en calidad como en cantidad es
denominado como Hevea brasilensis, sin embargo, debido a las caracteristicas de la planta, condiciones
climatologicas para su reproduccion y las dificultades para su explotacion se abandoné su produccion a
partir de arboles silvestres y cultivados, recurriendo a la explotacién de plantas de hule originarias de las

zonas semiaridas del norte de México conocida como “guayule .2

Por otra parte el advenimiento de los polimeros sintéticos, desplaza poco a poco el uso industrial del hule
natural, de tal forma que la ultima planta fratadora de guayule en nuestro pais cierra sus actividades en
1955. Y no es hasta 1977 que bajo el patrocinio de investigadores mexicanos y norteamericanos, se
realiza en Saltillo Coahuila una conferencia mundial, con ¢l fin de impulsar el uso del hule natural en
areas especificas como es la produccién de algunos componentes automotrices y en la industria
aeronautica, ya que sus propiedades de tension y durabilidad entre otras lo hacen una mejor opcion que
fos polimeros sintéticos.3

En esta reunioén por primera vez se menciona la posibilidad de explotar el residuo que se produce al

extraer ¢l hule de la planta. Una de las razones que se expusieron para proponer este estudio, es la gran



cantidad de residuo obtenido en el proceso, ya que por cada kilogramo de hule natural se obtiene la
misma cantidad de residuo.

El primer paso para su eventual explotacion, era conocer la constitucién de este residuo, al cual
generalmente se le llama resina.

Por aquellas fechas se conocia, gracias a investigaciones realizadas por cientificos mexicanos, que el
guayule contiene las llamadas guayulinas que son de naturaleza sesquiterpémica, asl como las
argentatinas A (1), B (3), C (5} y D (6) que son triterpenos con esqueleto de cicloartano, acompafiadas
con las isoargentatinas A (2) y B (4) las cuales poseen un esqueleto de lanostano.

Inicialmente se explico la presencia de estos dos tipos de friterpenos como la isomerizacion de las
argentatinas a isoargentatinas por procesos de aislamiento y aiin més, se postulaba que mediante métodos
quimicos oxidativos se lograba tal 1somerizacién. Sin embargo nuestros estudios revelan que no existen

procesos de isomerizacion en las condiciones publicadas para tal cambio. 2




Por otro lado, se conoce que la resina contiene 27%%35 de compuestos triterpénicos, porcentaje similar al
encontrado en el extracto de guayule sin extraer el hule (extracto natural), comportamiento que es
totalmente diferente al presentado por las sustancias sesquiterpénicas, ya que si es cierto que en ¢l
extracto natural su concentracidn es relativamente alta, por otro lado su presencia en la resina es nula.
Hallazgo que claramente indica la mayor estabilidad de los triterpenos al proceso industrial al que se

somete el guayule.



1.1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los triterpenos son compuestos de &mplia ocurrencia® y diversidad estructural cuya actividad
farmacologica se ha evaluado en diferentes modelos experimentales tanto in vitro como in vivo?, con el
fin de establecer su accién y promover la investigacién de nuevos compuestos activos; existen varios
estudios publicados que mencionan su actividad como inhibidores del crecimiento celular en tumoress,
por la peroxidacion de lipidos y como antiinflamatorios?; varios trabajos publicados hacen referencia a la
actividad antiinflamatoria de varios compuestos triterpénicos o derivados de ellos, por ejemplo dentro
del grupo del lupano (lupeol), oleanano (B-amirina, erithrodiol, hederangenina, acido oleanolico, y acido
a y B-glicirretinico) y ursano (a-amiﬁna, uvaol, y dcido tormentinico)10, entre otros como el faradiol y
taraxasterol. !

Investigaciones realizadas anteriormente,# demuestran que los compuestos tritérpenicos sintetizados por
¢l P. argentatum, denomindos argentatinas, son los compuestos méds abundantes y estables encontrados
en la resina; su posible utilidad farmacologica no ha sido muy explorada.

La mayoria de los trabajos publicados hasta la fecha describen el aislamiento y caracterizacién de
compuestos de naturaleza terpenoide y desde el punto de vista biolégico se han llevado a cabo
investigaciones dermatoldgicas de la resina del guayule,iZ asi como la evaiuacidn sobre
microorganismos como la Candida albicans, Candide stillaitoidea, Torulopsis glabrata, Klepsiella
pneumoniae y Pseudomona aeroginosa.!3 También se ha investigado el efecto de las argentatinas en los
receptores hormonales en tumores de mama estrogeno dependientes. [4

Asi mismo, se conocen comercialmente un gran namero de productos farmacéuticos cuyo principio
activo es un derivado esteroidal que presenta en su estructura un sistema heterociclico.!3 Por otro lado,

también se ha comercializado la carbenoxolona, un acido triterpénico utilizado para el tratamiento de



tilceras gastricas. 16 Recientemente se publicéd la sintesis de derivados de argentatina B que presentan

similitudes estructurales con Ia carbenoxolona y otros compuestos exiraidos de productos naturales. 7

El objetivo primordial del presente trabajo es efectuar la modificacién estructural de las argentatinas

A y B para Ia obtencion de compuestos heterociclicos, llevando a cabo la evaluacién de su actividad

biolégica como agentes antiinflamatorios. Para lo cual, fue necesario plantear los siguientes objetivos

particulares:

1} Aislar los compuestos bioactivos presentes en la resina de! Guayule.

2) Caracterizar mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos los compuestos aislados.

3) Realizar a transformacion quimica de las Argentatinas con el objeto de obtener los derivados que se
mencionan a continuacion:

Derivados de la argentatina B: 25-Acetato de argentatina B, 2(w)-bromo-argentatina B, oxima de
argetatina B, lactama de argentatina B, lactona de argetatina B, éster metilico del 4cido-3,16-dioxo-
25-nor-9B, 19-cicloartan-24-oico.

Derivados de la argentatina A: /6, 25-diacetato de la argentatina A, 2(e)-bromo-argetntatina A, oxima
de argetatina A. lactama de argetatina A, 16-dioxo argentatina A, lactona-3,16-dioxo-98 19-
cicloartan-20, 24-olida A, 3B-hidroxi-argentatina A, dcido-3,16- dioxo-17, 20-en-98 19-cicloartan-
24-oico.

4) Evaluar la actividad antiinflamatoria de dichos derivados en el modelo del edema inducido por TPA.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIA PRIMA.

La resina es el producto de desecho obtenido durante la extraccion a nivel industrial del hule contenido
en el Partenium argentatum Greggi, este material fue donado por la empresa Complejo Agro-Industrial

CONASA ubicada en Saltillo, Coahuila,

2.2. APARATOS Y MATERIAL UTILIZADO.

Los puntos de fusidon fueron determinados en un aparato Fisher-Jones y no estén corregidos.

Los espectros de Infrarrojo fueron determinados en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 2838,

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN IH y 13C) y DEPT fueron obtenidos en un
espectrofotometro Varian Gemini VRX a 200MHz y 300MHz para 8H y 75.5 MHz para 3C en CDCl3,
DMSO a 25°C.

Los desplazamientos (8) para 1H y 13C estan expresados en ppm relativas al Tetrametilsilano TMS
referencia mterna {§=0.00 ppm en ambos casos).

La multiplicidad de las sefiales se expresa: s (singulete), d (doblete), t (tripiete), dd (doble de dobles), m
(multiplete).

Los espectros de masas (EM) se determinaron en un espectrometro Hewlett Packard 5985B GC/MS
System y se utilizo la técnica de ionizacidn por impacto electrénico a 70 ev.

Los experimentos de difraccién de Rayos X (RX) fueron realizados en un Difractémetro Siemens R3m/v
utilizando una radiaci6n tipo Cuko (A=1.54178 A) y monocromador de grafito.

En las cromatografias en columna se utilizd como fase estacionaria arcilla bentonitica y Silica gel 60 V
lerk 60-CFps54.Para cromatografia en capa fina se utilizaron cromatofolios Alugram Sil G/UV2s54,

usando como revelador una solucion de sulfato cérico al 1% en 4cido sulfiirico [HpSO4] 2N y Tuz UV,



2.3. METODO DE EXTRACCION Y PURIFICACION DE LOS TRITERPENOS

2.3.1. Aislamiento de las argentatinas A, BY D,
La resina [355.5 g] fue eluida a través de una columna con arcilla bentonitica con hexano (Hex), acetato
de etilo (AcOEt) y metanol (MEOH)} a temperatura ambiente y 1os extractos correspondientes fueron
concentrados a presién reducida.
El extracto de AcOEt se €luyé a través de una columna abierta utilizando como fase estacionaria Gel de
Silice y como fase moévil una solucién de Hex:AcOEt de polaridad creciente. De las fracciones eluidas
con una mezela 9:1 de Hex:AcOEt se obtuvieron 12.4427g de argentatina B (3), Ia cual fue identificada
por sus datos espectroscdpicos y fisicos, asi como por comparacion con una muestra auténtica,4.t8
De las fracciones eluidas con una mezcla 3:1 se obtuvieron 0.1387g de un producto cristalino
identificado como argentatina D (6).19
Por otra parte, de las fracciones eluidas con una mezcla 2:1 Hex:AcOEt se obtuvieron 0.4853g de
argentatina A (1), 4.1183g de una mezcla de argentatina A (1) e isoargentatina A (2), esta ultima aislada

de Partenium incanum y descrita como incalina, 20



2.3.2. Aislamiento de 16p-hidroxi-24-(R ), 25-cetal-9f3, 19-cicloartan-3-ona (7) y 16p-

hidroxi-24-(S ), 25-cetal-9p, 19-cicloartan-3-ona (8).

Al efectuar la purificacion de argentatina B (3) se obtuvo un residuo de 926.8mg de una mezcla de
productos con un rf 0.5, muy similar al de 3, que fueron separados por cromatografia en columna abierta
y eluida con una fase mdvil Hex:AcOEt (9:1), obteniéndose un 51.6% del compuesto identificado como
168-hidroxi-24-(R ).25-cetal-9f3, 19-cicloartan-3-ona (1) y 48.35% 160-hidroxi-24-(S ),25-cetal-95,19-
ciclolanostan-3-ona (8).

El compuesto 7, [6f-hidroxi-24-(R ),25-cetal-9f,19-cicloartan-3-ona es un sélido cristalino con formula
molecular C33H5404. que presenta un punto de fusion de 176°C y rf de 0.5 en Hex: AcOEt (3:1).
[@]25p= 30 (C.1, CHCl3).

IR (CHCI3) v max: 3500.6 em-1(-OH); 1701.1 em-! (C=0 de cetona); 1118.9 cm-1 (C-0).

E.M. m/z (%): 514 (M, 23.07); 499 (M-15, 84.6); 456 (M-58, 28.2); 438 (M-76, 100).

RMN !H (200 MHz) ppm: 0.58 (d, J=4.25 Hz, H-19), 0.81 (d, J=4.18 Hz, H-19"), 0.90 (s, 3H, CH»),
0.96 (d. 3H, J=6.4 Hz, H-21),1.05(s, 31 CH3), 1.10 (s, 3H, CH3), 1.12 (s, 3H, H CH3), 1.20 (s, 3H, H
CH3), 1.27 (s, 3H, H CH3), 1.34 (s, 3H, H CH3), 1 41(s, 3H, H CH3), 2.54 (OH-16, 1H)}, 2.71 (ddd, 1H,
J=6.5, 14, 13 Hz, H-2[), 3.86 (dd, 1H, J=6,15.5 Hz, H-24), 4.46 ddd, 1H, J=7.5, 11, Hz, H-16).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 32.3 (C-1), 37.4 (C-2), 216.5 (C-3), 50.2 (C-4), 48.4 (C-5), 21.4 (C-6), 25.9
(C-7), 47.9 (C-8), 20.9 (C-9), 26.4 (C-10), 26.4(C-11}, 32.6 (C-12), 46.5 (C-13), 47.0 (C-14), 45.3 (C-
15), 72.4 (C-16), 56.8 (C-17), 17.2 (C-18), 29.8 (C-19), 28.6 (C-20), 26.1 (C-21), 33.3 (C-22), 21.4 (C-
23), 81.3 (C-24), 80.2 (C-25), 26.1 (C-20), 23.2 (C-27), 18.9 (C-28), 22,1 (C-29), 20.8 (C-30), 106.7

(31).27.2(32), 26.8 (33).



Difraccion de rayos X: Tamaidio 0.32 x 0.20 x 0.06 (mm), ortorrombico con dimensiones de celda unitaria
de: a=7.580(2)A; b=11.550(2)A; ¢=34.570(7A: Volumen 3026.6(15)A3, densidad calculada

1.130Mg/m3, coeficiente de absorcion 0.557 mm-1.

Asi mismo ¢l compuesto /63-hidroxi-24-(S ),25-cetal-96,19-cicloartan-3-ona (8) es un sdlido cristalino
con formula molecular C33H5404, con punto de fusién de 168-170°C y rf de 0.46 en Hex: AcOEt (3:1).
[]25p= 28 (C.1, CHCl3).

IR(CHC13) v méx: 3492.9 cm- | (-OH); 1699.2 em-! (C=0 de cetona); 1114.8 em-1 (C-0).

EM. m/z (%): 514 (M 2.5). 499 (M-15, 85.7); 456 (M-58, 29.4);438 (M-76,100).

