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RESUMEN

La argentatina B principal componente de la resina de Parthenium argentatum, se obtiene como
subproducto del proceso de industrializacion del guayule para obtener latex natural, presenta
actividad citotdxica contra varias lineas celulares de cancer humano con valores de Clso de 25 a
78 uM, en el presente trabajo se realizaron modificaciones quimicas sobre los anillos A y E de
la argentatina B (2), obteniendo cinco derivados que fueron purificados utilizando técnicas
convencionales y caracterizados utilizando IR, RMN de 'H y de "*C y EM.

Los derivados obtenidos fueron: derivado bromado 3 se obtuvo por tratamiento de 2 con bromo
liquido en acido acético (rendimiento 66,6%), el derivado oxima 4 se obtuvo por tratamiento de 2
con clorhidrato de hidroxilamina y piridina (rendimiento 78,53%), el derivado acetilado 5 se
obtuvo por tratamiento de 2 con &cido acético y piridina (rendimiento 61,9%), el derivado lactona
6 se obtuvo por tratamiento de 2 con acido acético glacial y piridina (rendimiento 78,7%) y el
derivado de oxima acetilada 7 se obtuvo del tratamiento de 5 con piridina y clorhidrato de
hidroxilamina (rendimiento 84%).

Palabras clave: Parthenium argentatum, Argentatina B, hemisintesis.



ABSTRACT

The main component of “resin” Parthenium argentatum is Argentatin B, it is obtained as a by-
product of the industrialization process for guayule natural latex, shows cytotoxic activity against
several human cancer cell lines with IC50 values of 25 to 78 uM, in this chemical modification
work carried out on the rings A and E argentatina B (2), obtaining five derivatives were purified
using conventional techniques and characterized using IR, 1H NMR and 13C NMR and MS.
The derivatives obtained were brominated derivative 3 was obtained by treatment of 2 with liquid
bromine in acetic acid (66.6% yield), the oxime derivative 4 was obtained by treatment of 2 with
hydroxylamine hydrochloride and pyridine (78.53% vyield ), the acetylated derivative 5 was
obtained by treatment of 2 with acetic acid and pyridine (61.9% yield), the lactone derivative 6
was obtained by treatment of 2 with glacial acetic acid and pyridine (78.7% yield) and acetylated
oxime derivative 7 was obtained from treatment of 5 with pyridine and hydroxylamine
hydrochloride (84% yield).

Key words: Parthenium argentatum, Argentatin B, hemisynthesis.



INTRODUCCION

El término "productos naturales" se refiere generalmente a los metabolitos secundarios (MS),
que son sintetizados por el metabolismo secundario. Durante muchos anos, la ciencia descuido
el metabolismo secundario vegetal. Se creia que los Metabolitos secundarios generalmente
eran productos de desecho, sin funcion aparente (Newman et al., 2003). Hoy en dia, su origen
se ha explicado por diversas hipétesis, una de las cuales propone que este tipo de metabolito
juega un papel en la supervivencia del 6rganismo o son compuestos fisioldgicamente
importantes. En nuestro contexto, una de las razones mas importantes para el estudio de MS es
que, efectivamente, desencadenan respuestas fisiolégicas muy especificas, en muchos casos
mediante la unién a receptores con una notable complementariedad (Cichewitz et al., 2004). Se
sabe que los compuestos de productos naturales han sido una fuente importante de varios
agentes anti-cancer clinicamente utiles. En el 2000, aproximadamente el 53% de los
compuestos utilizados en ensayos clinicos como agentes antitumorales o eran productos
naturales o compuestos derivados de los mismos, o disefiados a partir de un producto natural

farmacoforo (Newman et al., 2003).

Por otro lado, hay varios tipos de productos naturales que se encuentran en fase de desarrollo
preclinico. Un grupo importante son los triterpenos. Por ejemplo, el acido betulinico, un
metabolito secundario aislado a partir de varias fuentes (Argumedo-Delira et al., 2003)
(Cichewitz et al., 2004), es citotdxico en varios lineas celulares de cancer humano. El &cido
ursolico y acido oleandlico, triterpenos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son
conocidos por sus propiedades anti-inflamatorias y anti-cancerosas (Choi et al., 2001)
(Subbaramaiah et al., 2000).

La diversidad estructural de los triterpenos es, quizas, la responsable de sus efectos bioldgicos
y farmacolégicos. La mayoria de ellos se encuentran en grandes cantidades en latéx y en la
resina de ciertas plantas, en donde constituyen un mecanismo de defensa contra patégenos y

herbivoros.

Se sabe que los principales componentes de “la resina” del Parthenium argentatum son las
argentatinas A y B, comprenden el 20%; anadiendo su gran parecido estructural con
compuestos esteroides, es una fuente potencial para realizar transformaciones quimicas, esto,
con el propésito de obtener compuestos con posibles propiedades antitumorales (Parra-
Delgado et al., 2005).



Se ha demostrado que las argentatinas A y B poseen actividad citotdxica sobre lineas celulares
de cancer humano (K562, MCF-7, PC3, HCT15 y U251) obteniéndose valores de Clsp en un

rango de 25 a 78uM, ademas de presentar efectos citoestaticos (Parra-Delgado et al., 2005).

Estos hallazgos y el hecho de que podamos tener cantidades importantes de argentatina B,
alrededor 125.000 toneladas de hule al afio, y es conocido que por cada kilogramo de hule
extraido se obtiene al menos un kilogramo de resina, la hacen un candidato prometedor para
la terapia de cancer en la actualidad, por lo que en el presente proyecto proponemos la
obtencién de cinco derivados de este triterpeno que sean mas activos en lineas celulares de

cancer humano y menos téxicos en células normales.

Se obtuvo 5 derivados, el tratamiento de 2 con bromo liquido en acido acético gener6 el
derivado bromado 3 el derivado oxima 4 se obtuvo por tratamiento de 2 con clorhidrato de
hidroxilamina y piridina, el derivado acetilado 5 se obtuvo por tratamiento de 2 con acido acético
y piridina, el derivado lactona 6 se obtuvo por tratamiento de 2 con acido acético glacial y
piridina y el derivado de oxima acetilada 7 se obtuvo del tratamiento de 5 con piridina y
clorhidrato de hidroxilamina.



