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RESUMEN

La evaluacién del extracto CHCls-MeOH de las semillas de Rollinia
mucosa contra varias lineas celulares derivadas de tumores humanos,
permiti6 establecer el potencial citotéxico de la especie.

El fraccionamiento biodirigido del extracto activo, utilizando la
determinacién de la toxicidad para Artemia salina, permitié detectar las
fracciones citotéxicas del extracto. Posteriormente, la aplicacién de la
cromatografia de liquidos de alta resolucién condujo a la separacién de ocho
metabolitos secundarios de dos fracciones activas. Los compuestos aislados
incluyeron seis acetogeninas: la membranacina (27), la desacetiluvaricina
(56), la roliniastatina 1 (19), la bulatacina (21), la esquamocina (29) y la
motrilina (59) y dos lignanos: el éter dimetilico del pinorresinol (58) y la
magnolina (15). En todos los casos, los compuestos se caracterizaron
mediante métodos espectroscopicos, espectrométricos y quimicos. En el caso
particular de las acetogeninas 27 y 56, se determiné la configuracion
absoluta, de los centros estereogénicos presentes en la molécula mediante la
aplicacién del método de Mosher.

Todos los compuestos aislados demostraron una toxicidad significativa
para Artemia salina. Los productos mas activos fueron la esquamocina (29) y
la motrilina (59). Por otra parte, los compuestos membranacina (27) y
desacetiluvaricina (56), que contienen dos hidroxilos en la molécula,
presentaron una actividad citotéxica selectiva contra las lineas celulares de
carcinoma de rifibn (A-498) y adenocarcinoma de prostata (PC-3). Los
compuestos roliniastatina 1 (19) y motrilina (59) que contienen tres
hidroxilos en su molécula presentan una actividad citotoxica significativa en
tres lineas celulares: Adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de rifién
(A-498) y carcinoma de pancreas (PACA-2). Cabe destacar, que esta
investigacién constituye el primer informe sobre la actividad bioldgica de las

acetogeninas membranacina (27) y desacetiluvaricina (56).




ABSTRACT

The dried seeds of R. mucosa were extracted with CHCls-MeOH (1:1)
the resulting extract exhibited a potent activity in the brine shrimp test
(LCso = 0.51 ug/ml) and was cytotoxicity against human kiney carcinoma and
human prostate adenocarcinoma (DEso < 102 pg/ml).

The isolation of eight compounds was guieded by brine shrimp
lethality test,including six acetogenins membranacin (27), desacetyluvaricin
(56), roliniastatin 1 (19), bulatacin (21), esquamocin (29) and motrilin (59)
and two lignans, pinoresinol dimethyl ether (58) and magnoline(15). Their
structures were elucidated by spectral and chemical methods. The absolute
configurations of membranacin (27), and desacetiluvaricin (56) were
determined using the Mosher’s methodology.

All acetogenins were significantly bioactive in the brine shrimp
lethality tests. Four acetogenins were also cytotoxic to six human solid tumor
cell lines tests. Membranacin (27) and desacetiluvaricin (66) showed high
selective cytotoxic activity against A-498 (human kidney carcinoma) and
PC-3 (human prostate adenocarcinoma) tumor cell lines. Roliniastatin 1 (19)
and motrilin (59), exhibited potent cytotoxic activity against HT-29 (human
colon carcinoma), A-498 (human kidney carcinoma) and PACA-2 (human
colon carcinoma) tumor cell lines.

This is the first report on the cytotoxic activity membranacin (27) and

desacetiluvaricin (56).
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Introduccion

I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre el Género Rollinia (Annonaceae).

El género Rollinia incluye 40 especies, que se distribuyen en el
neotrépico, principalmente en las zonas tropicales de México, en el norte de
Bolivia y en el sur y centro de Brasil (Maas et al. 1992). Muchas especies del
género son econémicamente valiosas por sus frutos comestibles, los cuales
poseen una pulpa blanca o ligeramente crema y un sabor agradable. Asi por
gjemplo, la pulpa de R. edulis es altamente apreciada para la elaboracion de
mermeladas (Maas, 1992). De manera adicional muchas especies de Rollinta
gozan de reputacion folklorica como agentes medicinales. Por ejemplo,
R. mucosa se usa para el tratamiento de tumores en las antillas e Indonesia
desde tiempos inmemoriales (Pettit et al.,, 1987). R. emarginata se emplea
como remedio para la cura de tumores, como un agente astringente y como
condimento en las practicas culinaras populares (Maas, 1992; Nieto, 1986).
Por ultimo, R. sylvatica es util para el tratamiento de las ulceras (Maas et al.,
1992).

De las 40 especies clasificadas en el género Rollinia solo nueve se han
investigado quimicamente. Estos estudios han permitido el aislamiento y la
caracterizacion de numerosos metabolitos, los cuales incluyen acidos grasos
(Maas, 1992); alcaloides de los tipos aporfinicos, bencilisoquinolinicos y
morfinanos (Dabrah y Sneden, 1983; Nieto, 1986); esteroles de tipo
estigmastano; lignanos del tipo furofurano (Maas, 1992; Saez et al., 1993) y
acetogeninas, principalmente de los tipos bis-tetrahidrofurano adyacentes, bis-
tetrahidrofurano no adyacentes, mono-tetrahidrofurano y acetogeninas sin
anillos de tetrahidrofurano (Pettit et al., 1987, Abreo y Sneden, 1989;
Mikolajczak et al., 1990; Sahpaz et al., 1993; Shi et al., 1996a; Gonzilez et al.,
1997; inter alia). Recientemente, se describieron tres acetogeninas con anillos

de tipo tetrahidropirano (Shi et al., 1995a; Shi et al., 1996b; Chavez et al.,
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1998a). En el cuadro 1 se resumen los estudios quimicos realizados sobre las

distintas especies del género estudiadas a la fecha.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Rollinia.

palidina (10)
liriodenina (1), lanuginovsina (3) y {(-)anonaina (6)

N-formilanconaina (9)

COMPUESTOS ESPECIE REFERENCIA
Dabrah y
K. papilionella Sneden,
1983
liriodenina (1) lisicamina (2) lanuginosina (8)
Brash y
R. sericea Sneden,
1983
aterospermidina (4) homomoscatolina (5)
R. emarginata Nieto, 1986
Rollinia mucosa Caétano y
Dadoun,
1987

liriodenina (1) lisicamina (2)

K. exsucca y R. ulei

Maas. 1992
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Rollinia (Continuacién).

COMPUESTOS

ESPECIE REFERENCIA
Rollinia mucosa De Quiroz,
1991
o) o)
estigmatenona (11) fucostenona (12)
E&m
O,
. ocH,
- O
H .
, De Quiroz,
o yamgambina (14) Rollinia mucosa 1991
’ OCHJ
0 -
H-{—zu--u
CH;0. pu
i 0
»e
OCH,
magnolina (15)
OCH,
HI“B“HH
- o
R. membranacea Saez et al.,
A 1993
membrina (16) y magnolina (15)
R. papilionella Dabrah y
Sneden,
1984

roliniastatina 1 (19)

Rollinia mucosa

Pettit et al.,
1987
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Rollinia (Continuacion).

ESPECIE REFERENCIA
Abreoy
R. papilionella Sneden,
1989

Rollinia mucosa

Pettit et al.,

1989
asimicina (22)
R. papilionella Dabrah y
CH;, Sneden,
1990
CH ;
on SH ! R. sylvatica Mikolajczak
et al., 1990
silvaticina (24)
Laprévote,
leicina A (25 leici B-E R. ulei
uleicina A (25) y uleicinas uler ot al. 1991

. o O O "
ST\ ;

O

tripoxirrolina (26)

R. membranacea

Sahpaz et al.,
1993

membranacina (27)

R. membranacea

Saez et al.,
1993




Introducuion

Cuadro 1. Metabolitos secundaros aislados del género Rollinia (Continuacién).

ESPECIE REFERENCIA
c
oH OH Ot o]
rioclarina (28)
R. membranacea Saez et al.,
CH 1993
OH OH OH 0
esquamocina (29)
y roliniastatina 1 (19)
i Rollinia mucosa Shi et al.,
H OH 0 1995a
mucocina (33)
OH OH A
CH . Y
oH OH o]
12,15-c1s-silvaticina (30}
# Sh] el (ll.,
¢H A 1995b
CH; f : o S ( :0 Rollinia mucosa
OH OH o
muricatetrocina B (31)
OH OH OH 0
bulatalicina (32)
Y
silvaticina (24)
OH OH / A
CH o 0 Rollinia mucosa Shi et al.,
’ : 1996a
OH OH 0

rolinecina A (14R) (34) y B (14S) (35)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Rollinia (Continuacién).

ESPECIE REFERENCIA
mucoxina (36)

Rollinia mucosa Shi etal.,

1996b

CH,
b OH i

muricatetrocina C (38) Rollinie mucosa Shi et al.,

1996¢

QH

CH, ;
OH OH 0

rolidecina A [24R] (39) v B [24S](40)

O

epomusenin A (41) m =6, n=5
epomusenin B(42) m =5, n=6

roliniastatina 1 (19), roliniastatina 2 (21) y
esquamocina (29)

Rollinia mucosa

Chen et .,
1996

CH;

Rollinia mucosa

Shiet al., 1997

CH;

rolimembrina (45)

R. membranacea

Gonzélez et al.,
1997
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Rollinta (Continuacion).

ESPECIE

REFERENCIA

°“3\N’°\\_f’°\ww§€
O

diepoxirolina (46) n =6, m =5
diepomuricanina B4 n=4;, m=6

0
CHy

0

dieporeticanina 1 (48)

R. membranacea

Sahpaz et al.,

1997
O
CH,
O
O
dieporeticanin 2 (49)
O
CH, o}
&)
0
diepomuricanina A (50)
rolinona (23) y silvaticina (24)
OH (?H (:)H
javoricina (51 .. .
javort 61) . Rollinia mucosa Shi et al.,
QH  entro - 1997

CH,
OH OH OH fs)

rolitacina (62)

OH OH / X
0
CH; 5 8] ¢} 5

OH 0

rolinacina (53)
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios aislados del género Rollinia (Continuacion).

ESPECIE REFERENCIA
_.,f
OH N
/ o
CH, gl 2
GH OH s)
. Rollinia mucosa Gu et al., 1997
x
Rollinia rmucosa Chévez et al.,
1998
jimenezina (67)

Cabe destacar que la especie de este género que ha sido objeto de un
mayor numero de investigaciones es Rollinia mucosa (Pettit et al., 1987;
Laprévote 1989; Pettit et al., 1989; Shi et al., 1995-97; Rieser et al., 1996;
Chavez et al., 1998).

De los compuestos aislados del género Rollinia tal vez los de mayor
importancia son las acetogeninas las cuales, han demostrado diversas
actividades biolégicas tales como insecticida, herbicida, antipaludica,
antimicrobiana y anticancerigena, siendo esta ultima propiedad quizas la
mas importante desde el punto de vista terapéutico (Rupprecht et al., 1990;
Fang et al., 1993; Zeng et al., 1996; Zafra-Polo et al., 1996).

Las acetogeninas de anonaceas son metabolitos secundarios

biosintetizados por la ruta acetato malonato. Estos compuestos contienen 35
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6 37 atomos de carbono en su mélecula. Invariablemente poseen una metil-y-
lactona (saturada o no) y la mayoria posee uno o dos anillos de tipo
tetrahidrofurano (THF). Sin embargo, recientemente se han descrito tres
productos que presentan un anillo de tetrahidropirano (THP) (Shi et al.,
1995; Shi et al., 1996; Chavez et al, 1998). A lo largo de la cadena
hidrocarbonada estos compuestos pueden presentar distintos grupos
funcionales tales como: hidroxilos, acetilos, epéxidos, dobles ligaduras o
cetonas (Rupprecht et al., 1990; Fang et al., 1993; Zeng et al., 1996; Zafra-
Polo et al., 1996).

1.2 Caracteristicas de la especie Rollinia mucosa.

Rollinia mucosa (Jacquin) Baillon es una especie medicinal que se
distribuye en toda la zona del neotropico. En Meéxico, se localiza
principalmente en el estado de Veracruz donde se conoce con los nombres
populares de anonilla, zambo, anonillo, anonita del monte y chirimoya.

Los individuos de esta especie son arboles frondosos que crecen en
bosques himedos y miden hasta 25 m de altura; las hojas son simples y
alternas con apice agudo y venacién pinada; la corteza es lisa y de color
pardo; la madera, de copa abierta e irregular, es amarilla palida. Las flores,
solitarias o en grupos de tres por nudo, son de color crema. Los frutos,
comestibles, son de forma ovoide de color verde; cuando maduran presentan
coloracién amarillo-café y alcanzan un tamafio de 12 a 20 cm de largo y de 11
a 15 cm de ancho. Las semillas son piriformes y de color café oscuro
(ver Figura 1) (Standley y Steyermark, 1946; Williams, 1981; Maas et al.,
1992).
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La especie Rollinia mucosa tiene varias sinonimias taxonémicas,

algunas de ellas se enlistan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Sinonimias taxonémicas encontradas para la especie R. mucosa.