RMN H (200 MHz) ppm: 0.58 (d, J=4.25 Hz, H-19), 0.88 (d, J=4.18 Hz, H-19"), 0.92 (s, 3H, CH3),
0.96 (d, 3H, J=6.43 Hz, H-21), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.09 (s, 6H, 2CH3), 1.18 (s, 3H, CH3), 1.24 (s, 3H,
CH3), 1.32 (s, 3H, CH1 ), 1.4 (s, 3H, CH3), 2.54 (OH-16, 1H), 2.705 (ddd,1H, J=6.52,14, 13 Hz, H-2[3),
3.69 (dd,1H, J=3.83, 9.3 Hz, H-24), 4.43 (ddd, 1H, J=7.5 Hz, H-16).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.3 (C-1), 37.4 (C-2), 216.5 (C-3), 50.2 (C-4), 47.9 (C-5), 21.4 (C-6), 25.9
(C-7), 48.4 (C-8), 20.9 (C-9), 26.4 (C-10), 26.4 (C-11), 32.5 (C-12), 45.3 (C-13), 45.3 (C-14), 47.5 (C-
15), 72.5 (C-16), 56.7 (C-17), 18.2 (C-18), 29.8 (C-19), 28.5 (C-20), 26.1 (C-21), 33.6 (C-22), 47.7 (C-
23), 84.6 (C-24), 80.2 (C-25), 22.1 (C-20), 23.04 (C-27), 19.0 (C-28), 20.1 (C-29), 20.8 (C-30), 106.6 (C-
31), 26.8 (C-32), 31.05 (C-33).

Difraccidn de rayos X: Tamarfio 0.5 x 0.24 x 0.06 (mm), moclinico con dimensiones de celda unitaria de:
a=8.710{D)A: b=11.482(2)A; c=15.366(7)A; B=104.83(3)°, Volumen 1519.7(8)A3, densidad calculada

1.125Mg/m3, coeficiente de absoreién 0.555 mm-1.



24. OBTENCION DE DERIVADOS DE LA ARGENTATINA A Y

ARGENTATINA B.

2.4.1. Obtencion del 25-Acetato de Argentatina B (10) y 16, 25-diacetato de

argentatina A (11).

A una mezcla de argentatina B (3) [S00 mg] y acetato de sodio anhidro [139.23 mg] se adicionaron 5 ml
de anhidrido acético. mezcla que fue colocada a reflujo durante 36 hr, posteriormente la mezcla de
reaccion se vertio sobre 50g de hielo y se agitd durante ! hr. A continuacién se extrajo con acetato de
etlo (3 X 10 ml). La fase organica fue secada con sulfato de sodio anhidro y concentrada a presién
reducida obteniéndose una mezcla de dos productos, los cuales fueron separados por cromatografia en
columna con una mezcla de Hex: AcOEt de polaridad creciente.

El producto de mayor polaridad fue identificado como argentatina B (3) y el de menor polaridad como
25-acetato de argentatina B (10), con punto de fusién de 163-164°C, cuya espectroscopia se detalla a
continuacidn.

IR (CHCI3) v max. (cm-1): 1726 (RCOOR), 1700 (RCOR).

E.M. m/z(%); 498M+ (1.5); M-58 (440; 5.76), M-59 (439; 28.8), M-60 (438; 83.46); 397 (100); 143
(3.0); 85 (32.30).

RMN H (200 MHz) 8 ppm: 0.792 (d, I=4.2 Hz, 1H, H-19), 0.93 (d, I=4.2 Hz,1H, H-19"), 0.863 (s, 3H,
CH3), 0.915 (d, 3H, CH3), 1.024 (s, 3H, CH3), 1.075 (s, 3H, CHz3), 1.14 (s, 3H, CH3), 1.36 (s, 3H, CH3),
1.41 (s, 3H, CH3) 1.93 (s,3H, CH3-COOR-), 2.68 (td, J=7.2 Hz, 2H, H-2), 3.80 (dd, J=12.3 ,1.8 Hz, 1H,
H-24),4.59 (c. J=7.8 Hz, 1H, H-16).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.37 (C-1), 37.43 (C-2), 216.46 (C-3), 50.19 (C-4), 47.31 (C-5), 21.33 (C-

06), 25.95 (C-7), 48.40 (C-8), 21.3 (C-9), 26.19 (C-10), 26.24 (C-11), 32.68 (C-12), 45.3 (C-13) 47.8 (C-
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14), 44.82 (C-15), 74.42 (C-16), 57.21 (C-17), 18.78 (C-18), 29.65 (C-19), 28.98 (C-20), 25.27 (C-21),
35.27 (C-22),22.34 (C-23), 80.17 (C-24), 76.57 (C-25), 22.50 (C-26), 22.15 (C-27), 19.51 (C-28), 20.75
(C-29), 21.06 (C-30), 170.23 (COO- CH3), 21.38 (COO- CH3).

La argentatina A (1) fue tratada de la misma manera para obtener un compuesto cristalino con punto de
fusion de 200-204°C identificada como 16,25-diacetato de argentatina A (11)13, y que presentd los
sigunientes datos espectroscopicos:

IR (CHCI3) v max. (cm-1): 1727.1(RCOOR), 1700.1 (RCOR).

E.M. m/z (%): 556 (M, ); M-60 (496;37.0); M-59 (3.08); M-58 (498;1.5); 185 (58.68);143 (33.97); 125
(100); 85 (10.03); 59 (3.08); 58 (0.77); 43 (44.01).

RMN 1H (200 MHz) & ppm: 0.58 (d, J=5.6 Hz, 1H, H-19), 0.84 (d, J=5.6 Hz,1H), 0.95 (s, 3H, CH3),
1.04 (d, 3H, CH3). 1.09 (s, 3H, CH3), 1.22 (s,3H, CH3), 1.39 (s, 3H, CH3), 1.46 (s, 3H, CH3), 1.54 (s,
3H, CH3), 2.0 (s, 3H, CH3), 2.02 (s, 3H, CH3), 3.75 (t, J=7.76 Hz, 1H, H-24), 5.41 (m,1H, H-16).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.22 (C-1), 37.37 (C-2), 216.2 (C-3), 50.13 (C-4), 47.7 (C-5), 21.2 (C-6),
26.2 (C-7), 48.35 (C-8), 22.13 (C-9), 26.43 (C-10), 26.72 (C-11}, 32.04 (C-12), 46.5 (C-13) 46.99 (C-14},
45.45 (C-15), 75.04 (C-16), 57.0 (C-17), 20.75 (C-18), 30.39 (C-19), 85.05 (C-20), 22.91 (C-21), 34.93
(C-22), 25.63 (C-23), 81.68 {C-24), 82.28 (C-25), 28.68 (C-26), 22.68 (C-27), 19.90 (C-28), 21.57 (C-

29), 20.08 (C-30), 22.13 (CH3- CO-), 22.68 (CH3- COO-), 170.44 (CHz- COO0-), 170.30(CHs- CO-).

2.4.2. Obtencién del 2(c)-Bromo-Argentatina B (12).

Se disolvieron 314 g de argentatina B (3) en 9 ml de CH3COOH, posteriormente se adicioné gota a gota

a temperatura ambiente y agitacion continua, 0.9 ml de una solucién 1.0 M de Bro en é4cido acético.

Después de 3/4 de hr de haber sido adicionada la solucién de Brp21.22,23 se evapora el 4cido a presion



reducida, el sélido se lavo con agua y se purifico por cromatografia en columna. Recristalizado con una
mezcla de AcOEt: Hex., se obtuvo asi una substancia cristalina blanca con punto de fusion de 212-214°C.
IR (CHCI3) v méx: 3546.8 em-1(-OH); 1721 em~1 (C=0).

EM. m/z (%) 534 (M*, 4.08); 519 (M+-15, 2.7); 476 (M*-58, 26.02); 475 (M*+-59, 47.9); 175 (100);
143 (15.6); 85 (95.2); 59 (76.02).

RMN IH (200 MHz) ppm: 0.6807 (d, J=4.4 Hz, 1H, H-19), 0.855 (s, 3H,CH3), 0.91 (d,3H,J=6.26 Hz,
CH3), 1.06 (s, 6H, 2CH3), 1.127 (s, 9H, 3CH3), 2.75 (s, 1H, OH}, 3.5923 (dd, 1H, J=12.21 Hz, H-24).
4,57 (¢,1H, J=7.7 Hz, H-16), 5.1 (dd, 1HB, J=6.5 Hz, H-2).

RMN 13C (75.5 MIz) ppm: 33.3 (C-1), 46.0 {(C-2), 205.6 (C-3), 55.0 (C-4), 48.4 (C-5), 21.2 (C-6), 20.9
(C-7), 47.4 (C-8), 21.3 (C-9), 26.19 (C-10), 26.4 (C-11), 32.4 (C-12), 45.9 (C-13) 47.5 (C-14), 44.9 (C-
15), 74.9 (C-10), 57.3 (C-17), 18.7 (C-18), 29.2 (C-19), 29.2 (C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4 (C-

23), 82.5 (C-24), 73.2 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 19.5 (C-28), 20.8 (C-29), 23.0 (C-30),

2.4.3 Obtencion de 2{c))-Bromo-argentatina A (13)".

Se disolvieron 200 mg de argentatina A (1) en 5 ml de CH3COOH, posteriormente se adiciond gota a
gota y a temperatura ambiente y con agitacion continua 0.5 mi de una solucién 1.0 M de Bry en 4cido
acético. Después de 45 min. de haber sido adicionada la solucién de Brp21:22,24, se agregé hielo
precipitando un polvo amarillo el cual fue filtrado y lavado con una solucion de NaHCO3 (10%) y
posteriormente con agua. Dicho sélido fue purificado por cromatografia en columna y recristalizando
con una mezcla de AcOEt/Hex, obteniendo un producto cristalino blance con punto de fusién de 116-
118°C y la siguiente espectroscopia.

IR (KBr) v max: 3418.5 cm }(-OH); 1717.9 em! (C=0 de cetona); .
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E.M. m/z (%): 550 (M, 0.77);492 (M*+-58, 3.8); 491 (M+-59, 3.1); 143 (100); 125 (17.8); 85 (12.4); 59
(7.7); 58 (0.7).

RMN H (200 MHz) ppm: 0.76 (d, 1H, H-19), 0.899 (s, 38, CHz3),1.14 (s, 3H, CH3), 1.23 (5, 3H, CH3),
1.2610 (s, 3H, CH3), 1.29 (s, 3H, CH3), 1.44 (s, 3H, CH3), 1.47 (s, 3H, CH3), 3.12 (s, 1H, -OH), 3.84
(m, H, H-24), 4.62 (m, H, H-16), 5.12 (m, 1HB, H-2).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 32.9 (C-1), 37.58 (C-2), 201.4 (C-3), 50.9 (C-4), 47.7 (C-5), 21.01 (C-6),
25.6 (C-7), 43.5 (C-8). 20.8 (C-9), 25.9 (C-10), 26.6 (C-11), 31.8 (C-12), 46.2 (C-13) 46.5 (C-14), 48.3
(C-15), 73.2 (C-16), 55.44 (C-17), 21.6 (C-18), 30.2 (C-19), 87.0 (C-20), 21.1 (C-21), 37.32 (C-22),
27.30 (C-23), 84.46 (C-24), 70.89 (C-25), 27.3 (C-26), 26.1 (C-27), 20.38 (C-28), 20.67 (C-29), 21.0 (C-

30).

2.4.4, Obtencion de la oxima de argentatina B (14) y oxima de argentatina A (15).

La argentatina B (3) [516.9 mg] se disolvié en 1.6 ml de piridina y se adiciond clorhidrato de
hidroxilamina, [115.27 mg] manteniendo la reaccién con agitacion: constante y reflujo durante 1 hr.
Posteriormente se adiciond tolueno y se evapor6 a presion reducida el azebtropo tolueno-piridina, El
producto obtenido se disolvio en ACOEt y se lavé con una solucién de NaHCO3 al 10% hasta
neutralidad. La fase organica, se secé con NaSOy4 anhidro y se evapord el disolvente a presidn reducida.
De esta reaccion se obtuvo un producto cristalino con punto de fusion de 224-226°C identificado como
oxima de argentatina B {14) de acuerdo con la siguiente espectroscopia:

IR(CHCI3) v max: 3588 cm~1(-OH); 3265.7 cm-! (-OH); 1699 cm-1 (C=N); 962 cm-1; 926.4 cm-1 (N-
0).

EM. m/z (%): 471 (M+,25.6); 413 (MF-58, 47.8); 412 (M+-59, 99.1); 143 (16.6); 85 (49.57); 59 (100).
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RMN 1H (200 MHz) ppm:0.42 (d, 1H, J=4.4 Hz, H-19), 0.64 (d, 1H, J=3.8 Hz, H-19"), 0.87 (s, 3H,
CH3), 0.868 (d, 3H, J=6.3 Hz, CH3), 1.20 (s, 9H, CH3), 1.062 (s, 3H, CH3), 1.09 (s, 3H, CH3), 2.75 (s,
1H, OH), 3.4 (dd, 1H, J=12.75 Hz, H-24), 4.52 (¢, 1H, J=7.6 Hz, H-16).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 32.7 (C-1), 19.9 (C-2), 167.01 (C-3), 42.67 (C-4), 47.16 (C-5), 21.2 (C-6),
26.02 (C-7), 48.65 (C-8), 21.1 (C-9), 26.4 (C-10), 25.7 (C-11), 32.7 (C-12), 45.72 (C-13) 45.8 (C-14),
44.7 (C-15), 74.88 (C-16), 57.37 (C-17), 18.64 (C-18), 29.4 {C-19), 28.97 (C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-
22), 23.46 (C-23), 82.5 (C-24), 73.25 (C-25), 23.8 (C-26), 225.6 (C-27), 19.4 (C-28), 23.6 (C-29), 21.7
(C-30).

