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1 RESUMEN

En el presente trabajo se describe el aislamiento de los triterpenos argentatina A
y argentatina B caracteristicos del guayule (Partenium argentatum), una especie
originaria del norte de México y del sur de Estados Unidos. Considerando las
investigaciones realizadas en trabajos previos se sabe que dichos compuestos presentan

actividad citotoxica y citostética en células cancerosas.

Las argentatinas A y B aisladas de la resina de guayule fueron sometidas a
diversas reacciones quimicas entre las que se encuentran la formacién de glicésidos e
insercion de grupos funcionales en posiciones responsables de actividad citostatica y/o

citotoxica.

Los productos de reaccion fueron aislados por diferentes métodos que incluyen a
la cromatografia en columna abierta y recristalizacion, posteriormente la estructura fue
elucidada mediante resonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia en el infrarrojo

(IR) y espectrometria de masas (EM).

Los profarmacos 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-glucopiranosil)-argentatina A (3b) y
16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-galactopiranosil)-argentatina A (3c) se obtuvieron a partir de
la reaccion de la argentatina A con el reactivo 1l-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-o-D-
glucopiranosa (1b) y 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa  (2b)
respectivamente, mientras que el profarmaco 16-O-B-glucosilargentatina A (3d) se formo
a partir de la reaccion de desacetilacion del compuesto 3b. De ésta serie de compuestos
se evalud por el método SRB el compuesto 3b y mostrd una disminucion en el porcentaje

de inhibicién de las lineas celulares evaluadas.



2 INTRODUCCION

El cancer es responsable de un gran nimero de muertes en nuestro pais y
alrededor del mundo; de acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) se trata de la segunda causa de muerte a nivel mundial y la tasa de mortalidad va

en aumento a pesar de los esfuerzos para prevenir la incidencia.

En la actualidad el tratamiento para esta enfermedad es amplio, estos tratamientos
van desde quimioterapia, radioterapia y el uso de nuevos tratamientos como anticuerpos
(Goodman & Gilman, 2007). Sin embargo, dada la naturaleza de la enfermedad y la baja
selectividad de los tratamientos es practicamente imposible un tratamiento eficaz e

inocuo (Harvey, 2001).

La busqueda de tratamientos que sean mas selectivos ha generado varias
alternativas que basan su mecanismo de accion en el uso de marcadores presentes en
las células cancerosas. Una de las alternativas con las que se cuenta es el uso de
profarmacos, estas moléculas pueden ser bioactivadas en el sitio de accién o complejos
farmaco-acarreador que por medio de una enzima presente en células tumorales son

activados al llegar al tumor (Xu & Mc Leod, 2001).

Desde tiempos ancestrales se ha recurrido al uso de plantas medicinales para
curar diversas enfermedades (Mendoza, 2008), con el paso del tiempo y los avances en
la ciencia algunos metabolitos de plantas con uso terapéutico se han aislado y
caracterizado; como resultado un gran nimero de medicamentos tienen como base uno

0 mas farmacos con origen vegetal.

El uso de guayule como productor de hule natural deja como producto de desecho
una resina formada principalmente por compuestos triterpénicos del tipo cicloartano, en
estudios previos se ha demostrado que estos triterpenos presentan actividad citostatica
y citotoxica en diferentes lineas celulares de cancer (Parra Delgado, et al., 2005). Con la
finalidad de buscar tratamientos mas eficaces y selectivos se propuso la formacién de
nuevas moléculas a partir de las argentatinas A y B como potenciales precursores en la

formacion de profarmacos.



3 MARCO TEORICO
3.1 Céancer

El termino cancer agrupa un gran numero de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo, se caracteriza por un crecimiento y diseminacion
incontrolada de células, ademas dichas células pueden invadir tejidos cercanos o incluso
pueden diseminarse a otras partes del cuerpo a través del sistema linfatico o torrente

sanguineo, este proceso es conocido como metastasis (Bustamante, et al., 2012).
3.2 Estadistica

En la actualidad el cancer es una de las enfermedades con mayor incidencia a
nivel mundial, tan solo en el 2015 murieron 8.8 millones de personas en el mundo a causa
de algun tipo de cancer, siendo el de pulmdn, hepatico, colorrectal, gastrico y de mama
los principales (OMS, 2018). En nuestro pais tan solo en el 2016 se registraron 82,502
defunciones a causa de esta enfermedad, siendo la tercera causa de muerte (INEGI,
2016). A pesar de los innumerables esfuerzos que se realizan para curar y detectar
oportunamente esta enfermedad se estima que entre el 2007 a 2030 habra un incremento
en la tasa de mortalidad de un 45%, llegando a 11.5 millones de muertes a causa de

algun tumor maligno (Reynoso Noverdn & Torres Dominguez, 2017).

El cancer es una enfermedad que puede presentarse a cualquier edad y género,
sin embargo, en la mayoria de los casos existe una relacion entre el tipo de cancer y la

poblacién afectada.

De acuerdo con datos recabados por el INEGI del afio 2011 al 2016 en nuestro
pais a una temprana edad se observé una prevalencia de los canceres influenciados por
cambios celulares en el ADN, tal es el caso de los tumores en 6rganos hematopoyéticos
como las leucemias. Aunque en adultos jovenes (entre 18 a 29 afos) la presencia de
tumores malignos es menos frecuente, es evidente que comienza a verse influenciada
por el estilo de vida; los canceres con mayor incidencia fueron cancer de 6érganos
hematopoyéticos, testiculo, ovario y digestivo entre otros. Entre la poblacion de 30 a 59

anos se hace mas evidente la influencia de habitos no saludables como el fumar, la



obesidad y el consumo de alcohol; en este grupo los tumores malignos que mas afectan
a la poblacion son cancer de érganos digestivos, 6rganos genitales femeninos, mama,
organos hematopoyéticos y 6rganos respiratorios, mientras que en adultos mayores a 60
afos el cancer de mayor incidencia es el de 6rganos digestivos. En la Grafica 1 se
muestran los porcentajes de muertes debidas a los principales tipos de cancer que

afectaron a los mexicanos en el afio 2016 (INEGI, 2018).

Porcentaje de muertes observadas paralos principales
tumores malignos en el afio 2016
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Gréfica 1. Datos publicados en “Estadisticas a propésito del dia mundial contra el cancer
(4 de febrero)” (INEGI, 2018).



3.3 Causas del cancer

Las causas del cancer aun no son muy claras, pero se sabe que involucra factores
genéticos y agentes externos; los agentes externos los podemos clasificar como
carcindgenos fisicos (radiaciones ultravioletas y ionizantes), carcinbgenos quimicos
(como componentes del tabaco, aflatoxinas, arsénico) y carcinégenos bioldgicos (virus,
bacterias y parasitos). Adicionalmente se sabe que la edad, habitos poco saludables
como el consumo de tabaco, de alcohol, la mala alimentacién y la falta de actividad fisica

son los principales factores de riesgo para esta y otras enfermedades (OMS, 2018).

Entre el 30 y 50% de los canceres de acuerdo con la OMS se pueden evitar si se
reducen los factores de riesgo antes mencionados, asi mismo se sabe que muchos de

los canceres son curables si se detectan en una etapa temprana.
3.4 Tratamiento

En la actualidad existen diferentes tratamientos contra el cancer, desde los
convencionales como la cirugia, la quimioterapia y radioterapia; asi como los nuevos
tratamientos que tienen la intencidon de ser mas especificos para causar menos efectos
adversos, tal es el caso de los trasplantes de células madre, inmunoterapia, terapia
dirigida o terapia con hormonas (National Cancer Institute, 2017). La mayoria de los
pacientes son tratados con la combinacion de dos o mas tratamientos (ejemplo: la cirugia
con radioterapia o quimioterapia), con el propésito de incrementar las posibilidades de

éxito.

Cada uno de los tratamientos tiene limitaciones, por lo que la combinacion de los
tratamientos hace mas efectiva la respuesta ante esta letal enfermedad. La cirugia se
usa para disminuir o eliminar tumores sélidos; sin embargo, no siempre es suficiente y
requiere de un tratamiento coadyuvante como la quimioterapia que se basa en la
administracion de farmacos que con diferentes mecanismos ayudan a la eliminacion o
disminucién de las células cancerosas; otro de los tratamientos mas utilizados es la
radioterapia que consiste en exponer la zona donde se encuentra el tumor a radiacion
(rayos X o0 gamma) (American Cancer Society, 2019), la radiacién dafia el ADN de las

células causando su muerte, sin embargo como la mayoria de los tratamientos no es
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especifico para células cancerosas también causa la muerte de las células normales

cercanas a la zona del tumor.

Actualmente existen nuevos tratamientos como el trasplante de células madre
usado principalmente en leucemias, linfomas o mieloma multiple. El trasplante de células
madre (Figura 1) es usado para reemplazar la medula 6sea destruida por quimioterapia,
permitiendo usar dosis méas altas de farmacos. Las células madre donadas, ademas de
reemplazar las células eliminadas, pueden ser mas efectivas que el sistema inmune del

paciente para encontrar y eliminar células cancerosas (American Cancer Society, 2019).

El paciente recibe un tratamiento para
eliminar células que forman la sangre

. \1 D T ‘1 D

Quimioterapia 2 &‘ —
== |

Se extraen células madre del donante El paciente recibe células madre

Células -
madre e Vil

Magquina de
aféresis

Figura 1. Trasplante de células madre. National cancer institute 2011 Terese Winslow
LLC.

La inmunoterapia, uno de los tratamientos recientes, engloba diferentes métodos
gue estimulan o inhiben los mecanismos del sistema inmunoldgico para combatir las
células cancerosas; esta es una de las terapias usadas en una amplia variedad de

canceres (National Cancer Institute, 2017).

Algunos de los tumores como el de préstata o el de mama requieren de hormonas
producidas por el cuerpo para aumentar su tamafo, las terapias hormonales
frecuentemente bloguean los mecanismos para la produccion de hormonas o modifican

el efecto de las hormonas sobre el organismo, de tal forma que se inhiba el crecimiento



de los tumores o0 en algunos casos disminuya su tamafio (National Cancer Institute,
2017).