Nombre de la especie Autoridad Localhidad
Annona mucosa Jacquin Martinique
Annona obtusiflora Tussac Las Antillas
Annona squamosa auct. Linnaeus:Vellozo Filipinas
Annona biflora Ruiz y Pavén Perta
Rollinia pterocarpa Don Gen Peru
Rollinia orthopetala Candolle P. Guyana
Rollinia siebert Candolle P. Trinidad
Rollinta pulchrinervia Candolle P. Guyana, Francesa
Rollinia deliciosa Safford Florida E.U.A.
Rollinia jimenezii Safford J. Costa Rica
Rollinta permensis Standley San Blas, Panama
Annona pteropetala Ruiz & Pavén Pera
Rollinta mucosa var (Jacquin) Baillon Sto. Domingo,
macropoda Rep. Dominicana
Rollinia mucosa subsp (Jacquin) Baillon Amazonas, Brasil
aequatorialls
Rollinia mucosa subsp (Jacquin) Baillon Puerto Rico
portoricensis
Rollinia curvipetala Fries R.E. Pera
Rollinia mucosa var. (Jacquin) Baillon Ser Field
neglecta
Rollinia jimenezit var. Fries R.E. Veracruz, México.
nelsonii

Al igual que otras especies de Rollinia, el fruto de esta especie se

emplea para la elaboracién de jugos y otras bebidas (Tanaka, 1976). Es
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importante destacar que el fruto de esta especie se considera como una
exquisitez, motivo por el cual, esta planta se cultiva ampliamente tanto en el
nuevo como en el viejo mundo. En América del Sur e} fruto se cosecha todo el
ano y en México y América Central, sélo de Febrero a Julio. La madera de R.
mucosa es muy apreciada para la construccion. Por otra parte, las hojas son
usadas como remedio para el reumatismo. Asimismo, las semillas de la
especie se usan para combatir problemas intestinales (Maas et al., 1992). Por
ultimo, cabe mencionar que R. mucosa goza de reputacién folklérica como
agente analéptico y antiescorbitico (Morton, 1987).

En investigaciones previas se ha descrito que el extracto alcaloidal de
R. mucosa de la region de Brasil, presenta actividad antimicrobiana contra
microorganismos gram {(-) y gram {(+) y actividad antifingica contra Candida
tropicalis (Caetano y Dadoun, 1987).

Como se indicé previamente, esta especie ha sido objeto de diversas

investigaciones quimicas y los compuestos obtenidos se indican también en el
Cuadro 1.
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II JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La basqueda de agentes anticancerigenos de origen natural, se ha
intensificado notablemente en los wltimos afios debido a la eficiencia
relativamente moderada de algunos agentes quimioterapéuticos como una
consecuencia de su alta toxicidad para los tejidos sanos de rapido desarrollo, a
la rapida proliferacién de algunos tumores y principalmente, a la induccién de
resistencia a los farmacos en las células cancerosas (Boyd, 1992; Calabresi y
Parks, 1991).

Las investigaciones sistematicas conducentes a la basqueda de nuevos
agentes antitumorales o moléculas prototipo de origen vegetal, han permitido
el descubrimiento de principios biodinamicos de utilidad terapéutica.
Ejemplos de farmacos desarrollados mediante este enfoque son la vineristina,
la vinblastina, la podofilotoxina, el taxol y la campotecina (Tang, 1992;
Robbers et al., 1997). Es importante mencionar, que el criterio mas relevante
que permitid la preseleccion de las materias primas vegetales de los agentes
quimicterapéuticos antes mencionados, fue la 1informacion etnomédica.
Recientemente, se descubrié que las anonaceas constituyen una fuente
potencial de acetogeninas, compuestos antitumorales que actian como
inhibidores del transporte mitocondrial con una accion especifica en el
complejo I de la fosforilacién oxidativa (Ahammadsahib et al., 1993). Las
acetogeninas de las anonaceas al inhibir la fosforilacién oxidativa y, por lo
tanto, la generacion de ATP impiden la expresion de la resistencia a
numerosos agentes gquimioterapéuticos (Morré et al., 1995). En consecuencia,
este efecto resulta en la inhibicién de la glicoproteina P-170, constituyente de
la membrana plasmatica de las células resistentes a los farmacos y que actaa
como una bomba dependiente de ATP, misma que mantiene los niveles de los
agentes citotdxicos por debajo de las concentraciones letales para las células

cancerosas. La importancia de este mecanismo de accién, es su futura
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aplicacién en la terapéutica de tumores resistentes y en la posibilidad de su
empleo en las terapias de combinacién con otros agentes antitumorales en las
cuales, las acetogeninas pueden actuar como coadyuvantes terapéuticos
mediante la inhibicién de la actividad de la P-glicoproteina y, por lo tanto,
como agentes inhibidores efectivos para el desarrollo de la resistencia
(Ahammadsahib et al., 1993).

México cuenta con un gran nimero de anonaceas que constituyen una
fuente potencial de acetogeninas antitumorales. Sin embargo, a la fecha los
estudios fitoquimicos realizados con la finalidad de obtener este importante
tipo de compuestos son escasos (Chavez 1998 a, b).

En el caso especifico del estudio realizado sobre la especie recolectada
en México, condujo al aislamiento de una acetogenina citotéxica con un
esqueleto novedoso; este compuesto se designé con el nombre trivial de
ymenezina. Considerando que el producto novedoso demostré un efecto
citotoxico significativo y selectivo contra tres lineas celulares derivadas de
tumores humanos, las que incluyeron adenocarcinoma de colon,
adenocarcinoma de prostata y carcinoma de pancreas, se consideré pertinente
realizar un nuevo estudio de la especie, con la finalidad de obtener
compuestos relacionados a la jimenezina con una actividad citotéxica también
selectiva.

En este contexto, la presente investigacién tiene como objetivo
primordial la obtencién de sustancias citotéxicas con un potencial
anticancerigeno a partir de la especie Rollinia mucose (Jacquin) Baillon
(Annonaceae) recolectada en la regién de los Tuxtlas, Veracruz, México, y

contribuir asi, al desarrollo de nuevos agentes antitumorales.

Los objetivos especificos planteados para la implementacién de este

proyecto de tesis se indican a continuacién:

14
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1. Preparar el extracto CHs-MeOH (1:1) de las semillas de Rollinia
mucosa mediante un proceso de maceracién.

2. Determinar la toxicidad para Artemia salina del extracto resultante
y evaluar su potencial citotéxico, utilizando diversas lineas celulares
derivadas de tumores humanos.

3. Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto total,
monitoreando la actividad biologica mediante la determinacién de la toxicidad
para el crustaceo A. salina.

4. Optimizar las condiciones instrumentales a nivel analitico y
preparativo para la purificacion de los constituyentes individuales de la
mezcla de principios activos mediante el empleo de la cromatografia de
liquidos de alta resolucién (CLAR).

5. Caracterizar los compuestos citotéxicos aislados mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas.

6. Determinar la toxicidad de las fracciones y de los compuestos puros
contra el crustaceo Artemia salina.

7. Evaluar el potencial citotoxico de los compuestos aislados de Rollinia

mucosa sobre varias lineas celulares derivadas de tumores humanos.
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II1 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal.

Las semillas de Rollinta mucosa (Annonaceae) se colectaron en la
localidad de San Rafael, municipio de Catemaco, Veracruz, el 9 de Septiembre
de 1994. Las semillas se secaron a temperatura ambiente y se fragmentaron

en un molino Thomas-Wiley modelo 4.

3.2 Ensayos biologicos.

3.2.1 Determinacion de la toxicidad para el crusticeo Artemia

salina Leach.

El extracto organico, las fracciones y los compuestos puros se evaluaron
utilizando el bioensayo de toxicidad para el crustaceo Artemia salina (TAS),
empleando la metodoelogia previamente descrita por Anderson y colaboradores
(1991).

Los huevecillos del crustaceo Artemia salina se incuban durante 48 h
en un medio salino artificial, previamente oxigenado. Al termino de este
tiempo, los crustaceos se encuentran disponibles para realizar el bioensayo.

Las muestras se preparan disolviendo 20 mg del material de prueba
(extracto, fraccién y/o compuesto puro), en 2 ml del disolvente apropiado. De
esta solucién se transfieren 500, 50 y 5 pl a cada vial, por triplicado, y se deja
evaporar el disolvente a sequedad, ya sea a temperatura ambiente o al vacio.
Posteriormente, se transfieren 10 larvas del crustaceo a cada uno de los viales
que contienen las muestras a evaluar y se aforan con 5 ml del medio salino
artificial. De esta manera se obtienen concentraciones finales de 1000, 100 y
10 pg/ml. De manera adicional, se hicieron diluciones posteriores a fin de

obtener concentraciones finales de 10, 1, 0.1y 0.01 ug/ml.
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Los viales se mantienen con iluminacién artificial durante 24 h;
después de este tiempo se procede a contar el numero de crustaceos
sobrevivientes. Para el calculo de la concentracién letal media (Clso) se
emplea el programa de analisis de probabilidad de Finney mediante un
programa de computo (Andexson et al,, 1991).

Este ensayo se utilizé para monitorear el fraccionamiento biodirigido

del extracto total de Rollinia mucosa.

3.2.2 Determinacién de la actividad citotoxica.

La determinacién de la actividad citotéxica del extracto y de los
compuestos puros se realizé sobre 6 lineas celulares derivadas de tumores
humanos: carcinoma de pulmén (A-549); carcinoma de pecho (MCF-7),
adenocarcinoma de colon (HT-29); carcinoma de rifndn (A-498);
adenocarcinoma de préstata (PC-3) y carcinoma de pancreas (PACA-2).
Los resultados se expresan en términos de las concentraciones
efectivas medias (CEso).

Las evaluaciones se realizaron de acuerdo a los protocolos previamente
descritos (Anderson et al., 1991), en el “Cell Culture Laboratory, School of
Pharmacy and Pharmacal Science, Purdue University”, EE.UU.

3.3 Analisis eromatograficos.

Con el fin de monitorear el desarrollo de la cromatografia en columna
abierta, se utilizdé la técnica cromatografica en capa fina (ccf). Los analisis
correspondientes se realizaron en placas de aluminio recubiertas con gel de
silice (silica gel 60 GF 254 Merck) con un espesor de 0.25 mm. El analisis en
columna abierta se efectué siguiendo las técnicas convencionales. Como

agente adsorbente se empleé gel de silice Merck 60, granulo de

17




Parte experimental

0.20-0.063 mm, malla de 70-230 n. Se utilizaron varios sistemas de elucién y

diferentes agentes cromégenos, mismos que se incluyen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Agentes cromégenos utilizados para el analisis cromatografico en

capa fina.
Reactivo Composicién Referencia
Sulfato cérico 12 g de Sulfato cérico Stahl 1969.
amoniacal.
amoniacal

22.2 ml de Ac. Sulfarico
350 g de hielo picado

Acido Fosfomolibdico Ac. Fosfomolibdico al
5 % en Metanol Rupprecht et al 1986.

Azul de tetrazolio Azul de tetrazolhio al 0.5
% en Metanol y NaOH Rupprecht et al 1986.
5N (1:1)

¢ En todos los casos para el desarrollo de color fue necesario calentar durante cinco minutos

a 30 °C aproximadamente.

Para realizar el anilisis en cromatografia de iquidos de alta resolucién
(CLAR), se empleé un cromatografo marca Waters equipado con una bomba
modelo 600K con sistema de entrega de disolventes multiple y un sistema de
bombeo de gradiente a baja presién, provisto de un inyector manual Rheodyne
77251. Para visualizar los compuestos se empled un detector de
Ultravioleta/Visible (modelo 996-Waters). El equipo esta acoplado a una
computadora Venturis 575 y consta de un Software sistema administrador
Millenium 2010, el sistema adquiere datos y controla el detector y la bomba.

Todos los analisis se realizaron a temperatura ambiente.
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3.3.1 Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon a nivel

analitico.

El método de cromatografia de liquidos de alta resolucién a nivel
analitico, nos conduce a optimizar las condiciones instrumentales necesarias
para lograr la maxima resolucién de la muestra y separar porteriormente a
nivel preparativo. Los analisis se realizaron en una columna empacada con
gel de silice microporasil con un tamano de particula de 10 pm y un tamano
de poro de 125A° El didmetro interno de la columna es de 3.9 mm y la
longitud de 300 mm. La concentracion de las muestras problema utilizadas en
estos analisis fue de 0.5 mg en un volumen inyectado de 20 yl. La elucién se
realizé6 con un sistema isocratico y la fase mévil consistid en una mezcla
ternaria constituida por hexano-metanol-isopropanol. La velocidad de flujo
fue de 0.35 ml/min. La longitud de onda utilizada para la detecciéon de los

compuestos fue de 209 nm.

3.3.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion a nivel

preparativo.