La oxima de la argentatina A (15)13 se obtuvo al hacer reaccionar una mezcla de argentatina A e
isoargentatina A disueltas en piridina, con clorhidrato de hidroxilamina, de la misma forma que para la
oxima de argentatina B. El producto de reaccion fue purificado por cromatografia en columna con una
mezcla de Hex:ACOEt (1:1), separando dnicamente 15 mg de un producto cristalino identificado como
oxima de urgentatina A de acuerdo con el andlisis espectroscdpico realizado.

IR (em~1) v max: 3368 cm-1(-OH); 1644 cm-1 (C=N); 940 (N-O).

EM. m/z (%): 487.7 (M™, 17.5); 429 (M*-58, 3.0); 428 (M*-59, 4.0); 143 (100); 125 (22.3); 85 (12.8):;
59 (7.1);, 58 (2.7).

RMN tH (200 MHz) ppm: 0.51 (d, 1H, }=4.2 Hz, H-19), 0.68 (d, 1H, J=3.6 Hz, H-19"), 0.87 (s, 3H
CH3), 1.02 (s, 6H, 2CH3), 1.06 (s, 3H, CH3), 1.16 (s, 3H, CH3), 1.24 (s, 3H, CH3), 1.4 (s, 3H, CH3), 3.4
(dd, 1H, J=12.75 Hz, H-24), 3.76 (¢, 1H, J=7.5 Hz, 1H, H-16), 5.7 (s, 1H, N-H).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 32.7 (C-1), 42.6 (C-2), 167. 1 (C-3), 51.4 (C-4), 48.8 (C-5), 21.7 (C-6), 26.1
(C-7), 47.6 (C-8), 20.9 (C-9), 27.3 (C-10), 26.1 (C-11), 23.1 (C-12), 46.6 (C-13) 46..3 (C-14), 48.7 (C-
15), 73.4 (C-16), 55.6 (C-17), 21.2 (C-18)}, 30.0 (C-19), 87.2 (C-20), 25.7 (C-21), 37.3 (C-22), 23.7 (C-

23), 84.5 (C-24), 70.8 (C-25), 26.3 (C-26), 27.3 (C-27), 20.3 (C-28), 20.9 (C-29), 20.9 (C-30).
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Difraccion de rayos X: Tamafio 0.4 x 0.32 x 0.26 (mm), ortorombico con dimensiones de celda unitaria
de: a=27.458(2)A; b=7.9900(10)A; c=13.0030(2)A; B=104.83(3)°, Volumen 2852.9(2)A3, z= 4, densidad

calculada 1.135 Mg/m3, coeficiente de absorcion 0.557 mm-1.

2.4.5. Obtencion de la lactama de argentatina B (16).
Una solucién de 3 [100mg] en CH2Cl2 se le adicionaron 0.5 ml de anhidrido trifluroacético lentamente a
0°C. Concluida la adicién se mantuvo la mezcla de reaccidén a t.a. por 18 min. Posteriormente se
adicionaron 5 ml de agua y se extrajo el producto de reaccién con AcOEt [3 x Sml], lavando la fase
organica con NaHCO3 [10%], secando con NaSO4 anhidro, filtrada y concentrada a presién reducida
obteniendo por recristalizacién en Hex/CHCI3 un producto cristalino con p.f. 245-247°C y la siguiente
espectroscopia.
IR(CHCI3) v max: 3542 em-1(-NH-); 3397.5 cm1 (-OH), 1638.7cm~1{R-CONH-R).
EM. m/z (%): 471 (M™, 25.8); 413 (M+-58, 7.4); 412 (M*-59, 18.3); 143 (3.4); 85 (9.5); 58 (100).
RMN H (300 MHz) ppm: 0.54 (d, J=4.8 Hz, [H, H-19), 0.66 (d, J=4.8 Hz, 1H, H-19"), 0.902 (s, 3H, H-
28), 0.93 (d, 3H, J=6.5 Hz, H-21), 1.09 (s, 6H, H-26, H-27), 1.2 (s, 3H, H-18), 1.51 (s, 3H, H-29), 1.29
(s, 3H, H-30), 3.59 (dd, 1H, J=2.3, 12.4 Hz, H-24), 4.6 (dd, 1H, J=7.7, 15 Hz, H-16).
RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 32.2 (C-1), 30.2 (C-2), 177.1 (C-3), 42.2 (C-4), 56.0 (C-5), 19.3 (C-6), 25.4
(C-7), 48.4 (C-8), 29.4 (C-9), 20.7 (C-10), 26.8 (C-11), 32.8 (C-12), 34.8 (C-13) 37.6 (C-14), 44.8 (C-
15), 74.9 (C-16), 57.4 (C-17), 19.0 (C-18), 29.9 (C-19), 28.9 (C-20), 25.59 (C-21), 35.3 (C-22}, 22.2 (C-

23), 82.5 (C-24), 73.2 (C-25), 23.8 (C-26), 22.6 (C-27), 19.5 (C-28), 20.8 (C-29), 20.9 (C-30).
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2.4.6. Obtencion de la lactama de argentatina A (17)",

A 100 mg de oxima de argentatina A disueltos en CHCI3 se le adicionaron 0.5 ml de anhidrido
trifluoroacético lentamente a 0°C. Concluida la adicién se mantuvo la mezcla de reacci16n con agitacién
constante a 25°C durante 18 min. Posteriormente se evapor¢ el anhidrido trifluoroacético, ¢l acido
trifluoroacético obtenido y el CHCI3 a presién reducida. De esta reaccién se obtuve un producto
identificado como ! 6-trifluoroacetoxi-lactama de argentatina A (18).

A dicho producto se le adicioné una solucién de carbonato de potasio en metanol y se mantuvo con
agitacion durante 15 min. a t.a., posteriormente la solucién se filtré y el disolvente se evaporo a presion
reducida.

El producto de reaccién se purificd por cromatografia en columna con polaridad de 2:1 Hex:ACOEt,
obteniendo una mezcla de productos identificados como lactama de argentatina A (17)13.

IR (em-1) v mdx: 3612 em~1(NH); 3395.2 cm-1 (-OH), 1644.4 (R-CONH-R).

EM. m/z (%): 487 (M*, 29.27);, 429 (M*+-58, 5.4); 428 (M*-59, 11.5); 143 (64.86); 125 (17.56); 59
(16.2); 58 (100).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 29.5 (C-1), 29.9 (C-2), 175.6 (C-3), 55.5 (C-4), 48.2 (C-5), 21.0 (C-6), 26.5
(C-7), 48.5 (C-8), 21.0 (C-9), 26.5 (C-10), 26.7 (C-11)}, 33.0 (C-12), 45,9 (C-13) 45.5 (C-14), 50.08 (C-
15), 71.5 (C-16), 56.3 (C-17), 20.26 (C-18), 30.1 (C-19), 85.6 (C-20), 25.2 (C-21), 36.2 (C-22), 23.3 (C-

23), 83.4 (C-24), 69.4 (C-25), 27.0 (C-26), 27.6 (C-27), 20.3 (C-28), 22.1 (C-29), 24.4 (C-30).

2.4.7. Obtencion de lactona de argentatina B (20) y 16-oxo-argentatina A (21).

A una solucion de 3 [300mg] en 5.6 ml de CHCI3 se adiciond MCIPBA [174.6 mg] y una solucién
acuosa al 10% NaHCOq [50ml] con agitacién a t.a. por | hr. Posteriormente la fase orgénica fue

separada y lavada con una solucién 10% NaHCO3, secada con NapS0y, filtrada y evaporada hasta
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obtener un aceite amarillo que se purificod por cromatografia en columna con polaridad 9:1 Hex:AcOEt,
obteniendo un producto cristalino con p.f.132-138°C, el cual fue identificado como lactona de
argentatina B {20) de acuerdo con los siguientes datos espectroscopicos.

IR (CHCI3) v méx: 3500 cm-1(-OH); 1702.03 cm-! (COOR).

EM. m/z (%):472 (M*, 9.8); 414 (M*1-58, 71.12); 413 (M1t-59, 100); 143 (16.19); 85 (52.81); 59
(32.39).

RMN 1H (200 MHz) ppm: 0.585 (d, 1H, J=4.4 Hz, H-19), 0.658 (d, 1H, H-19"), 3.55 (d, 1H, J=11.4 Hz,
H-24), 2.67 (s.,OH), 0.869 (s, 3H, H-28), 0.9285 (d, 3H, H-21), 1.053 (s, 6H, H-26), 1,053 (s, 6H, H-27),
1.117 (s. 3H, H-30), 1.370 (s, 3H, H-29), 1.4429 (s, 3H, H-18), 4.57 (¢, 1H, J=8.4 Hz, H-16).

RMN 3C (75.5 MHz) ppm: 24.9 (C-1), 25.7 (C-2), 175.4 (C-3), 87.1 (C-4), 49.7 (C-5), 25.3 (C-6), 26.7
(C-7), 48.2 (C-8), 22.7 (C-9), 27.3 (C-10), 26.7 (C-11), 32.6 (C-12), 45.2 (C-13) 45.0 (C-14), 449 (C-
15), 74.9 (C-16), 57.0 (C-17), 18.9 (C-18), 29.6 (C-19), 28.8 (C-20}, 20.8 (C-21), 35.3 (C-22), 23.3 (C-
23), 82.4 (C-24), 73.1 (C-25), 23.8 (C-26), 25.8 (C-27), 19.6 (C-28), 22.9 (C-29), 30.9 (C-30).

Difraccion de rayos X: Tamafio 0.6 x 0.5 x 0.06 (mm), ortorrombica con dimensiones de celda unitaria
de: 2=8.201()A; b=12.827(2)A; ¢=25.567(7A; Volumen 2689.6(3)A3, densidad calculada
1.167Mg/m3, coeficiente de absorcién 0.587 mm-1.

Por otra parte €l sélido cristalino con punto de fusién de 124°C fue identificado como /6-oxo-argentatina
A (21)13 de acuerdo con los siguientes datos espectroscopicos:

IR (KBr) v méx: 3444.9 cm-1(-OH); 1732 cm-1 (C=0 anillo de 5); 1705 cm-1 (C=0 anillo de 6).

EM. m/z (%): 470 (M™T, 1.1); 412 (M58, 100); 411 (M*-59, 90.0); 143 (59.2); 125 (93.0); 85 (76.1);
59 (25.4);,58 (1.5).

RMN H (300 MHz) ppm: 0.66 (d, }=4.2 Hz, 1H, H-19), 0.85 (d, J=4.2 Hz, 1H, H-19"), 1.06 (s, 3H,
CH3), 1.1 (s, 9H, 3CH3), 1.16 (s, 3H, CH3), 1.24 (s, 3H, CH3), 1.35 (s, 3H, CH3), 3.08 (s,1H, OH), 3.81

(dd, J=6.3 Hz, 1H, H-24).
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RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.15 (C-1), 37.32 (C-2), 215.9 (C-3), 51.20 (C-4), 47.06 (C-5), 21.3 (C-6),
25.4 (C-7), 48.3 (C-8), 22.17 (C-9), 26.19 (C-10), 26.1 (C-11), 33.15 (C-12), 45.9 (C-13) 47.06 (C-14),
50.1 (C-15), 215.9 (C-16), 63.7 (C-17), 26.36 (C-18), 30.02 (C-19), 84.9 (C-20), 25.1 (C-21), 37.8 (C-
22), 24.1 (C-23), 83.47 (C-24), 71.3 (C-25), 27.5 (C-26), 26.35 (C-27), 19.8 (C-28), 20.29 (C-29), 20.75

(C-30).

2.4.8 Obtencion del éster metilico del acido-3, 16-dioxo-25-nor-93, 19-cicloartan-24-
oico (22).

A una solucién de 3 [S08 mg] en acido acético glacial [15 ml], se le agregd una solucidn acuosa de
triéxido de cromo [lg en 5 ml], la adicién se realiz6 gota a gota durante los primeros 15 min.
Permitiendo que la reaccién continuara una hora, después de este tiempo la solucién se diluy6 con agua
y se extrajo con CHCly. La fase organica resultante se lavo con una solucion de NaHCO3 y HO, se seco
con NaSQ4 anhidro y se evaporo el disolvente a presion reducida. El producto obtenido se purificé por
cromatografia en columna, obteniendo un sélido cristalino con punto de fusién de 104-110°C
identificado como el éster metilico del acido-3, 16-dioxo-25-nor-9B, 19-cicloartan-24-oico (22), cuyos
datos espectroscopicos son los siguientes:

IR (KBr) v max: 3380 cm-1(-OH); 1730 cm-1 (C=0), 1703.7 (-COOH).

EM. m/z (%): 442 (M, 1.92); 384 (M1-58, 3.1); 383 (M™*-59, 2.3); 143 (9.3); 85 (7.7); 59 (4.6).

