NACIONAL®;

GAVERSIDAD. Mg

5 % =2 :—
P POIT I TS

Z% UNIVERSIDAD NACIONAL
U AuTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

Obtencion de Algunos Derivados de fas Budieinas A y B
y Actividad Citotdxica de la Budleina A en Dos
Lineas Celulares

T E S : )

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
Q U I M I C 0
E S E N T

P A
Pablo Roche Vidal

MEXICO, D. F. 1978



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



e 7“6'5‘/:{' /9-1"

we_21-7. 2 3.8

*RGHA




JURADO ASIGHADO 3

PRESIDENTE : Prof, ALFONSO ROMO DE VIVAR
VOCAL t Profa, YOLANDA CABALLERQ ARROYO
SECRETARIO : Prof, CARLOS GUERRERO RUIZ

12 SUPLENTE: Prof, CECILIO ALVAREZ TOLEDANO
22 SUPLENTE:: Prof, JOSE CALDERON PARDO

SITIO DONDE SE DESARRCLLO EL TEMA
AINSTITUTO DE QUIMICA U, N, AM,
SUSTENTANTE :
PAELO ROCHE VIDAL
ASESOR DEL TEMA &
D, CARLOS GUERRERO RUIZ



A mis padres:

Rémulo Roche Guillén

Mar{a de Ia Iuz Vidal De Roche
que me ensefiaron un horizonte

nuevo a través del estudio.

A mis hermanos:
Nieves

Romana

Rémulo

Tuz Marfa
Francisco

Antonio

A mis cuflados:

Gustava Priego Pérez
Jestis Escutia Flores
Jasé Iuis Uribe Camacha

A mis maestros

A mis amigos



Comn agradecimiento 3

Al Dr,.. Carlos Guerrero Bulz par su valicsa
direccién y ayuda para la realizacién del
presente trabajo,.

El bien a 1a humanidad
est$ en la ciencia ,
compartamoslc dando:
algo de nosatros mismo,



CONTENIDO

1.,~INTRODUCCIOE

2.~FPARTE TEQRICA

¥~FPARTE EXPERIMENTAL

4.~CONCLUSIOE

S~BIELIOGRAFIA



INTRODUCCICHE

Los vegetales han desempefiado un papel muy importante en la avo
lucidn ecolégica de nuestro planeta,

Suelen adaptarse a lugares completaments inhéspitosm para otras
espacies, han modificado: su morfologfa para elaborar lag substancias
nutritivas para su crecimiento, adoptando a 12 vez una infinmidad de
formas en su lucha por la supervivencia,

El hombre en su afén de descubrir nusevos horizontes en el csmpo
de la investigacifn, encontré em los productos naturales un filén de
recursos rencvables de mfiltiples uscs para la elaboraciéhn de substan
cias Gtiles en la agricultura, en medicamentos, etc,

En los fltimos afios el estudio de los productos naturales ha =
aportade un sin nfimero de compuestos con diferentes tipos de esquele
to como los monoterpencs, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpencs
triterpenos, carotencides, etxz.

En la femilia de las eompuestas primcipalmente, se ha encontra
do una variedsd de substancias que poseem ciertas caracter{sticas --
quimicas como em el caso de 1los germacranos, eudesmanos, lactonas «—
sesquiterpénicss como las drimandlidas, guayanflidas, ete,

Debido 2 su comportamiento quimico las lactonas sesguiterpéni
cas han sido objeto de minuciosos estudios, Poseen un esqueleto fun
damental con 15 &tomos de carbono, que tedricamente deriva de la ==
unién de tres fragmentos de isopreno,

Por deshidrogenacién pueden formar derivados del naftalenc como
ocurze con las del tipo eudesmanélida (a), germacranélida (b), eremg
filanflida (¢) y drimanéiida (d).
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(3) eudesmandlida (b). germacrandlida
g R :
5 r'd
fasec i
() eremofilanélida (&) darimandlida

Las lactonas sesquiterpdnicas se han encontrado principalmente
en extractos ds flores o partes adreas de las compuestas, siendo lo
suficientements tfpicas para tener valer quimistaxonémico. En algu
nas lactonas sesquiterpénicas el oxfgeno de la lactona se halla en
el carbono 8 como la piretrosina (g) y mexicanina I (h), con grupos
epSxido, acetoxi § carbonilo como partes de la molécula, contribuyen
do & incrementar los miembros de este grupo.