A pesar de todos los avances con los que se cuenta en el tratamiento del cancer
los indices de mortalidad continlan siendo alarmantes (OMS); la cura de esta
enfermedad sigue sin ser efectiva en la mayoria de los casos y el éxito del tratamiento

depende de la etapa de deteccion y la estrategia a seguir para tratarla.
3.5 Quimioterapia

Dado la magnitud de este problema, la busqueda de nuevos tratamientos ha sido
de suma importancia. La practica de la cancerologia ha cambiado notablemente en los
ultimos afos, afecciones malignas que anteriormente eran letales, tales como el cancer
de testiculo, linfomas y leucemia ahora son curables en muchos de los casos. En un inicio
los medicamentos que se emplearon para el cancer se descubrieron probando sustancias
sintéticas y productos naturales en sistemas tumorales de proliferacién rapida (Goodman
& Gilman, 2007). La quimioterapia actual para el cancer consiste en atacar de diversas
formas las células tumorales, con la intencion de causar un fendbmeno citotoxico letal

Unicamente en la célula cancerosa y asi detener la progresion del tumor.

Un numero importante de farmacos que se descubrieron en las dos primeras
décadas de la quimioterapia del cancer (1950 a 1970) se intercalan en el ADN o sus
precursores, inhibiendo la sintesis de nuevo material genético o causando dafio
irreparable del ADN, provocando la muerte de la célula (Goodman & Gilman, 2007)
desafortunadamente el dafio que causan estos farmacos no es exclusivo para células
tumorales. Lo ideal seria que los farmacos antineoplasicos interfirieran solo en los
procesos celulares que son exclusivos de las células malignas, lamentablemente la
mayoria de los farmacos antineoplasicos actualmente disponibles no reconocen

exclusivamente a células neoplasicas (Harvey, 2001).

Con el fin de eliminar las células cancerosas causando el menor dafio posible a
las células normales se han buscado caracteristicas que sean Unicas en las células
cancerosas; sin embargo, esto no ha sido sencillo dado que tanto las células cancerosas

como normales tienen el mismo origen primario. Una caracteristica Unica en la mayoria
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de las células cancerosas es gue tienen una mayor proliferacion que las células normales
(Mendoza, 2008).

El haber conseguido en un inicio la caracterizacién de antigenos y oncogenes
tumorales Unicos, introdujo nuevas oportunidades terapéuticas, si bien los medicamentos
dirigidos molecularmente han tenido un éxito en diversas neoplasias como en la leucemia
mielocitica cronica (CML) y en la leucemia promielocitica aguda (APL), no es probable
gue en un futuro cercano nuevas terapias sustituyan a los farmacos citotéxicos, ya que
estos medicamentos son cada vez mas eficaces cuando se administran combinados y en

etapas iniciales de la enfermedad (Goodman & Gilman, 2007).

Actualmente se cuenta con una amplia variedad de farmacos antineoplasicos, la
mayoria de estos farmacos pueden ser empleados en mas de un tipo de cancer, los
cuales pueden clasificarse por mecanismo de accion, diana y origen, entre otros. En el

siguiente cuadro se resume a los grupos mas importantes de farmacos antineoplasicos:

CLASE TIPO DE FARMACO EJEMPLOS

Metotrexano

Analogos del acido félico
9 Pemetrexed

Fluorouracilo
Capecitabina
Citarabina
Gemcitabina
Mercaptopurina

Analogos de la purina e Pentostatina
inhibidores relacionados Cladribina

Fludarabina

Cuadro 1. Clasificacién de farmacos usados en enfermedades neoplasicas (Goodman
& Gilman, 2007).

Anélogos de la pirimidina
Antimetabolitos




CLASE

TIPO DE FARMACO

EJEMPLOS

Farmacos
alquilantes

Cliclofosfamida

. Ifosfamida
Mostazas nitrogenadas . -
Melfalan (L-sarcolisina)
Clorambucilo
Etileniminas y Altretamina
metilmelaminas Tiotepa

Derivados de metilhidrazina

Procarbazina (n-metilhidrazina)

Alquilsulfonato

Busulfan

Nitrosoureas

Carmustina (BCNU)
Estreptozocina

Triazenos

Dacarbazina
Temozolomida

Complejos de coordinacion

Cisplatino
Carboplatino
Oxaliplatino

Productos
naturales

Alcaloides de la vinca

Vinblastina
Vinorelbina
Vincristina

Taxanos

Paclitaxel
Docetaxel

Epipodofilotoxinas

Etopdsido
Tenipésido

Camptotecinas

Topotecan
Irinotecéan

Antibiéticos

Dactinomicina (actinomicina D)
Daunorrubicina
Doxorrubicina

Antracenodiona

Mitoxantrona
Bleomicina

Gilman, 2007).-continuacion-

Cuadro 2. Clasificacion de farmacos usados en enfermedades neoplasicas (Goodman &




CLASE TIPO DE FARMACO EJEMPLOS
Urea sustituida Hidroxiurea
. N Tretinoina
Agentes de diferenciacion L -
Trioxido de arsénico
Inhibidor de la proteina cinasa Imatinib
de la tirosina Gefitinib
Farmacos - -
diversos Inhibidor de proteosoma Bortezomib
Modificadores de la respuesta Interferon-alfa
bioldgica Interleucina 2
Rituximab
Anticuerpos monoclonales Gemtuzumab
Bevacizumab
Supresores de Mitotano
adrenocorticales Aminoglutetimida
Adrenocorticosteroides Prednisona
Caproato de
, hidroxiprogesterona
Progestagenos
g g Acetato de
medroxiprogesterona
EStrégenos Dietilestilbestrol
g Etinilestradiol
Hormon_as y . , Tamoxifeno
antagonistas Antiestrégenos .
Toremifeno
Anastrozol
Inhibidores de la aromatasa Letrozol
Exemestano
, Propionato de testosterona
Andrégenos .
Fluoximesterona
Antiandrégenos Flutamida
Anélogos de la hormona Leuprolide

liberadora de gonadotropinas

Cuadro 3. Clasificacion de farmacos usados en enfermedades neoplasicas (Goodman &

Gilman, 2007).-continuacion-

A pesar de los muchos farmacos quimioterapéuticos existentes, la tasa de
mortalidad asociada a cancer continia en aumento. No es de sorprenderse que las

células hayan desarrollado mecanismos elaborados de defensa para protegerse de los
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antineoplasicos, puesto que estos son toxinas que constituyen una amenaza letal para
las células. Algunas células neoplasicas tienen una resistencia inherente contra la
mayoria de los farmacos quimioterapéuticos, otras células pueden adquirir resistencia a
los efectos citotdxicos de una medicacién mediante mutaciones, especialmente posterior

a la administracion prolongada de dosis subéptimas de los farmacos (Harvey, 2001).

Entre los principales problemas a resolver de la quimioterapia actual es la
resistencia a uno o multiples farmacos, efectos adversos, toxicidad y tumores inducidos
por el tratamiento; dado que la mayoria de los antineoplasicos son mutagenos, pueden
surgir nuevas neoplasias varios afios después de la curacion del cancer original (Harvey,
2001).

3.6 Productos naturales

A pesar de los avances en el area farmacéutica y de contar cada vez con mas y
mejores tratamientos disponibles para curar diversas enfermedades, el nimero de
pacientes que recurre al uso de plantas medicinales en busca de una terapia alterna que
mejore su salud crece de forma exponencial. La herbolaria es empleada por gran parte
de la poblacion mundial, hasta en un 80% de la poblacién de paises en desarrollo por
cuestiones culturales o por la falta de otros recursos y en el caso de los paises
desarrollados su uso es por considerar que lo “natural” es sinénimo de inocuidad (OMS,
2004).

La medicina basada en productos naturales es el resultado de las experiencias
terapéuticas acumuladas por cientos de generaciones. Los antiguos pobladores de
nuestro territorio desarrollaron una de las herbolarias mas complejas del mundo, debido
a la riqueza cultural y étnica que alcanzaron; asi pues, desde tiempos prehispanicos
diferentes grupos étnicos han usado plantas con fines medicinales (Mendoza, 2008). Esto
se ve reflejado en documentos como el Cédice de La Cruz-Badiano, la Historia de las
Plantas de Nueva Espafia y las ilustraciones de la Real Expedicion Botanica a la Nueva

Espana.

México cuenta con una gran biodiversidad de especies de plantas con alguna

propiedad curativa, a partir de estas especies se han realizado preparados herbolarios
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con el fin de aliviar algunas enfermedades, cabe sefialar que, aunque para algunos de
ellos se ha establecido su eficacia y seguridad, para otros esto no ha sido posible
(Ocegueda, et al., 2005). De la herbolaria mexicana alrededor de 4000 especies de
plantas con flores (lo que representa casi 15% de la flora total) tienen atributos

medicinales.

Desde hace varias décadas, basado en informacion quimiotaxonGmica y
etnomédica, se han abierto un sin fin de lineas de investigacién que nos lleven a encontrar
nuevos compuestos mas efectivos y con menos efectos colaterales (Alonso-Castro, et
al., 2011). Los investigadores han tratado de aislar los componentes activos de las
plantas medicinales y en consecuencia, al obtenerlos, para un cierto nimero de plantas
se ha logrado esclarecer el mecanismo de accion que valida su utilidad terapéutica
(Mendoza, 2008), a pesar de esto se cree que solo en un 5% se han realizado los estudios
guimicos, farmacoldgicos y biomédicos de los principios activos (Ocegueda, et al., 2005).
Se estima que anualmente en todo el mundo se facturan 60,000 millones de ddlares por
concepto de comercializacion de medicamentos de patente elaboradas con plantas

medicinales, lo que representa una cifra importante para la industria farmacéutica.

Se sabe que de los farmacos anticancerigenos usados en los diferentes
tratamientos aproximadamente el 60% son derivados de productos naturales (Alonso-
Castro, et al., 2011), tal es el caso de los alcaloides de la vinca. De acuerdo con el articulo
Natural Products as Sources of New Drugs from 1981 to 2014 los productos naturales y
sus analogos continlan teniendo un importante papel en la busqueda de nuevos
antitumorales, ya que de los farmacos anticancerigenos registrados entre 1981 y 2014
solo el 17% fueron de origen sintético (Newman & Cragg, 2016), esto demuestra que el

area de los productos naturales es un rubro que debe continuar explorandose.
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3.7 Guayule

Figura 2. Parthenium argentatum Gray (Guayule).

Parthenium argentatum Gray (Guayule) es un arbusto desértico con pequefias
hojas cubiertas de una cera blanca que las protege de la sequia y diminutas flores, es
capaz de soportar temperaturas de 18°C a 40°C y puede vivir de 30 a 40 afos (Figura 2).
El Guayule es una especie nativa de zonas semiaridas del norte de México y sur de
Texas, su principal uso es en la obtencion de hule natural (CONACYT, s.f.), se sabe que
desde épocas prehispanicas fue usado como fuente de hule, pues por el método de
exudado se obtenia un latex que era empleado para hacer las pelotas de los juegos de
pelota ceremoniales. Durante la primera mitad del siglo XX fue la Unica fuente de
produccion de hule, pero con la llegada del hule producido sintéticamente su uso decayo;
(CONABIO, s.f.). recientemente se han retomado la investigacion en torno al latex

obtenido del Guayule, debido a sus propiedades hipoalergénicas.

