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n el Departamento de Farmacologia y Toxi-

cologia de la Facultad de Medicina de la

UANL se ha trabajado en los Gltimos afios
en el aislamiento, identificacion y accién biolégica
de hidroxiantracenonas aisladas de plantas del gé-
nero Karwinskia. Estas plantas son reportadas como
toxicas, de las que ya se describieron 15 especies,
once de las cuales existen en México.*

Las hidroxiantracenonas tienen una distribucién
especial en sus anillos (en algunas especies se les
considera como preantraquinonas); en particular las
hidroxiantracenonas diméricas que aparecen en esta
familia pertenecen a una intrigante clase de com-
puestos biarilicos naturales. Estas sustancias son
quirales, debido tanto a la presencia de centros
quirales como a la rotacion restringida alrededor
del enlace biarilico, que da lugar a otro elemento
de quiralidad y a la posibilidad de existencia de atro-
poisomerismo.? De acuerdo a la naturaleza del es-
gueleto de estos compuestos, se han aislado hasta
ahora principalmente derivados de la peroxisomi-
cina, isoperoxisomicina y tullidinoles (figura 1). Una
revision de la quimica y biologia de estos compues-
tos ha sido publicada recientemente.®

La peroxisomicina Al, en particular, ha desper-
tado mayor interés por su posible aplicacion clinica
como potencial agente antineoplasico.*>¢ Las
peroxisomicinas se llamaron asi por su efecto se-
lectivo sobre la membrana peroxisomal. Esto se
observo tanto en levaduras como en ratas y
macacos.”®° Se aislaron cuatro peroxisomicinas de
los frutos de K. Parvifolia.®1, Es posible la existen-
cia de ocho estereoisémeros, debido a la rotacion
restringida alrededor del enlace naftilico de estas
sustancias.

En otro estudio se probo el efecto de estas an-
tracenonas sobre células de Chang y células de

Hepatoma G2, y se encontré que PAL y PA3tienen
efecto citotdxico selectivo, mientras que PA2 e Iso-
PA1, aunque citotdxicas, no muestran efecto selec-
tivo.12

Las peroxisomicinas Al (PA1) y A2 (PA2) se pu-
dieron cristalizar y con ello se determind la este-
reoquimica relativa en cada una de ellas. Los datos
cristalograficos demostraron que en PA1 la confi-
guracién de C-3 y C-3’ debe ser la misma, mien-
tras que en PA2 es opuesta. Por otro lado, si se
considera que de acuerdo con el resultado de las
curvas de dicroismo circular ambas deben tener el
mismo sentido de rotacién alrededor del eje, resul-
ta que PAL1 y PA2 son epimeros en C-3.18

Respecto de PA3 y PA4, éstas se obtuvieron en
muy poca cantidad, por lo que no fue posible lo-
grar cristales de las mismas.

Dada la importancia biolégica de la peroxiso-
micina A1 como posible agente antineoplasico, y al
observar diferencias en el comportamiento de este
compuesto y de sus estereoisdbmeros en cuanto a su
actividad biologica, se disefié este trabajo experi-
mental con el objeto de conocer algunos datos
estereoquimicos de PA3 y PA4, para establecer la
estereoquimica absoluta de la PA1. De esta mane-
ra, por correlacion se podria obtener la estereoqui-
mica de los otros isdmeros y posteriormente aplicar
el mismo método para resolver el problema en otras
antracenonas aisladas de plantas téxicas. Finalmen-
te, se pretende ademas con este estudio colaborar
en los estudios encaminados a dilucidar el meca-
nismo de accion de la peroxisomicina Al.

* Departamento de Farmacologia y Toxicologia.
** Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Medi-
cina, UANL.
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Fig. 1. Antracenonas diméricas del género Karwinskia

Obijetivo general

Establecer la configuracion absoluta de la peroxi-
somicina Al.

Objetivos especificos

1. Aislary purificar las peroxisomicinas A, A,, A,y
A,
4
2. Establecer la estereoquimica relativa de las cua-
tro peroxisomicinas.
3. Establecer la estereoquimica absoluta de PA, y
PA, mediante una via degradativa.

Material y métodos

Purificacion de las peroxisomicinas
Para cumplir este objetivo se utilizd el siguiente es-
qguema de purificacion:

Estereoquimica relativa de las cuatro
peroxisomicinas

Para lograr este objetivo fue necesario obtener los
espectros de DC de cada peroxisomicina, asi como
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Purificacion de las peroxisomicinas A1, A2, A3y A4

los espectros de RMN para calcular efectos NOE y
realizar los calculos teéricos de modelos molecula-
res.