H
(g) piretrosina (h) mexicanina I
Algunag lactonas sesquiterpénicas poseen acciém citotéxiica, v,

&%y, el acetato de euparotina (1), las psilostachina coma la gaillsr
dina (3).

?
H i

Fe

(1) acetato de euparotina (§) gaillardina

Otras son analgésicos como la amatalina (k) & amibicidas como
la santonima (m)

M
]
3
s
'
1

(k) amatalina (=) santonina



Son substancias amargas, de farmacoclogfa estudiada, prmniex_:
te8 de plantas usualmente reportadas como medicinales, por la que es
probable que sean los agentes activos. Se ha sugerido que la activ}
dad citotéxica encontrada en algunas lactonas sesquiterpénicas estd
relacionada con el grupo exometilenbutenflido y también que este gru
po contribuye en la modificacién del crecimiento de los vegetales 1.

Desde 1910 en que se aisl$ por primera vez la helenalina apare
cierén en la literatura quimica varios trabajos en los gque se agigné
la extructura (I) a esta substancia, baséndose en evidencias quimi
cas como la obtencidn de azulenos en reacciones de deehidrogenaci6n,
en espectroscopia del IR y UV,

no fue sino hasta 1963, en que basindose en el estudio de lom =
espectros de RMN de la helenalina y de varios de sus derivados, se -
pudo corregir 1la férmula (I) y establecer como extructura correcta -
la férmula (II) 2, -la cual fue confirmada por difraccién de rayos ¥

de la bromohelenalina 5.

—————

OH

helenalina
H H

(1) (11)



Activided Parmacolégica:

Desde el punto de vista biflogico el estudio de estos "prici
pios amargos®™ de origen vegetal ha adquirido gran interés debido a
las multiples acciones farmacolégicas de las lactonas sesquiterpéni
cas,

En la literatura se describen informes de efectos de lactonas
insaturadas como 4 :
1l,-Inhibidores selectivos de crecimiento de tejidos animales,
2,=Antibiéticos,
3.=Inhibidores en 1la germinacidn de semillas y el crecimiento de

plantas,
4.-Venenos de peces y actividad insecticida,
Se=Actividad cardisaca,
6,=Antihelmfnticos, hemorrégicos, ete,

En los estudios de relacidn estructura-actividad se han postu
lado las siguientes premisas para un méximo de actividad citot6nca?
a).~La presencia de una ol-metilen- }'-lactonn.
b).=L2 aL-metilem-}‘-lactonn exocfclica presenta mds actividad que
la ol [3insaturada-) -lactona endocfclica,
¢)e=La actividad biflogica es aumentada por la presencia de otros
grupos C=0, A =f3-no-saturados (tipa €ster, enona, etc.)
d).~la substancia debe dar ura reaccidén positiva tipo Michael con
compuestcs que contienen grupo SH (principalmente cisteina).
e).~la actividad citotéxica aumenta proporcionalmente a la lipofili
eldad,



§

Estos estudios se ham llevado @ cabo utilizande técmicas "in vi
tro", cor 1fness celulares de carcinoma humano de nasofaringe (KB)
ademds de inhibicién del crecimiento.

En la presente tesis se describe la obtencién de algunos deriva
dos de las budleinas Ay B, y la actividad citotéxica de la budleina
A que fue la que se obtuvo en mayor cantidad.



PARTE TEORICA

Las lactones sesquiterpénicas se han encontrado principalmente
en extractos de flores o paretes aéreas en la familia de las compues
tas siendoc fitiles en la quimiataxonomia,

Ultimamente se ha venido estudiando sistematicamente la compo
sicién quimica de las especies del género "Viguiera (fam, composi
tas). En publicaciones anteriores se describif el aislamiento y de
terminacién de las extructuras de las budleinss A (1) y B (8), encon

tradas respectivamente en Viguiera augmstifolia & y Viguiera budlei

asformis ¥ esta filtima especie se recolectf en el Km., 40 de 12 ga
rratera México-Toluca, ocbteniendose 0,0365% de la budleina A y de la
budleina B 0,004%.

