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RESUMEN

Las argentatinas A y B, cicloartanos aislados de Parthenium argentatum,
mostraron actividad citotoxica en las lineas K562, MCF-7, PC-3, HCT-15 y U251
de cancer humano. Asimismo, usando el modelo de micronucleos con bloqueo de
la citocinesis, se evaluaron las propiedades citotdxicas, citostaticas y genotoxicas
de la argentatinas A y B en linfocitos humanos en proliferacion. Los resultados
indicaron que la argentatina A no mostré efectos citostaticos ni genotoxicos,
aunque si resulté ser citotoxica a la concentracion de 25 uM (P <0.005). Por su
parte, la argentatina B presentd efectos citostaticos a las concentraciones de 5 a
25 uM (P =0.001) y no present6 efectos citotoxicos ni genotdxicos. El hecho de
que ambos triterpenos no mostraran efectos genotdxicos, permitié descartar que
estos compuestos causaran dafio al ADN por mecanismos aneugénicos o
clastogénicos. Por otro lado, con el fin de establecer la relacion entre la estructura
quimica y la actividad biolégica, se propusieron algunas modificaciones
moleculares, mediante reacciones quimicas de las argentatinas A y B. Por lo que
también se describe la obtencion, la caracterizacion y la actividad citotdxica de 23
derivados triterpénicos. En el caso de la argentatina A, se encontré6 que la
presencia de un atomo de bromo, o un grupo formilo a C-2, asi como una doble
ligadura C-1/C-2 o un anillo isoxazol unido al anillo A, incrementaban su potencia.
Adicionalmente, el analisis de difraccion de rayos X de la oxima de la argentatina
A [(16S,17R,20S,24R)-3-oxima-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona],
permitid la determinacién de la estereoquimica correcta de la argentatina A. Por
otro lado, el derivado mas activo de la argentatina B fue el 2-formil-(163,24R)-
16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona, el cual fue 35-50 veces mas potente
que la argentatina B. Asimismo, se demostro que este derivado, al igual que el
compuesto original, posee efectos citostaticos y citotdxicos, pero no produce
efectos genotdxicos. Posteriormente, con el fin de establecer los principales
requerimientos estructurales responsables de la actividad bioldgica se realizé un
Andlisis Comparativo de Campos Moleculares (CoMFA), tomando en cuenta los
resultados de actividad biolégica de algunos de los derivados obtenidos. Para ello,
en un primer paso, se modelaron las estructuras en tres dimensiones (3D), de los
derivados de la argentatina B utilizando el sistema Sybyl6.9, partiendo de los datos
cristalograficos que se habian obtenido para algunos de los compuestos durante el
estudio. Posteriormente, se llevd a cabo un estudio de minimos cuadrados
parciales, en el que se empled el Log (1/ICsp) en la linea K562 como variable
dependiente y los descriptores CoMFA como variable independiente. El modelo de
trabajo resultante presento q? = 0.507, r* = 0.907, y 3 componentes. Mediante la
visualizacién de los contornos CoMFA, se encontré que el incremento en la
actividad citotoxica para la serie de derivados de la argentatina B estaba asociado
a la presencia de un grupo voluminoso unido a C-2, un doble enlace C-1/C-2 y una
baja densidad electrénica cercana a C-25. Adicionalmente, se determinaron los
valores experimentales de LogP para tres compuestos; en donde se observo que
para la argentatina B y uno de sus derivados, diferian en 1-2 unidades
logaritmicas a los calculados.



ABSTRACT

Argentatins A and B are abundant triterpenes present in Parthenium argentatum.
Both compounds have shown cytotoxic properties on K562, MCF-7, PC-3, HCT-15
and U251 human cancer cell lines. Furthermore the cytotoxic, cytostatic and
genotoxic effects of the argentatins on proliferating lymphocytes were evaluated
using cytokinesis-block micronucleus test. Argentatin A had no cytostatic
properties, but it was cytotoxic for proliferating lymphocytes at a concentration of
25 uM (P <0.005). On the other hand, argentatin B showed significant cytostatic
effects (P <0.001) at concentrations of 5 to 25 puM, and it did not show cytotoxic
effects at the same concentrations. Neither argentatin showed genotoxic effects in
terms of micronucleus frequency in human lymphocytes. According to these results
the argentatins are not able to cause injury on DNA by clastogenic or aneugenic
mechanisms. In order to obtain new anticancer drugs as well as to establish a
structure activity relationship, 24 derivatives of both, argentatin A and argentatin B
were obtained. The synthesis, characterization and anticancer activity of these
derivatives are described. These compounds were assessed for their ability to
inhibit growth in vitro in four human cancer cell lines. Our results showed that the
presence of either a double bond at C-1/C-2, or a bromine atom or formyl moiety at
C-2 as well as the presence of an isoxazol rings in argentatin A enhanced its
potency in all cell lines tested. In addition, an X-ray study of (16S,17R,20S,24R)-3-
oxime-20,24-epoxy-16,25-dihydroxy-cycloartan-3-one led to the determination of
the correct stereochemistry of argentatin A. On the other hand, the most active
argentatin B-derivative was 2-formyl-(16(3,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycloart-1-
en-3-one. It was about 35-50 times more potent than argentatin B The cytotoxic,
cytostatic and genotoxic effects of this derivative on proliferating lymphocytes were
also evaluated using cytokinesis-block micronucleus test. In this sence, this
derivative showed cytostatic and cytostatic effects and it did not show genotoxic
effects, as argentatin B. A Comparative Molecular Field Analysis was carried for
argentatin B analogs. Structures were built using the X-ray crystallography of six
derivatives for 3D modeling with Sybyl6.9. CoMFA of Log (1/ICsp) in K562 cell line
gave g° = 0.507, r* = 0.907, and three components. The standard deviation CoMFA
contours indicate that increased activity is associated with a bulky group at C-2, a
C1-C2 double bond, and low electronic density at C-25. Experimental LogP values
for argentatin B and one derivative were 1-2 Log units more hydrophilic than the
calculated CLogP values.



I. INTRODUCCION

En México, como en el resto del mundo, el cancer constituye un problema
de salud publica. Una de las principales estrategias para el tratamiento curativo o

paliativo de dicho padecimiento lo constituye la quimioterapia.

Una estrategia de busqueda de nuevos agentes anticancerosos es la
evaluacién de compuestos de origen natural. El resultado de esta estrategia fue la
obtencién de agentes clinicamente eficaces, como son la vincristina, la vinblastina,
el paclitaxel, los derivados de la podofilotoxina, las combretastatinas, etc. Sin
embargo, existen en la literatura una gran cantidad de metabolitos secundarios
con una actividad anticancerosa potencial. Como ejemplos podemos citar a las
cumarinas, los flavonoides y los terpenos. Incluidos en este ultimo grupo, se

encuentran los triterpenos.

Los triterpenos constituyen un grupo importante de metabolitos secundarios
derivados del escualeno. Algunos de estos, se han referido frecuentemente como
anticancerosos; por ejemplo, los del tipo ursano, oleanano, cicloartano, lupano, asi

como las cucurbitacinas y a las quinonas metiluricas.

Poco se conoce acerca de los mecanismos de accién por los que los
triterpenos ejercen sus efectos. La mayoria de los estudios farmacologicos se

limitan a informar el parametro de potencia (Clsp, concentracion que inhibe el 50%



de la proliferacion celular) y a la comparacion de este parametro con aquellos

previamente informados.

Algunos estudios recientes demuestran que es posible obtener agentes
anticancerosos mas potentes a partir de los triterpenos. Asi, triterpenos bioactivos
abundantes y de baja potencia (como son algunos ursanos y oleananos) se
transformaron para la obtencion de moléculas con una actividad significativamente
mayor. De manera opuesta, compuestos altamente citotoxicos (como las
cucurbitacinas) se transformaron para obtener agentes con menores efectos

adversos.

Las transformaciones quimicas —descritas en la literatura— que parecen
mejorar la actividad citostatica y/o citotdxica de algunos nucleos triterpénicos en
las lineas celulares de cancer, son la apertura del anillo A o la incorporacién de
grupos nitrilo, formilo, carboxilo; asi como dobles ligaduras en dicho anillo vy;

carbonilos af} insaturados en los anillos Ay C.

Los estudios quimicos y biolégicos del acido oleandlico (triterpeno de
especial abundancia), realizados de manera sistematica por Sport y Gribble,
permitieron la obtencidén de una serie de moléculas bioactivas multifuncionales, los

cuales constituyen una nueva clase de ligandos a los receptores nucleares PPAR-



Por otro lado, los cicloartanos constituyen uno de los tipos de triterpenos
estructuralmente y biolégicamente menos estudiados. En este sentido, las
investigaciones quimicas de la especie Parthenium argentatum (Gray), conocida
como guayule, demuestran que esta planta sintetiza de manera muy importante
triterpenos del tipo cicloartano y lanostano, conocidos como argentatinas e
isoargentatinas, respectivamente. Estos compuestos se aislan en un elevado
rendimiento del desecho resinoso obtenido como subproducto en el proceso

industrial para el aislamiento de hule natural a partir del guayule.

Tomando en consideracion los antecedentes bioldgicos de los cicloartanos,
asi como la naturaleza quimica y la elevada abundancia en que se encuentran las
argentatinas en el desecho industrial del P. argentatum, se plantesd investigar las
propiedades biologicas de dichos compuestos. Asi, en una etapa preliminar
nuestro grupo de investigacion demostré que las argentatinas A y B inhibian, de
manera dependiente de la dosis, el edema inducido por el promotor de tumores
13- acetato-12-O-decanoil forbol (TPA) en el modelo de inflamacion de la oreja de
raton. Ademas, también se demostr6 que la argentatina A posee actividad
antimicrobiana y, que la argentatina B es un inhibidor no competitivo de la unidn

de estradiol a los receptores hormonales —en tumores de mama dependientes de

estrogeno-.

Tomando en consideracion lo anterior, se planted el presente proyecto, en

donde se evaluaron las propiedades citotdoxicas de las argentatinas A y B en



diferentes lineas celulares de cancer humano. Ademas, se consideré de suma
importancia la determinacion de los posibles efectos genotdxicos de dichos
compuestos, ya que es ampliamente conocido que la mayoria de los agentes
antineoplasicos existentes en la clinica poseen entre sus efectos adversos, efectos

genotoxicos.

Con el propésito de establecer relaciones entre la estructura quimica y la
actividad anticancerosa de las argentatinas A y B, asi como para obtener
compuestos con un perfil farmacolégico superior, se llevé a cabo la obtencion de
23 derivados, mediante modificaciones moleculares por métodos quimicos. Dichas
modificaciones se realizaron considerando las transformaciones quimicas que
habian sido descritas para otros nucleos triterpénicos. La caracterizacién de cada
derivado se realiz6 mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
Mientras que la evaluacion de la actividad citotoxica de los derivados obtenidos se

llevé a cabo en cuatro lineas celulares de cancer humano.

En resumen, se establecid el potencial citotdxico, citostatico y genotdxico de
las argentatinas A y B. Se obtuvieron, mediante transformaciones quimicas, 24
derivados a partir de las argentatinas en estudio. Actualmente, se cuenta con un
derivado de la argentatina B que presenta una actividad in vitro similar a la
doxorubicina pero sin sus efectos secundarios. La evaluacion farmacolégica de

tales derivados permitié el establecimiento de algunas relaciones estructura-



actividad y, en el caso de los derivados de la argentatina B, también se llevé a

cabo un analisis comparativo de campos moleculares (CoMFA).



Il. MARCO TEORICO

1.1 CANCER

11.1.1 Definicion

El cancer es un conjunto de padecimientos neoplasicos que se presenta en
los seres humanos y en otras especies animales (Katzung, 1999). De acuerdo con
Sir Rupert Willis, una neoplasia es una masa anormal de tejido, cuyo crecimiento
excede al del tejido normal y no esta coordinado por él, y que persiste de la misma
forma excesiva tras finalizar el estimulo que suscité la alteracion. Las neoplasias

malignas tienen la capacidad de sufrir metastasis y formar tumores secundarios.

El cancer se caracteriza por cambios en los mecanismos de control que
regulan la proliferacién y diferenciacién de las células (Katzung, 1999). Dichos
cambios son el resultado de anomalias genéticas que puede aparecer por la
mutaciéon de un grupo especifico de genes. Muchos de estos genes actuan
normalmente suprimiendo o estimulando la continuidad del ciclo celular, y su

pérdida o inactivacion da lugar a una division celular acelerada (Gibbs 2000).



Il. 1. 2 El cancer como problema de salud publica

Hoy en dia, el cancer constituye una de las principales causas de muerte de
la humanidad. Cada afio mas de 10 millones de personas son diagnosticadas con
cancer, de las cuales, 6 millones mueren representando el 12% de las muertes en
el ambito mundial y se estima que para el afno 2020 el numero de nuevos casos se
incrementara a 15 millones (Klug y Cummings, 1999). Segun los registros de la
Secretaria de Salud, desde 1990 en México, el cancer ocupa el segundo lugar
como causa de muerte (Sistema Epidemiolégico y Estadistico de las Defunciones

2001).

En el afio 2002, en México, el cancer provocod 58,599 defunciones. En el
caso de los varones, el numero de fallecimientos por este padecimiento representé
el 11.2 % de las muertes. Mientras que en las mujeres, esto correspondio al 14.7
%. Sin embargo, es alarmante el hecho de que para el grupo de mujeres entre 35
y 64 anos de edad, el cancer constituye ya la primera causa de muerte (Instituto
Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica, 2005). En la Figura 1 se muestra

la distribucion porcentual por sexo de diversos tumores malignos.

Sin duda, el cancer constituye un problema a nivel mundial y ocupa un lugar
de especial importancia en los programas de salud publica, asistencia médica,

prevencion e investigacion.
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Figura 1. Distribucion porcentual de defunciones por tumores malignos en México

durante el afno 2002.

1. 1. 3 El tratamiento del cancer

Hasta hoy, las estrategias principales para el tratamiento curativo o paliativo

del cancer son los procedimientos quirurgicos, la radioterapia y la quimioterapia.

En la quimioterapia del cancer se emplean farmacos para el tratamiento de
las enfermedades neoplasicas. Esta estrategia se remonta al menos 500 afios,
con el uso de algunas preparaciones de plata, zinc y mercurio que se emplearon
para tratar este tipo de padecimientos. En 1865, Lissauer observé un efecto
positivo después de tratar a un paciente de leucemia con arsenito de potasio

(solucién de Fowler) (Lissauer en Rojas 1992).



La era moderna de la quimioterapia inici6 después de la Segunda Guerra
Mundial con la introduccion de las mostazas nitrogenadas, agentes alquilantes
—desarrollados para el uso clinico como consecuencia de la toxicidad
hematopoyética observada con la mostaza sulfurada (un gas de guerra)-, y la
aminopterina. Estos compuestos produjeron remisiones notables en pacientes con
linfoma y en nifios con leucemia linfocitica aguda. Desafortunadamente, no se
obtuvieron curaciones debido al rapido desarrollo de resistencia a los farmacos, un
problema que se ha observado con el uso unico de cada nuevo farmaco (Bertino

en Browman y Rand 1984).

Los primeros resultados que se obtuvieron con la quimioterapia motivaron la
creacion de un programa de desarrollo de farmacos anticancerosos, en especial
en los Estados Unidos de América; en 1955 se autorizé en ese pais, el Centro de
Servicio Nacional de la Quimioterapia de Cancer en el Instituto Nacional del
Cancer. Desde entonces se han aprobado mas de 30 farmacos para el uso en el
tratamiento de los pacientes con enfermedades malignas (Chabner y Roberts
2005). Algunos de estos farmacos curan a la mayoria de los pacientes con
coriocarcinoma, cancer testicular, leucemia linfocitica aguda y diversos tipos de

linfomas.

Con el tratamiento combinado de farmacos se mejora la respuesta

farmacoldgica en pacientes con cancer de ovario o con leucemia mielocitica aguda



—aunque, la tasa de curacion alcanza sélo del 10 al 20%—-. Desafortunadamente

otros tipos de cancer son menos susceptibles al tratamiento quimioterapéutico.

Por otra parte, la quimioterapia se puede emplear como adyuvante en el
tratamiento del cancer. Para ello, los farmacos se administran antes
(neoadyuvante) o, después del tratamiento definitivo (cirugia o radioterapia). En el

Cuadro 1 se indican algunos de los agentes antineoplasicos mas representativos.

Cuadro 1. Clasificacion de agentes antineoplasicos segun su mecanismo de

accion o su origen (Moore y Goldenberg en Kalant y Roshlau 1998).

Agentes alquilantes y de union a ADN  Antimetabolitos

Mostaza nitrogenada Metotrexato

Melfalan 5-Fluorouracilo

Ciclofosfamida e Ifosfamida Arabindsido de citosina
Clorambucil Gemcitabina

Busulfan 6- mercaptopurina y 6-tioguanina
Nitrosoureas 2-clorodesoxiadenosina

Cisplatino y carboplatino
Dacarbacida y Procarbacida

Mitomicina C
Antibioticos Compuestos de origen natural y/o sus
Actinomicina D derivados
Doxorrubicina, daunorrubicina Vincristina, Vinblastina
Epirrubicina, Bleomicina Vinorelbina, Etopdsido, Tenipodsido
Paclitaxel, Docetaxel
Derivados de la camptotecina
Diversos Hormonas
L- Asparaginasa Glucocorticoides
Hidroxiureas Tamoxifeno

Agentes progestacionales
Agentes antiandrégenos




1.2 PRINCIPIOS ACTIVOS DE ORIGEN NATURAL

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente
el 80 % de la poblacibn mundial ha utilizado la medicina tradicional en sus
cuidados de salud. Adicionalmente, se calcula que los productos naturales
representan alrededor del 50 % de los farmacos de uso clinico en paises
desarrollados y de estos el 25 % derivan de plantas superiores (Laza y Rodriguez,

2003).

El aislamiento de compuestos anticancerosos de origen natural se ha
efectuado a partir de diferentes estrategias: una de ellas es aquélla que toma en
cuenta los antecedentes etnomédicos de las especies bajo estudio; otra es el

tamizaje; inclusive por medio de la evaluacion directa de estructuras novedosas.

Debido a que en la practica tradicional es dificil distinguir entre un proceso
inflamatorio y un desarrollo canceroso, la busqueda de especies con probados
antecedentes etnomédicos anticancerosos no es facil. Sin embargo, en 1982,
Hartwell inform6é de aproximadamente 3000 especies de plantas que

etnomédicamente se habian referido como anticancerosas (Hartwell, 1982).

En la medicina popular de diversas regiones del mundo se describen las
propiedades beneficiosas de la “vinca” (Vinca rosea Sin. Catharantus roseus), una
especie de mirto (Figura 2). Esta especie habia sido referida como

hipoglucemiante; sin embargo, cuando se estudiaron sus efectos farmacolégicos



se encontré que provocaba granulocitopenia y depresion de la médula ésea de la
rata. Investigaciones posteriores demostraron que algunas fracciones de
alcaloides de esta planta tenian actividad contra la neoplasia linfocitica murina. El
estudio quimico permitié el aislamiento de cuatro alcaloides diméricos activos:
vinblastina, vincristina, vinleurosina y vinrosina. Los dos primeros, se convirtieron
en agentes clinicamente importantes para el tratamiento de leucemias, linfomas y
cancer testicular (Figura 2) (Calabresi y Chabner en Hardman et al., 1996; Cragg y

Newman, 2005).

A) B)

Vinblastina, R= CH;
Vincristina, R=CHO

Figura 2. A) Flores de Catharanthus roseaus L.; B) Estructuras quimicas de la

vincristina y vinblastina.



Las actividades biologicas de los alcaloides de la vinca se explican por su
capacidad de ligarse especificamente a la tubulina y bloquear la facultad de dicha
proteina para polimerizarse en microtubulos. Asi, la vinblastina se une a la
subunidad (3 de los dimeros de tubulina a una region denominada “dominio de
unién Vinca”. La union de la vinblastina a la tubulina soluble es rapida y reversible.
De manera importante, la vinblastina induce cambios conformacionales en la

tubulina que hace que esta proteina se autoasocie (Jordan y Wilson, 2004).

Asi mismo, la vinblastina también se une directamente a los microtubulos,
disminuyendo la dinamica de los mismos. Como consecuencia se previene la
formacién del huso mitético y se reduce la tension de los cromosomas en la region

cinetocorica (Jordan y Wilson, 2004).

La especie Podophyllum peltatum se empleé como remedio popular por los
indigenas de América y los primeros colonizadores (Figura 3), por sus efectos
eméticos, catarticos y antihelminticos. A partir de esta planta, se aislo la
podofilotoxina. Este principio fue derivatizado para obtener dos glucésidos
semisintéticos, el etopdsido y el tenipdsido (Figura 3), los cuales tienen aplicaciéon
en el cancer testicular y el carcinoma de células pequefias del pulmon.

El etopdsido y el tenipdsido, forman un complejo ternario con la topoisomerasa Il y
el ADN. La formaciéon de dicho complejo ocasiona rupturas en el ADN de doble
hebra que conlleva a la detencion del ciclo y posterior muerte celular (Calabresi y

Chabner en Hardman et al., 1996).
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Figura 3. A) Partes aéreas de Podophyllum peltatum; B) Estructuras quimicas del

teniposido y el etopdsido.

Como resultado de la evaluacién de las propiedades citotdxicas de cientos
de extractos de especies vegetales por el Instituto Nacional del Cancer (EUA), en
los afios 60°s, se logré el descubrimiento de un potente diterpeno nombrado
paclitaxel (Chabner y Roberts, 2005; Cragg y Newman, 2005; Mann, 2002). Este
compuesto, se aislé a partir de la corteza del arbol milenario conocido como tejo

del pacifico (Taxus brevifolia) (Figura 4).

El paclitaxel estimula la formacién de microtubulos a bajas temperaturas y
en ausencia de GTP. Se liga especificamente a las subunidades B-tubulina de los
microtubulos, y al parecer antagoniza el desensamble de esta proteina

citoesquelética, con lo cual aparecen en células tratadas con paclitaxel, haces de



microtubulos y estructuras aberrantes de ellos (Jordan y Wilson, 2004). En
consecuencia, el ciclo celular se detiene en la mitosis. En 1992, se aprobé el uso
del paclitaxel para el tratamiento del cancer ovarico refractario a cisplatino y ha
tenido actividad promisoria contra los canceres de mama, pulmones, eséfago y
cabeza, y cuello (Calabresi y Chabner en Hardman y et al., 1996; Jordan y Wilson,
2004). El paclitaxel es sin duda, el compuesto anticanceroso mas vendido en el
mundo. En el 2000, las ganancias por la venta de este compuesto superaron los

1.5 billones de dolares anuales (Mann, 2002).

B)

Paclitaxel

Figura 4. A) Taxus brevifolia; B) Estructura quimica del paclitaxel.



Otros compuestos con importancia clinica son la camptotecina y sus
derivados, el irinotecano y el topotecano; asi como la homoharringtonina, la
elipticina y su derivado, el eliptinium. Este ultimo empleado en Francia para el

tratamiento del cancer de mama (Cragg y Newman, 2005) (Figura 5).

Topotecano

' Homoharringtonina
O\
HO c|> O

Figura 5. Compuestos de origen natural y derivados con importancia clinica en el

tratamiento del cancer.



Aunque los compuestos antes mencionados son los de mayor importancia
clinica, existe una gran cantidad de metabolitos estructuralmente diversos, con
probada actividad contra lineas celulares de cancer. Es posible encontrar en cada
grupo de metabolitos secundarios algun representante con propiedades
anticancerosas. Algunos de estos grupos de compuestos son las cumarinas (Lee
et al., 2003; Reyes-Chilpa et al., 2004), los flavonoides (Palazzino et al., 2002;
Shen et al., 2004), los sesquiterpenos (Cho et al., 2004; Fang et al., 2005; Herz et
al., 1981; Rivero et al., 2003), los diterpenos (Fujioka et al., 1998; Rasikari et al.,
2005) y los triterpenos (Setzer y Setzer, 2003). Los mecanismos de accion,
responsables de la actividad citotoxica de estos grupos de compuestos, son

diversos.

Sin duda, las plantas y microorganismos continuan siendo una fuente
invaluable de sustancias bioactivas. Asi, en el 2000, se estim6é que
aproximadamente el 53% de los farmacos en estudios clinicos correspondia a
metabolitos secundarios y sus derivados 0 a compuestos obtenidos a partir de un

farmacaoforo de un producto natural (Newman et al., 2003).



Il. 3 TRITERPENOS COMO AGENTES ANTICANCEROSOS POTENCIALES

Los triterpenos constituyen un grupo importante y estructuralmente diverso
de metabolitos secundarios derivados del escualeno o de precursores aciclicos de
30 atomos de carbono. Xu y colaboradores (2004) estimaron cerca de 200 tipos de
esqueletos triterpénicos, los cuales poseen una amplia distribucion en el reino

vegetal.

El estudio sistematico de plantas con antecedentes etnomédicos, ha
conducido frecuentemente al aislamiento de diversos triterpenos biodinamicos.
Asi, se conocen triterpenos antioxidantes (Zhu et al., 1999), antiinflamatorios
(Baricevic et al., 2001; Marquina et al., 2001; Oviedo-Chavez et al., 2004),
hepatoprotectores (Liu et al.,1993; 1995), cardioprotectores (Sumitra et al., 2001),
antagonistas de los receptores de estrébgeno (Calzada et al., 1995),
antiproliferativos (Li et al., 2002), citotéxicos en lineas celulares de cancer humano
(Setzer y Setzer 2003), antiangiogénicos (Sohn et al., 1993) y proapoptéticos (Kim

et al., 2000).

Hasta la fecha, se han descrito mas de 100 triterpenos con actividad
citotoxica. Algunos de éstos son los del tipo ursano, oleanano, cicloartano, lupano,
asi como las quinonas metiluricas. Los compuestos referidos mas frecuentemente

en la literatura pertenecen a los dos primeros tipos (Setzer y Setzer, 2003).



En la Figura 6 y en el Cuadro 2 se muestran algunos triterpenos citotoxicos
del tipo ursano. Los acidos ursélico, corosélico, pomalico, euscafico y acetil-p-

boswélico constituyen los ejemplos clasicos de ursanos bioactivos.

HOw.

HO

J
5

Y,
o “
U1, a-amirina, R=H

U2, palmitato de la a-amirina, R= CO(CH,);4CH3 U3, acido corosdlico U4, &cido euscafico

U5, acido ursdlico, R = H U8 R= cumarato (l)R U9 R=cis ferulato
U6, acido 3-O-acetil ursélico, R = Ac U10 R= trans ferulato
U7, acido 3-O-palmitil ursélico, R = CO(CH,)14CH3

HO
U11, R=cis cumarato U13, R= cis ferulato U17 acido B-boswélico, Ry = H, Ry = H,
U12, R=trans cumarato U14, R= trans ferulato U18, acido 3-O-acetil-B-boswélico, Ry = Ac, R, = H,
U15, R= cis cumarato U19, 4cido 11-ceto-p-boswélico, Ry =H, R, = O
U16, R= trans cumarato U20, &cido 3-acetil-11-ceto-B-boswélico, R = Ac, R, = O

HO

-
-
-

U22, 4cido 3p-hidroxiurs-18,20(30)-dien-28-oico  U23, &cido pomdlico, Ry = OH , R,= H, R3= H

. . . . . U24, &cido 2-oxo-pomolico, Ry= OH, R,R3 = =0
U21, &cido 3p-hidroxiurs-12,19(29)-dien-28-oico U25, acido 3-O-acetil pomolicé, R= OZAC? Rp=H,Rg=H

Figura 6. Algunos ejemplos de triterpenos anticancerosos del tipo ursano.
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La actividad biologica del acido ursoli

diferentes blancos moleculares. Asi, el acido

de las enzimas involucradas en la duplicacion celular, como son la ligasa | (Tan et
al., 1996) y las polimerasas del ADN (Mizushina et al.,

cancer, el acido ursodlico incrementa la concentracion de calcio intracelular (Baek

et al., 1997), induce arresto celular en Go/G1

citocromo c y finalmente apoptosis mediada por activacion de la caspasa 3 (Kim et

al., 2000).
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Cuadro 2. Actividad citotoxica de algunos triterpenos del tipo ursano.

Compuesto Clso (M)  Linea celular Referencia
U1 14 UMR106 Kweifio-Okai et al., 1994.
U2 23.2 A2780 Chaturvedula et al, 2002.
u3 10.4 A549

5.7 HCT-8 Yamagishi et al., 1988.
12.9 P-388
10.2 HepG2
10.6 A549 Ahn et al., 1998.
21 HelLa
9.1 K562
9.3 A549
8.3 SK-OV-3 Kim et al., 2000a.
10.8 SK-MEL-3
11.6 XF498
9.9 HCT15
U4 37.6 SK-OV-3 Kim et al., 2000a.
us 14.5 KB
7.0 P388
8.8 L-1210 Lee et al., 1988.
8.8 A549
9.9 HCT-8
10.7 MCF7
30 NUGC-3 Mizushina et al., 2000.
7 HepG2
4.0 A549 Ahn et al., 1998.
3.3 HelLa
27.4 K562
7.2 HCT15 Rios et al., 2001.
7.0 uISO
7.0 OVCAR-5
7.7 B16 Es-saady et al., 1996.
0.9 HL-60 Simon et al., 1992.
7.9 HL-60 Baek et al., 1997.
9.2 A549
7.9 K-OV-3
10.1 SK-MEL-3 Kim et al., 2000a.
9.9 XF498
9.6 HCT15




Cont. Cuadro 2.

Compuesto Clso (M)  Linea celular Referencia
U5 256.2 H460
249.6 ME-180
247.4 DU145
225.5 MCF-7 Neto et al., 2000.
93.1 M-14
247.4 HT-29
223.3 PC-3
164.2 K562
25.8 Lu1
19.7 Col2
14.5 KB Hwang et al., 2003.
14.7 LNCaP
28.9 hTERT-RPE1
9.0 HUVEC
Ué 351 HepG2 Setzer et al., 2000.
7.4 KB
11.8 P388 .
171 L-1210 Lee et al., 1988.
14.2 A549
11.6 HCT-8
15.0 MCF7
us 1.43 HepG2 Setzer y Setzer, 2003.
15.3 MDA-MB-231
U9 1.5 P388 Duh et al., 1987.
u10 3.2 P388 Duh et al., 1987.
U11 25 KB Siddiqui et al., 1995.
u12 12 KB Siddiqui et al., 1995.
u13 4.2 A549
3.7 HCT15 Lee et al., 2000.
0.9 MCF7
6.6 HT-1197
u14 9.7 A549
2.8 HCT15 Lee et al., 2000.
8.8 MCF7
8.6 HT-1197
u15 7.3 A549 Lee et al., 2000.
4.2 HCT15
1.4 MCF7
7.0 HT-1197
u16 3.7 A549
4.4 HCT15 Lee et al., 2000.
0.9 MCF7




Cont. Cuadro 2.