Una vez determinadas las condiciones a nivel analitico se realizo el
escalamiento a nivel preparativo, lo que nos permitid la separacién y
purificacién de los constituyentes de las fracciones secundarias.

Se utilizé una columna preparativa empacada con gel de silice
microporasil con un tamafio de particula de 10 yum y un poro de 125A° el
diametro interno es de 19 mm y la longitud de 300 mm; para todas las
separactones se utilizé el mismo sistema de disolventes indicado en el inciso
3.3.1. En todos los casos, se recurrié a la técnica de corte de nicleo y reciclaje
de muestra. Este método consistié en someter a los picos mayoritarios de
interés a un corte, eliminando asi la contaminacién causada por los

componentes minoritarios eluidos antes y después del pico en cuestion mismo
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que se sometié a un reciclamiento en el sistema cromatografico tantas veces

como fue necesario hasta alcanzar su purificacién (Hostettmann, 1986).

3.4 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas de los productos aislados.

Los espectros en el IR se registraron en un espectrofotémetro Perkin
Elmer 599. En todos los casos las muestras se analizaron utilizando
la técnica de pelicula.

La espectrometria de masas en su modalidad de Bombardeo Rapido de
Atomos (FAB) se registré en un aparato JEOL DX 300 con un sistema JMA
3500, empleando como matriz alcohol mnitrobencilico (NBA);, para el
bombardeo de atomos se utilizé Xenén con 6 keV. Los espectros de masas de
impacto electronico para los derivados tetrametilsilados (TMS1) se
determinaron en un aparato JEOL-AX505HA, mediante introduccion directa
a 70 eV. Los espectros de resonancia magnética nuclear se registraron en un
aparato Varian VXR-3005 utilizando como disolvente CDCls y como
referencia interna TMS. Todos los espectros se determinaron en el Instituto
de Quimica, UNAM.

3.5 Extraccion de las semillas de Rollinia mucosa.

El material seco y molido (221 g) se extrajo mediante un proceso de
maceracion con un volumen de 500 ml de una mezcla binaria de
CHCls -MeOH (1:1). Se realizaron 4 extracciones a temperatura ambiente,
cada una por un periodo de 4 dias. Al término de la extracciéon, el extracto
liquido resultante se concentr6 al vacio obteniéndose un total de 80.5 g de

extracto seco. En el Esquema 1 se resume el procedimiento empleado.
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3.6 Fraccionamiento biodirigido del extracto total.

El extracto total de Rollinta mucosa (80.5 g) se fraccioné mediante un
proceso de particién liquido-liquido, utilizando para ello, un sistema de
hexano (400 ml) y MeOH acuoso 10 % (500 ml). En el Esquema 1 se resume
el procedimiento empleado para la extraccién y el fraccionamiento preliminar

del extracto.

Material vegetal
221g

1) Extraccién con CHCl 3-MeOH (1:1) 500 mi
via maceracion 4 veces por 72 h cada una. (tem anmb )

2) Fitrar y concentrar al vacio.

| |

[ Residuo vegetal ] [ Extracto CHCl 3-MeOH (1:1)]

Extracto total 80.5¢g
TAS CL 50 = 0.51 pg/ml

1) Particibn entre
Hexano/MeCOH acuoso 10%

2) Concentrar al vacio

| |

Fraccion hexdnica Fracctdn metandlica
60 g 95¢g
TAS CL5gp > 1000 pg/ml TAS CL30=6.4x 10-2 pg/ml

Esquema 1. Proceso de extraccion y fraccionamiento primario de las semillas

de Rollinia mucosa.
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3.7 Fraccionamiento secundario de la fracciéon metanélica.

La fraccién metanélica (9.5 g) téxica para el crustiaceo A. salina
(CLso = 6.4 x 10-2 ug/ml), se fraccioné de manera secundaria por medio de una
cromatografia en
de silice (177 g).

El proceso de elucién se efectudé con hexano-CHCls, CHCls y CHCls-

MeOH, en diferentes proporciones. Se recolectd un total de 230 fracciones;

columna abierta utilizando como adsorbente gel

cada una se analizé mediante cromatografia en capa fina. Este proceso
permitié combinar aquellas que presentaron caracteristicas similares. En el
cuadro 4 se resume el fraccionamiento del extracto metanélico, los eluyentes
empleados, las fracciones combinadas y los valores de toxicidad para Artemia

salina expresados en términos de la concentracién letal media CLso (ug / ml).

Cuadro 4. Fraccionamiento biodirigido del extracto metanélico.

Eluyente Proporcién | Fracciones | Clave Peso CLso
(%) combinadas (g) (pg/ml)
Hex/CHCls 20:80 1-61 I 1.757 > 1000
CHCl:-MeOH 08:2 62-67 I 0.232 41.9
CHCls-MeOH 98:2 68-84 IT1 0.558 2.23
CHCls-MeOH 97:3 85-101 v 1.971 7 x 102
CHCls3-MeOH 96:4 102-111 \Y 0.610 4.5 x 102
CHCls-MeOH 95:5 112-122 VI 0.194 2.8x 102
CHCl-MeOH 92.5-7.5 123-164 VII 0.432 6.6 x 102
CHCI3-MeOH 90:10 165-184 VIII 0.110 1.7 x 10
CHCl-MeOH 80:20 185-203 IX 0.289 1.58
CHCL-MeOH 70:30 204-206 X 0.100 26.94
CHCl:-MeOH 70:30 207-211 X1 0.105 896.05
CHCl-MeOH 50:50 212-230 XII 0.851 49.74
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3.8 Aislamiento y purificacion de membranacina (27),
desacetiluvaricina(56), éter dimetilico del pinorresinol (58) y

Magnolina (15) de la fraccién activa II1.

El aislamiento y purificacién de los constituyentes individuales
presentes en las fracciones secundarias activas, se realiz6 mediante la técnica
de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR). Para la resolucién de
la fraccién activa III se determinaron en primer lugar las condiciones
optimas de separacién a nivel analitico. Posteriormente, se procedié a
realizar la separacidn a nivel preparativo; el cromatograma resultante se
muestra en la Figura 2 y como se puede apreciar, la fraccién contiene

4 compuestos mayoritarios (picos a-d).

AV C
2.40 ﬂ d
a
ﬂ
2.00 b

0,80

0.00 10.60 j 20.00 ; 30100 v 40 00

Minutes

Figura 2. Cromatograma obtenido a nivel preparativo para la fraccién III.
Condiciones de analisis: Detector UV/Visible, A = 209 nm. Sistema de elucién:
Hexano-MeOH-iPr (92:4:4). Flujo de 7.5 ml/min. Concentracién de la muestra
15 mg /500 pl. Picos: a tr 17.9 min, b tr 20.5 min, ¢ tr 24.2 min, d tr 26.4 min.
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Para lograr la purificacién del compuesto 27 se utilizé el método de
rasurado y reciclado del pico a tr 21.12 min (Figura 3). Este proceso permitié
la obtencién de 12 mg del producto 27 bajo la forma de un sélido con

apanencia de cera blanca.

AV

\

0. 00 e \_—«,,_L.__J e P

0.00 ) 20,00 ' 10.00 N 60°00 ’ 80,00 . 100,00 Minutes

Figura 3. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo generado durante la
purificacién del compuesto 27 mediante la técnica de reciclaje de muestra.
Las condiciones instrumentales se indican en el pie de la Figura 2. La

concentracion de la muestra fue de 3 mg/ 100 pl.

Para lograr la purificacién del compuesto 56, correspondiente al
pico b (46.6 mg), se realizaron cromatografias sucesivas utilizando la técnica
de corte de nucleo (Figura 4). El empleo de esta técnica permitié el
aislamiento de 17 mg de desacetiluvaricina (56) bajo la forma de un sélido
blanco con un punto de fusién de 61-62 °C.

Para la purificacién del compuesto 58 [correspondiente al pico ¢ (34.6
mg)] se utilizé la técnica de corte de nucleo (Figura 5). Una vez purificado por
CLAR se recristaliz6 con CHCls, generando 19 mg del compuesto 58 bajo la

forma de agujas cristalinas de color blanco, con un pf= 106 ° C.
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AU

0.00———-—-—-_..__,‘,..-..,____._._/\_“— k

—-‘.

Minutes

olos ) " slag i !

Y T T

16100 7100

Figura 4. Cromatograma generado durante la purificacién del pico b
mediante el proceso de corte de nucleo. Las condiciones instrumentales se
indican en el pie de Figura 2. La concentraciéon de la muestra fue de

3 mg/100 pd.
P C

200 -]

2. 0u~

]
0.60 ! 10,00 ' 70.00 i 16100 T AN Lo

Figura 5. Cromatograma generado durante la purificacién del pico c
mediante el proceso de corte de nicleo. Las condiciones instrumentales se

indican en el pie de Figura 2. La concentraciéon de la muestra fue de
2 mg/100 pl.
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Por ultimo, el residue (14.5mg) correspondiente al pico d se
recromatografic mediante la técnica de corte de nucleo (Figura 6). Asi, se purificaron 9

mg de magnolina (15) como un sélido cristalino en forma de agujas con un pf = 96-97 °C.

Al

d

2491 m

i.00

N M\/\J\U
G.0G ————

T T T 1 T T T L)
0.00 10.00 20,00 30.00 40.00

T
Minutes

Figura 6. Cromatograma generado durante la purificacién del pico d
mediante el proceso de corte de nucleo. Las condiciones instrumentales se

indican en el pie de Figura 2. La concentracién de la muestra fue de
3.2 mg/100 pl.




Parte experimantal

3.9 Aislamiento y Purificaciéon de roliniastatina 1 (19),
bulatacina (21), esquamocina (29) y motrilina (59) de la fraccion

activa V.

Para la resolucién de la fraccion activa V se determinaron las
condiciones a nivel analitico. Después se realizé el escalamiento a nivel
preparativo. El cromatograma resultante se muestra en la Figura 7. La
purificacién de los residuos correspondientes a los picos mayoritarios (a-d)
permitié la obtencién de los siguientes compuestos: roliniastatina 1 (19) con
un tr de 32.48 min, bulatacina (21) con un tk de 36.9 min, esquamocina (29)

con un tr de 39.3 min y motrilina (57) con un tr de 46.21 min.

AU C

0.804

0.404 \/\J
u.oo.v/)\’/\J

0.'00 v 10:00 ’ 200 00 ’ 30706 ¥ 10700 T 50 00

T
Minutes

Figura 7. Cromatograma de liquidos a nivel preparative que ilustra la
separacién de la fraccién V. Condiciones de analisis: Detector de UV/visible,
A = 212 nm. Sistema de elucion: Hexano-MeOH-iPr (88:6:6). Flujo de
8.3 ml/min. La concentracién de la muestra fue de 15 mg/500 pl.
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El residuo (437mg) correspondiente al pico a se recromatografi6
utilizando la técnica de corte y reciclado de ntcleo (Figura 8). Este proceso

genert 400 mg del compuesto 19 bajo la forma de un aceite amarillo.

AU n a

0.ba ) 20.00 ' 10.00 ' 60,00 80.00 ' 100,00  papures

Figura 8. Cromatograma generado durante la purificacion del pico a
mediante el proceso de corte de niicleo. Las condiciones instrumentales se
mdican en el pie de Figura 7. La concentracién de la muestra fue de
2 mg/100 pl.

La aplicacién de la técnica de corte de nucleo (Figura 9), permitié la
obtencion de 45 mg del compuesto 21 como un sélido con apariencia de cera

amarillenta, a partir de 51 mg del residuo correspondiente al pico b.

La purificacién del residuo correspondiente al pico ¢ (205 mg) se hizo
con la técnica de corte y reciclado de nicleo (Figura 10). Este proceso
permifié la obtencién de 57 mg del compuesto 29 totalmente puro como un

solido con apariencia de cera blanca.
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1.6c1

0.00

B\

o.Joo 10.00

T T T

20,00 30.00 10’00 v Minutes

Figura 9. Cromatograma generado durante la purificacion del pico b
mediante el proceso de corte de nacleo. Las condiciones instrumentales se
indican en el pie de Figura 7. La concentracién de la muestra fue de

3 mg/100 pl.

AU

L

0,804

0. 404

oA —_Jl

T T
Minutes

efoa 7 10l00 ' 20000 ' 42000 4000 | - s50.00

Figura 10. Cromatograma generado durante la purificacién del pico ¢
mediante la técnica de reciclaje de muestra. Las condiciones instrumentales
se indican en el pie de Figura 7. La concentracién de la muestra fue de

8.2 mg/100 pl.
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Por dltimo, a partir del residuo (27.5 mg) correspondiente al pico d
(Figura 11), se obtuvieron 17 mg adicionales del compuesto 59 como un sélido

blanco con apariencia de cera.

A

Lo J

T

0.00 20,00 AT N ' €0.00 ' #£0.00 v 100,00

-
Mmaputes

Figura 11. Cromatograma generado durante la purificacién del pico d
mediante la técnica de rasurado y reciclaje de muestra. Las condiciones
instrumentales se indican en el pie de Figura 7. La concentracion de la

muestra fue de 5.4 mg/100 pl.

