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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la quimioterapia de las enfermedades neoplédsicas continuamente
se producen avances, ya que la investigactén en este campo es de creciente

interés e importancia practica para la medicina en general.

En los (ltimos afios, uno de los mayores progresos ha sido el
descubrtmiento de nuevos o mejores agentes quimioterapéuticos. Una gran
variedad de compuestos han sido objetc de minuciosas investigaciones
para evaluar su actividad. Sin embargo, sélo unos pocos han probado ser
suficientemente dtiles para el tratamiento de neoplasias humanas, con
niveles aceptables de toxicidad, como para merecer la designacidn de

agentcs quimioterapéticos.

En la actualidad un nimero importante de enfermedades neopldsicas
pueden ser tratadas mediante una terapia que emplee Unicamente agentes
antineopldsicos, o estos agentes combinados con otros métodos. No
obstante, y a pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento, esta

clase de enfermedades contintia ocupando la segunda causa de mortalidad



general en los EUA asi como en México, particularmente en Nuevo

Ledn). Esto se debe en gran parte, a que muchas de las formas de cdncer

mds frecuentes son todavia resistentes a una terapia efectiva.

Los agentes antineopldsicos se pueden clasificar de acuerdo a su
origen, constituyendo una parte muy importante de esta clasificacidn los
compuestos aislados a partir de productos naturales. En la Tabla 1 se
enlistan algunos de los agentes de origen natural mds conocidos y

actualmente disponibles en el mercado®.

Las investigaciones encaminadas a descubrir nuevas drogas de origen
natural se han intensificado muchisimo. En las dltimas dos décadas se
comenzd a desarrollar una bisqueda sistematica con programas como el
del Laboratory of Drug Discovery Research and Development (LDDRD)
y el National Coopcrative Drug Discovery Group (NCDDG), ambos ¢como

parte del National Cancer Institut (NCI).

Como ejemplo del resultado de cstas investigaciones figura el
descubrimiento del Taxol (Paclitaxel), dipertenoide aislado de la corteza
del fresno Taxus brevifolia, en el cual se presenta como un componente

minoritario.



TABLA 1

Agentes antineoplasicos de origen natural

Tipo de agente

Nombres genéricos

Alcaloides de la Vinca

Epipodofilotoxinas

Antibidticos

Enzimas

Modificadores de la
respuesta bioldgica

Vinblastina
Yincristina

Etopdsido
Tenipdsido

Dactinomicina
Daunorrubicina
Doxorrubicina
Bleomicina
Plicamicina
Mitomicina

L-Asparaginasa

Interferdn alfa




Actualmente se¢ le ha considerado como una de las drogas que mejor
papel puede desempeiiar en el futuro de la quimioterapia del cdncer.
Después de mds de una década de investigaciones, fue en 1992 cuando se
aprobd su uso para el tratamiento del cdncer ovdrico refractario a
cisplatino; ademds tia tenido actividad promisoria contra cénceres del

seno, pulmon, eséfago, cabeza y cuello®),

Para el empleo apropiado de medicamentos dentro de la terapia
contra ¢l cédncer, resulta esencial considerar que potentes agentes
citotoxicos actian en fases especificas del ciclo celular. Como
consecuencia de esto, tienen actividad sélo contra células que estdn en
proceso de divisidn. Asimismo, las neoplasias humanas que en la
actualidad son mds suceptibles ul tratamiento quimioterapéutico, son
aquellas que tienen un alto porcentaje de células en proceso de divisidn.
Dec la misma manera, existen tejidos normales que proliferan rdpidamente,

coma lo son médula dsea, piel, epitelios y génadas entre otros.

Considerando lo anterior, resulta que en forma muy frecuente, al
emplear medicamentos contra el cdncer los tejidos normales resulten
daiiadus, ocasionando con esto graves efectos colaterales@, Dichos efectos
son e[ producto de una nula o moderada selectividad, que con frecuencia

limita en mucho la utilidad de los medicamentos antineoplasicos.



En este aspecto, en los dltimos afios se ha investigado en los
laboratorios del Departamentc de Farmacologia y Toxicologia de Ia
Facultad de Medicina, de la U.A.N.L., una sustancia denominada
Peroxisomicina Al. El interés en esta sustancia surgié al demostrar la
toxicidad selectiva que este compuesto exhibe entre células de origen

benigno y células neopldsicas malignas, ambas de origen humano.

La Peroxisomicina Al originalmente fue aislada de la Karwinskia
humboldtiana, planta perteneciente a la familia de las Rhamnaceas. Este
género incluye diversas especies de drboles y arbustos®), El habitat natural
para estas plantas, caracterizadas desde antafio como téxicas, se extiende
desde ;:l sur de los EUA a México, Centroamérica, norte de Colombia,
Cuba, Haiti y Repiblica Dominicana. En México se han identificado hasta
el momento 11 especies®™ (Figura 1), siendo la K. hwnboldriana la especie

toxica mds conocida y abundante(6.7.8.9.19.11),

Dreyer y cols,(12), fueron los primeros en aislar la Peroxisomicina Al
del endocarpio de la K. humboldtiana; la llamaron T-514 por ser éste su
peso molecular, caracterizindola como una antracenonz dimérica.
Posteriormente en este Depto. de Farmacologia y Toxicologia, se hicieron

modificaciones a la técnica original de aislamiento y se logrd purificar

dicha sustancia(13,14)
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Con ayuda de la difraccidn de Rayos X, actualmente se conoce la
estructura cristalina de la Peroxisomicina A1(%), informacién que ha sido
corroborada con programas de modelaje molecular, al utilizar métodos

semiemp{ricos para optimizacién de geometrfa, nivel AM1¢9 (Figura 2).

Dentro de las investigaciones encaminadas a demostrar la accién
bioldgica de la Peroxisomicina Al, se logrd probar su efecto téxico en
diversas especies de animales, con lo cual se encontrd una marcada
toxicidad hacia higado, pulmdn y rifidn, con alteraciones caracterizadas
por necrosis centralobulillar y esteatosis hepdtica, lesidn en capilares
pulmonares y degeneracion turbia en rifion{1?), La selectividad que este
compuesto mostré en dichos érganos, fue el motivo de la determinacién
de la DLg, en distintas especies de animales, ademds de otras pruebas de
toxicidad aguda.C'®, Los resultados de estos estudios mostraron siempre
una curva de pendiente abrupta en la distribucién de la letalidad lo cual

sugeria una variacién bioldgica estrecha.

Dicha caracteristica hizo plantear la hipdtesis de que si hubiera
toxicidad selectiva de la Peroxisomicina Al entre células de origen
benigno y células neoplisicas malignas, podria esta sustancia tener un
potencial uso terapéutico, y de esta forma ser una alternativa mds en el

tratamiento de algunas neoplasias(!®).



Figura 2

Peroxisomicina Al (geometria optimizada por medio de cilculos
semiempiricos, nivel AM1),



Para demostrar esto, se estudid in vitro el efecto citotoxico de la
Peroxisomicina Al sobre ¢élulas de origen hepdtico, pulmonar y de colon
tanto benignas como malignas y se compard con el efecto producido por
agentes antineopldsicos de uso actual, como son la Vincristina, 5-
Fluoruracilo, Doxorrubicina, Epidoxorrubicina, y la Mitomicina. Los
resultados que arrojaron dichos estudios lograron confirmar la toxicidad
selectiva de la Peroxisomicina Al, ya que siempre se mostré mds toxica
para las c€lulas neoplasicas que para las células benignas. Ademds, mostro

tener mejor "indice terapéutico” que los antineopldsicos de referencia(!9),

Estos resultados fueron corroborados y ampliados en las
Universidades de Berlin y Freiburg en la Repuiblica de Alemania: en
ambos sitios los resultados obtenidos fueron similares a los anteriormente
descritos. Ademads, se logrd demostrar resultados satisfactorios para otras
lineas de tumores malignos, para los cuales no existe tratamiento en la
actualidad. Asimismo, se demosiré que las células de médula Gsea son
particularmente resistentes a [a Peroxisomicina Al lo cual, como se
menciond anteriormente, es una caracteristica deseable para muchos

agentes antineopldsicos.

En base a los resultados anteriores, se considerd importante evaluar
este compuesto en los laboratorios del NCI. Come primer paso, la

Peroxisomicina Al fue sometida a la evaluacidn de la actividad citotéXica



in vitro, en un panel de €60 lineas celulares malignas, etapa que superd
satisfactoriamente. Actualmente esta siendo evaluada en la segunda etapa,
en ensayos in vivo. Esta etapa consiste en evaluar en animales de
laboratorio, los efectos producidos por la Peroxisomicina Al, y comparat
los resultados con los efectos que la misma sustancia mostrd ea los ensayos
in vitro.

Por tales motivos se solicitd una patente para su uso y hoy en dia este

prayecto se encuentra en la fase de Farmacologia Clinica 1@9,

En lo concerniente al mecanismo de accidn, éste atiin no ha logrado
dilucidarse, aunque cabe mencionar que se ha demostrado el efecto de la
Peroxisomicina Al sobre la lipoperoxidacién microsomal hepatica@D,

Asimismo, en estudios realizados en levaduras metilotvoficas, se
demostré que la Peroxisomicina Al tiene un marcado efecto sobre los
peroxisomas. Destruye sclectiva e irreversiblemente a estos organelos@2),
Fue precisamente este efecto selectivo el que origind que este compuesto
inicialmente llamado T-514, ahora reciba el nombre de Peroxisomicina
Al. La letra A y el numerc | que complementan ¢l nombre de
Peroxisomicina, provienen de la nomenclatura para estereoisémeros de
esta naturaleza establecida por Steglich y Gill®», De acuerdo a esta
nomenclatura los atropaisémeros de tipo A, son aquellos que en las curvas
de Dicroismo Circular presentan efecto Cotton negativo a A larga y efecto

Cotton positivo a A corta; asimismo los atropoisémeros de tipo B son
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aquellos que presentan efectos Cotton de signo contrario al tipo A (el
nimero corresponde al orden de purificacion e identificacién del
compuesto).

Ademads se demostré ¢l efecto producido por la Peroxisomicina Al
sobre la actividad de la catalasa, la cual es considerada como una enzima
marcadora de los peroxisomas, ya que se encuentra exclusivamente en este
organelo. Los resultados de estudios in vitro demostraron que la
Peroxisomicina Al es un inhibidor no competitivo para la catalasa de tres
fuentes animales: res, perro y rat6n'®, Recientemente se investigd el
efecto de la Peroxisomicina Al sobre la actividad de la catalasa hepdtica
del ratén albino por métodos histoquimicos, en cortes de tejido hepdatico
incubados con toxina (in situ), asi como en cortes de tejido y en fracciones
hepaticas de ratones intoxicados con este compuesto (in vive). En estos
estudios se demostrd que la Peroxisomicina At no afecta la actividad de la
catalasa bajo estas condiciones®, Este hallazgo indica que la
Peroxisomicina Al inhibe la actividad de la catalasa Gnicamente en
ensayos in vitro con enzima purificada, siendo incapaz de ejercer su poder
inhibitorio en sistemas in vivo; lo anterior sugiere que la catalasa en
forma directa, no esta involucrada en el dafio peroxisomal y por

consiguiente tampoco en el mecanismo de accidn de la Peroxisomicina Al.

A este respecto existe informacion en la literatura sobre la estrecha

relacién entre peroxisomas y cancer. Se¢ ha demostrado que los
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peroxisomas se encuentran en nimero muy reducido en algunos tumores
malignos@%27:28), Por tal motivo se pensd que a concentraciones iguales,
las células malignas serian mas sensibles a ser destruidas por accidn de la
Peroxisomicina Al. Esta accion se ha comparado con el efecto
antineopldsico del [lamado Factor de Necrosis Tumoral, del cual se sabe
destruye a los peroxisomas en higado, y genera una disminucién de la

actividad de la catalasa hepaticat®),

En base a lo expuesto anteriormente y con el afdn de obtener
sustancias estructuralmente similares a la Peroxisomicina Al, se realizé un
rastreo quimico y toxicoldgico de otras especies del género Karwinskia
que crecen en México y que no habian sido estudiadas anteriormente0)

(Tabla 2 y 3).

Una de las especies que resultd interesante fue la K. parvifolia . Un
estudio quimico del fruto de esta planta, establecid la presencia de la
Peroxisomicina Al en grandes cantidades. Se encontrd, ademds otro
compuesto no descrito anteriormente en la literatura, el cual se liegd a
identificar como un diastereoisdmero de la Peroxisomicina A19Y, Los
resultados de la difraccién de rayos X en ambos compuestos, demastraron
que la diferencia entre ellos radica en el tipo de quiralidad que presenta el

carbono de la posicidn 3.
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TABLA 2

Cuantificacion de toxinas en diferentes especies del género

Karwinskia
PORCENTAJE
ESPECIES

T 514 T 544 T 496
K. humboldtiana 0.70 1.60 0.80
K. mollis 0.95 1.33 1.08
K. umbellata 0.05 0.75 0.50
K. subcordata 1.07 1.51 0.98
K. latifolia 0.50 * 1.10
K. parvifolia 1.02 * 1.58
K. calderonii 0.70 075 2.00
K. rzedowskii * * 1.60
K. venturensii * * 0.11
K. tehuacana 0.33 0.83 0.40
K. jronstonii * 2.10 0.70

* No detectados.
N. Wuksman y cols., Rev, Latinoamer. Quim., (1989)C0),
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TABLA 3

Letalidad por via oral en ratones cepa CD1 obtenida con el
fruto de diferentes especies del género Karwinskia

DOSIS

ESPECIES 1.5 gr/Kg 2.5 gr/Kg
% Letalidad % Letalidad

K. humboldriana 100.0 100.0
K mollis 0.0 71.4
K. umbellata 14.3 85.7
K subcordata - 14.3
K. latifolia - 0.0
K. parvifolia 71.4 100.0
K. calderonii 2 214
K. rzedowskii - 28.5
K venturensii - 0.0
K tehuacana = 28.5
K. jhonstonii 100.0 100.0

N. Waksman y cols., Rev. Latinoamer. Quim., (1989)C50},
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De esta forma se determiné que la Peroxisomicina Al corresponde al
isémero 3R3'R y el diastereoisémero corresponde al isémero 3S3'RU3),
De acuerdo a la nomenclatura establecida por Steglish y de acuerdo al
resultado del Dicroismo Circular, se decidid denominar a este

diastereoisémero como Peroxisomicina A2.