Estereoquimica absoluta de PA y PA,

mediante una via degradativa

Se determino la configuracion absoluta de la PA, y
PA, por medio de degradacion quimica de ambos
compuestos hasta la obtencion del butandlido te-
trahidro-2-metil-5-oxo-2-furanacetato de metilo.
Para ello se llevd a cabo la siguiente estrategia de
trabajo:

1° Bloqueo de los hidroxilos fendlicos 9y 9
Para ello se utiliz6 diazometano, el cual fue gene-
rado a partir del diazald. El producto se purificd
mediante CC gravitacional en silica gel, se identifi-
c6 por *HRMN vy fue utilizado en la siguiente reac-
cion.
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2° Reduccion de los grupos carbonilo

Se utilizé LiBH, en THF para obtener una mezcla de
alcoholes secundarios. El producto se purifico por
CC en silica gel de baja presién. Se obtuvo el es-
pectro IR para ver la desaparicion de la sefial del
grupo carbonilo.

3° Hidrogendlisis de los alcoholes secundarios

Se realizé una hidrogendlisis heterogénea para ob-
tener tetrahidroantracenos. Se utilizé un aparato de
Parr, paladio en carbon al 10%; e H, a 10, 20 y 50

psi.

4° Oxidacion de tetrahidroantracenos

Para ello se utiliz6 NalO, y RuCl,. Se formo6 una
capa aceitosa que fue sometida a la reaccion de
metilacion.

5° Metilacion de acidos carboxilicos

Para la obtencion del éster del butandlido se utilizd
diazometano, generado a partir del diazald; se pu-
rificd por CC de baja presion fase reversa.

6° Anadlisis por *HRMN con y sin reactivo

de desplazamiento quiral

Se analizaron los ésteres metilicos del butandlido
derivado de PA1, asi como de PA,, por "HRMN con
y sin el reactivo de desplazamiento quiral: tris [3-
heptafluoropropilhidréximetilen-(+)-camforato de
europio Ill]. Finalmente, se analiz6 una mezcla de
los dos butandlidos.

7° Correlacion de los resultados obtenidos con
los datos reportados en la literatura

8° Analisis retrospectivo con modelos molecula-
res de cada uno de los productos obtenidos en
cada reaccion

Resultados y discusion

Como resultado del proceso exhaustivo de purifi-
cacion, con varios métodos cromatograficos, se pu-
dieron aislar e identificar cuatro estereoisbmeros,
1-4, de los cuales 1 (PA)) y 2 (PA,) ya habian sido
previamente aislados e identificados.** El EM de los
nuevos compuestos mostraron un M* a m/e 514.
El espectro UV era idéntico al mostrado por PA, y
PA,, indicando la presencia del mismo cromoforo.
Los datos de IR de los compuestos mostraban ban-

das de absorcién a 3390 cm?, debido a grupos
hidroxilos y un carbonilo quelado a 1626 cm™. Los
espectros *H y *CNMR de 3y 4 fueron muy simila-
resalos de 1y 2, con dos dobles dobletes (acopla-
miento en orto y meta) a campos altos y un triplete
en la regiéon aromatica que corresponde a los H-5’,
H-7"y H-6’. El singulete y los dos dobletes restantes
encontrados en la regién aromatica mostraban la
uniéon C7-C10’. Luego del analisis de los datos
espectrales se concluyd que la estructura planar de
3y 4 erala misma que la de 1y 2. Las asignacio-
nes de todos los C en el espectro de *C se hizo a
través de los espectros de doble dimension HMQC
y HMBC.

Las curvas de dicroismo circular de los cuatro
compuestos exhibian el mismo efecto Cotton (figu-
ra 2), debido al acoplamiento de las transiciones
de los croméforos naftalénicos. Considerando que
las dihidroxiantracenonas diméricas que tienen la
misma estereoquimica axial muestran espectros de
DC del mismo tipo,? la estreoquimica alrededor del
eje binaftilico en los cuatro compuesto debe ser la
misma.

e

Fig 2. Dicroismo circular de las cuatro peroxisomicinas.

