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INTRODUCCION

El Parthenium argentatim es un arbusto que crece en las zonas dridas
del norte del pais y que tiene como nombre vulgar ¢l del guayule, vocablo que
literalmente significa planta que conticne hule.

El guayule ha sido explotado conmrcnalmente por su contenido de hule
natural desde los inicios de este siglo' , realizindose esta explotacion con
relativo éxito ya que durante més de cien ailos ha competido
infructuosamente frente a la Hevea brasilensis, que es el productor por
excelencia del hule natural’ . Sin embargo las plantaciones de Hevea
necesitan dreas de cultivo con abundancia de agua, lo que es una limitante
para su expansion y es en este contexto que el cultivo del guayule ha recibido
nuevo impulso, ya que este arbusto crece en forma natural en zonas
semnjdesérticas al noreste de México y sur de Texas. Siendo asl que la
expectativa de produccion de hule a partir de P, argenlalum en los Estados
Unidos, es de miles de toneladas para el aiio 2000° .

En nuestro pais los estudios sobre el guayule, se iniciaron en forma
sistemdtica a partir de 1970, los cuales condujeron a dos hechos limportantes:
la creacién de una planta piloto , que inicia sus operacxones en marzo de
1976* , la cual cierra sus operaciones en 1981 por la crisis financiera que
sufria el pais y la realizacion de una Conferencia Internacional sobre el
guayule realizada en Agosto de 1977*.

" Una posibilidad de hacer economicamente mds atractiva la explotacion
del guayule como productor de hule, es la de dar una utilidad a los diferentes
compuestos, que se obtienen como material de desecho , durante el proceso

X

de extraccién del hule y al cual se le conoce cominmente como "'la resina ',

La resina es una mezcla de compuestos dentro de los que destacan
terpenos, compuestos aromancos y dcidos grasos. Su composicion se puede
observar en el cuadro 1°,



Cuadro [.-Composicion de la resina del guayule.

COMPUESTO % EN PESO
terpenos,sesquiterpenos 2.0
guayulina A 10.0
guayulina B 3.0
guayulina C 1.0
guayulina D 0.5
argentatina A 14.0
argentatina B 6.0
argentatina C no se determind
argentatina D 4,0
glucésidos no se determind
otros fitosteroles y triterpenos no se determind
dcidos grasos triglicérido 18.0

De acuerdo a nuestras investigaciones los triterpenos mds abundantes
y més estables en la resina son los llamados Argentatina A (I), isoargentatina

A (II), Argentatina B (I11), isoargentatina B (IV)** , (fig. 1),

hS Argenlatina B (IlI)

isoargentatina B (1V)

Figura 1.-Esrtructuras de los triterpenos mds abundantes.




Cuyas estructuras teoricamente se derivan a partir del lanosterol (V), y
cicloartenol (VI), respectivamente (fig. 2), por lo tanto los triterpenos
tretraciclicos del guayule biogenéticamente derivan del dcido mevalénico, sin
embargo, se ha demostrado la formacion de las isoargentatinas a partir de las
argentatinas mediante reacciones catalizadas por acidos ?, lo cual induce a
pensar que la presencia de las isoargentatinas en la resina, se debe al proceso
al que se somete el guayule para la obtencion del hule natural.

. HO" 7~
D Lanosteral (V) Cicloartenal (V1)

Figura 2.- Estructuras del lanosterol y cicloarteno]

Biogénesis de los triterpenos tetraciclicos

Se ha demostrado que la biogénesis del acido mevalénico AMV se
inicia con la formacion de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-SCoa, VII el cual a su
vez se forma a partir de la condensacion (tipo Claisen), de tres moléculas de
acetil-SCoA. Posteriormente VII se modifica mediante dos pasos
esencialmente irreversibles, las cuales son, primero la accion de una reductasa
sobre VII para producir el hemitio-acetal VIII, y posterior reduccién de VIII
para producir el (3R) AMV IX, (figura 3).
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Figura 3 .- Biogénesis del (3R) 4cido mevaldnico.
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Cabe sefialar que solamente el enantiomero (3R)-dcido
mevalénico es utilizado en la biogénesis de los isoprenoides. Asi mismo el
AMV posee tres centros proquirales que corresponden a los dtomos de C-2,
C-4 y C-5. De tal manera, que si se reemplaza un dtomo de hidrégeno de estos
centros con cualquier otro sustituyente se genera un nuevo centro quiral,
Aplicando la regla de prioridades para centros pro-quirales facilmente
podemos asignar los protones por-R y pro-§ del (3R)-dcido mevalénico
(figura 4).

Figura 4.- Estructura del (3R) acido mavaldnico IX..

Posteriormente ¢l 4cido mevalonico dard origen al pirofosfato de
isopentenilo IPP X, el cual a su vez mediante una isomerasa producird el



pirofosfato de dimetil alilo DMAPP XI. Cabe sefialar que la reaccion de
descarboxilacion y deshidratacion de IX se lleva a cabo a partir del dcido 3-
fosfo-mevaldnico 5-pirofosfato XII, como intermediario ya que una mol de
ATP es consumida, la cual se utiliza para producir el 3-fosfo derivado y
favorecer de esta manera la reaccion de climinacion ya que el grupo OPP es
mejor grupo saliente que el oxidrilo. (Figura 5).
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Figura 5.- Biogénesis del plrofostato de isoprentenilo.

El curso estercoquimico de la isomerizacion de X a XI sugiere un
mecanismo concertado el cual es formalmente reversible, sin embargo, el
DMAPP es una olefina trisustituida, y el IPP es una disustituida, de tal forma
que resulta inevitable pensar que e} equilibrio esté desplazado hacia la olefina
més estable. La habilidad de la isomerasa para discriminar los dos metilos del
pirofosfato de  dimetilalilo (DMAPP), le confiere una gran
estereoespecificidad a esta enzima ( figura 6).
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Figura 6.