En estudios posteriores con el fruto de esta misma planta, se llegaron
a identificar otros compuestos, uno de ellos fue otra de las antracenonas
diméricas que normalmente se encuentra en estas plantas, la llamada
T516. Ademas se identificaron dos compuestos mas, no reportados
anteriormente en la literatura, de los cuales uno resultd ser, otro
diasterevisomera de la Peroxisomicina Al y el tercero se identificé como
un isémero posicionul, también de la Peroxisomicina A1G2, Acorde a la
nomenclatura anterior, estos nuevos compuestos s¢ denominaron como

Peroxisomicina A3 e [soperoxisomicina Al respectivamente (Figura 3).

En consideracién a la estrecha relacidon estructural entre la
Peroxisomicina A2 y la Peroxisomicina Al, y por ser considerada esta
tltima como un posible agente antineopldsico, ha resultado de gran interés
continuar con los estudios quimicos y toxicoldgicos con este nuevo

cormpuesto y comparar la respuesta entre ambas sustancias.
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T-516 Peroxisomicina A3

Isoperoxisomicina A1

Figura 3

Compuestos aislados del fruto de la K. parvifolia. Rivas, V. M. Tesis de
Maestria (1995)C2),
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En lo que respecta a los estudios toxicoldgicos realizados en ratones
cepa CD1, se demostrd que la Peroxisomicina A2 ataca a los mismos
Organos blanco que la Peroxisomicina Al, pero su toxtcidad resultd
aproximadamente de 3 a 5 veces menor que ésta®3,

Sin embargo, en estudios realizados in vitro con diferentes lineas
celulares benignas y malignas, se comprobé que este compuesto no tiene la

selectividad que caracteriza a la Peroxisomicina A109),

Otras plantas analizadas fucron la Karwinskia umbellaia y la
Karwinskia tehuacana, de las cuales se atslaron dos nuevas antracenonas
dimericas. De la K. umbellata se aislé la Isoperoxisomicina Al y de la K.
tehuacana la T-51003), Actualmente la accion bioldgica de estos nuevos

compuestos es motivo de investigacion.

Se han encontrado antracenonas de este tipo en otros productos
naturales, por ¢jemplo en algunas especies del género Cassial36.37), y en
hongos del género Cortinarius®® (algunos ejemplos se muestran en la
figura 4 y 5).

Uno de estos productos (Flegmacina) es estructuralmente similar a la
Peroxisomicina Al, y también ha sido objeto de solicitud de patente como

potencial agente antineopldsico.
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Torosacrisona

Singueanol [

Figura 4

Compuestos antracendnicos aislados del género Cussia.

Atrovirina

Flegmacina

Figura 5

Compuestos antracenénicos aislados del género Cortinarius.
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En forma paralela al afdn por descubrir nuevos antineoplasicos, ha
surgido en anos atrds una linea de investigacién, adoptada por muchos
laboratorios, que pretende entre otras cosas aportar nuevos firmacos en
forma semisintética, realizando variaciones estructurales en los
antineopldsicos de uso actual. Por esta via los resultados han sido muy
satisfactorios, ya que existen reportes de la creacién de anlogos altamente
activos, que exhiben una excelente accién antitumoral. Muchos de ellas
han reducido en gran parte los efectos colaterales toxicos que la droga
original mostraba, y tienen en la actualidad una mejor aceptacion en la
terapia contra el cincer; en algunos casos llegaron a desplazar al
medicamento original.

Un ejemplo de esto lo constituyen los estudios realizados con la
familia de las Antraciclinas que representan una clase de agentes
anticancerosos ampliamente prescritos®, Esta familia de compuestos
datan del descubrimiento original de la Daunorrubicina y la
Doxorrubicina (Figura 6) en los afios 60's. A partir de esta fecha estas
sustancias han sido sujetas a extensas investigaciones, entre las cuales se
encuentran ingeniosas estrategias encaminadas a la modificacion
estructural de las mismas. De esta forma, se han llegado a sintetizar un
gran nimero de derivados, muchos de los cuales han resultado mejores
antineopldsicos que las compuestos originales. Algunos de ellos exhiben
una toxicidad cardiaca menor que la del compuesto original, alteraciéon

que limitaba en mucho el valor clinico de estos medicamentos. Entre estos
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derivados se puede mencionar la Epirrubicina y la Mitoxantrona. Esta
dltima es una aminoantracenodiona, que carece de capacidad para
producir radicales libres del tipo de la quinona; esto origina que su

toxicidad cardiaca sea menor que la de la Doxorrubicina®@®, (Figura 7).

Figura 6
Estructura quimica de la Doxorrubicina (R = OH) y la Daunorrubicina
(R = H), antibidticos antraciclinicos.

NH-

HN OH

Figura 7
Estructura quimica de 1a Mitoxantrona.
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Otro ejemplo que resulta interesante citar, lo constituye el Paclitaxel
(Taxol); como se menciond anteriormente, este compuesto entrd al
mercado a partir de 1992 y es considerado como una alternativa

promisoria en la quimioterapia del céncer.

El Paclitaxel es un compuesto dipertenoide que contiene un anillo
taxano como nicleo (Figura 8) sustituido en el C-13 por una cadena
lateral, la cual resulta esencial para su actividad antitumoral. La
modificacién quimica de la cadena lateral permitié sintetizar un andlogo
mds potente, el Docetaxel (Taxotere) el cual ha demostrado actividad

contra carcinomas de ovario y mama, al igual que el farmaco original.®

|
H OH

Figura 8
Estructuras quimicas del Paclitaxel (R;: fenilo, R,: acetilo) y su andlogo

mads potente, Docetaxel (R,: terbutoxy, R,: H).
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De igual forma, la familia de las Tetraciclinas ha sido ampliamente
estudiada®®®; aunque estos compuestos no tienen actividad antineoplésica,
ilustran claramente los resultados de la manipulacién quimica, con la cual
se llegb a establecer los grupos funcionales en la molécula que no deben
ser modificados para que este tipo de compuestos no pierdan o disminuyan

su actividad biolégica (Figura 9).
En base a los resultados obtenidos al manipular quimicamente la

Tetraciclina, surgié el interés de sintetizar derivados funcionales de la

Peroxisomicina Al.

Manipulable

No Manipulable

Figura 9
Relacidn estructura-actividad en la Tetraciclina.
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Como ya se menciond anteriormente, la Peroxisomicina Al es un
compuesto aislado de fuentes naturales, con una selectividad que muy
pocos medicamentos de uso actual poseen, razén por la cual se contempla
como un compuesto con gran posibilidad de convertirse en una alternativa

mas en la terapia contra el cancer.

A través de los andlogos sintetizados a partir de este compuesto, se
podria llegar a establecer cudl o cudles son los grupos funcionales
responsables de la accién bioldgica que exhibe la Peroxisomicina Al; de
esta manera se daria el primer paso para establecer alguna relacién
estructura-actividad en este compuesto. Ademds podrian resultar
deriva&os que ayuden a mejorar la estabilidad y solubilidad de este
compuesto en el organismo, tal y como sucedié en el caso de las

Antraciclinas antes mencionadas.

Otra de las cosas importantes que pudieran surgir de este trabajo, es
que alguno de los derivados obtenidos resultara inmunogénico a través de
la unién con una proteina (ya que la Peroxisomicina Al por su bajo peso
molecular no es antigénica), con lo cual se obtendrian anticuerpos contra
esa sustancia, lo que abriria otras dreas de estudio, que serian de suma
importancia para la linea de investigacién que se realiza en lo

concerniente al género Karwinskia.
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Para el desarrollo apropiado de las variaciones estructurales de
cualquier droga, es un prerequisito el conocer las propiedades
fisicoquimicas de las sustancias a modificar, por tal motivo para este
estudio se tomaron como referencia estudios previos realizados con la
Peroxisomicina Al, como son los estudios de solubilidad, constantes de
particién lipido/agua realizadas con diferentes solventes orgdnicos y a

diferentes pH, asf como la determinacién de la constante de acidez.

Ademds, se tomdé como referencia los resultados de la cinética de
degradacion de la Peroxisomicina Al con variaciones de pH, temperatura
y Iuz@h,

Los resultados anteriores permitieron establecer que la
Peroxisomicina Al es termoldbil con poca estabilidad a temperatura
mayor de 40 ©C, fotosensible, fAcilmente oxidable con el oxigeno

ambiental y degradable a pH basicos (Tabla 4).

Estas observaciones fueron consideradas como indispensables para

elaborar adecuadamente la estrategia que se siguié en este trabajo de tesis.
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TABLA 4

Propiedades fisicoquimicas de la Peroxisomicina Al.

Punto de fusion 179 - 181 °C
pKa 727 £ 0.09
Kpa

Butanol/Agua

pH 2.5 4.500 £ 0.900
pH 6 4.000 + 0.900
pH9 1.560 £ 0.300
pH 12 0.007 = 0.002
t 1,
37°C horas
pH 2.5 148* 158%**
pH 6 60*  70*¥
pH 9 25% 45%%*
Solubilidad mg/mL
DMSO 50.00
CHCl, 20.00
Octanol 10.00
CH,0H 1.00
He xano 0.09
H,0 0.01
*Luz

** Oscuridad

Martinez, L. E., Tesis de Maestria U.A.N.L., (1990)@1),
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HIPOTESIS

La modificacion estructural de la Peroxisomicina Al provoca

cambios importantcs en su actividad bioldgica.

OBJETIVO GENERAL

Realizar modificaciones moleculares en 1a Peroxisomicina Al con el

propésito de encontrar relaciones de estructura-actividad.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Aislamiento y Purificacién de la Peroxisomicina Al.
2.- Verificacion de la pureza de la Peroxisomicina Al.

3.- Obtencidn de derivados de la Peroxisomicina Al que conduzcan al
bloqueo de los hidroxilos fendlicos, sustitucién en los anillos
aromaticos y blogueo del grupo carbonilo.

4.- Aislamiento y purificacién de los productos de tales reacciones.
S.- Verificacion de la pureza de los productos anteriares.

6.- Determinacidn de las constantes fisicas y anélisis espectroscépicos para
la elucidacién de la estructura de los productos que resulten de

interés, obtenidos en el punto 4.

7.- Determinacién de la accidn bioldgica de los derivados (seleccionados

en el punto 6) mediante los siguientes ensayos:

a) Determinacidn del efecto de los derivados de la Peroxisomicina Al
sobre la actividad de catalasa de origen bovino in vitro,
b) Valoracidn de la accidn de los derivados de la Peroxisomicina Al

sobre la actividad celular in vitro.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Material biolégico

Se trabajo con el fruto de K. parvifolia proveniente del municipio de
Choix en Sinaloa, la cual fue recolectada en Diciembre de 1992, Esta
planta fue identificada y clasificada por primera vez por Femdndez Nava
del I.PN. Existe un ejemplar depositado en los herbarios E.N.C.B. y
MEXU.

2.1.1.1 Clasificacion taxonémica de la K. parvifolia

Familia: Rhamndceas

Nombre comdn: Cacachila

Distribucién geogréfica: Sinaloa y Sonora

Usos: A este taxdn no se le canoce uso alguno. En el Noroeste de
Meéxico se le conoce como planta venenosa, ya que s¢ ha visto que
animales, principalmente ganado caprino, que consumen frutos de esta

planta perecen generalmente por asfixia.
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Descripcion botdnica:

Arbusto de 2-3 m de alto, ramas glabras. Hojas opuestas o
subopuestas, laminas oblongo-lanceoladas, de 1.4-2.0 cm de largo,
1.0-1.2 ¢cm de ancho, haz y envés glabros, margen crenado, con
pequeiias manchas negras, dpice obtuso, base obtusa o redondeada;
peciolos delgados de 3-4 mm de largo, glabros; estipulas deltoides de
aproximadamente 1 mm de largo, glabras, persistentes. Inflorescencias
dispuestas en cimas axilares de 3 a 4 flores, pedinculo floral ausente o de
estar presente hasta de 2 mm de largo, con pequeiias motas negras sobre la
superficie, glabro; pedicelos en la fructificacion de 4-5 mm de largo; copa
floral infundibuliforme, de 2 mm de largo, glabra; sépalos deltoides, de
0.5-1.0 mm de largo, carinados; glabros; pétalos blancos, unguiculados y
cimbiformes, ligeramente mds cortos que los estambres, persistentes,
disco delgado, verde a café-oscuro, estigma 2-lobado, persistente en los
frutos maduros.

Frutos axilares, frecuentemente solitarios, verdes en la juventud,

café-claros en la madurez, de 4.5-5.0 mm de largo; 1 semilla por l6culo.

2.1.2 Material y equipo general

2.1.2.1 Solventes

Grado analitico;

De este tipo fueron los solventes utilizados para las extracciones,

29



CCE, CC Gravitacional, CC de baja presidn, CLAR preparativo, asi como
aquellos utilizados en cada una de las reacciones efectuadas y en las
técnicas empleadas para determinar la actividad bioldgica de los
derivados.

Grado HPLC:

De este tipo fueron los solventes utilizados en el CLAR analitico,
preparativo y semipreparativo.