Se construyeron modelos moleculares usando el
método semiempirico (nivel AM1), y las conforma-
ciones con minima energia generadas por la com-
putadora se usaron para calcular las constantes de
particion vecinales y para correlacionar las distan-
cias internucleares en cada estructura con los resul-
tados del NOE diferencial. De esta manera se pu-
dieron corroborar los resultados experimentales de
rayos X, respecto a que 1y 2 tienen la misma este-
reoquimica en C-3’ y ademas se definié que 3y 4
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tienen la esteroquimica opuesta a 1 y 2; los este-
roisémeros 3 y 4 también son epimeros en C-3.

Para conocer la estereoquimica absoluta de es-
tos compuestos no tenemos ningln modelo que nos
permita inferir el tipo de rotdmero que se presenta
a partir de las curvas de DC, como se ha hecho con
otros compuestos de este tipo. Ademas, la configu-
racion del C-3 no es posible obtenerla tampoco
con ninguno de estos datos experimentales; por esta
razén se disefid un procedimiento degradativo (re-
portado anteriormente para flavomaninas)** que nos
permitiria, a través de la comparacion de la este-
reoquimica del butandlido final obtenido, conocer
la estereoquimica del compuesto original.

Por las caracteristicas degradativas del proceso
y la inestabilidad de estos compuestos, esto sélo
fue posible con los compuestos que se aislaron en
cantidad suficiente, como PA)y PA_; sin embargo,
pensamos que teniendo los resultados para estas
sustancias se podria tener mas inferencia de la es-
tereoquimica de las otras por comparacion de da-
tos.

El primer paso de la via degradativa fue el blo-
queo de los grupos OH fenolicos de las posiciones
9y 9’ por medio de diazometano, generado a par-
tir de diazald. Se seleccioné este reactivo a partir
de los buenos resultados reportados por Ramirez,*®
después de probar diferentes maneras de bloquear
dichos hidroxilos. Es necesario el bloqueo de los
grupos OH fendlicos antes de reducir el grupo
carbonilo, puesto que asi se evita la formacién de
puentes de hidrégeno entre los hidroxilos fenélicos
y este grupo; esta reportado que estos puentes de
hidrégeno son la causa de que el grupo carbonilo
no se pueda reducir.** Melvin Gill y cols. reporta-
ron que durante el proceso de degradacion quimi-
ca de hidroxiantracenonas como la flavomanina no
fue necesario purificar los productos en cada una
de las etapas. Sin embargo, por lo sefialado ante-
riormente (nula reactividad del carbonilo), se debia
asegurar que los hidroxilos fenolicos de la PA, estu-
vieran metilados en las posiciones 9 y 9’ para po-
der continuar con las siguientes reacciones, razon
por la cual se decidié llevar a cabo el aislamiento
de los derivados metilados. El derivado de PA,
metilado en las posiciones 9, 9’ (5), una vez aisla-
do se analizo por tHRMN y se observo la desapari-
cién de los dos hidroxilos fendlicos 9y 9’ que en la
PA, aparecen alrededor de 16 ppm.

Una vez que se logré metilar los hidroxilos fené-

licos en la PA, se continu6 con la reduccion de los
carbonilos; ésta se realizo con LiBH, reportada tam-
bién por Ramirez.’® La disminucion de la sefial del
carbonilo a 1675 cm™ observada en el espectro de
infrarrojo y la aparicion de sefiales a 5.5 ppm en el
espectro de *HRMN del producto de esta reaccion
son evidencias de que la reduccion de los grupos
carbonilos se llevo a cabo. Después de obtener los
alcoholes secundarios en esta reaccion, producto
6, se prosiguio con la hidrogendlisis de los mismos.

En el siguiente paso los alcoholes secundarios
de las posiciones 1y 1’ del producto 6 se transfor-
maron en grupos metilenos por medio de una
hidrogendlisis, producto 7. Se analizaron los resul-
tados de esta reaccion por HRMN y se observo la
desaparicién de las sefiales a 5.5 que aparecian
en el espectro de 6. Estos cambios indican que la
reaccion se llevé a cabo adecuadamente, es decir,
se realiz6 la hidrogendlisis de los OH de los alco-
holes secundarios formados en la reaccion anterior
en la posicion 1y 1’ de 6, formandose un metileno.