El elevado contenido de las germacran§lidas result§ ser de inte
réa, ya que se habfa encontrado actividad citotdxzica en la budleina
4 ().

Hos parecio de interés estudiar la misma especie que crece en
el Em, 30 de la carretera México-Puebla, con el proposito de ver si
exist{a algfin cembio en la composicién quimica. De este lote se ais
larén las mismas lactonas solo que en un rendimiento muy superior,
La budleina A se obtuvo en un 0,3% y 1a budleina B en un 0,0468% ,
también se aisl8 la S-Hidroxi-4,6,7-trimetoxi flavona § Salvigenina,

La budleina A 62032207 fue identificada por medio de RMN cewcwe
(espec. 1), en el cual se observan las siguientes sefiales: em 1.5
rpm la sefial de un metilo terciario angular; en 4.4 ppm sefial para
los protones base del alcohol; en 5.7 ppm (1H, J=2Hs) y 6.4 ppm —=—-
(1H, J=2Hz) las sefiales de dobletes de metileno exocfclico; em IR
(espec. 2), se observan las siguientes bandas: en 1760, 1650 o t



bandas de carbonilo de uma \'-ltctom conjugada con un metileno exocf
clico, en 3400 ™} banda de OH,

la budleina B CygH,,0, fue identificada por medio de BMN weeeee
(espec. 3), en e] cual se observam las signientes sefiales: en 1.6
Ppm le sefial de un metilo vinflico; en 3,9 ppm aparece un doblete ==
(J=1IHz) para protones base de alcohol; en 5.6 ppm (J=4Hz) y 6.% pmm
(T=5Hz) las seflales de dobletes caracterf{sticos para metileno exocf
clico; en IR (espec. 4), muestra las siguientes bandas: em 1725;,1650
-'1 bandas de carbonilo de uma F-lactona con un metilenc exocfclico.

A continuacién se describen 1a obtencidn de algunos derivados
de las budleinsas A y B, y 1los ensayos preliminares de 1la actividad
citotéxica Ae 1la budleina A en dos 1{neas celulares.

En ocaciones anteriores se ha intentado modificar la extructura
do. la budleina A (1), con el objeto de correlacionarla qufmicamente
con 1a deshidro desmetacril hexahidro gextrevina (2) °, Ia diferen
eia con la zexbrevina (3), la constituye el oxidrilo primaric alflj
co, la doble ligadura cis 4~5 y el 8ster en C-8, Para llegar al com
pussto (2), se intent§ saturar las dobles ligadurss por hidrogena
cién obteniendose siempre resultados negativos con los catalizadores
heterogeneos conocidos. La hidrogenacién también se intent§ usando
como catalizador homogeneo al complejo de Ru (6) 2, recuperandose to
talwente la budleina A (1).

E]l’

0]

HO—CHa '

@y (2)



. ; A
O—c—f o R ay
L — J\u_Co
|
g L=P&
(3) (6)

Se ha visto qus el oxidrilo primarie alflico a la doble ligadm
ra cis de (1) sufre tramsposiciones alflicas en condiciones de ace

6,10 o1 tratemiento de (1) com HCI produce el derivado halg

tilacién
genado (4), también por transposiciéa.