Los intermediarios X y XI, ambos con cinco dtomos de carbono son los
equivalentes bioldgicos del isopreno, por lo que se les ha llamados
*isoprenos activos’’, y por lo tanto a los productos de su unién isoprenoides.
En ¢! DMAPP, el C-| se encuentra activado por ser alilico, asi que no es de
extrafiar que sea facilmente alquilado por un nucledfilo como el IPP, aunado
al hecho que se encuentra unido a un éster fosfato el cual es un buen grupo
saliente, Lo cual sugiere un mecanismo de transformacion tipo SN,, que
implica la formacion de un cation alilico sumamente estable, (Fig. 7).

El curso estereoquimico de la reaccion entre X y XI estd bien definida
ya que se observa que la nueva doble ligadura es trans, lo cual implica que el
H-2 (Pro-R), de X, es el que se pierde, tanto en la isoinerizacion como en la
condensacion alquilica fornando de esta manera el geranil pirofosfato, GPP
X1V, de igual forma el GPP es alquilado con IPP para formar el farnesil
pirofosfato XV. La union inusual “‘cabeza-cabeza''de dos moléculas de
farnesil pirofosfato XV da como resultado la formacion de una molécula de

escualeno XVI (figura 7).
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Figura 7.- Biogénesis del escualeno.



La estereoquimica de este proceso es conocida por estudios realizados
con precursores marcados isotopicamente en donde se cree que el proceso
ocurre via intermediario preescualeno PP, XVII, Figura 8.
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Figura 8.

La Formacién de las estructuras policiclicas a partir del escualeno y del

epdxido de escualeno, pueden ser explicadas al postularse una configuracion
de silla-bote-silla-bote, que adopta la molécula sobre la superficie de la
enzima con la consideracion de efectos estereolectronicos para la anillacién,



el cual es usualmente iniciado por una catalisis-dcida que ocurre sobre el
anillo, abriendo el epoxido XVIII, y con la formacion de intermediarios
cationicos como XIX. Es vilido notar que experimentalmente se ha
demostrado que la cpoxidacion ocurre preferentemente sobre la doble
ligadura terminal de la molécula de escualeno, sugiriendo ue esto se realiza
por un complejo enzimatico sintetasa, previo a la ciclizacion.
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Argentatina B y Argentalina A

Figura 9.- Biogénesis del lanostarol y cicloartanol.



El modo de anillacién se muestra en la figura 9, la especia catidnica
inicialmente formada XIX, es puramente hipotética, en donde por
transposicion de hidrogenos y metilos se estabiliza el cation del C-20,
quedando un cation en la posicion C-9, el cual se estabiliza por eliminacion
det H-8 vecino, formando el doble enlace originando de esta manera el
esqueleto def Lanosterol V, de manera muy similar la estabilizacion det cation
de la posicion C-20, auxiliado por una enzima-nucledfilo Heva al
intermediario XX, que por eliminacion de la enzima y transposicion del
enlace ¢ de launidén C-H del metilo-19, se genera el cicloartenol VI.

Asi el lanosterol es la estructura base de H y 1V, mientras que el
cicloartenol lo es para I y IIL

Por otro lado se han publicado actividades biologicas de las
argentatinas aisladas del guayule, asi por ejemplo se ha demostrado la
susceptibilidad antimicrobiana de la argentatina A contra Candida albicans,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa entre otras'® . Asi mismo
se ha observado la actividad anti-hormonal de las argentatinas AB y D en
tumores de mama'' .

Asi mismo se conocen un gran ntumero de productos farmacéuticos
comerciales que tienen como principio activo derivados esteroidates vy
triterpénicos, se tiene por ejemplo a las curcubltacmas que han sido
propuestas para la cura de células cancerosas'> y a la sal sédica de la
carbenoxolona XX, la cual es un dcido triterpénico utilizado en el tratamiento
de tlceras ga'smcas , algunos N-cloro aza esteroides XXII, XXlV que
potencialmente tienen un futuro como agentes anti-hormonales'® algunos
antiinflamatorios como derivados del 4 pregno [3, 2-c] pnazolL XXVI, o
algunos anabélicos como son la lactona XXVHI'® | y algunos 2-halo-
esteroides XXVII" (fig. 10).

Otros ejemplos son los factores A 25822 A XXI y A2582 B XXH que
son utilizados como antimicéticos'® y al derivado TOX XXV que se ha
propuesto para el control de la fertilidad'®.
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Figura 10.- Estructuras que se utilizan como principios activos..

Se han realizado estudios tedricos de las argentatina A, B, C v D.
Donde se establece que en funcion de las energias de enlace la estabilidad de
estos triterpenos es: Argentatina D > Argentatina C > Argentating A >
Argentatina B, estos resultados indican que la argentatina B es, de los
triterpenos estudiados, la mds inestable.

De la teoria de orbitales moleculares se éstablece que la mayor
densidad electronica se encuentran en el carbono C-3 del carbonilo. Lo que
hace posible reacciones de adicién electrofilica y nucleofilicas sobre el
carbonilo. ‘

Teniendo en cuenta que por cada kilogramo de hule se obtiene un
kilogramo de resina’ , resulta entonces que se podria contar con cantidades -
industriales de substancias con estructuras estables bien definidas y con
pureza enantiomérica del 100%.

Esta informacion nos motivé para continuar el estudio de la resina
obtenida como desecho en el proceso de industrializacion del hule.