Deuterados:

El cloroformo utilizado para la obtencién de los espectros de RMN

fue de este tipo.

2.1.2.2 Reactivos

Los reactivos utilizados en cada una de las reacciones efectuadas, as{
como aquellos utilizados para los ensayos biolégicos se obtuvieron de las
casas comerciales Sigma Chemical Co., Aldrich Chemical Company Inc. y
de Merck.

Sigma:

N-cloro-succinimida, 95-98%.
N-N-Dimetilformamida.

Catalasa de higado bovino (E.C.1.11.1.6.).
Peréxido de hidrégeno 30% (v/v).

Suero fetal bovino.

Medio nutritivo de MEM,

Tripsina.
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Aldrich:

Diazald (N-metil-N-nitroso-p-toluensulfonamuda).
Borhidruro de Litio, 95%.

Merck:

Etanol absoluto.

Sales de KH,PO,4 y K;HPOy,.

Lineas celulares: Fueron obtenidas de American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, Maryland, USA):

Células normales de Higado humano: Chang CCL-13.

Células malignas de Higado humano: Hepatoma G2, Hb-8065.

2.1.2.3 Técnicas Cromatograficas

CCF en silica:
Cromatofolios AL de silica gel 60 F254 Merck, espesor de 0.2 mm.
Eluentes: 1a Benceno-acetona (1:1)

1b Benceno-acetona (3:1)

1 ¢ Acetato de etilo.

CCF en Fase Reversa:
Cromatoplacas TLC de Silica gel RP-18 F254, Merck.
Eluentes:  2a Metanol-agua (65:35)

2b Metanol-agua (80:20)

Deteccion en CCF:
Lidmpara UV: GELMAN SCIENCES, INC. Modelo No. 51438 de
253.7 y 375.0 nm. Revelador: Solucién de KOH al 5% en etanol.
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CC gravitacional:

Silica gel 60 para cromatografia en columna, tamaiio de particula
0.063-0.200 mm, Merck.

Eluente: 3a Acetato de etilo.

CC Flash:

Silica gel 60 para cromatografia en columna, tamafio de particula
0.063-0.200 mm, de Merck.

Eluente: 4a Benceno-acetona (3:1) con 0.1% de 4c. acético.

CC de baja presion.
1.- Columna Lobar Lichroprep Si 60 (40-63 pum), tamafio B (310-25
mim) para cromatografia de liquidos, Merck.
Eluentes: 5a Acetato de etilo.

S5b Acetato de etilo-acetona (15:1), (10:1), (5:1), (1:1)
Flujo: 1.5 mL/min,

2.- Columna Lobar Lichroprep RP-18 (40-63 pm), tamafio B (310-
25 mm), para cromatografia de liquidos, Merck.
Eluentes:  6a Metanol-H,0-Ac. acético (75:25:1.6).
6b Acetonitrido-H,O-Ac. acético (50:50:1.6).
Flujo: 1.5 mL/min.
Temperatura: 25 °C.

CLAR Analitico:
Cromatdégrafo de liquidos HEWLETT-PACKARD Modelo 1090 con
arreglo de diodos. Columna FR ODS de 100 x 2.1 mm con tamafio
de particula de 5 pm.
Eluente 7a Condiciones:

A=Metanol
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B=Agua-acetonitrilo-dc. acético (80:20:1.6).

Tiempo (min.) %A %B
0-4 80 20
4-6 100 0
6-8 100 0
8-10 80 20
Eluente 7b Condiciones:
=Metanol
B=Agua-acetonitrilo-dc. acético (65:35:1.6).
Tiempo (min.) %o A %B
0-4 65 35
4-6 100 0
6-8 100 0
8-10 65 35

Flujo: 0.4 ml./min.
Temperatura: 26.9 °C.
A= 410 nm

CLAR semipreparativo:
Cromatdgrafo Waters Prep LC 2000. Columna analitica de 8§ mm X
100 mm Radial-PakTM Liquid Chromatography cartridge, tipo
SMBCIS8 10 tm.
Eluente: 8a Condiciones:

A= Acetonitrilo

B= Agua-dc, acético al 1.6%

Flujo= 4 mL/min.

A= 440 nm
Tiempo (min.) %A %B Curva¥®
0-5 50 50 6
5-10 100 0 6
10-15 100 0 6
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CLAR Preparativo:
Cromatdgrafo Waters Prep LC 2000. Columna de 40 mm X 100 mm

Radial-PakTM Liquid Chromatography cartridge, SMBC18 10 pum.
Eluente: %a Candiciones:

A= Acetonitrilo

B= Agua-ic. acético al 1.6%

Flujo= 70 mL/min.

A= 440 nm
Tiempo (min.) %A %B Curva¥*
0-6.8 50 50 6
6.8-11.B 100 0 6
11.8-30 100 0 6

*Ver apéndice 1.

2.1.2.4 Equipo general

Evaporaciones: Se realizaron €n un rotavapor Buchi a temperatura

inferior a 40°C.

Desecacién de muesiras: Se utilizd una Pistola de Desaga.

Centrifugaciones: Se realizaron en una centrifuga refrigerada CPKP

de Beckman.

Puntos de fusion: Se determinaron en un aparato Electrothermal.
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Liofilizacion: Se utilizd una liofilizadora Freezemabile 12, Virtis.

Espectros UV-Visible: Se obtuvieron en un espectrofotdmetro
Beckman DU 7500 con arreglo de diodos y controlador de

temperatura Peltier.
Espectros Infrarojos: Fueron realizados en pastilla de KBr en un
aparato Perkin Elmer 1710 con TF y en un Brucker Vector 22 con

aditamento ATR.

Espectros de Masas: Se obtuvieron por impacto electronica,

utilizando un espectrometro HP 5985,

Espectros de RMN: Se obtuvieron en un aparato Brucker (400.13

MHz !H, 100.62 MHz 13Q).

Evaluacion microscopica en los ensayos de citotoxicidad: Se realizd

en un Invertoscopio Axiovert 100 de Carl Zeiss.

Incubacion de las lineas celulares: Se utilizd una incubadora NAPCQ,

modelo 5410.
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2.2 METODOS

2.2.1 Aislamiento y purificacion de la Peroxisomicina Al

Figura 10.

Extracciones:

Se utilizé el fruto molido de K. parvifolia, ¢l cual se extrajo varias
veces con acetato de etilo. El extracto se evapord y precipitd con éter de
petroleo, con lo cual se obtuvo un precipitado (ppt. 1). El ppt.1 se sometid
a extracciones con metanol de las cuales €l sobrenadante (Sob.1) contenia
principalmente Peroxisomicina Al, Peroxisomicina A2 y compuestos de tg
similares a la Peroxisomicina Al. El Scb. | se evapord y precipitd con
éter de petrdleo obteniendo de esta forma un ppt. 2 y un Sob. 2.

Todas las extracciones se realizaron a temperatura ambiente.

Purificacién de la Peroxisomicina Atl:

Figura 10

El ppt. 2 se sometié a CC Flash utilizando el eluente 4a. De esta
forma se abtuvo una fraccion enriquecida en Peroxisomicina Al, la cual
fue sometida a CLAR (FR-C18) utilizando ¢l eluente 6a para asi

finalmente obtener Peroxisomicina Al pura.
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Fruto molido de K. parvifolia

Extraccién con AcOEt

Extracto Residuo

§.-Evaporacion.
2 -Precipitacidn con éter de petréleo.

Precipitado 1 (ppt. 1)

Extraccién con metanol.

Sobrenadante 1 (Sob. 1) Residuo
(PA1 + PA2 + Conp. polares) (T496)

1.-Evaporacion.
2 -Precipitacidn <on éter de petrdleo.

Saobrenadante 2 Precipitado 2 (ppt. 2)
FaLL Cromatografia flash
Eluente 4a
PA 1+ PA2 + Comp. polares PAZ +PAL T49%6
CLAR (FR-C18) CLAR (FR-C18)
Eluente 6a
PA1 PA2
Figura 10

Diagrama de extraccion y purificacién de la Peroxisomicina Al
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2.2.2 Verificacién de la pureza de la Peroxisomicina Al

Se determiné basdndose en dos pardmetros:
Pureza quimica:

a.- Determinacion del punto de fusién.
b.- CCF en sflica gel 60, con los eluentes 1a y 1b.
c.- CLAR analitico RP-18, con el eluente 7b.

Pureza biolagica:

a.- Valoracidn del grado de inhibicién de la catalasa in vitro.

b.- Valoracion de la actividad citotoxica in vitro.

2.2.3 Obtencion de los derivados

Se realizaron ensayos preliminares para cada uno de los
procedimientos seleccionados en cada reaccidn.

Para evitar la degradacion de la Peroxisomicina Al se adapté cada
uno de los procedimientos a las siguientes condiciones de reaccién:

- Temperatura no mayor de 40°C.
- pH neutro o ligeramente dcido.
- Atmdsfera libre de oxigeno (corriente de N, o Argén).

~ Proteccion contra la luz,

Se monitored la formacién de productos de degradacién por medio
de CCF en silica gel (eluentes 1a y 1b), revelando las placas con KOH en
etanol. Una vez establecidas las condiciones 6ptimas en cada reaccidn, se

procedid a realizarlas en escala preparativa.
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2.2.3.1 Bloqueo de los hidroxilos fendlicos

Se realizé mediante la sintesis de éteres metilicos con diazometana, ¢l
cual se obtuvo a partir del diazald.

La reaccidn tedrica se muestra a continuacién:

Figura 11
Bloqueo de los hidroxilos fendlicos: reaccién de metilacién.

Procedimiento:

Metilacidn de 250 mg de Peroxisomicina Al.
Se armd el equipo tal y como se muestra en la Figura 12, y se
utilizaron los reactivos como se indica. Una vez que se alcanzd la

temperatura del baio de agua a 65 °C se did inicio a la reaccidn con el
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agregado gota a gota de la solucidn del diazald (2.5 g en 22.5 mL de éter
etilico) al matraz 4 (ver Figura 12) ¢l cual contenia 2.5 g de KOH
disueltos en 5 mL de etanol y 4 mL de agua destilada bajo constante

agitacion magnética.

De esta forma se generd cn el matraz 4 el diazometano gaseoso. Este
gas junto con el éter etilico después de pasar por el dedo frio (enfriado
con CO, sdlido-acetona) condensaron directamente sobre el matraz que
contenia la Peroxisomicina Al disuelta en etanol. De esta forma ocurrio la

metilacién de la Peroxisomicina Al.
La reaccidn finalizd cuando se agoté la solucidn del diazald. Una vez
finalizada la reaccidn se evapord el solvente, se recuperd el producto con

acetato de etilo y se precipitd con hexano.

Se corrobord la desaparicion de la Peroxisomicina Al realizando

CCF en silica gel utilizando el eluente 1c¢.
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1- Peroxisomucina Al disuelta en etanol.

2- Trampa de éter etilica.

3- CQ, sélido en acetona.

4- Solucién de KOH (etanol al 95%-H,0).
S- Solucién de diazald en éter etflica.

6- Bario de agua a 65 °C.

7- Bafio de hielo-NaCl a-21 °C.

Figura 12

Esquema de la reaccién de metilacidn.
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2.2.3.2 Sustitucién electrofilica arom:itica

Para este fin se llevé a cabo una reaccidn de cloracidn:

La reaccion tedrica se muestra en la siguiente figura:

OH OH QO

Necloro
succinimida
DMF

Figura 13

Sustitucién electrofilica aromatica: reaccion de cloracidn.

Para precisar el producto termodinamicamente mas estable, se realizd
el cdlculo de densidad electrénica de la Peroxisomicina Al, con la
representacion grifica del orbital HOMO, se utilizd para ello el programa

de cédlculos semiempiricos de Mac Spartan plus.
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Procedimiento:

Cloracion de 250 mg de Peroxisomicina Al.

En un matraz de 3 bocas se dejé entrar y salir N, y se colocé la
Peroxisomicina Al disuelta en dimetilformamida (en cantidad suficiente
hasta solucion homogénea). A través de un embudo de adicién se afiadid
gota a gota una solucién de N-cloro-succinimida (143 mg disueltos en
cantidad suficiente de DMF), bajo agitacién magnética y bafio de hielo.

Se 1levé el control de la reaccién con CCF fase reversa con los
eluentes 2a y 2b asi como por CLAR analitico con los eluentes 7a y 7h.
Se did por terminada la reaccién cuando en los cromatogramas anteriores
se observd la desaparicion de la Peroxisomicina Al.

Se liofilizé el producto de la reaccidn, congelado previamente con
nitrégeno liquido, (este paso se realizd para eliminar en forma rdpida la
DME ya que tiene un punto de ebullicion de 153°C). El producto
liofilizado se disolvié con la minima cantidad de una mezcla CHCI; y
AcOEt (1:1) y finalmente s¢ precipitd con hexano. Se analizé el
precipitado asi obtenido por medio de CCF fase reversa con los eluentes

2a y 2b y por CLAR analitico utilizando los eluentes 7a y 7b.

Para determinar la presencia del clore se realizé fusion con sodio al
producto obtenido, realizando posteriormente una prucba cualitativa para

la determinacién de halégenos (AgNO4 en etanol).
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2.2.3.3 Bloqueo del grupo carbonilo

Para lograr el bloqueo del grupo carbonilo se realizd un
procedimiento en dos pasos:

1®f paso: metilacién del OH 9 y 9'.
OH OH O OH  Obfiz 9

QIOT e

CH,N, e OH
@ o Me
@‘ Q

HO Me

Figura 14
Bloqueo del grupo carbonilo, primer paso: metilacién del OH 9 y 9",

240 paso: reduccién.

HO MeO H QH

LiBH

Figura 15
Bloqueo del grupo carbonilo, segundo paso: reaccién de reduccién.
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Procedimiento:

Reduccién de 250 mg de Peroxisomicina Al.