Se ha observade que el nucleofilo entra por el lado menos impe
dido obteniéndose el substituyente en C-5, con orientacién (7, ya
que mostrd las siguientes sefiales en RMN (espee, 5), quedando H=5 en
5005 ppm ol formando < de 90° con H-6, ya que la constante de acopls
miento es (J=0), Los protones del metileno de C-14 aparecierén como
singuletes en 5.85 y 5.9 ppm, H-6 em 4,7 ppm (d,J=9Hz), La hidrogena
cién ds (4) con P4/C da el producto (5) em rendimiento muy bajo, em
BMN (espec. 6), mostrd las siguientes sefiales: H=8 5.2 (m), Be=f ===
4,5 (m), H=3 4,5 (m), y las sefiales de los metilos en 0.8 y 1.5 pmm.
En IR (espec. 7), las siguientes bandas: 1732 Gl-l carbonilo del &g
ter, 1770 e L carbonilo de lactona~) -saturada y cetona en anillo

de 5 mienbros,

HO—eHa :
(1)




=0

Hs
ft/e

(4)

Se intent$ hidrogenolizar el cloro alflico del compuesto (4)
utilizando como catalizador lIat:!SZCo(Cl‘J)5 con resultados negativos,
Irobablemente debido a impedimentos estéricos. También se utilizé el
complejo de Ru (6) en metanol obteniendose el compuesto (7) que es
un producto de adicifn-eliminaciln catalizado por el complejo: en la
que nada tuvo que ver el hidrfgeno, ya que cuando la reaccién se Te
pitié sin hidrégeno se obtuvo el mismo producto, gue se puede expli
car por medio del siguiente mecanismo:

?1 L
L— e -/ ! —Ce
L— L —-= 9% L—Ha_ce
!

d




1n

El producto (7), no muestra bandas de OH en IR (espec. 8), y en
RMN (espec, 9), muestra las mismas ssfiales que la budleina A (1), ==
més &)l metoxilo qus aparece en 3.4 ppm (s=).

Q f
I ek |
? u-7HF s E
CHe_ow
(4) (7)

Cuando 2 la budleina A (1), se traté con &cido m-cloroperbenzog
co nos did§ el producto (13), el cual muestra las siguientes sefiales
en RMN (espec, 10) : en 1.5 ppm la sefial de dos metilos terciarios
sngulares, en 1,2 ppm. aparece un doblete (J=4Hz) para metilo secun

dario tambiém del éster,

) as3)
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vepido a que la budleina B (8), se hadfa aislado en menor cant!
dad, su extructura se determiné principalmente en bases espectroscd
picas, solamente se propuso la estereoquimica del OH en C-8 como ol
empleando el método de Horean ll.

El calentamiento a 180° de (8) di8 coma resultade el producto
de la transposicién de Cope (%) 12 En RuN (espec. 11), se puede ob
servar claramente el protén de C-1 caracterfstico de &ste sistema co
mo un doblete centrado en 5.8 ppm (J 4 =12Hz, Jn,msslenz). la base
del alcohol E=8 (m) en 4.5 ppm, el metileno en C-15 dos debletes: afi
lados de un sistema AB en 3.86 y 3.4 ppm (J=llHz), E=7 en 2,67 (m),
H-5 en 2,5 ppm (d, J=12Hz), el metileno E~9 y H=9 en 2,05 (s, ancho)
y el metilo vinflico en 1.9 ppm (8) y entre 4,8 y 5.2 ppm se encumen
tran cuatro protones vinf{licos dos de C=2 y dos de (=3, ademds de la
base de la lactona H=6, La sefial de H=7 qued$ bien establecida como
el multiplete de 2,67 ppm ya que al irradiarlo se simplificarén a --=
singuletes los dobletes del metileno exocfclico localizados en 5.6
y 6.2 ppm por lo tanto la otra sefial con desplazamiento alflice 2,5
ppm corresponde a H=5,

CHy—OH

)
130

(8

9
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De la obtencién de la transposicién de Cope se puede deducir :
que la estereoqufmica de las dobles ligaduras en 1la budleina B es -
trans-trans como todos los ejemplos descritos en la literatura 13, -
cuando se intenté§ en varias ocaciones la transposicién de Cope con =
la euparhombina (10) 14, una substancia con dobles ligaduras AI;:ns
Aq':ia siempre falld, Se establecid definitivamente 1la presencia del
alcohol primario en C-15 al observarse en RMEN el sistema AB y un me
tilo vinflico, Ia constante de acoplamiento H-5, H-6 es de 12Hz, co
rrespondiente a acoplamiento trans-diaxial L
gra si B=5 es oL y H=6 es /3 .