DISCUSION

Como se menciond anteriormente la resina, producto de desecho
generado en ta obtencion industrial de hule natural a partir del guayule, es una
mezcla de dcidos grasos y triterpenos, entre otros compuestos. Tomando en
consideracion que uno de nuestros objetivos es el de bajar el costo de nuestros
estudios se propuso para el aislamiento de los triterpenos, a partir de la resina
una técnica sencilla y de bajo costo.

Por lo cual se procedid a disolver la resina en hexano y pasarla a través
de una columna empacada con tonsil, la cual es una arcilla bentonitica de bajo
costo, obtenida de las minas del estado de Puebla, El eluyente utilizado fue
una mezcla de hexano:acetato de etilo de polaridad creciente, De esta manera
se logré el aislamiento de los triterpenos argentatina A (1) y B (1), las cuales
fueron identificadas por comparacion con muestras auténticas®

Por otro lado de las fracciones cluidas con hexano:acetato de etilo (8:1)
se anslé un nuevo producto con un punto de fusion de 144- 146°C y [o]p: -
41°.Este nuevo producto mostrd tener un peso molecular de 470 (uma),
determinado por espectrometria de masas, el cual esta de acuerdo para una
formula molecular de CygHy0,.

Este compuesto no mostré absorcidn en el espectro de ultravioleta, lo
cual indica que no presenta cromoforos en su estructura Por otro lado el
espectro de lnfmrro;o muestra una sefial a 3486.7 cm” la cual se atribuye a
grupos hidroxilos, asi mismo mostré dos carbonilos a 1704.9 y 1730.8 e’
que se asignan a una ciclohexanona y ciclopentanona respectivamente. El
espectro de RMN'H muestra dos sefiales dobles en 0.55 y 0.75 ppm que
integran para un hidrégeno cada una y que se atribuyen al metileno en un
anillo de tres miembros. Por otro lado en la regidn de 0.94 a 1.24 se observan
siete sefiales simples las cuales se asignaron a siete grupos metilo, (tabla 1).



Tabla 1.-Desplazamiento quimico de RMN'H en ppm para el compuesto
XXX

Atomo Desplazamiento quimico en
ppmn XXX
Ciclopropilo H|0.55, d, J= 4.4 Hz, 1H.
Ciclopropilo H|0.75, d, J=4.4 Hz, IH

CH;- 094,s,3H

CH3' 098, S, JH

CH;- 1.00, s, 3H

CHj- 1.04, s, 3H

CH;- 110, s, 3H

CH;, 112, s, 3H

CH, 1.24, s, 31

-C-(-O)H [3.7,dd, J=6Hz, IH.

La formula molecular de este compuesto (CyH,0,) esta de acuerdo
para ocho insaturaciones (Q) de las cuales se justifican tres: dos Q para los
carbonilos y una para el ciclopropilo, por lo tanto las cinco Q faltantes se
deben atribuir a la presencia de cinco anillos en el compuesto.

El espectro de RMN"C comprueba la presencia de dos grupos
carbonilicos en este compuesto ya que se observan dos sefiales a 218.2 y
216.1 ppm, asi mismo se muestra tres sefiales en 71.22, 83.22 y 84.59 ppm
que corresponden a carbono sp® unido a dtomos de oxigeno posiblemente de
grupos hidroxilo 6 éter, (Tabla 2).

Las naturaleza de los dtomos de carbono se determinaron mediante un
experimento DEPT en RMNYC el cual mostr6, siete metilos, diez metilenos y
cuatro metinos en la molécula. La comparacion entre el espectro DEPT y el
obtenido mediante un desacoplamiento total (PND), permitié determinar tos
nueve étomos de carbono no protonados que posee este compuesto, De esta
forma se determind la naturaleza de los 30 dtomos de carbono que sefiala la
formuta molecular, lo cual aunado a la presencia de cinco anillos y un
ciclopropano determinados por el nimero de insaturaciones sefialadas
anteriormente (vide supra), sugiere que la estructura ‘de este nuevo producto
sea un derivado triterpénico del tipo del cicloartano, como la mayoria de los
triterpenos aislados de la “'resina’* del guayule,



Esta proposicidn se ve apoyada por la comparacion de los espectros de
3 . 21
RMNMC de este nuevo producto y la cicloartenona®™ donde sc observan
desplazamientos muy similares para ambos compuestos (tabla2).

Tabla 2.- Desplazamiento quimico de RMN"C en ppm para la cicloartenona
XXIX, argentatina A 1y el compuesto XXX,

Carbon { Multiplicidad XXIX I XXX
de hidrogeno
1 CH, 33.3 33.12 31.76
2 CH, 37.2 37.29 36.89
3 Cq 215.1 217.55 216.18
4 Cq 50.0 50.19 49.94
5 CH 48.3 47.75 46.81
6 CH, 21.5 21.36 21.03
7 CH, 27.9 25.93 25.93
8 CH 41.7 48.51 48.09
9 Cq 21.0 20.68 26.03
10 Cq 26.0 26.12 26.03
1 CH, 26.0 26.14 26.13
12 CH, 35.5 33.32 32.88
13 Cq 45.2 46.36 41.72
14 Cq 48.5 46.56 45.62
15 CH, 32.8 48.46 50.97
16 CHoCq 26.7 75.16 218.23
17 CH 52.3 55.62 63.39
18 CH, 18,1 22.12 21.89
19 CH, 29.5 30.08 29.75
20 CHo Cq 36.0 86.95 83.22
21 CH, 18.1 25.41 24,77
22 CH, 36.7 37.4 37.07
23 CH, 24.1 23.65 23.74
24 CH 39.4 84.52 84.59
25 Cq 21.9 70.71 71,22
26 CH, 22.5 27.34 24.87
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Tabla 2.- (cont.) Desplazamiento quimico de RMNYC en ppm para la
cicloartenona XXIX, argentatina A 1 y el compuesto XXX.