Se sabe que por cada kilogramo de hule natural obtenido se produce un kilogramo
de resina como desecho (Parra Delgado, et al., 2005). De la resina de guayule se han
aislado seis diferentes triterpenos caracterizados como la incanilina, argentatina A, B, C,

D e isoargentatina B (Maatooq, et al., 2002). Las argentatinas representan el 20% de la
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composiciéon de la resina, siendo la argentatina A [(16S, 17R, 20S, 24R)-20,24-epoxi-
16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona] y la argentatina B [(168,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona] (Figura 3) los compuestos mayoritarios (Parra Delgado, et al.,
2006). Las argentatinas son triterpenos de tipo cicloartano con propiedades citotoxicas

en lineas de cancer colon, mama, leucemia, entre otras.

Algunos experimentos realizados en nuestro grupo de trabajo demuestran que
analogos de la argentatinas A y B poseen una actividad anticancerigena mas efectiva
gue los compuestos originales. Sin embargo, uno de los principales problemas de estos
compuestos es la hidrofobicidad, lo cual limita su estudio en sistemas biologicos in vivo
(Parra Delgado, et al., 2006).

oy,
OH

Z
Z

Argentatina A Argentatina B

Figura 3. Triterpenos aislados de Partenium argentatum.

3.8 Triterpenos

Los triterpenos son un grupo diverso de metabolitos secundarios derivados del
escualeno o de precursores aciclicos de 30 atomos de carbono (Parra Delgado, 2006);
estos metabolitos pueden ser clasificados en triterpenos tetraciclicos y pentaciclicos
(Yan, et al., 2013). En la Figura 4 se muestra la clasificacion de los principales tipos de
triterpenos.
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En la naturaleza hay una amplia variedad de estos metabolitos secundarios, se
pueden encontrar triterpenos o combinados con azucares dando lugar a glicésidos o
saponinas triterpénicas, generalmente los triterpenos son compuestos solubles en
solventes organicos como éter de petréleo, éter etilico, cloroformo y metanol, entre otros,
pero insolubles en agua, sin embargo, las saponinas son poco solubles en solventes no
polares y presentan mejor solubilidad en agua y otros solventes polares (Yan, et al.,
2013).

29 28 Lanostanos

24 23 Oleananos 24 23 Ursanos

. 2 Y 30
8 Cicloartanos 29 28 Cucurbitacinas 2
\/20
-~
H

18

Friedelanos

g )
29 28 Tirucalanos

Triterpenos tetraciclicos Triterpenos pentaciclicos

Figura 4. Clasificacion de triterpenos basados en su estructura quimica (Yan, et al.,
2013).
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Diversas lineas de investigacion han demostrado que los algunos glicésidos
triterpénicos presentan actividad citotoxica, ejemplo de esto son los glicosidos
triterpénicos de Gordonia kwangsiensis, los cuales son buenos agentes citotdxicos en
lineas celulares de cancer gastrico, de colon, pulmén y ovario (Fu, et al., 2013); mientras
los triterpenos presentan actividad antiinflamatoria, antiviral (Zhang, et al., 2014),
antiparasitaria (Alakurtti, et al., 2010) y anticancerigena, inclusive se ha demostrado que
pueden ser capaces de regular los niveles de glucosa y actuar como agentes reversibles
de la multirresistencia que presentan algunas células cancerosas a la gquimioterapia
convencional (Yan, et al., 2013). Los mecanismos de accion de estos compuestos como
agentes anticancerigenos aun se desconocen, sin embargo, se sabe que un gran niumero
de triterpenos presenta actividad citotdéxica en un amplia gama de lineas celulares de
cancer (Chudzik, et al., 2015), ademdas otras investigaciones demuestran que los
triterpenos pueden ser compuestos altamente efectivos y con baja toxicidad (Tian, et al.,
2005); tal es el caso de la argentatina B que disminuye la proliferacion de células de
cancer de proéstata y cancer de colon tan eficiente como el cisplatino pero sin presentar

efectos téxicos en los animales de experimentacion (Alcantara Flores, et al., 2015).
3.9 Profarmacos

Un profarmaco es aquel compuesto que requiere ser activado in vivo mediante
transformaciones metabdlicas o enziméticas para presentar una actividad farmacoldgica.
Existen profarmacos bioprecursores y aquellos que se encuentran unidos a un
transportador o acarreador, la unién con dicho acarreador debe cumplir con las siguientes

caracteristicas (Beaumont, et al., 2003):

e Unién covalente.

e El profarmaco debe ser inactivo o menos activo que el farmaco.

e El enlace debe romperse in vivo.

e El profarmaco y el transportador no deben ser toxicos.

e La bioactivacion del farmaco debe ser rapida en el lugar de accion para
evitar el metabolismo alternativo (Cabrera & Diez Torrubia, 2010).

16



Ademas de disminuir la toxicidad propia de los farmacos, el uso de profarmacos
puede favorecer las propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas y farmacocinéticas de
la molécula, ejemplo de estos son los conjugados con &cido fosforico, acido sulftrico,
aminoacidos, polimeros y azlUcares que mejoran la solubilidad acuosa, biodisponibilidad
oral o los conjugados con ésteres que mejoran la absorcion oral y tépica (Ettmayer, et al.,
2004).

Los métodos GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy), VDEPT (virus-
directed enzyme prodrug) y ADEPT (antibody-directed enzyme prodrug) (Figura 5) son
algunas de las estrategias empleadas en la activacion de profarmacos; estas

metodologias tienen como finalidad la ruptura del profarmaco mediante una enzima.

Antibody

ADEPT l

Antigen

Active enzyme — (
Prodrug /\Activc drug

Enzyme mRNA

TranscriprionT

Enzyme cDNA

Tranxliy
Cell death

Enzyme protein
Active drug Posttranslational
Modification

Active enzyme

cytoplasm
Prodrug

Viral transduction Physical transduction

VDEPT' |GDEPT

Enzyme cDNA

Figura 5. Esquema de los mecanismos empleados por los métodos
ADEPT, VDEPT y GDEPT (Xu & Mc Leod, 2001).

Los métodos VDEPT y GDEPT se basan en llevar a células cancerosas genes que
codifican las enzimas responsables de activar el profarmaco, una vez que las enzimas
son codificadas los profarmacos (moléculas inactivas y de baja toxicidad) son
administrados y separados en acarreador + farmaco (molécula anticancerigena) dentro
de las células tumorales que contienen la enzima codificada, causando la muerte

Unicamente de las células tumorales. A diferencia de los métodos VDEPT y GDEPT, el
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método ADEPT utiliza al complejo de enzima-anticuerpo, el anticuerpo debe ser
especifico para algun antigeno expresado en las células tumorales de interés (Xu & Mc
Leod, 2001); una vez administrado el complejo, éste llega al tumor y reconoce el sitio de
unién presente en la célula tumoral, asi pues cuando el profarmaco es administrado y
pasa por el torrente sanguineo no es capaz de causar dafio a las células normales, sin
embargo cuando llega al tumor es bioactivado por la enzima unida al anticuerpo que
reconoce al anticuerpo de células cancerosas, de esta forma se asegura que el

tratamiento sera especifico e inocuo para el paciente (Bagshawe, 1995).

Como la mayoria de los tratamientos estos métodos representan aun un reto para
lograr que el tratamiento sea especifico e inocuo para el paciente, como el que los
profarmacos sean estables en sangre, que tanto el complejo enzima-anticuerpo como el
profarmaco se difundan adecuadamente en la zona del tumor y la activacion de
profarmaco sea exitosa in situ, entre otros. Los estudios en este campo de investigacion

contindan para en un futuro lograr la eficacia de estos tratamientos (Xu & Mc Leod, 2001).
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4 HIPOTESIS

La derivatizacion del esqueleto triterpénico de las argentatinas A y B mediante la
formacién de glucésidos disminuirdn la actividad citotoxica sobre diferentes lineas

celulares de cancer, generando posibles profarmacos.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

e A partir de los metabolitos secundarios argentatina A (16S, 17R, 20S, 24R)-20,24-
epoxi-16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona) y la argentatina B (16,8,24R)-16,24-epoxi-
25-hidroxicicloartan-3-ona) obtener derivados con una menor citotoxica sobre

lineas celulares de cancer.

5.2 Objetivos Particulares

e Aislar a las argentatinas A y B a partir de la resina de Guayule.

e Sintetizar a los derivados glicosilados con residuos de glucosa y galactosa de las
argentatinas Ay B.

e Evaluar a los derivados de argentatinas A y B contra diferentes lineas celulares de
cancer.
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6 METODO EXPERIMENTAL

6.1 Esquema general de trabajo

’ Aislamiento de
argentatinas (A y B)
y caracterizacion

Resinade P
argentatum

Elucidacion Transformaciones
estructural quimicas

6.2 Resina

La resina, un subproducto del proceso de industrializacion de la especie
Parthenium argentatum (Gray), fue amablemente donado por el Dr. Mariano Martinez
Vazquez.

6.3 Aislamiento de las argentatinas Ay B

El aislamiento de las argentatinas A y B se llevO a cabo mediante una
cromatografia en columna a vacio (diametro = 7.5 cm, altura = 55 cm) de la resina (50 g).
Para ello, se emplearon 1150 g de tonsil (proporcién 1:23) la elucién de la columna se
realizo utilizando mezclas de polaridad creciente de hexano y AcOEt, se colectaron
fracciones de 1 | de volumen. Cada fraccion se concentré a presion reducida; las
fracciones se compararon por medio de cromatografia en capa fina y se reunieron
aquellas que presentaron un perfil cromatografico similar. Posteriormente aquellas que
contenian a los compuestos de interés se recristalizaron empleando la técnica de par de
disolventes (DCM, éter isopropilico). Cada argentatina (A y B) se identificé por

comparacion de sus constantes fisicas y espectroscopicas con estandares.
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6.4 Transformaciones quimicas de glucosay galactosa

Una serie de compuestos fueron obtenidos a partir de la derivatizacion de los

compuestos de D-glucosa y D-galactosa, estos productos se emplearon en la formacion

de posibles profarmacos de la argentatina A.

Figura 6. Derivados de glucosa.
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Figura 7. Derivados de galactosa.
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6.4.1 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa (1a).
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Figura 8. Obtencion de la 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa (1a).