Compuesto Clso (M)  Linea celular Referencia
u16 5.0 HT-1197 Lee et al., 2000.
U220 31.0 HL-60 Hoernlein et al., 1999.
32.0 CCRF-CEM
u23 17.6 ME-180

25.0 DU145
29.0 MCF-7

14.6 M-14 Neto ef al., 2000.
324 H460
28.5 HT-29
28.1 PC-3
40 K562
U24 425.3 H460

>513.7 ME-180
>513.7 DU145

378.1 MCF-7 Neto et al., 2000.
90.4 M-14
394.5 HT-29
234.2 PC-3
431.5 K562
U25 109 H460

134.7 ME-180
2497 DU145

138.7 MCEF-7 Neto et al., 2000.
114.9 M-14
138.7 HT-29
134.7 PC-3
42.2 K562
U26 22.3 MK-1
41.3 Hela Fujioka et al., 2003.
20.1 B1610
u27 17.6 MK-1
23.1 Hela Fujioka et al., 2003.
12.1 B1610
u28 52.63 MK-1
77.9 Hela Fujioka et al., 2003.
34.0 B1610
u29 19.7 MK-1
34 HelLa Fujioka et al., 2003.
19.7 B1610
u30 90.5 MK-1
>107.8 Hela Fujioka et al., 2003.

49.6 B1610




Por otro lado, Shishoda y colaboradores (2003) demostraron que el acido
ursolico inhibié la activacién del factor nuclear-xB (NF-xB) inducida por diversos
carcindégenos, como son el factor de necrosis tumoral, el acido okadaico, entre
otros. Es conocido que el factor de transcripcion NF-xB regula diversos genes que
median procesos de proliferacion, angiogénesis y metastasis, por lo que, los
efectos inhibitorios que posee el acido ursdlico explican en parte los efectos

anticancerosos y quimiopreventivos de dicho triterpeno.

Subbaramaiah y colaboradores (2000), encontraron que el acido ursolico
inhibio la expresion de la ciclooxigenasa Il (COX-Il), ademas fué capaz de impedir

la activacion de la proteincinasa C (PKC) mediada por ésteres de forbol.

El 4cido corosdlico, al igual que el acido ursdlico, también inhibe la actividad
de PKC de una manera dependiente de la dosis. Dicha inhibicion correlaciona con

la actividad citotdxica encontrada en células K562 (Ahn et al., 2000).

En un estudio del acido 3-acetil-11-ceto-B-bosweélico, se encontré que este
triterpeno inhibi6 de manera irreversible la sintesis del ADN. A concentraciones
bajas, este compuesto presentd efectos citostaticos sin disminuir la viabilidad de
células de leucemia HL-60 (Shao et al., 1998). Dichos efectos correlacionaron con
la inhibicién de la topoisomerasa | (Hoerlein et al., 1999). Sin embargo, a
concentraciones mayores, este compuesto indujo apoptosis dependiente de la

activacion de caspasa 8 (Liu et al., 2002).



Como se puede observar, los ursanos poseen efectos farmacolégicos que
los hacen compuestos potenciales para el desarrollo de agentes antineoplasicos.
A la fecha, se ha sintetizado una gran cantidad de compuestos antiinflamatorios y
citotoxicos derivados del acido ursélico (Baglin et al., 2003; Finlay et al., 1997;
Honda et al., 1997; 2000a; 2000b; Lee et al., 1988). En la Figura 7 y en el Cuadro
3 se muestran las estructuras quimicas y la actividad citotoxica de algunos de los

derivados de U5.

HoN

U37, acido 5p-(1-metil-2-etil)-100.~(3-aminopropil)-des-
X A-urs-12-en-28-oico
U31, ursolato de metilo, R=H
U32, 3-O-acetil ursolato de metilo, R=Ac
U33, 3-O-crotonil ursolato de metilo, R=CO-CH=CH-CHj3
U34, 3-O-propionil ursolato de metilo, R=CO-CH,CHj3
U35, 3-O-senecioil ursolato de metilo, R= CO-CH=C(CH3),
U36, 3-O-miristoil ursolato de metilo, R= CO(CH,)1,-CH3

Figura 7. Algunos derivados del acido ursolico con actividad citotoxica.



Cuadro 3. Actividad citotéxica de algunos derivados del acido ursoélico.

Compuesto Clso (M)  Linea celular Referencia
U31 >8.5 KB
9.0 P388 Lee et al., 1988.
10.6 L-1210
13.81 A549

16.2 HCT-8
>21.2 MCF7

U32 >7.8 KB
6.0 P388 Lee et al., 1988.
6.8 L-1210
>19.5 A549

>19.5 HCT-8
>19.5 MCF7

U33 >7.4 KB
59 P388
3.9 L-1210 Lee et al., 1988.
>18.6 A549
>18.6 HCT-8
10.2 MCF7
u34 >7.6 KB
5.0 P388
4.5 L-1210 Lee et al., 1988.
14.8 A549

>19.0 HCT-8
>19.0 MCF7

U35 >7.2 KB
5.1 P388
4.9 L-1210
11.4 A549 Lee et al., 1988.

>18.1 HCT-8
>18.1 MCF7

U36 >5.9 KB
3.9 P388
4.1 L-1210 Lee et al., 1988.
9.3 A549

>14.7 HCT-8
>14.7 MCF7

u37 0.3 NRP.152 Finlay et al., 1997.




Los triterpenos de tipo oleanano también poseen actividad anticancerosa.
Hasta la fecha, diversas investigaciones han demostrado que el acido oleandlico
posee actividad citotdéxica sobre diferentes lineas celulares de cancer (Setzer y
Setzer 2003). Ademas, este compuesto induce la diferenciacion en lineas

celulares de leucemia murina y humana (Umehara et al., 1992).

El acido oleandlico inhibe las reacciones de adenilacion y ligacidon
catalizadas por la ligasa | del ADN humano (Tan et al., 1996). También, se conoce
que este compuesto inhibe la actividad de la polimerasa 3 del ADN de rata (Deng
et al., 1999). Ademas, Choi y colaboradores (2001) encontraron que el acido
oleandlico estimula la liberacion de oxido nitrico (ON) y TNF-a, a través de la
regulaciéon de la expresion de la enzima Oxido nitrico sintetasa y el factor de

necrosis tumoral, por el factor nuclear kB (NF-«xB).

Sin embargo, el acido oleandlico no es el unico oleanano con actividad
anticancerosa importante. En la Figura 8 y en el Cuadro 4 se muestran las
estructuras quimicas y la actividad citotéxica de algunos triterpenos del tipo

oleanano.

Se conoce que algunos triterpenos del tipo oleanano son inhibidores
cataliticos de las topoisomerasas humanas; sin embargo, hasta el momento no se
ha descrito la actividad citotdxica o antiproliferativa de dichos compuestos. Entre

esos compuestos se pueden mencionar al acido acetil-a-boswélico, al olean-12-



en-3p3,15a-diol y al olean-12-en-3f3,15a,24-triol (Syrovets et al., 2000; Wada et al.,
2001). Asi mismo, se sabe que los 3-p-cumaratos (cis y trans) del acido oleandlico

son capaces de inhibir la polimerasa del ADN (Ma et al., 1999).
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01, acido oleandlico, R=H 03, acido epi-oleandlico 04, acido morénico
02, 4cido 3-O-acetiloleandlico, R=H

HO,,,

HO

A
.

05, acido maslinico 06, remangilona A

RO” Yy RO 1
2 3
08, R= trans cafeato 09, R4, Ry=trans cumarato 011, R= cis ferulato
010, R4= cis cumarato, R,= trans cumarato 012, R= trans ferulato

013, R= cis cumarato
014, R= trans cumarato

015, R= cafeato 016, R= cafeato

Figura 8. Algunos triterpenos del tipo oleanano con actividad anticancerosa.



017, (23Z)-cumaroil hederagenina, Ry =H, R, = cis cumarato 020, amooranina 021, palmitato de B-amirina, R = -CO(CH;);4CH3
018, (23E)-cumaroil hederagenina, Ry =H, R, = trans cumarato 022, acetato de B-amirina, R=Ac
019, (3Z)" cumaroil hederagenina, Rj = cis cumarato, R, =H

023, ginsenosido-Ro  Ry= glc,-glucUA  R,= glc 024, olean-12-en-3B,15a-diol, Ry= Me, R,= OH 027, &cido hiptatico
025, olean-12-en-3p,24-diol, Ry= CH,OH, R= H
026, olean-12-en-3p,15w,24-triol, R1=CH,OH, R,= OH

AcO™ RO 1
HOOC ™= 2

028, acido 3-O-acetil-a-boswélico 029, R= trans cumarato 030, R=cis cumarato

031, zingibrésido R4
R = (acido-B-D-glucurénico) (acido-B-D-glucurénico) ( B-D-glucopiranosil)

Ra
032, julibrosido | -O-glc’
033, julibrésido 11 -OH
034, julibrosido I -NHAc

Cont. Figura 8.




Cuadro 4. Actividad citotdxica de algunos triterpenos del tipo oleanano.

Compuesto Clso (nM) Linea celular Referencia
o) 35.9 A549
27.2 SK-OV-3 Kim et al., 2000a.
40.5 SK-MEL-3
26.5 HCT15
02 168 HepG2 Setzer et al., 2000.
o3 35.7 KB
741 P-388 Camacho et al., 2000.
04 7.9 HCT-15
8.5 ulSoO Rios et al., 2001.
11.6 KB
05 41.0 A549 Kim et al., 2000a.
38.9 SK-OV-3
41.9 SK-MEL-3
32.4 HCT15
>8.5 KB
>21.2 A549
>21.2 HCT-8 Yamagishi et al., 1988.
>21.2 P-388
>21.2 L-1210
06 6.6 MDA-MB-231 Deng et al., 1999a.
o7 1.6 MDA-MB-231 Deng et al., 1999a.
(0]] 26 A549
26 SK-OV-3 Kim et al., 2000a.
2.8 SK-MEL-3
29 XF498
2.8 HCT15
09 4.91 KB Kashiwada et al., 1993.
010 3.74 KB Kashiwada et al., 1993.
2.7 A549
O11 21 HTC-15 Lee et al., 2000.
3.9 MCF7
3.4 HT-1197
1.0 A549
012 21 HTC-15 Lee et al., 2000.
3.0 MCF7
5.2 HT-1197
3.0 A549
013 1.9 HTC-15 Lee et al., 2000.
1.9 MCF7
1.6 HT-1197




Cont. Cuadro 4.

Compuesto Clso (uM) Linea celular Referencia
6.1 A549
014 0.8 HTC-15 Lee et al., 2000.
1.8 MCF7
3.4 HT-1197
015 29 MCF7
3.5 PC-3 Yun et al., 1999.
21 HCT-15
016 3.5 MCF7
2.6 PC-3 Yun et al., 1999.
1.3 HCT-15
017 1.6 KB Chang et al., 2004.
3.6 HT29
018 1.3 KB Chang et al., 2004.
2.4 HT29
019 1.2 KB Chang et al., 2004.
2.1 HT29
020 5.31 CEM
10.19 CEM/VLB Ramachandran et al., 2003.
7.70 SW620
12.70 SW620/Ad-
300
021 201 A2780 Chaturvedula et al., 2002.
022 25.8 A2780 Chaturvedula et al., 2002.
023 125 GLC4 Atopkina et al., 1999.
172 COLO 320
027 >8.2 KB
12.1 A549 Yamagishi et al., 1988.
8.6 HCT-8
13.7 P-388
>20.5 L-1210
032 >4.3 KB Ikeda et al., 1997.
033 >4.6 KB Ikeda et al., 1997.
034 0.9 KB Ikeda et al., 1997.




Al igual que el acido ursdlico, el acido oleandlico fué sometido a
transformaciones quimicas para diversos fines. Las primeras transformaciones
realizadas en los afnos sesenta, se efectuaron con el fin de obtener agentes
antiinflamatorios novedosos. Los compuestos obtenidos en tales investigaciones
se patentaron en 1967 y 1976 (Hawkins, 1976; Turner y Davies, 1967). En 1984,
Han y colaboradores, informaron de la sintesis de 11-oxo derivados del acido
oleandlico. Dichos derivados fueron concebidos como antiinflamatorios

corticomimeéticos (Han et al., 1984).

Finlay y colaboradores (1997) informaron de la obtencion de algunos
derivados del acido oleandlico con apertura en el anillo A. De dicha serie de
compuestos, el mas activo fue el acido 5p-(1-metil-2-etil)-100-(3-aminopropil )-des-
A-olean-12-en-28-oico (Figura 9), el cual presenté una concentracion inhibitoria
media de 0.7 uM contra células NRP.152 de cancer prostata. Posteriormente, el
grupo de investigacion bioorganica encabezada por el binomio Gribble y Sport
lograron la sintesis y evaluacion de diversos compuestos antiinflamatorios y
anticancerosos a partir del acido oleandlico (Honda et al., 1997; 1998; 1999;
2000a; 2000b; 2002; Suh et al., 1998; 1999). Como resultado de tales
investigaciones se obtuvo el &cido 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,19-dien-28-oico,

conocido como CDDO (Figura 9).

El CDDO es un agente multifuncional. Dicho compuesto inhibe Ila

proliferaciéon de una gran cantidad de lineas celulares de cancer humano, induce



diferenciacién en células de leucemia humana y en fibroblastos murinos (Suh et
al., 1999), es proapoptoético (Ito et al., 2000; 2001) y ademas, suprime la formacién
de novo de las enzimas oOxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-2
(COX-2). Wang et al., (2000) demostraron que CDDO es un agonista parcial del
receptor PPAR-y, un miembro de la superfamilia de receptores hormonales.

Ademas, el éster metilico del CDDO es un antagonista de dicho receptor.

En un estudio diferencial efectuado en las lineas MCF-7 y MDA-MB-435,
con el apoyo de microarreglos, se encontré que el CDDO regulé la expresion de
genes relacionados con la regulacion del ciclo celular, la apoptosis y la
carcinogénesis en la mama. Por lo que se postulé que esta molécula podria ser

empleada para la terapia del cancer de mama (Lapillonne et al., 2003).

Con el fin de mejorar la biodisponibilidad del CDDO se generaron algunos
derivados, de los cuales destaca el derivado imidazol (CDDO-Im) (Honda et al.,
2002). Dicho derivado inhibe la proliferacién de lineas celulares de leucemia y
mama en el orden de 10-30 nM. Place y colaboradores (2003) demostraron que
este compuesto tambien es un ligando de PPAR-y, aunque también encontraron
que este compuesto induce diferenciacion en células de leucemia que es
independiente de la activacion de PPAR-y, lo cual sugiere su accion sobre otro

blanco molecular diferente (Place et al., 2003).



Estudios recientes informaron sobre la actividad sinérgica de CDDO vy

CDDO-Im con la familia de citocinas de la familia TGF-$3 (Suh et al., 2003).

N,
036, acido 2-ciano-3,12-dioxoolean-1,9(11)-dien-28-oico, R= OH ,\ITJ
037, 1[2-ciano-3,12-dioxoolean-1,9(11)-dien-28-oillimidazol, R= 'tgw
038, 2-ciano-3,12-diooxoolean-1,9(11)-dien-28-oato de metilo, R= OMe

Figura 9. Derivados bioactivos del acido oleandlico.

Otros grupos de triterpenos, especialmente importantes, son las cucurbitacinas
(Figura 10) y las quinonas metiluricas (Figura 11). Las cucurbitacinas son los
triterpenos citotoxicos mas potentes aislados de la naturaleza (Clsp= 0.007 a 0.05
uM) (Almeida et al., 1992; Attard et al., 2004; Konopa et al., 1974a; 1974b; Le Men
et al., 1969; Smit et al., 2000; Van dang et al., 1994; Whitehouse y Doskotch,
1969; Witkowski y Konopa, 1981; Witkowski et al., 1984). Los efectos
antiproliferativos de este tipo de compuestos correlacionan con la

desestabilizacion del citoesqueleto de las células de cancer (Duncan et al., 1996).



Algunos compuestos de este tipo se patentaron desde el afio 2002 (Sebti y Jove,
2002).

OAc
HO s
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=

Cu1, cucurbitacina B

.
-
Pl

Cu2, cucurbitacina E

Figura 10. Algunas cucurbitacinas citotéxicas.

Por su parte, las quinonas metiluricas (nor-friedelanos) son potentes

triterpenos cuya estructura presenta un elevado grado de insaturacion (Figura 11).
El tipo de estructura, asi como estudios de modelado molecular sugieren que este
tipo de compuestos podrian ser intercaladores del ADN y que son susceptibles a
un ataque nucleofilico por las bases nitrogenadas (Setzer et al., 2001). En la

Figura 11 y en el Cuadro 5 se muestran las estructuras quimicas y la actividad

citotoxica de algunas quinonas metiluricas.



Q4, scutiona Q5, 28-hidroxiisoiguesterina @6, isoiguesterol

COMe

Q7. 17-(metoxicarbonil)-28-nor-isoiguesterina Q8, pristimerina Q9, 15a-hidroxipristimerina

Q10, tingenona Ry1=Me, Ry=H, R3= O, R;=H

Q11, 20-hidroxi-20-epi-tingenone R4= OH, Ry= Me, R3= O, R4=H
Q12, 22p-hidroxitingenona R4= Me, Ry= H, R3= O, R4= OH

Q13, celastrol Ry= Me, R,=CO,H, R3= Hy, R4=H

Figura 11. Algunas quinonas metiluricas bioactivas.




Cuadro 5. Actividad citotéxica de algunas quinonas metiluricas (nor-friedelanos).

Compuesto Clso (nM) Linea celular Referencia
Q1 5.7 P-388
11.5 A549 Chavez et al., 1999.
11.5 HT-29
11.5 MEL-28
Q2 0.2 Hela Gonzalez et al., 1998.
Q3 1.95 HepG2 Setzer et al., 2001.
1.23 MDA-MB-231
Q4 11.7 HelLa
134 Hep2 Shirota et al., 1994.
17.2 Vero
Q5 6.1 HT-29 Figueiredo et al., 1998.
Q6 5.8 HT-29 Figueiredo et al., 1998.
Q7 5.31 HT-29 Figueiredo et al., 1998.
Q8 4.6 HT-29 Figueiredo et al., 1998.
0.65 HelLa Gonzalez et al., 1998.
2.2 Hep-2
0.3 V-79
0.11 P388 Itokawa et al., 2000.
0.5 KB
1.18 KB Shirota et al., 1994.
0.26 P388
0.77 L-1210
Q9 2.5 Hela Gonzales et al., 1998.
0.6 Hep2
Q10 0.7 BC-1
1.7 HT-1080
1.4 LU-1
0.5 MEL-2
2.1 COL-2 Ngassapa et al., 1994.
1.2 KB
1.0 KB-V1(+VLB)
1.0 KB-V1(-VLB)
0.2 P-388
1.7 A431
0.5 LNCaP
1.4 2R-75-1
0.5 U373
0.33 L-1210
0.10 P-388 Shirota et al., 1994.

0.67 KB




Cont. Cuadro 5

Compuesto Clso (nM) Linea celular Referencia
Q11 2.1 BC-1
4.8 HT-1080
5.0 LU-1
3.4 MEL-2 Ngassapa et al., 1994.
13.3 COL-2
3.9 KB
7.6 KB-V1(+VLB)
6.9 KB-V1(-VLB)
4.6 P-388
25 A431
2.3 LNCaP
2.3 2R-75-1
1.8 U373
Q12 0.03 P-388 Shirota et al., 1994.
Q13 2.9 HT-29 Figueiredo et al., 1998.

Sin embargo, no todas las familias de triterpenos han sido tan estudiadas
como las anteriores. Asi, se han informado que algunos representantes de los
fernanos, lupanos, limonoides y cicloartanos también poseen actividad citotoxica

en lineas celulares de cancer.

Entre los triterpenos menos estudiados, podemos citar a los cicloartanos.
Este tipo de compuestos han sido referidos como citotoxicos en estudios de
cernimiento. En la Figura 12 y en el Cuadro 6 se muestran las estructuras

quimicas y la actividad citotoxica de algunos triterpenos del tipo cicloartano.
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C18, cimicifugésida R= B-D- xilosil

Figura 12. Algunos triterpenos del tipo cicloartano con actividad citotoxica.
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Cont. Figura 12.




Cuadro 6. Actividad citotoxica de algunos triterpenos del tipo cicloartano.

Compuesto Clso (nM) Linea celular Referencia
C1 9.5 26-L5 Banskota et al., 1998.
C2 54 26-L5 Banskota et al., 1998.
C3 163 CCL-81 Cantrell et al., 1996.

2.9 P388 Oksliz et al., 1993.
C4
90.1 CCL-81 Cantrell et al., 1996.
C5 15.0 Erlich ascites Smith-Kielland et al., 1996.
Tumor cells
C6 54 P388 Oksliz et al., 1993
7.5 Erlich ascites Smith-Kielland et al., 1996.
C7 1.1 KB
1.4 A549 Chen et al., 1993.
1.6 HCT-8
1.7 P-388
C8 21 MCF-7 Einbond et al., 2004.
C9 32 MCF-7 Einbond et al., 2004.
C10 61 MCF-7 Einbond et al., 2004.
C11 35.8 KB Okstiz et al., 1994.
C12 5.9 P388 Okstiz et al., 1994.
c13 17.2 KB Oksliz et al., 1994.
2.0 P388
C14 >45.6 P-388
>45.6 KB Reutrakul et al., 2004.
>45.6 Col-2
>45.6 BCA-1
>45.6 Lu-1
C15 1.0 U373 Silva et al., 1997.
3.6 P-388
18.9 KB
26.1 Col-2 Reutrakul et al., 2004.
>41.4 BCA-1
22.4 Lu-1
C16 1.2 ZR-75-1 Silva et al., 1997.
3.0 P-388
30.4 KB Reutrakul et al., 2004.
21.5 Col-2
7.2 BCA-1
36.7 Lu-1




Cont. Cuadro 6.

Compuesto Clso (nM) Linea celular Referencia

Cc17 1.5 P-388

2.5 KB

3.8 Col-2 Reutrakul et al., 2004.

14.0 BCA-1

3.2 Lu-1
C18 35 MCE-7 Einbond et al., 2004.
C20 43.8 26-L5 Banskota et al., 2000.
C21 18.9 26-L5 Banskota et al., 2000.
C22 52.6 26-L5 Banskota et al., 2000.
C23 49.7 26-L5 Banskota et al., 2000
C24 61.4 26-L5 Banskota et al., 2000.
C25 17.6 26-L5 Banskota et al., 2000.
C26 59.7 26-L5 Banskota et al., 2000.
C27 58.6 26-L5 Banskota et al., 2000.
C28 49.6 26-L5 Banskota et al., 2000.
C29 57.7 26-L5 Banskota et al., 2000.
C30 65.9 26-L5 Banskota et al., 2000.
C31 >100 26-L5 Banskota et al., 2000.

Sin duda, los hallazgos anteriormente descritos para algunos triterpenos
hacen que este tipo de compuestos junto con otros metabolitos secundarios, se
consideren como promisorios para el desarrollo de nuevos agentes
antineoplasicos. Esto, aunado a diversas propiedades benéficas de este tipo de
moléculas, ocasiona que diversos grupos de investigacion —con un enfoque
multidisciplinario— se interesen en el estudio de los denominados Productos

Naturales.



Il. 4 DETECCION DE COMPUESTOS CON ACTIVIDAD CITOTOXICA Y

CITOSTATICA.

11.4.1 Generalidades

La obtencion de un farmaco, se lleva a cabo a través de distintas
estrategias; como son la sintesis, la produccién a partir de fuentes naturales,
empleando estrategias biotecnoldgicas, el disefio, la modificacién de farmacos ya
existentes, etc. Cualquiera que sea la estrategia de obtencion, se debe utilizar un
bioensayo que permita la deteccion de un gran numero de compuestos bioactivos
durante el cernimiento. Un problema constante en los estudios farmacolégicos es

el encontrar un bioensayo adecuado para los objetivos deseados.

Una de las estrategias para la deteccion de compuestos bioactivos, que se
emplea con mayor frecuencia, consiste en emplear un cernimiento primario y un
cernimiento secundario. En el cernimiento primario se requiere de un bioensayo de
gran sensibilidad que detecte una gran cantidad de moléculas potencialmente
activas; mientras que, el cernimiento secundario tiene por objetivo detectar
sustancias con actividad especifica. Sin embargo, las estrategias de busqueda o
deteccion se han diversificado de acuerdo a las tecnologias con las que se cuenta

y la filosofia del pensamiento del grupo de investigacion.



El ejemplo mas importante de investigacion de nuevos agentes

anticancerosos, lo constituye el Instituto Nacional del Céancer de los Estados

Unidos de América (INC). Este instituto, a través del Programa de Desarrollo

Terapéutico, planea, conduce y facilita el desarrollo de agentes terapéuticos para

el cancer. El INC cuenta con una coleccion de compuestos superior a los 600000;

de los cuales, 50000 se han obtenido de plantas superiores (Boyd y Paull, 1995;

Monga y Sausville, 2002).

La estrategia de busqueda que se emplea por el INC (Monga y Sausville,

2002), consiste en:

1)

La evaluacion preliminar de la actividad citotoxica de un compuesto de
prueba, a una dosis, en tres lineas celulares de cancer.

La evaluacién de la actividad citotdxica, en 60 lineas celulares de cancer,
del compuesto de prueba en al menos cinco concentraciones diferentes.
Este esquema de trabajo, permite determinar una especificidad relativa
para ciertos tipos tumorales debido a la cantidad y diversidad de lineas
celulares que se utilizan.

La comparacion del perfil farmacoldgico del compuesto de prueba con el
perfil mostrado por agentes antineoplasicos de mecanismo de accion
conocido. Esto se realiza con el fin de postular un posible mecanismo de
accion del compuesto de prueba.

La estimacion de indices de eficacia mediante el ensayo “hollow fiber”.

La evaluacion in vivo mediante el uso de modelos de tumores murinos y

tumores humanos transplantados en ratones desnudos.



Aunque tal estrategia posee ventajas en la busqueda de compuestos con
potencial antineoplasico, puede ser dificil de implementar en muchos centros de
investigacion debido a la elevada cantidad de recursos humanos y materiales

necesarios (incluyendo la infraestructura).

Otra estrategia de busqueda, consiste en el cernimiento especifico de
primer paso. En este tipo de estudios se buscan sustancias naturales o sintéticas
que actuen en un blanco molecular especifico previamente definido y el bioensayo
que se utiliza para dicho cernimiento puede ser enzimatico o molecular, entre
otros. Un ejemplo lo constituye la busqueda de compuestos inhibidores de las

topoisomerasas (Deng et al., 1999).

Por otro lado, con el advenimiento de los sistemas de microarreglos, se han
propuesto algunas otras estrategias. Una de éstas, conocida como Farmacognosia
Molecular, consiste en la evaluacién de patrones de expresion diferencial en
células, inducidos por el tratamiento con extractos o compuestos puros. Con esta
aproximacion se busca predecir efectos multiples —benéficos o adversos— de una

sustancia de prueba (Bruhn y Bohlin, 1997).



Pese a los esfuerzos de diversas instituciones alrededor del mundo, el
descubrimiento y desarrollo de nuevos antineoplasicos continua siendo un reto, ya
que aunque se ha descubierto una gran cantidad de agentes antineoplasicos
potenciales; la quimioterapia del cancer sigue presentando los mismos problemas
que fueron descritos por Goodman, Gilman y Farber, tales como la resistencia

(Chabner y Roberts, 2005).

Por lo anterior y dado que la quimioterapia sistémica continua siendo uno
de los principales métodos de tratamiento, existe una clara necesidad de descubrir
o disefiar nuevos agentes, asi como estrategias de cernimiento mas accesibles,

sensibles e informativas.



11.4.2 El cultivo de linfocitos en la deteccion de sustancias citotéxicas y

citostaticas.

El cultivo de linfocitos humanos constituye una valiosa herramienta para el
estudio de los efectos genotéxicos de compuestos quimicos y de la radiacion

(Albertini et al., 1980; Obe y Beek, 1984; Ostrosky et al., 1987; Rojas et al., 1992)

Algunos estudios demuestran que, ademas de los efectos genotéxicos, es
posible determinar cambios en la proliferacién celular de los linfocitos de
diferentes especies, como resultado de la exposicion in vivo o in vitro a algunos
agentes xenobidticos, incluyendo los farmacos. Tomando en cuenta lo anterior, en
1993, Rojas y colaboradores, propusieron emplear el cultivo de linfocitos como
sistema de prueba, para la deteccidon de actividad antineoplasica. Asi, se encontrd
que el uso de este sistema de evaluacion constituia un buen método para el

cernimiento primario de potenciales agentes antineoplasicos.

Por otro lado, se conoce que la mayoria de los agentes antineoplasicos
empleados comunmente en la clinica, poseen efectos genotéxicos. Por esta razén,
resulta importante evaluar la genotoxicidad de cualquier compuesto con potencial

antineoplasico.



Existen diversos métodos que pueden ser utilizados para evaluar los
posibles efectos genotoxicos de una sustancia de prueba. Uno de los mas
empleados en la actualidad, debido a su especificidad, sensibilidad y sencillez, es
la determinacién de la frecuencia de células con micronucleos. Esta determinacion
se puede realizar en células procedentes de un organismo o de cultivos de células

que se han expuesto in vitro a una sustancia de prueba (Fenech, 2000).

Los micronucleos son biomarcadores de dafo al DNA que representan
rompimientos cromosomicos y/o la pérdida de cromosomas completos
provenientes de eventos espontaneos, o como resultado de la exposicidn a

agentes xenobidticos (Fenech, 2000).

El uso de los micronucleos como marcadores de dafio cromosomico en
linfocitos humanos se propuso en estudios paralelos de Schmid y Heddle (Heddel,
1973; Schmid, 1975). Posteriormente, en 1985, Fenech y Morley mejoraron la
técnica con la introduccion de la citocalasina B (Cyt B) como agente inhibidor de la
citocinesis (Fenech y Morley, 1985a; 1985b). El bloqueo de la citocinesis, permitid
diferenciar, de manera sencilla, las células que no se habian dividido (células
mononucleadas), de las que se habian dividido una vez (células binucleadas) y de
las que lo habian hecho mas veces (células polinucleadas) durante el tiempo de

cultivo.