CAPITULOI



1. Fin, propésito y componentes del proyecto
1.1. Fin del proyecto

Contribuir con el estudio de principios activos y obtener derivados semisintéticos a partir de la

argentatina B para utilizarlos como agentes antitumorales
1.2. Propésito del proyecto

Obtener, purificar y caracterizar la Argentatina B para luego realizar modificaciones quimicas

que permitan desarrollar, purificar y caracterizar cinco derivados de la argentatina B.

1.3. Componentes del proyecto

1.3.1. Obtencidn, purificacion y caracterizacion de Argentatina B (168, 24R)-16,24-
epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona

1.3.2. Obtencidn, purificaciéon y caracterizacion de 2a-Bromo-(16p, 24R)-16,24-epoxi-
25-hidroxicicloartan-3-ona (derivado bromado)

1.3.3. Obtencidn, purificacién y caracterizaciéon de 25-O-acetil-(16p8,24R)-16,24-epoxi-
25-hidroxicicloartan-3-ona (derivado acetilado.)

1.3.4. Obtencidn, purificacién y caracterizacion de 3-oxima-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona (derivado oxima)

1.3.5. Obtencidn, purificacién y caracterizaciéon de 25-O-acetil-3-oxima-(16p, 24R)-
16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona (oxima acetilada)

1.3.6. Obtencidn, purificacion y caracterizacion de  (16S,17R,20S)-3-0x0-25-nor-

cicloartan-16,24 lactona (derivado lactona)



CAPITULOII



2. ASPECTOS GENERALES

El uso de plantas con posibles propiedades medicinales data de épocas muy remotas.
Actualmente se estima que unas 20.000 especies de plantas son utilizadas como
medicamentos a nivel mundial (Rodriguez et al., 2006), sobre todo en aquellos paises donde el
acceso a servicios de salud y medicinas basicas es limitado, la medicina natural tiene un rol

significativo para atender sus necesidades primarias de asistencia médica (Ansah et al., 2004).

La importancia de las especies vegetales como agentes terapéuticos es relevante, suelen ser la
materia prima o los constituyentes activos de casi un 30% del arsenal farmacéutico actual
(Anwarul et al., 2005). Se han utilizado las especies vegetales con fines terapéuticos,
estableciéndose una fuerte tradicion constituyéndose un rasgo cultural en la sociedad, esto
debido a la facil accesibilidad, al bajo costo y los antecedentes etnofarmacolégicos de las

especies vegetales utilizadas (Harvey, 2008).

Sin duda, las plantas han sido utilizadas a través de la historia para tratar innumerables
enfermedades, una practica que ha llevado a la sintesis de moléculas provenientes de plantas
con actividades medicinales (Hernandez et al., 2002), las cuales constituyen una fuente
potencial de compuestos quimicos entre ellos los triterpenos que tienen uso farmacéutico

promisorio.

Se han identificado productos vegetales (incluidos extractos de plantas) capaces de modificar la
actividad de mutagenos y carcinogenos como: pigmentos, vitaminas, carotenos, lactonas
fendlicas, flavonoides y taninos. Un numero limitado de plantas, particularmente de relevancia
meédica, han sido estudiadas por sus posibles propiedades citotoxicas y genotdxicas. Estudios
adicionales han sido necesarios para evaluar las posibles actividades antimutagénicas,
anticlastogénicas y/o anticarcinogénicas de las plantas y sus derivados (Sanchez-Lamar et al.,
1999).

La busqueda de metabolitos secundarios de origen vegetal involucra una combinacién de
técnicas botanicas, fitoquimicas, bioldgicas y moleculares; que juegan un papel importante en el
tratamiento del cancer (Parra et al., 2005), Malaria, Alzheimer, VIH y otras enfermedades
(Balunas et al., 2006).



Muchas especies se caracterizan por su amplia gama de sustancias triterpenicas, presentes en
sus organos en donde desempefan diferentes actividades. Pueden ser parte constitutiva de la

planta o su expresién se puede inducir a través de estrés bidtico (Salminen et. al., 2008).

21. Terpenos

Los terpenos, algunas veces referidos como isoprenoides, son una vasta y diversa clase de
compuestos organicos; estos pueden verse formados por unidades de 5 carbonos ensambladas
y modificadas de muchas maneras diferentes, siempre basadas en el esqueleto isopreno
(Konoshima et al.,, 2000), ademas su esqueleto hidrocarbonado puede verse como una
combinaciéon de numerosas unidades de isopreno, por lo general unidades de forma cabeza-
cola, y también combinaciones cabeza-cabeza, la clasificacion de los terpenos segun su
estructura quimica, se basa en el numero de unidades de isopreno presentes: hemiterpenos,

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos.
2.2. Triterpenos

Los triterpenos son terpenos de 30 carbonos, poseen seis unidades de isopreno, constituyen un
grupo importante y estructuralmente diverso de metabolitos secundarios, (Bruneton 2001; Parra
et al., 2005), son por lo general generados por la unién cabeza-cabeza de dos cadenas de 15
carbonos, cada una de ellas formada por unidades de isopreno unidas cabeza-cola. Esta clase
de moléculas incluye a los brassinoesteroides, componentes de la membrana que son
fitoesteroles, algunas fitoalexinas, varias toxinas y componentes de las ceras de la superficie de

las plantas, como el acido oleandlico de las uvas (Avalos et al., 2009).

La diversidad estructural de los triterpenos es, quizas, la responsable de sus efectos bioldgicos
y farmacolégicos. La mayoria de ellos se encuentran en grandes cantidades en latéx y en la
resina de ciertas plantas, en donde constituyen un mecanismo de defensa contra patégenos y
herbivoros (Armas, 2008).

Se han descrito mas de 100 triterpenos con actividad citotoxica. Algunos de éstos son de tipo
ursano, oleanano, cicloartano, lupano, asi como las quinonas metiluricas (Setzer y Setzer,
2003) siendo los triterpenos tipo cicloartanos uno de los grupos menos estudiados. Los
compuestos referidos mas frecuentemente en la literatura pertenecen a los dos primeros tipos

los cuales poseen una débil actividad antiinflamatoria y antitumoral (Liby et al., 2007).