RMN 1H (300 MHz) ppm: 0.8575 (d, 1H, J=3.9 Hz, H-19), 0.6485 (d, 1H, J=4.5 Hz, H-19"), 1.9855 (d,
3H, J=9.3 Hz, CH3), 1.064 (s, 3H, CH3),1.11 (d, 6H, J=2.4, CH3), 1.184 (s,-3H, H-18), 2.04 (s, 3H,
CH3-CO0-).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.3 (C-1), 37.1 (C-2), 216.2 (C-3), 50.2(C-4), 48.2 (C-5), 21.4 (C-6), 26.2

(C-7), 47.2 (C-8), 20.3 (C-9), 26.2 (C-10), 26.4 (C-11), 32.0 (C-12), 45.3 (C-13) 42.4 (C-14}, 50.3 (C-
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15), 216.9 (C-16), 61.5 (C-17), 18.5 (C-18), 30 (C-19), 19.8 (C-20), 30.9 (C-21), 31.2 (C-22), 30.0 (C-

23). 179.7 (C-24), 19.2 (C-28), 22.1 (C-29), 20.8 (C-30).

2.4.9, Obtencion de lactona-3,16-dioxo-93, 19-cicloartan-20, 24-olida A (23).
A una solucion de la argentatina A [400 mg] en acido acético glacial [15 ml] se adiciono una solucidn
acuosa de (rioxido de cromo [1g en 5 mi], la adicion se realizd gota a gota durante los primeros 15 min,
Después de ! hr, la solucion se diluyd con agua y se extrajo con CHCI3 la fase organica se lavé con una
solucién de NaHSO4 anhidro y se evaporo6 €l disolvente a presion reducida.
IR (KBr) v max; 1766.6 cm~1 (RCOORY); 1736 cm-1 (C=0 anillo de 5); 1700 (C=0 anillo de 6).
EM. m/z (%): 426 ( M*, 100); 368 (M*-58,0.7); 367 (M*-59, 0.7); 143 (2.3); 125 (5.7); 85 (3.0); 59
(0.7); 58 (0.38).
RMN 1H (300 MHz) ppm: 0.67 (d, J=4.8 Hz, 1H, H-19), 0.88 (d, J=4.5 Hz, 1H, H-19"), 1.06 (s, 3H,
CH3), 1.19 (s, 6H, 2CH3), 1.34 (s, 3H, CH3), 1.48 (s, 3H, CHj3).
RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.12 (C-1), 37.27 (C-2), 215.14 (C-3), 50.14 (C-4), 48.5 (C-5), 21.21 (C-
6), 26.20 (C-7), 47.0 (C-8), 20.18 (C-9), 26.49 (C-10), 26.14 (C-11), 33.38 (C-12), 45.74 (C-13) 46.21
{C-14), 50.55 (C-15), 215.83 (C-16), 65.08 (C-17), 28.30 (C-18), 30.07 (C-19), 85.48 (C-20), 22.14 (C-

21), 42.36 (C-22), 27.78 (C-23),177.24 (C-24), 19.72 (C-28), 20.71 (C-29), 19.89 (C-30).

2.4.10. Obtencién de 3(B)-hidroxi-argentatina A (24).
A una solucion de 2 g de argentatina A (1) en CHCI3 se adiciond NaBHg4 a una temperatura de 0-5°C con
agitacion durante 30 min. Posteriormente se diluyd con agua y se aciduld con 4cido acético, obteniendo
un producto solido que se filtro y lavé con agua, para posteriormente ser recristalizado en una solucion
de CHCly-Hex., obteniendo un sélido blanco con punto de fusion de 125-128°C con la siguiente

espectroscopia:
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IR (KBr) v max: 3616 cm-1(-OH); 3424 cm-! (-OH).

EM. m/z (%): 474( M+,9.3); 416 (M*-58, 6.2); 415 (M*+-59, 6.9); 143 (100); 125 (26.3); 85 (17.0); 59
(8.5); 58 (12.4).

RMN H (300 MHz) ppm: 0.35 (4, J=4.2 Hz, 1H, H-19), 0.60 (d, ]=4.2 Hz, 1H, H-19°), 0.813 (s, 3H,
CH3), 0.88 (s. 3H. CH3), 0.97 (s, 3H, CH3), 1.13 (s, 3H, CH3), 1.24 (s, 3H, CH3), 1.27 (s, 3H, CH3),
1.42 (s, 3H, CH3). 3.46 (s, 1H, OH), 3.83 (c,J=7.5, 1H, H-24), 4.59 {m, J=2.4,5.1 Hz,1H, H-16).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 30.4 (C-1), 31.9 (C-2), 78.8 (C-3), 40.6 (C-4), 47.8 (C-5), 20.9 (C-6), 26.3
(C-7), 47.2 (C-8), 19.5 (C-9), 26.0 (C-10), 26.3 (C-11), 33.2 (C-12), 46.6 (C-13) 46.3 (C-14), 48.5 (C-
15), 73.3 (C-16), 55.6 (C-17), 20.9 (C-18), 30.3 (C-19), 87.1 (C-20), 25.3 (C-21), 37.3 (C-22), 23.7 (C-

23), 84.9 (C-24), 70.80 (C-25), 27.2 (C-26), 26.0 (C-27), 20.3 (C-28), 25.4 (C-29), 26.0 (C-30).

2.4.11, Obtencién del acido-3, 16-dioxo-17, 20-en-9p, 19-cicloartan-24-oico (25).

Una solucién de la lactona-3, 16-dioxo-96,19-cicloartan-20,24-olida A (23) [109 mg]} en 2.23 ml de
etanol, se adicionaron {288.7 mg] de hidréxido de potasio. La solucién se agitd y calent6 a reflujo por 40
min. Posteriormente la reaccién fue acidificada con una solucion al 10% de acido clorhidrico hasta
neutralidad y se extrajo con acetato de etilo [3 x 50 mi}.

La fase organica fue lavada con bicarbonato de sodio al 10% y secada con sulfato de sodio anhidro. El
producto de reaccién fue cromatografiado en una columna de silica gel y eluida con una solucion de
polaridad ascendente de Hex: ACOEt, para obtener un producto cristalino con punto de fusién de 182°C.
IR (KBr) v max: 3327 cm-1(-OH); 1741 em-! (C=0, anillo de 5), 1703 cm~1 (C=0, anillo de 6), 1615
cm-! (COOH).

E.M. m/z (%): 426 { M+,39.69); 411 (M*-15, 100); 368 (M*-58, 2.2); 367 (M™1-59, 3.0); 143 (4.5); 125

(3.0); 85 (4.1): 59 (1.1); 58 (0.7).
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RMN 'H (300 MHz) ppm: 0.64 (d, J=4.2 Hz, 1H, H-19), 0.86 (d, J=4.8 Hz, 1H, H-19"), 0.98 (s, 3H,
CH3),1.064 (s, 3H, CH3), 1.11 (s, 3H, CH3), 1.35 (s, 3H, CH3), 1.92 (s, 3H, CH3).

RMN 13C (75.5 MHz) ppm: 33.1 (C-1), 37.2 (C-2), 216.0 (C-3), 50.20 (C-4), 48.2 (C-5), 22.6 (C-6),
26.0 (C-7), 47.9 (C-8), 20.9 (C-9), 26.3 (C-10), 26.3 (C-11), 32.6 (C-12), 42.3 (C-13) 45.7 (C-14), 51,0
(C-15), 207.3 (C-16), 141.7 (C-17), 20.2 (C-18), 30.6 (C-19), 149.5 (C-20), 22.1 (C-21), 30.8 (C-22),

29.2 (C-23), 178.6 (C-24).
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3. DISCUSION

3.1. OBTENCION DE LOS EPIMEROS 16B-HIDROXI-24 ( R), 25-CETAL-9p, 19-
CICLOARTAN-3-ONA (7) Y 16B-HIDROXI-24 (S), 25-CETAL-9, 19-
CICLOARTAN-3-ONA (8).

Durante el proceso de purificacién de la argentatina B se obtuvo un residuo formado por una mezcla de
dos productos identificados como producto A y producto B, los cuales fueron separados por
cromatografia en columna abierta y eluida con fase mévil Hex:AcOEt (9:1).

El producto A presento en el espectro de masas un ion molecular de 514 m/z para una férmula minima de
C33H5404 (figura 2). En €l espectro de infrarrojo (figura 3) se observan bandas asignadas para grupos
oxhidrilo y carbonilo. Por el nimero de sefiales que mostré el espectro de RMN 13¢, asi como su
formula minima sugieren que el -producto A es de naturaleza (triterpenica y posiblemente

estructuralmente relacionado a las argentatinas.
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FIGURA 2. Espectro de masas de (7).
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FIGURA 3. Espectro de Infrarrojo de (7).

E! anslisis del espectro de RMN 1H (figura 4) confirma esta proposicion ya que se observan dos dobletes
a 0.58 y 0.81 ppm caracteristicos para un grupo ciclopropilo, asi como un dd a 3.86 y un ddd a 4.46 ppm
asignadas para un hidrégeno unido a atomos de carbono y enlazados a 4tomos de oxigeno. Todas estas
sefiales son caracteristicas de un friterpeno del tipo cicloartano, como las llamadas argentatinas. Sin
embargo el producto A presenta 3 atomos de C y 4 de hidrogeno adicionales a las estructuras de las
argentatinas.

Este problema estructural se resolvid al analizar la RMN IH, ya que se observan sefiales para nueve
metilos, lo cual sugiere la formacién de un cetal ya que es bien conocido que durante el proceso

industrial, la resina se trata con acetona para obtener mayores cantidades de poliisopreno.
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FIGURA 4. Espectro de RMN 1H de (7).
Esta proposicién fue confirmada mediante el anélisis del espectro de RMN 13C (figura 5), ya que se
observan las seflales a campo bajo para el carbonilo en C-3 a 216 ppm, asi como sefiales a 81, 80 y 72
ppm asignadas a atomos de carbono unidos a oxigeno, que forman el anillo cetalico. Asi se propone la

estructura 7 para el producto A.
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Figura 5. Espectro de RMN 13C de 7.
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Proposicién que fue corroborada por analisis de difraccion de rayos X del compuesto A,
La esterco estructura obtenida por este método claramente muestra la existencia de un anillo cetalico en
las posiciones C-24 y C-25.

Asi mismo se determina como R el centro quiral en C-24.

Figura 6. Estructura obtenida por difraccion de rayos X del 164 hidroxi-24(R),25-cetal-943, 19-

cicloartan-3-ona (1.

Por otro lado ¢l producto B es un isomero del producto A, ya que presentd en el espectro de masas un ion

molecular de 514 m/z para una formula minima de C33H5404 (figura 7).
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FIGURA 8. Espectro de Infrarrojo de (8).
Esta proposicién fue confirmada por el analisis del espectro de RMN 1H (figura 9) donde también se
observan los dos dobletes a 0.58 y 0.92 ppm caracteristicos para un grupo ciclopropilo, asi como un dd a

3.69 y un ddd a 4.43 ppm asignadas para un hidrégeno unido a un atomo de carbono enlazados a dtomos
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de oxigeno. Todas estas sefiales, caracteristicas de un triterpeno del tipo cicloartano como se menciond
anteriormente.

El producto 8 también presenta 3 dtomos de C y 4 de hidrégeno adicionales a las estructuras dt? las
argentatinas, y como en el caso del producto (7), este problema estructural se resolvié al analizar
la RMN ‘H ya que se observan sefiales para nueve metilos, siendo uno de ellos un metilo secundario, lo

cual sugiere la formacion de un cetal.
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FIGURA 9. Espectro de RMN 1H de (8).
Est4 proposicion fue confirmada mediante el anélisis del espectro de RMN 13C (figura 10), ya que se
observan las sefiales a campo bajo para el carbonilo en C-3 a 216 ppm, asi como sefiales a 84, 80 y 72

ppm asignadas a 4tomos de carbono unidos a oxigeno.
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FIGURA 10. Espectro de RMN 12C de (8).

Resultados que junto con el analisis de RX (figura 11) demuestran que la esfructura propuesta para 8 es

la correcta.
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Figura 11. Estructura obtenida por analisis de difraccion de rayos X del 163-hidroxi-24(8), 25-cetal-9f3,

19-cicloatann-3-ona (8).
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Es claro que la formacion del anillo cetalico en los compuestos 7 y 8 provienen de la condensacidon de la
acetona, utilizada en el proceso industrial para la obtencidn de hule, con los grupos hidroxilo en C-24 y

C-25 de los precursores 5y 9.

5y9

Uno de estos precursores es la [6f-hidroxi-24-(R), 25-cetal-9f, 19-cicloartan-3-ona (argentatina C) (5),

la cual presenta una configuracion (R) en el dtomo C-24.4.19

Argentatina C (5)

Por lo tanto la condensacion de la argentatina C con una molécula de acetona produce el compuesto 7.
De manera analoga el compuesto 8 se forma al condensarse una molécula de acetona con /64-hidroxi-
24-(S), 25-cetal-90, 19-cicloartan-3-ona (epiargentatina C) (9). Siendo esta una estructura novedosa.
La formacion de la argentatina C (5) y de la epiargentatina C (9) podria suponerse mediante la apertura

de ja argentatina B en medio bésico, condiciones similares a las usadas en el proceso industrial.
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Ataque por atras

O

Ataque
por delante -OH

Argentatina B (3)

Sin embargo esta posibilidad fue descartada, ya que la argentatina B no sufrié ninguna alteracion cuando
se sometio a reflujo durante 15 dias en presencia de hidrdxido de sodio disuelto en una mezcla etanol-
agua.Por otro lado se puede plantear una ruta biogenética para explicar la formacién de § y 9. Esta
proposicion biosintética supone la formacién de un epoxido de cicloartenol24, el cual ha sido aislado del
Parthenium argentatum lozaniaum,25 que mediante un proceso de hidrélisis daria origen a la argentating
C asi como a la epiargentatina C. Aun mas, un ataque nucleofilico del grupo alcohol sobre este epdéxido

daria lugar a la argentatina B, que es el triterpeno méas abundante en el P. argentatum (figura 12),

Argentatina B

HO

Argentaling C

Figura 12, Ruta biogenética propuesta para la argentatina C (5) y epiargentatina C (9).
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Tomando en consideracidon estos datos, se propone que el [6f-hidroxi-24 (R), 25-cetal-9f5 19-
cicloartan-3-ona (7) y su epimero (8) son artefactos formados durante la extraccion industrial dei hule.
Sin embargo el precursor de (8), la 168, 24 (S),25-trikidroxi-9f5 19-cicloartan-3-ona resulto ser una

estructura novedosa.