Debido a que el bloqueo de la citocinesis no afecta la cariocinesis fue

posible determinar, ademas de los efectos genotdxicos, un indice de proliferacion



conocido como indice de Divisién Nuclear (IDN). Posteriormente, este parametro
se propuso como un indicador de proliferacion celular y como una herramienta
para el estudio de la actividad citostatica de un compuesto de prueba (Fenech et

al., 1999; Fenech, 2000; Kirsch-Volders et al., 1997).

El IDN se calcula con la siguiente férmula:

IDN =[CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)]/ N
Donde: CMN, CBN y CPN corresponde a la frecuencia de células mono-, bi- y

polinucleadas en un total de 200 células y; N representa el numero total de células

contadas (Figura 13).

(A) (B) ©

Figura 13. Microfotografia de células (A) mononucleadas, (B) binucleadas y (C)

polinucleadas tipicas.

La determinacion de la frecuencia de micronucleos requiere de la
observacion microscopica de CBN —en laminillas preparadas a partir de cultivos de

células tratadas con el compuesto de interés—. La evaluacién de la frecuencia de



MN se realiza analizando 1000 CBN. Los criterios de identificacion de CBN y MN

en CBN se describen a continuacion.

Criterios de identificacion de Células Binucleadas

* La célula debe ser binucleada, es decir presentar dos nucleos redondos u
ovales, mantener su membrana casi intacta y distinguible de células
adyacentes.

* Los nucleos deben estar separados, ser de tamafo similar y presentar un
patron de tincion similar.

* Los nucleos pueden estar muy juntos o incluso parcialmente traslapados, pero
la membrana nuclear debe distinguirse.

* Ambos nucleos pueden encontrase unidos por puentes nucleoplasmicos que

no excedan % del diametro nuclear.

Criterios de identificacion de microntcleos

* Son cuerpos de forma redonda u oval.

* Su didametro varia entre 1/16 a 1/3 del nucleo principal en una célula
mononucleada ¢ 1/25 a 1/9 del diametro de un nucleo en una célula

binucleada.
* Debe estar separado de los nucleos principales sin traslapamiento.

* No debe ser refringente.



* Debe presentar las mismas caracteristicas tintoriales del nucleo principal

(auque en ocasiones puede presentarse mas intenso).

* Debe presentar la misma condensacién de cromatina que los nucleos

principales.

Figura 14. Célula binucleada con micronucleo.

Para el analisis de la frecuencia de micronucleos no se toman en cuenta:

a) células trinucleadas, tetranucleadas, o polinucleadas.

b) células donde el (los) nucleo(s) principal(es) se observen en apoptosis.

El ensayo de micronucleos con el bloqueo de la citocinesis presenta muchas
ventajas sobre otras técnicas, ya que no requiere de preparaciones de células en
metafase, puede aplicarse a células en interfase (con la estimulacion por medio de
un mitdbgeno), no es invasivo, su costo es bajo y es relativamente mas facil de

realizar que un ensayo de aberraciones cromosémicas; ademas, puede emplearse



en combinacién con otras técnicas para discriminar entre eventos clastogénicos y
aneugénicos. Entre estas técnicas se encuentran el marcaje CREST —que emplea
anticuerpos anticinetocoro provenientes del suero de pacientes con una
enfermedad autoinmune- y la técnica FISH con sondas centroméricas o

teloméricas (Olaharsky et al., 2005; Roy et al., 2005).



1.5 Parthenium argentatum (GUAYULE)

P. argentatum es un arbusto que crece en las zonas aridas del norte de
México y del sur de los Estados Unidos de América. Este arbusto es conocido con
el nombre de “guayule”, que significa “planta que contiene hule” (Figura 15). A
pesar de que dicha caracteristica ya se conocia con anterioridad, no fue sino hasta
1852 que fue clasificado por Assa Gray, quien presento tales caracteristicas en la
exposicion del centenario de la independencia de los Estados Unidos de América

(Velazquez et al., 1981).

Figura 15. Arbusto de Parthenium argentatum Gray.

El guayule, se explotd comercialmente —por su contenido de hule— desde
inicios del siglo pasado (1903-1951). El aprovechamiento industrial de esta
especie alcanz6 su auge durante la segunda guerra mundial; auge que decay6 a

la llegada del hule producido sintéticamente.



En nuestro pais, los estudios sobre P. argentatum se iniciaron en forma
sistematica en 1970. Dichos estudios condujeron a la creacion de una planta piloto
que inicia sus operaciones en 1976. Desafortunadamente, debido a la crisis
financiera, esta planta piloto cierra sus operaciones en 1981 (Campos-Lopez et al.,

1979).

En 1977, durante la Segunda Conferencia Internacional sobre el Guayule,
se planted la posibilidad de hacer econdmicamente mas atractiva la explotacion de
guayule, mediante la utilizacion de los compuestos presentes en la resina. Dicha
resina se obtenia como material de desecho durante el proceso de extraccion del

hule.

El estudio sistematico de la resina del guayule revelo la presencia de
compuestos aromaticos, terpenos y acidos grasos (Campos-Lopez et al., 1981;
Dominguez, 1981). Ademas, se encontré que la resina estaba constituida por una
gran cantidad de compuestos triterpénicos, de tipo cicloartano y lanostano
(Rodriguez-Hanh et al., 1970). Estos compuestos constituian cerca del 55% de los
componentes totales; de los cuales, el 27% lo representaban las argentatinas A, B
y C (Schloman et al., 1983). Resulta interesante mencionar que, hasta la fecha no

se han aislado lactonas sesquiterpénicas.

Los ésteres cinamato y p-anisato de un alcohol derivado del germacrano,
denominados guayulinas A y B, respectivamente, se aislaron por primera vez de

un extracto de la planta P. argentatum (Romo et al., 1970). Sin embargo, estos



compuestos también se han aislado de la resina junto con otras guayulinas

(Schloman et al., 1983).
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Figura 16. Algunos componentes de la resina obtenida a partir de Parthenium

argentatum.



Desde el punto de vista biolégico, nuestro grupo de trabajo demostré que la
argentatina A (1) posee propiedades antimicrobianas (Martinez-Vazquez et al.,
1994) y que la argentatina B (2) es un inhibidor no-competitivo de la unién de ’H-
estradiol a su receptor en tumores de mama humanos dependientes de hormonas
(Calzada et al., 1995). Ademas, se demostrd que 1 y 2 son capaces de disminuir
de manera dependiente de la dosis el edema inducido por el promotor de tumores
13- acetato-12-O-decanoil forbol (TPA) en el modelo de inflamacion de la oreja de

ratén (Pineda, 1999).



ll. HIPOTESIS

De acuerdo con los antecedentes de la literatura es factible suponer que las
argentatinas A y B poseen propiedades citotdxicas y citostaticas. Por lo que las
transformaciones quimicas de dichos triterpenos permitiran el establecimiento de
relaciones estructura-actividad, asi como la obtencion de compuestos de mayor

potencia farmacoldgica y menos efectos adversos.



IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial de las argentatinas A y B para la obtencion de
nuevos agentes citotoxicos por medio de la evaluacion de algunas de sus
propiedades bioldgicas, asi como el establecimiento de relaciones entre la

estructura quimica y la actividad citotdéxica de una serie de derivados quimicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Aislar e identificar las argentatinas A y B a partir de la resina obtenida como

subproducto durante el proceso de obtencion del hule a partir de la especie

Parthenium argentatum (Gray).

2. Determinar el efecto de las argentatinas A y B en la proliferacion de lineas

celulares de cancer humano.

3. Determinar los efectos citotoxicos, citostaticos y genotdoxicos de los

compuestos bajo estudio en linfocitos humanos en proliferacion tratados in vitro.



4. Obtener mediante transformaciones quimicas derivados de las argentatinas
Ay B que inhiban de manera mas eficiente la proliferacion de lineas celulares de

cancer humano.

5. Determinar las caracteristicas estructurales que son importantes en la
actividad biolégica de los triterpenos en estudio, por medio del establecimiento de

relaciones estructura actividad.



V. PARTE EXPERIMENTAL

V.1 ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO

En la Figura 17, se ilustra la estrategia experimental que se siguié para lograr los

objetivos planteados.

Resina (P. argentatum) ,

v

Aislamiento de las argentatinas A y B
Caracterizacion (RMN, IR, E. Masas)

¢ !

Evaluacion de Obtenciodn de los derivados
los efectos Evaluacion de los mediante
citotoxicos, efectos transformaciones quimicas
citostaticos citotoxicos en
xicos +—| | lul » 1 Jis
genotoxicos en Ineas celulares bigf—e L[(OH
linfocitos en de cancer humano
proliferacion.
Caracterizacion
l / (RMN, IR, etc.)

Establecimiento de
relaciones estructura-actividad

Figura 17. Estrategia experimental de trabajo.



V.2 PROCEDIMIENTOS QUIMICOS GENERALES

Para los procedimientos de extracciéon se utilizaron disolventes grado
industrial, destilados en el laboratorio. Los disolventes y reactivos empleados para
efectuar la purificacion, el analisis y las reacciones fueron de grado reactivo

analitico (Sigma).

Los analisis cromatograficos en capa fina (CCF) y en capa preparativa
(CCP) se realizaron siguiendo las técnicas convencionales, empleando placas de
vidrio de 20 x 20 cm? recubiertas con gel de silice Fos4 de 0.2 y 2 mm de espesor

respectivamente (Merck).

Los procedimientos de cromatografia en columna abierta se efectuaron en
columnas de vidrio de diferentes capacidades y se emplearon tonsil y gel de silice
F2s4 como adsorbentes. El revelado se realizé con luz ultravioleta de onda corta

(254 nm) y larga (350 nm), y con una solucion de sulfato cérico.

Los puntos de fusion de cada compuesto en estudio se determinaron en un
equipo Fisher Johns y no fueron corregidos. Los espectros de Infrarrojo se
obtuvieron en un espectrofotdmetro Nicolet FT-55X. Los espectros de RMN 'H y
3C se adquirieron a 200 6 300 MHz y 50 6 75.5 MHz, respectivamente, en los
equipos Varian-Gemini 200, Unity 300, Eclipse 300, Jeol o Bruker-Avance 300. Los

desplazamientos quimicos se expresaron en ppm ( ) y las constantes de



acoplamiento (J) se informaron en Hz. El tetrametilsilicio (TMS) se empleé como
referencia interna. Los espectros de masas se obtuvieron en un espectrometro de
masas Jeol AH505HR. Los estudios de difraccion de rayos X de algunos de los
triterpenos se llevaron a cabo en los difractémetros Nicolet P3 (A= 1.54178 A) y
Bruker Smart APEX (A= 0.71073 A). Los datos cristalogréaficos se depositaron en
el Centro Cambridge de Datos Cristalograficos (CCDC) y pueden ser solicitados al
director (The Director, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK (Fax: +44

(1223) 336-033) o por correo electronico a la direccidon deposit@ccdc.cam.ac.uk.

V.3 RESINA

La resina, un subproducto que es obtenido durante el proceso de
industrializacion de la especie Parthenium argentatum (Gray), fue amablemente
donada por la Comisién Nacional de Zonas Aridas (CONAZA) ubicada en Saltillo,

Coahuila.

V.4 AISLAMIENTO DE LAS ARGENTATINASAYB

157.39 g de resina se disolvieron en 100 ml de hexano y se percolaron a
través de una columna empacada con tonsil, la cual fue posteriormente eluida con
disolventes de polaridad ascendente hexano, AcCOEt y MeOH. Las primeras cinco
fracciones de 100 ml se reunieron y cromatografiaron empleando gel de silice

como adsorbente y mezclas de Hex-AcOEt como eluyentes (de 0 a 100% de



AcOEt). A partir de las fracciones eluidas con hexano se aislaron 8.7 gramos de
argentatina B (2, (16524R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona), la cual se
purificé por recristalizacion con hexano y AcOEt. Por otro lado, a partir de la
reunion de las fracciones eluidas con una mezcla 1:1 de hexano/AcOEt se aislaron
4.2 gramos de argentatina A (1, (16S, 17R, 20S, 24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi-

cicloartan-3-ona) y 0.2 gramos de isoargentatina A (incanilina).

La caracterizacion de los tres triterpenos aislados se efectué por
comparacion de sus constantes fisicas y espectroscopicas con las previamente
informadas en la literatura (Rodriguez-Hanh et al., 1970; Komoroski et al., 1986;
Martinez et al., 1990). Ademas, se llevd a cabo el analisis de difraccion de rayos X
de la argentatina B (2, CCDC 258725) y de la isoargentatina A. La informacién

cristalografica se encuentra en el Cuadro 7.

Siguiendo el proceso informado en la literatura y de manera paralela al
estudio de la resina, se aislaron las argentatinas A y B, asi como la isoargentatina
A, a partir de especimenes recolectados en San Luis Potosi, S. L. P. de P.

argentatum (Gray) (Matsubara y Romo de Vivar, 1986).



Cuadro 7. Informacion cristalografica de la argentatina B [2] e incanilina [3].

Compuesto 2 3

Foérmula empl'rica C30H4BO3 C30H4BO3

Peso Molecular 456.68 472.68

Sistema cristalino Ortorrémbico Ortorrémbico

Grupo espacial P212124 C222,

Dimensiones de la celda

unitaria

A 6.3338 (6) A 13.9158 (7)
90°

B 14.049 (1) A 14.8078 (8)
90°

C 30.046 (3) A 26.3807 (14)
90°

Volumen [A3] 2673.7 (4) 5436.1 (5)

Z 4 8

Densidad (calculada) 1.135 1.155

[g/cm’]

Coeficiente de 0.071 0.074

absorcion[mm™]

F (000) 1008 2080

Rango 0 para la coleccion 1.98a25.00 2.2a31.0

de datos [°]

Rangos -71<h<7 -16<h <16
16 k<16  -17< k<17
-35< /<35 -31< /<31

% a 6=25.00° 99.9 100.0

Datos/ restricciones/ 4731/ 0/ 308 4785/1/325

parametros

F? 0.819 0.993

Indices Finales R [/ > R1=0.0451, R1=0.0465,

20(/)] wR2=0.0472 wR2= 0.0845

Indices R (todos los R1=0.1101, R1=0.0652,

datos) wR2=0.0547 wR2=0.0893

Parametro estructural 1.5 (14) NA

absoluto

LDPH [e. A 0.140y 0.139y
—0.101 -0.135




V.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LAS ARGENTATINAS

AY B EN LINEAS CELULARES DE CANCER HUMANO

V.5.1 Compuestos de prueba

Con el fin de determinar la ventana farmacoldgica, las argentatinas Ay B se
evaluaron de manera preliminar a la concentracion de 50 puM. Las curvas
concentracion-respuesta y la concentracién inhibitoria media (Clso) en cada linea
celular de cancer humano probada se obtuvieron evaluando las argentatinas Ay B

a siete concentraciones diferentes en un rango de 1 a 100 puM.

Los compuestos disueltos en dimetilsufoxido (20 mM) se diluyeron en medio
de cultivo hasta obtener las disoluciones adecuadas para el estudio. La
doxorrubicina se empledé como control positivo a cinco concentraciones en un

rango de 0.01 a 5 uM.

V.5.2 Lineas celulares

Las cinco lineas celulares de cancer humano que se utilizaron fueron: PC-3

(cancer de prostata), MCF-7 (cancer de mama), K562 (leucemia), U251 (SNC) y

HCT-15 (cancer de colon).



Cada linea celular fue cultivada en medio RPMI 1640 suplementado con
suero fetal bovino (10%), L-glutamina (2 mM), penicilina (100 [U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml) y aminoacidos no esenciales (1%). Los cultivos se

incubaron a 37 °C, humedad del 95%, en una atmdsfera con un 5% de CO..

V.5.3 Evaluacion

Posterior al cultivo, las células adherentes fueron separadas por
procedimientos convencionales con una solucidon de tripsina-EDTA para obtener
suspensiones celulares. La cantidad de células viables de cada linea celular se
determin6 empleando el método de exclusibn de azul de tripano en un

hematocitometro.

En una placa de Elisa de 96 pozos se colocaron de 5 000 a 10 000 células
viables (dependiendo de la linea celular) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, las células fueron tratadas con los compuestos de
prueba e incubadas durante 48 horas. Posteriormente, las células se fijaron in situ
por adicion de 50 pl de una solucion fria de acido tricloroacético al 50% pl/v.
Después, las células ya fijas se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con una solucién de sulforrodamina B al 0.4% (SRB). Transcurrido el
tiempo, se elimind el exceso de solucion colorida en las placas de Elisa y se
efectuaron lavados con acido acético al 1%. Las placas se secaron a temperatura

ambiente.



Los complejos proteina-SRB se disolvieron en una solucion amortiguadora
Tris (tris[hidroximetil] aminometano). La densidad éptica de las soluciones en

cada pozo se determind en un lector de Elisa a 515 nm.



V.6 EVALUACION DE LOS EFECTOS CITOTOXICOS, CITOSTATICOS Y

GENOTOXICOS DE LAS ARGENTATINAS A Y B EN LINFOCITOS HUMANOS

V.6.1 Compuestos de prueba

Se prepararon dos disoluciones concentradas de 1 y 10 mM de las
argentatinas A y B en DMSO que se emplearon para llevar a cabo los tratamientos

correspondientes (Cuadro 8).

V.6.2 Donadores

Se obtuvieron muestras sanguineas de seis individuos sanos (3 hombres y
3 mujeres) con una edad promedio de 25 afos, que no estuvieran bajo ningun
régimen medicamentoso, asi como que no hubieran cursando por algun cuadro

sintomatico previo o durante la semana de muestreo.

V.6.3 Efecto citotoxicos

Se evalud el efecto citotoxico de las argentatinas A y B mediante una
técnica de doble tincidn con una solucidon de Diacetato de fluoresceina-Bromuro de

etidio (FDA-BrEt). Para realizar los experimentos de cada compuesto se empleé la
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sangre de 3 donadores realizando 3 experimentos independientes por duplicado

de cada donador.

En tubos eppendorf de 1.5 ml se colocaron 912.5 uL de medio de cultivo
RPMI-1640 (Sigma) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco)
y L-glutamina (Sigma), 62.5 ul sangre entera y 25 uL de fitohemaglutinina (Gibco).
Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 48 h. Transcurrido este tiempo cada

cultivo se tratdé de acuerdo al esquema que se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Esquema de tratamiento de los linfocitos con las argentatinas A y B.

TRATAMIENTO

GRUPO Vehiculo Compuesto de prueba®* MMC

Control -—-- ——- —
DMSO <0.5% —_—
Arg5 -— 5 uM —
Arg15 -— 15 uM —
Arg25 - 25 uM —-
MMC — —— 1 uM

*concentracion final en el volumen de cultivo, MMC= mitomicina C

Después de aplicado el tratamiento, los cultivos se incubaron a 37°C
durante 24 h mas. Transcurridas las 24 h los tubos se centrifugaron, se extrajo el
sobrenadante y se resuspendio el paquete celular. Posteriormente se tomaron 25
pL de la suspension celular y se transfirieron a un tubo eppendorf nuevo en el que
se adicionaron 25 uL de la solucion de tincion de FDA-BrEt. Se homogeneizé el

contenido del tubo, se tomaron 25 pL de la suspensién y se depositaron en
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portaobjetos limpios; posteriormente se les colocd un cubreobjetos y se evaluaron
al microscopio. Para evaluar la citotoxicidad se determiné la frecuencia de células
vivas (verdes) y muertas (rojas) en 200 células para obtener el porcentaje de

viabilidad.

V. 6.4 Efectos citostaticos

Para determinar el posible efecto citostatico de las argentatinas A y B se
empled la técnica de micronucleos con bloqueo de la citocinesis. Para la
evaluacién de la argentatina A se empled la sangre de 3 donadores, dos hombres
y una mujer; mientras que para la argentatina B se empled la sangre de dos
mujeres y un hombre. Se realizaron 3 experimentos independientes por duplicado

de cada donador para cada compuesto.

En tubos Falcon de 15 ml se colocaron 6.3 ml de medio de cultivo RPMI-
1640 (Sigma) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco) y L-
Glutamina (Sigma), 0.5 ml sangre entera y 0.2 ml de fitohemaglutinina (Gibco). Los
cultivos se incubaron a 37 °C durante 48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion

los cultivos se trataron de acuerdo al esquema que se muestra en el Cuadro 8.
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Después de la aplicacion del tratamiento, se adicion6 el agente inhibidor de
citocinesis citocalasina-B (Sigma) hasta una concentracion final de 6 pg/ml. Los
cultivos se homogeneizaron y posteriormente se incubaron a 37 °C durante 24 h

mas.

Posterior a la incubacion, los paquetes celulares se resuspendieron y se
transfirieron a tubos de vidrio donde fueron prefijados con 600 uL de una
disolucion fijadora de metanol/ acido acético (3:1). Los tubos se centrifugaron a
1200 rpm durante 10 minutos y después se descartd el sobrenadante. Los
paquetes celulares se resuspendieron y fijaron con la disolucién fijadora. Se
realizaron lavados con la misma disolucion hasta obtener un boton celular limpio,
el cual se resuspendido en 0.2 ml de fijjador y se gote6 cuidadosamente en
portaobjetos frios bafiados en agua y se dejaron secar al aire. Finalmente, las
preparaciones se tifieron siguiendo la técnica de Giemsa, y se evaluaron al

microscopio.

Para realizar la evaluacién del efecto citostatico se determind la frecuencia de
células mono- , bi- y polinucleadas en 200 células por laminilla y se calculo el

indice de Divisién Nuclear (IDN).

IDN = [CMN + 2 (CBN) + 3 (CPN)] / 200
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V.6.5 Efectos genotéxicos

La evaluacion de los efectos genotdxicos de las argentatinas A y B se
efectudé al microscopio empleando las mismas preparaciones donde se evaluo el
efecto citostatico. Se analizé la frecuencia de células binucleadas con

micronucleos en un total de 1000 células binucleadas por laminilla.

V.6.6 Analisis estadistico
Se realizdé un analisis de varianza para determinar la diferencia entre los
grupos control (DMSO) y los grupos tratados. Valores de P < 0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.

14



V.7 TRANSFORMACIONES QUIMICAS DE LAS ARGENTATINAS AY B

V.7.1 Argentatina A

A partir de la argentatina A se obtuvieron 9 derivados. Las transformaciones

correspondientes se describen a continuacion.

V.7.1.1 2a-Bromo-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona

[a].

Figura 18. Obtencion de la 2a-Bromo-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloartan-3-ona [1a].

100 mg de argentatina A se disolvieron en 5 ml de acido acético glacial y se
hicieron reaccionar con 0.4 ml de una disolucion 1M de bromo en acido acético. La
reaccion se llevd a cabo en agitacién a 3 °C. Después de 1.25 h, la mezcla de
reaccion se verti® en un matraz erlenmeyer que contenia 50 g de hielo. Se

observo la presencia de un precipitado abundante, el cual se lavé con una
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disolucion 5% NaHCOs y, posteriormente, se recristalizé para obtener el producto
1a, (94%), p. f. 116-118°C. IR (pelicula) vmax cm™: 3380.48 (O-H), 2972.39-2872.9
(C-H), 1721.94 (C=0), 1463.42, 1382.14. EM-IE m/z (%): 550 (M", 0.77), 498 (15),
496 (15), 351 (5), 349 (5), 143 (100), 125 (30), 107 (31), 81 (20), 71 (32), 43 (30).
RMN'H (200 MHz, CDCl3) 8 ppm: 0.60 (d, J=4.3, 1H, H-19), 0.73 (d, J=4.3, 1H, H-
197), 0.89 (s, 3H, CHs), 1.14 (s, 3H, CHjs), 1.16 (s, 6H, 2CHs), 1.25 (s, 3H, CH3),
1.29 (s, 3H, CHs), 2.70 (sa, 2H, 2 O-H), 3.86 (t, J= 7.7, 1H, H-24), 4.63 (m, 1H, H-
16), 5.11 (dd, J= 6.5, J= 12.8, 1H, H-2p). RMN'C (50 MHz, CDCl3) & ppm: 32.9
(C-1), 37.6 (C-2), 201.4 (C-3), 50.9 (C-4), 47.7 (C-5), 21.01 (C-6), 25.6 (C-7), 43.5
(C-8), 20.8 (C-9), 25.9 (C-10), 26.6 (C-11), 31.8 (C-12), 46.2 (C-13), 46.5 (C-14),
48.3 (C-15), 73.2 (C-16), 55.4 (C-17), 21.6 (C-18), 30.2 (C-19), 87.0 (C-20), 21.1
(C-21), 37.3 (C-22), 27.3 (C-23), 84.5 (C-24), 70.9 (C-25), 27.3 (C-26), 26.1 (C-27),

20.4 (C-28), 20.7 (C-29), 21.0 (C-30).

V.7.1.2 (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloart-1-en-3-ona [1b].

Figura 19. Obtencion de la (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi

cicloart-1-en-3-ona [1b].
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Una disolucion de argentatina A (200 mg) y cloruro de fenilselenio (120 mg)
en AcOEt (4.6 ml) se agité a temperatura ambiente durante 2 h. Después, se
agregdé 1 ml de agua a la mezcla de reaccion en agitacién. La fase acuosa se
elimind y se agregaron 2 ml de THF y 0.2 ml de H,O, al 30% a la fase organica. La
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, la
fase organica se lavd con una disolucion de carbonato de sodio al 10% (3x, 20 ml)
y después con agua (3 x 20 ml). A continuacién, la fase organica se seco con
sulfato de sodio anhidro y se concentr6 a presion reducida para dar un sélido
impuro. Dicho sélido se purificé por recristalizaciones sucesivas (Hex, AcOEt),
para obtener 140 mg (70%) de la (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-
dihidroxicicloart-1-en-3-ona. Sélido cristalino, p. f. 196-198 °C. IR (Pelicula)vmax
cm™: 3380.47 (O-H), 2967.73, 2873.35, 1667.21 (C=0), 1463.32, 1379.72. EM-IE
m/z (%): 470 (M*, 1), 452 (12), 434 (7), 411 (2), 143 (100),125 (25), 107 (10), 59
(10). RMN 'H (200 MHz, CDCIl3) & ppm: 0.81 (d, J=4.6, 1H, H-19), 0.90 (s, 3H,
CHs), 0.97 (s, 3H, CHa3), 1.11 (s, 3H, CHs), 1.15 (s, 3H, CHs), 1.26 (s, 3H, CHs),
1.30 (s, 3H, CHs), 1.42 (s, 3H, CH3), 3.86 (i, J= 7.6, 1H, H-24), 4.61 (m,1H, H-16),
5.94 (d, J= 10.0, 1H, H-2), 6.77 (d, J=10.0, 1H, H-1). RMN "®C (50 MHz, CDCl3) &
ppm: 153.7 (C-1), 126.7 (C-2), 205.1 (C-3), 47.0 (C-4), 44.9 (C-5), 19.7 (C-6), 27.6
(C-7), 44.5 (C-8), 24.1 (C-9), 29.9 (C-10), 24.0 (C-11), 32.8 (C-12), 46.1 (C-13),
46.3 (C-14), 47.6 (C-15), 73.2 (C-16), 55.5 (C-17), 21.5 (C-18), 30.8 (C-19), 87.2
(C-20), 25.5 (C-21), 37.5 (C-22), 23.8 (C-23), 84.5 (C-24), 70.9 (C-25), 27.3 (C-26),

26.1 (C-27), 19.8 (C-28), 20.1 (C-29), 19.1 (C-30).
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V.7.1.3 16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,24-dihidroxicicloart-1-en-

3-ona [1c].

Figura 20. Obtencion de la 16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloart-1-en-3-ona [1c].

Una mezcla de 25.5 mg de (16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi-
cicloart-1-en-3-ona [1b], 21 mg de acetato de sodio y 2 ml de anhidrido acético se
calento a reflujo por una hora. Posteriormente, la mezcla de reaccion se vertié en
un matraz erlenmeyer que contenia 5 g de hielo, se agité por 3 minutos y se
extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). La fase organica se seco y concentré a presion
reducida para obtener un sélido impuro. La purificacion del producto de reaccién
se logré mediante recristalizaciones sucesivas (Hex/ AcOEt) para obtener 27.4 mg
del 16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloart-1-en-3-
ona [1c] (99%), p. f. 158-160 °C. IR (Pelicula) cm™: 2971.64, 2937.91, 2873.33,
1734.33 (C=0), 1668.83 (C=0), 1460.83, 1367.44, 1241.0, 755.46.

RMN "H (300 MHz, CDCl3)8 ppm: 0.95 (s, 3H, CHs), 1.10 (s, 3H, CHa), 1.22 (s, 3H,
CHs), 1.25 (s, 6H, 2CHgs), 1.47 (s, 3H, CHj3), 1.55 (s, 3H, CHs), 1.99 (s, 3H, CHs),

2.03 (s, 3H, CHs), 2.54 (d, J= 8.49, 1H), 3.74 (t, J= 7.9, 1H, H-24), 5.40 (m, 1H, H-

18



16), 5.95 (d, J= 10, 1H, H-2), 6.77 (d, J=10, 1H, H-1). RMN '*C (75.4 MHz, CDCl,)
& ppm: 153.5 (C-1), 126.9 (C-2), 205.1 (C-3), 47.0 (C-4), 44.6 (C-5), 19.6 (C-6),
27.8 (C-7), 44.2 (C-8), 24.1 (C-9), 30.1 (C-10), 23.9 (C-11), 31.8 (C-12), 46.0 (C-
13), 46.9 (C-14), 44.6 (C-15), 74.8 (C-16), 56.8 (C-17), 19.4 (C-18), 29.7 (C-19),
85.1 (C-20), 22.7 (C-21), 35.1 (C-22), 25.7 (C-23), 81.7 (C-24), 82.3 (C-25), 28.6
(C-26), 22.9 (C-27), 19.1 (C-28), 19.1 (C-29), 19.1 (C-30), 21.6 y 22.5 (metilo de

los grupos acetato), 170.4 y 170.3 (carbonilo de los grupos acetato).

V.7.1.4 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona

[d].

Figura 21. Obtencion de la 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloartan-3-ona [1d].