Se sabe que el acido ursélico y el acido oleandlico han sido sometidos a transformaciones
quimicas para diversos fines. Las primeras transformaciones realizadas en los afios sesenta, se
efectuaron con el fin de obtener agentes antiinflamatorios novedosos. En 1984, Han y
colaboradores, informaron de la sintesis de 11-oxo derivados del acido oleandlico. Dichos
derivados fueron concebidos como antiinflamatorios corticomiméticos. Finlay y colaboradores
(1997) informaron de la obtencién de algunos derivados del acido oleandlico con apertura en el
anillo A. De dicha serie de compuestos, el mas activo fue el acido 5B-(1-metil-2- etil)-10a-(3-
aminopropil)-des- A olean-12-en-28-oico. Posteriormente, el grupo de investigacion bioorganica
encabezada por el binomio Gribble y Sport lograron la sintesis y evaluacién de diversos
compuestos antiinflamatorios y anticancerosos a partir del acido oleandlico obteniéndose el
acido 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,19-dien-28-oico, conocido como CDDO. Este compuesto es un
agente multifuncional, inhibe la proliferacion de una gran cantidad de lineas celulares de cancer

humano, induce diferenciacion en células de leucemia humana y en fibroblastos murinos.

En la literatura se han sefalado las acciones antiinflamatorias de los triterpenos, abarcando
desde experimentos in vitro hasta in vivo. Los efectos son referidos principalmente a su
interferencia con diversas moléculas o mecanismos del proceso de inflamacién (Connelly et al.,
2005) (Calixto et al., 2003).

Existe una inmensa informacién publicada que da cuenta de las propiedades citotdxicas y
anticancerosas de algunos triterpenos. La mayoria de los compuestos que se han evaluado
actuan a nivel de la replicacion del DNA, generalmente inhibiendo enzimas como la DNA

polimerasa y/o las topoisomerasas (Avalos et al., 2009).

Si bien los triterpenoides han sido ampliamente empleados con propdsitos medicinales en
muchos paises asiaticos, esta clase de moléculas no han tenido un impacto en las practicas
medicinales occidentales. Las excelentes actividades citotoxicas en lineas de cancer humano
de los triterpenos hacen de este tipo de compuestos candidatos promisorios en la busqueda de

nuevos agentes antineoplasticos (Avalos et al., 2009).

Investigaciones recientes han demostrado que es posible obtener nuevos antineoplasicos a
partir de los ftriterpenos, pudiéndose obtener nuevos farmacos que tengan propiedades
anticancerosas, antimutagénicas y no toxicas, disminuyéndose asi los efectos adversos (Parra-
Delgado et al., 2005).
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2.3. Parthenium argentatum y argentatinas A y B

El Parthenium argentatum es un arbusto que crece en las zonas aridas del norte de México y
sur de Estados Unidos, el cual tiene como nombre “guayule” que significa “arbol de hule”, esta
presente en practicamente en todos los 6rganos de la planta, tallo, raices y hojas, se sabe que
esta especie contiene cantidades suficientes de hule para ser de importancia econémica (Rao
et al., 2004).

El aprovechamiento del guayule de manera industrial se llevo a cabo en México de 1903 a 1951
exportando a los Estados Unidos 125,000 toneladas de hule. La extraccion se realizaba por el
método de flotacién que era el econdmicamente mas atractivo (Armas 2008), éste consistia en
colocar el material vegetal seco y molido en un estanque, posteriormente se adicionaba una
solucién diluida de hidroxido de sodio, con lo que se facilitaba la extraccion de latex. De esta
forma el hule, en mezcla con el residuo vegetal, flotaba en la solucion alcalina. El hule se
purificaba mediante lavados con acetona. Finalmente, la recuperacién de acetona mediante

destilacion, dejaba un residuo al cual se lo llamo “la resina” (Parra-Delgado et al., 2005).

El guayule ha sido intensamente estudiado y es conocido que por cada kilogramo de hule
extraido se obtiene al menos un kilogramo de resina. Al conocer la constitucion quimica de este
residuo se convirtio en un asunto de interés y las primeras investigaciones hechas a la resina

fueron con fines industriales usandola en la fabricacion de adhesivos y barnices (Armas, 2008).

Se sabe que los principales componentes de "la resina” son las argentatinas Ay B (ver figura 1)
comprenden el 20%, por lo que se puede disponer de cantidades considerables de estos
metabolitos, afiadiendo su gran parecido estructural con compuestos esteroides, es una fuente
potencial de intermediarios susceptibles a sufrir transformaciones quimicas, esto, con el
propésito de obtener compuestos con posibles propiedades antitumorales (Parra-Delgado et al.,
2005).
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Figura1. Argentatina A (1) y Argentatina B (2)

iy CHy

Fuente: Autora

La Argentatina B muestra propiedades citoestaticas y no muestra actividad genotoxica sobre la
proliferacion de linfocitos, lo cual abre un campo muy prometedor sobre sustancias

antineoplasicas sin efecto sobre el DNA (Parra-Delgado et al., 2005).

En cuanto a la actividad biolégica se ha observado que las argentatinas A y B presentaron
actividad insecticida significativa en gusanos de Spodoptera frugiperda. ‘Se ha informado que
las argentatinas A, B y D inhiben el crecimiento de tumores hormona-dependientes,
antagonizando la accion del estradiol por medio de una inhibicidon no competitiva de su receptor
(Céspedes et al., 2001).

Adicionalmente se ha demostrado que las argentatinas A y B poseen actividad citotoxica sobre
lineas celulares de cancer humano (K562, MCF-7, PC3, HCT15 y U251) obteniéndose valores
de Clsp en un rango de 25 a 78 uM, ademas de presentar efectos citoestaticos. Se han
sintetizado derivados de este triterpeno y realizado estudios cuantitativos de estructura-

actividad de la argentatina B (Parra-Delgado et al., 2005).