3.2.0BTENCION DE DERIVADOS DE LA ARGENTATINA A (1) Y

ARGENTATINA B (3).

3.2.1.0btencion del 25-Acetato de Argentatina B (10) y 16,25-diacetato de
argentatina A (11).

Acetilacion de la argentatina B.

10

La reaccion de acetilacion de la argentatina B (3) produjo el esperado derivado acetilado en C-25 de la
argentatina B (10) como un producto sélido blanco. Los datos espectroscopicos mas relevantes que
ponen en evidencia la formacion de 10 son:

El fragmento a m/z 438 que corresponde a la pérdida de una molécula de Acido acético a partir del 1on
molecular y la presencia en ¢l espectro de infrarrojo de una banda a 1726 cm-! asignada al grupo

carbonilo del acetato formado.
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FIGURA 13. Espectro de RMN 1H del 25-acetato de argentatina B (10).

Asi, en el espectro de RIMN H de 9 (figura 13) se observa una sefial simple adicional en la regién de

1.93 ppm asignada al metilo de acetato, mientras que en RMN 13C (figura 14) se observa claramente en

170.23 ppm la sefial asignada al carbono de carbonilo de acetato, asi como la correspondiente al grupo

metiloen 21.38 ppm .

) 1
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-

180 160 140 120 100 80 60 40 20
FIGURA 14. Espectro de RMN 13C del 25-acetato de argentatina B (10).
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Acetilacion de argentating A,

La reaccién de acetilacion de la argentatina A se llevé a cabo en las mismas condiciones que la
argentatina B, obteniéndose un producto cristalino con punto de fusién de 200-204°C identificado como
16.25-diacetato de argentatina A (11), de acuerdo datos espectroscopicos mencionados anteriormente. 13
El espectro de RMN 1H de 11 se muestra en la figura 15 y en la tabla 1 se indican los desplazamientos
quimicos de los dtomos de carbono més interesantes de los productos 10 y 11.

TABLA 1. Desplazamientos quimicos de RMN 13Cen ppm (75 MHz, CDCL3) de 10 y 11.

ATOMO 10 11
C3 216.46 276.1
C-16 74.42 75.04
C-24 80.17 81.63
C-25 76.57 82.28

-C=OCH3 170.23 170.44

-C=OCH3 - 170.30

14
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FIGURA 15. Espectro de RMN UH del /6, 25-diacetato de argentatina A (11).

3.2.2.0btencion de 2(ct)-bromo-argentatina B (12) y 2(c)-bromo-argentatina A (13).

O
oy

12

La 2(a)-Br-argentatina B (12) fue obtenida cuando se adiciond lentamente una solucién de Bry en acido
acético a una solucion de argentatina B (3), también disuelta en acido acético. El producto obtenido es un

solido blanco cristaline con p.f. de 212-214°C.
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Figura 16. Espectro de RMN H de 2(a)-Br-argentatina B (12)

En el espectro de masas se observa un ién molecular (M*) de 534, asi como el patrén de fragmentacion
caracteristico para los triterpenos tetraciclicos (tabla 2)26. Los cambios mas significativos en los datos
experimentales debido a la presencia del Br en C-2 son los desplazamientos quimicos (8) asignados a H-
2 y C-2 en los espectros de RMN 1H (figura 16) y RMN 13C respectivamente (tabla 4). La constante de

acoplamiento (J) para el H-2 sugiere una orientacion o para el atomo de bromo,
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Tabla 2. Abundancias relativas de los iones obtenidos como producte de fragmentacion primaria de los
triterpenos pentaciclicos (Tipo 1).

R
A 0
A B-OAc
A a-OAc
B =0,,%
C(10)-Me
C =0, 2()Br
COMPUESTO M)+ [M-59]+ | [M-58] 143 125 85 58 59
A 05 7.5 5.0 100 27.8 372 2.0 37.3
Aa 28 75 12.0 100 23.2 15.0 2.0 63.4
Ab - 7.0 22.5 100 24.4 13.7 1.0 52.8
B 05 60.5 15 100 34.6 25.0 1.0 588
0.77 3.1 18 100 17.8 2.4 0.7 7.7

Tabla 3. Abundancias relativas de los iones obtenidos como producto de fragmentacion primaria de los

triterpenos pentaciclicos (Tipo 3).

R

D 0

E =0,2%

F P-OH

Fa PB-OAc

G =0,2(x)Br

COMPUESTQ (Mt [M-591+ [M-58]- 143 175 125 85 59

D 39 75.0 75 75 . 30.0 30.0 700
E %] az5 125 12.3 - 64.2 64.2 i
F - 175 325 6.25 - 369 369 100
Fa I8 18.75 18.75 5.0 - 25.0 25.0 100
G 4.08 479 26.02 15.6 100 - 95.2 76.0
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Obtencion de la 2(c)-Bromo-argentating A.

Los datos espectroscopicos de 12 se discuten en la referencia 13. El espectro de RMN 1H de 13 se

muestra en la figura 17. En la tabla 4 se comparan los desplazamientos en RMN 13C para 12 y 13,

“-3.1088

| I T s
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PRI

3427

H-16
R ABiasaerteaasaecer Sossaias R e AARARARALS P

— -
a s e 4RN T

a7t ! 2
Figura 17. Espectro de RMN 1 H ge 2r. o)-Br-argentatina A (13).
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TABLA 4. Desplazamientos quimicos de RMN 13C en ppm (75 MHz, CDCL3) de 12 y 13.
ATOMO 12 13
C-2 46.0 37.58
C-3 205.6 201.4
C-16 749 73.2
C-24 82.5 84.4
C-25 73.2 70.8

3.2.3. Obtencion de las Oximas de Argentatina B (14) y Argentatina A (15).

HON HON

La oxima de argentatina BO {14) se obtuvo al hacer reaccionar la argentatina B (3) con clorhidrato de

hidroxilamina en presencia de piridina, obteniéndose un sélido blanco cristalino con p.f. 224-226°C.

0.680,64 0400 42
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3
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1.87

Figura 18. Espectro de RMN ! H de la oxima de argentating B (14).
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En el espectro de RMN 1H (figura 18) no se observa alguna diferencia significativa en las scfiales
asignadas para H-16 y H-24, sin embargo en infrarrojo es clara la banda de absorcién para C=N en 1699
em-! asi como a 962 cm-} para el enlace N-O y las bandas caracteristicas para el hidroxilo (-OH) en

3588 y 3265 cm-1 (figura 19)
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Figura 19. Espectro de IR de oxima de argentatina B (14).
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Figura 20. Espectro de RMN 13C de oxima de argentatina B (14).
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Por otra parte, en RMN 13C de 13 se observa un cambio en el desplazamiento del carbono C-3, el cual,

se encuentra a campos mas altos por la presencia de la cetoxima. (figura 20)

Obtencion de la oxima de argentatina A, 3

La separacion de la argentatina A e isoargentatina A es muy laboriosa, lenta y generalmente con
resultados no muy satisfactorios. Por lo tanfo se decidid hacer reaccionar la mezcla de argentatina A e
isoargentatina A con el clorhidrato de hidroxilamina en presencia de piridina se obtuvo una mezcla de
productos, de la cual se separd la oxima de argentatina A mediante cromatografia en columna y al igual
que Ya oxima de la argentatina B no se observa diferencia significativa en los desplazamientos de H-16 y
H-24 sin embargo para el carbono C-3 si se observa un ligero 8 a campos més altos cabe mencionar que
su estructura fue corroborada por mediante el analisis cristalografico de difraccién de rayos X. (figura

20).

Figura 21. Estructura obtenida mediante difraccién de rayos X de la oxima de argentating A (15).
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3.2.4. Obtencion de la Lactama de Argentatina B (16) y Lactama de

Argentatina A (17).

Las lactamas de argentatina B y A se obtuvieron mediante la transposicidn de Beckman. Esta
transformacion se logro a partir de la oxima respectiva, en presencia de anhidrido trifluroacético a
temperatura ambiente. De esta reaccion se obtuvo para la argentatina B (3) un producto cristalino con p.f.
245-247°C identificado por sus datos espectroscdpicos como lactama de argeniatina B (17). Asi el
espectro de infrarrojo mostrd bandas caracteristicas para vibraciones N-H en 3542 cm-!, asi mismo para

el carbonilo correspondiente a la amida (R-CONH-R) en 1638.7 em-1.(figura 22)
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Figura 22. Espectro de infrarrojo de la lactama de la argentatina B (16).
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Por otro lado en el espectro de RMN 1H (figura 23) se observa una sefial simple a 5.2 ppm asignada al
hidrdgeno unido al nitrégeno de la lactama, asi como las sefiales correspondientes a H-16 y H-24 2 4.6y
3.59 ppm respectivamente, asi mismo las sefiales caracteristicas de los hidrégenos H-19 y H-19" del

ciclopropano a 0.54 y 0.6 ppm.
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Figura 23. Espectro de RMN 14 de la lactama de argentatina B (16).
En RMN 13C (figura 24) se observa el desplazamiento a campos mas altos del carbono C-3 a 177.1 ppm

asignado al carbonilo de la lactama.
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Figura 24. Espectro de RMN 13C de la lactama de argentatina B (16).

Obtencion de la lactama de argentating A,

Al tratar la oxima de la argentatina A con anhidrido trifluro acético se obtuvo un compuesto identificado
como /G-fluoro-acetoxi-lactama de argentatina A (18). Compuesto que mostré cn el espectro de
infrarrojo {figura 25) el carbonilo de la lactama en 1699.9 cm-1 y el carbonilo correspondiente al acetato

en posicién 16 a 1777em-1, lo cual corroboré la formacién de dicho intermediario aislado en trabajos

anteriores.!3
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Figura 25. Espectro de infrarrojo de la /6-fluoro-acetoxi-lactama de argentatina A (18).

Este producto fue tratado con carbonato de potasio en metanol, el cual se hidrolizé para dar lugar a la
lactama de argentatina A (17), producto que se purificod por cromatografia en placa fina de una mezcla
de dos productos identificados como lactama de argentatina A (17) y lactama de isoargentatina 4 (19),

este Gltimo como producto minoritario.

La lactama 17 fue aislada como un sélido blanco, poco soluble en CHCI3, por lo cual los espectros de
RMN IH (figura 26) y RMN 13C (figura 27) fueron determinados en una mezcla de disolventes

(CHCI3/DMSO).

En la tabla 5 se presentan los desplazamientos de RMN 13C en ppm de los compuestos 16 y 17.

45



T T
P24 HE] 1y 16 4 12 tn oy 04 pun

T T T I B I T
JE &6 J4 42 30 3B LS ;Hsnl

_—
i
C

15 T T T T T | v 7}
[N " s 4 e
e o [NRRNEY: 13 3 549

Figura 26. Espectro de RMN 1H de la lactama de argentatina A (17).
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Figura 27. Espectro de RMN 13C de la lactama de argentatina A (17).
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de RMN 13C en ppm (75 MHz CDCl3) de 16 y 17.

ATOMO 16 17
C-3 177.1 175.6
C-16 71.5 74.9
C-24 834 824
C-25 69.4 73.1

3,2.5. Obtencion de la Lactona de Argentatina B (20) y la 16-oxo-Argentatina A (21)

Lactona de argentatina B.

20

La lactona de argentatina B se obtuvo mediante la reaccién de Baeyer-Villiger partir de la reaccidn de
argentatina B (3) y acido meta cloroperbenzoico (MCIPBA). De esta raccidn se obtuvo un aceite amarillo
que fue purificado por cromatografia en columna con una mezcla de 9:1 Hex:AcOEt, obteniendo un
producto cristalino con p.f. 132-138°C,

Este producto presenta dos dobletes a 0.58 ppm y 0.65 ppm asignados a los hidrégenos H-19 y H-19" del
ciclo propano, seis sefiales simples v una sefial doble que integra para un metilos, teniendo un total de
siete metilos correspondientes a los metilos presentes en la argentatina B (3) (figura 28). Asi mismo se
observa una sefial doble en 3.55 ppm con J=11.4 Hz asignada a H-24 y en 4.57 ppm una sefial cuadruple

correspondiente a H-16.
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Mientras que el espectro de RMN 13C (figura 29) se observan desplazamientos a 175.4 ppm en lugar de
216.3 ppm asignado a C-3 base de carbonilo de éster y un desplazamiento de C-4 a campo mas bajo

(87.1 ppm} por la presencia de oxigeno al que se encuentra unido con respecto a la argentatina B (3).
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Figura 28. Espectro de RMN H de la lactona de argentatina B (20).

La diferencia en desplazamiento se puede observar en la tabla 6, resultados que demuestran el cambio del

donde se presenta un anillo de seis miembros existentes en la argentatina B por el de la lactona

correspondiente, anillo de siete miembros.

48



in. .