Una solucion de 301 mg de argentatina A [1] en 4.5 ml de piridina se trato
con 99 mg of NH,OHHCI. La mezcla de reaccién se agitdé y calenté a reflujo
durante una hora. Posteriormente, la mezcla se vertié en un matraz que contenia
100 g de hielo y extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). La fase organica se lavo en

repetidas ocasiones con una disoluciéon de HCI al 10% seguido de agua y
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posteriormente se secd y concentré a presion reducida. El residuo obtenido se
purificé por medio de recristalizaciones sucesivas por par de disolventes (Hex/
AcOEt), para obtener 277 mg de la 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-
16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1d] (90%), p. f. 200-205°C. IR (KBr)vmax cm™:
3379.8, 2968.9, 2870.9, 1638.5, 1460, 1380.1, 1103.9. EM-IE m/z (%): 487 (M,
13), 470 (9), 452 (9), 286 (8), 143 (100), 125 (21), 59 (10). RMN "H (300 MHz,
CDCl3) 6 ppm: 0.54 (d, J=4.2, 1H, H-19), 0.74 (d, J=4.2, 1H, H-19"), 0.88 (s, 3H,
CHs), 1.1 (s, 6H, 2CHs), 1.3 (s, 3H, CHs), 1.3 (s, 3H, CHs), 1.4 (s, 3H, CHs), 3.38
(dc, 1H), 3.9 (t, J= 1.8, J=7.8, 1H, H-24), 4.6 (m, 1H, H-16). RMN °C (75.4 MHz) &
ppm: 32.7 (C-1), 20.0 (C-2), 167.1 (C-3), 43.4 (C-4), 48.8 (C-5), 21.7 (C-6), 26.1
(C-7), 47.6 (C-8), 20.9 (C-9), 27.3 (C-10), 26.1 (C-11), 33.1 (C-12), 46.3 (C-13),
46.6 (C-14), 48.7 (C-15), 73.4 (C-16), 55.6 (C-17), 21.2 (C-18), 30 (C-19), 87.2 (C-
20), 25.7 (C-21), 37.3 (C-22), 23.7 (C-23), 84.5 (C-24), 70.8 (C-25), 27.3 (C-26),
26.3 (C-27), 20.3 (C-28), 20.9 (C-29), 20.9 (C-30). Un cristal de 0.40 x 0.32 x 0.26
mm se empled para llevar a cabo un analisis de difraccion de rayos X. Dicho
analisis se realizé en un difractometro Siemens P4 a la temperatura de 293 K. Los
datos cristalograficos del compuesto se enumeran en el Cuadro 9. Las
condiciones experimentales y los resultados del analisis de difraccion de rayos X

se depositaron en el CCDC bajo la clave CCDC 254670.
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Cuadro 9. Informacion cristalografica de la 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-

epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1d].

Férmula empirica

Peso Molecular
Sistema cristalino
Grupo espacial
Dimensiones de la celda
unitaria

A

B
C

Volumen [A%]

Z

Densidad (calculada)
[g/cm’]

Coeficiente de absorcion
[mm]

F (000)

Rango 6 para la coleccién
de datos [°]

Rangos

F2 *

Indices Finales R [/ >
25(/)]

Indices R(todos los datos)

LDPH** [e. A%

C30H49NO3
487.7
Ortorréombico
P 242424

27.458 (2)
90°

7.9900 (10)
90°

13.0030 (10)
90°

2852.9 (2)

4

1.135

0.577

1072
3.0a110.0

0<h =29
O<k=<8
0<1=<13
1.51
R1=5.71
WR2=7.32
R1=6.16
WR,=7.32
0.39, -0.26
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V.7.1.5 3,16-dioxo-25-nor-cicloartan-20,24-lactona [1e].

Figura 22. Obtencion de la 3,16-dioxo-25-nor-cicloartan-20,24-lactona [1e].

Una disolucion de 100 mg de argentatina A [1] en 4 ml de acido acético se
traté a 0-5 °C con una disolucion acuosa de trioxido de cromo preparada con 100
mg de CrOs en 0.3 ml de agua. Después de 1 hora, la mezcla se dej6 a
temperatura ambiente y posteriormente se extrajo con AcOEt (3x). La fase
organica se proces6 de manera usual para obtener la 3,16-dioxo-25-nor-
cicloartan-20,24-lactona [1e] (40 %), p. f. 138-140 °C. IR (Pelicula)vmax cm™:
2972.73 2876.01, 1768.64 (C=0), 1737.46 (C=0), 1703.84 (C=0), 1462.38,
1385.8. EM-IE m/z (%): 426 (M+, 100), 411 (23), 313 (35), 288 (34), 270 (15), 99
(42), 43 (27). RMN "H (200 MHz, CDCl3) & ppm: 0.68 (d, J= 4.5, 1H, H-19), 0.88 (d,
J= 4.5, 1H, H-19°), 1.07 (s, 3H, CHa), 1.12 (s, 3H, CHa), 1.13 (s, 3H, CHs), 1.34 (s,
3H, CHas), 1.49 (s, 3H, CHs). RMN C (50 MHz) & ppm: 33.1 (C-1), 37.3 (C-2),
215.1 (C-3), 50.1 (C-4), 48.5 (C-5), 21.2 (C-6), 26.2 (C-7), 47.0 (C-8), 20.2 (C-9),
26.5 (C-10), 26.1 (C-11), 33.4 (C-12), 45.7 (C-13), 46.2 (C-14), 50.6 (C-15), 215.8
(C-16), 65.1 (C-17), 28.3 (C-18), 30.1 (C-19), 85.5 (C-20), 22.1 (C-21), 42.4 (C-22),

27.8 (C-23), 177.2 (C-24), 19.7 (C-28), 20.7 (C-29), 19.9 (C-30).
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V.7.1.6 16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-

ona [1f]

Figura 23. Obtenciéon de la 16,25-diacetil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloartan-3-ona [1f].

Una mezcla de 200 mg de argentatina A, 60.2 mg de acetato de sodioy 5
ml de anhidrido acético se calentd a reflujo por 18 horas. Posteriormente, la
mezcla se vertio en un matraz erlenmeyer que contenia 50 g de hielo, se agitd por
15 minutos y extrajo con AcOEt (3 x 10 ml). La fase organica se seco y se
concentré a presion reducida para obtener un soélido impuro, el cual se purificd
mediante recristalizaciones sucesivas (Hex/ AcOEt) para obtener la 16,25-diacetil-
(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1f] (99%), p. f.
200-206 °C. IR (Pelicula)vmax cm™: 2971.49, 2943 41, 2872.45, 1734.68 (C=0),
1706.33 (C=0), 1459.92, 1368.46, 1241.62. EM-IE m/z,(%): 556 (M+), 496 (24),
436 (27), 395 (28), 185 (52), 143 (42), 125 (100), 43 (57). RMN "H (300 MHz)

CDCl3 6 ppm: 0.53 (d, J= 4.2, 1H, H-19), 0.83 (d, J= 4.2, 1H, H-197), 0.96 (s, 3H,
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CHs-21), 1.05 (s, 3H, CH3-29), 1.09 (s, 3H, CHs-18), 1.23 (s, 3H, CH3-26), 1.40 (s,
3H, CH3-28), 1.47 (s, 3H, CHs-27), 1.55 (s, 3H, CHs-21), 2.00 (s, 3H, CHs), 2.02 (s,
3H, CHs), 3.74 (t, J= 7.7, 1H, H-24), 5.39 (m, 1H, H-16). RMN'®C (75 MHz, CDCls)
§ ppm: 33.2 (C-1), 37.3 (C-2), 214.9 (C-3), 50.1 (C-4), 47.7 (C-5), 21.2 (C-6), 25.9
(C-7), 48.4 (C-8), 20.7 (C-9), 26.5 (C-10), 26.8 (C-11), 32.1 (C-12), 46.6 (C-13),
46.9 (C-14), 45.5 (C-15), 75.04 (C-16), 57.16 (C-17) 20.7 (C-18), 30.3 (C-19), 85.0
(C-20), 22.6 (C-21), 35.2 (C-22), 25.7 (C-23), 81.6 (C-24), 82.3 (C-25), 28.5 (C-26),

22.9 (C-27), 19.9 (C-28), 22.2 (C-29), 20.07 (C-30), 21.5, 22.4, 170.13, 170.29.

V.7.1.7 16,25-diacetil- 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi

cicloartan-3-ona [19].

Figura 24. Obtencion de 16,25-diacetil- 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-

16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1g].

200 mg del diacetato de la argentatina A en 6.5 ml de piridina se hicieron
reaccionar con 95 mg of NH,OHHCI en agitacion a reflujo durante 1.5 horas.
Posteriormente, la mezcla de reaccion se vertié en un matraz que contenia 50 g

de hielo y se extrajo con AcOEt (3x). La fase organica se lavé 3 veces con una
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disolucion de HCI al 10% y posteriormente con agua. La recristalizacion de la fase
organica permitié la purificacién de la 16,25-diacetil- 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-
20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1g] (90%), p. f. 140-143 °C. IR
(pelicula) vmax cm™: 3318.57, 2972.66, 2942.16, 2872.86, 1734.27, 1456.29,
1368.98, 1242.09. EM-IE m/z (%): 571 (M"), 511 (12), 434 (15), 185 (67), 143 (49),
125 (100), 43 (60). RMN "H (300 MHz, CDCl3) & ppm: 0.44 (d, J=4.2, 1H, H-19),
0.72 (d, J=4.2, 1H, H-19"), 0.94 (s, 3H, CHj3), 1.08 (s, 3H, CHs), 1.14 (s, 3H, CHs),
1.22 (s, 3H, CHs), 1.38 (s, 3H, CHs), 1.47 (s, 3H, CHs), 1.54 (s, 3H, CHjs), 2.00 (s,
3H, CHs), 2.02 (s, 3H, CH3), 2.52 (d, J= 8.4, 1H, H-17), 3.36 (dc, 1H), 3.73 (t, J=
7.5, 1H, H-24), 5.38 (m, 1H, H-16), 6.62 (sa, 1H, O-H). RMN "*C (75.5 MHz) &
ppm: 32.6 (C-1), 20.0 (C-2), 166.9 (C-3), 42.7 (C-4), 48.7 (C-5), 21.0 (C-6), 25.8
(C-7), 47.5 (C-8), 20.4 (C-9), 26.8 (C-10), 26.5 (C-11), 32.0 (C-12), 46.6 (C-13),
46.9 (C-14), 45.4 (C-15), 75.1 (C-16), 57.0 (C-17), 21.6 (C-18), 30.2 (C-19), 85.1
(C-20), 22.6 (C-21), 35.0 (C-22), 25.6 (C-23), 81.7 (C-24), 82.3 (C-25), 28.6 (C-26),
22.9 (C-27), 19.8 (C-28), 23.6 (C-29), 20.0 (C-30), 21.5 y 22.5 (carbonos de los
metilos de los grupos acetato), 170.4 y 170.3 (carbonos correspondientes a los

carbonilos en los grupos acetato).
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V.7.1.8  2-formil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona

[1h]

Figura 25. Obtencion de la 2-formil-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloartan-3-ona [1h].

A una disolucion de 200 mg de argentatina A (1) en 6 ml de piridina seca,
contenida en atmosfera inerte, se adicionaron 1 ml de formiato de etilo (recién
destilado), asi como 0.8 ml de una disolucién de sodio en MeOH absoluto (0.44 g /
6 ml). La reacciéon se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante toda
la noche. La aparicion de un color ocre y/o la formacion de un precipitado insoluble
se consideraron como evidencia de la reaccién. Transcurrido el tiempo, la mezcla
de reaccion se coloco en una disolucion fria de 3 ml de acido acético en 27 ml de
agua. Como resultado, se observo la aparicién de un precipitado, el cual se extrajo
con cloruro de metileno. La fase acuosa se descartd. La fase organica se lavo con
agua y extrajo con una disolucién de hidroxido de potasio al 2%. El extracto basico
se lavo con éter, se acidificd con acido acético glacial y finalmente se extrajo con
cloruro de metileno. La fase de cloruro de metileno se secd y concentrd a presion

reducida para obtener un producto solido impuro. El producto de reaccion se
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purificé por cromatografia en capa preparativa (6:4, Hex/AcOEt) para obtener la 2-
formil-(16S,17R,20S,24 R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1h] (89%).
IR (KBr) vmax cm™: 3403.7, 2974.0, 2941.9, 2874.8, 1635.1, 1586.9, 1464.6,
1355.9. EM-IE m/z (%): 500 (M", 2), 482 (6), 441 (M*-59, 6), 143 (100), 125 (22),
107 (13), 85 (12), 71 (12), 59 (8), 43 (13). RMN "H (200 MHz, CDCl3) 8 ppm: 0.49
(d, J= 4.4, 1H, H-19), 0.70 (d, J= 4.4, 1H, H-19"), 0.92 (s, 3H, CHs),1.1 (s, 3H,
CHs), 1.15 (s, 3H, CH3), 1.22 (s, 3H, CHj3), 1.26 (s, 3H, CHs), 1.3 (s, 3H, CHz3), 1.46
(s, 3H, CHs), 2.60 (d, J= 15, 1H), 3.46 (sa, 2H, 2 O-H), 3.86 (t, J= 7.4, 1H, H-24),
4.63 (m, 1H, H-16), 8.7 (s, 1H, H-31), 14.8 (sa, 1H, O-H). RMN™C (50 MHz) &
ppm: 33.1 (C-1), 106.6 (C-2), 190.5 (C-3), 42.7 (C-4), 48.5 (C-5), 21.4 (C-6), 26.1
(C-7), 44.7 (C-8), 19.3 (C-9), 29.7 (C-10), 25.5 (C-11), 31.8 (C-12), 46.3 (C-13),
46.6 (C-14), 48.6 (C-15), 73.5 (C-16), 55.6 (C-17), 21.2 (C-18), 30.2 (C-19), 87.2
(C-20), 25.2 (C-21), 37.3 (C-22), 23.7 (C-23), 84.5 (C-24), 70.9 (C-25), 27.3 (C-26),

26.1 (C-27), 20.6 (C-28), 24.4 (C-29), 21.6 (C-30), 188.9 (C-31).
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V.7.1.9 [2,3-d] isoxazol-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartano

[1i]

Figura 26. Obtencion de la [2,3-d] isoxazol-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxicicloartano [1i].

Una disolucién de 60 mg de la 2-formil-(16S,17R,20S,24 R)-20,24-epoxi-
16,25-dihidroxicicloartan-3-ona [1h] en 5 ml de acido acético glacial, en agitacion,
se hizo reaccionar durante dos horas con 30 mg de clorhidrato de hidroxilamina a
temperatura de reflujo. Después, la mezcla de reaccion se vertid en un matraz
erlenmeyer que contenia 50 g de hielo y se extrajo con AcOEt. La fase organica se
lavé con una disolucion de bicarbonato de sodio al 5% (3x) y con agua. Las fases
acuosas fueron descartadas. La fase organica se secod y concentré a presion
reducida para obtener un semisodlido impuro. Dicho semisdlido fue purificado por
medio de cromatografia en columna (1:1, Hex/AcOEt), para obtener el [2,3-d]
isoxazol-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxicicloartano [1i] (80%), p. f.
125-129 °C. IR (Pelicula) vmax cm™: 3377.57, 2970.67, 2940.45, 2875.63, 1640,
1564.63, 1463, 1379.57. EM-IE m/z (%): 497 (M", 4), 479 (8), 439 (10), 420 (10),

337 (10), 296 (9), 143 (100), 125 (22), 107 (15), 43 (15). RMN'H (300 MHz, CDCls)
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§ ppm: 0.47 (d, J= 4.5, 1H, H-19), 0.74 (d, J= 4.5, 1H, H-19°), 0.94(s, 3H, CHa),
1.15 (s, 3H, CHs), 1.21(s, 3H, CHs), 1.26 (s, 3H, CHs), 1.30 (s, 3H, CHs), 1.36 (s,
3H, CHs), 1.46 (s, 3H, CHs), 2.66 (d, J= 15.6, 1H), 3.87 (t, J= 7.2, 1H, H-24), 4.63
(m, 1H, H-16), 7.98 (s, 1H). RMN "*C (75.4 MHz) & ppm: 28.3 (C-1), 109.9 (C-2),
174.8 (C-3), 37.4 (C-4), 48.5 (C-5), 20.8 (C-6), 26.4 (C-7), 46.3 (C-8), 19.7 (C-9),
24.8 (C-10), 25.3 (C-11), 33.2 (C-12), 46.6 (C-13), 46.8 (C-14), 48.8 (C-15), 73.4
(C-16), 55.7 (C-17), 21.2 (C-18), 30.4 (C-19), 87.2 (C-20), 25.7 (C-21), 37.3 (C-22),
23.8 (C-23), 84.5 (C-24), 70.9 (C-25), 27.3 (C-26), 26.1 (C-27), 20.6 (C-28), 25.5

(C-29), 22.2 (C-30), 149.4 (C-31).

V.7.2 Argentatina B

A partir de la argentatina B se obtuvieron 14 derivados. Sin embargo,
durante la adquisicidon del espectro de resonancia magnética nuclear de hidrogeno
de un derivado previamente sintetizado, se generd un producto adicional. Las

transformaciones correspondientes se describen a continuacion.
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V.7.2.1 2a-bromo-(168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2a].

Figura 27. Obtencion de la 2a-bromo-(16p,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-

3-ona [2a].

103 mg (0.23 mmoles) de argentatina B se disolvieron en 3 ml de acido
aceético glacial y se hicieron reaccionar con 0.23 ml de una disolucién 1M de bromo
en acido acético. La reaccioén se llevo a cabo en agitacion a 3°C. Después de 45
minutos, la mezcla de reaccién se vertié en un matraz erlenmeyer que contenia 50
g de hielo. Se observo la presencia de un precipitado abundante, el cual se lavd
con una disolucién 5% NaHCO3y, posteriormente, se recristalizé para obtener 105
mg (85.5%) de la 2a-bromo-(1683,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2a].
P. f. 156-159 °C. IR (CHCl3)vmax cm™: 3538.93 (O-H), 2977.18-2874.74 (C-H),
1720.5 (C=0), 1464.44, 1384.73. EM-IE m/z (%): 534 (M*, 4), 519 (M* -15, 2.7),
476 (M* -58, 26), 475 (M* -59, 47.9), 175 (100), 143 (15.6), 85 (95.2), 59 (76.02).
RMN "H (200 MHz, CDCl3) 8 ppm: 0.71 (d, J=4.8, 1H, H-19), 0.88 (s, 3H, CHs),
0.94 (d, J= 6.6, 3H, CHs-21), 1.09 (s, 6H, 2CHjs), 1.15 (s, 9H, 3CHs), 2.80 (sa, 1H,
O-H), 3.59 (dd, J= 2.2, J= 11.3, 1H, H-24), 4.60 (c, 1H, H-16), 5.11 (dd, J=6.6,

J=12.8, 1H, H-2B). RMN ®C (50 MHz) & ppm: 33.3 (C-1), 46.0 (C-2), 205.7 (C-3),
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55.0 (C-4), 48.4 (C-5), 21.2 (C-6), 20.9 (C-7), 47.4 (C-8), 21.3 (C-9), 26.19 (C-10),
26.4 (C-11), 32.4 (C-12), 45.9 (C-13), 47.5 (C-14), 44.9 (C-15), 74.9 (C-16), 57.4
(C-17), 18.7 (C-18), 29.2 (C-19), 29.2 (C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4 (C-23),
82.5 (C-24), 73.2 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 19.5 (C-28), 23.0 (C-29), 20.8
(C-30). Ademas, se realiz6 un analisis de difraccion de rayos X. Para ello, se
empleé un cristal de 0.36 x 0.12 x 0.09 mm. Los datos cristalograficos se
adquirieron a una temperatura de 291 K en un sistema Bruker Smart. Los datos
cristalograficos se muestran en el Cuadro 10 y ademas se depositaron en el

CCDC, con la clave CCDC 258726.
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Cuadro 10. Informacion cristalografica de los derivados 2a, 2b, 2d, 2i y 2m.

Compuesto 2b 2d 2i 2m

Formula C30H47Br03 C30H4603 C30H49NO3 C31H4804 C31H45NO3

empirica

Peso 454 .67 471.70 484.69 479.68

molecular

Sistema Ortorrémbic Ortorrombic Ortorréombic Ortorrémbic Ortorrombic

cristalino o] o] o) o)

Grupo P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21 P 21 21 21

espacial

Dimensiones

de

la celda

unitaria

A 8.2854(18) 11.710(2) 10.827(2) 8.2190(8) 8.2357(6)
90° 90° 90° 90°

B 12.129(3) 12.128(2) 13.366(3) 12.4021(11) 12.2298(8)
90° 90° 90° 90°

C 27.310(6) 18.811(4) 19.105(4) 26.535(3) 26.854(2)
90° 90° 90° 90°

Volume [AS] 2744.5(11) 2671.5(9) 2764.8(10) 2704.7(4) 2704.8(3)

Z 4 4 4 4

Densidad 1.130 1.133 1.190 1.178

(calculada)

[a/cm’]

Coeficiente de 0.545 0.552 0.076 0.074

absorcion

[mm™]

F (000) 1000 1040 1064 1048

Rango 6 para 4.34 a 4.04 a 1.81 a 1.83 a

la coleccion 55.06 55.06 25.00 25.00

de datos [°]

Rangos 0<h<12 0<h<11 9<h<9 -9<h<9

-14< k<14 0<k<12 0<k<14 -14< k<14 -14<k<14
-32</<32 0</<20 0</<20 31</<31 -31</< 31

% ab= 99.9 97.52 100 100

25.00°

Datos/ 1930/ 0/ 1958/ 0/ 4772/ 0/ 4782/ 0/

restricciones/ 308 314 329 326

parametros
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F2

Indices
Finales R [/ >
26(N)]

Indices R
(todos los
datos)

Parametro
estructural
absoluto
LDPH [e. A?]

0.842
R1=
0.0376,
wR2=
0.0535
R1=
0.0616,
wR2=
0.0561
0.002(7)

0.781y
—0.294

1.009
R1=
0.0405,
wR2=
0.1125
R1=
0.0431,
wR2=
0.1149
-0.4(5)

0.151y
-0.130

1.085
R1=
0.0541,
wR2=
0.1388
R1=
0.0590,
wR2=
0.1429
0.6(7)

0.186 y
-0.175

0.806
R1=
0.0508,
wR2=
0.0513
R1=
0.1278,
wR2=
0.0619
0.0(17)

0.182y
-0.150

0.782
R1=
0.0456,
wR2=
0.0512
R1=
0.0992,
wR2=
0.0591

0.145y
-0.129
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V.7.2.2 (163,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2b]

Figura 28. Obtencion de la (163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona

[2b].

Una disolucion de argentatina B (200 mg, 0.44mmoles) y cloruro de
fenilselenio (100 mg, 0.52 mmol) en AcOEt (4.5 ml) se agitdé a temperatura
ambiente durante 2 h. Después, se agregdé 1 ml de agua a la mezcla de reaccion
en agitacion. La fase acuosa se separd y se agregaron 2 ml de THF y 0.2 ml de
H,O, al 30%. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente por 1.4 h.
Después, la fase organica se lavo con una disolucion de carbonato de sodio 10%
(3 x 20 ml) y posteriormente con agua (3 x 20 ml). A partir de la fase organica se
obtuvo un sélido impuro. Este sélido se purific6 por medio de cromatografia en
columna (8:2, Hex/ AcOEt) para obtener 140 mg (70%) de la (163,24R)-16,24-
epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2b] como un sélido cristalino de p. f. 165-167
°C. IR (CHCl3)vmax cm™": 3684.26 (O-H), 3050, 2976.92-2876.12 (C-H), 1663.29
(C=0), 1603, 1521.87, 1473.46, 1424.45, 1334, 1112. EM-IE m/z (%): 454 (M",

27), 436 (M -18, 24), 396 (M" -58, 60), 377 (35), 233 (38), 203 (62), 201 (52), 175
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(61), 161 (80), 159 (77), 147 (62), 137 (100), 135 (83), 120 (56), 109 (68), 93 (54),
85 (48) 59 (39). RMN'H (300 MHz, CDCls) 8 ppm: 0.75 (d, J=4.7, 1H, H-19), 0.89
(s, 3H, CHs), 0.94 (d, J= 6.4, 3H, CH3-21), 0.96 (s, 3H, CHs), 1.09 (s, 6H, 2CHs),
1.10 (s, 3H, CHs), 1.14 (s, 3H, CHs), 1.32 (d, J=4.7, 1H, H-19°), 2.70 (sa, 1H, O-H),
3.60 (dd, J= 2.0, J= 12.5, 1H, H-24), 4.60 (c,1H, H-16), 5.95 (d, J= 10.0, 1H, H-2),
6.78 (d, J=10.0, 1H, H-1). RMN'"3C (75.4 MHz) & ppm: 153.68 (C-1), 126.77 (C-2),
205.2 (C-3), 46.3 (C-4), 44.4 (C-5), 19.5 (C-6), 27.40 (C-7), 43.2 (C-8), 24.5 (C-9),
29.9 (C-10), 23.6 (C-11), 32.2 (C-12), 45.9 (C-13), 45.8 (C-14), 43.9 (C-15), 74.6
(C-16), 57.0 (C-17), 17.5 (C-18), 29.3 (C-19), 28.4 (C-20), 21.0 (C-21), 35.5 (C-22),
23.4 (C-23), 82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 18.8 (C-28), 21.4

(C-29), 19.1 (C-30).

Ademas, se llevd a cabo el analisis de difraccion de rayos X de un cristal de
0.50 x 0.50 x 0.20 mm a la temperatura de 291 K en un difractémetro Nicolet P3.
Los datos cristalograficos correspondientes se presentan en el Cuadro 10. Los
resultados de este estudio se depositaron en el CCDC, bajo la clave CCDC

258727.
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V.7.2.3 25-O-acetil-(163,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2c¢]

Figura 29. Obtencion de la 25-O-acetil-(163,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-

en-3-ona [2c].

Una disolucion de 49 mg (0.11 mmoles) de la (1683,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloart-1-en-3-ona [2b] en Ac,0 se traté con 20 mg de acetato de sodio y
se calentd a reflujo durante 12 horas. Después, la mezcla de reaccién se enfrio y
se verti6 en un matraz erlenmeyer que contenia 50 g de hielo. Se observo un
precipitado, el cual fue purificado por medio de recristalizaciones sucesivas, para
obtener 44 mg (81%) de la 25-O-acetil-(16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-
en-3-ona [2c], como un sdlido de p. f. 180-182°C. IR (CHCls)vmax cm™: 2955-
2875.65 (C-H), 1726.3 (C=0O del grupo acetato), 1662 (C=0), 1603.35, 1464.50,
1368.58, 1267, 1115.95. EM-IE m/z (%): 496 (M*, 13), 454 (M" -42, 8), 436 (84),
395 (40), 377 (37), 351 (31), 233 (41), 219 (100), 203 (58), 201 (74), 175 (60), 161
(57), 159 (60), 147 (71), 135 (89), 133 (76), 109 (99), 107 (60), 93 (58), 85 (47), 71
(43), 59 (15), 43 (94). RMN 'H (300 MHz, CDCls3) & ppm: 0.74 (d, J=4.7, 1H, H-19),
0.88 (s, 3H, CHs), 0.93 (d, J= 6.4, 3H, CHs-21), 0.96 (s, 3H, CHzs), 1.10 (s, 3H,

CHs), 1.13 (s, 3H, CHa), 1.31 (d, J=4.7, 1H, H-19"), 1.39 (s, 3H, CHa), 1.44 (s, 3H,

36



CHs), 1.96 (s, 3H, CHs), 3.83 (dd, J= 2.2, J= 12.5, 1H, H-24), 4.62 (c, 1H, H-16),
5.94 (d, J= 10.0, 1H, H-2), 6.78 (d, J= 10.0, 1H, H-1). RMN "*C (75 MHz) & ppm:
153.74 (C-1), 127.1 (C-2), 205.2 (C-3), 46.5 (C-4), 44.7 (C-5), 19.8 (C-6), 27.7 (C-
7), 43.5 (C-8), 24.8 (C-9), 30.3 (C-10), 23.9 (C-11), 32.5 (C-12), 46.2 (C-13), 46.0
(C-14), 44.1 (C-15), 74.5 (C-16), 57.2 (C-17), 17.8 (C-18), 30.3 (C-19), 22.7 (C-20),
21.7 (C-21), 35.6 (C-22), 22.6 (C-23), 80.5 (C-24), 85.2 (C-25), 21.7 (C-26), 23.5
(C-27), 19.0 (C-28), 21.3 (C-29), 19.4 (C-30), 170.4 and 29.3 (C=0O y metilo del

grupo acetato).

V.7.2.4 3-oxima-(16p,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2d]

Figura 30. Obtencion de la 3-oxima-(16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-

ona [2d].

Una disolucion de 100 mg (0.22 mmol) de la argentatina B [2] en 1.5 ml de
piridina se hizo reaccionar con 28 mg of NH,OH'HCI (0.40mmol) en agitacion a
temperatura de reflujo durante una hora. Posteriormente, la mezcla de reaccion se

vertid en un matraz que contenia 50 g de hielo y se extrajo con AcOEt (3x). La
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fase organica se lavd repetidas ocasiones con una disolucion de HCI al 10%
seguido de agua. Recristalizaciones sucesivas de la fase organica permitieron la
obtencion de 80 mg (78%) de Ila 3-oxima-(163,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona [2d], p. f. 224-227°C. IR (KBr)vmax cm™': 3496.4, 3387.0 (O-
H), 2964.2-2871.9 (C-H), 1645.6, 1460, 1378.6, 1168.8, 1113.4, 928.8. EM-IE m/z
(%): 471 (M, 78), 454 (65), 413 (M* -58, 40), 412 (90), 396 (50), 107 (38), 59
(100). RMN "H (300 MHz, CDCls) & ppm: 0.50 (d, J=4.5, 1H, H-19), 0.72 (d, J=4.5,
1H, H-19°), 0.88 (s, 3H, CHs), 0.93 (d, J= 6.3, 3H, CHs-21), 1.09 (s, 6H, 2CHs),
1.11 (s, 3H, CHs), 1.15 (s, 3H, CHa), 1.16 (s, 3H, CH3), 3.36 (dc, 1H), 3.59 (dd, J=
1.8, J= 12.5, 1H, H-24), 4.59 (c, 1H, H-16). RMN '3C (75.4 MHz) & ppm: 32.7 (C-1),
35.5 (C-2), 168.9 (C-3), 45.8 (C-4), 48.8 (C-5), 21.2 (C-6), 26.1 (C-7), 47.2 (C-8),
20.9 (C-9), 25.6 (C-10), 26.3 (C-11), 32.7 (C-12), 44.8 (C-13), 42.9 (C-14), 45.9 (C-
15), 74.9 (C-16), 57.4 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19), 29.0 (C-20), 20.7 (C-21),
35.5 (C-22), 23.4 (C-23), 82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.8 (C-27), 19.5

(C-28), 21.7 (C-29), 20.5 (C-30).