Cuando se irradid la sefial correspondiente al metileno de C=9 -

» ésto solamente se 1o

en 2,05 ppm la sefial base del oxidrilo se simplificé manteniendo el
acoplamiento con H=7 (J=2Hz), si tomamos en cuenta que B=7 es A big
gendticamente en el producto de Cope adquiere una orientacién axial,
Ia constante de acoplamiento pequefia (J=2Hgz) corresponde & una inte
raccin axiil-ecuatorial, quedando el oxidrilo con orientacién /3=
axial, H-8 ol-ecuatorial como lo indica 1a férmula (9), a partir de
éste producto se deduce la estereoqufmica de 12 budleina B (8),

Las observaciones anteriores estén de acuerdo con el estudio de
rayos X efectuados con la ovatifolina (11) 16, que fue correlaciona
da por acetilacién con la zexbrevina D (12) 17’18, ésta a su vez se
obtuvo por acetilaciém de la budleina B (8),

Como se ha observado en otras substancias del mismo tipo 19', la
budleina B (8) y el producto de la transposicién de Cope presentan =
1a misma fragmentacién en EM observandose solamente ligeras varian
tes en 12 intensidad de algunos picos, de ésl‘ligose puede concluir ==

v-5
que un espectro de masas de un germacrano /) trans, [\ trang --—
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§ de su elemeno no corresponde ni & una ni a otra substancia, més --
bién debe atribuirse a la fragmentacién de la mezcla del equilibrio

signatrépico inducido por el impacto electrénico &

eH,-0Re

HO '

(10) (11)
QHJ..OH(.

(12)

Cuando a 12 budleina B (8), se le hizo una reaccién de oxida
cién con ¥n0, nos di8 el producto (14), el cual muestra las siguien
tes sefiales en RMN (espec, 12) : en 1,5 ppm un singulete para metilo
vinflico, en 4,5 ppm la sefial para el protén en C=8, centrada en
5,00 ppm la sefial de doblete de doblete (J=6Hz) para el protén em
C~1, en IR (especs 13), se observan las sigulentes bardas & em 3500
! banda de QH, en 1750,1650 cu™t

Y—lactono. conjugsda con un metileno exocfclico,

bandas para el carbonilo de una
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QHQ.,OH

cH:’O
Mn O
u/d,
(14)

IDENTIFICACION DE LA FLAVONA:

La flavona se identificé como la S~Hidroxi-4,6,7-trimetoxi fla
vona § Salvigenina 21, ya que mostrd las siguientes sefiales en RMN
(espec, 14):3

a= 6,44

b= 3,9

e= 7,74 (J=9Hs)
6.92 (J=9Hz)
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Y se observS la siguiente fragmentacién en espectrometrfa de

masas ea H

+

c=¢ Me
4

CoHp m/fe 132(87%)

[M l{] mfe 321(21%)

+
M 328 (2007:)
‘:'O

EM_J;] m/e 313(92.5 1) C3H,09 m fe zs:(z:%)

La posicién del oxidrilo queda bien definida en C=5, debido a

que en IR (espec. 15), no aparece la banda de OH Iitre y el carbo

nilo quelatado & aparece em 1650 o,



1T
ACTIVIDAD CITOTOXICA IE LA BUDLEINA A EN DOS LINEAS CELULARES.

Para conocer la actividad biclégica de 1a budleina A, se reall
zarén estudios en presencia de células en cultivo de tejidos,siguien
do 12 misma metodologfa empleada en un teabajo arnterior 14. Estag ==
pruebas biolégicas nos dan un fndice para interpretar el comporta
miento de Ias 1fneas célulares la I~929 y 1a HEp=-2 en presencia de -
diferentes dosis de 1a budleina A. Estudios similares: a éste, han =
sido realizados por otros autores 2 en los que se ha encontirado ===
que substancias del tipo de las lactonas gesquiterpénicas con uno o
des grupos alquilantes, poseen actividad citotdxica o anti-tumoral.
El grupo funcional descrito por Kupchan et al 5 7 Lee ot al 24, og
mo el que confiere &sta actividad es el of =metilen de la f—lactona.
Este grupo se encuentra presente en la budleina A, razén por la ===-
cual se pensé que &sta substancia tuviera actividad citotdxica?