Tear an 13 il ao an i n g

Figura 29. Espectro de RMN 13C de la lactona de argentatina B (20).

Tabla 6, Desplazamientos quimicos de RMN 13C en ppm (75 MHz, CDCl3) de 3 y 20.

ATOMO 3 20
C-3 216.53 175.4
C-4 50,17 87.1
C-16 74.82 74.9
C-24 825 82.4
C-25 73.5 73.1
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Obtencidn de 16-oxo-argentatina A,

21

L.a argentatina A fue tratada bajo las mismas condiciones que ia argentatina B con el fin de obtener la

lactona correspondiente, sin embargo se obtuvo un sélido blanco identificado por comparacién de sus

datos espectroscopicos como /G-oxo-argentatina A (21). 13 (figuras 30,31 y 32),
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Figura 30. Espectro de RMN H de la /6-0xo-argentatina A (21).
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Figura 32. Espectro de masas de la /6-oxo-argentatina A (21).
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3.2.6. Obtencion del éster metilico del 4cido 3,16-dioxo-25-nor-9f, 19-cicloartan-24-

oico (22).

El tratamiento de la argentatina B (3) con CrOq produjo 22, sélido cristalino blanco con p.f. 104-110°C
con peso motecular de 442, en cuyo espectro de RMN UH se observan sefiales dobles a 0.85 y 0.64 ppm
correspondientes a los hidrogenos H-19 y H-19 del ciclopropano y cuatro sefiales a 1.98, 1.06, 1.11 y
1.18 ppm asignadas a los metilos presentes, asi como la ausencia de las seftales para los hidrégenos H-16
y H-24 encontradas en la argentatina B, Por ofro lado, se observa una sefial simple adicional a 2.04 ppm
asignada a un metilo base de acetato (figura 33). Asi mismo en el espectro de RMN 13¢C (figura 34) se
observan sefales a 216.2, 216.9 y 179.7 ppm correspondientes a los carbonilos de cetona en C-3 y C-16
asi como del carbonilo de éster en C-24,

Se observa un desplazamiento a campo mas bajo de los carbonos C-15, C-17 y C-23 a 30 ppm, 50.3 ppm

y 61.5 ppm respectivamente, al compararlos con los de la argentatina B,
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Figura 34. Espectro de RMN 13C del éster metilico del deido-3,6-dioxo-25-nor-98, 19-cicloartan-24-

nico (22).
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3.2.7. Obtencién de la lactona 3,16-dioxo0-9f3, 19-cicloartan-20, 24-olida (23).

La argentatina A fue tratada con CrOj3, a temperatura ambiente obteniendo un producto cristalino,
identificado como lactona-3, G-dioxo-94 19-cicloartan-20,24-olida A (23).

En el espectro de RMN iy (figura 35) se observa claramente dos sefiales dobles a 0.67 v 0.88 ppm
correspondientes a los hidrogenos H-19 y H-19", mientras que en ¢l rango de 1.06-1.48 ppm se observan
las sefiales simples correspondientes a los grupos metilo presentes en la molécula,

Asi mismo no se observan las sefiales correspondientes a los hidrégenos H-16 y H-24, lo que corrobora

la oxidacion de los hidroxilos en C-16 y C-25.

Por otra parte en el espectro de RMN 13C (figura 36) se observan desplazamientos a 215.4, 215.88 y
177.24 ppm correspondientes a los carbonilos presentes en los carbonos C-3, C-16 y C-24
respectivamente, asi mismo se observa un desplazamiento a campos mas bajos para C-23 a 27.78 ppm

comparando con 23.74 ppm de la argentatina A.
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3.2.8. Obtencion de la 3B-hidroxi-argentatina A (24).

La reduccion de argentatina A (1) se efectito mediante la utilizacién de borohidrure de sodio (NaBH4y)
obteniéndose un solido blance con punto de fusion de 125-128°C con peso molecular de 474,

En el espectro de RMN TH (figura 37) se pueden observar dos sefiales a 2.83 y 4.59 ppm corresponden a
los hidrogenos H-24 y H-16 respectivamente y el alcohol en C-3, asi como las sefiales dobles a 0.85 ppm
y 0.64 ppm correspondientes a los hidrégenos H-19, H-19" del ciclopropano y las sefiales simples
asignadas a los metilos presentes en (24).

Por otro lado en RMN 13C se observa un desplazamiento quimico de 78.8 ppm para ¢l carbono C-3 base
del hidroxilo y un desplazamiento de 40.6 ppm para et carbono C-4 « al carbono base de hidroxilo a
diferencia del desplazamiento de 50.2 ppm observado en la argentatina A (figura 38). Estos resultados

confirma la ausencia del carbonilo de cetona en C-3.
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Figura 38. Espectro de RMN 13C de la 3-hidroxi-argentatina A (24).
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3.2.9. Obtencion del acido-3, 16-dioxo-17, 20-en-9pB, 19- cicloartan-24-oico (25).

La hidrélisis de la lactona-3, 16-dioxo-98,19-cicloartan-20, 24-olida A (23) condujo a la obtencién de un
producto cristalino con p.f. de 182°C y peso molecular de 426. En resonancia magnética nuclear de
hidrogeno se observan sefiales tipicas para el ciclopropano a 0.64 y 0.86 ppm, asi como las sefiales
simples asignadas a los grupos metilo presentes en el rango de 0.98 a 1.82 ppm. No se observan las sefiales
para los hidrégenos en C-16 y C-24 (figura 39); por otro Jado en RMN 13C se observan sefiales a 216.0
ppm vy 207.3 ppm asignados a los cetonidos en C-3 y C-16, asi como las sefiales a 141.7 y 149.5 ppm
correspondientes a los carbonos spZ C-17 y C-20 de la doble ligadura formada durante la apertura de la
lactona. (figura 40). Por otro lado se observa la sefial a 178.6 ppm correspondiente al carbonilo en C-24 del

acido formado.
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4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

4.1. ANTECEDENTES.

La inflamacién es una reaccién local de organismo en respuesta a una agresion, cuya funcion puede ser
defensiva, protectora o localizadora de los factores patdgenos.

El proceso inflamatorio involucra una serie de eventos que pueden ser producidos por numerosos
estimulos como agentes inflamatorios, isquemia, interacciones antigeno-anticuerpo y dafios fisicos, etc. La
respuesta inflamatoria es acompaiiada por signos clinicos como rubor, calor, tumor, dolor y pérdida de la
funcidn; ademas de ocurrir en tres fases diferentes cada una mediada por diferentes mecanismos: 1) Fase
aguda caracterizada por un incremento de la permeabilidad capilar; 2) fase tardia subaguda, caracterizada
por filtracion de leucocitos y fagocitos y 3) una fase proliferativa cronica en la cual hay degeneracién y
fibrosis.27

Si bien la inflamacion es un proceso defensivo protector es necesario llevar un control det mismo debido a
que puede transformarse en un proceso perjudicial, por lo cual existen mediadores quimicos como las
aminas vasoactivas (histamina y serotonina), polipeptidos del plasma (cininas sistema de coagulacion y
complemento), prostaglandinas y compuestos afines (prostaglandinas, leucotrienos, troboxanos), productos
de los neutrofilos y linfocitos (proteasas: elasteasas y metaloproteasas y radicales libres: anién superoxido,
peroxido de hidrdgeno, acido hipocloroso, etc.)28

Es bien conocido que dentro de la de las ruta prostaglandinas se encuentran algunos mediadores
importantes en los procesos inflamatorios que involucran metabolitos del 4cido araquidonico, 4cido
poliinsaturado metabolizado por tres vias enzimaticas: ciclooxigenasa, lipooxigenasa y citocromo P-450,
La via de la ciclooxigenasa da origen a las prostaglandinas y troboxano A2 y prostacidinas; la via de la
oxigenasa produce leucotrienos y acido hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETES), y la via citocromo DP-

450 origina metabolitos oxigenados del acido araquidonico. (figura 41} 29
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La evaluacién de farmacos con actividad antiinflamatoria se lHeva a cabo por diferentes métodos siendo la
llamada prueba de la carragenina en las patas traseras de ratas y ¢l edema inducido por el /3-Acetato-
tetrahidroforbol (TPA) las més usadas por ser confiables y reproducibles, ademas de que utilizan poco
material M0

La prueba de la carragenina consiste en inyectar este agente inflamatorio en una de las patas traseras de la
rata a la cual se va a tratar con el producto de prueba, el efecto antiinflamatorio se observara en el volumen
de la pata tratada comparada con la pata no tratada.

Este modelo muestra dos fases:

+ Fase inicial. Mediada por la histamina serotonina.

» Fase tardia. Mediada por metabolitos del 4cido araquidonico.

También se conoce que existe activacion de fosfolipasa A3(PLA9).

Por ofro lado se ha determinado que los inhibidores de araquidonato ciclooxigenasa (COX) son mucho mds
efectivos que los inhibidores de la araquidonato lipooxigenasa (LO) en inhibir la inflamacién inducida por
carragenina. 3!

El ensayo de TPA consiste en tratar una oreja con este agente flogistico y tratado con el producto a ensayar
y la de actividad antiinflamatoria se determina comparando el peso de la oreja tratada con la no tratada.
Este ensayo involucra:

¢ Dependencia de la liberacién de 4cido araquidénico y metabolitos.

» Interaccion con un sitio receptor en la proteina quinasa C (PKC).

s Un incremento en la enzima biosintética poliamina ODC (ornitina descarboxilasa).

Asi mismo se ha determinado que inhibidores de PLAj, CO y LO asi como corticoides, son efectivos en la

supresion del edema después de la aplicacion topica de TPA?
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Figura 41, Biosintesis de los productos del dcido araquiddnico.29

Por otre lado se conoce que los friterpenos son compuestos de amplia ocurrencia y diversidad estructural
tos cuales han llamado la atencién por sus actividades farmacoldgicas, entre las que se han evaluado:
Inhibicion de la promocidn de tumores, actividad antiinflamatoria e inhibicién de peroxidacion de

lipidos.3!
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Entre los triterpenos que han sido evaluados por sus propiedades antiinflamatorias podemos mencionar al

faradiol (26), erythrodiol (27) y B-amirina (28) (tabla 7).2

Asi mismo se han probado el cicloartenol (cicloartan-21-en-38-lo) (29) y 24-metilen cicloartenol (24-

metilen cicloartan-3p-10) (30) los cuales mostraron una dosis inhibitoria cincuenta (IDgg) de 0.3 mg y 0.2

myg. 3|

TABLA 7. Actividad antiinflamatoria de algunos triterpenos,

COMPUESTO PRUEBA DOSIS % INHIBICION
TPA 120 pg 73
OH TPA 0.5 mg 93
HO
Erythrodiol
TPA 0.5 mg 64

63




HO

. 30
Cicloartenol 24-metilen cicloartenol

Estas observaciones nos impulsaron a evaluar las argentatinas A (1), B (3), D (6), ya que son triterpenos
estructuralmente relacionados al cicloartenof (29). También se evaluaron 6 derivados de la argentatina B y

8 derivados de la argentatina A, utilizando el ensayo de TPA como método de prueba.
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4.2, METODO PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIEDEMATORA EN
EL EDEMA INDUCIDO CON TPA.

El ensayo del edema en la oreja de ratén inducido con TPA fue realizado tomando en cuenta el método de
Tubaro y Gémez.32.33

Especificamente es este estudio se trabajaron con grupos de cinco ratones machos CD-1 (25-30 g) los
cuales fucron anestesiados con Imalgen ®.

Posteriormente una solucion de /3-acetato-12-o-tretadecanoil forbol (TPA 2.5 pg) disueltos en etanol 10
il fue topicamente aplicada arla superficie interna y externa de la oreja derecha por medio de una
microgeringa. La oreja izquierda recibio solamente 10 pl de etanol. Las soluciones de las argentatinas y
sus derivados disueltos en acetato de etilo, a las concentraciones de 0.05, 0.1, 0.5 y 1.0 mg/oreja en un
volumen de 20 pl fueron aplicados tépicamente 10 minutos después del tratamiento con TPA en la orgja
derecha. Los grupos controles recibieron solamente acetato de etilo (20 wl) v el grupo testigo recibid
indometacina disuelta en a la dosis especificadas anteriormente. Cuatro horas después los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical y una porcion central (9 mm de didmetro) de ambas orejas fue fueron
tomadas con un saca bocado y posteriormente pesadas, la diferencia en peso de esta porcidn central

tomado como una medida de la respuesta anti-edematosa. El % de inhibicidn se caiculo por la ecuaciéon 1.

% Inhibicion = { Edema A- EdemaB ) X 100
Edema A
Ecuacion 1.
Edema (mg) = Peso de la oreja tratada con TPA- Peso de la orgja sin TPA.
Edema A = Edema del grupo control.

Edema B = Edema del grupo tratado con los compuestos.
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La respuesta del grupo control se comparo con el de cada compuesto a través de un analisis de varianza de
unia via, seguida de una prueba t de Dunnett, siempre y cuando la “F” obtenida fuera mayor a la “F” de
tablas, para comparar cada una de las concentraciones con su respectivo control.

Las dosis Disq fueron estimadas mediante ecuaciones de regresién lineal del tipo %I=a+blog C (y =b +

m X), calculando los [imites de confianza y la DIgq.!1, 29
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION.

Los resultados obtenidos de los triterpenos argentatinas A (1), B (3) y D (6), asi como de los derivados
evaluados se presentan en las tablas 8-16.