Un cristal de 0.28 x 0.24 x 0.22 mm se emple0 para llevar a cabo un analisis
de difraccién de rayos X. Dicho analisis se realizé en un difractdmetro Nicolet P3 a
la temperatura de 293 K. Los datos cristalograficos del compuesto se muestran en
el Cuadro 10. Las condiciones experimentales y los resultados del analisis de

difraccion de rayos X se depositaron en el CCDC bajo la clave CCDC 258728.
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V.7.2.5 4-Aza-(16p,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2e]

Figura 31. Obtencion de la 4-aza-(16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-

ona [2e].

Una disolucion de 70 mg de la 3-oxima-(16(3,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona [2d] en CH,Cl, a 0°C en agitacion, se tratdé con 1 ml de
anhidrido trifluoroacético, durante 1 hora. Después, se adicionaron 10 ml de agua.
La fase organica se separé y se lavo con una disolucién de NaHCO3 al 5% (3 x 20
ml) y posteriormente con agua (3 x 20 ml). A partir de la fase organica se aislé un
sélido, el cual se purific6 por medio de cromatografia en columna (MeOH).
Finalmente, se obtuvieron 38.7 mg de la 4-aza-(16p3,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona [2e], p. f. 190-193°C. IR (CHCl3) vmax cm™: 3405.1 (O-H),
2963 (C-H), 2871.3, 1650(CO), 1455.9, 1376.3 (C-N), 1113.0. EM-IE m/z (%): 471
(M, 22), 413 (M* -58, 15), 412 (40), 58 (100). RMN 'H (200 MHz, CDCl3) & ppm:
0.60 (d, J=4.9, 1H, H-19), 0.67 (d, J=4.9, 1H, H-19"), 0.90 (s, 3H, CHz3), 0.93 (d, J=
6.5, 3H, CHs-21), 1.09 (s, 6H, 2CHs), 1.15 (s, 3H, CHzs), 1.21 (s, 3H, CHs), 1.30 (s,

3H, CH3), 2.56 (m, 2H, CH, OH), 3.59 (dd, J= 2.14, J= 12.2, 1H, H-24), 4.61 (c, 1H,
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H-16), 6.43 (NH). RMN™C (50 MHz) & ppm: 30.4 (C-1), 35.4 (C-2), 177.6 (C-3),
57.3 (C-4), 50.3 (C-5), 23.5 (C-6), 25.5 (C-7), 48.5 (C-8), 23.0 (C-9), 28.1 (C-10),
26.9 (C-11), 32.9 (C-12), 45.9 (C-13), 45.3 (C-14), 45.1 (C-15), 75.0 (C-16), 57.5
(C-17), 19.1 (C-18), 29.9 (C-19), 28.9 (C-20), 20.9 (C-21), 35.2 (C-22), 25.5 (C-23),
82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.7 (C-27), 19.7 (C-28), 31.8 (C-29), 24.3

(C-30).

V.7.2.6 25-O-acetil-4-aza-(16p3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2f].

Figura 32. Obtencion de la 25-O-acetil-4-aza-(163,24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2f].

Una disolucion de 4-aza-(1683,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona
[2e] (20 mg, 0.037 mmol) en Ac,0O se hizo reaccionar de la misma manera que 2
[Seccion V.7.2.3] para produjo un solido impuro, el cual fue purificado por medio
de recristalizaciones sucesivas para obtener 19.1mg (89%) de la 25-O-acetil-4-
Aza-(16p,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2f] como un sélido blanco

de p. f. 200-203°C. IR (KBr) vmax cm™": 3446.1, 2960 (C-H), 2873.3, 1733.5 (C=0),
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1660.3(C=0), 1458.7, 1371.4, 1255.8, 1115.5. EM- IE m/z, (%): 513 (M*, 18), 498
(2), 453 (14), 438 (M*-75, 10%), 438 (10), 412 (30), 326 (15), 58 (100), 43 (13).
RMN'H (300 MHz, CDCl3) § ppm: 0.60 (d, J=4.7, 1H, H-19), 0.66 (d, J=4.7, 1H, H-
197), 0.90 (s, 3H, CHs-28), 0.92 (d, J= 6.2, 3H, CHz-21), 1.14 (s, 3H, CHs-18), 1.23
(s, 3H, CHs-29), 1.31 (s, 3H, CHs-26), 1.39 (s, 3H, CH3-30), 1.44 (s, 3H, CHs-27),
1.96 (s, 3H, CHs), 2.53 (m, 2H, CH,-2), 3.82 (dd, J= 2.3, J= 12.5 1H, H-24), 4.63
(c, 1H, H-16), 6.18 (sa, 1H, NH). RMN ™3C (75.5 MHz) & ppm: 30.3 (C-1), 34.7 (C-
2), 177.9 (C-3), 57.8 (C-4), 50.1 (C-5), 22.2 (C-6), 25.4 (C-7), 48.4 (C-8), 23.1 (C-
9), 28.0 (C-10), 26.9 (C-11), 32.8 (C-12), 45.8 (C-13), 45.2 (C-14), 45.1 (C-15),
74.5 (C-16), 57.3 (C-17), 19.1 (C-18), 29.9 (C-19), 28.9 (C-20), 21.0 (C-21), 35.2
(C-22), 25.4 (C-23), 80.1 (C-24), 84.9 (C-25), 24.1 (C-26), 23.2 (C-27), 19.7 (C-28),

31.6 (C-29), 21.3 (C-30), 170.2 and 22.5 (C=0 y metilo del grupo acetato).

V.7.2.7 25-O-acetil-(163,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2g]

Figura  33. Obtencion de la  25-O-acetil-(163,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona [2g].
Una mezcla de 500 mg de argentatina B [2], 256 mg de acetato de sodio y 6

ml de anhidrido acético se calentd a temperatura de reflujo por una hora.
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Posteriormente, la mezcla se vertié en un matraz erlenmeyer que contenia 50 g de
hielo y se agité por 15 minutos. El contenido del matraz se extrajo con AcOEt (3x).
La fase organica se secd y se concentré a presidn reducida para obtener un
semisolido. Dicho producto se recristalizé (Hex/ AcOEt) para obtener la 25-O-
acetil-(163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2g] (89%) de p. f. 164 °C.
IR (KBr)vmax cm™: 2944.8, 2872.1, 1734.3 (C=0), 1707.6 (C=0), 1464, 1370,
1254.5, 1115.0. EM-IE m/z,(%): 498 (1.5), 440, 438, 397 (100), 143, 85. RMN 'H
(200 MHz) CDCl3 & ppm: 0.57 (d, J= 4.4, 1H, H-19), 0.82 (d, J= 4.4, 1H, H-19"),
0.88 (s, 3H, CHjs), 0.93 (d, J= 6.3 Hz, 1H, CHs-21), 1.05 (s, 3H, CHs), 1.10 (s, 3H,
CHs), 1.17 (s, 3H, CHs), 1.39 (s, 3H, CHzs), 1.44 (s, 3H, CHs), 1.96 (s, 3H, CHj),
2.30 (ddd, J= 2.70, J= 4.3, J= 14.03, 1H), 2.72 (td, J= 6.6, J= 13.8, 1H), 3.83 (dd,

J=2.2,J=12.3, 1H, H-24), 4.62 (c, 1H, H-16).
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V.7.2.8 25-0O-acetil-3-oxima-(163,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2h].

”"KOAC

Figura 34. Obtencion de la 25-O-acetil-3-oxima-(163,24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartan-3-ona [2h].

De igual manera a la descrita en la Seccién V.7.2.4, 100 mg de la 25-O-
acetil-(163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2g] disueltos en piridina
se hicieron reaccionar con clorhidrato de hidroxilamina para obtener 78.3 mg
(76%) de la 25-0O-acetil-3-oxima-(163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona
[2h]. P. f. 208-210°C. IR (KBr)vmax cm™: 3319.1 (O-H), 2950.3-2874.8 (C-H),
1734.8 (C=0), 1654, 1459.3, 1371.6, 1255.2, 1115.7, 934.5. EM-IE m/z (%): 513
(M*, 16), 454 (65), 497 (12), 496 (11), 453 (69), 436 (100), 412 (92), 396 (36), 109
(33), 59 (15), 43 (63). RMN 'H (300 MHz, CDCls3) & ppm: 0.49 (d, J=4.4, 1H, H-19),
0.72 (d, J=4.4, 1H, H-19"), 0.87 (s, 3H, CHjs), 0.92 (d, J= 6.5, 3H, CH3-21), 1.12 (s,
3H, CHs), 1.15 (s, 3H, CHzs), 1.19 (s, 3H, CHs), 1.39 (s, 3H, CHs), 1.44 (s, 3H,
CHs), 1.96 (s, 3H, CHs del grupo acetato), 3.37 (dc, 1H), 3.82 (dd, J= 2.0, J= 12.3,
1H, H-24), 4.61 (c, 1H, H-16). RMN'C (75.4 MHz) & ppm: 32.6 (C-1), 20.8 (C-2),

169.2 (C-3), 43.0 (C-4), 48.7 (C-5), 21.2 (C-6), 25.7 (C-7), 47.1 (C-8), 20.8 (C-9),
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26.3 (C-10), 26.1 (C-11), 32.7 (C-12), 45.7(C-13), 45.6 (C-14), 44.7 (C-15), 74.4
(C-16), 57.2 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19), 29.0 (C-20), 21.1 (C-21), 35.3 (C-22),
22.3 (C-23), 80.2 (C-24), 85.0 (C-25), 23.5 (C-26), 23.3 (C-27), 19.5 (C-28), 21.7

(C-29), 21.4 (C-30), 170.3 and 22.5 (C=0 y metilo del grupo acetato).

V.7.2.9 2-formil-(16B,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2i]

Figura 35. Obtencion de la 2-formil-(163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-

ona [2i].

A una disolucion de 2.88 mmoles de argentatina B [2] en 24 ml de piridina
seca, contenida en atmodsfera inerte, se adicionaron 5 ml de formiato de etilo
(recién destilado), asi como una disolucion de sodio en MeOH absoluto (0.44 g/ 6
ml). La reaccidén se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente durante toda la
noche. La aparicion de un color ocre y/o la formacién de un precipitado insoluble
se consideraron como evidencia de la reaccién. Transcurrido el tiempo pertinente,
la mezcla de reaccion se colocé en una disolucion fria de 16.6 ml de acido acético

en 154.4 ml de agua. Como resultado de la accion anterior, se observo la
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aparicién de un precipitado, el cual fue extraido con cloruro de metileno. La fase
organica se lavd con agua y extrajo con una disolucién de hidroxido de potasio al
2%. La solucion basica se lavo con éter, después se acidificé con acido acético
glacial y finalmente se extrajo con cloruro de metileno. La fase de cloruro de
metileno final se secd y concentré a presion reducida para obtener un producto
semisolido impuro. Dicho producto se purificd por cristalizaciones sucesivas para
obtener 992.9 mg de la 2-formil-(16[3,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona
[2i] (71%). P. f. 210-214 °C. IR (KBr) vmax cm™: 3546.9 (OH), 3448, 2953.3 (C-H),
2874.5, 1642.9, 1588.2, 1460.3, 1374.2, 1113.1, 1058.2. EM-IE m/z (%): 484 (M",
15), 466 (5), 425 (M*-59, 100), 407 (25), 233 (33), 175 (42), 109 (35), 85 (44), 59
(25), 43 (24). RMN "H (300MHz, CDCl3) & ppm: 0.48 (d, J= 4.5, 1H, H-19), 0.68 (d,
J= 4.5, 1H, H-19%), 0.92(s, 3H, CHs), 0.95(d, J= 6.3, 3H, CHs-21), 1.10(s, 6H,
2CHs), 1.14 (s, 3H, CHs), 1.18 (s, 3H, CHgs), 1.21 (s, 3H, CHz3), 1.85 (d, J= 15, 1H,
H-1), 2.59 (d, J= 15, 1H, H-1"), 3.59 (dd, J= 2.1, J= 12.5, 1H, H-24), 4.61 (c, 1H, H-
16), 8.67 (d, J=2.4, 1H, H-31), 14.84 (d, J= 2.4, 1H, OH). RMN "*C (75.4 MHz) 5
ppm: 31.8 (C-1), 106.6 (C-2), 190.4 (C-3), 42.7 (C-4), 48.2 (C-5), 21.4 (C-6), 25.7
(C-7), 44.6 (C-8), 19.4 (C-9), 23.6 (C-10), 25.6 (C-11), 32.6 (C-12), 45.8 (C-13),
45.7 (C-14), 45.1 (C-15), 74.8 (C-16), 57.4 (C-17), 19.1 (C-18), 30.0 (C-19), 29.0
(C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4 (C-23), 82.5 (C-24), 73.3 (C-25), 23.8 (C-26),

25.6 (C-27), 19.8 (C-28), 24.4 (C-29), 21.6 (C-30), 189.0 (C-31).

Se llevé a cabo un estudio de difraccion de rayos X de un cristal del

producto 2i de 0.30 x 0.17 x 0.07 mm. Dicho analisis se efectué a 291 K en un
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difractometro Bruker Smart. Los datos cristalograficos correspondientes se
muestran en el Cuadro 10. Las condiciones experimentales y los resultados de

este estudio se depositaron en el CCDC con la clave CCDC 258729.

V.7.2.10 [2,3-d] isoxazol-(163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartano [2j]

Figura 36. Obtencién de la [2,3-d] isoxazol-(16(3,24R)-16,24-epoxi-25-

hidroxicicloartano [2j].

Una disolucion de 115 mg de la 2-formil-(1683,24R)-16,24-epoxi-25-
hidroxicicloartan-3-ona [2i] en 7 ml de acido acético glacial, en agitacion, se hizo
reaccionar durante dos horas con 45.6 mg de clorhidrato de hidroxilamina a reflujo.
Después, la mezcla de reaccion se vertid en un matraz erlenmeyer que contenia
50 g de hielo y se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavé con una disolucion
de bicarbonato de sodio al 5% (3x) y con agua. Las fases acuosas fueron
descartadas. La fase organica se secOd y concentr6 a presion reducida para
obtener un semisodlido impuro. Dicho semisdlido se purific6 por medio de

cromatografia en columna (8:2, Hex/AcOEt) para obtener 91 mg (80%) del [2,3-d]
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isoxazol-(16[3,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartano [2j]. P. f. 146-150°C. IR (KBr)
Vmax CM: 3482.5 (OH), 3448, 2960.9 (C-H), 2874.5, 1735.1, 1641.3, 1462.8,
1374.7, 1112.9. EM-IE m/z (%): 481 (M, 8), 463 (7), 422 (M*-59, 100), 404 (25),
230 (30), 175 (22), 109 (31), 85 (34), 59 (34), 43 (34). RMN "H (200MHz, CDCl3) &
ppm: 0.46 (d, J= 4.8, 1H, H-19), 0.72 (d, J= 4.8, 1H, H-19"), 0.93(s, 3H, CHz),
0.95(d, J= 6, 3H, CH3-21), 1.10(s, 6H, 2CHs), 1.18 (s, 3H, CHzs), 1.21 (s, 3H, CHs),
1.35 (s, 3H, CHs), 1.95 (d, J= 15.4, 1H, H-1), 2.65 (d, J= 15.4, 1H, H-1"), 3.60 (dd,
J=2, J=12.4, 1H, H-24), 4.62 (c, 1H, H-16), 7.98 (s, 1H, H-31). RMN "*C (50 MHz)
& ppm: 28.4 (C-1), 110.0 (C-2), 135.6 (C-3), 45.8 (C-4), 48.3 (C-5), 20.8 (C-6), 26.0
(C-7), 46.7 (C-8), 24.6 (C-9), 29.3 (C-10), 25.6 (C-11), 32.7 (C-12), 45.7 (C-13),
45.7 (C-14), 45.2 (C-15), 74.9 (C-16), 57.5 (C-17), 19.1 (C-18), 30.1 (C-19), 28.9
(C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22), 23.5 (C-23), 82.5 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26),

25.7 (C-27), 19.8 (C-28), 25.5 (C-29), 22.2 (C-30), 149.5 (C-31).
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V.7.2.11 2-formil-(168,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2Kk]

Figura 37. Obtencion de la 2-formil-(1683,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-

3-ona [2Kk].

120 mg de piridina se agregaron a una disolucion fria de 190 mg de cloruro
de fenilselenio en 7 ml de CH,Cl,. Transcurridos 15 minutos, una disolucién de
100 mg de la 2-formil-(163,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2i] en 3
ml de CH,Cl, se adicion6 a la mezcla fria en agitacion y se permitié reaccionar por
20 minutos.

Posteriormente, la mezcla de reaccion se lavo con una disolucion de HCI al 10%
(3x) y después con agua fria. A continuacion, la mezcla de reaccion se regreso al
matraz de reaccién limpio y frio, y se adicioné 0.1 ml de H2O, al 30% cada 10
minutos durante 30 minutos. Transcurridos 10 minutos de la ultima adicion, se
agregaron 3 ml de agua destilada. La fase organica se separ6 de la mezcla de
reaccion y se lavo con NaHCO; al 5% (3 x 20ml) y agua. Finalmente, la fase
organica se concentré y purificé para obtener 80.2 mg (81%) de la 2-formil-

(16B,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2k] de p. f. 243-247°C. IR
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(KBr) vmax cm™: 3543.2, 2966.4, 2937.3, 2866.91, 1668.48, 1584.06, 1461.11,
1378.18, 1112.73. EM-IE m/z (%): 482 (M*, 55), 464 (53), 423 (M*-59, 53), 405
(17), 245 (80), 159 (70), 135 (60), 109 (70), 59 (100), 43 (72). RMN "H (300MHz,
CeDs) 8 ppm: 0.45 (d, J= 4.6, 1H, H-19), 0.60 (s, 3H, CHs), 0.78 (s, 3H, CHs), 0.90
(d, J= 6.5, 3H, CH3-21), 0.91 (d, J= 4.6, 1H, H-19°), 1.03 (s, 3H, CHs), 1.12 (s, 3H,
CHs), 1.14 (s, 3H, CHs), 1.18 (s, 3H, CHs), 2.04 (m, 1H), 2.53 (sa, 1H, OH), 3.59
(dd, J= 3.6, J= 12.5, 1H, H-24), 4.45 (c, 1H, H-16), 7.60 (s, 1H, H-1), 10.51 (s, 1H,
H-31). RMN *3C (75.4 MHz) & ppm: 160.6 (C-1), 132.2 (C-2), 201.9 (C-3), 46.2 (C-
4), 43.9 (C-5), 19.5 (C-6), 27.7 (C-7), 43.6 (C-8), 27.7 (C-9), 31.5 (C-10), 23.7 (C-
11), 32.3 (C-12), 45.8 (C-13), 45.8 (C-14), 44.2 (C-15), 74.5 (C-16), 57.2 (C-17),
17.9 (C-18), 32.1 (C-19), 29.2 (C-20), 21.1 (C-21), 35.7 (C-22), 23.3 (C-23), 82.9
(C-24), 73.0 (C-25), 25.1 (C-26), 25.8 (C-27), 21.5 (C-28), 18.8 (C-29), 18.7 (C-30),

188.9 (C-31).

V.7.2.12 2a-ciano-(16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona [2l].

Figura 38. Obtencion de la 2a-ciano-(163,24 R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-

ona [2l].
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Una disolucion de 250 mg de la argentatina B [2] en 3 ml de THF, se enfri
a - 78°C y se vertid6 sobre 3 ml de una disolucion 0.2 M de LDA (Sigma)
conservada a a la misma temperatura en atmosfera inerte. La mezcla se agité por
1 hora y se adicion6 lentamente sobre una disolucién de 368 mg de cianuro de p-
toluensulfonilo en 3 ml de THF (-78 °C, atmésfera inerte). Después de 1 hora, la
reaccion se detuvo por adicion de 0.5 ml de hidroxido de amonio y se permitié que
alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se acidificé con HCI al
10% y se extrajo con éter dietilico. A partir de la fase organica se obtuvo un
semisolido, el cual se purifico por cromatografia en columna (8:2, Hex/AcOEt) para
obtener 114 mg de la 2a-ciano-(16p3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3-ona
[21] como un sélido blanco amorfo de p. f. de 222-223°C. IR (KBr)vmax cm™": 3544.8
(O-H), 2968.1-2874.0 (C-H), 2251.9 (CN), 1719.7 (C=0), 1463.5, 1370.3, 1114.6,
1058.6. EM-IE m/z (%): 481 (M*, 3), 422 (M" -59, 74), 404 (100), 336 (15), 175
(52), 161 (32), 133 (30), 109 (43), 85 (50), 59 (35), 43 (24). RMN "H (200 MHz,
CDCl3) & ppm: 0.67 (d, J=4.8, 1H, H-19), 0.89 (s, 3H, CHs), 0.94 (d, J= 5, 3H, CHs-
21), 1.09 (s, 6H, 2CHs), 1.12 (s, 3H, CHs), 1.13 (s, 3H, CHs), 1.16 (s, 3H, CHs),
2.76 (sa, 1H, OH), 3.59 (dd, J= 2.4, J= 12.4, 1H, H-24), 3.93 (dd, J= 5.6, J= 13.1,
1H, H-2pB), 4.60 (c, 1H, H-16). RMN *C (50 MHz) & ppm: 38.9 (C-1), 39.9 (C-2),
204.7 (C-3), 50.4 (C-4), 48.5 (C-5), 21.2 (C-6), 25.7 (C-7), 47.1 (C-8), 21.9 (C-9),
25.5 (C-10), 26.4 (C-11), 32.5 (C-12), 45.7 (C-13), 45.7 (C-14), 44.8 (C-15), 74.8

(C-16), 57.4 (C-17), 18.8 (C-18), 29.6 (C-19), 29.0 (C-20), 21.0 (C-21), 35.4 (C-22),
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23.5 (C-23), 82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 24.0 (C-26), 25.7 (C-27), 19.5 (C-28), 22.2

(C-29), 20.3 (C-30), 117.0 (C-31).

V.7.2.13 2a-ciano-(16p3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2m]

Figura 39. Obtencion de la 2a-ciano-(16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-

en-3-ona [2m].

La 2a-ciano-(16f3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2m] se
obtuvo empleando el método descrito previamente en la seccidén V.7.2.11. Para
ello, se emplearon 40 mg de 2a-ciano-(1683,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-
3-ona [2I] disueltos en CHCl; y se obtuvieron 29.1 mg (76%) de la 2a-ciano-
(16B,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2m] como un soélido blanco
cristalino que fundié a 274-275 °C. IR (CHCl3)vmax cm™: 3544.27 (O-H), 2957.87,
2876.78, 2232.28 (CN), 1687.55 (C=0), 1594.45, 1464.18, 1385.60, 1113.03. EM-

IE miz (%): 479 (M*, 21), 461 (36), 420 (M* -59, 45), 402 (60), 375 (25), 336 (30),
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233 (68), 219 (47), 201 (24), 175 (44), 161 (90), 147 (74), 135 (64), 109 (100), 94
(73), 85 (78), 81 (51), 59 (51), 43 (57). RMN "H (300 MHz, CDCl3) & ppm: 0.88 (s,
3H, CHs), 0.95 (d, J= 6.6, 3H, CHs-21), 1.09 (s, 6H, 2CHj3), 1.13 (s, 3H, CHs), 1.13
(s, 3H, CHs), 1.15 (s, 3H, CHs), 3.59 (dd, J= 2.1, J= 12.5, 1H, H-24), 4.61 (q, 1H,
H-16), 7.51 (s, 1H, H-1). RMN "C (75 MHz) & ppm: 166.3 (C-1), 114.0 (C-2), 197.8
(C-3),46.3 (C-4), 43.8 (C-5), 19.2 (C-6), 27.7 (C-7), 43.3 (C-8), 28.2 (C-9), 32.0 (C-
10), 23.2 (C-11), 31.9 (C-12), 45.9 (C-13), 45.8 (C-14), 43.1 (C-15), 74.5 (C-16),
57.0 (C-17), 17.5 (C-18), 31.9 (C-19), 29.0 (C-20), 21.0 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4
(C-23), 82.7 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 21.2, 18.8, 18.6 (C-28 to
C-30), 115.4 (C-31). Ademas, se llevo a cabo un estudio de difraccién de rayos X
de un cristal de dimensiones 0.32 x 0.16 x 0.07 mm empleando un difractémetro
Bruker Smart a la temperatura de 291 K. Los datos cristalograficos principales se
muestran en el Cuadro 10. Los resultados del estudio también se depositaron en

el CCDC con la clave CCDC 258730.

V.7.2.14 (16S, 17R, 20S)-3-0x0-25-nor-cicloartan-16,24-lactona [2n]

Figura 40. Obtencion de la (16S, 17R, 20S)-3-oxo0-25-nor-cicloartan-16,24-lactona

[2n].
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Una disolucién de 100 mg de argentatina B [2] en 5 ml de acido acético se
traté a con una disolucion acuosa de triéxido de cromo (100 mg CrOs/ 0.3 ml H,0),
a 0-5°C. Después de 15 minutos, la mezcla se dejo a temperatura ambiente y
posteriormente se extrajo con AcOEt (3 x 20 ml). La fase organica se proceso de
manera usual para obtener la (16S, 17R, 20S)-3-ox0-25-nor-cicloartan-16,24-
lactona [2n] (45 %). P. f. 260-261 °C. IR (CHCl3)vpmax cm™': 2964, 1730 (C=0), 1701
(C=0), 1461, 1383, 1325, 1269. EM-IE m/z (%): 412 (95), 398 (20), 397 (70), 311
(45), 274 (100), 259 (43), 133 (55), 121 (47), 119 (45), 105 (48), 93 (47), 91 (46),
55 (60), 41 (45). RMN 'H (200 MHz, CDCl3) & ppm: 0.61 (d, J= 4.52, 1H, H-19),
0.85 (d, J= 4.52, 1H, H-19°), 0.95 (s, 3H, CHj3), 1.00 (d, J= 5.5, 3H, CHs-21), 1.06
(s, 3H, CH3), 1.11 (s, 3H, CHa), 1.18 (s, 3H, CHa), 4.92 (c, 1H, H-16). RMN "°C (50
MHz) 6 ppm: 33.8 (C-1), 37.3 (C-2), 216.2 (C-3), 50.2 (C-4), 48.3 (C-5), 21.3 (C-6),
26.1 (C-7), 47.4 (C-8), 20.6 (C-9), 26.1 (C-10), 26.2 (C-11), 32.5 (C-12), 46.5 (C-
13), 45.7 (C-14), 44.1 (C-15), 80.9 (C-16), 56.3 (C-17), 19.0 (C-18), 29.7 (C-19),
29.3 (C-20), 20.2 (C-21), 31.3 (C-22), 29.3 (C-23), 174.1 (C-24), 19.2 (C-28), 22.2

(C-29), 20.8 (C-30).
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V.8 EVALUACION DEL EFECTO DE LOS DERIVADOS DE LAS
ARGENTATINAS A Y B EN LA PROLIFERACION DE ALGUNAS LINEAS

CELULARES DE CANCER HUMANO

Al igual que las argentatinas A y B, el efecto de sus derivados se determiné
a una concentracion de 50 uM para determinar la ventana farmacoldgica.
Posteriormente, cada compuesto se evalu6 a diferentes concentraciones
(dependiendo del rango de potencia), con el fin de obtener las curvas
concentracion-respuesta y calcular la concentracion inhibitoria media (Clsg). Los
compuestos se disolvieron en dimetilsufoxido (20mM) y se diluyeron en medio de
cultivo hasta obtener las disoluciones adecuadas para el estudio. La doxorrubicina
se utilizé como un control positivo a cinco concentraciones en un rango de 0.01 a

5 uM.

Las lineas celulares de cancer humano que se emplearon son PC-3 (cancer
de préstata), K562 (leucemia), U251 (SNC) y HCT-15 (cancer de colon). Las
condiciones de cultivo fueron las previamente descritas en la seccién V.5.2. El
efecto de cada compuesto en cada linea celular se determind empleando el

modelo de la sulforrodamina como se describié previamente.
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V.9 EVALUACION DE LOS EFECTOS CITOTOXICOS, CITOSTATICOS Y
GENOTOXICOS DE LA 2-FORMIL- (16B,24R)-16,24-EPOXI-25-

HIDROXICICLOART-1-EN-3-ONA EN LINFOCITOS HUMANOS

Los efectos citotoxicos, citostaticos y genotoxicos de la 2-formil-(16(3,24 R)-
16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona [2k] se evaluaron empleando el mismo

modelo que se describio para las argentatinas A y B (Seccion V.6).

Se emplearon cultivos de sangre proveniente de tres donadores de sexo
masculino de edad promedio de 25 afos que no estuvieran bajo ningun régimen

medicamentoso o que hubieran presentado sintomas de enfermedad.

El compuesto 2k se evalud a las concentraciones de 0.62, 1.25, 3.12, 6.2y
10 uM. Se utilizé mitomicina C (1uM) como control positivo. Cada concentracion

se evaluo por duplicado en tres experimentos independientes de cada donador.

Los resultados obtenidos con cada tratamiento fueron comparados

estadisticamente con el testigo utilizando un ANOVA. Valores de P<0.05 se

consideraron significativos.
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V.10 ESTABLECIMIENTO DE LAS RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Los estudios de relaciones estructura-actividad se llevaron a cabo
empleando Sybyl 6.9 ® (Tripos Associates, St. Louis, MO, EUA) en una estacién

de trabajo silicon graphics Octane ®.

V.10.1 Argentatina A

El modelado de la argentatina A y de sus derivados se llevd a cabo
partiendo de las coordenadas cristalograficas descritas para la ciclogalegenina

(Figura 41) aislada de Astragalus sp. (Kravtsov et al., 1988).

Figura 41. Estructura de la ciclogalegenina.

Compuesto 1. Se sustituyod el grupo hidroxilo ubicado en la posicion 6 de la
ciclogalegenina por un hidrégeno (Figura 41). Ademas, se modificd la hibridacién
de C3 y se generd el carbonilo en esa posicién. Posteriormente se generdé un
agregado que incluia todos los atomos excepto los ubicados en el anillo A. Se

obtuvo el conférmero de menor energia (por minimizacion).

56



El modelado de los compuestos 1a, 1d, 1f, 1g, 1h y 1i, se realiz a partir de
la estructura 1, por simple modificacion de los atomos previamente descritos y

posterior minimizacion.

Compuesto 1b. Se sustituyeron los hidrogenos de los hidroxilos del
compuesto 1, por grupos acetato. Se obtuvo el conférmero de minima energia
(Tripos Force Field) y se calcularon las cargas de Mulliken para todos los atomos,
usando MOPAC. Se generd un agregado que incluia todos los atomos excepto los
del anillo E y los grupos acetato. Posteriormente, se llevd a cabo un analisis
conformacional usando la opcién “grid search” en Sybyl (0-330°, A= 30° para los
angulos C2°-C1°-0-C16, C1°-0-C16-C17, O-C16-C17-C20-O, 0-C24-C25-0O, C24-

C25-0-C1”" y C25-0-C1"-C2").