Estos hallazgos y el hecho de que podamos tener cantidades importantes de argentatina B, la
hacen un candidato prometedor para la terapia de cancer en la actualidad, por lo que en el
presente proyecto proponemos la obtencién de cinco derivados de este triterpeno que sean

mas activos en lineas celulares de cancer humano y menos téxicos en células normales.
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CAPITULO 1lI
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3. METODOLOGIA
En la figura 2 se indica la metodologia utilizada en el presente trabajo de investigacion.

Figura 2. Resumen de metodologia utilizada: Obtencion, purificacion y caracterizacion de

derivados de Argentatina B (2)

Resina Parthenium argentatum

W@

Aislamiento de Argentatina B

v v
Caracterizacion por métodos
espectroscopicos y espectométricos

Purificacion
Par de disolventes
- Cromatografia en capa

fina y cromatografia en
columna

- Punto de fusion

- Resonancia Magnética Nuclear
- Espectroscopia de Masas

- Infrarrojo

N

W

Obtencion de cinco
derivados de Argentatina B

Fuente: Autora
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3.1. Resina

La resina, un subproducto que es obtenido durante el proceso de industrializacién de la especie
Parthenium argentatum (Gray), fue donada por el Dr. Mariano Martinez Vazquez del Instituto de

Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
3.2 Procedimientos quimicos generales

Para los procedimientos de extraccion se utilizaron disolventes grado industrial,
destilados en el laboratorio. Los disolventes y reactivos empleados para efectuar la purificacion,

el andlisis y las reacciones fueron de marca Merck.
3.21. Cromatografia de columna:

El procedimiento de cromatografia en columna abierta se efectué en columnas de vidrio de 60
mm de diametro, se utilizé silica gel g60 F254 y como disolventes hexano, acetato de etilo y

metanol en diferentes polaridades.
3.2.2. Cromatografia de capa fina:

La cromatografia en capa fina se realiz6 en placas de silica gel g60 F254, para luego ser
colocados en una camara de elucion compuesta de disolventes en distintas polaridades de
acuerdo a como se observe el corrido de la placa en distintas proporciones, se observo en

lampara UV y se utilizé sulfato cérico como revelador.
3.2.3. Purificacion por recristalizacion:

Una vez que se seleccionaron las fracciones con un perfil similar estas se procedieron a
purificar por el método de par de disolventes, el cual consiste en: a la fraccion agregarle un
disolvente en la cual sea muy soluble, luego calentarla hasta ebullicién (no olvidar usar cuerpos
porosos para controlar la ebullicién), una vez que la muestra debe tener apariencia chiclosa se
agrega gota a gota el disolvente en el cual la fraccién es insoluble con la ayuda de una espatula
raspar las paredes del vial con lo que se deben generar nucleos de cristalizacién, la solucién
saturada resultante se deja enfriar a temperatura ambiente, una vez formados los cristales, se

separan las aguas madres por filtracion al vacio.
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3.2.4. Punto de fusion:

Se tomo una pequeia cantidad de cristales en el equipo de Fisher Johns, los valores no fueron
corregidos.

3.2.5. Resonancia magnética nuclear:

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica RMN 'H y de carbono RMN '°C se
adquirieron en 400 MHz y 100 MHz. Respectivamente en un equipo Varian 400 ASC. Para
disolver las muestras se utilizd CDCIs, los desplazamientos quimicos estan expresados en
partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se informd en Hz, se uso TMS

como estandar interno.
3.2.6. Espectroscopia de Masas:

Los espectros de masas se obtuvieron en un cromatografo de gases (Agilent Technologies
6890N) acoplado a espectrometro de masas (Agilent Technologies 5973 inert) con una columna

cromatografica BSNS.
3.2.7. Espectometria de Infrarrojo:

Las muestras fueron analizadas en el espectrofotometro de infrarrojo con transformadas de
Furier-IR marca Perkin EImer modelo spectrum two, el cual consta con un accesorio Miracle

Single Reflection ATR, esto se realiz6 en la ciudad de Quito en Proinstra S.A.
3.3. Aislamiento de las argentatinas A y B:

50 gramos de resina de P. argentatum, se disolvieron en hexano y se percolaron a través de
una columna usando como fase estacionaria 450 gr. de gel de silice g60 F254 (0.015-0.040
mm) de la marca Merck, la cual fue posteriormente eluida con disolventes de polaridad

ascendente hexano, acetato de etilo y metanol.

La caracterizacion de los dos triterpenos se efectué por medio de la comparacién de los datos
espectroscopicos previamente informados en la literatura (Komoroski et al., 1986) (Rodriguez et
al., 1970).

16



3.4. Purificaciéon de Argentatina B mediante cromatografia de columna abierta

Se tomaron 5 gramos de Argentatina B, se disolvieron en diclorometano y se percolaron a
través de una columna usando como fase estacionaria 43 gramos de gel de silice g60 F254
(0.015-0.040 mm) de la marca Merck, la cual fue posteriormente eluida con disolventes de

polaridad ascendente hexano, acetato de etilo y metanol, en diferentes proporciones.
3.5. Caracterizacion de argentatinas Ay B.

La caracterizacion de los dos triterpenos se efectué por medio de la comparacién de los datos
espectroscopicos previamente informados en la literatura (Komoroski et al., 1986)(Rodriguez et
al., 1970).

3.6. Transformaciones quimicas de la Argentatina B.

A partir de la argentatina B se obtuvieron 5 derivados:

20- Bromo-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona (3),
3-oxima-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona (4),
25-O-acetil-(16, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona (5),
25-0-acetil-3-oxima-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona,(6)
(16S,17R,20S)-3-0x0-25-nor-cicloartan-16,24 lactona, (7)

3.6.1. Preparacion de la 2a- Bromo-(168, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-
ona (3)

Para la obtencion del derivado 3 (como se puede ver en la figura 3), se disolvieron 100.4 mg de
argentatina B (0.439 mmol) en 5 ml de acido acético glacial y se hicieron reaccionar con 0.44 mi

de una disolucion 1M de bromo en acido acético glacial.
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Figura 3. Obtencion de la 2a-Bromo-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona 3

Fuente: Autora

La reaccion se llevo acabo en agitacion a 5 °C, después de 75 minutos la mezcla de reaccion se
vertid en un matraz erlemmeyer que contenia 35 gramos de hielo, el precipitado formado se
filtré y lavd con solucién al 10% de NaHCOs;, se disolvié en AcOEt, se secd sobre Na,SO,, se

rotaevaporé y se cristalizé con Hex/AcOEt.