Carbon | Multiplicidad XXIX I XXX
de hidrageno

27 CH, 26.0 26.54 27.13

38 CH, 19.3 2034 19.56

29 CH, 22.7 20.76 19.66

30 CH, 20.6 20.95 20.69

; Argentatina A Cicloartenona
Figura 11.- Estructura de la argentatina A 1 y. cicloartenona XXIX.

Aun mads, el espectro de masas, obtenido mediante ionizacién quimica
muestra una sefial a m/z 143, fragmento que es tipico de triterpenos del tipo
de la argentatina A I. Esta sefial se visualiza en términos de una ruptura-B al
atomo de oxigeno, el cual forma parte de un anillo tetrahidro furanoico®.

La similitud estructural entre este nuevo compuesto y la argenlatma Al
tambien se ve reflejada al comparar los espectros de RMN'’C de ambas
moléculas ya que se observan en el espectro del nuevo compuesto tres sefiales
a 71.22, 83.22 y 84,22 ppm los cuales se asignaron a carbonos no protonados
y a un metino respectivamente, como en la argentatina A I. En la tabla 2 se
muestran los desplazamientos del compuesto XXX y la argentatina A,



Las Gnicas diferencias espectroscopicas entre este producto y T son
aquéllas debidas a la presencia de un substituyente hidroxilo en C-16 que
presenta la argentatina A I'y que en el nuevo producto no se observan, sin
embargo como ya se menciono este (timo posee una ciclopentanona (1730
em” IR, 218.2 RMN'C) que no posee la argentatina A, lo cual indujo a
pensar que el nuevo producto presenta un grado mayor de oxidacion en C-16
y por lo tanto proponemos la estructura XXX para este nuevo compuesto al
cual llamamos argentatina E.

Esta proposicion estructural fue confirmada al correlacionar
quimicamente las argentatina A y E, mediante una reaccion de oxidacion
sobre la argentatina A.

%,
»  w

Argentatina E (XXX)

CORRELACION DE LA ARGENTATINASE Y A

La obtencion de argentating E XXX a partir de la argentatina A I se
logrd sometiendo esta Gltima a una reaccion de oxidacion, utilizando tridxido
de cromo y acetona como disolvente™ (reactivo de Jones), figura 12. Al
trabajar el producto de reaccién de la manera habitual se obtuvé una mezcla
solida, que por cromatografia en placa fina revelo la presencia de dos
compuestos, los cuales se separaron mediante una cromatografia en columna

15



empacada con silica-gel y eluida con una mezcla de hexano:acetato de etilo
(15:1), de las fracciones menos polares de Ja columna se obtuvo un
compuesto con un rendimiento del 60%, cuyos datos fisicos (pf, rf,, ) y
espectrocdpicos (IR; EM, RMN'H y C) son idénticos a la argentatina B
XXX aislada de la resina

Argentatina A XXX
i= Cr0,/H,S0,dil.

Figura 12.- Correlacion de argentatina A 1y E XXX.

Debido a que en esta reaccion no se modifica ningiin centro quiral de la
argentatina A, excepto el C-16 cuyo hidroxilo se oxida, por lo tanto la
estereoquimica de los restantes centros quirales de la argentatina E es idéntica
a la argentatina A

De las fracciones de mayor polaridad se obtuvo un sélido blanco de
punto de fusion 219- 220°C. El cual mostrd un peso molecular de 426 (uma),
determinado por espectrometria de masas, el cual esta de acuerdo para una
formula molecular de Cy;Hy30,. El espectro de infrarrojo de este compuesto
no muestra la absorcion correspondiente a hidroxilos, pero sl exhibe bandas
carbonilicas a 1701.1, 17367 y 1767.0 cin-1 que corresponden a una
cwlohexanona ciclopentanona y a una y-lactona respectivamente, E| espectro
de RMN'H no muestra las sefiales de H-16 y H-24 de la argentatina A y como
dato importante solamente exhibe seiiales simples correspondientes a cinco
grupos metilo, Las sefiales caracter(sticas del ciclopropano aparecen a 0,67, y
0.82 ppm (Tabla 3).



Tabla 3.-. Desplazamiento quimico de RMN'H en ppm para la dicetolactona

XXXIL
Atomo | Desplazamiento quimico en
ppm XXXI
H-19  10.64,d, J=4.4 Hz, 1H.
H-19' 1084, d,J=4.4 Hz, IH
CH,- 11.02,s,3H
CH;-  11.08,s, 3H
CH;- 1.08, 5, 3H
CHy- ]1.29,5,3H
CH;- 1.44, s, 3H

El espectro de RMN"C muestra dos sefiales de carbonilo atribuidas a
cetonas a 215.2, y 216.0 ppm, asi como una sefial de carbonilo de éster a
177.3 ppm que se asign6 al grupo lactona indicada por IR, también aparecen
una sefial a 85.5 ppm que se atribuye al C-20, (Tabla 4),

Tabla 4.-Desplazamiento quimico de RMN™'C en ppm para la dicetolactona

XXXI.
Carbono Multiplicidad de XXX1
hidrégeno

1 CH, 33.40
2 CH, 37.29
3 Cq 216.10
4 Cq 50.50
5 CH 48.30
6 CH, 21.20
7 CH, 27.19
8 CH 46.80
9 Cq 20.73
10 Cq 26,44
It CH, 26.34
12 CH, 33.63




Tabla 4.-(cont.) Desplazamiento quimico de RMN"C en ppm para la
dicetolactona XXXI.