El modelado de los compuestos 1c y 1e se efectud a partir de la estructura
1b por simple modificacion de las funcionalidades correspondientes y la posterior

minimizacion.

Se realizé una comparacién cualitativa del potencial electrostatico de cada

molécula durante la visualizacion de las superficies MOLCAD de los compuestos

1, 1a- 1i en Sybyl.
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V.10.2 Argentatina B

El modelado molecular de los compuestos 2, 2a, 2b, 2d, 2i, 2l y 2n se
efectu6 a partir de las coordenadas cristalograficas que se obtuvieron en el

analisis de difraccion de rayos X.

Sin embargo, en el caso de los compuestos en donde no se poseian datos
cristalograficos, el modelado de cada estructura se realiz6 a partir de la estructura
de compuestos cuyos datos cristalograficos eran ya conocidos y se hicieron
modificaciones empleando valores estandar de enlaces y angulos en Sybyl ®, las

cuales se describen a continuacion.

Compuesto 2c. Se emplearon las coordenadas cristalograficas del
compuesto 2b. EIl hidrégeno del alcohol se sustituyé por un grupo acetato.
Después, se generdé un agregado que incluia todos los atomos excepto los
correspondientes al hidroxiisopropilo y el grupo acetato. Se obtuvo el conférmero
de minima energia (Tripos Force Field) y se calcularon las cargas de Mulliken para
todos los atomos, usando MOPAC. Posteriormente, se llevé a cabo un andlisis
conformacional usando la opcién “grid search” en Sybyl (0-345°, A= 15° para los

angulos C24-C25-0-C1" y O-C24-C25-0).

Compuesto 2e. La estructura de este compuesto se obtuvo por modificacion

de la determinada para la (16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloartan-3,4-lactona.
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Se sustituyd el atomo de oxigeno de la lactona por un atomo de nitrogeno. Se
gener6 un agregado que contenia todo excepto el anillo A. Se obtuvo el
conformero de minima energia (Tripos Force Field) y se calcularon las cargas de

Mulliken para todos los atomos.

Compuesto 2f. Se generd a partir del compuesto 2e empleando el mismo

procedimiento al descrito para el compuesto 2c.

Compuesto 2g. Se generd a partir del compuesto 2 empleando el mismo

procedimiento descrito para 2c.

Compuesto 2h. Se gener6 a partir del compuesto 2d empleando el mismo

procedimiento descrito para 2c.

Compuesto 2j. Se obtuvo a partir de 2. Se cambio el tipo de hibridacién de
C2 y se adicion6 un anillo isoxazol a C2-C3. Se generd un agregado que incluia
todo excepto los anillos A e isoxazol. Se obtuvo el conformero de minima energia

(Tripos Force Field) y se calcularon las cargas de Mulliken.

Compuesto 2k. Dicha estructura se obtuvo a partir del compuesto 2m. Se

sustituyé el grupo nitrilo por un grupo formilo y se procedié de igual manera a lo

previamente descrito.
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Se realizé una comparacién cualitativa del potencial electrostatico de cada
molécula durante la visualizacion de las superficies MOLCAD de los compuestos

2, 2a- 2n en Sybyl.

Se generé una base de datos en donde se almacenaron todas las
moléculas. Estas ultimas se alinearon sobre la argentatina B (2), la cual se
consider6 como molécula plantilla (template) empleando la opcion ‘align database’
en Sybyl. Los anillos B, C y F del triterpeno se designaron como fragmento comun

de todas las estructuras.

Se cre6 una hoja de calculo en donde cada fila correspondia a un
compuesto diferente. En las columnas se incluyeron los valores de actividad

biolégica de cada compuesto en cada linea celular expresados como Log (1/ICsp).

Se generaron los descriptores CoMFA. Para ello, se calcularon las
interacciones estéricas y electrostaticas empleando como sondas un carbono sp®
y una carga +1 respectivamente. El tamafio de rejilla fue de 2 A en las direcciones
X, Y, z. Se asigné el valor de 30 kcal/mol como energia maxima de corte para las

interacciones en estudio. Ademas se considerd el minimo de 2 kcal/ mol (column

filtering). Véase Figura 42.

Se llevé a cabo un andlisis de regresion de minimos cuadrados parciales
(PLS) empleando los descriptores CoMFA como variables independientes y la

actividad citotoxica sobre una determinada linea celular de cancer humano como
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variable dependiente [Log (1/ ICso )]. En primer lugar, se llevo a cabo el analisis

empleando el método de validacion cruzada ‘leave-one-out’.

Bid 5001 $Y02....5999/E001...E999
v ¥
Moll LR 4 PLS Bio=cte + a*S001 + b*S002 + ..... + m*S999 +
Mol2 - n*E001 + ..... + z¥E999
Mol3

Figura 42. Representacion de la obtencion de los descriptores CoMFA y el

analisis de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS).

El analisis final se desarroll6 empleando el numero éptimo de componentes
encontrado en el primer andlisis que presentara un valor de g° mayor. Se
obtuvieron los graficos de actividad predicha vs. actividad experimental, y se
visualizaron los contornos estéricos y electrostaticos. Posteriormente, se procedio

al analisis de los resultados.

El procedimiento anterior se efectud por separado empleando los valores de

actividad citotoxica para cada linea celular de cancer humano.
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V.11 CALCULO TEORICO Y DETERMINACION EXPERIMENTAL DE LOG P

V.11.1 Calculo Teédrico

Se calculé el logaritmo del coeficiente de particion (Log P) de los
compuestos 1, 2 y 2b, por medio del programa ChemDraw 8.0 (ChemOffice Ultra
2004 ®), en una PC. Ademas se empleo el programa CLogP en Sybyl6.9 en una

estacion de trabajo Silicon Graphics Octane ®.

V.11.2 Determinacion experimental

Se determind el coeficiente de particion de los compuestos 1, 2 y 2b a

diferentes concentraciones por duplicado (Cuadro 11).

Cuadro 11. Concentraciones de los triterpenos a las que se determino el
coeficiente de particion.

Compuesto Concentraciones
1 4,25, 2,1 mg/ml
2 4,25,2,1.5, 1 mg/ml
2b 2,1 mg/ ml

La determinaciéon del coeficiente de particion se llevé a cabo tomando en

cuenta las recomendaciones informadas por Hansch y Leo (1995) y Lyman y
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Rosenblatt (1982) para compuestos con lipofilicidad alta. Los experimentos se
realizaron empleando 1 ml de octanol (saturado con agua) y 200 ml de agua
(saturada con octanol) en un embudo de separacion limpio y seco. El compuesto a
evaluar se solubilizé en la fase organica. Durante el experimento, el embudo de
separacion se agitdé suavemente en intervalos de 1 min de agitacion continua y 9
min de reposo durante un tiempo total de 1.5 horas. Posteriormente, se permitid
un reposo de 2 horas. Después, la fase acuosa se separo y transfirié a un embudo
de separacion donde fue extraida con cloruro de metileno grado HPLC (Sigma). La

fase organica se llevo a sequedad en un inserto silanizado.

En el caso de los compuestos 1 y 2b, el residuo contenido en el inserto se
disolvié en 30 pl de metanol y se colocé en un vial de automuestreo que se
integraria a un equipo de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas (CG-EM).

En el caso del compuesto 2, el residuo contenido en el inserto se derivatizé
con 20 uL MSTFA (N-Metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) a 75°C durante 20 min

y posteriormente se colocd en un vial de automuestreo para el analisis de CG-EM.

Las muestras de cada compuesto colocadas en los insertos
correspondientes fueron integradas a un equipo de CG-EM Sistema HP (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA, USA) que consistia en un cromatografo HP conectado a

un espectrémetro de masas (cuadrupolar) HP 5988. ElI CG estaba equipado con
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un automuestrador HP7673 y una columna DB-1 (J& W, Folson, CA, EUA). Se
empled helio como gas acarreador a una presion de 15 p.s.i. El inyector y la linea
de transferencia se mantuvieron a 285 °C. La temperatura de la columna se
mantuvo a 160 °C por 4 minutos seguido de un gradiente de 15 °C/ min hasta
alcanzar la temperatura de 230 °C. Las condiciones del espectrémetro de masas
fueron las siguientes, impacto electronico, temperatura de la fuente de iones 200

°C, un voltaje de 62 eV para un modo de deteccién de iones totales.

Se determind el area bajo la curva (ABC) del pico correspondiente al

compuesto en analisis en el cromatograma (Cuadro 12).

Cuadro 12. Tiempo de retencién de 1, 2 y 2b.

Compuesto Tr (min)
1 16.42
2 15.99
2b 15.95

De manera independiente se realizaron curvas de calibracion de cada
compuesto, las cuales fueron empleadas para determinar la cantidad del
compuesto en analisis en la fase acuosa total. De manera indirecta, se calculo la
cantidad de compuesto en la fase de octanol. Después, se obtuvieron las

concentraciones en cada fase y se calculo el coeficiente de particion.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A partir de la resina, subproducto del proceso de industrializacién de la
especie Parthenium argentatum, se aislaron las argentatinas A, B e isoargentatina
A por medio de técnicas cromatograficas convencionales en un rendimiento del
2.7, 5.5 y 0.13% respectivamente. La caracterizacién de los tres triterpenos se
efectud por medio de la comparacion de los datos espectroscopicos previamente
informados en la literatura (Komoroski et al., 1986; Martinez et al., 1990;

Rodriguez-Hanh et al., 1970).

Se logré el aislamiento por métodos quimicos convencionales de los
triterpenos bajo estudio en cantidades importantes a partir de la resina. Se estima
que la resina constituye el 5% en peso del arbusto y que un 55% de la resina esta
constituido por triterpenos (Komoroski et al., 1986), donde aproximadamente la
mitad son las argentatinas (Schloman et al, 1983). Tomando esto en
consideracién P. argentatum constituye una fuente potencial de triterpenos con

uso farmaceéutico potencial.

En 1986, Romo de Vivar y Matsubara informaron de la cristalizacion de la
isoargentatina A (incanilina) y la argentatina B, pero las figuras correspondientes
se encontraban colocadas errbneamente y, los datos cristalograficos no se

depositaron (Matsubara y Romo de Vivar, 1986).



Debido a que parte de los objetivos de este trabajo fue el establecimiento
de relaciones estructura-actividad, y bajo la primicia de que la actividad biolégica
es una funcion de la estructura quimica, se realizé el estudio de difraccion de
rayos X de la argentatina B e isoargentatina A (incanilina) con el fin de obtener la
informacién cristalografica y establecer la estereoquimica de dichos compuestos

(Figura 43).

Como se puede observar en la Figura 43, la argentatina B presenta
fusiones trans-cis-trans para los anillos A/B, B/C y C/D. El anillo B se encuentra
distorsionado debido a la presencia del anillo de ciclopropano. En la estructura
cristalina, la argentatina B presenta uniones de H entre el alcohol ubicado en

posicion 25 y el oxigeno del anillo etéreo E.

Por otro lado, se observd que la incanilina presenta configuracion Sy R en
los carbonos 20 y 24 respectivamente. Se observa la fusién frans de sus anillos
A/B y C/D. El anillo B adopta una conformacion de sobre distorsionado, mientras
que el anillo D adopta una conformacion torcida. En la estructura cristalina se
observa la formacién de dimeros unidos por enlaces de hidrégeno O-H O (Figura

44).



Figura 43. Estructura de la argentatina B [2] e incanilina [3] obtenidas mediante el

analisis de difraccion de rayos X.



Figura 44. Dimeros presentes en la estructura cristalina formados por la union de

dos moléculas de isoargentatina A [3] mediante enlaces de hidrégeno.

Una vez que se aislaron y caracterizaron las argentatinas A y B, se llevo a
cabo la evaluacién de sus efectos citotoxicos en lineas celulares de cancer
humano. Para ello, se emplearon las lineas K562 (leucemia), MCF-7 (mama),

HCT-15 (colon), PC-3 (prostata) y U251 (SNC).

Las argentatinas A y B presentaron actividad citotéxica dependiente de la
concentracion. Para ambos compuestos se calcularon los valores de

concentracion inhibitoria media (Clsg) en cada linea celular (Cuadro 13).



Cuadro 13. Actividad citotoxica de las argentatinas A y B en cinco lineas celulares

de cancer humano.

C|50 (H,M) + EE

Lineas celulares de cancer humano

U251 PC-3 HCT-15 MCF-7 K562
(SNC) (Prostata) (Colon) (Mama) (Leucemia)

Tratamiento

Argentatina A 27.34 +1.00 20.22+3.44 31.70+1.10 27.03+4.40 38.61+4.47

Argentatina B 36.4+6.79  33.41+3.71 24.14+5.58 33.06+£5.95 79.38+0.08

Doxorrubicina 0.0940.02 0.32+0.02 0.23£0.01  0.1440.01 0.28+0.01

Como se puede observar en el Cuadro 13, los compuestos presentan

valores de Clsy de 20.22 a 79.38 uM.

La actividad de la argentatina A fué similar en todas las lineas celulares de
cancer, aunque presentdé mayor potencia en la linea de cancer de prostata PC-3.
Por otro lado, la argentatina B presentdé menor potencia en la linea K562 que en el

resto de las lineas celulares evaluadas.

La actividad citotoxica de las argentatinas evaluadas fue similar a la
informada para otros triterpenos, tales como los acidos betulinico, oleandlico y
ursolico (Hyen et al., 1997; Kim et al., 2000; Wick et al., 1999). Por ejemplo, los

acidos oleandlico y ursdlico presentan la Clso de 27.4 y 26.5 uM respectivamente.



Se conoce que estos triterpenos incrementan los niveles de calcio y citocromo C

intracelular y que presentan actividad citostatica y apoptética.

Recientemente, se informd que la acteina, un glicésido de un triterpeno del
tipo cicloartano, presentd actividad citostatica en la linea celular MCF-7. Esta
actividad se relacion6 con un incremento en los niveles de la proteina p21cip1, asi
como una disminucion en los niveles de la ciclina D1, cdk4 y en la forma
hiperfosforilada de la proteina pRb. Aunque estos efectos explican la actividad
citotoxica de la acteina, no se podian extrapolar a los efectos de las argentatinas.
Mas aun, la actividad en las lineas celulares se realizé6 empleando el modelo de
sulforrodamina B, el cual no permitia discriminar entre un efecto directo de

citotoxicidad y una posible actividad citostatica.

En 1988, Ostrosky y colaboradores, sugirieron el empleo de la
determinacion de la cinética de proliferacion celular de linfocitos (CPC) como
herramienta para la busqueda de compuestos con actividad anticancerosa.
Posteriormente, Fenech (2000) propuso la determinacion del indice de division
nuclear (IDN) en linfocitos en proliferacion cuya citocinesis ha sido inhibida con
citocalasina B, como parametro de citostaticidad. Ademas, durante Ia
determinacion del IDN, es posible determinar los efectos genotéxicos de una
sustancia de prueba por medio de la cuantificacion de los linfocitos binucleados
que presentan micronucleos, como consecuencia de eventos clastogénicos o

aneugeénicos.



Tomando lo anterior en consideracion, se evaluaron los efectos citostaticos

y genotoxicos de las argentatinas A y B empleando dichas herramientas.

Se evaluaron los efectos de las argentatinas en la cinética de proliferacion
celular (CPC) y en el célculo del indice de divisién nuclear (IDN), como parametros
de citostaticidad, empleando linfocitos humanos en proliferacion cuya citocinesis

ha sido inhibida con citocalasina B.

Para determinar los posibles efectos citostaticos de un compuesto de
prueba es importante que las células estén vivas, por lo que se determinaron los

efectos de las argentatinas A y B en la viabilidad de linfocitos en proliferacion.

Como se puede observar en la Figura 45, la viabilidad de los linfocitos
humanos disminuyé en un 32 % con respecto al control (P<0.005) cuando se
trataron a la concentracion de 25 pM de argentatina A. Por otro lado, la
Argentatina B no modific6 de manera significativa la viabilidad a las

concentraciones evaluadas.

Los efectos sobre la proliferacion celular se evaluaron por conteo de la
proporcién de linfocitos mono (M), bi (B), o polinucleados (P). Asi, se observd que

la argentatina A no tuvo efectos en dicha evaluacion (Figura 45).



Por su parte, la argentatina B incrementd la proporcion de linfocitos
mononucleados y disminuyo la proporcién de linfocitos bi y polinucleados. Estos
efectos fueron dependientes de la concentracion y significativamente diferentes al

grupo control (DMSO) (Figura 46).
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Figura 45. Efectos de la argentatina A (1) en la Viabilidad (x) y la cinética de
proliferacién celular (barra) de los linfocitos tratados a tres diferentes
concentraciones. Porcentaje de linfocitos mononucleados (M), binucleados (B) y
polinucleados (P). La mitomicina C (MMC) se emple6 como control a la

concentracion de 1 uM. Los resultados se muestran como la media + EE de tres



experimentos independientes que se realizaron por duplicado de tres donadores

(N=18). *P<0.005, **P<0.004.
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Figura 46. Efectos de la argentatina B (2) en la Viabilidad (x) y la cinética de
proliferacién celular (barras) de los linfocitos tratados a tres diferentes
concentraciones. Porcentaje de linfocitos mononucleados (M), binucleados (B) y
polinucleados (P). La mitomicina C (MMC) se emple6 como control a la

concentracion de 1 uM. Los resultados se muestran como la media + EE de tres



experimentos independientes que se realizaron por duplicado de tres donadores

(N=18). **P<0.004***P<0.001.

Una vez que se tenian las proporciones de linfocitos mono, bi o
polinucleados como resultado del tratamiento con las argentatinas A y B, se
calculé el indice de division nuclear (IDN). Como se puede observar en la Figura
47, la argentatina A no tuvo efectos citostaticos estadisticamente significativos.
Por su parte, la argentatina B presenté efectos citostaticos (P<0.001) en el modelo

de prueba, los cuales fueron independientes de la viabilidad (Figura 48).

IDN

Concentraci &dnji)

Figura 47. indice de divisién nuclear calculado para los linfocitos tratados con la
argentatina A. La mitomicina C se empleé como control (MMC) a 1 uM. Cada barra
representa la media £ EE de tres experimentos independientes por duplicado de

tres donadores (N=18). ***P<0.001.
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Figura 48. indice de divisién nuclear calculado para los linfocitos tratados con la
argentatina B. La mitomicina C se emple6 como control (MMC) a 1 uM. Cada barra

representa la media y su error estandar de tres experimentos independientes por

duplicado de tres donadores (N=18). ***P<0.001.

Los efectos en el IDN mostrados por la argentatina B a la concentracion de
25 uM no fueron significativamente diferentes de los determinados para la

mitomicina C a 1uM.

Aunqgue en el modelo de SRB, tanto la argentatina A, como la argentatina B
presentaron un perfil farmacoldgico similar, la evaluacion de la CPC y el calculo
del IDN, permitieron determinar que la accién de estos compuestos es diferente,
es decir, la argentatina B puede ser considerada como un agente citostatico;

mientras que, la argentatina A es un agente citotoxico. Es posible que la



argentatina B impida la proliferacién celular por medio de la inhibicion de alguna
fase del ciclo celular, ya que se sabe que la acteina, un triterpeno del tipo
cicloartano semejante a la argentatina B, posee efectos citostaticos asociados a la
inhibicidon de los niveles de ciclina D1, cdk4 y pRb en su forma hiperfosforilada, asi
como al incremento de los niveles de la proteina p21°*" que llevan a una inhibicién

del ciclo celular (Saxe et al., 2004).

Por otro lado, se evaluaron los efectos genotoxicos de las argentatinas A 'y
B determinados en funcién de la frecuencia de micronucleos. Para ello, se empled
el modelo de linfocitos en proliferacion cuya citosinesis se inhibi6 por la

citocalasina B, bajo los lineamientos propuestos por Fenech (2000).

Como se puede ver en el Cuadro 14, ninguno de los compuestos de prueba
indujo un incremento en la frecuencia de micronucleos de los linfocitos
binucleados. Esto indica que ninguna de las argentatinas evaluadas es capaz de

provocar dano al ADN como resultado de eventos clastogénicos o aneugénicos.



Cuadro 14. Frecuencia de micronucleos (MN) de linfocitos en

proliferacion tratados con las argentatinas A y B.

MN /1000 células + EE

DMSO 4.13+0.30
Argentatina A (uM)
5 4.12 +0.55
15 3.88+0.54
25 3.48 £ 0.50
Argentatina B (uM)
5 5.00 £ 0.53
15 4.75+0.49
25 5.16 £ 0.51
MitomicinaC 1 uM 32.96 + 2.31**

***P<0.001.

En el area de quimica de productos naturales, se conoce que algunos tipos
particulares de metabolitos secundarios, tales como los flavonoides y los taninos,
poseen efectos quimiopreventivos y que protegen del dafo genotdxico inducido
por diversos agentes. Sin embargo, tambien se sabe que algunos compuestos
pertenecientes a estos grupos, por si solos son capaces de inducir dafio
genotoxico y mas aun, pueden tener efectos duales dependientes de la
concentracion (Kohli et al., 2002; Marques et al., 2002; Ribeiro et al., 2003; Silva et

al., 2000; Skibola and Smith, 2000). Con respecto a los triterpenos, tipo de



compuestos al cual pertenecen las argentatinas, poco se sabe a cerca de los
efectos genotdxicos o antigenotdxicos. Por ejemplo, Barre y colaboradores (1997)
determinaron que el acido 23p-dimetilacriloiloxi lantanolico fué capaz de reducir la
genotoxicidad in vivo ocasionada por el tratamiento de ratones con mitomicina C
(Barre et al., 1997); sin embargo, no se evalud la posible genotoxicidad del

triterpeno por si solo.

Es conocido que la mayoria de los farmacos antineoplasicos poseen una
gran cantidad de efectos adversos y son capaces de producir dafio genotoxico.
Dicha capacidad, se ha asociado a la generacion de procesos malignos

secundarios resultado de los tratamientos terapéuticos (Tohamy et al., 2003).

Es un hecho que la generacion de nuevos agentes antineoplasicos es una
necesidad; sin embargo, tambien es un hecho que la obtencion de compuestos
cada vez mas potentes y toxicos no es necesariamente la mejor solucion al
problema. Desde este punto de vista, es indispensable la generaciéon de
compuestos con capacidad antiproliferativa en las células de cancer, pero con
menos efectos toxicos a las células normales. Tomando en cuenta lo anterior, se
considerd durante el presente trabajo, ademas de la determinacion de la actividad
citotoxica empleando el modelo de SRB, la inclusion de la evaluacién de los
efectos citostaticos y genotdxicos de los compuestos bajo estudio. Nuestros
resultados demostraron que las argentatinas A y B poseen un perfil farmacologico

diferente. Aunque la potencia de estos compuestos fue baja, ninguno de los dos



compuestos fué capaz de inducir dafio genotéxico como resultado de un evento
clastogénico o aneugénico, en comparacion con el farmaco de referencia, el cual,

fue potente pero altamente genotdxico.

Los resultados mostrados hasta ahora, motivaron el empleo de las
argentatinas A y B para la obtencion de diversos derivados que permitieran el

establecimiento de relaciones estructura- actividad de dichos compuestos.

A partir de la argentatina A (1), se obtuvieron 9 derivados (1a-1i) por medio

de transformaciones quimicas (Figura 49).

El tratamiento de la argentatina A con una solucién de bromo en acido
acético, permitié la obtencion del derivado 1a en un 94% de rendimiento. En el
espectro de RMN'H de dicho derivado, se observa la presencia de una sefial
doble de dobles a 5.11 ppm (J= 6.5 y 12.8 Hz) correspondiente al hidrogeno
ubicado en la posicidon dos (H-2). Las constantes de acoplamiento indican una
relacion sinclinal y antiperiplanar que evidencian la posicion 3 axial de dicho proton

y por lo tanto a ecuatorial del &tomo de bromo.



1b R=H
1¢ R=-COCH; /"M

1f R=0
1g R= N-OH )

Figura 49. Transformaciones quimicas de la argentatina A (1). Condiciones de
reaccion y rendimiento: (i) Br/CH3COOH, 98%; (ii) a) PhSeCl, AcOEt, b) THF,
H,O, 70%; (iii) AcONa/ (CH3CO)0, 99%; (iv) NHOHHCI, CsHsN, 90%; (v)
CH3COOH, CrOz, H,0O, 40%; (vi) HCO.Et, CsHsN, Na/MeOH, 89%; (vii)

NH>OHHCI, CH3COOH, 80%.

Por otro lado, el tratamiento de la argentatina A con cloruro de fenilselenio y
la oxidacion posterior con peroxido de hidrogeno permitio la obtencion del derivado

1b. En el espectro IR de este derivado, se observa una banda a 1667.35 cm-1,



correspondiente a un carbonilo af3 insaturado. El espectro de masas muestra la
presencia de un pico de m/z 470 que corresponde al idn molecular [C3oH4603]". En
el espectro de RMN'H se observan dos sefiales dobles a 6.94 y 6.77 ppm (J= 10
Hz) que corresponden a los hidrogenos de las posiciones 2 y 1, respectivamente,
que correlacionan con las sefiales del tipo sp® a 8 153.7 y 126.7 ppm observadas

en RMN'C y evidencian la presencia del doble enlace en C1-C2.

El diacetato 1c se obtuvo por medio de la acetilacion del derivado 1b con
acetato de sodio y anhidrido acético en un 99% de rendimiento. En el espectro de
IR de dicho producto se observa una banda intensa a 1734.33 cm’
correspondiente a los carbonilos de los grupos acetato y una banda a 1668.83
cm™ correspondiente a un carbonilo a,pB -insaturado. A diferencia del espectro de
RMN'H del compuesto 1b, se observa una sefial adicional a & 2.03 ppm que
corresponde a los hidrogenos (metilo) de los grupos acetato. En el espectro de
RMN™C de 1c, se observa la presencia de cuatro sefiales adicionales a & 21.6,
22.5, 170.3, 170.4 de los carbonos de los metilos y carbonilos de dos grupos

acetato.

Cuando la argentatina A se hizo reaccionar con el clorhidrato de
hidroxilamina en piridina se obtuvo el derivado 1d. En el espectro de IR se observa
la desaparicion de la banda correspondiente al carbonilo en C-3, para aparecer
una pequefia banda a 1638.5 cm-1, asociada a la presencia de C=N; asi también,

en el espectro de RMN'*C se observa una sefial a & 167.1 ppm asignada al C-3.



El analisis cristalografico del derivado 1d permitié la asignacién de la estructura

inequivoca (Figura 50).

Figura 50. Estructura de la 3-oxima-(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-

dihidroxi-cicloartan-3-ona [1d] obtenida en un estudio de difraccion de rayos X.

Como se puede apreciar en la Figura 50, los centros estereogénicos 20 y
24 poseen una configuracion Sy R respectivamente. Esto, difiere de lo informado
por Maatooq y Hoffmann (2002), quienes asumen que la estereoquimicaes Ry S

para dichos centros.

Debido a que la reaccién para la obtencion de 1d, involucra soélo la

modificacion en C-3 fue posible asignar, de manera indirecta, la configuracion Sy



R en los centros C-20 y C-24 de la argentatina A, los cuales estan en

concordancia con los encontrados para la isoargentatina A (incanilina).

La oxidacién de la argentatina A con trioxido de cromo gener6 el derivado
1e. El espectro de IR de este derivado muestra, entre otras, tres bandas intensas
a 1768.64, 1737.46 y 1703.84 cm™, correspondientes a tres carbonilos: cetona
ciclica de cinco miembros, éster y cetona ciclica de seis miembros. En el espectro
de RMN'H, se observa la pérdida de dos sefiales de grupos metilo y de la
correspondiente a H-24. Asi también, en RMN'C se observa una sefial a & 177.2
ppm (C=0, éster), la aparicion de una senal a & 215.8 ppm (C=0) y la
desaparicion de las sefiales de los carbonos C-25, C-26 y C-27. En conjunto, tales
evidencias confirman la presencia de la pérdida del hidroxiisopropilo en C-24, la
generacion de la lactona de cinco miembros en el anillo E y la cetona de cinco

miembros en el anillo D.

El tratamiento convencional de la argentatina A con acetato de sodio y
anhidrido acético permitio la generacién del diacetato 1f. La presencia de una
banda a 1734.68 cm-1 (C=0) en el espectro de IR, asi como la aparicion de una
sefial a & 2.00 ppm (metilos) en el espectro de RMN'H y la aparicion de cuatro
sefales nuevas a ¢ 21.5, 22.4, 170.13 y 170.29 ppm en el espectro de RMN™C, se

consideraron como evidencia de la obtencién del derivado 1f.



De igual manera a la descrita para el derivado 1d, se genero el derivado 1g
en un 90% de rendimiento. En el espectro de IR del derivado 1g se observa la
desaparicion de la banda correspondiente al carbonilo ubicado en posicién 3, pero
se conserva la banda a 1734 cm™, correspondiente a los grupos acetato. Ademas,
en el espectro de RMN'C se observa una sefial a & 166.9 ppm (C=N) del C en

posicion 3 y la presencia de las sefales (cuatro carbonos) de dos grupos acetato.

La generacién del derivado 1h se efectué de acuerdo a la metodologia
descrita por Clinton y cols., (1961). Dicha reaccién consistiéo en la generacion in
situ del enol y la alquilacion en C-2 de la argentatina A, por medio de una solucion
de Na/MeOH y formiato de etilo. El espectro de IR de 1h muestra dos bandas a
1635.1 y 1586.9 cm™ correspondientes al sistema conjugado B dicarbonilico. Por
otro lado, en el espectro de RMN'H se observa la aparicién de una sefial simple a
6 8.7 ppm y otra a & 14.8 ppm que se intercambia con DO, indicativo de un
hidroxilo que se encuentra quelatado. Lo anterior se explica por la generacion del

tautomero 2-hidroximetileno de 1h.

La reaccion del derivado 1h con clorhidrato de hidroxilamina en acido
acético genero el isoxazol 1i. El espectro de masas revela un fragmento de m/z
497 que corresponde al idn molecular de dicho derivado. En el espectro de
RMN'H se observa la presencia de una sefial simple a & 7.98 ppm que
correlaciona con una sefial a & 149.4 ppm en RMN'™C. Ademas se aprecia el

desplazamiento de C-3 a & 174.8 ppm y del C-2 a 6109.9 ppm.