3.6.2. Preparacion de la 3-oxima-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona

(4)

En la obtencion del derivado 4 (ver figura 4), se disolvieron 400 mg de argentatina B (0.22
mmol) en 1.5 ml de piridina y se hicieron reaccionar con 0.28 mg de clorhidrato de hidroxilamina
(NH,OH-HCI) (0.40 mmol),

Figura 4. Obtencion de la 3-oxima-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona 4

Fuente: Autora
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La reaccion se llevé acabo en agitacion a temperatura de reflujo por 1 hora, luego la mezcla de
reaccion se vertio en un matraz erlenmeyer que contenia 50 gramos de hielo. El precipitado
formado se filtr6 y posteriormente se disolvio en AcOEt, se lavé con HCI al 10% y agua, se

seco6 sobre Na,SO, anhidro, se rotaevaporo y se cristalizé con Hex/AcOEt.

3.6.3. Preparaciéon de la 25-O-acetil-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-

ona (5)

Para la obtencion del derivado 5 como se puede (ver figura 5), se realizé una mezcla de 100 mg

de argentatina B, 1 ml de piridinay 1 ml de anhidrido acético.

Figura 5. Obtencion de 25-O-acetil-(16f, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona 5

Fuente: Autora

Se calenté a temperatura de reflujo por 5 horas, posteriormente se verti6 sobre un matraz
erlenmeyer que contenia 50 g de hielo y se agité por 15 minutos, El precipitado formado se
disolvio en AcOEt, la fase organica se evaporé a presion reducida y el producto obtenido se

recristalizé con Hex/AcOEt .

3.6.4. Preparacion de (16S,17R,20S)-3-o0x0-25-nor-cicloartan-16,24 lactona (6).

Para la obtencion del derivado 6 (ver figura 6), se disolvieron 400 mg de argentatina B en 5 ml
de acido acético glacial, se adicion6é gota a gota una soluciéon acuosa de CrO; (0.131 mg de
CrO; en 0.3 ml de agua) con agitacion constante a una temperatura entre 3 y 6 °C. Se mantuvo

a esta temperatura por 15 minutos mas, y 3 horas a temperatura ambiente.
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Figura 6. Obtencion de (16S,17R,20S)-3-oxo-25-nor-cicloartan-16,24 lactona 6

CrO3/CH3COOH
—

Fuente: Autora

Se adicioné agua con lo que se formo un precipitado que se disolvié en AcOEt, la fase organica

se lavo con una solucion al 10% de NaHCO3, se seco sobre Na,SO,4 anhidro, se filtro y evapordé.

Para purificar el compuesto se utiliz6 una microcolumna en proporcion 1:20, con 262 mg del
derivado 6 y 500 mg de la fase estacionaria silica gel g60 F254 marca Merck, la cual fue
posteriormente eluida con mezclas de disolventes de polaridad ascendente empezando por Hex
y terminando con AcOEt.

3.6.5. Preparacion de 25-O-acetil-3-oxima-(16f, 24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona (7).
En la obtencién del derivado 7 (ver figura 7), se tomaron 128 mg de 25-O-acetil-(16p, 24R)-

16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona (5), disueltos en 1.5 ml piridina, se hicieron reaccionar

con 37 mg de clorhidrato de hidroxilamina a temperatura de reflujo por 1.5 horas.

20



Figura 7. Obtencion de 25-O-acetil-3-oxima-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona 7.

CsHsN/NH20OH.HCI

Fuente: Autora

Luego la mezcla de reaccion se vertio en un matraz erlenmeyer que contenia 50 gramos de
hielo. El precipitado formado se filtr6 y se lavé con HCI al 10% y agua, luego se coloco en la
camara de secado a vacio para que se evapore el agua. Para purificar el compuesto se utilizé
una microcolumna, en una proporcion 1:20, con 112 gr del derivado y 390 mg de la fase
estacionaria silica gel g60 F254 la marca Merck, la cual fue posteriormente eluida con mezcla

de disolventes de polaridad ascendente empezando por Hex y terminando con AcOEt.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento de las Argentatinas Ay B.

A partir de la resina, subproducto del proceso de industrializacion de la especie P. argentatum.
De las fracciones eluidas con una mezcla 90:10 de Hex:AcOEt se obtuvieron 3.6 gramos de
argentatina B ((16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona) con un rendimiento de 8,3%.

Ver espectros 1, 2, 3, 4 y 5. Las constantes fisicas son las siguientes:
Formula Molecular: C30H4503
Punto de fusién: 158-162 °C

De las fracciones eluidas con hexano/AcOEt 60:40 se aislaron 6,72 gramos de argentatina A
((16S, 17R, 20S, 24R)-20-24-epoxi-16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona) con un rendimiento del
6.09%.

Formula Molecular: C30H4504
Punto de fusion: 173-177 °C
4.2. Caracterizacion de las argentatinas Ay B

La caracterizacion de los dos triterpenos se efectué por medio de la comparacién de los datos
espectroscopicos previamente informados en la literatura (Komoroski et al., 1986) (Rodriguez et
al., 1970).

4.3. Transformaciones quimicas de la argentatina B

A partir de la argentatina B (2), se obtuvieron 5 derivados por medio de reacciones quimicas.
En la figura 8 se muestra un esquema de las reacciones con los reactivos utilizados vy los

rendimientos obtenidos
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Figura 8. Transformaciones quimicas de la argentatina B 2. Condiciones de reaccién y

rendimiento

HC cH, Br,/CH;00H

66.6% CsHsN/NH,OH.HC
78.53%

* , CHNICHCOOH
—T

3 61.9%

78.7%
CsHsN/NHOH.HCI

*® 84%

Fuente: Autora

4.3.1. Obtencion de la 2a- Bromo-(16p, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-
ona (3)

La reaccion de la argentatina B con bromo en acido acético generd el bromo derivado con
66.6% de rendimiento. Se obtuvo 74 mg, con p. f. 198-200 °C.