3.10 Preparacion de los derivados de los compuestos puros.

3.10.1 Procedimiento para la obtencién de los derivados

sililados.

La sililacién de los compuestos se realizé mediante el tratamiento de
1.0 mg del compuesto purc con 100 pl de SIGMA-SIL-A [trimetilclorosilano-
hexadimetilsilano-piridina (1:3:9)]. La mezcla resultante se sometié a

calentamiento durante 10 min en bafio maria a 40 °C (Hussain et al,. 1990).
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3.10.2 Obtencion de los ésteres de Mosher de las acetogeninas

membranacina (27) y desacetiluvaricina (56).

La preparacién de los ésteres de Mosher, se realiz6 mediante el
tratamiento de 1.5 mg de compuesto puro disueltos en 0.5 ml de cloroformo
deuterado, seguido de la adicién de piridina deuterada (0.5 ml) y 25 mg de
cloruro de (R)-(-)o-metoxi-a-(trifluorometil)fenilacetilo o clorure de (S)-(+)-a-
metoxi-a-(triftuorometil)fenilacetilo, para generar los ésteres de Mosher

Sy R, respectivamente (Rieser et al., 1992; Gu et al., 1994).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

La preseleccién de la especie Rollinta mucosa se realizd considerando
que la misma ha demostrado en estudios previos ser una fuente de
acetogeninas citotéxicas (Pettit et al., 1987 y 1989; Shi et al., 1995 - 1997,
Chavez et al., 1998a). Por lo tanto, se realizaron ensayos conducentes a la
determinacién de la potencialidad citotéxica comprobandose que el extracto
de las semillas de la planta, contiene principios capaces de inhibir el
crecimiento celular de seis lineas celulares derivadas de tumores humanos.
Estas lineas incluyeron: Carcinoma de pulmén (A-549), carcinoma de pecho
(MCF-7), adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de rifién (A-498),
adenocarcinoma de pristata (PC-3) y carcinoma de pancreas (PACA-2); como
un control positivo para estas pruebas se utilizd la adriamicina. Los
resultados de estas evaluaciones se indican en el Cuadro 5, y los mismos se
expresan en forma de concentraciones efectivas medias (CEso). Se considera
como una actividad significativa aquellos valores de CEso < 20ug/ml (Suffness
and Pezzuto, 1991). De acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto de
Rollinia mucosa tiene una actividad significativa y selectiva contra el
carcinoma de nndén (A-498) y el adenocarcinoma de prostata (PC-3). El
extracto también demostrd una toxicidad significativa para el crustaceo
Artemia salina Leach; la concentracion letal media CLso fue de 0.51 pug/ml. Es
importante mencionar que la toxicidad para A. salina demostrado por
el extracto de R. mucosa en el presente estudio, es menor a la descrita
(CLso = 21 pg/ml) por Shi y colaboradores (1997) en un estudio previo.

Estos resultados de citotoxicidad y toxicidad para A. salina, no eran
inesperados ya que en la especie se ha demostrado la presencia de
acetogeninas altamente citotoxicas como la roliniastatina 1 y la bulatacina

(Rupprecht et al., 1990; Pettit et al.,1987; Hui et al., 1989).
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Cuadro 5. Toxicidad para el crustaceo A. salina y citotoxicidad del extracto

total de Rollinia mucosa.

Muestra TAS Linea celular CEso* (pug/ml)
Clse * (ug/ml)y | A-3494 | MCF-78 | HT-295 | A-4980 | PC-3F | PACA-2F
Extracto total 0.51 >10 >10 >10 <103 <10 >10
Adriamicina .- 8.9x103 | 36x10% | 3.7x103 | 8.3x103 | 5.6x103 1.1x103

* Concentracién letal media. * Concentracién efectiva media. ACarcinoma de pulmén. BCarcinoma

de pecho. © Adenocarcinoma de colon. P Carcinoma de rifién. E Adenccarcinoma de prostata.

F(Caranoma de pAncreas.

Una vez demostrada la potencialidad citotéxica del extracto, este se
fraccioné de manera preliminar mediante un proceso de particién entre
hexano-MeOH acuoso al 10 %. De nueva cuenta, se determiné la toxicidad
para A. salina de las fracciones resultantes y la mayor actividad se concentré
en la fraccién metandlica (ver figura 2 de la seccidén experimental).

Con la finalidad de obtener los compuestos activos de la fraccion
metandlica, se realizé6 en primera instancia, un fraccionamiento secundario
mediante una cromatografia en columna abierta, usando gel de silice como
fase estacionaria. Este proceso permitié la obtencién de doce fracciones
secundarias. Las fracciones resultantes también se evaluaron con el
bicensayo para A. salina. El resultado de las evaluaciones se encuentra
detallado en el Cuadro 4 (seccion experimental). Como se desprende de los
mismos, las fracciones III-IX presentan una toxicidad significativa contra
A. salina, las fracciones II, X-XII tienen una actividad marginal y la fraccién
I resultd inactiva, ya que los valores de Clso fueron mayores a 20 ug/ml y
1000 pg/ml, respectivamente.

Para la separacién de los compuestos presentes en las fracciones
activas III y V, se aplico la cromatografia de liquidos de alta resolucién. Este
proceso permitié el aislamiento y la purificacion de ocho metabolitos

secundarios. Los compuestos aislados incluyeron:
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a) Dos lignanos de tipo furofurano: el eter dimetilico del pinorresinol
(58) y la magnolina (15).

b) Seis acetogeninas de tipo bis-tetrahidrofurano adyacentes: la
membranacina (27), la roliniastatina 1 (19), la desacetiluvaricina (56), la
bulatacina (21), la esquamocina (29) y la motrilina (59). En el Cuadro 6 se

ilustran las estructuras de los compuestos aislados de Rollinia mucosa.

Cuadro 6. Compuestos aislados de la semillas de Rollinia mucosa.

OCH;,
OCH;

CH;0
CH,

éter dimetilico del pinorresinol (58)

OCH,
OCH;
O .
H""" ...... H
"""" ' 0
CH;0

OCH;
magnolina (15)

cis cis

eritro ireo freo 37
LH 7

kL)
CHs

membranacina (27)
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Cuadro 6. Compuestos aislados de las semillas de Rollinia mucosa.Continuacisn)

frans frans

desacetiluvaricina (56)

cis cis

3
CHsy

roliniastatina 1 (19)

rans frans

eritro Ireo treo 37

oH

bulatacina (21)

trans trans

eritro reo treo »
l l l CH,
35 5

esquamocina (29)

trans trans

erifro l reo l Ireo 3
CH;
OH 1 ] 1 s

motrilina (59)
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La elucidacién estructural de los compuestos obtenidos se llevé a cabo
mediante la aplicacién de métodos espectroscépicos, espectrométricos y
quimicos. Todos los espectros que se analizan en la siguiente seccién se

incluyen en el anexo 1 en forma consecutiva.

4.1 Caracterizacién de los lignanos aislados de Rollinia mucosa.

4.1.1 Caracterizacion del éter dimetilico del pinorresinol (58).

La purificacién de la fracciéon III (Figura 5, seccion experimental)
mediante la técnica de CLAR, permitié la obtencién de un sélido cristalino,
opticamente activo. El espectro en el IR del compuesto 58 (Espectro 1)
presentd absorciones asociadas con la presencia de grupos aromaticos. Su
formula molecular se establecidé por espectrometria de masas como CzeH26Os
{espectro 2) la cual permité calcular 10 grados de insaturacién (Cuadro 7).

El analisis detallado de los espectros de RMN (Cuadro 8) permitid
establecer, que el producto natural (68) presentaba el niicleo estructural de un
lignano de tipo furofurano, sustituide por dos grupos veratrilo en C-7 y C-7
(Ayres y Loike, 1990). Las evidencias mas importantes gque permitieron
proponer la estructura se resumen a continuacidn.

El espectro de RMN 'H (Espectro 3 y Cuadro 8) presenté similitud con
los previamente descritos para lignanos del tipo furofurano del tipo de la
sesamina (Ayres y Loike, 1990) y present6 las siguientes caracteristicas:

1.- En 6y 3.90 y 3.87 se observaron dos singuletes, integrando cada uno
para seis hidrogenos, asignables a cuatro grupos metoxilo.

2.- En la regién de los protones aromaticos se observé un multiplete
(6n 6.82-6.90) que integraba para seis hidrégenos.

3.- Por ultimo, se observaron las sefiales caracteristicas del ntcleo
furofurano en éu 4.76 (d, J=4.2 Hz, H-7 y H-7), 3.12 (m, H-8 y H-8'), 3.88 (m,
H-9B) y 4.26 (dd, J=9.0 y 7.0 Hz, H-9a). Como era de esperarse, la senal
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Cuadro 7. Constantes fisicas y espectrométricas del éter dimetilico del
pinorresinol 58.

OCH;

Eter dimetilico del pinorresinol (58)

Féormula molecular: Cz2Hzs0s
[ojp= + 33.0 p.f. 106°C

UV(M(:OH) Amax (logt-:) 206.5 (43)

IR vmax KBr, (cm-') :2941, 2853, 1592, 1515, 1463, 1417, 1263, 1235, 1140 y

1027. (Espectro 1)

EM.ILE. m/z (int.rel): 386[M* (100)], 355(9.1), 219 (16), 194 (6.3),177 (53.5),

165 (68.3), 151 (37.3), 138 (9.8). (Espectro 2)

asignable a H-7 y H-7" presentd una clara correlaciéon en el espectro COSY
(Figura 12), con la sefal correspondiente a H-8 y H-8'. La sefial de H-8 y H-8’

también mostré6 interaccién con los hidrogenos en C-9 y C-9°,
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Figura 12. Espectro de RMN - 'H 2D - COSY del éter dimetilico de]

pinorresinol.
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El espectro de RMN 13C (Espectro 4) presenté seiiales para 10 carbonos.
E]l nimero de carbonos observados en este espectro indicé que la molécula era
simétrica, ya que la mitad de los carbonos presentan el mismo desplazamiento
quimico. De las diez senales, una fue facilmente asignable a los grupos
metoxilo, otras seis a carbonos aromaticos y las tres restantes a los carbonos
de la porcion furofuranica. Para determinar la naturaleza de los carbonos se
registro el espectro RMN BC-DEPT (Espectro 5), el cual revelé que las sefiales
tipicas de los metinos de la porcién furofuranica se encontraban en 5c 85.76
(C-7y C-7) y en 54.14 (C-8 y C-8). La correspondiente a los metilenos C-9 y
C-9 se observaron en 8¢ 71.7. Este grupo de sefiales correlacionan claramente
con los hidrégenocs de la porcién furofuranica en el espectro RMN-HETCOR.

Las sefiales de los seis metinos aromaticos se observaron en &c 111.07
(C-2y C-2°), 6c 109.26 (C-5 y C-5") y en 5c 118.21 (C-6 y C-6"). Por altimo, en
dc 55.93 aparece la sefal de los grupos metoxilos. De nueva cuenta los metinos
aromaticos correlacionaban con el multiplete presente en la regiéon de los
hidroégenos aromaticos en el espectro RMN-HETCOR, y el carbono en 8c 55.93
con los siguletes asignados a los cuatro grupos metoxilos (Figura 13). El
espectro de RMN 1BC evidencié también la presencia de tres carbonos
aromaticos cuaternarios, dos de los cuales se encontraban unidos a los grupos
metoxilo, [8c 149.21 (C-4 y 4)] y [5c 148.65 (C-3 y 3) ] y el restante a la
porcién furofuranica en [8c 133.55 (C-1y C-1'].

Las evidencias presentadas permitieron proponer que la estructura del
producto natural podia corresponder a cualquiera de las tres posibilidades

isoméricas A-C ilustradas a continuacion:

Ar = Veratrilo
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Cuadro 8. Desplazamientos quimicos en los espectros de RMN del éter

dimetilico del pinorresinol (58) aislado de R. mucosa.*

Carbono Sc Proton du
1y 7 85.76 Ty 7 4.76 d (4.2)
8y8& 54.14 By§& 3.12m
9y 9 71.70
1y 1 133.55 9y 9P 3.88 m
2y2 109.26
3y 3 148.65 9oy Yo 4.26 dd (9.0, 6.9)
4y 4 149.21 -
5y 5 111.1 aromaticos 6.82-6.91 m
6y6 118.21

2 -OCHs 55.93 2-OCHs 3.89*s

2 -OCHs 55.93 2-OCHs 3.87*s

& . . .

Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estdndar interno es TMS.
L.as constantes de acoplamiento se expresan en Hertz y se encuentran en paréntesis.
* Sefiales intercambiables.

La comparacién de los datos espectroscopicos de RMN 'H y 1C
correspondientes a la porcién furofuranica del producto 58 con los descritos
para la sesamina (Cuadro 9), permitié descartar las posibilidades B y C
(Ayres y Loike, 1990).