Una vez que los nueve derivados triterpénicos de la argentatina A se
sintetizaron y caracterizaron, se llevd a cabo la evaluacion de su actividad
citotoxica en cuatro lineas celulares de cancer humano. Para esto, se empled el
método de SRB y se siguiod el protocolo previamente establecido por Monks y cols.
(1991) del INC (EUA). Se obtuvieron las curvas concentracion-respuesta de cada
derivado en cada linea celular vy, posteriormente, se calcularon las

concentraciones inhibitorias medias (Clsg) como parametros de comparacion.

En el Cuadro 15, se muestra la actividad citotoxica de la argentatina A (1) y

la de sus derivados 1a- 1i.

La comparacion de la actividad de los derivados de la argentatina A permite

inferir las siguientes relaciones de la estructura quimica con la actividad citotoxica.



Cuadro 15. Actividad citotoxica de la argentatina A y sus derivados, expresada en

funcion de la concentracion inhibitoria media.

Compuesto Clso £ EE, pM
HCT-15 K562 PC-3 U251
(colon) (leucemia) (prostata) (SNCY)
1 31.70 £1.10 38.61t4.47  20.22 £3.44 27.34 £1.00
1a 3.23 £1.10 4.34 £0.75 11.06 +£0.66 13.89 £0.44
1b 16.66 +1.50 16.84 +£3.46 15.26 £1.70 18.88 +0.36
1c >100 >100 13.93 £0.324 58.44 +4.00
1d 35.80 £1.98 4443 £5.57  46.91 £2.75 26.79 +£2.39
1e >100 >100 >100 >100
1f 40.68 +2.49 68.3948.30  22.69 +2.50 30.51 £3.45
19 28.87 £3.17 15.18 £2.35 12.56 £2.42 21.37 £1.67
1h 9.82 +0.21 14.38 +0.78 5.69 +0.05 5.88 £1.03
1i 10.24 +0.77 11.02 £1.05 13.00 £3.56 11.30 £1.55

Los resultados se muestran como la media + EE de por lo menos tres
experimentos independientes. Doxorrubicina: HCT-15: 0.23 £ 0.01 uM; K562: 0.28
+0.01 uM; PC-3: 0.32 £0.02 uM; U251: 0.09 +£0.02 uM. SSistema Nervioso Central.

Los compuestos 1a, 1b, 1g y 1h fueron mas activos que 1 en todas las
lineas celulares empleadas, por lo que la presencia de un doble enlace entre los

carbonos uno y dos (C1-C2), o la de un atomo de bromo o un grupo formilo unido



al carbono dos (C2), asi como la presencia de un anillo de isoxazol unido al anillo
A, incrementan la potencia de la argentatina A en todas las lineas celulares

evaluadas.

Bajo las condiciones de trabajo, la lactona 1e fué inactiva, lo cual parece
indicar que la presencia del grupo 2-hidroxiisopropilo unido en posicion
veinticuatro (C24) del esqueleto triterpénico es indispensable para la actividad

citotoxica.

Como se puede observar en la Figura 51, a diferencia de los compuestos 1,
1a-1d y 1f-1i, el derivado inactivo 1e presenta un potencial electrostatico negativo

en la superficie del anillo E (color azul).

Por su parte, los derivados 1b, 1c, 1h y 1i de potencia superior a la
argentatina A, presentan un potencial electrostatico negativo sobre el anillo A
mayor que la argentatina A, pero un potencial electrostatico positivo en el area
correspondiente a la posicion 1 del mismo anillo. De acuerdo a lo anterior, es
posible que este tipo de compuestos, actue mediante un mecanismo de adicion

nucleofilica en el anillo A con un blanco molecular.



Figura 51. Modelado en 3D (MolCAD) de la argentatina A y sus derivados en

donde se muestra el potencial electrostatico en la superficie de cada estructura.



Recientemente, se informé que algunos triterpenos de tipo oleanano
poseen afinidad por algunos receptores nucleares. En algunos casos, esta
actividad se ha correlacionado con su capacidad citotoxica. Sin embargo, aunque
se conoce que la argentatina A posee afinidad por los receptores de estrogeno
(Calzada et al., 1995), es necesario determinar si esta propiedad esta relacionada
con su actividad sobre algunas lineas celulares de cancer o si este triterpeno y sus

analogos pudiera tener actividad sobre algunos otros blancos.

A partir de la argentatina B [2], se obtuvieron 14 derivados triterpénicos (1a-

1i) por medio de transformaciones quimicas (Figura 52).

La reaccién de la argentatina B [2] con bromo en acido acético (Figura 52)
generd el bromoderivado 2a en un 85.5%. En el espectro de masas de dicho
derivado se observd un pico con m/z 534 que correspondia al idn molecular para
la férmula calculada CsoH47BrOs. En el espectro de RMN'H se observo la
presencia de una senal doble de doble a 5.11 ppm que correspondia al H-2. Las
constantes de acoplamiento de 6.6 y 12.8 Hz de tal sefial tipicas de interacciones
espin-espin de protones vecinales en conformacion sinclinal y antiperiplanar
respectivamente, con lo que fue posible inferir que el H-2 se encontraba en
posicion B-axial y el atomo de bromo en a-ecuatorial. Un estudio de difraccion de

rayos X del derivado 2a permitié la confirmacion de la estructura (Figura 53A).



% 2b R=H )
2c R=-COCHz; /"

2,
1,"

""(OR

29 R=0 _~j " 2e R=H i
2h R=N-OH/ 2 R=-COCH,2

Figura 52. Transformaciones quimicas de la argentatina B [2]. Condiciones de
reaccion y rendimiento: i= Br/CH3COOH, 85.5%; ii= a) PhSeCl, AcOEt; b) THF,
H20,, 70%; iii= AcONa/ (CH3CO),0, 81-89%; iv= NH,OH'HCI, CsHsN, 76-78%; v=

ATFA, CHxCly, 53%.

Para la obtencion del derivado 2b, la argentatina B se hizo reaccionar con
cloruro de fenilselenio y posteriormente con peréxido de hidrégeno (Figura 52).
Dicho producto se obtuvo en un rendimiento del 70%. En el espectro de IR de 2b,
se observa una banda intensa a 1663.29 cm™ que evidencia la presencia de un
carbonilo o,B-insaturado. En el espectro de masas se observa un pico de m/z 454
que corresponde al i6n molecular del compuesto 2b. En el espectro de RMN'H se
observa la aparicion de dos dobletes a 595 y 6.78 ppm (J= 10 Hz)

correspondientes a los hidrogenos de la posicion 2 y 1, respectivamente.



Cont. Figura 52. Transformaciones quimicas de la argentatina B [2]. Condiciones
de reaccion y rendimiento: i= HCOsEt, CsHsN, Na/MeOH, 71%; ii=
NH,OH'HCI/CH3COOH, 80%; iii= PhSeCIl/CH2Cl2/CsHsN, H2O2, 76-81%; iv= LDA,

pTS-CN, THF, 25-40%; v= CH3COOH, CrO3, H20, 45%.

Por otro lado, en el espectro de RMN'*C se observan dos sefiales de
carbonos sp? a 153.68 y 126.77 ppm. Un estudio de difraccién de rayos X permitio
el establecimiento de la estructura inequivoca del derivado 2b, la cual se muestra

en la Figura 53B.



E)

Figura 53. Estructuras obtenidas por medio de difraccion de rayos X de A) 2a, B)

2b, C) 2d, D) 2i y E) 2m.



La reaccion del derivado 2b con acetato de sodio y anhidrido acético generé
el derivado 2c en un 81% de rendimiento. En el espectro de IR se observan dos
bandas intensas a 1726.3 y 1662 cm™ que corresponden a los carbonilos de un
grupo acetato y una cetona a,B-insaturada. En el espectro de RMN'H se observa
una sefal simple a 1.96 ppm correspondiente a los hidrégenos de un grupo
acetato (metilo). Ademas, en el espectro de RMN'3C se observan dos sefiales
adicionales (comparado con 2b) a 6 170.4 y 29.3 correspondientes a los carbonos

del carbonilo y metilo del grupo acetato.

La oxima 2d se obtuvo en un 78% de rendimiento por medio de la reaccion
de la argentatina B con clorhidrato de hidroxilamina. El espectro de masas de 2d,
muestra un pico de m/z 471 que corresponde al idbn molecular del compuesto
esperado. En el espectro de RMN'C se observa, entre otras, una sefial a & 168.9
ppm correspondiente al carbono sp? en posicién 3 (C=N). Ademas, se llevé a cabo
un analisis de difraccion de rayos X. Con ello, se establecié de manera inequivoca

la estructura de dicho compuesto (Figura 53C).

El tratamiento de la oxima 2d con anhidrido trifluoroacético permitio la
obtencién de la lactama 2e. En el espectro de RMN'H, aparece, entre otras, una
sefal multiple a 2.56 ppm que integra para dos hidrogenos de los cuales uno
corresponde a un alcohol. Ademas, se observa una sefal a 6.43 ppm asignada al

N-H de una lactama. En el espectro de RMN'™C se observa, ademas de las



sefales correspondientes a la argentatina B, la presencia de una sefial a 6 177.6
ppm, que corresponde a un carbono sp?, asignado al carbonilo de una lactama y

que concuerda con la banda intensa a 1650 cm™ en el espectro de IR.

El derivado 2e se hizo reaccionar con anhidrido acético y piridina para
obtener el compuesto 2f en un 89% de rendimiento. Dicho producto, present6 en
su espectro de IR, dos bandas intensas a 1733.5 y 1660.3 ppm correspondientes
al carbonilo de un grupo acetato y de una lactama. En el espectro de RMN'H, se
destaca la presencia de una sefal simple a 1.96 ppm correspondiente a los
hidrégenos del grupo acetato (metilo), una sefial multiple a 2.53 ppm que
corresponde a los hidroégenos en C-2, asi tambien una sefial ancha a 6.18 ppm
asignada a un hidrégeno unido a nitrogeno. En el espectro de RMN'3C, al igual
que en 2e, el derivado 2f presenta una sefal a 6 177.9 ppm asignada al carbonilo
en C-3. Ademas, se observan las sefales a 170.2 y 22.5 ppm caracteristicas del

grupo acetato.

A partir de la argentatina B [2] se sintetizd el acetato 2g empleando las
condiciones previamente descritas con acetato de sodio y anhidrido acético. En
comparacion con 2, el espectro de IR muestra una banda adicional a 1734.3 cm™
que corresponde al carbonilo de un grupo acetato y que concuerda con la
presencia de una sefal simple en RMN'H a 1.96 ppm tipica de los hidrégenos de

un metilo de un grupo acetato.



El tratamiento del acetato 2g con clorhidrato de hidroxilamina y piridina,
permitio la obtencion de la oxima 2h en un 76 % de rendimiento. El espectro de IR
de 2h, presenta la desaparicion de la sefal correspondiente al carbonilo del
precursor 2g. En el espectro de masas, se observé la presencia de un pico de m/z
513 que corresponde al ibn molecular esperado para el derivado. En el espectro
de RMN'C se observa el desplazamiento a campo alto (con respecto a 2), de la
sefal asociada al C-3, debido a la pérdida del carbonilo y la generacion del enlace

C=N.

La obtencion del derivado 2i se efectué de la misma manera que para 1h
(Clinton et al., 1961). Para ello, se generd el enol in situ y posteriormente se
alquilo la posicidn dos de la argentatina B. El espectro de masas del derivado 2i,
muestra un pico de m/z 484 que corresponde al i6n molecular esperado. En el
espectro de RMN'H se observa una sefial a 8.67 ppm y otra a 14.84 ppm. Esta
ultima desaparece después de la adicién de D,0O, lo que indica la presencia de un
alcohol, posiblemente enol, quelatado. En el espectro de RMN'C, se observa
presencia de tres carbonos sp?, de los cuales, dos son cuaternarios y uno es
terciario. Con lo anterior se evidencia la presencia de una forma tautomérica de la
B dicetona. La estructura propuesta se confirmé por medio del estudio de
difraccion de rayos X. En la Figura 53D se observa la presencia de un equilibrio
tautomérico. Las distancias encontradas en los enlaces involucrados en el

equilibrio son intermedias entre un enlace sencillo y uno doble.



El tratamiento del derivado 2i con clorhidrato de hidroxilamina y acido
acético permitié la obtencion del isoxazol 2j en un 80% de rendimiento. El espectro
de masas de este derivado revela la presencia de un ion molecular de m/z 481. En
el espectro de RMN'H se observa, entre otras, la presencia de un hidrégeno a
7.98 ppm. En el espectro de RMN'C no se observa la presencia del carbonilo de
la cetona ciclica de seis miembros, pero si la de tres carbonos sp? a 110.0, 135.6 y
149.5 ppm respectivamente. Los datos anteriores, se tomaron como evidencia de

la obtencion del compuesto 2j.

El compuesto 2i se hizo reaccionar con cloruro de fenil selenio/piridina y
posteriormente con perdxido de hidrégeno para obtener el derivado insaturado 2k.
En el espectro de masas de 2k, se observa la presencia de un pico de m/z 482
que correspondia al idn molecular del compuesto esperado. Sin embargo, durante
la adquisicién del espectro de RMN'H en CDCls, se observé la transformacion del
producto (Figura 54). En dicho espectro, se observa la presencia de tres sefales
de tipo vinilico y una sefial ancha a 13.5 ppm (OH quelatado). De manera
interesante, se observa que las senales correspondientes a los hidrégenos del
metileno del ciclopropano no se encuentran. Ademas, en el espectro de RMN'*C,
es evidente la ausencia de la sefal esperada para el carbono de un aldehido y la
presencia de un mayor numero de carbonos vinilicos a los esperados (Figura 55).
En la Figura 56, se puede apreciar que se tiene un CH, menos y un CH mas a los
esperados para 2k. Tomando en consideracién lo anterior, se propuso el

mecanismo mostrado en la Figura 57 para explicar la transformacion de 2k.
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Figura 54. Espectro de RMN'H de 300 MHz del producto de transformacion del

derivado 2k.
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Figura 55. Espectro de RMN'*C de 75 MHz del producto de transformacion del

derivado 2k.
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Figura 56. Experimento DEPT del producto de transformacion del derivado 2k.

La transformacion se debid posiblemente a la presencia de impurezas de acidez

elevada en el disolvente deuterado.

En un estudio realizado por Carmona (2004) se encontré que era posible la
obtencion de la 19-epi- argentatina B por métodos fotoquimicos. Aunque se
propuso una apertura/ cierre del anillo ciclopropano para dar lugar a la formacion
del epimero, en dicho estudio, no se identificé ningun producto de expansién B/F.
Por lo que, nuestros hallazgos constituyen el primer informe en el cual se ha
identificado un producto de expansion de los anillos B/F de las argentatinas.

Dicha expansion esta facilitada por un fendmeno de hiperconjugacion entre el



doble enlace C1=C2 y el anillo de ciclopropano, asi como la presencia conjunta de

un medio de elevada acidez.

Figura 57. Mecanismo de obtencion y estructura propuesta para el producto de

transformacion de 2k.

Con el fin de garantizar la autenticidad del producto 2k, se llevo a cabo el
analisis espectroscopico empleando CgDg como disolvente (Figuras 58-60). Como
se puede observar en el espectro de RMN'H, las sefiales del metileno del anillo
ciclopropano se conservan (campo alto) y se observa la presencia de una sefal
simple a 7.60 ppm correspondiente al hidrogeno vinilico ubicado en posicién 1, asi
como una sefal simple a 10.51 ppm que no se intercambia con D0, lo que indica

la presencia de un hidrégeno de un aldehido.



En el espectro de RMN'™C de 2k (Figura 59) se pueden apreciar cuatro
sefiales de carbonos sp? a 160.6, 132.2, 201.9 y 188.9 ppm para los carbonos 1,
2, 3 y 31 (aldehido) respectivamente. En el experimento DEPT (Figura 60) se
observan claramente las sefiales esperadas para la estructura propuesta de 2k,

siete CH3, ocho CH; y ocho CH.
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Figura 58. Espectro de RMN'H de 300 MHz adquirido en C¢Dg del derivado 2k.
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Figura 59. Espectro de RMN"C de 75 MHz adquirido en C¢Dg del derivado 2k.
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Figura 60. Experimento DEPT adquirido en CgDedel derivado 2k.




Por otro lado, el tratamiento de la argentatina B (2) con cianuro de p-
toluensulfonilo permitid la obtencion del nitrilo 2l. El espectro de IR de dicho
derivado presenta, entre otras, la presencia de una banda a 2251.9 cm™ que
evidencia la presencia de un grupo nitrilo (C=N). En el espectro de masas se
observa un pico de m/z 481 que correspondia al ibn molecular esperado. En el
espectro de RMN'H se observd una sefial doble de dobles a 3.93 ppm con
constantes de acoplamiento de 5.6 y 13.1 Hz, las cuales correspondian a
acoplamientos axial-ecuatorial y transdiaxial. Esto, permitidé asignar dicho
hidrogeno a la posicién dos B-axial con lo cual se inferia que el grupo nitrilo se
encontraba en posicion dos a-ecuatorial. EI hecho de que el grupo nitrilo se
encuentre en posicion ecuatorial se explica por el ataque nucleofilico por la cara
2re/3si del enol (generado in situ) de la argentatina B debido al impedimento

estérico que ejerce el anillo de ciclopropano (Figura 61).

Figura 61. Reaccion del enol de la argentatina B con p-TsCN.



El derivado 2m se obtuvo por tratamiento del derivado 2l con cloruro de
fenilmagnesio/piridina de la misma manera en que se obtuvo el derivado 2k. El
espectro de IR de este compuesto muestra, entre otras, una banda a 2232.28
cm™, la cual se asocia a la presencia del grupo nitrilo (C=N) y ademas una banda
intensa a 1687.55 cm™ que corresponde a un carbonilo af- insaturado. El espectro
de masas presenta un pico de m/z 479 que corresponde al i6n molecular del
producto. En el espectro de RMN'H de 2m, se aprecia, entre otras, una sefial
simple a 6 7.51 ppm que corresponde al hidrogeno en C-1. En el espectro de
RMN™C se observa la presencia de dos carbonos vininicos a § 166.3 y 114.0
correspondientes a C1 y C2 respectivamente. A 197.3 ppm se observa la
presencia del carbono del grupo carbonilo y a 115.4 ppm la presencia del carbono
del nitrilo. Ademas, un estudio de difraccion de rayos X de un cristal de 2m

permitié confirmar su estructura (Figura 53E).

El tratamiento de la argentatina B (2) con triéxido de cromo genero6 la lactona 2n
en un 45% de rendimiento. Este compuesto ya ha sido previamente informado por
Martinez y colaboradores (1993). En el espectro de IR se observa, entre otras, la
presencia de dos sefiales intensas a 1730 y 1701 cm-1 asociadas a la presencia
de un carbonilo en un éster (lactona) y un carbonilo en una cetona ciclica de seis
miembros. El espectro de masas de 2n, muestra un pico de m/z 412, el cual
presenta un 95% de abundancia y que corresponde al ibn molecular de dicho
derivado. En el espectro de RMN'H se observa la pérdida de las sefiales de

hidrogenos de dos grupos metilo, asi como la sefal del hidrogeno en C-24. En el



espectro de RMN'>C se observa también la pérdida de tres atomos de carbono y

el desplazamiento del C24 a campo bajo (con respecto a la argentatina B) 174.1

ppm.

Una vez que los derivados 2a-2n se sintetizaron y caracterizaron, se llevo a
cabo la evaluaciéon de sus efectos citotoxicos en las lineas K562, U251, PC-3 y
HCT-15. Para esto, se empledé el método de SRB y se siguié el protocolo
previamente establecido por Monks y colaboradores (1991). Se obtuvieron las
curvas concentracion-respuesta de cada derivado en cada linea celular y
posteriormente se calcularon las concentraciones inhibitorias medias (Clsp) como

parametros de comparacion.

En el Cuadro 16, se muestra la actividad citotoxica de la argentatina B (2) y

la de sus derivados 2a- 2n.

Como se puede observar en el Cuadro 16, la presencia de un atomo de
bromo en C2 incrementd la potencia de la argentatina B (2) en tres lineas
celulares de cancer humano: HCT-15, K562 y PC-3 (derivado 2a). La presencia de
un grupo nitrilo en C2 mejord la actividad citotoxica en todas las lineas celulares
(derivado 2I); sin embargo, cuando se generd una doble ligadura C1/C2 en este

compuesto, se observo selectividad por las lineas PC-3 y U251 (derivado 2m).



Cuadro 16. Actividad citotéxica de la argentatina B y sus derivados expresada en

funcién de la concentracion inhibitoria media.

Clso + EE (uM)

Compuesto
HCT-15 K562 PC-3 U251
(colon) (leucemia) (prostata) (SNC)}
2 2414 +558 79.38+£0.08 3341+3.71 36.4+£6.79
2a 12.42 + 0.91 6.03+0.52 18.07+227 3948+1.75
2b 17.04 £5.08 1950+4.39 3513+390 26.19+1.00
2c 19.89 + 5.21 50.00 £6.10 42.19+1.62 44.15+2.28
2d >100 4581+6.38 1884 +3.32 >100
2e >100 2421+232 59.82+6.51 14.75 £ 1.96
2f 40.83+4.02 29.30+526 49.82+352 23.82+6.00
2g 27.33+235 20.38+545 >100 >100
2h >100 >100 >100 38.89 + 0.47
2j >100 23.42+3.43 2813+6.74 36.41+3.52
2j >100 >100 >100 >100
2k 0.44 +£0.09 1.64+0.62 0.940 +0.001 1.05+£0.14
2| 10.66 £ 2.37 426+065 10.28 £0.81 10.76 £ 0.45
2m >100 >100 39.35+5.75 19.87 £3.72
2n >100 >100 >100 >100
Doxorrubicina (.23 +0.01 0.28 + 0.01 0.32£0.02 0.09 +0.02

Los resultados se muestran como la media + EE de por lo menos tres
experimentos independientes. Doxorrubicina: HCT-15: 0.23 = 0.01 uM; K562: 0.28

+0.01 uM; PC-3: 0.32 £0.02 uM; U251: 0.09 £0.02 uM. ¥Sistema Nervioso Centrall.



El derivado 2k, el cual poseia un grupo formilo en C2 y un doble enlace
C1/C2, fue citotoxico a todas las lineas de cancer humano. Este compuesto fue de

35 a 50 veces mas potente que la argentatina B (2).

La presencia de un anillo isozaxol fusionado en C2/C3 (derivado 2j)
disminuy® la actividad de la argentatina B en todas las lineas celulares empleadas.
La lactona 2n fue inactiva. Este hecho sugiri6 que la presencia de un grupo

hidroxiisopropilo en C24 era importante para la actividad.

Tomando en consideracion lo anterior, se llevo a cabo un estudio de
relaciones estructura-actividad en 3D, el analisis comparativo de los campos
moleculares (CoMFA). Para ello, se realizé el modelado de los compuestos 2 y
2a-2n empleando las coordenadas cristalograficas de algunos de estos. Tal
estudio, se llevd a cabo en el programa Sybyl 6.9 en una estacién de trabajo
Silicon Graphics Octane ®. Se generd una base que contenia las estructuras de
todos los compuestos y sus respectivas cargas de Mulliken y se procedio al

alineamiento.

En un estudio COMFA, el alineamiento constituye un punto clave para el éxito en el
establecimiento de relaciones estructura-actividad, ya que supone que este
proceso se realizara en la conformacién que es bioactiva. Sin embargo, debido a
qgue no se conoce el blanco molecular responsable de los efectos de la argentatina

B y de sus derivados, se utilizd la estructura de la argentatina B como plantilla



(template) para dicho alineamiento. Los atomos de carbono de los anillos B, Cy F

se utilizaron como puntos de referencia (Figura 62).

Figura 62. (A) Plantilla empleada para el alineamiento (template). Los atomos de
referencia son aquéllos presentes en los enlaces mas oscuros. (B) Conjunto de

derivados alineados sobre la plantilla (2).



En una hoja de calculo donde se encontraba el conjunto de derivados
alineados, se integraron los valores de actividad biolégica experimental de cada
compuesto en cada linea celular expresada como Log (1/Clsp). Asi tambien, se

calcularon las interacciones estéricas y electrostaticas para cada derivado.

Posteriormente, se llevo un analsis de regresion de minimos cuadrados
parciales (PLS) en el que se emplearon las interacciones estéricas y
electrostaticas como variable independiente y la actividad bioldgica (Log (1/Clsp))
como variable dependiente. Este analisis se realizd por separado para cada linea
celular. Se efectud una validacion cruzada (leave-one-out) para determinar el valor

de g2 y el numero 6ptimo de componentes en el analisis.

Aunque todos los resultados se integraron al estudio inicialmente, sélo los

de la linea celular de leucemia K562 resultaron adecuados para el analisis final.

El modelo de trabajo que se empled para el analisis final correlacioné la
actividad citotdxica (Log (1/Clso)) de 2, 2a-21 y 2n con una g (validacion cruzada)
de 0.507 con un minimo de 3 componentes. El valor de r? fue de 0.907 (sin
validar), con F de 32.612 y un error estandar del estimado de 0.190. Las
contribuciones relativas de los campos estéricos y electrostaticos fueron 0.421 y
0.579, respectivamente. En el Cuadro 17 se comparan los valores de actividad
biolégica encontrados experimentalmente y los predichos tedricamente con el

modelo matematico de trabajo (Figura 63); asi tambien, se enlistan los residuales.



Cuadro 17. Actividad citotoxica determinada experimentalmente para 2, 2a-2l y 2n

y la predicha mediante el modelo de trabajo en el estudio CoMFA.

Compuesto Log (1/Clsp)  Log (1/Clsp)  Residuales

Observada Predicha CoMFA
2 4.100 4.461 -0.361
2a 5.220 5.042 0.178
2b 4.710 4.466 0.244
2c 4.300 4.357 -0.057
2d 4.340 4.192 0.148
2e 4.620 4.678 -0.058
2f 4.530 4.639 -0.109
29 4.690 4.408 0.282
2h 4.000 4.105 -0.105
2i 4.630 4.629 0.001
2j 4.000 4.053 -0.053
2k 5.790 5.851 -0.061
2| 5.370 5.384 -0.014
2n 4.000 4.035 -0.035
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Figura 63. Valores de Log (1 /Clsy) experimentales vs. predichos para los

compuestos empleados en el modelo final.



Como se puede apreciar en el Cuadro 17 y Figura 63, el derivado 2m no fue
incluido en el modelo final ya que en los estudios preliminares se detecté como un
compuesto que no seguia las tendencias del grupo (denominado “outlier”). La baja
predicibilidad de este compuesto, puede estar relacionada con una acciéon sobre

un blanco molecular diferente al resto de las moléculas.

Una vez que se tenia el modelo de trabajo final, se llevdo a cabo la
visualizacién de los contornos estéricos y electrostaticos en el conjunto de

moléculas alineadas (Figura 64).

Como se puede observar en la Figura 64A existe una region estéricamente
favorable en C2, lo que indica que la presencia de sustituyentes en esta posicién
favorece la actividad biolégica. Las moléculas 2a, 2i, 2k y 21 que presentan
sustitucion en C2 son mas activas que 2 (Cuadros 16 y 17). Ademas, en la misma
figura, se aprecian dos pequefas zonas estéricamente desfavorables (amarillas);
la primera, se ubica abajo del anillo A (C1/C2) y correlaciona con el hecho de que
la molécula mas activa (2k) presenta menos hidrégenos que el resto, debido a la
presencia del doble enlace. El segundo contorno estérico desfavorable se ubica
entre las posiciones C2/C3 y concuerda con el hecho de que la presencia de un
grupo voluminoso fusionado en esa posicion disminuye la actividad, como es el

caso del isoxazol 2j (Cuadros 16y 17).



Figura que grupos

voluminosos en esa area incrementan la actividad; mientras que, los contornos
amarillos indican que la presencia de dichos grupos disminuira la actividad
biolégica. B) Contornos electrostaticos en CoMFA. Los contornos azules indican
regiones en donde una densidad electrénica baja incrementa la actividad
biologica; mientras que la presencia de contornos rojos indica lugares en donde

una densidad electronica elevada favorece la actividad biologica.



Por otro lado, como se puede observar en la Figura 64B, aparece un
contorno electrostatico azul que rodea las posiciones C1/C2 y que indica que una
baja densidad electrénica en estas posiciones favorece la actividad citotéxica. Esto
concuerda con el hecho de que los compuestos activos 2k y 2b poseen un
carbonilo o,B-insaturado que disminuye la densidad electronica en C1. Ademas,
los compuestos 2a, 2i y 2l con sustituyentes electroatractores en C2, que
disminuyen la densidad electronica en este carbono, son mas potentes que la

argentatina B (2).

Como se puede observar en los Cuadros 16 y 17, la lactona 2n fue inactiva.
En la Figura 65 se muestran los potenciales electrostaticos en las superficies
Connolly de la argentatina B (2) y la lactona 2n. A primera vista, se aprecia que
para 2n, existe la pérdida de un grupo voluminoso y la generacion de un area de
potencial electrostatico negativo de tamafno importante. El analisis cualitativo en
primer término, hacia suponer que la pérdida de actividad en 2n podia estar
relacionada con la presencia de una region estéricamente favorable en la
argentatina B. Sin embargo, en el CoMFA (Figura 64A) no se observdé ningun
contorno de este tipo. Aun mas, como se puede observar en la Figura 64B, existe
un contorno electrostatico que rodea el grupo hidroxiisopropilo que indica que una
baja densidad electronica favorece la actividad biolégica. En conjunto, es probable
que la presencia de dicho contorno se deba a que el compuesto inactivo posee
una mayor densidad electrénica y por ende, el contorno favorable en CoMFA sea

inverso. Entonces, si no existe razén de tipo estérico para la inactividad en esa



region y la presencia de una zona de elevada densidad electrénica disminuye la
actividad, es posible que esa region esté involucrada en la accion de la argentatina
B con un blanco molecular y que las interacciones involucradas sean de tipo
electrostatico y no de tipo estérico. Sin embargo, no se puede descartar que la
presencia de los contornos electrostaticos refleje unicamente que la inestabilidad

de la lactona se encuentre interfiriendo con la actividad citotdxica.

Figura 65. Potencial electrostatico molecular de A) la argentatina B, y B) 2n,

codificado por colores y representado en superficies Connolly.

Por otro lado, es conocido que la lipofilicidad es un factor relevante que
tiene influencia en el transporte, absorcién y distribuciéon de los compuestos en un
sistema biologico. Asi tambien, este factor esta relacionado con las interacciones

entre un ligando con su receptor.



Para la estimacién del grado de lipofilicidad de una sustancia, se emplea un
parametro denominado coeficiente de particion (P). La expresion logaritmica de
este parametro, conocido como Log P, se emplea como un descriptor de aspectos
farmacocinéticos, toxicos y farmacodinamicos en muchos estudios de relacion

estructura-actividad (Hansch, 1995; Poole y Poole, 2003).