La identidad del derivado se determind por el analisis de sus datos espectroscopicos y

espectrométricos:
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-1
IR (CHCI3) v cm :3538.93 (O-H), 2977.18 - 2874.74 (C-H), 1720.5 (C=0), 1464.44, 1384.73.

ma

EM-IE m/z (%): 534 (M , 4), 519 (M -15, 2.7), 476 (M -58, 26), 475 (M -59, 47.9), 175 (100),
143 (37.63), 85 (10.36), 67 (22.7). RMN H (400 MHz, CDCI) 5 ppm: 0.71 (d, J=3.52 Hz, 1 H,
H-19) 0.8 (s, 3H, CH ) 0.94 (d, J=6.26 Hz, 3H, CH -21) 1.09 (s, 6 H, 2CH ) 1.15 (s, 9 H, 3CH )
359 (d, J=12.91 Hz, 1 H, H-24) 4.60 (c,1H, H-16) 5.10 (dd, J=12.91, 6.26 Hz, 1 H, H-2p).

RMch (100 MHz) & ppm: 32.74 (s, 1 C, C-1), 46.10 (s, 1 C, C-2), 206.00 (s, 1 C, C-3), 55.25
(s,1C,C-4),48.85(s,1C, C-5), 21.22 (s, 1 C, C-6), 19.76 (s, 1 C, C-7), 47.27 (s, 1 C, C-8),
21.13(s,1C, C-9), 26.69 (s, 1 C, C-10), 25.99 (s, 1 C, C-11), 35.71 (s, 1 C, C-12), 45.06 (s, 1
C- C13), 46.37 (s, 1 C, C-14), 46.00 (s, 1 C, C-15), 75.06 (s, 1 C, C-16), 57.62 (s, 1 C, C-17),
18.95 (s, 1 C, C-18), 29.23 (s, 1 C, C-19), 29.23 (s, 1 C, C-20), 21.51 (s, 1 C, C-21), 29.59 (s, 1
C, C-22), 23.72 (s, 1 C, C-23), 82.85 (s, 1 C, C-24), 51.64 (s, 1 C, C-25), 23.35 (s, 1 C, C-26),
2597 (s, 1 C, C-27), 21.59 (s, 1 C, C-28) 24.22 (s, 1 C, C-29), 28.02 (s, 1 C, C-30). Ver
espectros 6,7,8y 9.

En el espectro de masas de dicho derivado se observé un pico con m/z 534 que corresponde al
idn molecular para la férmula calculada C30H47Br03. En el espectro de RMN 'H se observo la

presencia de una sefal doble de dobles a 5.10 ppm que correspondia al H-2, el cual es el que
posee el atomo de Bromo. Las constantes de acoplamiento de 6.26 y 12.91 Hz de tal sefal
tipicas de interacciones espin-espin de protones vecinales en conformacion sinclinal y
antiperiplanar respectivamente, con lo que fue posible inferir que el H-2 se encontraba en

posicion B-axial y el atomo de bromo en a-ecuatorial.

Estudios cinéticos indican un mecanismo consistente en ataque por parte del bromo molecular,
se observa que la apertura del idn bromonio se produce por el lado opuesto al bromo positivo
que es el grupo saliente, esto hace que los halégenos queden anti en el producto final (Breslow,
2003).

4.3.2. Obtencién de la 3-oxima-(16p3, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona
4)

La oxima se obtuvo por medio de la reaccion de 2 con clorhidrato de hidroxilamina. Con un
rendimiento de 78.53. Se obtuvo 326 mg con p.f. 215-217 °C.
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La identidad del derivado se determind por el analisis de sus datos espectroscopicos vy

espectrométricos:

IR (KBr) cm™: 3498, 3386 (O-H), 2958, 2927 (C-H) 1737, 1460, 1378, 1115, 1058, 929. EM-IE

+ + 1
miz (%): 471 (M , 78), 454 (65), 413 (M -58, 40), 412 (90), 396 (50), 107 (48), 59 (100). RMN H
(400 MHz, CDCI ) & ppm: 0.50 (d, J=4.4,H 19 1H, H-19), 0.73 (d, J=4.4, 1H, H-19"), 0.87 (s, 3H,

CH,), 0.94 (d, J= 6.3, 3H, CH_-21), 1.08 (s, 6H, 2CH ), 1.10 (s, 3H, CH ), 3.36 (m, 1H), 3.59 (dd,

J= 17, J= 12.4, 1H, H-24), 459 (m,1H, H-16). RMN C (100 MHz) 5 ppm: 32.32 (C-1), 35.1 (C-
2), 168.1 (C-3), 45.5 (C-4), 48.3 (C-5), 21.3 (C-6), 25.9 (C-7), 46.8 (C-8), 20.8 (C-9), 25.7 (C-10),
28.6 (C-11), 32.39 (C-12), 44.7 (C-13), 42.5 (C-14), 45.5 (C-15), 74.5 (C-16), 57.0 (C-17), 18.3
(C-18), 29.1 (C-19), 28.96 (C-20), 20.6 (C-21), 35.1 (C-22), 23.5 (C-23), 82.3 (C-24), 72.9 (C-
25), 23.6 (C-26), 25.7 (C-27), 19.1 (C-28), 21.3 (C-29), 20.6 (C-30) Ver espectros 10,11, 12 y
13.

El espectro de masas, muestra un pico de m/z 471 que corresponde al ibn molecular del

13
derivado. En el espectro de RMN C se observa, entre otras, una sefal en 168.1 ppm

correspondiente al carbono C=N. La formacion de la oxima se da en un proceso que ocurre en
dos pasos, primero se produce la adicion al carbonilo, que es seguida por la deshidratacion. La
adicién requiere hidroxilamina libre, y en el medio fuertemente acido la hidroxilamina esta en su
mayor parte protonizada, de manera que la concentracion de hidroxilamina libre resulta muy
pequefia, la deshidratacién es catalizada por un acido; es por esto que la preparacion de
oximas y de otros derivados carbonilicos se realiza frecuentemente empleando como
catalizador el acido acético, que produce un pH 6ptimo para que se dé la reaccion (Breslow,
2003).