En un matraz de 3 bocas se dej6 entrar y salir N, y se colocd la
Peroxisomicina Al {previamente metilada en las posiciones 9 y 9'}
disuelta en tetrahidrofurano (en cantidad suficiente hasta solucién
homogénea). A través de un embudo de adicidn se aiiadid gota a gota una
solucidén de LiBH,4 (266.4 mg disueltos en cantidad suficiente de THF),

bajo agitacién magnética a temperatura ambiente.

Se llevo el control de la reaccién con CCF en silica gel usando el
cluente 1¢. Cuando en el cromatograma anterior se observo la
desaparicién del compuesto original se finalizé la reaccion agregando

metanol.

El solvente se evaporé y el producto se recuperd en AcOEt, el cual
fue lavado varias veces can agua destilada. Se separaron las fases; la fase
acuosa se extrajo repetidas veces con AcCOEt. Las fases orgdnicas se
juntaron, evaporaron y recuperaron en la minima cantidad posible de

AcQEt, para finalmente precipitar con hexano.

El precipitado asi obtenido se analizé por CCF en silica gel, usando el

eluente 1¢, ademas de obtener su espectro IR.
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2.2.4 Aislamiento y purificacién de los derivados

2.2.4.1 Aislamiento y purificacion a partir del producto de

la reaccion de metilacion.

El producto de la reaccidn se sometid a CC gravitacional usando el
eluente Ja. Las fracciones obtenidas se analizaron por CCF en silica gel
con el eluente 1c. S¢ juntaron fracciones similares las cuales se
evaporaron, recuperindose en AcOEt para finalmente precipitar con
hexano. Las precipitados de interés (aquellos que se obtuvieran en més
cantidad y en los que se observaba algin compuesto mayoritario) se
sometieron a CC de baja presion utilizando el cluente 5a. Después de
analizar y procesar las fracciones de igual forma que en la cromatografia
anterior, sc¢ lograron purificar 4 derivados designandose como

compuestos 1, 2, 3, y 4.

2.2.4.2 Aislamiento y purificacion a partir del producto de

la reaccion de cloracion.

El producto de la reaccidn se sometid a CC de baja presion en fase
reversa, con el eluente 6b. Se analizaron las fracciones obtenidas
utilizando CCF fase reversa usando el eluente 2a y 2b. Se separaron en

fracciones similares, se evapord el solvente, se precipitaron y se
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recuperaron en la minima cantidad de CHCl;, para finalmente
precipitarlas con hexano. De estos precipitados se selecciond el que se
obtuvo en mayor cantidad y en ¢l que se observd algin compuesto
mayoritario. El precipitado asi seleccionado se sometié a CLAR analitica
fase reversa, con ¢l eluente 1a, para establecer con ¢llo las condiciones
optimas de purificacion. Una vez establecidas las condiciones se sometio el
mismo precipitado a CLAR preparativa, usando el eluente 9a. Se
analizaron las fracciones asi obtenidas utilizando CCF fase reversa con ¢l
clucnte 2a y 2b, asi como por CLAR analitico (eluentes 7a y 7b). Se
separaron fracciones similares y después de evaporar y precipitar con

hexano se obtuvo un derivado puro, ¢l cual se designé como compuesto §.

2.2.4.3 Aislamiento y purificacién a partir del producto de

la reaccion de reduccion del carbonilo.

El producto de la reaccion se sometiG a CC en silica gel de baja
presion, utilizando el eluente Sb. Las fracciones obtenidas fueron
analizadas por CCF en silica gel, utilizando el eluente 1¢. Se separaron en
fracciones similares, se evaporaron y se recuperaron en la minima
cantidad de AcQEt, para finalmente precipitarlas con hexano. De esta

forma se obtuvo un derivado puro el cual se designd como compuesto 6.
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2.2.5 Verificacién de la pureza de los compuestos 1 al 6

A todos los derivados se les realiz6 RMN de lH.

Los derivados obtenidos en la reaccién de metilacién y en la
reduccidn del carbonilo, se sometieron a CCF en silica gel con el eluente
le. La pureza del derivado obtenido en la reaccidn de cloracién, se

constaté por CLAR fase reversa (eluentes 7a y 7b).
2.2.6 Elucidacion de la estructura de los compuestos 1 al 6

De cada uno de los derivados se obtuvieron los siguientes espectros:
- Espectro UV-Visible

- Espectro IR

- Espectro de RMN de H

- Espectro de RMN de 13C

- Espectros de RMN de doble dimensidn

- Espectros nOe (en caso necesario)

- Espectro de Masas
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2.2.7 Valoracion de la Actividad Bioldgica

2.2.7.1 Determinacion de la accion de los derivados sobre

la actividad de catalasa in vifro.

Para este fin se utiliz6 un método espectrofométrico basado en la
medicién de la disminucidén de la Absorbancia del perdxido de hidrégeno
a 240 nm, pH 7.4 y 25 °C. Las tasuas de reaccidn enzimdtica se midieron en
un espectrometro Beckman DU 7500 equipado con paquete de cinética
enzimatica.

a)- Determinacion del 100% de actividad de la catalasa.

En una cubeta de cuarzo de | cm de trayecto dptico se agregaron las
stgulentes soluciones:

- 950 pL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM, pH
de 7.4,

- 40 uL de la solucidn de catalasa: a partir de una solucién patrén de
la enzima de 10 mg/mL en solucion amortiguadora de fosfato de paotasio,
se prepard una dilucién 1:150.

- Se agitd y se tomé la lectura de Absorbancia a 240 nm (Lectura del
blanco).

- Se disparé la reaccidn enzimdtica agregando 10 pL de H;0,
(dilucidn 1:5 de peréxido de hidrégeno al 30% en solucién amortiguadora

de fosfato de potasio).
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- Se agitd y se tomd la lectura de Absorbancia a 240 nm cada minuto
durante 6 minutos.

Lo anterior se realizé por triplicado para obtener ¢l valor promedio.

La actividad enzimadtica de la catalasa se expresd como U/mL (UM de
peréxido de hidrégeno utilizado/min/mL).

b)- Determinacién del poder inhibitorio para cada uno de los

derivados.

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto Gptico se agregaron las
siguientes soluciones:

- 930 uL de solucién amortiguadora de fostato de potasio 50 mM a
pH de 7.4.

- 40 pL de la solucidn de catalasa (dilucion 1:150).

- 20 uL del derivado a probar disuelto en etanol.

- Se agitd y se tomo la lectura de Absorbancia a 240 nm (lectura del
blanco).

- Se dispard la reaccidén enzimdtica agragando 10 pL de H;0,
(dilucidn 1:5 de perdxido de hidrégeno al 30% en solucién amortiguadora
de fosfato de potasio).

- Se agitd y se tomé la lectura de Absorbancia a 240 nm durante 6
min.

Lo anterior se hizo por triplicado variando la concentracion UM de
cada derivado y, en base a e¢llo, se calcul$ en cada caso el grado de

inhibicién de la catalasa causado por la adicion del compuesto.
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¢)- Determinacidn de la CI .

Para téa]iza.r las curvas de inhibicion de cada compuesto se utilizaron
diferentes concentraciones y se graficé el logaritmo de la actividad
restante versus la concentracidn.

Para cada concentracién se hicieron tres determinaciones de la
actividad enzimadtica, Se calculd con esto la actividad restante graficando
el valor promedio de las mismas. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el
método de minimos cuadrados contenido en el programa Cricket Graph.
Se obtuvo la ecuacidn de la curva y con ella se calculd la CI g para cada

derivado.

2.2.7.2 Valoracion de la acciéon de los derivados sobre la

actividad celular in vitro.

Las lineas celulares se obtuvieron de la American Type Culture
Collection y fueron las siguientes:
Células de higado de Chang (origen benigno).

Células de Hepatoma G2 (origen neoplésico).

a)- Obtencién de monocapa celular en placas de 96 celdillas.
Se utilizé una variable del método descrito por Lickiss®?). Las células
de ambas lineas fueron sembradas en frascos de cultivo, en medio esencial

minimo (MEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) 9:1; se
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mantuvieron en incubacién a 37 °C durante 3 a 4 dias hasta la formacién
de monocapa celular.

Transcurrido este tiempo, las monocapas celulares fueron expuestas a
1.5 mL de tripsina al 0.25 %, durante 5 a 15 min., con el propésito de
desprenderlas del recipiente y separar las células entre si; posteriormente
las células fueron resuspendidas en medic MEM y se determiné la
concentraciéon celular en un hemocitémetro {cdmara de Neubauet),
ajustdndose a 20 x 103 células por cada 0.1 mL.

Se agregd 0.1 mL de la suspensidn celular (20,000 células) a cada
celdilla de la placa de 96; se incubaron a 37 °C hasta la formacién de la

monocapa cclular (24 - 48 hrs).

b)- Exposicion celular a los derivados y determinacion de la CTyy,.

Las placas fueron revisadas microscépicamente (Invertoscapio IM-35
Carl-Zeiss) para evaluar la formacién de la monocapa celular en todas las
celdillas.

El medio de cultivo de las placas fue retirado y se agregaron 100 pL
de medio MEM a las 96 celdillas; posteriormente se agregé el derivado de
la Peroxisomicina Al disuelto en etanol, en 12 concentraciones (160
pg/mL hasta 0.078 pug/mlL).

Se utilizaron tres celdillas para cada concentracion a evaluar, dejando
celdillas control en las cuales sélo se agregd el solvente (etanol).

Las 12 concentraciones de cada derivado de la Peroxisomicina Al,
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fueron evaluadas en tr?s ocasiones diferentes, en experimentos separados.

Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 72 horas. Una vez
concluido el periodo de incubacién, las células fueron revisadas
microscépicamente con diferentes factores de amplificacién (100x, 200x y

300x).

El criterio de citotoxicidad evaluado fue la adhesién celular a la placa
de 96 celdillas; las celdillas donde todas las células estaban desprendidas,
fueron consideradas como celdillas con concentracién citotéxica total
(CTygg), y las celdillas con adhesion celular igual a las c€lulas de las
celdillas control, fueron consideradas como celdillas con concentracién no

citotdxica (CTp).

La concentracion citotéxica 50% (CTsg) fue calculada como el
promedio geométrico entre la CT g (la cual di6 el efecto mdximo), y la
CTg (la cual no produjo daiio celular) de acuerdo a el criterio de

Ekwall“?,

Se evalud la selectividad de cada derivado, comparando las CTsgg

establecidas para la Peroxisomicina Al en cada linea celular.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA
PEROXISOMICINA At

Se utilizd €l fruto molido de la K. parvifolia como fuente para la
obtencion de la Peroxisomicina Al. La purificacién de dicho compuesto se

llevd a cabo segin el método descrito en la figura 10.

Para fines de este trabajo, el método de purificacién se realizd

repetidas veces.

3.2 YERIFICACION DE LAPUREZA DE LA
PEROXISOMICINA A1

Pureza Quimica:
a)- Punto de fusién: 179 - 182 °C.
b)- Rj en CCF en sflica gel, eluente 1a: 0.33
c)- Ry en CCF en silica gel, eluente 1b: 0.20
d)- tg en CLAR, eluente 7b: 2.6
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Pureza Bioldgica:
a)- % de inhibicidén de la catalasa en ensayos in vitro: 39.3%

b)- Actividad citotdxica in vitro después de 72 hrs de exposicién.

Linea celular CTs0
pg/mL

Chang 13-CCL 1.25 -2.50

Hepatoma G2 0.049 - 0.156

3.3 OBTENCION DE LOS DERIVADOS

3.3.1 Bloqueo de las hidroxilos fendlicos

Reaccion de metilacian.

Como producto de esta reaccién se obtuvo un precipitado color
amarillo claro (265 mg). Al analizar el producto anterior por CCF en
silica gel utilizando el eluente 1¢, se observaron alrededor de 10
compuestos con Ry diferentes y fluorescencia blanco-verdosa a 375 nm. EI
crumatograma aatertor se reveld con KOH en etanol resultando negativa

la formacién de hidroxiantraquinonas (coloracién caf€).

3.3.2 Sustitucion electrofilica aromatica

Reaccion de cloracion.
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Como producto de esta reaccién se obtuvo un precipitado caolor
verdoso (200 mg). El andlisis del producto anterior arrojé los siguientes
resultados:

- En la CCF fase reversa {eluentes 2a y 2b), se observaron alrededor
de 7 compuestos con Ry diferentes. Los cromatogramas anteriores se
revelaron con KOH en etanol, resultando negativa la formacién de
hidroxiantraquinonas (coloracidn cafe).

- Con el analisis por CLAR analitico utilizando los eluentes 7a y 7b,
se constatd lo observado en la CCF fase reversa.

- La prueba cualitativa de AgNO en etanol resultd positiva para el

cloro.

3.3.3 Bloqueo del grupo carbonilo

Reaccion de reduccidn.

Como producto de esta reaccidn se obtuvo un precipitado color
blanco-ostién (180 mg). Al analizar este producto por CCF en silica gel
(eluente 1c¢), se observaron alrededor de 5 compuestos, los cuales
presentaron fluorescencia blanca a 375 nm. El revelado de la CCF
anterior con KOH en etanol resultdé negativo (coloracién café). El
espectro IR del producto de esta reaccién muestra la desaparicion de la
banda a 1675 cm'l que corresponde al estiramiento del carbonilo en el

compuesto de referencia.
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3.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS DERIVADOS
DE LA PEROXISOMICINA A1

Se aislaron y punificaron 6 derivados semisintéticos como productos
mayoritarios en cada una de las reacciones anteriores.

Del bloqueo de los hidroxilos fendlicos se obtuvieron 4 éteres
metilicos denominados para fines de este trabajo como compuestos 1, 2,
Jy4.

De la sustitucién electrofilica aromdtica.se obtuve un derivado
clorado denominado como compuesto §.