La siguiente reaccion en la via degradativa de la
PA, fue la oxidacion de 7, con la que se esperaba
como resultado el &cido carboxilico del butandlido
producto 8, que no fue analizado por *HRMN, ya
gue se procedié inmediatamente a la reaccién de
metilacion de este acido carboxilico; ésta se llevd
a cabo con diazometano, como en la primera re-
accion de metilacion, para obtener finalmente el
éster metilico del butanélido. El producto obtenido
(9) fue purificado y las fracciones obtenidas se ana-
lizaron por *HRMN; se observé la desaparicion de
las sefiales aromaticas (67.5) y se observaron las
sefiales de interés (a 01.52 para el metilo y 83.70
para el metoxilo), ya que estas sefiales pertenecen
a los H unidos a carbonos que estan a su vez uni-
dos con el carbono quiral (figura 3).

Se realiz6 la purificacion del éster metilico del
butandlido en una columna de baja presién de silica
gel con el sistema de eluentes AcOEt-Heexano 3:2.
De esta purificacion se obtuvieron 18 fracciones que
fueron analizadas por *HRMN; en las fracciones 8y
9 se observaron las sefiales a 81.52, 62.13, 62.42,
02.63, 02.68, 02.74y 3.70, que corresponden al
butandlido esperado; las sefiales de 81.52 y 83.70
son las que interesan para el analisis de *HRMN
con reactivos de desplazamiento quiral.

Una vez que se obtuvo el producto 9, el siguien-
te paso consistio en realizar su analisis por *HRMN
con reactivo de desplazamiento quiral para la asig-
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Fig. 3. Estructura del butandlido tetrahidro-2-metil-5-oxo-
2-furanacetato de metilo.

nacién estereoquimica. Para este analisis se tomo
como referencia lo reportado por Melvin Gill y cols.,
quienes sefialan que en ambos butandlidos (R y S)
la sefial del metilo (81.52) y el metoxilo (83.70) se
desplazan a & mayores después de agregar el
reactivo de desplazamiento quiral; sin embargo, el
butandlido R presenta las sefiales méas desplazadas
(mayor delta, menor campo) que el butandlido S.°
Como ya se menciond en la introduccion, de acuer-
do a los analisis de rayos X se encontr6 que la PA,
tiene el mismo tipo de configuracion en C-3 y C-
3’, lo que nos indica que en la degradacion qui-
mica de la PA, se debe obtener un solo tipo de
butandlido (R o S) y, por tanto, mostrar una sola
sefial (desplazada) al agregar el reactivo de des-
plazamiento quiral, tanto para la sefial del metilo
de 61.52 como para la del metoxilo de 83.70. Des-
pués de agregar 105 pl del reactivo, se observaron
en el espectro de 'HRMN desplazamientos de la
sefial del metilo de 81.52 a 2.20 y del metoxilo de
03.70 a 64.51. Estas sefiales desplazadas no se
parten en dos, lo cual confirma que el C-3y C-3’
de la PA, tienen la misma configuracién y por tanto
al realizar la degradacion quimica sélo se genera
un solo tipo de butandlido.

Para saber si el producto 9 es R 0 S, el paso si-
guiente en la estrategia original era agregar a una
solucién de éste en cloroformo deuterado, el reactivo
de desplazamiento quiral y comparar los desplaza-
mientos presentados en *HRMN con los desplazamien-
tos que presentan los estandares de los butandlidos
Ry S bajo las mismas condiciones. Sin embargo,
estos butandélidos no estan disponibles comercial-
mente y los investigadores que los sintetizaron ya
no estan trabajando con este tipo de compuestos y
no fue posible contactarlos. Por esta razon, se deci-
di6 desarrollar otra estrategia: dado que los estu-
dios de difraccion de rayos X demuestran que los
C-3y C-3’ en la peroxisomicina PA, tienen configu-
racion distinta®, se pensd que después de realizar

el mismo proceso de degradacion quimica a la PA,,
se obtendria una mezcla de butandlidos R y S. El
espectro de *HRMN de esta mezcla de butandlidos
obtenidos de la PA, seria diferente al del butanolido
obtenido de la PA1, ya que se esperarian dos sefia-
les desplazadas para el metilo y dos sefiales des-
plazadas para el metoxilo en la mezcla proveniente
de la PA, al agregar el reactivo de desplazamiento
quiral, correspondiendo la mas desplazada al
butandlido R.*®

Se sometié la PA, al mismo proceso degradativo
que la PA, hasta la obtencion del butandlido; éste
presentd en el andlisis de *HRMN las sefiales de
01.52 para el metilo y de 83.70 para el metoxilo.
Después de agregar la misma cantidad de reactivo
de desplazamiento quiral que se agreg6 al butano-
lido derivado de la PA,, se encontré que tanto la
sefial de 81.52 del metilo como la de 83.70 del
metoxilo se desplazaron a mayores & y que cada
una de ellas se partié en dos, encontrandose para
el metilo sefiales a 82.17 y 82.20y para el metoxilo
sefiales a 84.48 y 04.51. Esto significa que en el
proceso degradativo del PA2 se formaron los
butandlidos de las dos configuracionesRy S, lo cual
corrobora la configuracion opuesta de C-3 y C-3’
en la PA,."?