4.3.3. Obtencidon de la 25-O-acetil-(163, 24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-
ona (5)

A partir de la argentatina B (2) empleando piridina y anhidrido acético se sintetizo el derivado

acetilado con un rendimineto del 61.9%. Se obtuvo 68 mg con p.f. 128-130 °C.

La identidad del derivado se determiné por el andlisis de sus datos espectroscopicos y

espectrométricos :

IR (KBr) cm™: 2944, 2872, 1734 (C=0), 1707 (C=0), 1464, 1370, 1254,1115. p. f. 164 °C. IR
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-1
(KBr)v cm : 2944.8, 2872.1, 1734.3 (C=0), 1707.6 (C=0), 1464, EM-IE m/z,(%): 498 (1.5),

max

1
440, 438, 397 (100), 143, 85. RMN H (400 MHz, CDCI ) & ppm: 0.57 (d, J=4.40 Hz, 1 H, H-19)
0.81 (d, J=4.40 Hz, 1 H, H-19) 0.89 (s, 3 H, CH ) 0.94 (d, 1 H, CH_-21) 1.05 (s, 3 H, CH ) 1.10
(s, 3H, CH ) 1.17 (s, 3H, CH ) 1.39 (s, 3 H, CH ) 1.44 (s, 3H, CH ) 1.97 (s, 3 H, CH ) 2.26 -

2.34 (m, 1 H) 2.71 (td, J=13.82, 6.36 Hz, 1 H) 3.82 (dd, J=12.59, 2.32 Hz, 1 H, H-24) 4.58 - 4.70
(m, 1 H, H-16) Ver espectros 14, 15y 16.

El espectro de masas, muestra un pico de m/z 498 que corresponde al ibn molecular del

derivado. Se observa la presencia de una sefal (singulete) en RMN1H a 1.97 ppm tipica de los
hidrogenos de un metilo de un grupo acetato (Romo et al., 1990). Se conoce que en reacciones
de acetilacion hay la adicion de un grupo acetilo en el compuesto quimico, este proceso de
transferencia del grupo acetilo a un compuesto, debe implicar la sustitucién del grupo acetilo por
un atomo de hidrégeno, la sustitucién de dicho atomo de hidrogeno de un grupo hidroxilo con

un grupo acetilo (CH3;CO) genera el éster especifico (Breslow, 2003).
4.3.4. Obtencidén de la (16S,17R,20S)-3-0x0-25-nor-cicloartan-16,24 lactona (6)

A partir de argentatina B (2) se obtuvo el derivado lactona con un rendimiento de 78.7% (262
mg). Se utiliz6 una microcolumna para la purificacién, de las fracciones eluidas en 75:35

hexano/acetato de etilo se obtuvieron 20 mg del derivado 6.

La identidad del derivado se determiné por el analisis de sus datos espectroscopicos y

espectrométricos :

-1
IR (CHCI)v__cm : 2964, 1730 (C=0), 1701 (C=0), 1461, 1383, 1325, 1269. EM-IE m/z (%):

412 (45), 398 (20), 397 (70), 311 (45), 274 (100), 259 (43), 133 (55), 121 (47), 119 (45), 105
1
(48), 93 (47), 91 (46), 55 (60), 41 (45). RMN H (400 MHz, CDCI ) & ppm: 0.62 (d, J= 4.4, 1H, H-

19), 0.86 (d, J= 4.4, 1H, H-19"), 0.96 (s, 3H, CH ), 1.00 (d, J= 5.5, 3H, CH -21), 1.07 (s, 3H,

13
CH ), 1.55 (s, 12H), 1.12 (s, 3H, CH ), 1.19 (s, 3H, CH ), 4.8 (c, 1H, H-16). RMN C (100 MHz)

5 ppm: 33.5 (C-1), 37.5 (C-2), 216.4 (C-3), 50.3 (C-4), 48.5 (C-5), 21.4 (C-6), 26.1 (C-7), 47.5

(C-8), 20.8 (C-9), 26.1 (C-10), 26.3 (C-11), 32.6 (C-12), 46.6 (C-13), 45.9 (C-14), 44.2 (C-15),

81.1 (C-16), 56.4 (C-17), 19.2 (C-18), 29.9 (C-19), 29.3 (C-20), 20.3 (C-21), 31.4 (C-22), 29.3
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(C-23), 174.3 (C-24), 19.2 (C-25), 22.3 (C-26), 20.9 (C-27) Ver espectro 17, 18, 19y 20.

El espectro de masas mostré un pico de m/z 412, que corresponde al ibn molecular de dicho

1
derivado. En el espectro de RMN H se observo la pérdida de las sefales de hidrogenos de dos

13
grupos metilo. En el espectro de RMN C se observd también la pérdida de tres atomos de

carbono y el desplazamiento del C-24 a campo bajo (con respecto a la argentatina B) 174.3

ppm.

4.3.5. Obtencién de la 25-O-acetil-3-oxima-(163,24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan -3-ona (7)

La formacion del derivado 7 se lo realizé a partir del derivado 5 con tratamiento en anhidrido
acético y piridina y clorhidrato de hidroxilamina, con un rendimiento de 84%. Se obtuvieron 112
mg., p.f. 181-183 °C. De las fracciones eluidas en 85:25 hexano/acetato se obtuvieron 22 mg

del derivado.