Del bloqueo de los grupos carbonilo se obtuvo un derivado

denominado como compuesto 6.

3.5 VERIFICACION DE LA PUREZA DE LOS DERIVADQOS
DE LA PEROXISOMICINA A1l

La pureza de cada uno de los derivados de la Peroxisomicina Al se
confirmé por RMN de !H.

Caracteristicas cromatograficas:
Valores de Ryen CCF en silica gel, cluente 1c.

Peroxisomicina Al 0.14
Compuesto 1 0.21
Compuesto 2 0.27
Compuesto 3 0.22
Compuesta 4 0.16
Compuesto 6 0.23
Compuesto § tg condiciones 7a: 1.4 y 7h: 3.9
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3.6 ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA
3.6.1 Elucidacion de la estructura del compuesto 1

Para cumplir con este objetivo, se analizaron los siguientes espectros:

Espectro UV-Visible (Figura 16).

Espectro IR (Figura 17).

Espectro de masas (Figura 18).

Espectro de RMN de 'H (Figura 19 y 19a).
Espectro de RMN de 13C (Figura 20).
Espectro HMQC (Figura 21).

Espectro HMBC a 7 Hz (Figura 22).

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la
Figura 23 muestra la estructura propuesta para el compuesto 1. La
asignacién de cada una de las sefiales de 1H y 13C en la molécula se

presenta en la Tabla 5 y 6.
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FIGURA 23

Estructura propuesta para el compuesto 1.
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Asignacién del espectro de RMN de TH del compuesto 1

TABLA 5

(400.13 MHz, valores de & en CDCl;)

H o ppm JHz H S ppm JHz

2 2.84 2 2.89 (d) 124
CHs-3’ 1.32 (s) CH3-3 1.52 (s)

4 2.83(d) 16.76 4 3.29 (d) 16.1

3.02(d) 16.72

5 6.85 (d) 8.39 5 7.39 (d) 8.5

6’ .33 (1) 6 7.30 (d) 8.1
A 6.89 (d) 7.67 OH-8 10.25 (s)
OCH3-9’ 4.12 (s) OCH3-9 4.06 (s)
OH-¥%’ 10.17 (s) 10 7.55 (s)

TABLA 6

- Asignacion del espectro de RMN de 13C del compuesto 1

(100.62 MHz, valores de 6 en CDCl,)

C o ppm C 3 ppm

r 196.24 1 195.57

2’ 54.13 2 54.58

3y 70,82 3 71.16
CHs-3’ 29,47 CH3s-3 29.37
4 41,88 4 44.31
4’ 135,77 4a 137.57
5 117.06 5 118.66

6’ 133.44 6 130.75

T 111.09 7 120.35

8 156.67 8 153.21
8a’ 116.51 8a 116.61
9’ 159.20 9 159.84
9a’ 106.10 9a 107.53
107 131.33 10 124.52
10a’ 137.57 10a 138.33
OCH»9" 6441 OCH39  64.53
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3.6.2 Elucidacion de la estructura del compuesto 2

Para cumplir con este objetivo, se analizaron los siguientes espectros:

Espectro de masas (Figura 24).

Espectro de RMN de H (Figura 25 y 25a).

Espectro de RMN de 13C (Figura 26).

Espectro HMQC (Figura 27).

Espectro HMBC a 7 Hz (Figura 28).

Espectros nOe diferenciales (Figura 29 y 29a).

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la
Figura 30 mucstra la estructura propuesta para ¢l compuesto 2, La
asignacién de cada una de las sefiales de 'H y !3C en la molécula se

presenta en la Tabla 7 y 8.
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FIGURA 30

Estructura propuesta para el compuesto 2
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TABLA 7
Asignacién del espectro de RMN de 'H del compuesto 2
(400.13 MHz, valores de & en CDCl5)

H d ppm JHz H d ppm J Hz
2 2.83 (d) 15 2 2.88 (d) 124
CHs-3’ 1.30 (s) CH3-3 1.51 (s)
4' 268 (d) 161 4 33l @) 1lel
287 (d 154
5 6.89 (d) 83 5 1.37 (d) 8.5
6’ 7.37 (V) 6 7.32 (d) 3.1
i ~ 6.85 (d) 7.9 OH-8 10.21 (s)
OCH3-8’ 405 (s) OCH3-9 405 (3)
OH-9’ 15.38 {(s) 10 752 (s)
TABLA S

Asignacién del espectro de RMN de 13C del compuesto 2
(100.62 MHz, valores de d en CDCl,)

C 3 ppm C 3 ppm

 a 195.64 1 203.30

Z2 51.70 2z 54.51

3! 70.62 3 71.10
CHz-3' 28.95 CH3-3 29.34
4’ 4148 4 44 .28
43’ 13438 4a 137.38

3 118.37 S 131.13

6’ 118.50 6 134.16

7 106.05 7 120.54

g’ 160.33 3 153.51
8a’ 11541 8a 116.59

@ 165.76 9 159.79
9a’ 11047 Oa 119.39
10° 124.39 10 124.48
10a’ 139.81 10a 138.22
OCH3-8’ 56.38 OCH3-9 64.48
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3.6.3 Elucidacién de la estructura del compuesto 3

Para cumplir con este objetivo, se analizaron los siguientes espectros:

Espectro devmasas (Figura 31).

Espectro de RMN de 'H (Figura 32 y 32a).

Espectro de RMN de °C (Figura 33).

Espectro COSY 45 (Figura 34).

Espectro HMQC (Figura 35).

Espectro HMBC a 9 Hz (Figura 36 y 36a).

Espectfos nQOe diferenciales (Figura 37, 37a y 37b).

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la

Figura 38 muestra la estructura propuesta para el compuesto 3. La
asignacién de cada una de las senales de 'H y 13C en la molécula se

presenta en la Tabla 9 y 10.
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FIGURA 38

Estructura propuesta para el compuesto 3
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TABLA 9
Asignacidn del espectro de RMN de 'H del compuesto 3
(400.13 MHz, valores de & en CDCly)

H d ppm JHz H d ppm J Hz
2 2.84 (m) 2 290 (d)
CH3-%’ 1.29 (s) CH3-3 1.49 (s)
4’ 270 d) 16.76 4 3.28 (s)
301 (d 16.72
i 6.83 (d) 8.39 5 7.64 (d) 84
6’ 7.33 (1) 6 7.30 (d)
7 689 (d)  7.67 OCH3-8 340 (5)
OCH3-Y’ 4.12 (s) OCH3-9 396 (s)
OH-& 10.18 (s) 10 7.56 (s)
TABLA 10

Asignacion del espectro de RMN de 13C del compuesto 3
(100.62 MHz, valores de 6 en CDCl,)

C 8 ppm C d ppm

1’ 196.35 | 196.13

2 54.01 2 54.89

¥ 70.65 3 71.13
CH3-3' 29.40 CH3-3 29.39
4’ 42.11 4 44.34
42’ 135.67 4a 137.80

¥ 117.33 5 124.16

6’ 131.70 6 132.29

7 111.03 7 120.54

g 156.61 8 155.61
8a’ 116.41 8a 122.80

9’ 159.24 OCH3-8 62.30
OCH3-9 64.45 OCH3-9 63.57
9a’ 130.64 9 159.28
10° 139.36 9a 119.16
10a’ 138.20 10 12430
10a 129.73
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3.6.4 Elucidacién de la estructura del compuesto 4

Para cumplir con este objetivo, se analizaron los siguientes espectros:

Espectro de masas (Figura 39).

Espectro de RMN de !'H (Figura 40 y 40a).
Espectro de RMN de 13C (Figura 41).

Espectro COSY 45 (Figura 42).

Espectro HMQC (Figura 43).

Espectros HMBC a 7 Hz (Figura 44).

Espectros nOc diferenciales (Figura 45, 45a y 45b).

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la
Figura 46 muestra la estructura propuesta para el compuesto 4. La

asignacién total de las sefiales de 'H y 13C en la molécula se presenta en la

Tabla 11 y 12.
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FIGURA 46

Estructura propuesta para el compuesto 4
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TABLA 11

valores de 8 en CDCl5)

Asignacién del espectro de RMN de 'H del compuesto 4 (400.13 MHz,

H S ppm H S ppm
2’ 2.74 (m) 2 2.88 (m)
CH3s-3’ 1.29 (s) CH3-3 1.52 (s)
4 2.84 (d) 4 3.29 (d)
2.93 (d) 5 7.39 (m)
5 6.95 (d) 6 7.32 (m)
6’ 7.30 (m) OCH3-9 4.06 (s)
7 6.85 (d) 10 7.53 (s)
OCH3-8’ 4.00 (s) OH-8 10.22 (s)
OCH3-9’ 4.02 (s)
TABLA 12
Asignaci6n del espectro de RMN de 13C del compuesto 4 (100.62 MHz,
valores de & en CDCl,)
C é ppm C O ppm
I’ 196.39 1 195.55
“ K 54.55 2 54.55
3 70.83 3 71.09
CH3-3 29.28 CH3-3 29.33
4 42.09 4 44.34
4a’ 136.17 4a 137.46
5 118.61 5 133.77
6 118.61 6 129.14
7 106.49 7 122.39
g 158.72 8 153.22
OCH3-8’ 63.30 8a 120.90
8a’ 120.07 9 159.63
9 159.24 OCH3-9 64.53
OCH3-9’ 56.55 9a 116.64
9a’ 116.83 10 124.51
100 123.41 10a 138.29
102’ 138.58
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3.6.5 Elucidacion de la estructura del compuesto 5

Prediccién tedrica del producto termodindmicamente mas estable:
Con el calculo de densidad electrénica en la Peroxisomicina Al con la
representacion griafica del orbital HOMO, se observé que las zonas con

mayor densidad electrénica resultaron ser las posiciones 7'y 5'.

Para elucidar la estructura del compuesto 5, se analizaron los

siguientes espectros:

Espectro de RMN de 'H (Figura 47 y 47a).
Espectro de RMN de 13C (Figura 48).
Espectro COSY 45 (Figura 49).

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la

Figura 50 muestra la estructura propuesta para el compuesto 5.
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FIGURA 50

Estructura propuesta para el compuesto 5
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3.6.6 Elucidacion de la estructura del compuesto &

Para cumplir con este objetivo, s¢ analizaron los siguientes espectros:

Espectro IR (Figura 51).

Espectro de RMN de !H (Figura 52 y 52a).

Espectro de RMN de 13C (Figura 53).

Espectro DEPT 1335 (Figura 54).

Espectro COSY 45 (Figura 55).

Espectro HMQC (Figura 56).

Espectros nOc diferenciales (Figura 57, 57a, 57b y 57¢).

Como resultado del andlisis de cada uno de los espectros anteriores la

Figura 58 muestra la estructura propuesta para el compuesto 6.
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FIGURA 58

Estructura propuesta para el compuesto 6
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3.7 YALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

3.7.1 Determinacion del efecto de los derivados de la
Peroxisomicina Al sobre la actividad de catalasa en

ensayos in vitro.

La Tabla 13 muestra ¢l % de¢ inhibicidn sobre la actividad de la

catalasa a la mdxima concentracidn utilizada para cada compuesto.

TABLA 13

Determinacidn del efecto de los derivados de la Peroxisomicina Al sobre
la actividad de la catalasa.

Compuesto Concentracion % de inhibicdn
UM
PA1 39 50.0
1 295 119
2 36.6 15.7
3 28.8 22.4
4 54.0 85
5 36.5 373
6 184 26.8

12§



3.7.1.1 Determinacién de la CI,,

Se determind la CI;q después de graficar el logaritmo de la actividad
restante de catalasa versus las diferentes concentraciones para cada
compuesto analizado. Se obtuvo en cada caso la curva de regresidén

correspondiente; por medio de la ecuacidén de cada recta, se calculd la

Cl,q para cada compuesto.

TABLA 14

Efecto inhibitorio (Clyq) de los derivados de la Peroxisomicina Al sobre

la actividad de la catalasa.

Compuesto Ecuacion (:LINIIG
PA1 Log Act. = 1.9387-7.2763 €2 Conc. 0.21

1 Log Act. =2.0045-2.0136 e Conc. 2495

2 Log Act. = 2.0388-2.6682 €3 Conc. 23.05

3 Log Act. = 2.0492-1.9340 &3 Conc. 49.10

4 Log Act. =2.0405-2.1150 &3 Conc. 40.78

5 Log Act. = 1.9269-3.8837 &3 Conc. 7.04

6 Log Act. = 2.0297-9.0245 &3 Conc. 8.36
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3.7.2 Valoracién de

la accion de los derivados de la

Peroxisomicina Al sobre la actividad celular in vifro.

Se determind la CTsg para cada derivado después de 72 hrs de

exposicién con las dos lineas celulares utilizadas. Se cbtuvieron los

siguientes resultados:

TABLA 18

Concentracién citotdxica 50% de los derivados de la Peroxisomicina Al.

CTs
Hg/mL
Compuesto Chang 13-CCL Hepatoma G2
PA1 1.25-2.50 0.049 - 0.156
1 3.50-5.00 2.500 - 3.500
2 5.00 2.500 - 3.500
3 5.00 3.500
4 2.50-5.00 2.500
5 1.80-2.50 0.110- 0.440
6 3.50-5.00 3.500 - 7.070
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CAPITULO4

DISCUSION

Para la obtencidén de cantidad suficiente de Peroxisomicina Al y de
esta forma dar cumpliumniento a los objetivos planteados en este trabajo, fue

necesario repetir el método de purificacion varias veces,

Actualmente la Peroxisomicina Al se estd utilizando en ensayos
clinicos con seres humanos; debido a esto, una vez purificada, se somete a
un estricto control de calidad, el cual consiste en tomar como pardmetros
tanto la pureza quimmica como la pureza bioldgica. Los valores de dichos
pardmetros se tienen establecidos en nuestro laboratorio y son los que se
tomaron como referencia para establecer la pureza de la Peroxisomicina
Al utilizada cn este trabajo.