Finalmente, para conocer la configuracion ab-
soluta de PA, se realizo lo siguiente: al butanolido
derivado de PA, que contenia 105 pl de reactivo de
desplazamiento (y que presenté las sefiales despla-
zadas para el metilo a 62.20 y para el metoxilo a
04.51), se le agregaron 10 pl del butandlido deri-
vado de PA2 disuelto en CDCIL,; se pudo observar
en el espectro de *HRMN la aparicion de una sefial
a 02.19 adicional a la ya existente de 62.20 del
metilo, debido a que la sefial menos desplazada se
observo, después de agregar el butandlido produc-
to de la degradacion de la PA,, la sefal a 62.20
corresponde, segun la literatura, al butandlido R.*®

Para corroborar este resultado, el éster metilico
del butandlido derivado de PA, (compuesto 9) se
analiz6 por polarimetria en cloroformo y se obtuvo
un valor de + 9.3°. En la literatura se reportan para
el butandlido R valores de + 7.7°y + 10.3° 26,

Con base en estos resultados y analizando la
estereoquimica de las reacciones de la degrada-
cion de PALl en forma retrospectiva con modelos
moleculares, se pudo deducir que los C quirales de
la peroxisomicina A, presentan configuracion S.
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Conclusiones

La correlacion de estos resultados con los obteni-
dos por difraccion de rayos X nos permite estable-
cer que la PA_ tiene configuracion 3Sy 3’S, y que la
PA, tiene una configuracion Renel C-3ySenel C-
3. Estos resultados contribuirdn al establecimiento
del mecanismo de accion de la PA, y ayudaran a la
determinacion de la configuracion absoluta de otras
antracenonas diméricas extraidas de plantas del
mismo género.

Fig. 4. Estereoquimica absoluta de PA1

Resumen

La peroxisomicina A, (PA,) es una hidroxiantrace-
nona dimérica derivada de plantas del género Ka-
rwinskia que ha sido estudiada como un posible
agente antineoplasico. De los extractos de
K.parvifolia se aislaron e identificaron otros tres
estereoisdmeros que se denominaron peroxisomi-
cinas A,, A,y A, (PA,, PA,, PA)). En este trabajo se
determiné ademas la estereoquimica relativa de las
cuatro peroxisomicinas naturales, por medio de
estudios de DC y RMN (NOE diferencial). Asimis-
mo, se pudo establecer la esteroquimica absoluta
de PA, y PA, por medio de una degradacion quimi-
ca en cinco etapas y posterior analisis del butandlido
formado por medio de polarimetria y RMN, usan-
do un reactivo de desplazamiento quiral. Se en-
contrd que los C-3y C-3’ en PA tienen configura-
cion S, lo cual conlleva que el eje de quiralidad sea P.

Palabras clave: Karwinskia, Rhamnaceae, Peroxi-
somicina A1, Antracenonas diméricas, Estereoqui-
mica.

Abstract

Peroxisomicine A, (PA,) is a dimeric hydroxyanthra-
cenone isolated from plants of the genus Karwinskia;
it is now under clinic evaluation as a posible
antineoplasic agent. From K. Parvifolia extracts three
new stereoisomers were isolated, purified and iden-
tified; namely: peroxisomicines A,, A, and A, (PA,,
PA, and PA)). In this work the relative stereochemis-
try of peroxisomicines was established by means of
CD and NMR (NOE diff). Absolute stereochemistry
of PA, and PA, also could be established by means
of a five steps degradative process; the stereochem-
istry of the buthanolide thus obtained was analized
by means of polarimetry and NMR using a chiral
shift reagent. C3 and C-3’ PA, resulted to be S and
the chirality axis P.

Keywords: Karwinskia, Rhamnaceae, Peroxisomicine
A1, dimeric hydroxyanthracenones, stereochemistry.
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