Para la obtencion de la 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa a 10 g de D-
glucosa se le adicionaron 30 ml de piridina y 30 ml de Acz20 (Tietze, et al., 2007). La
mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y en atmosfera inerte durante
14 dias, la reaccion fue monitoreada mediante ccf utilizando AcOEt como fase movil.
Pasado ese tiempo la mezcla de reaccién se verti6 en 500 g de hielo y se extrajo
empleando como fase organica AcOEt (5x100 ml), se lavé con HCI 2N (3x100 ml) y
solucion saturada de NaCl (2x100 ml), la fase organica se secé con Na2SO4 anhidro y se
concentro a presion reducida. El producto obtenido fue un sélido blanco 1a con un p.f. de
94-96°C con un rendimiento del 79.6% y un Rs de 0.36 (eluyente hexano-AcOEt (7:3)). IR
(CHCI3) vmax cm™! 3556.04, 3020, 2959.09, 1755.02, 1430.74, 1371.12, 1239.53, 1193.84,
1153.64, 1079.08, 1041.41, 1014.44, 938.25, 889.89, 860.30. EM-FAB* m/z (%) 331 (M*
-59, 20), 281 (9), 207 (20), 169 (51), 136 (34), 73 (84), 43 (M*-347, 100), 41 (42). RMN
14 (300 MHz, CDCls) & 6.33 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.47 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 5.11-5.12 (m,
2H), 4.27 (dd, J = 12, 4.2 Hz, 1H), 4.14-4.07 (m, 2H), 2.182 (s, 3H), 2.094 (s, 3H), 2.044
(s, 3H), 2.028 (s, 3H), 2.017 (s, 3H). RMN ®3C (75 MHz) & 170.6, 170.2, 169.6,
169.3,168.7, 89.1, 69.8, 69.2, 67.9, 61.5, 20.8, 20.6, 20.6, 20.5, 20.4.
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6.4.2 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa (2a).
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Figura 9. Obtencion de la 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa (2a).

El compuesto 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa se obtuvo disolviendo 5
g de D-galactosa en 30 ml de piridina y 30 ml de Ac20; la mezcla se mantuvo a
temperatura ambiente, en agitacion y atmadsfera inerte por 14 dias. La purificacion del
producto se realiz6 de la misma forma que 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa.
Después de la evaporacion de disolvente el producto 2a obtenido fue un liquido viscoso
de color ligeramente amarillo con un Rt de 0.32 en ccf eluida con hexano-AcOEt (7:3). A
partir de la espectroscopia se calculé un rendimiento de producto de 86.2% de los
anoémeros. IR (CHCIz) vmax cm™: 2927.76, 2854.60, 1751.92, 1430.54, 1371.52, 1248.72,
1202.64, 1139.47,1073.83, 1012.20, 936.88, 902.76. EM-FAB* m/z (%). 705 (4), 690 (4),
634 (5), 603 (10), 577 (15), 549 (9), 530 (9), 521 (6), 461 (5), 459 (5), 415 (4), 401 (7),
385 (6), 331 (14), 327 (15), 281 (15), 267 (8), 251 (6), 207 (16), 191 (10), 154 (38), 136
(48), 95 (42), 57 (90), 55 (100), 41 (90), 27 (38), 15 (8). RMN *H (300 MHz, CDClz) & 6.30
(d, J =3 Hz, 1H), 5.43 (ta, 1H), 5.27 (t, J = 3 Hz, 2H), 4.29 (t, J = 9 Hz, 1H), 4.11-3.90 (m,
2H), 2.10 (d, J = 3 Hz, 3H), 2.06 (t, J = 4.2 Hz, 3H), 2.97 (s, 3H), 1.95 (s, 3H), 1.94 (s,
3H). RMN 3C (75 MHz) § 170.1, 169.9, 169.9, 169.7, 168.7, 91.9, 89.5, 67.2, 67.2, 66.3,
61.0. 20.0, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3.
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6.4.3 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa (1b).
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Figura 10. Obtencion de la 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa (1b).

La obtencion de la 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa se realizo
adicionando 924.8 mg de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa a 1 ml de una solucion
de HBr al 33% en &cido acético, la mezcla se mantuvo en atmosfera inerte y con agitacion
por 50 min (Tietze, et al., 2007). El producto de reaccion se extrajo con DCM (4x10ml),
posteriormente la fase organica se lavé con una solucién saturada de NaHCO3 (2x10ml)
y se secO con Na:SO4 anhidro, el DCM fue evaporado a presion reducida. El solido
obtenido se purificé en una columna empacada con silica gel de 60 A, eluida con
diferentes mezclas de hexano-AcOEt de polaridad creciente; las fracciones 18 a 24 se
reunieron, obteniendo 820 mg del producto (1b, 83.4%) con un valor de Rrde 0.57 en ccf
con una mezcla de hexano-AcOEt (7:3). IR (CHCIz) vmax cm™ 2960.56, 2928.23, 1754.55
1603.68, 1370.39, 1240.68, 1225.65, 1205.09. EM-IE m/z (%): 331 ([M* -Br],14), 169
(65), 127 (16), 109 (34), 43 (100), 28 (45), 4 (38). RMN H (300 MHz, CDCls) & 6,60 (d, J
= 3.9 Hz, 1H), 5.55 (t, J = 9.6 Hz, 1H), 5.15 (td, J = 9.9, 3.3 Hz, 1H), 4.83 (dd, J =5.1, 3.6
Hz, 1H), 4.35 - 4,26 (m, 2H), 4.12 (dt, J = 14.1, 2.1 Hz, 2H), 2,096 (s, 3H), 2.091 (s, 3H),
2,047 (s, 3H), 2,029 (s, 3H). RMN 3C (75.4 MHz) § 170.4, 169.8, 169.7, 169.4, 86.6, 72.1,
70.6, 70.2, 67.2, 60.9, 20.6, 20.6, 20.5.
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6.4.4 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (2b).

Figura 11. Obtencion de la 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (2b).

Un gramo de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa se coloc6 en agitacion y
con atmosfera inerte con 1 ml de una solucion de HBr al 33% durante 50 minutos. La
extraccion y purificacion del producto obtenido se realizé bajo las mismas condiciones
utilizadas para la 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa, el resultado fue la
obtencién de 434.6 mg de la 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (2b,
41.3%) con un valor de R de 0.56 (hexano-AcOEt (7:3)). RMN 'H (300 MHz, CDCl3) §
6.70 (d, J = 3.9 Hz, 1H), 5.52 (dd, J = 3.2, 1.5 Hz, 1H), 5.41 (dd, J = 5.3, 3.3 Hz, 1H), 5.05
(dd, J = 5.4, 4.2 Hz, 1H), 4.49 - 4.47 (m, 1H), 4.22 - 4.08 (m, 2H), 2.15 (s, 1H), 2.11 (s,
1H), 2.06 (s, 1H), 2.01 (s, 1H). RMN 3C (100 MHz) & 170.2, 170.0, 169.8, 169.6, 88.1,
71.1, 68.8, 67.8, 67.0, 60.8, 20.7, 20.6, 20.5, 20.5.
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6.4.5 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa (1c).
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Figura 12. Obtencion de la 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa (1c).

La desacetilacion en la posicion del C1 de la 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-
glucopiranosa se realizo mediante el tratamiento de 1.98 g del compuesto lay 0.6 g de
acetato de hidrazina (N2Hs4-CH3CO2H) en 22 ml de DMF, la mezcla se mantuvo en
agitacion y en atmésfera inerte; después de una hora de reaccién la mezcla fue diluida
con AcOEt, la fase organica fue lavada con agua fria, solucion saturada de NaCl, solucién
saturada de NaHCOg3 y fue secada con Na:SO4 anhidro. La eliminacion del disolvente se
realizo a vacio (Tietze, et al., 2007). De la reaccion se obtuvieron 1.38 g de un liquido
viscoso (78.1%). IR (CHCIz) vmax cm™ 3444.38, 2959.50, 1739.34, 1369.86, 1215.28,
1030.98, 909.35. RMN *H (300 MHz, CDCls) 8 5.52 (t, J = 9.9 Hz, 1H), 5.44 (d, J = 3.6
Hz, 1H), 5.23 (t, J = 9.3 Hz, 1H), 5.07 (t, J = 10.4 Hz 1H), 4.87 (dd, J =6, 3.3 Hz 1H), 4.73
(d, J =8.1 Hz, 1H), 4.28-4.19 (m, 3H), 4.16-4.09 (m, 2H), 2.08 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 2.02
(s, 3H), 2.00 (s, 3H). RMN 13C (300 MHz) & 170.9% 170.8, 170.7, 170.2%(x2), 170.2,
169.7*, 169.5, 95.4, 90.0*, 73.1, 72.3, 72.0, 71.1*, 69.8*, 68.5*, 68.4, 67.1*, 61.9*, 20.7,

20.6, 20.5, 20.5. [*sefales claramente diferenciadas del anomero mayoritario*].

26



6.4.6 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa (2c).
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Figura 13. Obtencion de la 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa (2c).

La obtencion de la 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa, se realizé mezclando

1.97 g de la 2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa (2a) con 0.6 g de acetato de

hidrazina (N2Hs4-CH3CO2H) en 22 ml de DMF, las condiciones de reaccion y la extraccion

se describen en el inciso 6.4.5 de esta seccion experimental. De esta reaccion se
obtuvieron 1.33 g del producto viscoso (2c, 75.7%). IR (CHCI3) vmax cm™* 3402.08,
2940.73, 1724.84, 1371.36, 1224.13, 1037.75, 759.28. RMN H (300 MHz, CDCls) § 5.49
(d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.45 (dd, J = 3.3, 1.2 Hz, 1H), 5.42 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.38 (d, J = 3.3
Hz, 13H), 5.13 (dd, J = 5.4, 3.6 Hz, 16H), 5.07 (s, 1H), 5.06 (s, 1H), 4.70 (d, J = 7.2 Hz,
1H), 4.46 (t, J = 6.6 Hz, 13H), 4.14 (d, J = 6 Hz, 1H), 4.08 (dd, J = 3.15, 1.8 Hz, 1H), 3.95
(t, J = 7.0 Hz, 1H), 2.15 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.08 (s, 3H), 2.04 (s, 3H), 1.98 (s, 3H). RMN
13C (300 MHz) 6 170.6, 170.4, 170.3, 170.1, 95.8, 90.5, 70.9, 70.4, 68.7, 68.3, 68.2, 67.5,
67.4,67.3, 67.2,67.1, 66.4, 66.0, 61.7, 61.4, 20.7, 20.6, 20.6, 20.6.
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6.5 Transformaciones quimicas de la argentatina A (3).