Para fines de esta tesis, se utilizé Peroxisomicina A1 de dos calidades
diferentes: una quimicamente pura y otra quimica y bioldgicamente pura.
Fue necesario hacer esta distincién considerando el costo que implica
obtener este compuesto con la pureza bioldgica adecuada.

De esta forma se utilizé Peroxisomicina Al de pureza quimica, para
realizar los ensayos preliminares de cada uno de los procedimientos

seleccionados en cada reaccidn.
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Como el objetivo en estos ensayos preliminares era el adaptar las
condiciones de reaccion a las de estabilidad de la Peroxisomicina Al, el
utilizar este compuesto con la calidad antes mencionada permitié realizar
variaciones de pH, temperatura y concentracién de reactivos, ¢n los casos
en los que no habfa evidencia de reaccién aparente.

Una vez establecidas las condiciones de reaccidon, se utilizd
Peroxisomicina Al quimicamente pura y bioldgicamente activa, para con
ella realizar cada procedimiento a mayor escala y tener de esta forma
cantidad suficiente de los derivados puros y caracterizados; esto permitié
finalmente valorar la actividad bioldgica de cada uno ellos.

Con la finalidad de simplificar la comprension de los resultados de
este trabajo, se dividié la discusién de cada una de las modificaciones
quimicas realizadas en la Peroxisomicina Al; al final se discute en forma
global los resultados obtenidos de la valoracién de la actividad biolégica

de los derivados sintetizados en cada reaccidn.

4.1 BLOQUEO DE LOS HIDROXILOS FENOLICOS

Para el bloqueo de los hidroxilos fendlicos se intentd sintetizar
diferentes derivados que nos condujeran al mismo fin. Para esto se

manipulé quimicamente los hidroxilos fendlicos mediante la sintesis de

éteres, ésteres y un glicésido.
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Para la sintesis de éteces se probd la reaccidn de metilacidn utilizando
diferentes reactivos. Al realizar un rastreo en la literatura encontramos
reportes que sefialan al diazometano como el reactivo de seleccién para
sintetizar €teres metilicos en sustratos muy parecidos al nuestro y obtener
productas con diferente grado de metilacién®@4+%3). A este respecto se
probé como fuente generadora de diazometano el hidrato de hidrazina,
con ¢l cual se obtuvo un bajo rendimiento. De la misma forma, se probé
la N-metil-N-nitroso-para-toluensulfonamida (diazald), como reactivo
generador de diazometano, mejorando en mucho el rendimiento de la

reaccidn6.47),

Asimismo, encontramos que el Me;S04“%) es uno de los reactivos
indicados cuando se quiere metilar totalmente un compuesto y ante la
posibilidad de obtener un derivado tetrametilado decidimos probar esta
reaccion. Sin embargo, los ensayos realizados con este procedimiento no
fueron satisfactorios, ya que la especic metilante se genera en un medic de
reaccién basico proporcionado por el K,COj, lo cual ocasiond la
degradacidn de la Peroxisomicina Al a antraquinona (reaccién positiva
con KOH/etanol). Este mismo resultado lo obtuvimos al intentar la sintesis
de ésteres fnediante la formacion de acetatos con anhidrido acético en
piridina, siendo en este caso la piridina la que ocasiona la degradacion de

la Peroxisomicina A1(48),

Para la sintesis de benzoatos se utilizé el fluoruro de benzoilo9) yla
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obtenciéon del glicdsido se probé mediante una reaccidn de
glucurenidacién, con UDP glucurénico y la glucuronil transferasa®o.st),

con estos procedimientos no se encontré evidencia de reaccion aparente,

Al evaluar los resultados de [0s ensayos preliminares en cada una de
las reacciones anteriores y considerando el rendimiento, selectividad y
estabilidad de los productos formados, se selecciond la reaccidn de
metilacién con diazometano, como el procedimiento ideal para el bloqueo
de los hidroxilos fendlicos. Como fuente generadora del diazometano se
selecciond el diazald con el cual obtuvimos rapidez de reaccion y la
seguridad necesaria para la obtencion de un gas de este tipo. Otras
ventajas observadas al utilizar diazald fueron: condiciones de reaccién
suaves y selectividad ante la presencia de otros grupos funcionales. Este
Gltimo hecho fue determinante ya que la Peroxisomicina Al posee
alcohales terciarios en su estructura, los cuales resultan inertes frente al
diazometano en ausencia de catilisis con un dcido de Lewis, siendo en
nuestro caso los grupos fendlicos de la Peroxisomicina Al los que tienen

la acidez suficiente para catalizar la reaccién con este gas.

No obstante, consideramos deseable el obtener para un trabajo
futuro, los ésteres y el glicdsido, ya que ellos representan diferentes
grupos funcionales mediante los cuales ampliariamos los horizontes de

esta tesis.
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4.1.1 Elucidacion de Ia estructura de los éteres metilicos.

Los espectros UV-Visible de los éteres metilicos sintetizados
(compuestos 1, 2, 3 y 4) muestran las bandas caracteristicas para los

cromdforos presentes en este tipo de moléculas (Figura 16).

En el espectro IR de estos compuestus (Figura 17) se observan las
bandas de estiramiento simétrico y asimétrico del grupo €ter a 1250 y
1050 crmr! respectivamente, asi como la disminucién en la intensidad de la
banda del estiramiento O-H, respecto de la intensidad que presenta esta
banda en la Peroxisomicina Al; el resto del espectro IR de cada uno de los

derivados muestra las bandas que caracterizan a estos compuestos.

Lous espectros de masas de los compuestos 1 y 2 (Figura 18 y 24)
muestran un ion molecular a 542, lo cual indica la presencia de dos
metoxilos en cada derivado, siendo en ambos casos el pico base del
espectro el 1on a m/e 524, el cual corresponde a la pérdida de agua,
fragmentacidn caracteristica en este tipo de compuestos debido a la
presencia de los alcoholes terciarios de las posiciones 3 y 3'. Otro
fragmento observado, es el ion 506 que corresponde a la pérdida de dos
moléculas de agua, asi como el ion 491 que representa la pérdida de
metilo a partir del ion 506. La férmula molecular propuesta para estos

derivados dimetilados es C4;,H3q0g.
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Los espectros de masas de los compuestos 3 ¥ 4 (Figura 31 y 39)
muestran un ion molecular a m/e 556, lo cual indica que se trata de dos
derivados trimetilados con férmula molecular C33H;370g. En ambos casos
el pico base del espectro corresponde a la pérdida de una molécula de
agua, ion que aparece a m/e 538; se observa tambi€n el fragmento a m/e

520 el cual representa la pérdida de dos moléculas de agua,

Al tomar como referencia el espectro d¢ RMN de 'H de la
Peroxisomicina Al (Figura 66 y 66a), y al considerar el tipo de
modificacidn realizada, esto es, sintesis de éteres metilicos, esperdbamos
en ¢l espectro de RMN de 'H de los derivados la desaparicién de alguna
de las sefiales de los hidroxilos fendlicos de la Peroxisomicina A1 que
aparecen alrededor de 16 ppm, asignados a los OH fendlicos de las
posiciones 9 ¥y 9', o los singuletes que estdn cerca de 10 ppm, asignados a
los OH fenélicos de las posiciones 8 y 8'. Otra zona del espectro de RMIN
de 'H donde esperdbamos cambio, es donde aparecen los hidrégenos
unidos a oxigeno, alrededor de 4 ppm, zona que en ¢l espectro de la
Peroxisomicina Al se encuentra libre de sefiales. Asimisma, en el espectro
de RMN de 13C esperdbamos que el nimero de sefiales aumentara en
forma correspondiente al nimero de metoxilos incorporados en cada
derivado, los que deberfan aparecer entre 55 y 65 ppm, zona que

corresponde a carbonos de éteres aril alquilicos.
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Al analizar los espectros de RMN de 1H y de 13C de los compuestos
dimetilados 1 y 2, se observaron francas diferencias entre ellos, lo cual

indica la formacidn de éteres metilicos en diferentes posiciones.

En el espectro de RMN de !H del compuesto 1 (Figura 19y 19a) se
observa la desaparicién de los singuletes de los hidroxilos 9 y 9,
apareciendo tnicamente como sefiales de hidroxilos fendlicos dos
singuletes a 10.25 y a 10.17 ppm; a su vez aparecen dos singuletesa 4.11 y
4.04 ppm que integran cada uno para 3 hidrégenos. Por otro lado, en ¢l
espectro de RMN de 'H del compuesto 2 (Figura 25) aparece | seiial de
hidroxilo fendlico a 15.38 ppm y otra a 10.2]1 ppm; asimisme en la zona
de 4.05 ppm se observa un singulete que integra para 6 hidrogenaos, lo

cual sugiere la presencia de los dos grapos metoxilo.

Los espectros de RMN de 13C en amhos dimetilados muestran dos
seflales mdas, respecto del nimero de sefiales que presenta la
Peroxisomicina Al (Figura 67), esto debido a la formacién de los dos
metoxilos en cada compuesto. Para el compuesto 1 (Figura 20) dichas
sefiales aparecen a 64.41 y 64.54 ppm, mientras que en el compuesto 2
(Figura 26) aparecen a 56.38 y 64.47 ppm; en ambos compuestos, estas
sefiales corresponden a carbonos de metilos de los éteres aril alquilicos
formados. Lo anterior permitié proponer que el compuesto 1

corresponde al derivado dimetilado en las posiciones 9 y 9', sin embargo
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la posicion de los éteres metflicos en el compuesto 2 no quedé clara al
analizar Gnicamente los espectros de RMN de 'Hy de 13C, dado que para
este compuesto existen diferentes posibilidades de metilacién, como se

observa en la siguiente tigura:

OR1 OR2 O

1.-R1, R2 = OCH,
2.-R3, R4 = OCHy
3.-R1, R4 = OCH;
4.-Rz, B3 = OCH,

Figura 59
Isémeros probables para el compuesto 2

En e] caso del compuesto 1, y con la intencién de corroborar la
estructura propuesta, se recurrié¢ a los espectros de doble dimension
HMQC y HMBC. En el espectro de HMQC (Figura 21), se observa la
correlacion de los singuletes de 4.04 y 4.11 ppm con las correspondientes
sefiales en 13C a 64.41 y 64.54 ppm,

En el caso del espectro HMBC el cual establece correlaciones C-Ha 2

o 3 enlaces, se determind previamente en base a la estructura quimica de
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estos compuestos, que una J de 7 o 9 Hz es el valor adecuado para ver
dichos acoplamientos. En este espectro (Figura 22) se¢ observa la
correlacién de los hidrégenos de los metoxilos con las senales de los
carbonos de las posiciones 9 y 9'. De esta forma, la estructura del

compuesto [ corresponde con la estructura propuesta (Figura 23).

En el caso del compuesto 2 para llegar a establecer la estructura
correcta fue necesario recurrir a otros experimentos de RMN para
asignar todas las seiales de 'H y de 13C. Con el anilisis del espectro
HMQC (Figura 27) se asignaron la mayoria de las sefiales; para lograr la
asignacion total en la molécula y de esta forma justificar la estructura
propuesta, se recurrid a los espectros nOe y HMBC.

La posicién exacta de metilacidn se establecié con el espectro HMBC
(Figura 28) en el cual se observaron las siguientes correlaciones:

La sefial de 10.21 ppm que corresponde a un hidroxilo fendlico,
correlaciona con las seiiales en 13C a 120.54 y 153.51 ppm, las cuales
corresponden a C-7 y C-8 respectivamente. Ambas correlaciones
establecen que la sefial de hidrégeno a 10.21 ppm corresponde al OH
fendlico de la posicién 8. Asfmismo la sefal de 15.38 ppm que
corresponde al otro hidroxilo fendlico de la molécula, correlacicna con
las sefiales en 13C a 110.47, 115.41 y 165.76 ppm, las cuales fueron
asignadas a C-9a', C-8a' y C-9' respectivamente. De esta forma se

establece que el singulete, que en el espectro de hidrégeno aparece a 15.38
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ppm, corresponde al OH fendlico de la posicion 9'.

Con la informacidn anterior se llegd a establecer que los sitios de
metilacién en el compuesto 2 fueron las pusiciones 8' y 9, tal y como se

muestra en la estructura propuesta (Figura 30).

Ademds de la informacién anterior se observaron otros datos en los
espectros de RMN de 'H en ambos derivados dimetilados que resulta
interesante discutir: al observar la regién aromdtica se observa que el
singulete que corresponde al H-10, se desplazé mucho en ambos
compuestos, respecto de la posicion en que aparece en la Peroxisomicina
Al, que esde 7.14 ppm (Figura 662). En ¢l compuesto 1 ¢l H-10 aparece
a 7.54 ppm (Figura 19a), y en el compuesto 2 a 7.52 ppm (Figura 25a),
siendo ambas las sefiales de hidrogenos aromaéticos que aparecen a campos
mas bajos. Este mismo desplazamieato se observa en el doblete del H-5' en
el compuesto 2, que aparece a 6.89 ppm, siendo que en la Peroxisomicina
Al apuarece a 6.77 ppm. La caracteristica comdn es que estos H tienen en
para un OCH3, mientras que en la Peroxisomicina Al tienen un OH en esa

misma posicion.

No se encontrd en la literatura justificaciOn para este efecto; sin
embargo se observé un desplazamiento similar en un compuesto natural

estructuralmente relacionado con los derivados aqui descritos, el llamado
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desmetoxitullidinol®2}, en el cual el H-6' (que tiene un metoxilo en para)

aparece a 6.98 ppm.