En consecuencia, la estructura del lignano 58 debia corresponder a
cualquiera de los enantidmeros de la estructura diastereoisomérica A. En este
sentido el valor positivo de la rotacién Optica permitié identificar al producto
natural como el enantiémero dextrogiro, el (+)-éter dimetilico del pinorresinol.
Este producto ha sido obtenido previamente de otras fuentes naturales
(Kakisawa et al., 1972; Pelter y Ward, 1976). Sin embargo, este estudio
constituye la primera descripciéon de la presencia del compuesto en

R. mucosa.
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Cuadro 9. Comparacién de los desplazamientos quimicos de RMN 'H y 13C de
los lignanos furofuranicos del tipo de la sesamina y los aislados de

R. mucosa (Ayres y Loike, 1990).

( +) Sesamina Epi-sesamina dia-sesamina 58 y 15
Ar = piperonil X =Xi1=Vr = 58
X=Vr s =Tr=15
(+) Epi- dia-
Sesamina sesamina sesamina 58 15
H-7 | 4.75(85.77) | 4.45 (87.53) | 4.90 (83.96) | 4.76 (85.76) | 4.75 (86.03)
H-7 4.85 (81.96) (85.73)
H-8 | 3.15(54.31) | 2.90 (54.44) | 3.15(49.49) | 3.12 (54.14) | 3.10 (54.42)
H-8 3.30 (50.11) (54.11)

H-93 | 3.8-4.0 (71.7) | 3.35(70.92) | 3.3-3.6 (68.7) | 3.88 (71.7) | 3.92 (71.95)

H-9B 3.85 (69.64)

H-9c | 4.2-4.4 (71.7) | 3.85 (70.92) | 3.65-4.0(68.7) | 4.26 (71.7) | 4.29 (71.77)

H-%« 4.13 (69.64)

* CDCls. Se encuentra en paréntesis el desplazamiento quimico de RMN 13C.

4.1.2 Caracterizacion de la Magnolina (15).
El producto 15 también correspondié a un lignano y se obtuvo como un

solido cristalino, épticamente active. Su férmula molecular se establecié como

C23H2807 (Cuadro 10). Su 16n molecular se observé en el espectro de masas en
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Cuadro 10. Constantes fisicas y espectrométricas de la magnolina (15).

OCH;,

OCH;

Magnolina (15)

Formula molecular; CasHzs0~
[alo= + 63.6 p.f 96-97°C

IJV(MeOH) Amax (].Og S) 205.2 (49)

IR vmax KBr, (cm*!) : 2928, 2852, 1591, 1513, 1462, 1417, 1234, 1127, y 1027.

(Espectro 6)

EMLE. m/z (int.rel): 416[M* (100)], 385(6), 224 (9.6), 219 (11.7), 195 (28),

194 (14), 181 (28), 165 (40), 151 (37.7), 138 (8.2). (Espectro 7)

43



Rusultados y discusion

una relaciéon m/z de 416 es decir, presenté 30 unidades de masa atomica mas
que el lignano 58. Esta diferencia es congruente con la presencia de un
metoxilo adicional en el producto 15 (Espectro 7).
Los espectros de RMN 'H (Espectros 8-9) indicaban que el producto 15 era
también un lignano del tipo de la sesamina simétricamente sustituido
(Pelter y Ward, 1976). La principal diferencia entre los espectros de los
compuestos 15 y 58, se debe a las senales asociadas con la presencia de un
grupo metoxilo adicional en el compuesto 15. Ast, el espectro de RMN 'H del
producto 15 presenta senales para cinco metoxilos en 6y 3.90, 3.87y 384 y
para cinco hidrdgenos aromaticos en la zona comprendida entre 8u 6.83 y
6.91 ppm. Por otro lado, el espectro de RMN 3C (Espectro 10 y 11) presentd
una seiial adicional para un carbono cuaternario aroméatico (§ 153.45) unido a
oxigeno y en la zona alrededor de 55 y 61 ppm se observaron tres singuletes
asignables a cinco grupos metoxilos (8¢ 55.96, 8¢ 56.2 y 8¢ 60.85), en lugar del
singulete que se observa en el compuesto 58. Estas diferencias en los
espectros de RMN, asi como la presencia de los fragmentos en una relacién
m/z de 195 y 181 en el espectro de masas (Espectro 7), eran congruentes con
un lignano de tipo furcfuranico simétricamente sustituido en C-7 y C-7 por un
grupo 3,4,5-trimetoxifenilo (Tr) y uno veratrilo (Vr), respectivamente. Al igual
que en el caso del producto 58, la comparacién de los dezplazamiento quimicos
de las senales en los espectros de RMN de la porcién furofuranica del lignano
15 (Ver Cuadro 9), permitieron establecer su estructura como la de cualquiera
de los enantiomeros de la magnolina. El signo de la rotacién éptica permitid
identificar a este producto como a la magnolina dextrégira, o
(+)-magnolina (15).

LLas constantes espectroscépicas (Cuadro 11) y espectrométricas
(Cuadro 10) se encuentran en perfecta armonia con las de la (+)-magnolina,
previamente aislada de R. mucosa, R. membranacea y de otras fuentes

naturales (Kakisawa et al., 1972, De Queiroz et al., 1991 y Saez et al., 1993).
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Cuadro 11. Datos espectroscopicos del lignano magnolina (15) aislado de

R. mucosa.
Carbono ¢ Protén OH
7 86.04 7 4.76 d (4.5)
7 85.73 7 4.74 d (4.5)
8 54.42 8y & 3.10m
8’ 54.11
9 71.95 9y 9B 3.92m
9’ 71.77 9ay Ya 4.29 dd (9.0, 7.0)
1 136.85 - -
r 133.5 - --
2 102.89 2 6.57s
2’ 109.3 aromaticos 6.831-6.915 m
3 153.45 -- --
3 148.69 -- --
4 137.55 -- --
4 149.24 - --
5 153.45 -- --
5 111.1 aromaticos 6.831-6.915 m
6 102.89 6 6.57s
6 118.24 aromaticos 6.831-6.915 m
2 -OCHs 55.96* 2-OCHs 3.90% s
2 -OCHs 56.20* 2-0CH; 3.87*s
OCHs 60.85 OCHs 3.84s

* RMN 15C 75 MHz, CDCls. Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El

estdndar interno es TMS.

* Sefiales intercambiables. Las constantes de acoplamiento se expresan en Hertz.
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4.2 Caracterizacion de las acetogeninas aisladas de la especie

Rollinia mucosa.

Las seis acetogeninas aisladas en el presente estudio, presentan un
nucleo estructural del tipo bis-tetrahidrofuranico (bis-THF) adyacente, con
funciones carbindlicas secundarias en los extremos del sistema bis-THF. Las
diferencias en las estructuras se basan en el ntimero y la posicién de los
hidroxilos presentes en las moléculas, asi como en la estereoquimica relativa
de la unidad bis-THF.

La elucidacién estructural de las acetogeninas se realizéo mediante la
aplicacion de técnicas espectroscépicas, espectrométricas y quimicas. Asi, los
espectros en el IR permitieron detectar los principales grupos funcionales
presentes en las moléculas y en todos los casos, se observaron bandas
asociadas con la presencia de grupos hidroxilos (~3416 cm !} y del carbonilo
de una y-lactona a-f insaturada (~1750 cm). La féormula molecular de cada
uno de los compuestos se determind por espectrometria de masas en su
modalidad FAB*. Este analisis permitié determinar que todos los compuestos
contienen 37 atomos de carbono.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de los seis productos
presentaron el perfil tipico de las acetogeninas de anonaceas del tipo bis-THF
adyacente (Rupprecht et al., 1990; Fang et al., 1993; Gu et al., 1995; Zeng e
al., 1996) y en todos los casos, permitieron evidenciar los siguientes grupos
funcionales:

1.- El metilo terminal de la cadena hidrocarbonada. En los espectros de
RMN-1H este grupo se observé en éu 0.9-0.8 (1, J= 7.0 Hz), en tanto que en los
espectros de RMN-1BC la sefial correspondiente se observd en
5c 14.0.

2.- Una unidad bis-THF adyacente con una funcion carbinélica en cada

extremo del sistema bis-THF. Las seiiales se observaron en todos los casos en
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5u 3.38-3.92 y 6c 71.3-83.1. La comparacién de los desplazamientos quimicos
de esta parte de las moléculas con los de modelos adecuados (Fang et al.,
1993) permitid establecer en todos los casos la estereoquimica relativa de esta
unmidad estructural.

3.- Otras funciones carbinélicas secundarias distintas a las vecinales a
la porcién bis-THF. Las sefiales correspondientes se observaron en la zona de
Su 3.3-3.8 en los espectros de RMN-'H. Estas sefiales correlacionan en el
espectro HETCOR con las sefiales detectadas en la zona §c 69.9-74.1.

4.- Una metil-y-lactona o-B-insaturada. El metilo de esta unidad se
observé en &u 1.5-1.4 (d, J = 7.0 Hz) y dc 19.1, en tanto que la sefal
correspondiente al hidrégeno geminal a la funcién lacténica se observd en
&u 4.9-5.0. La absorcion del carbonilo se observé en &¢c 173.8-174.6. Por
Ultimo, las seniales vinilicas se aprecian en du 6.98 y 8¢ 148.4. De las
acetogeninas aisladas sdlo los compuestos 19 y 21 presentan un hidroxilo en
la posicién C-4 de la cadena hidrocarbonada. En estos dos casos, la absorcion
vinilica de la y-lactona se desplaza paramagnéticamente hasta du 7.19.

La preparacion de los derivados sililados y el posterior analisis de los
espectros de masas generados por estos productos permitié determinar la
disposicién de la unidad bis-THF y de los grupos hidroxilos a lo largo de la
cadena hidrocarbonada (Shi et al., 1995; Shi et al., 1996a; Shi et al., 1996b).
Como resultado de este analisis se determind que todas las acetogeninas
aisladas presentan la porcion bis-THF con funciones carbindlicas en los
extremos, entre los carbonos C-15 y C-24 de la cadena hidrocarbonada.

Por wltimo, para establecer la estereoquimica absoluta de los
carbinoles vecinales a la porcion bis-THF de las acetogeninas
membranacina (27) y desacetiluvaricina (56) se aphicé el método de Mosher
(Reiser et al.,, 1992). En los demas casos, la identificacién se realizé por

comparacién con muestras auténticas.



Resultados y discusion

4.2.1 Caracterizacién de las acetogeninas membranacina (27) y

desacetiluvaricina (56).

Los productos 27 y 56 presentaron un ién quasimolecular de 607
unidades de masa atomica (u.m.a.), lo que permitié6 establecer la férmula
molecular como Ca7HessOs . La pérdida de dos moléculas de agua a partir del
i6n molecular indicé la presencia de dos hidroxilos en las dos acetogeninas
(Cuadro 12 y 13).

Cuadro 12. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la

membranacina 27 y de su derivado sililado.

Membranacina (27)

[a]p2C =+ 27.3 (C 1.1 mg/ml, MeOH)

CD MeOH) AE (nm) - 2.49 x 10+ (238)

Férmula molecular: CsrHssOs

I. R. vmax pel. (cm'?) : 3100-3600, 2925, 2853, 1755, 1460, 1425, 1215, 1074
1026, 722. (Espectro 13)

E. M. F A B+ 607 [M+H]J* 589 [M+H+*- Hz0], 571 [M+H+*2 H:0] (Espectro 14)

E. M. 1. E. derivado sililado m/z (int. rel) : 750, 609 (1.4), 507 (15.8), 437
(9.0), 383 (2.4), 367 (100), 313 (2.0), 293 (4.1), 277 (0.7), 243 (20), 153 (1.4),
111 (3.4). (Espectro 15)
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Cuadro 13. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la

desacetiluvaricina 56 y de su derivado sililado.

Desacetiluvaricina (56)

[0]p2¢ = +17.1 (C 0.7 mg/ml,MeOH)

uv MEOH) lmax (log 8) 206.4 (408)
CD (MeOH) AE (nm) - 2.17 x 104 (246)

Férmula molecular: Cs7HgsOs

I. R. vmax pel. (cm-Y) : 3421, 2925, 2853, 1754, 1458, 1072, 772. (Espectro 25)

E. M. F A B+ 607 [M+H])* , 589 [M+H* -H:0], 571 [M+H* -2 H:0]}, 553
[M+H* -3 H20] (Espectro 26)

E. M. I. E. derivado sililado m/z (nt. rel) : 750, 609 (1.4), 507 (15.8), 437
(9.0), 383 (2.4), 367 (100), 313 (2.0), 293 (4.1), 277 (0.7), 243 (20), 153 (1.4),
111 (3.4). (Espectro 27)

En general, los espectros de RMN de las acetogeninas 27 y 56
(Espectros 15-20 y Cuadros 17 y 18) presentaron las caracteristicas indicadas
en la secciém anterior. Especificamente, los espectros resultaron muy
similares a los de la 2,4-cis-rolinona y rolinicina, entre otros (Dabrah y

Senden, 1984; Abreo y Sneden, 1989; Zeng et al., 1996).