El % de inhicién de cada uno de los ensayos realizados fue determinada por medio de la ecuacion 2 y 3
mencionadas anteriormente. La columna 1: indica la unidad experimental, la columna 2 y 3 el edema (mg)

de cada unidad experimental y la cuarta columna el porciento de inhibicion.

TABLA 8. Efecto inhibitorio (%) de las argentatina A (1),B (3), D (6) e Indometacina (IND) a una

concentracion de 0.05 mg/oreja.

U.exp; | Control | IND.:. | INDO]
| (mgyn | (mg)E | R

1 18.3 153
7 17.1 122
—3 5| 168 144
4 15.1 104
5 153 9.5

Media | 16.62 12.36

“Error std 0.67 1.11

Ueexp: | Control | Gomp: | G0)

1 16.20 8.90 45.06 Ryl 13770 10.90 20.44
.2 14.90 9.8 34.23 g 14.00 13.90 0.71
3 17.90 9.20 48.60 S 14.20 12.60 11.27

T4 15.80 10.40 34.18 ] 1640 12.90 21.34
L. 5. 1 1480 9.60 35.14 16.00 12.50 21.88
Media | 15.92 9.58 39.44 14.86 12.56 15.13

[ Frror std 0.56 0.25 3.07 0.55 0.48 4.09
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TABLA 9. Efecto inhibitorio (%) de los derivados de las argentatina A (1),B (3) a una concentracion de

0.05 mg/oreja.

L DERIVADOS ARGENTAT]NAB DERIVADOS ARGENTATINA A
~Wiexp:_| Controd | CompiIDs T
e ~ (mg)
1 11.1
2 6.8
3 11.9
4 10.0
5. 8.3
Mediar 9.62
[Eforstd | 0.92
U.exp. | Control. | Comp:l2.
C L (mgi (mghff
15 ] 1870 7.10
2. [ 1610 9.40
3] 1380 3.80
4" [ 12.70 8.10
S 1270 11.60
“Megia=!| 14.80 9.0 36.95 f 13.62 9.32 31.71
Erropsid|  1.15 0.75 8.52 0.24 0.54 3.04

' Mqﬁi& '

15.94 9.84 37.87
Errorstd [ 0.56 0.93 6.55
Usexps | antrol Com] X
TR L (mp) IREE = i(in): ; g‘ :
1 137 9.80 9.00 8.16
2. 14.0 10.70 9.50 11.21
37 14.2 10,30 10.60 2.91
4 16.4 13.00 9.80 24.62
5 16.0 12,50 10.0 20.00
Media 14.86 10.64 28.00 oMedings|  11.26 9.78 13.38
“Errorstd | 0.55 0.44 3.93 “Brtonstds  0.62 0.26 3.95
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TABLA 9. Continuacién.

DERIVADOS ARGENTATINA B

U.exp.

Control

Comp*Z()2

e

(mg)

(mg)::- |

\
]

13.70

1110

14.00

11.70

14,20

12.00

16.40

9.70

o

16.00

14.40

[ S IS

Medim

14.86

11.78

Error std

0.55

0.76

Uexpi

Control;:

(mg) 7= |

*Comp,22-
(mg)i~ |-

1. 13,70 8.01
2 14.00 10.10
3 14.20 8.60
4 ] 16.40 11.40
5.- ] 16.00 8.80

“Media

14.86

9.38

Error std.-

0.55

0.60
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TABLA 10. Efecto inhibitorio (%) de las argentatina A (1),B (3), D (6) ¢ Indometacina (IND) a una

concentracion de 0.1 mg/oreja.

Cﬁntr ke,

U.exp. -

(gl

18.8

17.1

16.8

15.1

| w]oj ="
‘.‘f? ,.:“\ . ‘

15.3

Mediar

16.62

Error.std.

0.67

‘Control

U.exp.

(mg):

13.9

18.7

13.4

14.8

12.7

14.7

1.06

TABLA 11. Efecto inhibitorio (%) de los derivados de las argentatina A (1),B (3) a una concentracién de

0.1 mg/oreja.

DERIVADOS ARGENTATINA B

i

DERIVADOS ARGENTATINA A

U.exp. | Contrel: | Compil0:. 2 Gompidas, - 7
i (mg) - -| - (mgyy | ETYRREE
1 14.60 10.60 27.40
2 - | 18.70 1430 23.53
N 13.30 14.20 6.77 &
4 16.10 13.0 19.25
.5 13.90 15.30 10.07 &
S TR %;
Media 15.32 13.48 17.40 § 13.74 11.24 17.44
roristd: 0.96 0.80 3.92 0.33 1.15 10.22
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TABLA 11. Continuacion.

E_ DERIVADOS ARGENTATINA B | DERIVADOS ARGENTATINA A

miexpag,k Control| CompiR:] 7T CONIIRY | [FVexie: ,
3 L (mg)ecs) q(m‘ﬁlf%f?;:e e
152 5.50
10.6 2.50
11.3 390
14.8 3.70
10.5 8.10

i B e
47

i

RS ER DU E

Media | 1248 | 474
Bmorad |  1.03 0.96

. Ujexp;. | Control.
'ﬁi’"’j« El A (mg-)—h
17.20
14.60
16.10
12.70
14.0

14.92
0.78

6XP;:. |- Controli:Compilt

I (img) T (ing
S 14.60
CEI% ] 1870
a1 16410
. 4 14.60
5 13.0

M;;dxa 15.40
Brrorstd:]  0.96 1.09

* Uiexp:. | Control-f Comp20:T,
S (mg L (mgyEA T
T L. | 7.00 1.6 77.14
=g 7 | 8.20 6.9 15.85
3~ | 6.50 1.6 75.38
4. 4.70 36 23.40
5. i 13.00 51 60.77
T 12.00 39 67.50
9.70 10.4 7.22
12.70 10.1 20.47

14.2 11 | 218

14.70 11.5 21.77
14.70 10.4 2625
14,20 15.6 9,86
13.0 7.5 42.31

9.23 5.4 43.47
1.10 1.2 10.38

14,16 11.22 25.00
0.3t 1.29 5.33
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TABLA 11.Continuacién.

DERIVADOS ARGENTATINA B_

DERIVADOS ARGENTATINA A _

T

Usexp:..”[; €ontrol: i
S (l,ng):;":i, e
PO¥ sl 1330 760 42.86
2 11.90 8.0 3217
3 11.0 6.30 42.73
4 12.0 4.20 65.00
5 12.20 4,70 61.48
- Media. 12.08 6.16 43.97 E 8.68 4.83 40.68
(FEfopstd:| 0.31 0.75 6.13 11 0.31 6.13
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TABLA 12, Efecto inhibitorio (%) de las argentatina A (1},B (3), D (6) ¢ Indometacina (IND) a una

concentracion de 0.5 mg/oreja.

U.exp. | Control IND -
. (mg) . (mg):

1 18.8 6.20

2 17.1 7.20

3 16.8 7.80

4 15.1 0.50

5 5.3 5.10

Media 16.62 6.56

Errorstd 0.67 045

U.exp. | Control | Cemp:3-

(mg) (mg):

1 13.90 1.20

2 18.70 320

3 13.40 3.0

4 14.30 1.80

5 12.70 2.80

Media 14.7 2.40
Error.std 1.06 0.38
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TABLA 13, Efecto inhibitorio (%) de los derivados de Ias argentatina A (1).B (3) a una concentracién de

0.5 mg/oreja.
DERIVADOS ARGENTATINA B | DERIVADOS ARGENTATINA 4
T.exp.. | Conirok:] Compilo:]. - Compabe. | [ 0eane :
(mg) | (mgy. | - U
1 14.60 10.7 26.71
2 18.70 11.70 37.43
3 13.30 11.50 13.53
4 16.10 8.0 50.31
5 13.90 10.0 28.06
Media 15.32 10.33 31.21
Error std 0.96 0.66 6.11

U.exp. | Control | Comp.12.

) (mg) (mg)ef -0 T Y
1 18.70 6.40 65.78
2 16.10 4.40 72.67
3 13.80 6.70 51.45
& 12.70 2.10 83.46
3 12.70 2.20 82,68
Media 14.80 4.36 71.21 .
Error std 1.15 0.98 5.93 *Etmr%stdq 1.1 0.8 7.49

U.exp. Control "Comp.14:).

BT O

(mg) | (mg)ti

| 17.20 6.60 II.S 5.70 50.43
.2 1460 6.20 13.4 4.50 66,42
-3 1610 8.30 12.1 3.60 70.25
L 1270 5.90 10.2 8.20 19.61
5] 140 9.70
Media 14.92 7.34 11.80 5.50 51.68
Error std 0.78 0.72 0.66 1.0 11.52
. U.exp. | Control; | Lol
(mg) sl HmE) o
1 14.60 9.6
2 18.70 3.3
3 16.10 8.5
4 14.60 4.3
5 13.0 54
Media 154 7.22 33.13
Emor std 0.96 1.0 12.31
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TABLA 13.Continuacion.

DERIVADOS ARGENTATINA B DERIVADOS ARGENTATINA A
Ensayo | Control | Comp20) : "Comp:20" )
(mg) (mg)- > - Yok
1 7.00 1.90 72.86
2 8.20 5.30 35.37
3 6.50 2.10 67.69
4 4.70 1.30 72.34
5 13.00 1.60 87.69
] 12.00 8.70 27.50
7 9.70 3.00 69.07
8 12.70 4.30 66.14
Media 9.23 3.48 62.33 14.16 7.12 49.64
Error std. 1.10 0.71 6.42 0.31 0.28 2.14
U.exp. | Control | Comp.22: éiz‘; JHEantiolsl Comp 23 p
) (mg). | (mg)F A mg) S(mip) A
1 13.30 2.50 i 7.0 7.50 7.14
s 11.90 2.80 8.2 2.60 68.29
3o 110 1.90 6.50 6.50 0.00
4 ¥ 12.0 5.70 4,70 4,50 4.26
5 12.20 2.30 12.70 31 75.59
’ 12.0 2.10 82.50
9.7 1.40 85.57
Media . 12.08 3.0 74.81 8.68 3.64 52.70
Emrorstd 4 0.31 0.69 5.68 1.1 0.82 14.17
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TABLA 13.Continuacion.

DERIVADOS ARGENTATINA B

TABLA 14. Efecto inhibitorio (%) de las argentatina A (1),B (3), D (6) e Indometacina (IND) a una

concentracion de 1.0 mg/oreja.

Wiexp. | Controlal
4 (mp) . Al
T 13.90
2 11.30
3. 12.90
4 16.00
-5 16.50
Media 14.12
Error std 0.96
Yiekp. - | Controls
o {mg)- <
el 13.90
SR 18.70
3 13.40
K R 14.80
5 §2.70
Media 14.70
Errot std 1.06
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TABLA 15, Efecto inhibitorio (%) de los derivados de las argentatina A (1),B (3) a una concentracion de

77

1.0 mg/oreja.
DERIVADOS ARGENTATINA B DERIVADOS ARGENTATINA A
Uséxp; | Control.. AETEh Empas) e
- (mig)
i 14.60
2 18.70
3 13.30
4 16.10
5 13,90
Media | 1532
Errorstd [ 0.96
U.exp. | Control | Compd2| . i~hEI?¢‘x Sl Gontol ?(%@iilpﬂ%* :
(mg). (mg)7- |2 i !llﬁﬁ)
1 18.70 1.90
2 16.10 4.20
3 13.80 3.30
4 12,70 2.90
5 12,70 2.10
“Media | 14.80 2.88
Error std 1.15 0.42
Ulexp. | Control | Compil4: jHapL erl
S ] (mg)l ] (g = g ol
1 17.2 6.80 60.47 11.5 4,30 62, 61
2 14.6 9.10 37.67 13.4 0.4 97.01
3 16.10 7.90 50.93 12.1 2,60 78.51
4 12.70 6.10 51.97 10.2 540 47.06
5 14.0 3.90 72.14
Media 14,92 6.76 54.64 11.8¢ 3.18 71.30
Errorstd 0,78 0.87 5.70 0.66 1.08 10.71
Uiexp. | Control | Compil6
L (mg):-* | (mg)f | i
1 14.60 2.0
-2 18.70 1.40
3 16.10 1.10
4 14.60 3.0
5 130 4.70
“Media 15.4 2.44
Error:std 0.96 0.65




TABLA 15. Continuacién.

DERIVADOS ARGENTATINA B I DERIVADOS ARGENTATINA A
U-ex,n- Control Comp&oﬁ P TCT e @ﬁmn& TRAL
; (mg) (mg)T% 2 2% %z( g)v T o
1 7.00 1.60 g
2 8.20 3.10 53
3 6.50 1.40 x
4 4.70 1.70 53
3 13.00 1.60 62
6 12.00 320
7 9.70 0.80
8 . | 1270 5.10
Media | 9.23 554
Eifforstd. | .10 0.47
U.exp. | Control | Comp22-| . i@
— e | mpr| oo
1 13.30 2.60
2 11.90 0.70
3 11.0 01
4 12.0 2.7
3 12.20 0.0
Media | 12.08 134
‘Eiforstd | 031 0.54
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TABLA 15. Continuacion.

DERIVADOS ARGENTATINA B

%y

TPA.