*

Este trabajo fue llevado a cabo por Jo. Taboada , Jo Tellez v M, Gon
galez: en el laboratoric de Biologfa Celular, Subjefatura de Inves
tigacién Bfsiea, Centro Médico Hacional, msé; como parta de las in
vestigaciones que se estin efectunando em colaboracidn com el Insti™
tuto de Quimics, =



PARTE EXPERIMENTAL
EXTRACCION DE LA PLANTA:

La planta fue recolectada en el Em, 30 de la carretera México =
Puebla en el mes de Septiembtre de 1977, 4 Kg, de la planta seca se =
extrajeron con CH013, tres veces en frfc,., el extracto cloroférmice
se concentrd a seco en rotavapor obteniendose (325 g) de extracto, -
&ste se disolvié en 1 litro de agua y 1 litro de Et=0H, se extrajo -
tres veces con hexano 'y tres veces con CH013, el extracto clorof&;
mico se secS y se concentr$ en rotavapor dejando (65 g) que se cro

matografiaron en una columna con 1 Kg. de sflice, aislandose de las

fracciones eluidas 1:1 05013-a.cetona {14 g) de budleina A con
P,F,=110-115°C, de las fracciones eluidas con 60% acetona~40% CHC1
se aislé budleina B (1875 g) con P.P.=168-170°C, y (130 mg) de Sal
vigenina con P.F, =190-193°C

OBTENCION DIEL DERIVADO HALOGENADO (4):

A una solucién de 200 mg de budleina A en 10 ml, de GH('.’l3 se: le
agregaron 10 gotas de HCl conc, la mezcla se mantuvo con agitacién,
la reaccién se control$ por placas, Después de 2 Hrs el HCl se neu
tralizé con Na2003, se separd la parte cloroférmica, se secS con ===
Nazso4 anhidro, se filtré y concentrd., El producto cristalizé de =—-
&ter isopropflico, obteniendose 135 mg. con P.F.=127—130°C.

IR: 1700 cm™l banda del carbonilo del &ster, 1760 cm°1 banda de car
bonilo de f-lactona saturada y cetona de anillo de 5 miembros, ==-=

o
IZ_L 392, M2 394 para CooH27 0gCLe
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HIDROGENACION DEL DERIVADO BALOGENADO (4):

) A vna solucidén de 50 mg, de derivade halogenado en 15 ml. de -
He-OH, se le agregarom 20 mg. de P4/C, 1la mezcla se hidrogemé duram

ts 8 Hrs, después de este tiempo se filtr§ el catalizador, se evapg

r8 el disolvente, del aceite resultante se separa la mancha menos --
polar eluida en 90% 63013-10% acetona en placas 20x20 de sflice. OD

temiéndose 10 mg, del producte (5), que mo cristalisé,

IR: 1732 ca™l bande de carbonilo del &ster, 1770 e basda de carbe
nilew de cetona y lactona )‘-utnrada, H+ encontrada 366ycaleulada para
0203300 6 366,

OBTENCION DEL ETER (7T)

A una solueién de 100 mg, de derivade halogenado em 15 ml, d® =
Me-OH, se le afiadieron 15 mg, de catalizador homogeneo de Ru, des
pufs de 2 dfas de agitacién 2 T,A, se concentré la golucidén, el pro
aucto se purificS en placas 20x20 de sflice, eluidas en 95% CHCl, -
5% acetona. Obteniéndose 50 mg., de peoducto (7), que no cristalizé,
IR: 1600 cn > banda de doble ligadura enélica, 1650 cu™' banda de do
ble ligadura, 1715 c:m-1 banda de carbonilo del éster y cetona conju
gada, 1760 cn~l banda de carbonilo de f-lactona. M encontraia 388,
calculada para 021H2407 388,

PRODUCTO LE LA TRANSPOSICION DE COPE (9):