A partir de la (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona

(3) se sintetizaron cuatro derivados, las cuales se describen a continuacion:

Figura 14. Derivados de la argentatina A (3).
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6.5.1 20,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3,16-diona (3a).

v
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=

Figura 15. Obtencion de la 20,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3,16-diona (3a).

La reaccion para obtener la 20,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3,16-diona (3a) se
llevo a cabo mezclando 300 mg de la argentatina A (3) y 12.4 ml del reactivo DMP 0.3 M
en DCM, la mezcla se mantuvo en agitacion, a temperatura ambiente y atmdésfera inerte
por un periodo de 45 minutos, posteriormente se evaporo el disolvente. La purificacion
del compuesto se realiz6 en una columna empacada con silica gel en una proporcion
1:40, la elucion se realizé con hexano-AcOEt comenzando con hexano y finalizando con
la proporcion (1:1). Las fracciones se reunieron de acuerdo con el perfil cromatografico
gue presentaron y se recristalizaron con la mezcla de hexano-DCM. Se obtuvieron 263
mg (88.0%) del compuesto 3a con un p.f. de 131-132°C. Rf de 0.74 en ccf eluida con
hexano-AcOEt (1:1). IR (CHCIs) vmax cm™ 3482.01, 3023.41, 2976.56, 2877.92, 1729.44,
1700.61, 1467.45, 1225.13, 1206.72. RMN H (400 MHz, CDClz) § 3.81 (m, 1H) 3.10 (s,
1H), 2.99 (s, 1H), 2.78-2.31 (multipletes traslapados, 5H), 2.25-1.5 (multipletes
traslapados, 15H), 1.35-0.5 (multipletes traslapados, 28H). RMN *3C (100 MHz) § 218.0,
216.0, 84.9, 83.5, 71.4, 63.7, 51.3, 50.2, 48.4, 47.1, 45.9, 42.0, 37.3, 37.2, 33.2, 32.0,
30.0, 27.6, 26.5, 26.4, 26.2, 25.4, 25.1, 24.0, 22.2, 21.3, 20.8, 20.3, 19.9, 19.8.
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6.5.2 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-glucopiranosil)-argentatina A (3b).

Figura 16. Obtencion de la 16-0O-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-glucopiranosil)-argentatina A
(3b).

Se prepard una disolucion utilizando 138 mg de 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-
D-glucopiranosa (compuesto 1b) y 103 mg de la argentatina A (3) en 10 ml de DCM, y se
le adicion6 630 mg de drierita, 176 mg de Ag20 y 45 mg de Ag=COs, esta mezcla se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente, en atmaosfera inerte y ausencia de luz por
4 dias. La mezcla de reaccion se filtr6 sobre celita, el disolvente se evaporé a presion
reducida, obteniéndose 130 mg de un sélido impuro.

El sélido se purifico en una columna abierta empacada con silica gel eluida con
mezclas de hexano-AcOEt comenzando con una mezcla 9:1 y aumentando la polaridad
hasta una proporcién 1:1, finalmente las reuniones de fracciones se recristalizaron con
DCM-éter etilico obteniéndose 89.1 mg (51.5%) de un sélido con un punto de fusion de
190-191°C. IR (CHCl3) vmax cm™ 3039.87, 2973.68, 2873.32, 1754.22, 1699.93, 1459.85,
1699.93, 1459.93, 1459.85, 1429.84, 1368.92, 1236.53, 1170. 28, 1138.75, 1062.06,
1038.64. RMN !H (500 MHz, CDClIs) 6 5.15 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 5.02 (t, J = 9.5 Hz, 1H),
4.97 (c,J=8,4.7 Hz, 1H), 4.56 (d, J =8 Hz, 1H), 4.31 - 4.26 (m, 1H), 4.22 - 4.19 (m, 1H),
4.11 (dd, J = 6.7, 2.5 Hz, 1H), 3.68 — 3.61 (m, 2H), 2.70 (td, J = 14.7, 6.5 Hz, 1H), 2.40
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 2.32-2.27 (m, 2H), 2.07 (s, 3H), 2.02 (d, J = 2 Hz, 6H), 1.99 (s, 3H),
1.32 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.13 (d, J = 6 Hz, 2H), 1.09 (s, 3H),
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1.04 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 0.82 (d, J = 4 Hz, 1H), 0.57 (d, J = 4.5 Hz, 1H). RMN 3C (125
MHz, CDCls) § 216.2, 170.4, 170.3, 169.4, 169.2, 102.0, 85.4, 83.4, 82.2, 73.5, 72.0, 71.7,
71.0, 68.8, 62.5, 58.2, 50.2, 48.5, 47.5, 46.8, 46.4, 46.3, 37.4, 36.1, 33.3, 33.0, 30.1, 28.3,
28.0, 26.4, 26.3, 26.0, 24.8, 22.8, 22.1, 21.3, 20.9, 20.8, 20.7, 20.6, 20.6, 20.2.

6.5.3 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-galactopiranosil)-argentatina A (3c).

Figura 17. Obtencion de la 16-0O-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-galactopiranosil)-argentatina
A (3c).

En 5 ml de DCM se disolvieron 105 mg de argentatina A (3), 98 mg de 1-bromo-
2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (compuesto 2b) y 630 mg de drierita, la mezcla
se mantuvo en ausencia de luz, agitacién y con atmaésfera inerte por 30 min; enseguida
se adicionaron 84 mg de Ag2COs y 357 mg de Ag20. Después de 48 h la mezcla de
reaccion se diluy6é con 50 ml de DCM vy se filtré sobre celita, el disolvente se evaporo y
se procedio a purificar el producto por cromatografia en placa preparativa que se eluy6
cuatro veces en una mezcla 7:3 de hexano-AcOEt, el producto se extrajo con AcOEty se
obtuvieron 51.7 mg (29.3%). IR (CHCIs) vmax cm™ 3569.21, 3033.85, 2932.82, 2869.20,
1748.93, 1701.92, 1463.03, 1371.42, 1238.80, 1191.36, 1168.78, 1077.97, 1059. 54,
1018.15, 951.04, 911.06. RMN *H (400 MHz, CDCIs) § 7.27 (s, 2H), 5.53 (d, J = 3.5 Hz,
1H), 5.49 (dd, J = 3.4, 1.2 Hz, 1H), 5.41 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.36 (dd, J = 3.4, 0.8 Hz, 2H),
5.31 (s, 2H), 5.23-5.14 (m, 2H), 4.98 (dd, J = 10.3, 3.5 Hz, 2H), 4.51 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
4.34-4.01 (m, 10H) 3.87 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.66 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.71 (td, J = 14.1, 6.6
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Hz, 2H), 2.43 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 2.17 (s, 6H), 2.15 (s, 4H), 2.11 (s, 8H), 2.06 (s, 6H), 2.05
(s, 6H), 2.04 (s, 6H), 2.00 (s, 5H), 1.98 (s, 6H), 1.34 (s, 6H), 1.29 (s, 6H), 1.17 (s, 6H),
1.10 (s, 6H), 1.05 (s, 6H), 0.91 (s, 5H), 0.89 (s, 4H), 0.58 (d, J = 4.1 Hz, 2H). RMN 13C
(300 MHz) & 216.5, 170.4, 170.3, 170.2, 169.3, 102.7, 96.1, 90.7, 85.5, 83.5, 82.1, 71.5,
71.1,70.6, 69.3, 68.3, 68.2, 67.2, 66.3, 61.8, 61.5, 58.2, 50.2, 48.5, 47.5, 46.9, 46.4, 46.2,
37.4,36.1, 33.3, 33.0, 31.9, 30.1, 29.7, 29.3, 28.4, 27.9, 26.4, 26.3, 26.2, 26.0, 24.7, 22.7,
22.1,21.3, 21.0, 20.8, 20.8, 20.7, 20.6, 20.5, 20.2, 14.1.

6.5.4 16-O-B-glucosilargentatina A (3d).

Figura 18. Obtencion de la 16-O-B-glucosilargentatina A (3d).

Una solucibn de 5 ml de MeOH y 47 mg de 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-
glucopiranosil)-argentatina A (3b) se colocaron en un matraz bola provisto de atmaosfera
inerte, en agitacion y a 0°C, después de 30 minutos se adicionaron gota a gota 30 ul de
metdxido de sodio al 30% (CH3ONa) y 4.4 mg de Na elemento, posterior a las 2 h de que

la mezcla alcanzo6 la temperatura ambiente se agregaron 3 gotas de acido acético.

El disolvente se evapor6é en alto vacio, el sélido obtenido se lavd con DCM
obteniendo 41 mg de un precipitado blanco p.f. mayor a 300°C; por otra parte, con las
aguas madres se realizd una placa preparativa eluida 2 veces con AcOEt, la extraccion
se hizo con DCM y el s6lido obtenido se envié a andlisis. IR (CHCI3) vmax cm? 3437.25,
1701.51, 1564.01, 1414.41, 1340.56, 1051.77, 1021.52, 927.82, 792.91, 643.15, 525.21.
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6.6 Transformaciones quimicas de argentatina B (4).

A partir de la argentatina B (4) se obtuvieron los tres derivados que a continuacion

se describen:

"y
/€OH

Figura 19. Derivados de la argentatina B (4).
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6.6.1 (168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona (4a).

Figura 20. Obtencion de la (168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona (4a).

Se preparé una solucién de 200 mg de argentatina B (4) y 100 mg de cloruro de
fenil selenio (CeHsSeCl) en 5 mL de AcOEt, la mezcla se puso en agitacion a temperatura
ambiente y con atmaésfera inerte durante dos horas, posteriormente se adicioné 1 mL de
agua. La fase acuosa fue separada y se adicionaron 2 mL de THF y 0.2 mL de H20: al
30%, después de 90 minutos se realizaron lavados con una solucion saturada de K2COs
(3x10 mL) y H20 (3x10 mL). La fase organica se secé con NazSOa4 anhidro, se filtré y
concentré. El sélido resultante se purificd por cromatografia en columna abierta [hexano-
AcOEt (8:2)]. Este proceso cromatografico permitié la obtencion 70.4 mg de (168,24R)-
16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona (4a, 35%) con un punto de fusion de 165-
167°C. IR (CHCI3) vmax cm™. 3684.84, 3543.71, 3041.74, 3019.58-2806, 1663.02,
1604.07, 1521.32, 1465.81, 1426.33, 1334.51, 1225.78, 1208.79, 1112.21. EM-IE m/z
(%): 454 (20) [M]*, 436 (17) [M -18]*, 396(45) [M -58]* RMN H (300 MHz, CDCIs3) & ppm:
0.74 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 0.88 (s, 3H), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 0.96 (s, 3H), 1.10 (s, 3H),
1.14 (s, 1H), 1.32 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 1.65-2.04 (m traslapados, 24H), 3.59 (dd, J = 6.7,
2.1 Hz, 1H), 4.60 (c, J = 7.8, 7.5 Hz, 1H), 5.94 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 9.9 Hz,
1H). RMN *3C (75.4 MHz) & ppm: 205.1, 153.6, 126.8, 82.6, 74.6, 73.3, 57.1, 46.4, 46.0,
45.8,44.4, 43.9, 43.3, 35.5, 32.2, 30.0, 29.3, 29.0, 27.4, 25.6, 24.5, 23.9, 23.6, 23.4, 21.4,
21.0,19.5, 19.1, 18.8, 17.5.
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6.6.2 (16B,24R)-16,24-epoxi-2,25-dihidroxicicloart-1-en-3-ona (4b).