49




Resultados y discusion

El tratamiento de las acetogeninas 27 y 56 con el reactivo Sigma- Sil-A
generé los derivados sililados 27a y 56a, respectivamente confirmando
quimicamente la presencia de dos funciones carbindlicas. Asimismo, como se
indic6 anteriormente el analisis detallado de los espectros de masas
generados por estos derivados (Espectro 15 y Espectro 27,
respectivamente), confirmé la disposicién de los anillos bis-THF con grupos
hidroxilos en los extremos, entre C-15 y C-24. Los fragmentos principales
observados en los espectros de masas se detallan en la Figura 14. Los
fragmentos observados en una m/z de 367 y 507 [rupturas entre C-15/C-16 y
C-23/C-24, respectivamente] son diagnésticos para este tipo de acetogeninas
(Sahai et al., 1994).

313 4oy 437 2 347

90 :
153 422243 w--on : - 367 (100) CH,

TMSIO & 90 i
L5077 0w 417 |

OTMSi 0

293 <2383/

Figura 14. Patréon de fragmentacion de los derivados sililados de los

compuestos 27a y H6a.

El analisis comparativo de los espectros de RMN 'H y de *C de 27 y
56, permitié establecer que ambos compuestos difieren en la estereoquimica
relativa del sistema bis-tetrahidrofurano adyacente con funciones
carbindlicas en cada uno de los extremos. Asi, en el caso del producto 27 los
desplazamientos quimicos de los carbonos C-15 - C-24 [6c 72.0-83.1] y los
hidrégenos H15 - H24 [6u 3.4-3.9] (Cuadro 14), resultaron practicamente

50



Resultados y discusidn

1dénticos a los hidrégenos y carbonos correspondientes de la 4-hidroxi-25-
desoxineorolinicina y la 2,4-cis-rolinona (Dabrah y Senden, 1984; Abreo y
Sneden, 1989). En consecuencia, la estereoquimica relativa del
sistema bis-THF adyacente con funciones carbindlicas secundarias en los
extremos presente en el compuesto 27, se determiné como

treo-cis-treo-cis-eritro (Cuadro 14).

Cuadro 14. Comparacién de los datos de RMN 'H y 3C de los compuestos 27
con la estereoquimica relativa de la porciéon bis-THF del modelo 4-hidroxi-25-

desoxineorolinicina.

cis cis

] l reo l
eritro treo

H (3) 1BC (d)

Compuesto | 15 | 16 | 19 | 20 | 23 | 24 {15 | 16 | 19| 20 | 23 | 24

4-hidroxi-25-
desoxineoroli_ | 341 | 3.84 | 3.84|3.84 | 3.84 | 3.84 | 74.0 | 83.0 | 81.1| 81.0| 82.9 | 71.9

nicina

27 3.40 | 3.84 | 3.86|3.90|3.91|3.87|740(829|81.1|81.0(830] 720

En el caso del producto 56 los desplazamientos quimicos de los carbonos
C-15 - C-24 (Cuadro 15), resultaron idénticos a los de la esquamocina-28-ona
(Hisham et al.,, 1991; Zeng et al, 1996). Por lo tanto, la estereoquimica
relativa del sistema bis-THF adyacentes con funciones carbinélicas en los

extremos, se estableciéo como treo-trans-treo-trans-erttro.
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Cuadro 15. Desplazamientos quimicos de RMN tH y 18C para el cierre de

amllos treo-trans-treo-trans-eritro y del compuesto 56.

trans trans

) l treo l
eritro

1H 130

Compuesto] 15 | 16 | 19 | 20 [ 23 |24 | 15|16 { 19 | 20 | 23 | 24

esquamoci | 3.38 | 3.83 | 390" | 3.83*|3.90]383 (714|832 824" |822" (828713
na-28-ona

56 3401386 3.85 | 3.90 | 3.923.86|74.1|832| 823 | 825 | 828|714

* Senales intercambiables

La configuracién absoluta de los centros estereogénicos de 27 y 56 se
determind mediante la aplicacién del método de Mosher (Rieser et al., 1992).
El analisis de los espectros de RMN 'H (Espectros 21-24 y 33-36) de los
ésteres de Mosher (R y S), generados a partir de cada uno de los compuestos,
permitié calcular el valor de la diferencia de los desplazamientos quimicos
Adu (S-R) para los hidrégenos localizados en el segmento C-14 - C-25. Estas
diferencias se indican en el Cuadro 16.

En el caso del compuesto 27 la configuracion absoluta para los centros
quirales C-15 y C-24, se determiné como R y S, respectivamente, considerando
el valor positivo de Adu (S-R) H-14, H-22 y H-23 y el valor negativo de Adu
(S-R) H-17, H-18 y H-25. En consecuencia, la estereoquimica absoluta de
C-16, C-19, C-20 y C-23 se establecié como R, S, Sy R, respectivamente (Gu
et al., 1994). Para el compuesto 56 la configuraciéon absoluta de los centros
quirales C-15 y C-24 se determind como R y S, respectivamente, considerando
el valor positivo Adu (S-R) para H-14, H-22 y H-23, y el valor negativo
Adu (S-R) para H-17 y H-15. En consecuencia, la configuracion absoluta
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en C-16, C-19, C-20 y C-23, se establecié como R, R, R y R, respectivamente
(Cuadro 16).

La configuracién de C-36 en las dos acetogeninas 27 y 56 se establecié como
S considerando el efecto Cotton negativo (-2.49 x 104y -2.17 x 104 ) en 238 nm

observado en el espectro de dicroismo circular (DC).

Cuadro 16. Datos de RMN 'H de la unidad bis-THF de los esteres de Mosher

de la membranacina (27) y desacetiluvaricina (56)*.

SH
Proton | 27 (S)- 27T (R)- | AS(S-R) 56 (S)- 56 (R)- | Ad(S-R)
MTPA MTPA MTPA MTPA

14 1.66 1.54 +0.12 1.63 1.49 +0.14
15 R R
16 4.09 3.99 +0.10 4.04 4.00 0.04
17a 1.85 1.91 -0.06 1.93 201 -0.08
17b 1.70 1.79 -0.09 1.53 1.56 -0.03
18a 1.79 1.90 -0.12 1.84 1.89 -0.05
18b 1.65 1.74 -0.09 1.72 1.73 -0.01
19 3.64 3.78 -0.14 3.80 3.84 -0.04
20 3.68 3.63 +0.05 3.76 3.65 0.11
21a 1.76 1.72 +0.04 1.78 1.77 0.01
21b 1.75 1.66 +0.09 1.69 1.65 0.04
22a 1.89 1.86 +0.03 1.81 1.66 0.15
22b 1.78 1.70 + 0.08 1.71 1.63 0.08
23 3.98 3.96 +0.02 3.99 3.95 0.04
24 S S
25 1.66 1.69 - 0.03 1.55 1.60 -0.05

* CDCls, 500 MHz
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Con base en el andlisis anterior, el compuesto 27 se identificé como la
membranacina, aislado previamente de R. membranacea (Saez et al., 1993).
Sin embargo, en esa ocasién no se reportd la estereoquimica absoluta del
compuesto, misma que en el presente estudio fue determinada.

Por otro lado, el compuesto 56 se identifico como la desacetiluvaricina,
aislado previamente de U. acuminata y de R. mucosa (Jolad et al., 1985;
Gu et al., 1997).

Cabe destacar que este reporte constituye la primera descripcién de la

membranacina en la especie Rollinia mucosa.
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Cuadro 17. Datos espectroscépicos observados en los espectos de RMN 13C de

las acetogeninas membranacina (27) y desacetiluvaricina (56).*

Nuamero de Carbono Membranacina (27) Desacetiluvaricina (56)
dc dc

1 173.9 173.8

2 134.4 134.4

3 252 25.2

4 27.4 27.4
5al 13 25.8-30.0 29-30
14 34.3 33.4
15 74.0 74.1
16 82.9 83.2

17 29.2 28.1
18 279 29.2
19 81.1 82.3
20 81.0 82.5
21 28.4 29.3
22 23.8 245
23 83.1 82.8
24 72.0 71.4
25 32.8 32.5
26 al 31 25.8-30.0 26.0
[ 32 31.9 31.9
33 2217 226
34 14.1 14.1
35 148.8 148.8
36 77.4 77.4
37 19.2 19.20

& . . . r “
[.os valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estdndar interno cs TMS.
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Cuadro 18. Datos espectroscopicos de RMN

membranacina (27) y desacetiluvaricina 56).*

'H de las acetogeninas

Proton Membranacina (27) Desacetiluvaricina (56)
OH OH

3 2.26 tt (7.7, 1.5) 2.26 tt (7.5, 1.5)
4 1.55 1.53 m

5al 13 1.20-1.60 1.20-1.70
14 1.46m 1.39m
15 3.40 m 3.40 m
16 3.84m 3.86 m
17 1.92m, 1.80 m 1.53 m, 1.96 m
18 1.94m, 1.78 m 1.57m, 1.92m
19 3.86 3.85
20 3.90 3.90
21 1.92 m, 1.82 m 1.53 m, 1.96 m
22 1.98 m, 1.78 m 1.80
23 3.91 3.92
24 3.87 3.86
25 1.37 1.77

26 al 33 1.20-1.60 1.20-1.70
34 0.87t(7.0) 0.88¢
35 6.99 ddd (1.5, 1.5, 1.5) 6.98 ddd (1.5, 1.5, 1.5)
36 4.99 ddq (2.0, 1.5, 7.0) 4.99 dq (1.5, 6.9)
37 1.41d (6.5) 1.40d (6.7)

F . . : PR G
Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estdndar interno es TMS,
Las constantes de acoplamiento se expresan en Hertz y se encueniran en paréntesis.
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4.2.2 Caracterizacion de las acetogeninas roliniastatina 1 (19),

bulatacina (21), esquamocina (29) y motrilina (59).

Las cuatro acetogeninas restantes, 19, 21, 29 y 59, presentaron su idn
quastmolecular en una relaciéon m/z de 623 (M+*H) unidades de masa atomica,
congurente con una féormula molecular de Cs:HgsO7 (Cuadro 19 - 22). La
pérdida consecutiva de tres moléculas de agua a partir del 16n quasimolecular

indicé la presencia de tres grupos carbindlicos en cada uno de los compuestos.

Cuadro 19. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la

roliniastatina 19 y de su derivado sililado.

M
CH,

Roliniastatina 1 (19)
[a]p2¢ = + 22 (C 1. mg/ml, MeOH)
UV (MeOH) Amax (log €) 208.8 (4.23)
CD (MeOH) AE (nm) - 1.95 x 104 (239)

Férmula molecular: Cs7HesOr

I. R. vmax pel. (cmt) : 3426, 2926, 2854, 1758, 1462, 1186, 1050, 774.
(Espectro 37)

E. M. F A B*: 623 [M+H]* 605 [M+H* -H:0], 587 [M+H* -2H:0], 569 [M+H* -
3H.0] (Espectro 38).

E. M. 1 E. derivado sililado m/z (nt. rel) : 838, 727 (3.4), 697 (0.7), 637 (2.0),
625 (0.7), 595 (14), 525 (11), 505 (4.4), 455 (100), 415 (4.0), 383 (18.4), 365
(5.8), 353 (1.4), 313 (3.4), 293 (10.2), 243 (20.5), 213 (10.2), 153 (1.0),
141 (2.1), 123 (3.0), 111 (2.7). (Espectro 39)
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Cuadro 20. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la bulatacina
21 y de su derivado sililado.

Bulatacina (21)

Formula molecular; Cs7HesO+

I. R. vmax pel. (cm™Y) - 3432, 3019, 2925, 2854, 1749, 1645, 1523, 1424, 1216. 1070,
931. (Espectro 44)

E. M. F A B* : 623 [M+H]* , 605 [M+H* -H20], 587 [M+H* -2H:0], 569
{M+H~*-3H:20] (Espectro 45).

E. M. I. E. derivado sililado m/z (nt. rel) : 838, 727 (3.4), 697 (0.7), 637 (2.0),
625 (0.7), 595 (14), 525 (11), 505 (4.4), 455 (100), 415 (4.0), 383 (18.4), 365 (5.8), 353
(1.4), 313 (3.4), 293 (10.2), 243 (20.5), 213 (10.2), 153 (1.0), 141 (2.1), 123 (3.0), 111
(2.7). (Espectro 46)

Cuadro 21. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la

esquamocina 29 y de su derivado sililado.

Esquamocina (29)

Formula molecular; Cs»HgsO1

1. R. vmax pel. (cmY) : 3425, 3017, 2927, 2855, 1764, 1462, 1379, 1215. 1054, 932.
(Espectro 51)

E. M F A B+ : 623 [M+H}* 605 [M+H* -H:0], 587 [M+H* -2H:0], 569
[M+H*-3H20] (Espectro 52}

E. M. 1. E. derivado sililado m/z (int. rel) : 838 (0.9), 753 (4.0), 507 (22.5), 437
(31.5), 417(19), 401 (2.3), 367 (100), 365 (28.0), 347 (7.2), 331 (25.2), 277 (0.9), 241
(16.2), 187 (23.4), 151 (5.8), 129 (55.8), 97 (10.8), 73 (68). (Espectro 53)
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Cuadro 22. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la motrilina
59 y de su derivado sililado.