200 mg. de budleina B se calentaron en un tubo de vidrie a —===
200°C durante 5 minutos, después de este tiempo 12 mezcla de reag
ci8n mostré dos manchas en cromatoplaca, se exiraja con acetona y se
separ§ la mancha superior en placa de 20x20 de sf{lice, eluida en ===
80% CH013-20% acetona, el compuesto aislado correspondid al producto

(9), obteniéndose por cristalizacién con hexano (50 mg), con ==—w==



P, Posl B-160°C,
%s 3350 ™t banda de OH, 1760 em — banda de carbonile de Y-1lactona.
l 4
encontrade 264, calculada para 0153200 4 264,
OBTENCICE IEL EPOXIDO (13):

1

4 una soluciér de 400 mg, de budleina A en SO ml, de 03013, se
ls agragaron 500 mg. de fc.m-cleroperbenzoico, se pusa & reacclonar
a reflujo, despuds de 50 Hrs. se le afladif H32003 para neutralizar -
la mezcla que mostré dos manchas, se extrajo con 50% CHCL5=50% Me-CH,
se separd la mancha inferior en placa 20x20 de sflice eluida en ===
8%% CHClz=15% acetona, que correspondi$ al producto (13), obtenien
doss por cristalizacidn con hexano (50 mg), con P,F,=68-70°C,

IR: 1760 em™! banda de carbonilc de Y-lactona. X encontrada 390, cal
culada para Cyof,,05 390.
OBTENCION DEL ALDEHIDO (14):

A una solucién de 300 mg. de budleina B en 50 ml, de 03013. se
le agragaron 3 g. de MnO,. La mezcla se pusp a reaccionar con agita
cidn a T.A, durante 45 minutos, se £iltré sobre celita, se concen
tré en rotavapor, cristalizando de &ter isopropflico, obteniéndose:
185 mg, de producto (14), el producto mo funde,

IR: 3500 en™l banda de OH, 1750 en = banda de carbonilo de Y-lactoma.

Los puntos de fusidn no estan corregidos. Les espectros de I.R,
fueron obtenidos con un espectrémetro Perkin-Elmer 337 y estan .
dados en em™t . Los espectros de RMN fueron corridos en un espec
trémetro Varian A-60-A y HA 100 en solucién de deuterocloroforms,
usando como referencia interna tetrametil silano, los desplaza
mientos quimicos estan dados en escala S, Los espectros de MasSas
se determinaron en un sparato Hitachi-PerkineElmer RMUD,



MATERIAL Y METODOS :

Se utilizeron dos lfneas celulares en la determinacién de la —
actividad biélogica de la budleina A, una derivada de tejido comec
tivo murino 1a 1-929 y la otra derivadas de careinoma laxfmgeo humano
llamada HEp=2, ambas cultivadas em tubos Leightom com un infeulo ing
cial de 60,000 células por ml, suspendidas en Medio Basal Eagle su
Plementado con 10% de suero de ternera y 100 U,I, de penicilina & in
cubadas a 37°C tl, en una atmfsfera de 95% de aire y 5% de CO,.

Después de 24 Hrs, de crecimiento celular se agregé 12 budleins
en dosis de 1,5,10 y 50 Ag/ml, esta lactona se disolvi§ en propi
len glicol y después medio de cultivo, quedandc la comcemtracién del
propilen glicol a 0,001 ml/ml de medic.

Un medio similar sin substancia fue utilizado eomo control (dg
sis que no afecta el crecimiento celular). Después de 72 Hrs. de in
cubacién en presencia de 1a budleina A, las células fueron cosecha
das con tripsima sl 0,25%, comtadas en um contador electrénice de —-
particulas modelo B (Hisleah, Florida), y simultaneamente se reali
28 prueba de viabilidad celular utilizand. azul de tripam al 0.1% --
en solucidn buffer de fosfato a Ph-77.225'. Ademés un cultive de cada
grupo fre fijado en May-CGrumwald-Giemsa para estudios morfologicos.
RESULTADOS Y DISCUCION: )