Carbon Multiplicidad de XXXI1
hidrégeno

13 Cq 45.69
14 Cq 44.35
15 CH, 50.54
16 : Cq 215.27
17 CH 65.05
18 CH, 22.11
19 CH, 30.20
20 Cq 85.51
21 CH; 28.24
22 CH, 21.79
23 CH, 33.13
24 Cq 177.37
25 CH, 19.72
26 CH; 18.89
27 CH, 20.11

Del espectro DEPT se muestran : cinco metilos, diez metilenos, tres
metinos y por comparacion con el espectro normal de RMN”C nueve
carbonos no protonados. Como se puede observar este producto presenta dos
metilos y dos metinos menos, pero un carbono no protonade mds que la
argentatina A. Lo cual induce a pensar que en el curso de la reaccion se
perdié el grupo hidroxi-isopropilico acompafiada con la “oxidacion del
hidroxilo en C-16 lo cual explica la ausencia de bandas de absorcion de
grupos hidroxito y la presencia de bandas de ciclopentanona en el espectro de
infrarojo.

Esta proposicion se ve apoyada por la fragmentacién observada en el

espectro de masa donde se muestra una sefal a. m/z 99 (Pico base), que se

atribuye a una ruptura-f al dtomo de oxigeno de la lactona® . Figura 13.



myz 99 (P. base)

XXXI

Figura 13.-Fragmentacién de la dicetolactona establecidos por impacto
electronico, el parentesis representa la intensidad de la sefial.

Por lo anterior se deduce, en funcion de sus propiedades fisicas y
espectroscopicas antes discutidas (vide supra) la estructura XXXI para esta
molécula.

Dicetolactona (XXXI)

Una biisqueda bibliogrdfica reveld que XXXI fue obtenido mediante
una reaccion de oxidacion de la dehidroargentatina A utilizando trioxido de
cromo en agua®* . Como complemento en la caracterizacién de XXXI ahora se
asignan los desplazamientos de todos los dtomos de carbono en RMNYC,

19



OBTENCION DE LA DIOXIMA DF ARGENTATINA E.

La dioxima se obtuvo al hacer reaccionar argentatina E con clorhidrato
de hidroxilamina en presencia de piridina. La inezcla de reaccidn se trato de
la manera habitual y la muestra analitica sc obtuvo por cristalizacion de
hexano, obteniendo un sélido blanco de punto de fusion 177-179°C, en un
rendimicnto del 54%.

El espectro de infrarrojo no muestra bandas carbonilicas y si la sefial
del hidroxilo a 3290 cm™ El espectro de RMN'H no muestra gran diferencia
en los desplazamientos quimicos comparados con la argentatina E, por otro
lado, se observan las dos sefiales de los protones de la oxima a 10.26 y 10.36
ppm, los cuales desaparecen al intercambiar con agua deuterada, Tabla 5.

Tabla 5.-. Desplazamiento quimico de RMN'H en ppm para la dioxima
XXXI1L

Atomo | Desplazamiento quimico
en ppm para XXX
H-19  [0.50,d, J=4.4 Hz, 1H.
H-19  {0.65,d,J=4.4 Hz, 1H
CH,- ~ 10.90,s,3H

CH;- 0985, 3H

CH;-  |1.02,5,3H

CHj- 1.02, s, 3H

CH,- {1.06,s,3H

CH;- |1.14,5,3H

CH;- 1.27,5,3H

H-24  {3.7,t,J=77Hz, 1.
HON= [10.26, s, {H.
HON= 110.36,s, IH

En e espectro de RMN"C se muestran cambios significativos para el
desplazamiento de los carbonos: C-3 y C-16, los cuales se encuentran ahora a
campos mis altos por la presencia de la cetoxima (tabia 6).
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Tabla 6.-Desplazamiento quimico de RMN"C en ppm para la dioxima
XXXIL

Carbon Multiplicidad de XXXIL
hidrégeno

2 CH, 32.01
3 Cq 162.51
4 Cq 42.89
5 CH 43.33
I5 CH, 40.00
16 Cq 163.48
17 CH 5791

ESTUDIO DE DIFRACCION DE RAYOS X DE LA ARGENTATINA A.

Para establecer la correlacion entre la argentatina E y la argentatina A
fue necesario la obtencion de argentatina A I a partiv de la resina. La
obtencion de I se logro por métodos cromatogréficos (vide supra) y de esta
forma se logré obtener I con la pureza y forma de cristal adecuada para su

estudio de difraccion de rayos X. Cabe scfialar que a pesar de que la -

argentatina A es uno de los triterpenos nds abundantes y cuya estructura se
determind hace mds de 25 afios no se habaa logrado obtener I con la pureza y
forma cristalina adecuada para su estudio.

Los cristales se obtuvieron mediante evaporacion lenta de una
disolucion de I en acetato de etilo, presentando las siguientes constantes de
celda a=7.101(2) A, P=21.044(4) A y y=37.629 (8) A en un sistema
orthorombico y grupo espacial P2,2,2,. Como se puede observar en la figura
14, el esqueleto hidrocarbonado presenta conecciones trans-cis-trans-cis
como en todos los triterpenos aislados de la resina del guayule. Con respecto
a la conformacién el anillo B adopta una conformacion de semi-silla
probablemente debida a la presencia del anillo de ciclopropano, mientras que
el anillo C muestra una conformacién altamente deformada que no se puede
catalogar ni como silla o bote y puede ser descrita como una conformacién
entre medio silla y bote torcida® ,
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Figura 13 Configuracion relativa de la argentatina A, determinada por
difraccion de rayos x.
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OBIJETIVOS

Aprovechamiento de la resina industrial que se obtiene como
subproducto en la extraceion de hule natural a partir del guayule,

Aislamiento de algunos metabolitos secundarios a partir de la resina
industrial que se obtiene como subproductos en la industrializacion del
guayule.