La identidad del derivado se determiné por el analisis de sus datos espectroscopicos y

espectrométricos :

EM-IE m/z (%): 513 M, (16), 454 (56.7), 497 (55.6), 496 (44.6), 453 (56.6), 436 (100), 412
1

(18.7), 396 (19.8), 109 (13.6), 59 (6). RMN H (400 MHz, CDCI ) & ppm: 0.52 (d, J=4.3, 1H, H-

19), 0.74 (d, J=4.3, 1H, H-19"), 0.87 (s, 3H, CH ), 0.93 (d, J= 6.6, 3H, CH _-21), 1.15 (s, 3H,

CH ), 119 (s, 3H, CH ), 1.40 (s, 3H, CH ), 144 (s, 3H, CH ), 1.96 (s, 3H, CH_del grupo

acetato), 3.36 (dc, 1H), 3.81 (dd, J= 2.3, J= 12.5, 1H, H-24), 4.60 (c, 1H, H-16). RMch (100
MHz) & ppm: 32.5 (C-1), 19.4 (C-2), 170.26 (C-3), 43.5 (C-4), 48.8 (C-5), 21.15 (C-6), 25.7 (C-
7), 47.0 (C-8), 21.06 (C-9), 26.0 (C-10), 26.1 (C-11), 32.5 (C-12), 45.5(C-13), 45.6 (C-14), 44.7
(C-15), 77.7 (C-16), 57.1 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19), 28.9 (C-20), 21.7 (C-21), 35.2 (C-22),
22.3 (C-23), 84.96 (C-24), 84.98 (C-25), 22.5 (C-26), 23.2 (C-27), 19.5 (C-28), 21.7 (C-29), 21.3
(C-30), 170.2 y 22.5 (C=0 y metilo del grupo acetato) Ver espectros 21, 22 y 23.

En el espectro de masas, se observo la presencia de un pico de m/z 513 que corresponde al i6n

13
molecular esperado para el derivado. En el espectro de RMN C se observa el desplazamiento
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a campo alto (con respecto a 2), de la senal asociada al C-3, debido a la pérdida del carbonilo y

la generacion del enlace C=N.

4.3.6. Obtencidon de derivado bromado con apertura del ciclopropano

Cuando se efectuo la reaccion de obtencion del derivado bromado se generd un compuesto no

esperado (ver figura 9).

Figura 9. Obtencion de derivado bromado con apertura cicloartano (8a, 8b)

2 CH,
/\
ne on

Bra/CHsO0H

8b

Fuente: Autora

La identidad del derivado se determiné por el analisis de sus datos espectroscopicos vy

espectrométricos:

La obtencion de este derivado se debid a la falta de control en la temperatura al momento de
realizar la reaccion para obtener el derivado a bromado, al no realizarla en frio se produjo la
reaccion tipica de apertura del ciclopropano por la alta reactividad de sus H, formandose dos
isomeros en distintas proporciones uno con 80% y el otro con 20%, la estructura de este
derivado se la determiné utilizando RNM de 'H y "*C y espectrometria de masas. Como se
puede ver en el espectro No. 24, existen dos sefiales una a 3.18 ppm y otra a 3.6 ppm que

corresponden a los dos hidrogenos del ciclopropano abierto.
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EM-IE m/z (%): 537 (M, 4), 519 (M -15, 2.7), 476 (M -58, 26), 475 (M -59, 47.9), 175 (100),
1

143 (15.6), 85 (95.2), 59 (76.02). RMN H (400 MHz, CDCI ) & ppm: 0.90 (d, J=0.78Hz, 1 H) ,

0.95 (d, J=6.26 Hz, 3H, CH_-21) 1.09 (s, 6H, 2CH ) 1.18 (s, 9 H, 3CH ), 1.24 (s, 3H, CH ), 1.47

(s, 3H, CH ), 2.78 (d, J=15.26 Hz, 1 H, CH ) 3.18 (d, J=15.65 Hz, 1 H, CH ) 3.60 (d, J=12.91

Hz, 1 H, H-24) 4.60 (c, 1 H, H-16). RMN1SC (100 MHz) & ppm: 32.4 (s, 1 C, C-1), 45.83 (s, 1
C, C-2),201.4 (s, 1C, C-3),55.6 (s, 1C, C-4),35.39 (s, 1 C, C-5), 20.91 (s, 1 C, C-6), 19.59
(s,1C,C-7),47.53 (s,1C, C-8),21.68 (s, 1 C, C-9), 26.35 (s, 1 C, C-10), 25.75 (s, 1 C, C-11),
35.39 (s, 1 C, C-12), 44.91 (s, 1 C- C13), 50.95 (s, 1 C, C-14), 45.65(s, 1 C, C-15), 74.77 (s, 1
C, C-16), 57.43 (s, 1 C, C-17), 18.88 (s, 1 C, C-18), 25.45(s, 1 C, C-19), 29.89 (s, 1 C, C-20),
21.68 (s, 1 C, C-21), 28.92(s, 1 C, C-22), 23.72 (s, 1 C, C-23), 82.85 (s, 1 C, C-24), 51.64 (s, 1
C, C-25), 23.42 (s, 1 C, C-26), 25.75 (s, 1 C, C-27), 21.68 (s, 1 C, C-28) 25.29 (s, 1 C, C-29),
28.9 (s, 1 C, C-30) Ver espectros 24, 25y 26.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron cinco derivados a partir de la Argentatina B (2): el derivado bromado 3 con un
rendimiento de 66.6%, el derivado oxima 4 con un rendimiento de 78.53%, el derivado acetilado
5 con 61.9% de rendimiento, el derivado lactona 6 con 78.7% vy el derivado oxima acetilado 7
con un rendimiento de 84%.

El sexto derivado 8 se obtuvo por falta de control en la temperatura al momento de realizar la

reaccion.
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RECOMENDACIONES

* Continuar con el estudio de compuestos sobre los cuales se pueda realizar

transformaciones quimicas para buscar compuestos mas activos y menos toxicos.
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ANEXOS
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Espectro N°20: Espectro de masas del derivado lactona (6) (Cy7H4003)
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Espectro N° 21: Espectro de RMN " H del derivado oxima-acetilado (7) (CsHsNO,)
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Espectro N° 22: Espectro de RMN "*C del derivado oxima-acetilado (7) (Cs2HsiNO4)
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Espectro N°23: Espectro de masas del derivado oxima-acetilado (7) (C32Hs1NOy)
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Espectro N°24: Espectro de RMN "H de la mezcla de isomeros del derivado bromado con apertura del

ciclopropano (8a,8b) (C3oH49BrOs3)
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Espectro N° 25: Espectro de RMN de la mezcla de isomeros del derivado bromado con apertura

del ciclopropano (8a,8b) (C3oH49BrO3)
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Espectro N°26: Espectro de masas de la mezcla de isomeros del derivado bromado con apertura del

ciclopropano (8a,8b) (C3gH49BrOs3)
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