Motrilina (59)

Férmula molecular: C37HegsO+

I R. vmax pel. (cm'!) : 3402, 3021, 2930, 2856, 1749, 1524, 1425, 1216. 1033,
931. (Espectro 58)

E. M. F A B+ : 623 [M+H]* 605 [M+H* -H:0}, 587 [M-+H* -2H20], 569
[M+H~*-3H20] (Espectro 59)

E. M. 1. E. derivado sililado m/z (int. rel) : 838, 767 (8.3), 609 (0.75), 580
(15.0), 507 (25.4), 471 (1.5), 437 (18.7), 401 (6), 367 (100.0), 347 (6.8), 331
(56.3), 277 (2.0), 265 (2.3), 229 (2.0), 173 (9.0), 151 (7.9), 147 (3.0), 111 (14.7),
83 (21.2), 71 (20.0). (Espectro 60)

Al igual que en el caso de los productos 27 y 56, la formacién de los
derivados tr1-TMSi confirmé quimicamente la presencia de los tres hidroxilos
en las moléculas. Asimismo, el analisis de los espectros de masas
correspondientes a los derivados trimetilsililados 19a y 2la, permitié
establecer que dos de los hidroxilos se encontraban en los extremos de la
porcion bis-THF (en C-15 y en C-24) debido a la presencia de los fragmentos
en m/z 455 [ruptura en C-15/C-16] y en 595 [ruptura en C-23/C-24].
Por otro lado, el fragmento en una m/z de 213 u m a permitié determinar que

el tercer hidroxilo se encontraba en la posicion C-4 (Figura 15).

En el caso de los compuestos 29 y 59, los fragmentos observados en una

relacion m/z de 367 y de 507 um.a. (generados a las rupturas entre



Resultados y discusidn

547 <2637 «2727 <-)

153 <29 2434 § -o-» 455 (100) %365 : ¥

k2]
CH;

™SO | i OTMsi i 0
293 w5383 -t : 00

' Lw213 123
Loaw 595 D0 505 2% 415

Figura 15. Patrén de fragmentacién de los derivados sililados de los

compuestos 19a y 21a.

C-15/C-16 y en (C-23/C-24, respectivamente), confirman la ubicacién de la
subunidad bis-THF, entre C-15 y C-24. Estos fragmentos también sugieren

que el tercer hidroxilo deberia encontrarse en alguna posicién entre
C-25 y C-33 de la cadena hidrocarbonada.

En el caso del compuesto 29, el fragmento en una m/z 187, debido a la

ruptura entre C-27/C-28, permitié ubicar el tercer hidroxilo en la posicién
C-28 (ver Figura 16).

40} --opeem 437 20m 347

-90 K H E
151 <20 241 <2331 =, ; o367 (1000 277

3 CH,

TMSIO | TMSIO OTMSi 0

97 =4--- ]8T =t--- w507 2% 417

Figura 16. Patrén de fragmentacion del derivado sililado de la

esquamocina (29a).
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En el compuesto 59 el tercer hidroxilo se ubicé en la posicion C-29,
debido a la presencia en el espectro de masas de los fragmentos en una m/z de
173 y 767, generados por las rupturas entre C-28/C-29 y C-29/C-30,

respectivamente (Figura 17).

. 401 ===z 437 347
151 = 20241 = 33] s :

O

g
I c---367 (100) 22277 ”

TMSO |

TMSIO % OTMSi 0

Figura 17. Patron de fragmentacién del derivado sililado de la
motrilina (59a).

El dezplazamiento paramagnético observado en los espectros de RMN
de los compuestos 19 y 21 (Espectros 40 y 47), para la sefial vinilica (H-35) de
la metil-y-lactona-a-f insaturada (Gu 7.19 y 8¢ 151.7 en 19 y &u 7.18
y 6c 151.74 en 21), confirmé la presencia de un hidroxilo en la posicién
C-4 (Cuadro 23). Esto también se confirma con el experimento RMN 'H COSY,
vya que se observo la correlacion entre los protones en C-3 y el protén
en C-4. También se observa una interaccién entre los protones en C-3 y el

protén en C-35 (Espectro 41 y 48).

Mediante una estrategia similar a la aplicada para los compuestos 27 y
56, se establecié la estereoquimica relativa de los centros quirales C-15 y
C-24 de las cuatro acetogeninas restantes. Asi, la estereoquimica relativa de

la porcién bis-THF adyacente del compuesto 19 corresponde a un cierre de



Resultados y discusién

Cuadro 23. Comparacién de los datos de RMN 'H y 13C de la porcion de la

metil-y-lactona del modelo con los compuestos 19 y 21.

| 3 35
4 NF N\~ 37
OH 1 8]
)
B
B 19 21
Atomo H 13C H 15C 'H 13C
1 -- 174.6 174.6 174.5
2 - 131.1 131.2 - 131.2
3 2.51 ddd 33.3 2.39 ddd 33.3 2.52 ddd 33.2
2.38 ddd 2.39 ddd 2.39 ddd
465 3.83m 69.8 3.85 69.9 3.88 69.9
35 7.17 ddd 151.8 7.19 ddd 151.7 7.18ddd | 151.74
36 5.0 dq 77.9 5.06 dqg 77.9 5.00 dq 77.92
37 1.424d 19.0 1.43 d 19.0 1.43 d 19.0

anillos treo-cis-treo-cis-eritro. Por el contrario, en el caso de los compuestos
21, 28 y 51 la estereoquimica relativa de esta porcibn se establecid
como treo-trans-treo-trans-eritro. La comparacion de los desplazamientos
gquimicos de los carbonos para el segmento ubicado entre C-15 y C-24
29 y 59
y los de los modelos apropiados (Fang et al., 1993; Zeng et al., 1993),

y de sus respectivos protones de los compuestos 19, 21,

se resumen en el Cuadro 24.

Este analisis comparativo permitié establecer la estereoquimica

relativa para estos centros quirales en todos los casos analizados.
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Cuadro 24. Comparacién de los datos de RMN 'H y 3C de los compuesto 19,

21, 29 y 59 con los modelos adecuados.

ciy cis

l treo
eriiro

H () 1BC ()

Compuesto | 15 | 16 { 19 { 20 | 23 | 24 | 15 [ 16 | 19 { 20 | 23 | 24

4-hidroxi-25-
desoxineoro- | 341 | 3.84 13841384 3843841 740|830{81.1]|8.0|829[719

linicina

19 3.41|3.84|3.86|390|391;3881740] 8291 81.181.0|83.0]|719

trans trans

o ¥ o
\ [\

HO HO
'H () 1BC (9)
Compuesto | 15 | 16 | 19 20 1 23 | 24 |15 16 | 19 20 | 23 | 24
esquamoci
na-28-ona 3.38 | 3.83 | 3.90% | 3.83* | 3.90 | 3.83 741 83.2824* | 82.2*%|828| 71.3
21 3391386 392 | 380 | 3923857408321 822 | 824 |828] 713
929 333 382|384 | 388 |390|386}74.1(83.3| 822 1825 1828|714
59 33913831 386 | 392 [3941386|74.1]832] 821 | 824 |827(71.3

* Sefiales intercambiables
La comparacion de los datos espectroscopicos y espectrométricos de los

productos 19, 21, 29 y 59 (Cuadro 25-28), y la coelucién en CLAR con
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muestras auténticas de roliniastatina 1, aislada anteriormente de R. mucosa,
(Pettit et al.,1987); de bulatacina, esquamocina y motrilina, aisladas
previamente de Annona purpurea (Chavez y Mata, 1998b), permiteron
caracterizar a los compuestos como roliniastatina 1, bulatacina, esquamocina
y motrilina, respectivamente. De manera adicional, cabe destacar gue las
acetogeninas roliniastatina 1, bulatacina y esquamocina se han aislado
previamente de R. mucosa (Pettit ef al.,1987; Pettit et al., 1989;
Chen et al., 1996). Por otro lado, la acetogenina motrilina se describe por

primera vez en la especie Rollinia mucosa.
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Cuadro 25. Datos espectroscdpicos observados en los espectros de RMN 13C

de las acetogeninas roliniastatina 1 (19) y bulatacina (21).*

Nuamero de Carbono

Roliniastatina 1 (19)

Bulatacina (21)

dc ¢
C-1 174.6 174.58
C-2 131.2 131.22
C-3 33.3 33.32
C-4 69.9 69.98
C-5 374 37.39
C-6 aC-13 25.5-29.6 2553
C-14 34.1 33.32
C-15 74.0 74.08
C-16 82.9 83.22
C-17 29.3 28.34
C-18 27.9 2891
C-19 81.1 82.24
C-20 81.0 82.47
C-21 28.4 28.91
C-22 23.7 24.50
C-23 83.0 82.80
C-24 71.9 71.36
C-25 32.7 32.44
C-26 a C-31 25.5-29.6 29.2-29.6
C-32 31.8 319
C-33 22.6 22.64
C-34 14.1 14.06
C-35 151.7 151.74
C-36 77.9 77.92
C-37 19.0 19.08

* Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estandar interno es TMS.
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Cuadro 26. Datos espectroscopicos de RMN

roliniastatina 1 (19) y bulatacina (21).*

'H de las acetogeninas

Proton Roliniastatina 1 (19) Bulatacina (21)
SH OH
3a 2.52 ddd 2.52ddd
(15.3, 3.6 ,1.5, 1.2) (15.0,1.5,1.5,1.5)
3b 2.39 ddd 2.39 ddd
(15.3, 8.4, 1.5, 1.2) (15.2, 8.5, 1.4)
4 3.85 3.88
5 1.49 147
6 al 13 1.20-1.50 1.2-1.9
14 1.46 m 1.40
15 3.41m 3.39
16 3.84m 3.85
17 191m, 1.80m 1.97 (11.2, 1.5)
18 1.94m, 1.78 m 1.62 (11.2, 3.0)
19 3.86 3.92
20 3.90 3.85
21 1.93 m, 1.82 1.62, 1.97
22 1.98m, 1.78 m 1.80, 1.90
23 3.91 3.92
24 3.88 3.85
25 1.37 1.31
26 al 33 1.20-1.50 1.20-1.60
34 0.88t(6.3) 087t
35 7.19 ddd (1.5, 1.5, 1.5) 7.18 ddd(1.5, 1.5, 1.5)
36 5.06 dq (2.0, 7.0) 5.06 dg (1.5, 7.0)
37 1.43 d (7.0) 1.43d (7.0)

% - - : .
Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estdndar internc es TMS.
Las constantes de acoplamiento se expresan en Hertz y se encuentran en paréntesis.
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Cuadro 27. Datos espectroscépicos observados en los espectros de RMN 3C

de las acetogeninas esquamocina (29) y motrilina (59).*

Ntmero de Carbono Esquamocina (29) Motrilina (59)
bc dc

1 173.8 173.8
2 134.3 134.2
3 25.14 25.06
4 27.36 27.30
5 29-30 29-29.6
6 29-30 29-29.6

7 al 12 29-30 29-29.6
13 25.6 25.24
14 33.26 33.12
15 74.10 74.08
16 83.27 83.25
17 28.37 28.33
18 28.9 28.88
19 82.16 82.12
20 B82.47 82.45
21 29.14 28.33
22 24.8 24.53
23 82.78 82.74
24 71.4 71.32
25 32.46 32.23
26 21.97 25.55
27 37.23 25.97
28 71.74 37.40
29 37.47 71.67
30 25.60 37.18
31 29.69 25.55
32 31.82 31.83
33 22.56 22.54
34 14.04 13.93
35 148.78 148.84
36 77.37 77.32
37 19.18 19.10

* Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estandar interno es TMS.
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Cuadro 28. Datos espectroscépicos de RMN

esquamocina (29) y motrilina (59).*

'H de las acetogeninas

Protén Esquamocina (29) Motrilina (59)
OH OH

3 226 tt (7.0, 1.5) 2.26 tt (7.0, 1.5)
4 1.54 1.54
5 1.20-1.40 1.25-1.35

6 al 12 1.20-1.40 1.25-1.35
13 1.20-1.40 1.25-1.35
14 1.42 m 1.42m
15 3.39 m 3.39 m
16 3.82 m 3.83 m
17 1.58m, 1.93 m 1.95m, 1.59 m
18 1.56 m, 1.95m 1.96m, 1.4 m
19 3.84 3.86
20 3.88 3.92
21 1.38 1.96m, 1.54 m
22 1.84 1.96m, 1.4 m
23 3.90 3.94
24 3.86 3.86
25 1.38 1.38
26 1.38 1.34
27 1.41 1.34
28 3.59 m 1.63
29 1.44 3.57 m
30 1.20-1.38 1.53

31 al 33 1.20-1.38 1.26-1.34
34 0.88t(6.9) 0.88 t (7.0)
35 6.98 ddd (1.5, 1.5, 1.5) 6.99 ddd (1.5, 1.5, 1.5)
36 4.99 dq (1.5, 7.0) 4.99 dq (2.0, 7.0)
37 1.40d (6.9) 1.40 d (6.5)

* Los valores de desplazamiento quimico se expresan en ppm. El estandar interno es TMS.
Las constantes de acoplamiento se expresan en Hertz y se encueniran en paréntesis.
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V. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS AISLADOS
DE ROLLINIA MUCOSA.