Fransformacion quimica de alguno de los metabolitos secundarios
aislados.

Identificar los productos de transformacion quimica por medio de sus
datos espectroscopicos (RMN'H, RMN'C,IR y MASAS).
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PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones.

Los espectros de IR fueron determinados en un espectrémetro Perkin-
Elmer mod. 337.

Los espectros de RMN de hidrogeno y carbono 13 fueron determinados
en un espectrometro Varian XL-300. Los desplazamientos quimicos (8)estdn
expresados en ppm utilizando como referencia TMS. Las constantes de
acoplamiento estan expresadas en Hertz. Las multiplicidades de las sefiales se
expresa como sigue: (s) sefial simple, (d) seiial doble, (t) sefial triple y (c)
cuarteto.

Los espectros de masas fueron determinados en un espectrometro
Hewllet-Packard 59858 con sistema acoplado a CG-EM.

El estudio de difraccion de rayos x se realizé con un difractometro
SIEMENS P4, utilizando radiacion de Mo (monocromador de grafito,
A=0.71073-A).

La pureza de los productos y el desarrollo de las reacciones se observo
por cromatografia en placa fina, usando como absorbente Si-gel F-254 vy
como reveladores luz UV y/o una solucidn de sulfato cérico al 1% en dcido
sulfiirico 2N, Para purificaciones por cromatogratia en columna se utilizo
como absorbente Si-gel con tamafio de malla 70-230.

La resina es el producto de desecho obtenido durante la extraccion a
nivel industrial del hule contenido en el Parthenium argentatum (Greggii),
este material fue donado por la empresa Complejo Agro-Industrial CONASA
ubicada en Saltilio, Coah.
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Il esquema general de trabajo se muestra en la figura 14,

125.6g DE RESINA
400g de
Arcilla Bentonitica
Argentatina B Argentatina E Argentatina A
58¢g 9mg g
Difraccion de
H;NOH lrayos X

Dioxima de Argentatina E Configuracion relativa
132.5mg

OBTENCION DE LOS TRITERPENOQS

A 125.6g de resina disueltos en hexano, se pasaron a través de una
columna empacada con 400g de arcilla bentonitica, eluyéndose con una
mezcla hexano:acetato de etilo de polaridad creciente. De la fraccion obtenida
de hexano:acetato dc etilo (9:1) se obtuvo 5.8g de un sdlido blanco cristalino
con pf 167-170 °C, que se identificd como Argentatina B 11, la muestra
analmca se obtuvo por cristalizacion con metanol observando un p.f. 175-
176 'C.

Los datos espectroscopicos para II1 son los siguientes:
RMN'H (300 MHz, CDCly ) (ppm): 0.5 (H-19, d, J=5.4 Hz, 1H), 0.75 (H19,
d, J=5.4 Hz 1H), 0.82 (CH;-28, 5, 3H), 0.86 (CH,-21, d, J=4.0 Hz, 3H), 0.95
(CH;-29, s, 3H), 1.0 (CH;-30, s, 3H), 1.09 (CH;-30, s, 3H), 1.19 (CH;-13, s,
3H). 1.4 (CH,-27, s, 3H), 1.45 (CH;-26, s, 3H), 2.61 (-3, ddd, J=6.4,13,13,
IH), 3.5 (H-24, d, J=12 Hz, IH), 4.5 (H-16, t, J=8 [z, 1H9).

RMN"C. (300 MHz, CDCly), 8 (ppm),:18.8(C-18),19.5 (C-28), 20.0 (C-9),
20.9 (C-30), 21.3 (C-21), 22.0 (C-26), 22.2 (C-23), 22.5 (C-29), 23.3 (C-27),
24.1 (C-6), 26.0 (C-7),26.0 (C-10),26.2 (C-11), 29.0 (C-20), 29.6 (C-19),
32,6(C-12), 33.1 (C-1), 35.5 (C-22), 37.4 (C-2), 44.8 (C-15), 45.7(C-13); 45.7
(C-14), 47.3 (C-8), 48.4 (C-5), 50.1 (C-4), 57.2
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De la alicuota de hexanoacetato de etilo (8:1) se abtuvo un sélido
blanco que por recristalizacién con una mezela de hexanoseter isopropilico se

. - . O
obtuvieron 9 mg de un solido blanco XXX conun p.f de 145-146 °C.

Asi los datos espectroscopicos def compuesto XXX son los siguientes:
RMN'H (300 MHz, CDCly) & (ppm): 0.55 (H-19, d, J=4.4 Hz, 111), 0.75 (H-
19', d, J=4.4 Hz, 1H), 0.94 (CH;-29, s, 3H), 0.98 (CH;-30, s, 3H), 1.0 (CH;-
28, s, 3H), 1.0 (CH;-21, s, 3H), 1.04 (CH;-18, s, 3H). 1.12 (CH,-27,s, 3H,),
1.24 (CH;-26, s, 3H), 3.7 (1-24, dd, J=6,8 Hz, 1H).

RMN"C (300 MHz, CDCLy}, § (ppm): 19.56 (C-28), 19.66 (C-29), 20,00 (C-
9), 20.69 (C-30), 21.03 (C-6), 21.89 (C-18), 23.74 (C-23), 24.77 (C-21),
24,87 (C-26), 25.93 (C-7), 26.03 (C-10), 26.13 (C-11), 27.13 (C-27), 29.75
(C-19), 31.66 (C-1), 32.88 (C-12), 36.89 (C-2), 27.07 (C-22), 41,72 (C-13),
45.62 (C-14), 46.81 (C-5), 48.09 (C-8), 49.99 (C-4), 50.97 (C-15), 63.39 (C-
17), 71.22 (C-25), 83.22 (C-20), 84.59 (C-24), 216.18 (C-3), 218.23 (C-16).