4 4b

Figura 21. Obtencion de la (168,24R)-16,24-epoxi-2,25-dihidroxicicloart-1-en-3-ona
(4b).

Se disolvieron 105 mg de argentatina B (4) en 3 mL de etanol, la mezcla se llevo
a ebullicién y se agregaron 33 mg de SeOq, se observo la formacion de un precipitado
café, la reaccion se mantuvo en reflujo por 15 minutos, después de este periodo la mezcla
de reaccion fue filtrada y diluida con éter. La fase organica se lavé con agua,
posteriormente con una solucion saturada de KHCOz y finalmente con una solucion de
KOH al 20%, la fase organica se vertio en hielo y se con la extraccion agregando

nuevamente KOH al 20% y se finalizé con un lavado de HCI 2N.

La purificacion se realizd en una cromatografia en columna abierta, la elucion se
realizé empleando mezclas de hexano-AcOEt de polaridad ascendente; de la reunion de
fracciones se obtuvo 32.2 mg (29.8%) de un solido blanco cristalino con p.f. de 155-158°C
y 2.2 mg (2.0%) de un sélido blanco amorfo con p.f. de 169-170°C. IR (CHCI3) vmax cm™™.
3458.44, 3037.51, 3022.27, 2975.42, 2896.20, 2074.80, 1662.87, 1602.57, 1521.68,
1424.09, 1385.75, 1225.04, 1206.73. RMN *H (300 MHz, CDCIs) & 6.78 (d, J = 10.2 Hz)
5.95 (d, J =9.9 Hz) 4.59 (c, J =7.4,7.2 Hz), 3.58 (dd, J =6.3, 2.1 Hz), 3.48 (t, J =3.6 Hz),
3.28 (c, J=4.5,5.7 Hz), 2.2-1.0 (multipletes traslapados), 0.97 (s), 0.95 (s), 0.94 (s), 0.93
(s), 0.92 (s), 0.89 (s), 0.81 (s), 0.75 (d, J = 4.2 Hz), 0.57 (dd, J = 5.7, 4.2 Hz). Por el
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conjunto de sefiales observadas se infiere la presencia del compuesto 4a con una

cantidad minoritaria de 4b.

6.6.3 2-hidroxi-(168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-3-ona (4c).

oy
I{OH

4 4c

Figura 22. Obtencion de la 2-hidroxi-(1683,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-3-ona
(4c).

En un matraz se colocé 0.12 mmol de LDA en 1 ml de THF, a esta mezcla se le
adicionaron 65 mg de argentatina B (4) disueltos en 2 ml de THF; la mezcla se mantuvo
en agitaciéon, a -15°C y atmodsfera inerte, después de 10 minutos de agitacién se
adicionaron 0.2 mmol de CTMS, después de la adicion de CTMS se permitid que la
mezcla alcanzara la temperatura ambiente gradualmente y se mantuvo en agitacion y
atmésfera inerte durante una noche, posteriormente los disolventes se evaporaron en

rotavapor y se reconstituyeron con 3 ml de DCM anhidro.

Una segunda reaccién comenzo con atmosfera inerte y agitacion a -15°C, para la
cual se disolvieron 29.75 mg de m-CPBA en 1 ml de DCM, a esta mezcla se le adicion6
la mezcla de reaccién del parrafo anterior y se mantuvo en agitacion hasta alcanzar la
temperatura ambiente, después de 2 h se filtrd, se evapord y resuspendié en DCM. Para
finalizar la reaccion se adicionaron 3.7 mg de TBAF y la reaccién se mantuvo en agitacion
por 72 h.

Al término de la reaccién, a la mezcla se le adicionaron 20 ml de DCM y se

realizaron lavados sucesivos de la fase organica con una solucion saturada de NaHCO3
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(5 x 20 ml), H20 (2 x 20 ml), HCI 2N (7 x 20 ml) y finalmente con solucion saturada de
NaHCOs (1 x 20 ml), los restos de agua se eliminaron con Na2SO4 anhidro. De esta
reaccién se obtuvieron 75 mg de una mezcla 1:1 del sustrato y su derivado. RMN 'H (400
MHz, CDCIs) 6 11.69 (s,1H del compuesto 4d), 4.60 (c, J = 16 Hz 1H del compuesto 4 y
1H del compuesto 4d), 3.59 (da, J = 12 Hz 1H del compuesto 4 y 1H del compuesto 4d)),
2.72 (td, J =12 Hz y 8 Hz,2 H del compuesto 4 y 1H del compuesto 4d), entre 2.15-1-35
(multipletes traslapados) 0.585 (d, J = 2 Hz 1H del compuesto 4 y 1H del compuesto 4d).
RMN 13C (100 MHz) & 82.5, 77.3, 77.0, 76.7, 75.9, 74.9, 62.6, 57.4, 50.8, 50.2, 48.4, 47.4,
45.9, 44.9, 37.4, 35.5, 33.4, 29.7, 27.5, 26.3, 26.1, 26.0, 25.6, 22.7, 22.2, 21.4, 20.9, 20.3,
19.7, 19.5, 18.7, 14.1.
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7 DISCUSION DE RESULTADOS

7.1 Derivados de glucosay galactosa

A continuacion, se describen los resultados de los derivados de D-glucosa y D-
galactosa obtenidos y su uso potencial como acarreadores en la formacién de

profarmacos.
7.1.1 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa (1a).

Después de llevar a cabo la reaccién como se describe en el punto 6.4.1 se obtuvo
un sélido blanco con un punto de fusion de 94-96°C y con un rendimiento de 79.6% y Rs

de 0.36 (eluyente 7:3 hexano-AcOEt). Posteriormente se analizé por RMN, IR y EM.

El espectro en el IR nos da una evidencia clara de la acetilacién de sustrato, pues
como se observa en la Figura 23 no aparece una sefial alrededor de 3400 cm™
caracteristica para los grupos hidroxilo presentes en la glucosa, en su lugar aparece una
sefial en 1751 cm caracteristica del grupo carbonilo (C=0) de un éster y otra sefial a
1248 cm debida al estiramiento C-O; también en el espectro de RMN *H (Figura 24) se
observan cinco sefiales simples con un desplazamiento entre oy 2.18- 2.02 ppm, que
corresponden a la sefial de los hidrogenos pertenecientes a los 5 metilos de los ésteres
que sustituyeron a los grupos hidroxilo de la glucosa; en el espectro de RMN 3C (Figura
25) se observan nuevamente sefales caracteristicas de grupos metilos (20.8-20.4 ppm)
y entre 6¢ 170.58 ppm -168.70 ppm, sefiales que indican la presencia de los carbonilos
de éster. La evidencia confirma la formacion del compuesto 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-

glucopiranosa (1a).
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Figura 25. Espectro de RMN *3C del compuesto 1a (indicando los
desplazamientos de los grupos acetato en 5- 20y 170 ppm).

7.1.2 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa (2a).

Como resultado de la metodologia descrita en el punto 6.4.2 se obtuvo un liquido

viscoso de color ligeramente amarillo (rendimiento fue de 86.2%).

El perfil del compuesto fue muy similar al del compuesto 1a, en el IR (Figura 26)
se observa una banda en 1751.92 cm! debido a la presencia de grupos carbonilo. En el
espectro de RMN 'H (Figura 27) a campos altos se observan cinco sefiales
correspondientes a grupos metilo de una funcién acetato; en el espectro RMN *3C (Figura
28) aparecen nuevamente sefiales caracteristicas para los metilos de grupos acetato,
ademas de las sefiales correspondientes a carbonos con hibridaciéon sp? como es el caso
de los carbonos de grupos carbonilo, que en el espectro DEPT 135 no se observan por
ser sefales de carbonos no protonados, también se observa una sefial para un grupo
metileno en un desplazamiento de 61.02 ppm. Con los datos anteriores podemos decir

gue se obtuvo el producto de reaccion esperado.
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7.1.3 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa (1b).

Después de la reaccion y purificacion para la obtencion del compuesto 1-bromo-
2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa (1b) como se describe en el punto 6.4.3, se

realizo la caracterizacion del derivado purificado.

El espectro en el infrarrojo fue muy similar al del compuesto (1a) manteniendo la
banda a 1755.02 cm debida a la presencia del grupo C=0O. Los espectros de RMN 1H y

13C presentan sefiales caracteristicas con la presencia de cuatro grupos —CHs un metilo
menos que los presentes en el compuesto la; ademas el proton unido al carbono

anomeérico se desplaz6 a campo bajo en dy 6.6 ppm en comparacion con el compuesto
1a (84 6.3 ppm) debido al bromo (Figura 29), mientras que en el espectro de RMN 3C en
5c 169 ppm se observan cuatro singuletes debido a los grupos C=O presentes en el

derivado obtenido (Figura 30). Los hallazgos nos indican que se formé el compuesto 1b.
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7.1.4 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (2b).

Después de seqguir la metodologia descrita en el punto 6.4.4, se obtuvieron 434.6

mg de la 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (2b, 41.3%).

A diferencia del compuesto 2a, el espectro de RMN 'H (Figura 31)muestra solo
cuatro singuletes a campo alto que corresponden a los grupos metilo presentes, con la
reaccion se buscaba sustituir el éster de la posicion anomérica por bromo, en la Figura
32 se muestra una comparacion del espectro de RMN 3C y DEPT 135 donde se observa

la presencia de cuatro sefiales simples en ¢ 20.7-20.5 ppm (metilos) y cuatro sefiales en
d¢c 170- 169 ppm (carbonilo de éster), estos ultimos no se observan en el analisis DEPT

135 debido a que son sefales de carbonos cuaternarios como los carbonos de grupos

carbonilo.

Ademads, se realiz6 el analisis del espectro COSY con el cual fue posible asignar

los desplazamientos de los hidrogenos vecinales (Figura 33).