De esto podemos concluir que el hidrégeno en posicién para a un
grupo metoxilo, aparece a menor campo que el hidrégeno en para a un

grupo hidroxilo.

Cabe mencionar que los dobletes que aparecen en el espectro de
hidrogeno del compuesto 2 a 6.89 y 6.85 ppm, se asignaron al H-§' y H-7*
respectivamente al observar los siguientes efectos nOe:

Al irradiar la sefial de 6.89 ppm se observd efecto nOe positivo con
las sefiales a 7.32 y 7.37 ppm, asignadas al H-6 y H-6' respectivamente,
por lo cual se deduce que el doblete a 6.89 ppm corresponde al H-§'
(Figura 29).

Al irradiar ¢l doblete a 6.85 ppm se observé efecto nOe positivo con
la sefial a 7.37 ppm (H-6') y con la sefial del metoxilo a 4.05 ppm, con lo

cual se deduce que el doblete irradiado corresponde al H-7' (Figura 29a).

Los efectos nOe y correlaciones HMBC observados en el compuesto

2 se esquematizan en la siguiente figura:
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Figura 60

Acoplamientos dipolares (—=) y a larga distancia (— )observados en
el compuesto 2.

Los espectros de RMN de 'H ( Figura 32 y 40) de los compuestos 3
y 4 presentan sélo una scfial de OH fendlico alrededor de 10 ppm y a su
vez aparecen 3 singuletes en la zana que corresponde a hidrdgenos de
metoxilos aromdticos; asimismo el espectra de 1’C (Figura 33 y 41)
muestra tres sefiales a4 un & en el que aparecen los carbonos de aril alquil
éteres, informacidn que corrobora la presencia de tres metoxilos en cada
compuesto, tal y como se habia establecido por ¢l PM de 556 encontrado
en el espectro de masas. La desaparicién de las sefiales de 16 ppm indica la
presencia de metoxilos en las posiciones 9 y 9' en los dos compuestos; a su
vez las diferencias observadas en la zona de los hidrégenos aromadticos

confirmaron que se trataba de dos derivados trimetilados en los cuales el
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tercer metoxilo deberia estar uno en la posicién 8 y en el otro en la

posicién 8.

Al tomar en cuenta el desplazamiento a campos bajos para los
hidrégenos en para respecto a un grupo metoxilo sefialado anteriormente,
se carrobord la presencia del OCHy en posicion 9, ya que en el compuesto
3 el H-10 aparece a 7.56 ppm (Figura 32a) y en ¢l compuesto 4 a 7.53
ppm (Figura 40a), 8 mayor que el reportado para la Peroxisomicina Al (
Figura 63a).

Ademis en el compuesto 3 la seiial del H-3 (de ficil asignacidn
porque es un doblete muy bien resuelto del resto de las seales
aromdticas) también aparece desplazada a  mayor; si tomamos en cuenta
nuestra propuesta (pig 138) esto sugiere que el OH-8 estd metoxilado,
dejando entonces como vnica posibilidad para la estructura el hidroxilo
fendlico en la posicidn 8'.

De aqui sc desprende que ¢n el compuesto 4, el tercer OCHg deberia

estar en la posicion 8',

Las observaciones anteriores indican que el compuesto 3 corresponde
al derivado trimetoxilado en las posiciones 8, 9 y 9', y el compuesto 4

corresponde al derivado metoxilado en las pasiciones 8',9'y 9.

Para comprobar esto se procedié a analizar el espectrto RMN delH
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del compuesto 4 (Figura 40a), en el cual se observa lo siguiente:

- La sefial del H-5 aunque no muy bien resuelta, no parece estar
desplazada respecto de la Peroxisomicina Al.

- En la zona en la que aparece H-5'y H-7" en Ia Peroxisomicina Al
(6.77 y 6.87 ppm respectivamente) aparecen dos dobletes a 6.85 y 6.95
ppm, desplazados respecto de la Peroxisomicina Al. Sin embargo con este
andlisis no quedaba claro cual sefial correspondia al H-5' y cual al H-7'.

Para conocer este dato fue necesario recurrir a otras técnicas de
RMN para asignar las sefales de hidrdgeno y de carbono en ambos
compuestos; se obtuvieran los espectros COSY (Figura 34 y 42), y HMQC
(Figura 35 y 43) de¢ ambos derivados para asignar la mayoria de las
sefiales.

Para poder asignar las sefiales de los carbonos unidos a OH y a
OCHs, por ser cuaternarios, fue necesario recurrir a los espectros de

correlacidn a larga distancia (espectros nOe y HMBC).

Se recurrid ademds, a un programa de modelaje molecular (Mac
Spartan plus) ¢l cual a través de una serie de cdlculos semiempiricos (nivel
AMI) establecié la geometria ptima de las estructuras propuestas para
los compuestos 3 y 4. De esta forma se llegaron a conocer las distancias
internucleares, informacién que se utiliz6 para correlacionar los
experimentos de RMN que establecen acoplamientos de dtomos a través

del espacio (efectos nOe) con distancias internucleares menores a 3 A°.

141



En el compuesto 3 se logré situar el OH fendlico en la posicién 8'
como se habia predicho, al observar las siguientes correlaciones en €l
espectro HMBC a 9 Hz (Figura 36):

La sefial del OH fendlico que aparece a 10.18 ppm, correlaciona con
las sefiales a 111.03, 116.41 y 156.61 ppm asignadas a C-7', C-8a' y C-8'
respectivamente. Por otro lado la sefial de hidrdgeno a 6.83 ppm
(asignada a H-5') correlaciona con las sefiales a 111.03 y 116.41 ppm
asignadas a C-7' y C-8a'; a su vez la seiial a 6.89 ppm (H-7') correlaciona
con la sefial a 116.4] ppm asignada a C-8a', lo cual confirmé las
asignaciones previas.

La posicién de los metoxilos quedd establecida al observar las
siguientes correlaciones (Figura 36a):

La seial a 3.40 ppm con la sefial a 155.61 ppm asignada a C-8; la
sefial a 3.96 ppm con la sefial 2 159.28 ppm asignada a C-9 y la seiial a
4.12 ppm correlaciona con el carbono a 159.24 ppm asignado a C-9'. Con
esto se establece que las sefiales a & 3.40, 3.96 y 4.12 corresponden a los
metoxilos en las posiciones 8, 9 y 9' respectivamente.

Los espectros nOe, corroboraron la informacién proporcionada por
los espectros HMBC, observéndose para el compuesto 3 los siguientes
efectas: Al irradiar la senal del OH fenélico a 10.18 ppm se observa
efecto nO¢ con las senales a & 6.89 (H-7") y 4.12 (OCH;-9") (Figura 37).
A su vez la irradiacién del OCH; a 4.12 ppm, ocasiona efecto nOe

positivo con el OH fendlico a & 10.18 (Figura 37a); y al irradiar el OCHy
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a 3.40 ppm se observa efecto en la sefial a § 6.83 (H-5") (Figura 37b). Los

efectos nOe y correlaciones HMBC observados en el compuesto 3 se

representan el la siguiente figura:

ol QH

Figura 61
Acoplamieatos dipolares (—=) y a larga distancia (— )observados en
el compuesto 3,

En el compuesto 4 se asignd el hidroxilo fendlico en la posicién 8 al

observar correlacion de la sefial a 10.22 ppm con las sefiales a 122.18 ppm
(C-8a) y 153.08 ppm (C-8) en el espectro HMBC (Figura 44).

De esta forma se confirmé que el OH fendlico estd en la posicidn 8.

Para confirmar las asignaciones de H-5' y H-7' en este compuesto, se
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debidé recurrir a los espectros nOe¢ diferenciales. Se observaron los
siguientes efectos:

Al irradiar la sefial a 6.85 ppm asignada al H-7', se observé efecto
nQOe positivo con la sefial a 4.00 ppm (OCH3-8') (Figura 45).

La cercania espacial entre el H-7' y el OCH;-8' se corrobord al
irradiar la sefial de los metoxilos, lo que ocasioné efecto nQOe positivo con
la sefial a 6.85 ppm, asignada al H-7' (Figura 45a).

A su vez, al irradiar €l OH fendlice se abserva efecta con el OCH; de
4.06 ppm, lo cual establece que el OH fendlico se encuentra en la posicidn
8 y el OCHj en la posicion 9 (Figura 45b).

Los efectos nOe y HMBC cbservados en el compuesto 4 se presenitan

en la siguiente figura:

Figura 62

Acoplamientos dipolares (—=} y a larga distancia (—» )observados en
el compuesto 4.
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Los efectos nOe observados en los compuestos 3 y 4 corroboraron la
prediccion tedrica establecida con el programa Mac Spartan plus, ya que
los nicleos que presentan efecto nOe positivo son hidrogenas

espacialmente cercanos (distancias menores a 3 A°).

4.2 SUSTITUCION ELECTROFILICA AROMATICA

Como primer intento para realizar una sustitucion electrofilica en la
Peroxisomicina Al, se decidid introducir un dtomo pesado en la molécula;
este compuesto podria servir en un futuro para establecer la esteroquimica
absoluta de la Peroxisomicina A1, a través del andlisis de difraccién de
rayos X del denvado sintetizado. Para esto, se selecciond la reaccidon de
bromacion. Existen reportes en la literatura donde se seiiala que fenoles
como los presentes en la Peroxisomicina Al son susceptibles a esta
reaccién al utilizar agua de bromo a temperatura ambiente, no s
necesario utilizar catalizadores, ya que los anillos aromdticos se activan
por los grupos dadores de electrones, los cuales estabilizan al
intermediario de carga positiva formado durante esta reaccion?),

Los intentos por obtener un derivado de este tipa fracasaron, adn y
cuando se intentaron diferentes procedimientos de bromacién como el
bromo en CS,%4) y bromo en CHyCly09, La fusién con sodio de los

productos obtenidos en estas reacciones did positiva la prueba cualitativa
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para halégenos (fuschina bdsica en etanol), lo cual indicaba que la
bromacion se habia llevado a cabo; sin embargo, las pruebas cualitativas
para deteccion de antraquinonas, productos de degradacion de la
Peroxisomicina Al, también fueron positivas. Lo anterior sefialaba la

formacidn de antraquinonas, las cuales posteriormente se¢ bromaron.

Como segunda opcion, se intentd introducic cloro en la molécula de
la Peroxisomicina Al, se utiliz6 para ello N-cloto-succinimida®®®), a -5 °C,
reaccidn a partir de la cual se obtuvo el compueste 5, adn y cuando

también se formaron algunos productos de degradacidn.

4.2.1 Elucidacion de la estructura del compuesto 5.

Al tomar como referencia el espectro de RMN de 'H de la
Peroxisomicina Al y considerando el tipo de modificacidn realizada, se
esperaba que en ¢l espectro de RMN de !H del derivado, se presentaran

cambios en la region en la que aparecen los protones aromiticos,

El cdlculo de densidad electrénica en la Peroxisomicina Al con la
representacion gréfica del orbital HOMO (orbital molecular ocupado de
mayor energfa), mostrd que las zonas con mayor densidad electrénica son
las posiciones 5' y 7', por lo tanto, las mds susceptiblesa sufrir un ataque

electrofilico. Lo anterior sugeria la desaparicién de las sefiales de
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hidrégeno en esas posiciones o bien la desaparici6n de sélo una de ellas.

Al analizar el espectro de RMN de !H (Figura 47) del compuesto §,
se observa en la zona alifdtica las sefales caracteristicas que aparecen en la
Peroxisomicina A1, asi como las sefiales de los cuatro hidroxilos fendlicos
de este compuesto. En la region aromdtica se observa la desaparicién del
doblete que corresponde al H-7'; a su vez aparecid un doblete a 7.40 ppm,
asignado al H-6'. La multiplicidad del H-6' indicé el acoplamiento con un
solo hidrogeno, en este caso con ¢l H-3', 1o cual corrobora la sustitucién

del H- 7' por ¢l cloro (Figura 47a).

Se realizé el espectre COSY, (Figura 49) en el cual se observa el
acoplamiento entre H-5' y H-6', corroborando de esta farma la estructura

propuesta (Figura 50).

Cabe mencionar que si bien el programa Mac Spartan plus se basaen

predicciones tedricas, en este caso se correlaciond estrechamente con los

resultados obtenidos en forma experimental.

4.3 BLOQUEO DEL GRUPO CARBONILO

Para bloquear el grupo carbonilo en la Peroxisomicina Al, se
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probaron reacciones de adicidn y reduccién,

Con la adicién se intentd sintetizar una oxima, al utilizar NH,QH-HCl
y NaC;H30,¢7. la reduccidn se probé con NaBH, y LiBH4®® para
sintetizar los alcoholes currespondientes. Sin embargo, ain y cuando se
variaron las condiciones de reaccidén en ambos procedimientas, no se

observd alguna evidencia de reaccién aparente.

Melvyn Gill y cols.®9) describen un comportamiento similar al
intentar reducir el grupo carbonilo en la torosacrisona, compuesto

estructuralmente relacionado con la Peroxisomicina Al:

OH OH ©
QIOX Jeon
Me

Figura 63

MeO

Estructura quimica de la Torosacrisona.

La finalidad de los autores fue establecer la estereoquimica absoluta
del centro quiral de la torosacrisona, mediante la degradacidn quimica de
ese compuesta, proponienda como primer paso la reduccién del grupo
carbonilo. En los hallazgos descritos por los autores se sefala el

comportamiento inerte del grupo carbonilo, ya que reportan resultados
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infructuosos en la reduccidn de este grupo funcional. Describen ademas,
que la metilacién de los hidroxilos fenélicos en la torosacrisona le
confiere estabilidad a la molécula y a partir del producto de esta reaccién

logran la reduccidn del grupo carbonilo, utilizando LiBHy.