LR. (CDCl) v max (cm"): 1704.9 (carbonilo de ciclohexanona), 1730.0
(Carbonilode ciclopentanona), 3486.7 (Hidroxilo Libre).

EM.m/z (%): 453 [m-18]" (100), 143 (85), 471 [M]' (0.1).

Las fracciones cristalinas eluidas con hexanoiacetato de etilo (3:1) se
obtuvieron 3g de un producto solido de color amarillo, del cual por
recritalizacion con éter isopropilico se obtuvo un sdlido blanco con p.f 175-
176 °C , que se identifico por comparacion con muestras auténticas como
Argentatina A I,

Los datos espectroscopicos para I son los siguientes:
RMN "H (300 MHz,CDCl, ) & (ppm) : 0.6 (F1-19, d, J=5.4 Hz, 1H), 0.82 (H-
19°, d, J=5,4 Hz, 1H), 0.9.(CH,-29, 5, 3H), 1.05 (CH;-30, s, 3H), 1.1 (CH;-28,
s, 3H), 114 (CH;-21, 5, 3H), 1,16 (CH;-18, 5, 3H), 1.18 (Cl);-27, 5, 3H), 1.46
(CH,-26, s, 3H), 2.7 (H-2, m, 1H),2.6 (H,, , ddd, J=6.4,13,13 Hz, 1H), 3.84

(H-24,1, J=6 Hz, 1H), 4.6 (H-16, m, 1H),

RMN “C (300 Mhz, CDCLy-) § (ppm): 20.34 (C-28), 20.68 (C-9), 20.76
(C29), 20.95 (C-30), 21.36 (C-6), 22.12 (C-18), 23.65 (C-23), 25.41 (C-21),
25.93 (C-7), 26.12 (C-10), 26.14 (C-11), 26.54 (C-27), 27.34 (C-26), 30.08
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(C-19), 33.12 (C-1), 33.32 (C-12), 37.29 (C-2), 37.40 (C-22), 46.36 (C-13)
40.56 (C-14), 47.75 (C-5), 48.46 (C-15), 48.46 (C-8), 50.19 (C-4), 55.42 (C-
17), 70.71 (C-25), 75.16 (C-16), 84.52 (C-24), 86.95 (C-20), 217.55 (C-3).

CORRELACION DE LA ARGENTATINA AYE,

A 100 mg de Argentatina A Fdisuelta en 5 ml dc acetona, se tratd con
reactivo de Jones (CrO,, H,S0, dil.) gota a gota a 5 ¢, hasta persistencia de
color verde, después de 15 minutos, se diluyd con cloroformo, se tavé con
solucion de bicarbonato de sodio, la solucion se seco sobre sulfato de sodio
anhidro, se evapord a sequedad. Mediante cromatografia en placa fina se
detectaron dos productos de reaccion, El residuo se paso por una
cromatograiia en columna empacada con Silica-gel . Las fracciones eluiadas
cou hexano:acetato de etilo (15:1), se combinaron y recristalizaron verias
veces de hexano:acetona.

De este proceso se obtuvo ¢l dehidro derivado XXX como un sélido

blanco con un p.f, 141-143 °C, con un rendimiento del 60% y cuyos datos
LSpBL[l’OSLOplCOS son los siguientes:
RMN'H (300 MHz, CDCl;) 8 (ppm): 0.67 (H-19, d, J=4.4 Hz, 1H), 0.85 (H-
19', d, J=4.4 Hz, 1H), 1.06 (CH;-29, s, 3H), 1.10 (CH;-30, 5, 3H), 1.11 (CH3~
28,5, 3H), L.11 (CHy-21, s, 3H), 1.16 (CH,-18, 5, 3H), [.24 (CH,-27, 5, 3H),
1.35 (CH;-26, s, 3H), 3.81 (H-24, dd, }=6, 8 Hz, 1H).

RMN"C (300 MHz, CDCL,), & (ppm): 19.56 (C-28), 19.86 (C-29), 20,22 (C-
9), 20.71 (C-30), 21.25 (C-6), 22.11 (C-18), 23.93 (C-23), 20.06 (C-21),
25.28 (C-26), 26.14 (C-10), 26.27 (C-11), 27.50 (C-27), 30.00 (C-19), 31.92
(C-1), 33.11 (C-12), 37.12 (C-2), 37.30 (C-22), 41.93 (C-13), 45.85 (C-14),
47.03 (C-5), 48.30 (C-8), 50.13 (C-4), 51.19 (C-15). 63.60 (C-17), 71.34 (C-
25), 83.40 (C-20), 84.85 (C-24), 216.08 (C-3), 218.12 (C-16).

Del producto de muyor polaridad se. obtuvieron 40 mg de un solido
blanco de p.f. 219-220 °c, que se identificd por espectroscopia como fa
dxcctolaclona XXXI y sus valores espectroscopicos son:

RMN'H (300 MHz, CDCl;) & (ppm): 0.64 (H-19, d, J=4.4 Hz, 11), 0.84 (H-
19, d, J=4.4 Hz, IH), 1.02 (CHy-26, s, 3H), 1.07 (CH,-27, 5, 3H), 1,08 (CH;-
25,5, 3H), 1.29 (CHy-21, 5, 3H), 1.44 (CH,- 18, 5, 3H).
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RMN"C (300 MHz, CDCl;) § (ppm): 19.72 (C-25), 19.84 (C-26),20.11 (C-
27),20.73 (C-9). 21.20 (C-6), 22.11 (C-18), 26.19 (C-7), 26.44 (C-11), 27.79
(C-22), 8.24 (C-21),30.08 (C-19), 31.64 (C-12), 33.13 (C-23), 33.4 (C-1).
37.20(C-2), 42.35 (C-14), 45.69 (C-13), 46.92 (C-8), 48.35 (C-5), 50.54 (C-
4), 65.05 (C-17), 85.51 (C-20), 177.39 (C-24), 215.27 (C-16), 216.1 (C-3).