1045_1H
Instituto de Quimica UNAM (BQG)
Dra. H. Parra / Susana

Clave 9

e: CDCL3
ity 300 MHz (D)
1H

1 100 —

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 20 15
f1 (ppm)

Figura 31. Espectro de RMN *H del compuesto 2b.
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7.1.5 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa (1c).

Después de seguir la metodologia descrita en el punto 6.4.5 se obtuvieron 1.38 g

de producto 1c con un rendimiento de 78.1%.

En el espectro de IR (Figura 34) del producto se observé una sefial alrededor de

3400 cm debido a la presencia de grupos hidroxilo, ademas de observarse la sefial

caracteristica del grupo carbonilo (1739 cm?). En el espectro de RMN H (Figura 35) la

sefal que el sustrato presentaba alrededor de 64 6.3 ppm correspondiente al hidrogeno

del carbono anomérico no se observa en el derivado 1c, en su lugar se observa una sefial

doble alrededor de &4 5.44 y 4.73 ppm que de acuerdo con la bibliografia (Tietze, et al.,

2007) corresponden al proton del carbono anomérico de los isébmeros o y B,

respectivamente, presentes en una mezcla 2:1, que también se observa en el espectro

de RMN *3C del producto (Figura 36).
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Figura 34. Espectro en el IR del compuesto 1c.

46



Q

Instituto de Quimica UNAM RG
Dra. H. Parra - Susana

Clave: MS-1-74

Mo registro : 2199
Experimento: 1H

Disolvente: CDCI3
Bruker-Avance (F) 300 MHz
21-09-2011

—2%
—28

—_—,-—_———————— T
200 180 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Figura 36. Espectro de RMN 3C del compuesto 1c.

a7



7.1.6 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa (2c).

La obtencion del compuesto 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa se realizo

como se describe en el punto 6.4.6. El espectro en el IR del producto permite evidenciar

(Figura 37) las sefiales correspondientes al grupo hidroxilo (3402 cm™) y a los grupos

carbonilo de la molécula (1724 cm™); como en el caso del compuesto 1c. En el espectro

RMN 23C del producto 2c (Figura 38) ademas de las sefales correspondientes a los

carbonos de los grupos metilo (~20 ppm) y carbonilo (~170 ppm) se observan dos sefiales

diagnosticas en la regién de los carbonos anoméricos (3¢ 95.8 y 90.5 ppm) que

evidencian la presencia de una mezcla epimérica del

galactopiranosa (2c).
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Figura 37. Espectro en el IR del compuesto 2c.
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Figura 38. Espectro de RMN 3C del compuesto 2c.
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7.2 Derivados de la argentatina A (3).

Las Figura 39 y Figura 40 muestran los espectros de RMN H y 13C caracteristicos
de la argentatina A (3) con los cuales se compararon los derivados obtenidos.

He., /\
CHy A, s
{7 K,
“mOH  CHy
S

T e e J,“y‘&,‘b“\,ﬂ%_\“v,L,,I\J.‘!.JﬁWld

e

75 70 65 6.0 55 5.0 45 4.0 30 25 20 15 1.0 05 0.0

! 35
1 (ppm)

Figura 39. Espectro de RMN 1H caracteristico de la argentatina A (3).
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Figura 40. Espectro de RMN *3C caracteristico de la argentatina A (3).
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7.2.1 20,24-epoxi-25-hidroxi-cicloartan-3,16-diona (3a).

Después de someter la argentatina A (3) a una oxidacion con el reactivo DMP
como se indica en el punto 6.5.1, el producto obtenido fue caracterizado mediante la

aplicacion de métodos espectroscopicos y espectrométricos.

El espectro en el IR (Figura 41) muestra una sefial en 3482 cm™ que corresponde
al grupo hidroxilo presente, ademas se observan las sefiales caracteristicas del grupo
cetona (1700 cm™). Se confirma la formacién del compuesto 20,24-epoxi-25-hidroxi-
cicloartan-3,16-diona (3a) con las sefiales presentes en el espectro de RMN 13C, a
diferencia del espectro de la argentatina A (3) (Figura 40) que muestra dos sefales que
corresponden con los grupos hidroxilo presentes en C16 y C25 (¢ 73.4y 70.9 ppm) en
el espectro del producto 3a (Figura 42) solo se observa un desplazamiento en ¢ 71.4
ppm del C25 mientras que entre 6c 215 y 218 ppm se observan los desplazamientos

correspondientes para los dos grupos cetona en C3y C16.

@ Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Figura 41. Espectro en el IR del compuesto 3a.
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Figura 42. Espectro de RMN *3C del compuesto 3a.

7.2.2 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-glucopiranosil)-argentatina A (3b).

La reaccion de la argentatina A (3) con el compuesto 1b permitid la obtencion de
89.1 mg (51.5%) del producto 3b con un punto de fusion de 190-191°C. El espectro en el
IR (Figura 43) muestra una sefial a 1754 cm™ debido a la presencia de los grupos
carbonilo del complejo formado; la presencia de estos grupos carbonilo de se puede
confirmar en espectro de RMN *3C (Figura 44) donde se observan un pico caracteristicos
de la argentatina A a 216 ppm dado por el carbonilo de la posicion C3, pero ademas
alrededor de 170 ppm aparecen 4 sefiales debido a los carbonilos del éster de las
posiciones C37, C39, C41 y C43. Los H de los metilos correspondientes a la parte

glicosidica de la molécula se ubicaron en el espectro de RMN H alrededor de 2 ppm.

La citotoxicidad del compuesto 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-p-D-glucopiranosil)-
argentatina A fue evaluado a una concentracion de 50 uM usando el método de
sulforodamina B (SRB), empleando las lineas de adenocarcinoma prostatico humano

(PC3), leucemia mielogénica crénica humana (K562), cancer humano de colon (HCT-15),
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adenocarcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma pulmonar (SKLU-1). (Parra
Delgado, et al., 2005). Estudios previos reportados por el equipo de trabajo demostraron
gue la argentatina A presenta actividad citotoxica en las lineas celulares antes
mencionadas; sin embargo, como se observa en la grafica el porcentaje de inhibicion del
compuesto 3b es bajo e incluso nulo en el caso de la linea celular K562, por tal motivo
podemos inferir que la incorporacion de un grupo glicosido en la posicion 16 provoco una
disminucién de la actividad citotoxica sobre las lineas celulares probadas, este
comportamiento se debe a que la actividad citotoxica de las argentatinas esta

estrechamente relacionada con su estructura quimica (Parra Delgado, et al., 2005).
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Figura 43. Espectro en el IR del compuesto 3b.
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DEPT 90 del compuesto 3b.

PORCENTAJE DE INHIBICION DEL COMPUESTO 3b

% de inhibicion

PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

Grafica 2. Porcentajes de inhibicion del compuesto 3b sobre lineas
celulares de adenocarcinoma prostatico humano (PC3), leucemia
mielogénica cronica humana (K562), cancer humano de colon (HCT-15),
adenocarcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma pulmonar (SKLU-
1). sa= sin actividad.
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7.2.3 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-galactopiranosil)-argentatina A (3c).

Como se describe en el punto 6.5.3 se realizd la sintesis del derivado 3c,
obteniéndose 51.7 mg (29.3%) de producto.

Debido a la naturaleza de la molécula y a la similitud con el compuesto 3b el
andlisis por espectroscopia en el IR fue muy similar (Figura 45), a 1748.93 cm™ se
observan las sefales para los grupos carbonilo presentes. En el espectro de RMN 13C
(Figura 46) en dc 216 ppm se observa la sefial del C3 de la argentatina A (3), también
presenta cuatro sefiales que corresponden a los C37, C39, C41 y C43 de los ésteres de
la parte glicosidica del compuesto, dada la evidencia podemos confirmar que el

compuesto 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-p-D-galactopiranosil)-argentatina A se sintetizo.
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Figura 46. Comparacion de los espectros RMN 13C, DEPT 135y
DEPT 90 del compuesto 3c.

7.2.4 16-O-B-glucosilargentatina A (3d).

La desacetilacion del compuesto 16-O-(2,3,4,6-tetraacetil-B-D-glucopiranosil)-
argentatina A (3b) se llevo a cabo utilizando como reactivos metéxido de sodio y sodio
elemento como se indica en el punto 6.5.4. En el espectro en el IR (Figura 47) se observa
una sefial ancha a un numero de longitud de 3437 cm™ lo que nos indica la desacetilacién

del compuesto 3b formandose el compuesto 16-O-B-glucosilargentatina A (3d).
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7.3 Derivados de la argentatina B (4).

La elucidacion estructural de los productos derivados de la argentatina B

(16P,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona) se realiz6 comparando los espectros

de RMN del producto natural (Figura 48 y Figura 49) y de los derivados.
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Figura 48. Espectro de RMN *H caracteristico de la argentatina B (4).
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Figura 49. Espectro de RMN *3C caracteristico de la argentatina B (4).
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7.3.1 (16B,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona (4a).

La obtencion de este compuesto (163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-
ona se realizé como se indica en el punto 6.6.1, después de la purificacién de obtuvieron

70.4 mg (35%) del compuesto 4a con un punto de fusion de 161-164°C.

El peso molecular del producto 4a es de 454 g/mol (Figura 51) y se encuentra en
armonia con el peso molecular esperado; ademas como se muestra en la Figura 50 los
desplazamientos correspondientes a los protones de C1 y C2 del espectro de RMN !H
en dn 2.3y 2.7 ppm se desplazan hacia campos mas bajos en &4 6.7 y 5.9 ppm debido al
doble enlace formado entre los carbonos C1 y C2, mientras que en el espectro de RMN
13C las sefiales para los C1 y C2 se desplazaron a campos bajos en 8¢ 153.6 y 126.8
ppm (Figura 52). Con la informacion recabada podemos confirmar que la formacion del

derivado de alqueno correspondiente.

1 2 Compuesto 4a

Figura 50. Comparacion del espectro RMN 1H de la Argentatina B
y el compuesto 4a.
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Figura 51. Espectro de masas del compuesto 4a.
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Figura 52. Espectro de RMN 3C del compuesto 4a.



7.3.2 (16B,24R)-16,24-epoxi-2,25-dihidroxicicloart-1-en-3-ona (4b).

Después de reunir y analizar las fracciones de la reaccion descrita en el punto
6.6.2 se procedid a analizar los resultados, una de las fracciones mostré que se obtuvo
parte del compuesto 4a ya que en el espectro de RMN *H (Figura 53) se observaron dos
dobletes en 6y 6.7 y 5.9 tal como se muestra en la Figura 50, también podemos ver que
las sefales en 6y 2.3 y 2.7 que corresponden a los C1 y C2 de la argentatina B (4) no
estan presentes, indicando la conversion del producto natural. La intensidad y el
desplazamiento de las sefales en oy 3.47 y 3.29 ppm sugieren la presencia del producto
deseado 4b; sin embargo, es necesario optimizar las condiciones de reaccion y realizar

la caracterizaciéon del derivado correspondiente.