El efecto de la budleina A sotre las dos 1lfneas celulsres se =
puede apreciar en el histograma (I), en 12 1fnea HEp-2 encontramos =
que el crecimiento celular en presencia de budleina en dosis de -=—-
1,5,19 /“g/ml no difiere significativamente del control, observandg
se solo que disminuye el porcentaje de mitosis, en cambio en dosis

de 50 Hg/ml el crecimiento celular muestra uwna inhibicién del T9% —
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comparado con el control., Con esta dosis el porcentaje de célulag -
muertas contadas en el test de exclusién fue de 38% y en el anflisis
morfolégico no se encontraron mitosis como se puede ver em el cuadro
(II), Ia EDg, encontrada em esta 1fnea celular es igunal a 31 Alg/mi
de budleina,

En 1a 1fnea I=929 la budleina tiene activided citotéxiea a dg
sis de 1 Ag/ml en donde encontramos una imhibicién en el crecimien
to del 83% comparade con el control, por lo que la EDSO &F MENOY ===
1 _#g/ml, En el test de exclusién se detect§ un 13% de célulss muer
tag, Esta lactona en presencia de la 1fnea I1~929 demostr§ ser alta
mente eitotéxiea, pere el comportamiento tan disfmil en las dos 1f
neas celulares estudiadas se debe probablemente a las diferencias -
de origen embriolégieo, morfoléglee y de especis ds estas células,-
misntras que la 1lfnea L=929 crece em forma de fibroblasitos aislados
sin tener contacto unas células con otras, las células de la lénea -
HEp=2 que som de origen epiteleal crecen en forma laminar con sus -=-
bordes unidos wno &l otro presentando por le tamto menos superﬁc:lt
para la accifn de la budleina, posiblemente todos éstos hechos sean
lo8 que protejan & la l{nea EEp-2 que es 1la que presenta mayor resis
tencia a la aceifn citotéxica de esta lactona., Sin embarge de acuer
do a los protocolos del Camcer Chemotherapy Reports 26, ea los que -
se pide eomo requisito que para aceptar extractos de plantas como —=
posibles substancias amti-tumorales, éstas tengan una EDSO-SO Hfg =
en el estadif 1, mos encontramos que 12 budleina en el caso de la --
HEp=-2 se encuentra justo en el 1{mite requerido. Aqui puede Vverse -—
también en el cuadro (II), que en presencia de budleina a la comcen
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tracién de 1 _4(g/ml hay sumento de células multinucleadas em la 1f
nea =929, en el caso mencionado la proporciéa es mucho mayor,
No sabemos si el aumento en células multinucleadas se deba a la

fusién de células o a que haya cariocinesis sim citocinesis,
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1 .~CONTRQL
2.~1 Ag/ml Budleima A
3~5 Mg/ml Buileina A

No. CELULAS 4.-10/g/nl Puileina A
x10° 5,~40/2/nl Puileiza A
E=—= LINEA HEp.2

400
XN LINEA L-g29

300 —

[}

200—

1004

Slnnmm
i
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PORCENTAJE DE MITOSIS EN LAS LIREAS I=929 ¥ HEp--2
CULTIVADAS EN PRESENCIA DF BUDLEINA DURANTE 72 HORAS

1-929 HEp-2
Dowis Mitosis % Multinwcleadas Miteosfs ¥ Multinuelesias

Contrasl

P.Go 4.5 2,5 3.5 50
1 Mg ] 14 2.8 %6
5 Me - - 2.4 45
10 fg - - 2.4 4.2
5 Mg - - - -
ED-50 1 Mg 31 Mg

(11)



COENECLUSIOERN

El estudie> 1levado & cabo durante el desarrolle de este trabajo
fus con el objeto de hacer uma relacién Quimistaxomémica de las lac
tonas sesquiterpénicas budleinas A y B recoleetadas en dos diferem
tes lugares, as{ como la obtencién de algunos de sus derivados y com
prober la eetividad citotSxica de 1la budleina A en dos lfneas celula
Tes,

Es necesario realizar estudios posteriores tanto "im vitre” ecem
otro tipo de células, con "in vivo" para conocer msjor el comporta
miento de esta lactona y las posibilidades de utilizarla en estudios
citolégicos o de otra imdole,
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