Por lo anterior, se decidié seguir la misma estrategia para reducir el
carbonilo en [a Peroxisomicina A!, es decir, primero sé metilaron las
posiciones 9 y 9' (compuesto 1 sintetizado en esta tesis) y posteriormente
se redujo el grupo carbonilo de este compuesto. La reduccidn se realizd
con NaBH, y LiBHy: se obtuvicron resultados satisfactorios y similares

con ambos procedimientos.

La explicacidén de la inercia del grupo carbonilo podria atribuirse a la
cercania espacial entre este grupo y el hidroxilo fendlice, lo que proveca
la farmacidn de puentes de hidrégeno intramoleculares, comprometiendo
de esta forma al carbonilo; al bloquear los hidroxilos fendlicos mediante
la formacion de éteres, se rompen los puentes de hidrégeno dejando al

carbonilo libre para reaccionar.

4.3.1 Elucidacién de la estructura del compuesto 6.

En el espectro IR (Figura 51), se observa la desaparicion de la banda

del estiramiento del carbonila del compuesto 1, 1a cual aparece a 1675
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em'l, con lo cual se demuestra la reduccién de este grupo funcional,

En el espectro de RMN de 13C (Figura 53), desaparecen las sefiales a
195.56 y 196.25 ppm, las cuales corresponden a los carbonilos del
compuesto de referencia; a su vez aparecen dos sefiales a 63.59 y 63.87
ppm, las cuales corresponden a metinos, segiin se observa en el espectro

DEPT 135 (Figura 54).

En el espectro de RMN de 'H (Figura 52 y 52a) aparecen dos
singuletes ensanchados a 5.36 y 5.44 ppm, sefiales que integran para un
hidrogeno cada una; el espectro HMQC (Figura 56) muestra la
correlacion de estos hidrdgenos con los carbonos metinicos a 63.87 y

63.59 ppm.

El espectro COSY (Figura 35) muestra la correlacién entre los
hidrégenos a 5.36 y 5.44 ppm, con un multiplete en donde se encuentran

sefiales de H-2 y H-2'.

La informacién anteriar confirma la reduccion de los dos carbonilos
de la molécula, y por consiguiente, la formacién de los alcoholes
secundarios; de esta forma se estableciala estructura planar del compuesto
6.

Sin embargo, para establecer la estereoquimica de los dos nuevos
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centros quirales en la molécula (posiciones 1 y 1Y), fue necesario recurrir
a los experimentos nOe diferenciales. Simultdneamente se utilizd el
programa Mac Spartan plus, para optimizar la geometria de los posibles
isémeros de este compuesto y célcular distancias internucleares (nivel
AM1).

De esta forma teniamos 4 posibles estereoisdmeros:

I'R3R, 1R3R

I'R3R, 1S3R

1'S3'R, 183R

1'S3'R, 1R3R

A su vez e¢n cada uno de ellos el metilo podia estar en posicién axial o

ecuatorial, dando lugar a distintas conformaciones del anillo.

Para descartar algunas de las posibles estructutras se recurrié a las
constantes de particion observadas en el compuesto 6 entre los H-2' y H-1
y entce H-2 y H-1; en ambos casos el valor de J fue menor a § Hz (Figura
52a).

De acuerdo a la ecuacién de Karplus se calculé la J a partir del
dngulo dihedro formado por HI'-C1'-C2'-H2' de cada geometria
optimizada en los posibles estereoisémeros; asimismo se calcularon las
distancias internucleares entre CH3-3' con H-2' y H-4', as{ como (Hj-3

con H-2 y H-4.
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Con el andlisis de los célculos anteriores se propone que la
estereoquimica del compuesto 6 corresponde al isdmero 1'R3'R, 1R3R
(CH3-3" y CHj3-3 ecuatorial), ya que esta estructura concuerda con los

efectos nOe observados:

Al irradiar el doblete 2 & 3.05 el cual corresponde a uno de ios H4
se observé entre otrgs, efecto nOe con la sefal de H-2 a 2.05 ppm (Figura
57). En la estructura optimizada del isomero 1'R3'R, IR3R, H-4 ax y H-2
ax estdn a menos de 3 A° entre si, por lo anterior se pude deducir que la
sefial a 3.05 ppm corresponde al H-4 ax y la sefial a 2.05 ppm al H-2 ax.

Al irradiar la seiial a 3.20 ppm (H-4 ec), no se abservd efecto sobre
la sefial de H-2 lo cual corrobora los resultados anteriores (Figura 57a).

Por otro lado, por irradiacién de la sefial a 1.3 ppm (CH5-3'), s
observo efecto con las sefiales de H-2' (ax y ec), y con el singulete de H-4°
a 2,76 ppm (Figura 57b). Asimismo al irradiar la sefial 2 1.5 ppm (CH;-
3), se observé efecto nOe positivo con H-2 (ax y ec) y con H-4 (ax y ec)
(Figura 57c). Esto confirma la posicién ecuatonal tanto del (H3-3' como

del CH3'3. .

Los efectos nOe observados en el compuesto 6 se muestran en la

sigutente figura:
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Figura 64
Acoplamientos a larga distancia observados en el compuesto 6.

4.4 VALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Para comprobar si la modificacién quimica de la Peroxisomicina Al
provoca cambios importantes en su accion bioldgica, hipdtesis planteada
en este trabajo, se valor§ en ensayos iz vitre 1a accién de los compuestos 1
al 6 sobre la actividad de la catalasa y sobre dos lineas celulares humanas;

se compararon los resultados obtenidos con el efecto que provoca la
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Peroxisomicina Al en los mismos ensayos.

La actividad catalitica de una enzima puede ser afectada por accién de
un determinado compuesto, ya sea por inhibicién o activacidn; por la
cual, para ubicar el tipo de efecto que produciria cada derivado de la
Peroxisomicina Al sobre la actividad de la catalasa, se probd inicialmente
la concentracién de 3.9 uM, con la cual la Peroxisomicina Al produce el
50 % de inhibicion@®. A esta concentracién pricticamente ninguno de los
compuestos obtenidos modifican la actividad de la enzima.

Por lo anterior, cada compuesto se valord a concentraciones mayores
de 3.9 pM. La Tabla 13 muestra el grado de inhibicién a la concentracién
maxima que se pudo utilizar para cada compuesto. A concentraciones
mayores de las reportadas, 10s cambios observados en la absorbancia son
atribuidos a la interaccidn entre los compuestos y el HyO,; lo anterior fue
demostrado al observar interferencias en las lecturas al leer un blanco sin
catalasa a esas concentraciones.

Con el fin de comparar el efecto que produce la Peroxisomicina Al y
los derivados sobre la catalasa, y al considerar el bajo poder inhibitorio
que producen estos tltimos, se determiné la Cl de cada compuesto. Para
esto se graficd el logaritmo de la actividad de la catalasa versus las
concentraciones de cada compuesto. Se obtuvo la curva de regresidn; a

partir de la ecuacidn de la recta, y se calculd la Clg de cada compuesto

(Tabla 14).
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La Clg para los compuestos 1 y 2 (dimetilados) pricticamente es la
misma; lo mismo sucede entre los compuestos 3 y 4 (trimetilados), lo
anterior sugiere que ¢l grado de inhibicién de la enzima pudiera estar
relacionado con la cantidad de metoxilos que posee la molécula. Ademads,
los compuestos anteriores resultaron los menos actives; 1o cual indica que
los hidroxilos fendlicos en la Peroxisomicina Al deben permanecer en la
molécula, para que se conserve el poder inhibitorio sobre la enzima.

El poder inhibitorio de los compuestas § (Cljg: 7.04) y 6 (Clig:
8.36) pricticamente es el mismo; no obstante, aunque estos compuestos
resultaron los mds activos, su poder inhibitorio es muy bajo, comparado

con el efecto inhibitorio que [a Peroxisomicina Al produce en la catalasa.

Por atro lado, para valorar la actividad citotéxica de cada derivado,
se analizé el efecto in vitro de los compuestos 1 al 6 sobre células
humanas de origen hepdtico tanto benignas como malignas, y se comparo
con el efecto que la Peroxisomicina Al produce en las mismas lineas
celulares. Si bien se han utilizado diversas lineas celulares para demostrar
la toxicidad selectiva de la Peroxisomicina A1U9, se seleccionaron células
humanas de origen hepdtico, por ser el higado uno de los érganos blanco
de este compuesto en ensayos in vivo(?),

Como células benignas se utilizaron las células de higado de Chang y
como células neopldsicas las de Hepatoma G2, ya que son las lineas

celulares que se utilizan en el control de calidad de la Peroxisomicina Al,
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para evaluar la pureza bioldgica de este compuesto.

Cada compuesto se valord a 12 concentraciones diferentes (0.073
pg/mL a 160 pg/ml) en las lineas celulares antes mencionadas, utilizando
3 celdillas para cada concentracidn. Asimismo, se utilizd Peroxisomicina
Al como control positivo y se probaron controles carentes de las
sustancias a evaluar, en las cuales sdlo se adiciond el solvente (etanol);
ambos controles se evaluaron a las mismas concentraciones que los
compuestos. Este procedimiento se realizé en 3 ocasiones diferentes, en
expenmentos separados.

Despiies de 72 hrs de incubacidn, se evalud la citotoxicidad potencial
de los derivados de la Peroxisomicina Al. El criterio de citotoxicidad
evaluado fue la adhesidn celular a la placa de 96 celdillas; las celdillas
donde todas las células estaban desprendidas, fueron consideradas como
celdillas con concentracién citotoxica total (CTqg), ¥ las celdillas con
adhesion celular igual a las células de las celdillas countrol, fueron
consideradas como celdillas con concentracién no citotéxica (CT). La
concentracion citotéxica 50% (CTsy) fue calculada como el promedio
geométrico entre la CTgq (la cual dié el efecto miximo), y la CTy (la

cual no produjo dafio celular) de acuerdo a el criterio de Ekwall“?),

Se evalué la selectividad de cada derivado, al comparar la
concentracion citotdxica 50% de ellos, con la CTgp encontrada para la

Peroxisomicina Al en ambas lineas celulares.
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Con los resultados que se observan en la Tabla 15 se comprueba que
los 4 derivados producto del bloqueo de los hidroxilos fendlicos en la
Peroxisomicina Al {compuestos 1, 2, 3 y 4), asi como el compuesto 6,
producto de la reduccidn del carbonilo, si bien son citotéxicos, no
presentan toxicidad selectiva, ya que la respuesta téxica de estos
compuestos-es practicamente idéntica para las células de origen benigno y
las de origen mailigno.

El compuesto 5 es el unico derivade que presenta diferencia en la
respuesta tdxica en ambas lineas celulares, y de acuerdo con los valores de
CT5p observados, se puede considerar que presenta selectividad semejante

a la Peroxisomicina Al, en las lineas celulares probadas.

En base a los hallazgos antes mencionados se concluye que la
modificacidén quimica de los hidroxilos fendlicos y del grupo carbonilo en
la Peroxisomicina Al, ocasiona pérdida de la actividad biolégica de este
compuesto, lo cual sugiere que estos grupos funcionales estin
estrechamente ligados en la interaccidn Peroxisomicina Al-Receptor
celular. Asimismo, al observar que el compuesto 5 exhibe selectividad
semejante a la Peroxisomicina Al en las lineas celulares estudiadas,
sugiere que el H-7', no estd involucrado en dicha interaccidn.

Lo anterior plantea la posibilidad de obtener nuevos derivados,
praductos de la sustitucion electrofilica del H-7', los cuales ayuden a

conocer las bases moleculares del mecanismo de accién de la
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Peroxisomicina Al, hasta la fecha desconocido.

La relacién estructura-actividad de la Peroxisomicina Al, objetivo

general del presente trabajo, se esquematiza en la siguiente figura:

No manipulable
A

OH OH o

Manipulable . OH

H,CT OH

Figura 65

Relacién estructura-actividad en la Peroxisomicina Al
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se rechaza la hipétesis planteada en este trabajo:

“La modificacién estructural de la Peroxisomicina Al provoca
cambios importantes en su funcién biolégica”.

Esto debido a que uno de los derivados obtenidos demostré (en las
lineas celulares probadas) citotoxicidad selectiva semejante a la

observada en la Peroxisomicina Al.

Se obtuvieron 6 productos nuevos no reportados previamente en la
literatura:

- Cuatro éteres metilicos, productos de la sustitucién en los
hidroxilos fenélicos (compuestos 1, 2, 3 y 4).

- Un derivado clorado, producto de la sustitucién electrofilica
aromatica (compuesto §).

- Un derivado metilado y reducido, producto de la reduccién en el

grupo carbonilo (compuesto 6).
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Los métodos semiempiricos de calculo (Mac Spartan plus), resultaron
ser una herramienta muy util para predecir el producto mayoritario
en ciertas reacciones, asi como para planear la estrategia a seguir en

los experimentos de RMN como son los nOe diferenciales.

Tanto los cuatro productos de sustitucién en los hidroxilos fenélicos
como el de reduccién en el grupo carbonilo, no mostraron
selectividad en las lineas celulares probadas, y practicamente no

inhibieron la actividad de la catalasa.

El derivado obtenido en la sustitucién electrofilica aromdtica, mostréd
menor poder inhibitorio que la Peroxisomicina Al en la actividad de
la catalasa, pero presentd selectividad semejante a la Peroxisomicina

A1 en las lineas celulares probadas.
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PERFILES DE CURVA DE GRADIENTE

Condiciones finales

Composicién

de eluente o

velocidad de
flujo

Condiciones iniciales

12345 6 z;%%

7 8 910 1

=z

Nuamero de curva

Efecto

1

2a5

7al0

11

Inmediatamente toma las
condiciones especificadas.

Curva de gradiente convexa.

Curva de gradiente lineal.
Curva de gradiente céncava.

Mantiene las condiciones iniciales
hasta la siguiente etapa.
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