U.N.A.M. Instituto de Quimica ICH
Dra. H. Parra/Susana
Clave:Ms-1-32-3
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Mo de Registro 1152

--------

3.566
3.559

3.60 3.50 3.40 3.30 ppm

5.98 ppm 4.62 ppm
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ssssss

Figura 53. Espectro de RMN *H del compuesto 4b.

7.3.3 2-hidroxi-(16B,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-3-ona (4c).

Estudios previos han demostrado que sustituyentes en la posicion C2 en la
argentatina B (4) incrementan la actividad biologica (Parra Delgado, 2006) por lo que se

propuso la formacién del compuesto 4c. Basado en la bibliografia (Rubottom & Gruber,
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1978) se realiz6 la oxidacion de la posicion C2 para la obtencién del derivado

correspondiente como se describe en el punto 6.6.3.

Comparando los espectros de RMN H con y sin D20 (Figura 54) se observa una
sefal con un desplazamiento en &4 11.68 ppm esta sefial no se observa en el espectro
de la argentatina B (4), ademas al adicionar D20 dicha sefial desaparece lo cual indica la
presencia de un protén quelado, lo anterior sugiere que hay una interaccién entre el
proton del grupo hidroxilo en la posicion C2 con el grupo funcional cetona de la posicion
C3. La sefial en 64 11.68 ppm tiene una integracion de 0.5 (Figura 55) lo que nos indica
la presencia de otro compuesto; como los desplazamientos caracteristicos de la
argentatina B (4, o4 0.58, 0.8, 3,6 ppm) no se desplazan podemos inferir que se trata de
la presencia del producto natural sin reaccionar, esto se confirma al observar que el
desplazamiento en &y 2.7 correspondiente a la posicion C2 tiene una integracion de 1.5,

con una contribucién de 2 H por parte del sustrato y 1H del derivado semisintético.
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8 CONCLUSIONES

Una vez aisladas las argentatinas A y B de la resina de guayule se obtuvieron 4
derivados de argentatina A (3a-3d) y 3 derivados de argentatina B (4a-4c) los cuales

fueron caracterizados mediante RMN, IR y EM.

Mediante reacciones de acetilacién y bromacién se formaron derivados de glucosa
y galactosa que se podrian emplear como acarreadores en la formaciéon de profarmacos;
por la naturaleza de estas moléculas sabemos que son inocuas, con la capacidad de
formar uniones que pueden romperse enzimaticamente. Con los derivados de glucosa y
argentatina A se formaron los profarmacos 3b y 3d, mientras que el compuesto 3c se

formo a partir del derivado de galactosa 2b y argentatina A.

La evaluacion biolégica mediante el método SRB del compuesto 16-0-(2,3,4,6-
tetraacetil-B-D-glucopiranosil)-argentatina A (3b) evidencidé un porcentaje de inhibicion
menor al 6% en las lineas celulares cancerosas PC3 (préstata), HCT-15 (colon) y MCF-
7 (mama); mientras que en la linea celular K562(leucemia) no presentd actividad. Por
estudios previos sabemos que la argentatina A (3) inhibe el crecimiento de estas lineas
celulares (Parra Delgado, 2006). Por otra parte, la adicion del compuesto 2,3,4,6-
tetraacetil-B-D-glucopiranosil a la argentatina A (3) formd un compuesto menos activo. En
resumen, el compuesto 3b tiene potencial como posible profarmaco pues cumple con ser
menos activo que el farmaco, esta unido con el acarreador mediante un enlace covalente

y es inocuo.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron evidenciar que los triterpenos
aislados y transformados de la resina del Guayule pueden constituir importantes

profarmacos.
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9 PERSPECTIVAS

Este trabajo es preambulo para la optimizacion de las diversas transformaciones
guimicas realizadas, la evaluacion biolégica de los compuestos y la union de los

derivados de argentatina A y B con los acarreadores obtenidos.

Con el método SRB el compuesto 3b mostrd resultados favorables, con este
antecedente sera importante la futura evaluaciéon de los compuestos 3a y 3b para poder
comparar su porcentaje de inhibicién de las lineas celulares. Otro aspecto importante
para evaluar sera la activacion del compuesto in vivo mediante reacciones enzimaticas y

comprobar que los compuestos formados tengan potencial como profarmacos.
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11 ANEXOS

Anexo 1. Espectroscopia de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-glucopiranosa (1a).

@ Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Figura 56. Espectro en el IR del compuesto 1a.
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Figura 57. Espectro de masas del compuesto 1a.
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Figura 58. Espectro de RMN 'H del compuesto 1a.

Figura 59. Espectro de RMN *3C del compuesto 1a.
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Anexo 2. Espectroscopia de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-D-galactopiranosa (2a).

@ Instituto de Quimica, UNAM Laboratorio de Espectroscopia
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Figura 60. Espectro en el IR del compuesto 2a.

Figura 61. Espectro de masas del compuesto 2a.
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Figura 62. Espectro de RMN H del compuesto 2a.
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Figura 63. Espectro de RMN *3C del compuesto 2a.
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Figura 65. Andlisis COSY del compuesto 2a.
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Anexo 3. Espectroscopia de 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosa (1b).
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Figura 66. Espectro en el IR del compuesto 1b.

Figura 67. Espectro de masas del compuesto 1b.
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Figura 68. Espectro de RMN 'H del compuesto 1b.
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Figura 69. Espectro de RMN *3C del compuesto 1b.
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Anexo 4. Espectroscopia de 1-bromo-2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosa (2b).
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Figura 70. Espectro de RMN H del compuesto 2b.
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Figura 71. Espectro de RMN *3C del compuesto 2b.
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Figura 72. Analisis COSY del compuesto 2b.
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Figura 73. Espectro DEPT 135 del compuesto 2b.
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Anexo 5. Espectroscopia de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosa (1c).
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Figura 74. Espectro en el IR del compuesto 1c.
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Figura 75. Espectro de RMN *H del compuesto 1c.
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Figura 76. Espectro de RMN *3C del compuesto 1c.




Anexo 6. Espectroscopia de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-galactopiranosa (2c).
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Figura 77. Espectro en el IR del compuesto 2c.
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Figura 78. Espectro de RMN *H del compuesto 2c.
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Figura 79. Espectro de RMN *3C del compuesto 2c.
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Anexo 7. Espectroscopia de 20,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3,16-diona (3a).
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Figura 80. Espectro en el IR del compuesto 3a.
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Figura 81. Espectro de masas del compuesto 3a.
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Figura 82. Espectro de RMN H del compuesto 3a.
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Figura 83. Espectro de RMN *3C del compuesto 3a.

85



Anexo 8. Espectroscopia de 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-R-b-glucopiranosil)-
argentatina A (3b).
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Figura 84. Espectro en el IR del compuesto 3b.
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Figura 85. Espectro de masas del compuesto 3b.



—366
2.07
—19

SWN2TE Y

100  p—

oa:—{)-

2 8 U L
| Il N 21N
.
i 1 i
! Sjl ! 479 ! 4'7 ! ' ! 4:3 ' 471 !
1 (ppm)
75 70 6.5 6.0 55

o {097 T p—

©
°

221 =

Figura 86. Espectro de RMN 'H del compuesto 3b.
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Figura 87. Espectro de RMN *3C del compuesto 3b.
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Figura 88. Espectro DEPT 135 del compuesto 3b.
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Figura 89. Espectro DEPT 90 del compuesto 3b.
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Figura 90. Analisis COSY del compuesto 3b.
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Figura 91. Andlisis HSQC del compuesto 3b.
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Figura 92. Andlisis HSQC del compuesto 3b.
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Figura 93. Analisis NOESY del compuesto 3b.
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Figura 94. Analisis HMBC del compuesto 3b.
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Anexo 9. Espectroscopia de 16-0-(2,3,4,6-tetraacetil-R-p-galactopiranosil)-

argentatina A (3c).
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Figura 95. Espectro en el IR del compuesto 3c.
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Figura 96. Espectro de masas del compuesto 3c.
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Figura 97. Espectro de RMN *H del compuesto 3c.
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Figura 98. Espectro de RMN *3C del compuesto 3c.
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Figura 99. Espectro DEPT 135 del compuesto 3c.
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Figura 100. Espectro DEPT 90 del compuesto 3c.
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Figura 101. Analisis COSY del compuesto 3c.
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Anexo 10. Espectroscopia de 16-O-p-glucosilargentatina A (3d).
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Figura 102. Espectro en el IR del compuesto 3d.
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Anexo 11. Espectroscopia de (168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona (4a).
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Figura 103. Espectro en el IR del compuesto 4a.
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Figura 104. Espectro de masas del compuesto 4a.

97



Instituto de Quimica. UNAM (K.Rios)
Dra-E-Parra | |Ma-Susana

Claves Ms-1-21

No-registro: 1659

Experimento: Hidrogeso

Disolvente: €DC13

VarianUnity300Ms (D) i

Agosto-4-2010 .
:% Bg sslzes
s 2 84 a% 38338
g 3 ,- A i ki
e 4
- a
g 2 ‘
3 3 [
|
|
$s
s 33
LR “ e ‘ | i
4.63 4.58 ppm 3.60 ppm | '
| i
| ’ l‘
\ Al
|| [
i i Lk N I
| 1l v M7 {
‘ I i
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
ELRE L 10.63
o 1.00 s 1.2 16.52 1.36

Figura 105. Espectro de RMN 'H del compuesto 4a.
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200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 106. Espectro de RMN 13C del compuesto 4a.
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Anexo 12. Espectroscopia de (168,24R)-16,24-epoxi-2,25-dihidroxicicloart-1-en-3-ona
(4Db).
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Figura 108. Espectro de masas del compuesto 4b.
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U.N.A.M. Instituto de Quimica ICH
Dra. H. Parra/Susana
Clave:mMs-1-32-3
Disolvente:CDCLI
Excperimento 1H
varian Unity 300 MEz (D)
No. de Registro 2192 Ss o
24-08-10 : : : :
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Figura 109. Espectro de RMN *H del compuesto 4b.
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Anexo 13. Espectroscopia de 2-hidroxi-(168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-3-ona
(4c).
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Figura 110. Comparacion de los espectros RMN *H del compuesto 4c.
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Figura 111. Espectro de RMN 'H del compuesto 4c.
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