De acuerdo a la estrategia planteada para la investigacién de la

especie Rollinia mucosa se realizaron los ensayos biolégicos, conducentes a

determinar el potencial citotéxico de los compuestos aislados.

En primer lugar, se determiné la actividad de las acetogeninas y

lignanos aislados en el bioensayo de toxicidad para Artemia salina (TAS). Los

resultados de esta evaluacién se presentan en el Cuadro 29. Como puede

observarse todos los compuestos tienen una actividad toxica significativa, ya

que los valores de concentracién letal media son menores a 1 ppm (Anderson

et al., 1991). Los compuestos esquamocina y motrilina resultaron los mas

toxicos para A. salina.

Cuadro 29. Toxicidad para el crustaceo A. salina de los compuestos aislados

de Rollinia mucosa.

Compuesto Toxicidad Artemia salina
CLso * (ug/m))
Membranacina (27) 50X 10 2
Desacetiluvaricina (56) 1.6 X102
Kter dimetilico del pinorresinol (68) 22X101
Magnolina (15) 1.2X102
Roliniastatina 1 (19) 1.7X 102
Bulatacina (21) 1.0 X 10 2
Esquamocina (29) 3.0X 10 3
Motrilina (59) 10X 103

+ Concentracion letal media.

Por otra parte, se determiné la actividad citotéxica in vitro de algunos

de los compuestos aislados de R. mucosa sobre seis lineas celulares derivadas
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de tumores humanos que incluyeron: Carcinoma de pulmén (A-549),
carcinoma de pecho (MCF-7), adenocarcinoma de colon (HT-29), carcinoma de
rinén (A-498), adenocarcinoma de préstata (PC-3) y carcinoma de pancreas
(PACA-2) (Cuadro 30).

La membranacina (27) y la desacetiluvaricina (56) presentaron una
buena actividad, principalmente en contra de las lineas celulares de
carcinoma de rinén (A-498) y adenocarcinoma de prostata (PC-3). En ambos
casos, las CEso ’'s son menores a 103 pg/ml. El efecto sobre estas lineas fue
selectivo. La rolhniastatina 1 (19) presenta una buena actividad citotoxica
sobre las lineas celulares de adenocarcinoma de colon (CEso = 105 pg/ml),
adenocarcinoma de préstata (CEso = 10 pg/ml) y en carcinoma de pancreas
(CEso = 105 ug/ml). Todas las lineas celulares son afectadas por la presencia
de motrilina (59), principalmente las derivadas de los adenocarcinoma de
colon, pancreas y préstata. Los valores de CEso obtenidos en este caso son de
10% pg/ml para las dos primeras y de CEso = 10 ug/ml para la altima
(Cuadro 30). Se considera como una actividad significativa para compuestos

puros aquellos valores de CEso < 4 pg/ml (Suffnes y Pezzuto, 1991).

Cuadro 30. Citotoxicidad de los compuestos aislados de Rollinta mucosa.

Muestra Linea celular CEso* (ug/ml)
A-5494 | MCF-78 | HT-29¢ | A-498° | PC-3¢ | PACA-2F
Membranacina 4.0x10! 2.18 3.04 <103 <103 2.10
Desacetiluvaricina | 4.7x10-! 1.35 1.69 <10 <107 1.92

Adriamicina®* 8.9x103 | 3.6x103 | 3.7x10-3 | 8.3x103 | 5.6x10 1.1x103

Roliniastatina 1 1.4x10-2 > 10! 4.2x10° >10-! 2.5x104 2.9%10%°

Motrilina 6.4x103 | 8.5x103 | 2.1x10% | >10"! 1.4x10% | 4.1x10+

Adriamicina* 4.4x10° | 89x102 | 1.6x102 | 1.1x10% | 2.1x102 | 2.9x103

* Concentracitn efectiva media. ACarcinoma de pulmén. BCarcinoma de pecho. ¢ Adenocarcinoma de
colon. U Carcinoma de rifién. © Adenocarcinoma de préstata. F Carcinoma de pancreas.

+ Control positivo
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La actividad citotéxica de la bulatacina se describié por vez primera
por el grupo de McLaughlin (Hui et al., 1989). Este compuesto ha sido aislado
en multiples ocasiones de plantas de la familia de las anénaceas y ha
demostrado una actividad citotéxica significativa en contra de varias lineas
celulares, las cuales incluyen entre otras: Leucemia linfocitica de muridos
(normal e inducida por metilcolantreno); carcinoma nasofaringeo, carcinoma
de pulmén, carcinoma de pecho y adenocarcinoma de colon. Cabe destacar
que esta acetogenina ha resultado una de las mas potentes descritas a la
fecha. También se han demostrado sus propiedades pesticidas contra los
gusanos del melon (Aphisgossypii sp), maiz y algodén (Diabrotica
undecimpunctata) y en contra de dos clases de arafias (Hui et al., 1989; Pettit
et al., 1989; Born et al., 1990; Sahai et al., 1994).

Para la roliniastatina 1 se ha descrito su actividad citotéxica para la
leucemia linfocitica de muarido (3PS) y para aquella inducida por
metilcolantreno (9PS) (Pettit et al., 1987). La esquamocina también presenta
citotoxicidad para la leucemia de marido (L1210} y tiene actividad insecticida
contra Drosophila melanogaster (Fujpmoto et al., 1988; Kawazu, et al., 1989;
Born et al., 1990). Por otro lado, la motrilina ha sido probada contra el
carcinoma nasofaringeo humano (3KB) y en epitelio de células renales de
mono VERO (Cortes et al., 1991; Londershausen et al., 1991).

En el caso de la membranacina y la desacetiluvaricina ninguna
actividad biolégica se ha descrito en la literatura (Saez et al., 1993; Jolad et
al., 1985), y por lo tanto, este trabajo constituye la primera descripcién de su

actividad citotoxica.
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VI. CONCLUSIONES

1.- La evaluacién del extracto CHCls-MeOH de las semillas de Rollinia
mucosa contra varias lineas celulares derivadas de tumores humanos

permitié establecer el potencial citotéxico de la especie colectada en México.

2.- El fraccionamiento biodirigido del extracto activo, utilizando la
determinacién de la toxicidad para Artemia salina, permitié detectar las
fracciones citotéxicas de este extracto. Posteriormente, la aplicacion de la
cromatografia de liquidos de alta resolucién condujo a la separacién de ocho
metabolitos secundarios a partir de dos de las fracciones activas. Los
compuestos aislados incluyeron seis acetogeninas: la membranacina (27), la
desacetiluvaricina (56), la roliniastatina 1 (19), la bulatacina (21), la
esquamocina (29) y la motrilina (69) y dos lignanos: el éter dimetilico del
pinorresinol (568) y la magnolina (15). En todos los casos, los compuestos se
caracterizaron mediante métodos espectroscépicos, espectrométricos y
quimicos. En el caso particular de las acetogeninas membranacina (27) y
desacetiluvaricina (56), se determiné la configuracién absoluta, no conocida a
la fecha para la primera, de los centros estereogénicos presentes en la

molécula mediante la aplicacion del método de Mosher.

3.- Todos los compuestos aislados demostraron una toxicidad
significativa para Artemia salina. Los productos mas activos fueron la
esquamocina (29) y la motrilina (59). Por otra parte, los compuestos
membranacina (27) y desacetiluvaricina (56), que contienen dos hidroxilos en
la molécula, presentaron una actividad citotoxica selectiva contra las lineas
celulares de carcinoma de rifion (A-498) y adenocarcinoma de préstata
(PC-3). Los compuestos roliniastatina 1 (19) y motrilina (59) que contienen

tres hidroxilos en su molécula presentan una actividad citotdxica
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significativa en tres lineas celulares: Adenocarcinoma de colon (HT-29),
carcinoma de rinon (A-498) y carcinoma de pancreas (PACA-2).

Cabe destacar, que esta investigacién constituye el primer informe
sobre la actividad bioldégica de las acetogeninas membranacina (27) y

desacetiluvaricina (56).

4.- La presente investigacién constituye una contribuciéon adicional al
conocimiento del contenido metabdlico de la especie Rollinia mucosa y de las
especies de andnaceas con propiedades medicinales de la flora mexicana, con
el objetivo de descubrir principios biodindmicos con posible aplicacion

terapéutica.

5.- Ninguno de los compuestos aislados presenté el esqueleto de la
jimenezina, previamente aislada de la especie recolectada en México. Sin
embargo, las acetogeninas obtenidas en el presente estudio resultaron del
mismo tipo estructural que las obtenidas en la especie recolectada en

diversas regiones del mundo.
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Espectro 1. Espectro en el IR del éter dimetilico del pinorresinol (58).
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Espectro 20. Espectro de RMN 2D-HETCOR de la membranacina (27).
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Espectro 25. Espectro en el IR de la desacetiluvaricina (56).
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Espectro 27. Espectro de masas del derivado sililado de la desacetiluvaricina (56).
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Espectro 34. Espectro de RMN 'H COSY del éster de Mosher (S) de la desacetiluvaricina (56).
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Espectro 35. Espectro de RMN 'H del éster de Mosher (R) de la desacetiluvaricina (56).
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Espectro 36. Espectro de RMN 'H COSY del éster de Mosher (R) de la desacetiluvaricina (56).
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Espectro 37. Espectro en el IR de la roliniastatina 1 (19).
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Espectro 38. Espectro de masas de la rolimastatina 1 (19).
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Espectro 39. Espectro de masas del derivado sililado de la roliniastatina 1 (19).
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Espectro 40. Espectro de RMN !'H de la roliniastatina 1 (19).
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Espectro 41. Espectro de RMN 'H COSY de la roliniastatina 1 (19).
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Espectro 42. Espectro de RMN 13C de la roliniastatina 1 (19).
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Espectro 43. Espectro de RMN 3C modalidad DEPT de la roliniastatina 1 (19).
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Espectro 44. Espectro en el IR de la bulatacina (21).
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Espectro 45. Espectro de masas de la bulatacina (21).
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Espectro 46. Espectro de masas del derivado sililado de la bulatacina (21).
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Espectro 47, Espectro de RMN !H de la bulatacina (21).
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Espectro 48. Espectro de RMN 'H COSY de la bulatacina (21).
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[ oxauy



tEel

————r—— "
-
-
.
"
"
.
- 14623
-
N
3
» g
" 3
"] 17145
"
“ 7 2855 1
-
R 11645
v PPEL
L e
: w
[} 4
L) - —
. f
i !!—'_
: .—:
- 19279
-
P
@
-
» =
L IET ¥
w 3 CH;
3 " £
»
= o 1914 I. (3]
n ] " n 1 b PN
E Cly O 0
LI ’
3 Ol all (3111 0
LI
»
-
w 3
3 12vh 2
w -
T ™ T T e i Rl — T T T T T T T T T YT T
- o o o zon T oo s " am - 1on s -

Espectro 51. Espectro en el IR de la esquamocina (29).
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Espectro 52. Espectro de masas de la esquamocina (29).
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Espectro 56. Espectro de RMN 2C de la esquamocina (29).
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Espectro 57. Espectro de RMN 2C modalidad DEPT de la esquamocina (29).
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Espectro 58. Espectro en el IR de la motrilina (59).
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Espectro 59. Espectro de masas de la motrilina (59).
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Espectro 60. Espectro de masas del derivado sililado de la motrilina (59).
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Espectro 61. Espectro de RMN 'H de la motrilina (59).

[ oxauy



124l

Espectro 62. Espectro de RMN

I

w
@

-
(=

bl
=]

F S W B § | bl L1 I 1 | 1 1 l i - | i 1 l]iJl

6.0 —

7.0 —

-

7.0 6.0 5.0

'H COSY de la motrilina (59).

4.0

3.0

2.0

ppm

il]lllllll]lllllll!"[]l]lll'[[llll

1.0

[ oXauy




34|

35
23 20
16 3 19

29
15
|

24

Wap ey i

a7

EIIFr—[llillili[][ril]lfll]illlillll]llIr“lIII|IIIII!'lTl']lililI'lIl[lllll!lll[lllll]lll]l!l’!l

160 140 120 100 80

60 40
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20

pPpm

1 oxauy




9Fl

ll]TllIllllllTlillllliIIll]lllIlllFIIIIT|IIllll‘fll[lII!T[III[TIIIII’]_TliT'

140

130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Espectro 64. Espectro de RMN 3C modalidad DEPT de la motrilina (59).
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