COMPUESTO

o
cn,o—@\j[cwﬁon
CH
N 3
LG
I
0

INDOMETACINA

DOSIS (mgfOreja) | % INHIBICIONZES | Disg | % INHIBICIONZES | Disg
0.05 26.1214.2 390.86 % 11.0
0.1 46.01 £ 12.6* 0.15 47.95+£4.8* 0.11
0.5 60.42+2.7% {0.046-55) 62.38% 5.5* (0.03, 0.30)
1.0 93.82+ 1 .4* 83.65 £ 2.2*

EC. DE REGRESION

%ol = 85.8416 + 44.9986 logC

ol = 78.4454 + 30.7467 logC

COMPUESTO

DOSIS (mg/Oreja) | % INHIBICIONZES | Disq % INHIBICION $ES [ Disg
0.05 39.44+£3.0* 1513 4.1
0.1 60.85 & 6.4 * 0.07 34.51 + 4,01 0.35
0.5 8353+ 2.7* (0.01,0.29) j 51.72+ 4.82* (0.16-0.73)
1.0 8499+ 4.7* 69.02% 4.1*

EC. DE REGRESION

%l =91.34771 + 39.5734 logC

%I = 67.4594 + 38,14908 logC

* Prueba de Dunnet para datos no pareados (n=5; p< .05 ) después de un ANADEVA. (Se comparan los mg de

edema entre el control y cada dosis de compuesto prueba).
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De acuerdo con esto se observa que los compuestos aislados, presentan una inhibicién de 84.2% para la
argentatina A (1) y 85.6% para la argentatina B (3) que comparada con la argentatina D (6) presenta una
inhibicidn del 69.1%, presentando una inhibicién ligeramente menor a la indometacina.

Asi mismo se realizo la evaluacién de los derivados de las argentatinas A (1) y argentatina B (3) cuyos

resultados se presentan en la tabla 9.

TABLA 17. Efecto inhibitorio (%) de los derivados de las argentatinas A (1) y B (3).

DERIVADOS ARGENTATINA B [

COMPUESTO

DOSIS (mg/Oreja) | % INHIBICION#ES | Dlsg % INHIBICION#ES | Dlsg

(.05 16.55£3.2 17.10+ 7.6
Ot 17.40+ 3,92 1.23 17.44 £ 10.2 0.31
0.5 3121+ 0.1 * (0.047, .10) 5273 £69* (0.13,0.71)
1.0 5139+ 42* 819+4£23%
EC. DE REGRESION %l = 45.5243 + 25.2105 logC Yl =74.77 + 47.97 logC
COMPUESTO
12
DOSIS (mg/Oreja) % INHIBICION£ES | Dlgq % INHIBICION ZES | Dlsg
0.05 36.95£852% 31.71 £ 3.0*
0.1 60.71 £ 9.7 0.084 4033 +7.2* 0.17
0.5 71.21+£59* (0.01, 0.45) 66.14+74* (0.09, 0.28)
1.0 80.09+£29* 77191 4.1 *
EC. DE REGRESION %] = 81.1552 + 29.097 logC %I = 76.858 + 35,408 logC

* Prueba de Dunnet para datos no pareados (n=5; p< 0.05 ) después de un ANADEVA. (Se comparan los mg de

edema entre el control y cada dosis de compuesto prueba).
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TABLA 17. Continuacidn,

COMPUESTO

HON HON

DOSIS (mg/Oreja) % INHIBICION £ES I DIsg % INHIBICION $ES |

Disg
0.05 37.8+65* 20.35 £ 6.83
.1 4143 10.7* 23820237 0.238
0.5 50.371£5.38¢* 51684 £ 11,5% (0.08, 0.62)
1.0 5404 £57* 71304 10,7 *
£C. DE REGRESION %l =54.4733 +12.9128 logC Yl = 83.25107 + 53,4496 logC
DERIVADOS ARGENTATINA B ARGENTATINA A

COMPURSTO

DOSIS (mg/Oreja) | % INHIBICIONES | Dlsg | % INHIBICION£ES |  Disg

0.05 28.0%3.9 13.38V 3.9
0.1 57.02+£9.0* 0.123 23.82v+ 3.7
0.5 7H16+£3.7% {0.03,0.47) | 33.13% %123 *
1.0 8306+ 5.4 * 67.048E+ 5,1 *
EC. DE REGRESION Yl = 84.1033 + 37.37 logC %I = 67.58159 + 34.988 logC
COMPUESTO
"‘ 2
DOSIS (mg/Oreja) | % INHIBICION#ES | Disg | % INHIBICIONZES | Disg
0.05 2035+£53* 13.58%0.3
0.1 43,47+ 10.3 0.219 25.0+53 %
0.5 6233+ 642 *  (0.10,0.46) | 49.64%2.1 *
1.0 7S £3.7% 56.80+£39*

EC. DE REGRESION %I = 75.4771 + 38.7110 logC %I = 58.1550 + 33.6885 logC
*¥ Prucba de Dunnet para datos no pareados (n=3; p< 0.05 ) después de un ANADEVA. (S¢ comparan los mg de

edema entre ¢l control y cada dosis de compuesto prueba).

f Dosis de 0.125 mg/oreja. ¥ Dosis de 0.025 mg/oreja.
i Dosis de 0.25 mg/oreja. ¥Dosis de 0.05 mg/oreja.

il Dosis de 0.5 mgloreja.
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TABLA 17. Continuacién.

COMPUESTO

% 13

BOSIS (mg/Oreja) | % INHIBICIONZES | Disg | % INHIBICIONZES | Disg
0.05 368632 * 32.50£5.6
0.1 489763 % 0.10 40.68 6.1 028
0.5 7481 +56%  (0.04,028) | 527k147*  (0.150.50)
K 892543 % 64,53 £9.3 %

EC. DE REGRESION

%I = 62.5265 + 22.96 logC

%l = 62.52 + 22.96 logC

COMPUESTO

DOSIS (mg/Oreja) % INHIBICION £ES |  Digyg
0.05 2057£29
0.1 5405174 * 0.11
0.5 B5.51£28* (0.04, 0.28)
1.0 91.63 1.4 *

EC. DE REGRESION

%l = 96,2244 + 48.8991 logC

COMPUESTO

DOSIS (mg/Oreja)

[ % INHIBICION £ES |  Dlgy
0.05 46.55+55*
0.1 5535484 % 0.06
0.5 82.93£4.5* {0.03, 0.13)
1.0 8649+ 2.4 *

EC. DE REGRESION

%I = 89,0676 + 32.6733 logC

* Prugba de Dunnet para datos no pareados (n=5; p<0.05 ) después de un ANADEVA. (Se comparan los mg de

edema entre el control y cada dosis de compuesto prueba).
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TABLA 18. Efecto inhibitorio (%) de los epimeros 7 y § en el edema de la oreja de raton inducido por

TPA.
COMPUESTO
DOSIS (mg/Oreja) | % INHIBICION 4ES | Dis, % INHIBICION $ES | Dlso
0.05 3.9+2.0 27.8+3.3
0.1 12.243.9 0.62 5344 1.1 0.147
0.5 387114 {0.17,2.2) 65.2+2.6 (0.04, 0.51)
1.0 654109 783+ 1.5
EC. DE REGRESION %I =158.7311 +42.2018 logC %I = 78.2123 + 33.9034 logC

EFECTO INHIBITORIO (%) DE LOS DERIVADOS DE LA ARGENTATINA B
A UNA CONCENTRACION DE 1 mg/oreja

120
|- ]
100— T Errorsid
3
2 80
2
£
- 60—
W
-
£
40 —
20 —
a — [ . B o . L i Lol v T j r
IND compd comp6 compI0 compl2 compl4 comp 16 comp20 comp 22
EFECTO INHIBITORIO (%) DE LOS DERIVADOS DE LA ARGENTATINA A
A UNA CONCENTRACION DE 1 mg/oreja
120
B
100 X Erorsd
e 80—
=
o
=
= 60—
=
&
-]
= 40
20 - I
0~ T T T -
comp 25

. IND Comp 1 ., comp 11 comp 13 l comp 21 ' comp23  comp 24 .
Figura 42. Efecto inhibitorio (% Inhibicion} de los derivados de las argentatinas A, B e Indometacina a una
concentracion de 1 mg/foreja.
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La actividad antiinflamatoria de las argentatinas y sus derivados fue comparada con el grupo control
correspondiente a los diferentes niveles de concentracién evaluados mediante un anélisis de varianza de
una via y una prueba de Dunnet a una p< 0.05 y con n=5.

Del analisis estadistico realizado se observa una diferencia significativa para las dosis de 0.1, 0.5 y 1.0
mg/oreja en 1a indometacina.

Cabe mencionar que a las dosis de 0.5 y 1.0 mg/oreja todos los derivados de la argentatina B (3) y de la
argentatina A (1) presentan diferencia significativa al efectuar la comparacién con el grupo control; sin
embargo, para la dosis de 0.5 y 0.1 mg/oreja no todos los compuestos tienen el mismo comportamiento,
observandose que no existe diferencia significativa para los compuestos (11), (15), (17) y (23) derivados
de (1) y para el compuesto (10) derivado de (3).

Los compuestos (1), (16) y (21) presentan el mismo comportamiento a dosis de 0.05 mg/oreja, y los
compuestos (12) y (20) a concentracion de 0.1 mg/oreja.

Como se observa en la figura 42 al realizar una comparacién entre los compuestos 3 y 6 encontramos que
al modificar el grupo funcional de la posicion 3 del anillo A se modifica la actividad biolégica,
observandose una disminucién (tabla 16), registrandose valores de 85.0 £ 4.7 y 69.02+ 4.1, a una dosis de
1 mgforeja respectivamente. También se observa la importancia del alcohol en la posicién C-25 de la
argentatina B, ya que al realizar la acetilacién en esa posicién (10) la actividad anti-edematosa disminuye
hasta un 51.4 + 4.2 porciento.

Una modificacion minima al sustituirse uno de los hidrogenos de la posicién C-2 de la argentatina B (3)
por un halogeno (12) no representa un cambio significativo en la actividad inhibitoria.

Por otra parte ¢l aumento en ¢l tamafio del anillo A de la argentatina B (3) produce un efecto en la
respuesta inhibitoria detectando un ligero decremento en estd, a dosis de 0.5 mg/oreja observando valores
de 83.53 £2.7, 71.16 £ 3.7, 62.3 + 6.42 para (3), (16} y (20) respectivamente, determinando que el cambio

de un atomo de nitrogeno por uno de oxigeno es importante cuando se trata de un anillo de sicte miembros,
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asi como un incremento en el porciento de inhibicién cuando el anillo D de la argentatina es hidrolizado
para formar el compuesto (22).

Efectuando un anélisis de la argentatina A (1) y su derivado (11) a una concentracién de 0.5 mg/oreja se
observa una disminuacién en la actividad biologica, sin embargo, se presenta mayor variabilidad en la
respuesta, lo que denota un error estdndar significativo, por otra parte al comparar (1) con el compuesto
(24) a una concentracion de 1 mg /oreja se observa un porciento de inhibicién de 83.65 £ 2.2y 91.63+ 1.4
respectivamente, demostrando que el hidréxilo en posicion C-3 es importante para la actividad
antiinflamatoria; mientras que la sustitucién del hidrégeno en C-2 (13) tiene un efecto negativo debido a
que provoca la disminucion de la actividad observandose un porciento de inhibicién de 77.19 + 4.1
comparado con 83.65%= 2.2 del compuesto original, Por otra parte, se determina que el grupo hidréxilo en
la posicion C-16 es importante debido a que se observa un valor de 56.8% + 3.9 de inhibicién cuando esté
es oxidado para formar un grupo cetona presente en el compuesto (21).

Asi mismo al comparar el compuesto (25) con la argentatina A (1) se observa una diferencia significativa
en el porciento de inhibicién dando valores de 82.93 + 4.5 y 62.38 + 5.5 a concentracién de 0.5 mg/oreja,
por oftra parte se hace notar que al ser hidrolizado ¢l anillo de cinco miembros del compuesto 23 para
formar el 4cido (25) se observa un incremento considerable en la actividad inhibitoria del edema, teniendo
un valor de 86.49% £ 2.4. Lo que significa que esta parte de la molécula es importante para la actividad
biologica evaluada.

De la misma manera que los compuestos anteriores se llevé acabo la evaluacién de los epimeros 71645
hidroxi-24(R), 25-cetal-90. 19 ciclolanostan-3-ona (7) y 16-hidroxi-24(S), 25-cetal-96, 19 ciclolanostan-
3-ona (8), presentando porcentajes de inhibicion de 65.4+0.9 y 78.30+1.5 respectivamente, determinando
la importancia que tiene la configuracién de los carbonos en posicién (24) de ambos compuestos, debido

posiblemente a la interaccién con alguna enzima.
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5. CONCLUSIONES.

Los compuestos 7 y 8 son el resultado de reacciones de adicion de acetona a la argentatina C y
epiargentatina C respectivamente. Estas reacciones se efectian durante la extraccidn industrial del hule,
donde se utilizan cantidades masivas de acetona. Esta es la primera vez que se afsla la epiargentatina C, o
alguno de sus derivados. Este hallazgo tiene implicaciones importante en la ruta biogenética de los
triterpenos sintetizados por ¢l P. argentatum.

Las argentatina A y B presentaron un perfil adecuado como agentes antiinflamatorios.

Con el fin de establecer una relacién estructura actividad se obtuvieron 14 derivados a partir de las
argentatinas A y B. Este estudio demostré que las transformaciones més importantes son aquellas donde se
lograron abrir los respectivos anillos heterociclicos. Asi los derivados mas potentes, obtenidos tanto para
la argentatina A como de la argentatina B fueron aquellos donde se abrié el anillo etéreo de cinco

miembros de la argentatina A y el de siete miembros de la argentatina B,
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