L. R {CDClL) v mix (cm"): 1701.39 (Carbonilo de ciclohexanona), 1736.72
(Carbonilo de ciclopentanona), 1767.0 (Carbonilo de lactona ).

EM. m/z (%): 99 (100). 141 (45), 91 (63), 43 (58), 55 (54), 41 (52), 77 (48),
105 (42), 426 [M]" (52), 409 [M-15]" (50).

OBTENCION DE LA DIOXIMA DE ARGENTATINA E.

A una solucion de 300 mg de Argentatina E XXX en I ml de piridina se
adicionaron 69.3 mg de clorhidrato de hidroxilamina manteniendo la reaccion
en agitacion constante y reflujo durante una hora, Posteriormente se adiciono
tolueno y se evapord a presion reducida el azedtropo tolueno-piridina. El
producto obtenido se diluyd con acetato de etilo y se lavo con una solucion de
bicarbonato de sodio al 10 % hasta neutralidad, Ja fase orgdnica se seco con
sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad. De esta reaccion se obtuvo
132.5 mg de un sdlido blanco de p.f. 177-179 0C, Que se identificé como la
dioxima de argentatina E XXXII.

l os datos espectroscopicos de XXXII son los siguientes:
RMN'H (300 MHz, DMS-d6-CDCly), 8 (ppm): 0.5 (H-19, d, J=4.4 Hz, 1H),
0.65 (H-19, d, J=4.4 Hz, 1H), 0.90 (CH;-29, s, 3H), 0.98 (CH,-30, s, 3H),
1.02 (CH;-28, s, 3H), 1.05 (CH;-21, 5, 3H), 1.06 (CH;-18, s, 3H), 1.14 (CH;-
27,5, 3H), 1.26 (CH;-26, s, 3H), 3.70 (H-24, t, J=2.7 Hz, IH), 10.26 (HON=,
s, IH), 10.36 (HON=, 5, [H).

RMN"C (300 MHz, DMS-d6-CDCl;), § (ppm):18.93 (C-30), 19.40 (C-29),
19.65 (C-6), 20.80 (C-23). 21.85 (C-28), 23.99 (C-18), 25.46 (C-7), 25.86 (C-
11), 26.29 (C-2), 8.24 (C-21), 26.93 (C-27), 26.60 (C-10), 26.90 (C-26),
29.08 (C-19), 31.34(C-12), 32.01 (C-12), 35.31 (C-1), 40.0 (C-15), 42.02 (C-
14), 42.99 (C-4), 46.33 (C-5), 46.53 (C-13), 48.59 (C-8), 57.91 (C-17), 70.30
(C-25), 83.43 (C-24), 84.02 (C-20), 162.51 (C-3), 163.48 (C-16).



1. R, (KBr, pastilla) v mix (em’™): 3290.36.

.M. m/z (%):143 (100), 125 (26). 43 (24), 288 (20), 500 [M]" (10).

ESTUDIO DE DIFRACCION DE RAYOS X

Los cristales de argentatina A 1, se obtuvieron mediante evaporacion
lenta de una solucion de 1 en acetato de etilo.

Las constantes de celda de la argentatina A son: o= 7.10] (2), A, P=
21044 () Ay y= 37.62 (8) A. Se obtuvieron a partir de 21 reflexiones
centradas (23.6> 20 > 15.6). El grupo espacial fue P2,2,2,.

La estructura fue resuelta por métodos directos. Los dtomos de
hidrégeno unidos a carbono fueron incluidos dentro de un modelo ideal
(distancia C-H 0,963, U= 0.064 y dngulos idealizados).

Eaih TRSIS B4 DEBE 2
SALR UE LA DIBLIOTECH



CONCLUSIONES

Se Hevo acabo el aistamiento, purificacion y caracterizacion de un
nuevo triterpeno el cual lamamos argentatina E XXX, a partir de la resina de
desecho del proceso de industrializacion del guayule, asi como también se
corrobord la estructura propuesta por correlacion quimica a partir de la
argentatina A I, al mismo tiempo se logrd establecer la configuracion relativa
del nuevo triterpeno.

Se aisld la argentatina A I, con la pureza y forma cristalina necesaria
para realizar su estudio de difraccian de rayos x, lo cual permitié determinar
su configuracion relativa, y asi tratar de entender la relacién estructuri
quimica-actividad bioldgica de I.

Se logro obtener mediante reacciones sencillas la dioxima de
argentatina E XXXII.

Aunque no se realizaron estudios de actividad bioldgica formales sobre
las substancias obtenidas, previamente se reportd actividad de compuestos
triterpenicos obtenidos de la resina del guayule, principalmente como agentes
antimicrobianos y antitumorales, lo cual hace posible pensar que estos
derivados pudieran tener actividad bioldgica si consideramos que son
estructuralmente muy semejantes a los triterpenos biologicaniente activos,

Por lo tanto la resina que se encuentra como desecho puede ser
utilizada con el fin de obtener substancias que puedan ser utilizadas como

e

armacos en un futuro.
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