Debido a la importancia que tiene el conocer el grado de lipofilicidad de una
compuesto bioactivo y tomando en consideracion que la determinacion de los
valores de Log P pueden integrarse a los estudios de relacién-estructura actividad

de una sustancia de prueba, se decidio realizar el calculo de este parametro.

Se determiné el valor de Log P por métodos tedricos y experimentales de
los compuestos 1, 2 y 2b. El calculo tedrico de los valores de log P se realiz6 con
los programas ChemOffice (PC) y CLOGP (en Sybyl 6.9, en estacion de trabajo).
Por otro lado, se llevd a cabo la determinacion experimental del parametro para

los mismos compuestos.

Como se puede observar en el Cuadro 18, los valores de Log P para la
argentatina B (2) y su derivado (2b), son menores al determinado para la
argentatina A (1), hecho contrario a lo esperado teéricamente. Aunque el valor
experimental del Log P de 1 se aproxima a su valor predicho, es posible que la
tendencia diferente se deba a que la argentatina B y su derivado interactuen de
manera mas eficiente con los disolventes, ya que como se puede observar en la

estructura de la argentatina A (1), éste compuesto posee dos grupos hidroxilos



espacialmente muy cercanos, en los que es probable que existan interacciones
intramoleculares que dificulten la interaccidon de la molécula con los disolventes, en

especial con el agua.

Cuadro 18. Valores de Log P calculados y determinados experimentalmente para

los compuestos 1, 2 y 2b.

Compuesto Log P Log P + DE
(Calculado) (Determinado)
1 5.13 4.966 + 0.373
2 6.42 4.258 + 0.254
2b 5.74 4.839 + 0.141

Asi mismo, se puede apreciar que los valores de Log P determinados
experimentalmente para la argentatina B (2) y su derivado (2b), difirieron

significativamente de los predichos teéricamente.

Las diferencias significativas que se observaron entre los valores predichos
y los determinados experimentalmente de Log P, se deben principalmente a la
falta de informacion experimental existente para este tipo de moléculas. Por lo
tanto, resulta de suma importancia el conocer los valores de Log P, asi como el
grado de prediccion de dicho parametro por métodos tedricos, antes de introducir

este parametro en un estudio de relaciones estructura-actividad.



Finalmente, como resultado de los estudios descritos se tuvieron varios
derivados bioactivos de la argentatina B, de donde el derivado 2k fue el de mayor
potencia (35-50 veces mayor a la del compuesto original). Al igual que los
compuestos cabeza de serie, se decidié evaluar los efectos del compuesto mas
activo (2k) en la viabilidad de linfocitos humanos tratados in vitro y ademas

determinar sus posibles efectos citostaticos y genotoxicos.

Como se puede observar en la Figura 66, la viabilidad de los linfocitos
disminuyé de manera significativa cuando fueron tratados con 2k a la

concentracion de 6.2y 10 uM.

Ademas, el tratamiento de los linfocitos con 2k a partir de la concentracion
de 3.2 uM gener6 un cambio en la proliferacién celular dependiente de la
concentracion. La proporcion de linfocitos binucleados y polinucleados mostré una
tendencia a disminuir; mientras que el porcentaje de linfocitos mononucleados se

incremento (Figura 66).

El efecto citostatico global se determiné por medio del célculo del indice de
division nuclear (IDN). Como se aprecia en la Figura 67 se encontré una
disminucion significativa de este parametro, aun a la concentracion de 0.6 uM y es

dependiente de la concentracion a partir de 3.2 uM.
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Figura 66. Efectos del derivado 2k en la Viabilidad (x) y la cinética de proliferacion
celular (barras) de los linfocitos tratados a cinco diferentes concentraciones.
Porcentaje de linfocitos mononucleados (M), binucleados (B) y polinucleados (P).
La mitomicina C (MMC) se emple6é como control a la concentracion de 1 uM. Los
resultados se muestran como la media £ EE de tres experimentos independientes

que se realizaron por duplicado de tres donadores (N=18). *P<0.05***P<0.001.
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Figura 67. indice de divisién nuclear calculado para los linfocitos tratados con 2k.
La mitomicina C se empleé como control (MMC) a 1 uM. Cada barra representa la
media + EE de tres experimentos independientes por duplicado de tres donadores

(N=18). *P< 0.05, ***P<0.001.

Por otro lado, el compuesto 2k no incrementd la proporcién de células
binucleadas con micronucleos (Cuadro 19). Esto permite descartar eventos

genotoxicos como resultado de eventos clastogénicos o aneugénicos.

Como se puede apreciar, en el presente trabajo se generé un derivado
significativamente mas potente que la argentatina B, que posee propiedades
citostaticas a una concentracion baja y propiedades citotdéxicas a concentraciones
elevadas. De manera importante, se encontré que a pesar de su potencia, este
compuesto no generd eventos genotoxicos significativos medidos en funciéon de la

frecuencia de micronucleos. Es conocido que los compuestos capaces de unirse al



ADN incrementan dicho parametro; por lo que, de manera indirecta se puede
inferir que 2k no ejerce sus efectos citostaticos y citotoxicos a través de la accion

directa sobre el ADN.

Cuadro 19. Frecuencia de micronucleos (MN) de linfocitos en

proliferacién tratados con 2k.

MN / 1000 células + EE

DMSO 3.66 +0.35
Derivado 2k (nM)
0.62 2.34+0.30
1.25 1.98 + 0.24
3.12 3.85+0.54
6.20 4.55+0.73
MitomicinaC 1 uM 29.77 + 2.89***

***P<0.001.



VII. CONCLUSIONES

Las argentatinas A y B inhiben el crecimiento in vitro de las lineas K562,

MCF-7, HCT-15, PC-3 y U251 de cancer humano.

Por medio de la técnica de micronucleos con bloqueo de la citocinesis fue
posible diferenciar los efectos entre las argentatinas A y B. La argentatina A
resultd ser un compuesto citotoxico, mientras que la argentatina B es un agente

citostatico.

Las argentatinas A y B no inducen dafio genotoxico, medido en funcion de
la frecuencia de micronucleos en linfocitos humanos, lo que permite descartar
posibles efectos aneugénicos y clastégenicos de dichos compuestos. Ademas,
mediante esta observacién es posible eliminar la presuncion de que las

argentatinas A y B ejerzan sus efectos por accién directa en el ADN

A una potencia diferente, la argentatina B es capaz de generar el mismo
efecto citostatico que la mitomicina C, pero sin generar los efectos genotoxicos de

esta ultima.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion respaldan la
propuesta de diversos autores en donde se propone el cultivo de linfocitos y el

empleo de la técnica de micronucleos con bloqueo de la citocinesis como sistema



de prueba para la determinacién de la actividad anticancerosa de farmacos en

potencia.

Las transformaciones quimicas de las argentatinas A y B permitieron la
obtencién de 23 derivados. Dichos derivados fueron caracterizados por técnicas

espectroscopicas y espectrométricas.

Esta es la primera vez, que se informa de la identificacion de un producto
de expansion anular B/F de la argentatina B. La presencia de una doble ligadura
C1/C2, asi como un grupo formilo en C2, en un medio de elevada acidez,

promovieron dicha expansion.

El estudio cristalografico de la isoargentatina A, asi como de la 3-oxima-
(16S,17R,20S,24R)-20,24-epoxi-16,25-dihidroxi-cicloartan-3-ona  permitieron el
establecimiento de la configuracion de los centros estereogénicos 20 y 24 de la

argentatina Acomo Sy R.

La evaluacion de la actividad citotdxica, asi como el modelado molecular de
los derivados de la argentatina A, permitieron el establecimiento de algunas
relaciones estructura-actividad cualitativas. Asi, se encontré que la presencia de
un doble enlace entre los carbonos uno y dos (C1-C2), o la de un atomo de bromo
o un grupo formilo unido al carbono dos (C2), asi como la presencia de un anillo
de isoxazol unido al anillo A, incrementan la potencia de la argentatina A sobre

todas las lineas celulares evaluadas. Ademas, se encontré que la presencia del



grupo 2- hidroxiisopropilo unido a C-24 es indispensable para la actividad

citotoxica de este tipo de triterpenos.

El estudio cristalografico de cinco derivados de la argentatina B obtenidos
durante esta investigacion, asi como la inclusion de algunos estudios previos en la
literatura, permitieron el modelado molecular de la serie de derivados quimicos de

la argentatina B.

La evaluacion de la actividad anticancerosa en diversas lineas celulares de
cancer asi como el modelado molecular de los derivados de la argentatina B,
permitieron la realizacion de un estudio de relaciones estructura-actividad en tres

dimensiones denominado analisis comparativo de campos moleculares.

En el analisis comparativo de campos moleculares (CoMFA) de la serie de
derivados de la argentatina B que se efectu6 para la linea de cancer U251, se
encontrdé que la presencia de un sustituyente estéricamente favorable en C2, asi
como la presencia de una baja densidad electrénica en C1-C2 y en C25 favorecen

la actividad de este tipo de compuestos.

El derivado 2-formil-(16[3,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona fue
el compuesto mas potente que se obtuvo en el presente estudio. La obtencién de
dicho derivado se efectud en rendimientos moderados en tan sélo dos pasos a

partir de la argentatina B. Su actividad in vitro en lineas celulares de cancer es 35



a 50 veces mas potente que su precursor y similar a la informada para la
doxorrubicina. Asi también, se encontré mediante el modelo de micronucleos con
bloqueo de la citocinesis que dicho derivado tiene efectos citostaticos y citotoxicos

pero no es genotoxico.

La determinacion experimental del coeficiente de particion de las
argentatinas A y B, y de la (168,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona
permitio determinar el grado de liposolubilidad de estos triterpenos y ademas,
comparar el valor de este parametro con aquéllos predichos tedricamente. En el
estudio se detectaron diferencias significativas entre los valores predichos para la
argentatina B y la (1683,24R)-16,24-epoxi-25-hidroxicicloart-1-en-3-ona con los
encontrados experimentalmente. Es probable que este resultado se deba a la falta
de informacién empirica de este tipo de moléculas en los apoyos logisticos e
indica que es necesaria la determinacién experimental del coeficiente de particion
para este tipo de compuestos con el fin de incluir esta informacion en los analisis

de relaciones estructura-actividad.

En conjunto, los resultados respaldan el uso de las argentatinas A y B como
precursores para la obtencion de moléculas anticancerosas. Tomando en
consideracién que estos compuestos son quimicamente estables y abundantes en
la resina, obtenida como desecho durante la industrializacion de la especie

Parthenium argentatum, este estudio proporciona la evidencia para un uso



racional de la especie o de la resina como una fuente potencial de farmacos

anticancerosos.
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Abstract

Argentatins A and B are abundant triterpenes present in Parthenium argentatum. Both compounds have shown
cytotoxic properties on K562, MCF-7, PC-3, HCT-15 and U251 human cancer cell lines. Furthermore the
cytotoxic, cytostatic and genotoxic effects of the argentatins on proliferating lymphocytes were evaluated using
cytokinesis-block micronucleus test. Argentatin A had no cytostatic properties, but it was cytotoxic for
proliferating lymphocytes at a concentration of 25 pM (P <0.005). On the other hand, argentatin B showed
significant cytostatic effects (£ <0.001) at concentrations of 5 to 25 uM and it did not show cytotoxic effects at the
same concentrations. Neither argentatin showed genotoxic effects in terms of micronucleus frequency in human
lymphocytes. According to these results the argentatins are not able to cause injury on DNA by clastogenic or
aneugenic mechanisms.
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Introduction

Human have relied on plants as a source of medicinal agents for centuries. Antineoplasic natural
products have been shown to inhibit tumor cell proliferation in a number of ways including, for example,
the interference with cytoskeleton formation, prevention of DNA replication, or interference with signal
transduction mechanisms (Konoshima and Takasaki, 2000; Setzer and Setzer, 2003).

Triterpenoids, like the steroids, are formed by the cyclization of squalene with the retention of all 30-
carbon atoms. The group includes a very large number of naturally occurring members that cover a
variety of functional groups. Cucurbitacin triterpenoids prevent proliferation of tumor cells by
depolymerizing actin, thus interfering with the cytoskeleton. Many of the cytotoxic triterpenoids
described in literature seem to exert their activity by interfering with DNA replication, typically by
inhibition of DNA polymerase or topoisomerase. For instance, betulinic, ursolic, and oleanolic acids
show inhibition of DNA polymerase  as well as inhibition of topoisomerases I and II (Huang et al.,
1994; Lee et al., 1994; Sohn et al., 1993; Cha et al., 1996; Hyen et al., 1997; Kim et al., 2000; Mizushina
et al., 2000).

Taken together, those studies indicate that triterpenoids may be good candidates for therapeutic
purposes. However, although triterpenoids are widely used for medicinal purposes in many Asian
countries, they have not impacted on the practice of western medicine (Suh et al., 1998).

The cycloartane-type triterpenes argentatins A and B (Fig. 1) are the main components of the resin
of Parthenium argentatum, Gray (guayule), a common desert shrub in Northern Mexico and
Southwestern USA which is an important source of natural rubber. The resin from the guayule bush is
a major by-product of rubber production and a possible source of biologically active natural
compounds available in large amounts (Rodriguez-Hahn et al., 1970; Komoroski et al., 1986; Martinez
et al., 1990).

Our previous studies on the argentatins demonstrated that argentatin A show antimicrobial properties
(Martinez-Vazquez et al., 1994) and that argentatin B is a non-competitive inhibitor of *H-estradiol
binding on receptors of human breast hormone-dependent tumors (Calzada et al., 1995).

Since, some cycloartan-type triterpenes such as methyl quadrangularates B and D have shown
cytotoxic activity on carcinoma cells (Oksiiz et al., 1993; Smith-Kielland et al., 1996; Banskota et al.,
1998), we decided to evaluate the cytotoxic activity of argentatins A and B on PC-3, U251, MCF-7,
HCT-15 and K562 human cancer cell lines in the sulforhodamine B (SRB) test.
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Fig. 1. Chemical structures of argentatins A (1) and B (2).
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SRB assay has been widely used in pre-clinical in vitro screening of synthetic compounds or
natural products for evidence of anticancer activity by measuring the growth inhibition of cancer
cell lines (Monga and Sausville, 2002; Monks et al., 1991). It gives preliminary information about
the cytotoxic activity and allows the comparison of potencies between two or more compounds.
However, with the use of other biological endpoints, such as cell proliferation kinetics (CPK) and
nuclear division index (NDI), more accurate information can be obtained.

On the other hand, it is known that some antineoplasic agents such as doxorubicin, cisplatin or
mitomycin C (Rojas et al., 1992; Dhawan et al., 2003) in addition to their cytostatic effect, have
important adverse effects such as genotoxicity. These effects have been determined by using several in
vitro systems such as the in vitro cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay (Dhawan et al., 2003;
Duffaud et al., 1998).

The CBMN assay has evolved into a robust assay for genetic damage with several
applications such as testing of new pharmaceuticals (Fenech, 2000; Kirsch-Volders et al., 1997).
Considering that this assay allows the evaluation of genotoxic effects and also cytostatic effects
of test compounds in terms of cell proliferation and nuclear division index, we also decided to
use it in order to determine the cytostatic and genotoxic effects of argentatins A and B.

Materials and methods
Isolation of argentatins A and B

The resin, a by-product of the industrial process to obtain natural rubber from P argentatum
was donated by CONAZA Company (Coahuila, Mexico). 157.39 g of the resin were dissolved
in a small volume of hexane and percolated over tonsil. The first fractions collected were
reunited and their chromatography was carried on silica gel and eluted with solvent mixtures of
increasing polarity starting with hexane and ending with ethyl acetate (EtOAc). This procedure
resulted in the isolation of argentatin B (8.7 g) from fractions eluted with hexane and argentatin
A (42 g) from fractions eluted with a mixture of hexane/EtOAc (1:1). Argentatins were
purified by conventional procedures, and identified by comparison with physical and
spectroscopic constants (melting point, 'H and '>C Nuclear Magnetic Resonance) with those
reported in the literature (Rodriguez-Hahn et al., 1970; Komoroski et al., 1986; Martinez et al.,
1990).

Determination of cytotoxicity in human cancer cell lines using the sulforhodamine (SRB) assay

The cytotoxicity in human cancer cell lines was determined following protocols established by
the NCI (Monks et al., 1991). Human prostate carcinoma (PC-3), leukemia (K562), central
nervous system (U251), breast cancer (MCF-7), and colon carcinoma (HCT-15) cell lines were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine,
100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 1% non-essential amino acids. They were
maintained at 37 °C in a 5% CO, atmosphere with 95% humidity. For the assay, all adherent
cells were detached with 0.1% trypsin—-EDTA to make single-cell suspensions. Viable cells were
counted using trypan blue excluding method in a hematocytometer. 5000—10,000 cells/ well were
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seeded in 96-well microtiter plates and incubated at 37 °C. After 24 h the cells were treated
with seven different concentrations (1-100 uM) of argentatins A or B. Doxorubicin (Sigma) was
used at five different concentrations (0.01-5 pM) as a positive control. The test compounds were
initially dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO, 20 mM) and further diluted in medium to
produce the concentrations used. The plates were incubated for another 48 h at 37 °C.

After 48 h, adherent cell cultures were fixed in situ by adding 50 pl of cold 50% (wt/vol.)
trichloroacetic acid (TCA) and incubated for 30 min at room temperature with 0.4% sulforhodamine
(SRB, Sigma). Unbound SRB solution was removed by washing it three times with 1% acetic acid and
the plates were air-dried. The protein-bound SRB was dissolved with TRIZMA base (Sigma, 10 mM),
and the optical densities were read on an automated spectrophotometric plate reader at a single
wavelength of 515 nm. The concentrations required to inhibit cell growth by 50% (ICs) were calculated
(Monks et al., 1991).

Evaluation of cell proliferation kinetics and micronucleus frequency in whole blood human lymphocytes

Blood samples

Experiments were performed using blood from six healthy, non-smoker donors (blood from two men
and one woman was used were employed for the study of argentatin A, and two woman and one man for
the study of argentatin B) who had not taken any drug at least 15 days prior to sampling. Average age
was 27 years (22-32).

Cytokinesis-block micronucleus test

Blood was obtained by venous puncture, and cultured (0.5 ml) in 6.3 ml RPMI-1640 medium
supplemented with non-essential amino acids (1%, Sigma), and L-glutamine (1%, Sigma).
Phytohemagglutinin was added (0.2 ml, Gibco) at the beginning of culture. Duplicate cultures
were maintained at 37 °C for 72 h. After 48 h of culture, cells were treated with the test
compounds and cytochalasin-B (Cyt B, 6 pg/ml, Sigma) was added to prevent cytokinesis. Three
different concentrations of each argentatin dissolved in dimethylsulphoxide (DMSO, Sigma) were
tested (5, 15 and 25 pM). DMSO and mitomycin C (Sigma) were used as solvent and positive
controls, respectively. Twenty-four hours later, cells were centrifuged (at 1200 rpm for 10 min),
and fixed with methanol-acetic acid (3:1). Cells were carefully dropped onto cold glass slides
avoiding membrane destruction. Dry slides were stained with Wright’s dye for microscopic
evaluation. Lymphocyte proliferation kinetic was analyzed in 200 cells, determining the frequency

Table 1
Cytotoxic activity of Argentatins A and B on human cancer cell lines
Treatment ICs50 (uM) £ SEM

Human cancer cell lines

U251 (CNS) PC-3 (prostate) HCT-15 (colon) MCF-7 (breast) K562 (leukemia)
Argentatin A 27.34+1.00 20.22+3.44 31.70+1.10 27.03+4.40 38.61 +4.47
Argentatin B 36.4+6.79 33.41+3.71 24.14+5.58 33.06 +5.95 79.38+0.08
Doxorubicin 0.09 £0.02 0.32+0.02 0.23 £0.01 0.14 £ 0.01 0.28£0.01

Each data is given as the mean and its standard error (SEM) of at least three independent experiments.
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of mono (M), bi (B) and polynucleated (P) cells, corresponding to 0, 1, and 2 or more in vitro
cell divisions, respectively. Cytostatic activity was determined by calculating the nuclear division
index following the equation: Nuclear Division Index (NDI)=[#M+2#B+3#P]/200. The number
of micronuclei (MN) was scored in 1000 binucleated cells according to published criteria
(Fenech, 2000).
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Fig. 2. Cellular effects of argentatins A (2a) and B (2b). Viability (X) and proliferation kinetics (columns) of lymphocytes
treated with three concentrations of test compound. Percentage of monucleated (M, W), binucleated (B, O) and polinucleated (P,
N) lymphocytes. Mitomycin C (MMC) was used as reference at 1 uM. Each data is represented as the mean and its standard
error (SEM) of three duplicated experiments of three donors (*P<0.005, **P <0.004, ***P<0.001).
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The effect of drug treatment on lymphocyte viability on parallel cultures without cytochalasin-B was
measured by FDA/ Ethidium bromide assay (Yang et al., 1998).

Statistics

One way-ANOVA and the Student ¢-test were used to analyze the statistical significance of the results.
Treated cultures were compared to those observed in the DMSO control. P values equal to or lower than
0.05 were considered significant.
Results

Cytotoxicity for human cancer cell lines

The cytotoxic activity of argentatins A and B for cancer human cell lines is given as the concentration
required to inhibit 50% of cell growth of each cancer cell line (ICs) (Table 1). Data obtained show that
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Fig. 3. Nuclear division index calculated for argentatins A (3a) and B (3b) tested at 5, 15 and 25 pM and mitomycin C
(reference, MMC) at 1 pM. Bars represent the mean and its standard error (SEM) of three duplicated experiments of three
donors. (***P<0.001).
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argentatin A inhibited the growth of all cell lines tested but its potency was higher on the prostate cancer
(PC-3) cell line, showing ICsq value of 20.22 uM. The leukemia cell line (K562) was least sensitive to
growth inhibition by argentatin B.

Effects on viability of lymphocytes

The viability of lymphocytes treated with argentatins A and B are shown in Fig. 2. Argentatin A was
evaluated at three different concentrations and only at 25 uM cell survival was significantly reduced
(P<0.005) to the level of 53% (Fig. 2a). No significant differences were found between DMSO and
argentatin B treated cells meaning that argentatin B did not have any effect in cell viability at the tested
concentrations (Fig. 2b).

Effects on cell proliferation kinetics and nuclear division index

Argentatin A did not show an effect on the percent of mono-, bi-and polinucleated lymphocytes in
culture. Neither cell proliferation kinetics (CPK) (Fig. 2a) nor the NDI calculated for the treated cells
were significantly different to the control (Fig. 3a). However, when Argentatin B was added to the
proliferating lymphocytes the percentage of mononucleated cells increased and the percentage of bi-and
polinucleated cells decreased in a concentration-dependent response. Fig. 2b shows that the cytostatic
effect is not related to its cytotoxic activity because at the same concentrations argentatin B did not show
any cytotoxicity. The NDI values calculated for treated cells were statistically different to the control
values (Fig. 3b).

Genotoxicity
Table 2 shows the micronucleus frequency obtained when human lymphocytes were exposed to

argentatins A or B. Neither argentatin showed genotoxic effects in terms of increasing micronucleus
frequency.

Table 2
Micronucleus frequency (MN) on proliferating lymphocytes treated with argentatins A and B

MN x 10~ cells + SEM

DMSO 4.13+0.30
Argentatin A (uM)

5 4.12+£0.55

15 3.88+0.54

25 3.48+0.50
Argentatin B (uM)

5 5.00+0.53

15 4.75+0.49

25 5.16+0.51
MMC 1 pM 32.96 £2.31%%*

Each data is given as the mean and its standard error (SEM) of three duplicated independent experiments of three donors.
**%P<0.001.
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Discussion

According to our results, the tested argentatins have a cytotoxic concentration-related activity on
human cancer cell lines with an ICsq interval of 20.22 to 79.38 uM. They are very similar to those
reported for other triterpenes, such as betulinic, ursolic and oleanolic acids (Hyen et al., 1997; Kim et
al., 2000; Wick et al., 1999). For instance, ICso values of both ursolic and oleanolic acids on K562
cell line using SRB assay were 27.4 and 26.5 pM, respectively. Several studies demonstrated that
these triterpenes are cytostatic agents and show apoptotic activity increasing the level of intracellular
calcium and cytochrome C protein. Furthermore, it has recently been reported that actein, a
cycloartane-type triterpene glycoside showed a cytostatic activity on MCF-7 cell line. It decreased the
level of cyclin D1, cdk4 and the hyperphosphorylated form of the pRb protein and increased the level
of p21°P! (Saxe et al., 2004).

Although various studies on the action mechanisms of action of some triterpenoids have been carried
out, further studies should be done to identify the mechanism by which argentatins inhibit the growth of
human cancer cell lines.

The use of CPK of lymphocyte cultures has been proposed as a parameter for the screening of
antineoplasic activity (Ostrosky et al., 1988; Rojas et al., 1993) and Fenech (2000) has proposed
determining the NDI as a measure of cytostatic effects.

The cytotoxic and cytostatic effects of the argentatins on proliferating lymphocytes were evaluated
using percentage of cell viability, CPK and NDI. They allowed the differentiation between cell death and
cytostatic effects by delaying any phase of the cell cycle (Fenech, 2000; Kirsch-Volders et al., 1997).

Since we did not find differences on the effects of argentatins on lymphocytes collected from different
donors, we decided to pool the data together. In contrast, as seen in Fig. 2, some differences in the
response shown by lymphocytes from different donors to mitomycin were observed. This fact has been
previously described by Rojas et al. (1992) and seems to be related to differences in the response to
proliferate, age, metabolism as well as to different susceptibility of lymphocytes from each donor.

Our results demonstrated that argentatin A reduced the cell survival at 25 pM. Neither cell
proliferation kinetics (CPK) nor the NDI calculated for the treated cells were significantly different to the
control. These results showed that argentatin A does not behave as a cytostatic compound. On the other
hand, argentatin B did not show any effect in cell viability at the tested concentrations, but it decreased
the cell proliferation and calculated NDI. The cytostatic effects in terms of the NDI shown by this
compound (at 25 uM) and mitomycin C (1 pM) were not significantly different, although a different
potency was observed.

Several types of natural products such as flavonoids have been evaluated for genotoxic or anti-
genotoxic activities (Skibola and Smith, 2000; Silva et al., 2000; Kohli et al., 2002; Marques et al., 2002;
Ribeiro et al., 2003) but to our knowledge few studies have been reported for triterpenes (Berhow et al.,
2000). For instance, 23p-dimethylacryloyloxy lantanolic acid was found to reduce the in vivo
genotoxicity caused by mitomycin C (Barre et al., 1997), but in the study the genotoxicity of this
triterpene was not evaluated by itself. In our case, the genotoxic effects of argentatins A and B were
determined using the in vitro CBMN assay. Neither argentatin showed genotoxic effects in terms of
increasing micronucleus frequency, this fact suggests that these compounds are not able to cause injury
to DNA by clastogenic or aneugenic mechanisms.

It is already known that some of the most effective anti-cancer drugs provide a number of signs of
toxicity. Furthermore many of these anti-cancer drugs have been shown to be mutagenic and genotoxic
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compounds and second malignances are known to be associated with several therapeutic treatments
(Tohamy et al., 2003). The fact that argentatin B was able to stop cell divisions, without being cytotoxic
nor genotoxic allows us to infer that this compound might be less toxic and has less probability to induce
second malignances.

In conclusion, although both tested compounds showed a similar pattern of activity on the SRB assay,
the CPK and NDI allowed us to determine that the activity of each compound is different. Argentatin A
showed to be cytotoxic in all cell types tested, including lymphocytes. It also showed a higher potency
on prostate cancer cells (PC-3), and had no cytostatic or genotoxic effects on proliferating lymphocytes.
On the other hand, argentatin B can be considered a cytostatic compound, which inhibited the growth of
all human cancer cell lines but leukemia (K562) and it did not decrease lymphocyte viability. Our results
show that argentatin B is a non-genotoxic cytostatic compound that can be easily obtained in large
amounts as a by-product of rubber production from P. argentatum and it could be interesting for further
research as a lead compound for the synthesis and development of effective chemotherapy with less
genotoxicity.

The differences in the kind of activity found between both argentatins tested (cycloartane-type
triterpenes), will be useful for the determination of structure—activity relationships.
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Abstract—Synthesis, characterization, anticancer activity, and comparative molecular field analysis (CoMFA) of 14 argentatin B (1)
analogs are described. The effect of argentatin B derivatives on the growth of K562 (leukemia), PC-3 (prostate), U251 (CNS), and
HCT-15 (colon) human cancer cell lines was determined using the sulforhodamine B test. The most active compound in this series, 2-
formyl-(16B,24 R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycloart-1-en-3-one (12), was about 35-50 times more potent than argentatin B (1). Struc-
tures were built using the X-ray crystallography of six derivatives for 3D modeling with Sybyl6.9. CoMFA of Log (1/1Cs) in K562
cell line gave ¢*> = 0.507, r? = 0.907, and three components. The standard deviation CoOMFA contours indicate that increased activity
is associated with a bulky group at C-2, a C1-C2 double bond, and low electronic density at C-25. Experimental Log P values for
argentatin B and one derivative were 1-2 Log units more hydrophilic than the calculated CLog P values.

© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Triterpenoids form a large class of natural products
that, like steroids, are derived from the cyclization of
squalene with the retention of all 30 carbon atoms.!
The group includes members that cover a variety of
functional groups and many of these naturally occurring
compounds have interesting biological and pharmaco-
logical properties.> For example, ursolic acid, an
ursane-type triterpene, inhibits tumorigenesis® and
induces tumor cell differentiation.* It has also proven
effective in the inhibition of angiogenesis® and invasion,®
which are important events involved in tumor metasta-
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sis. Additionally, this fact has created an interest in
derivatives prepared either by organic synthesis or
microbial transformations. For example, several triter-
pene derivatives that are highly anti-proliferative have
been generated.’

On the other hand, some cycloartane-type triterpenes®
such as methyl quadrangularates B and D,® and actein'”
have also shown cytostatic and cytotoxic activities on
several cancer cell lines.

The cycloartane-type triterpenes named argentatins A
and B are the principal components of the resin of the
Parthenium argentatum Gray. This species, known as
Guayule, has been intensively studied as a renewable na-
tive source of natural rubber, and it is known that when
the rubber is obtained, a by-product named resin is also
produced.'! Taking into account that the argentatins
comprise 20 percent of the resins, then these compounds
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are available in large amounts. Recently we had demon-
strated that argentatin A and some of its derivatives
showed antiproliferative activity on several human
cancer cell lines.!> With respect to argentatin B (1), we
demonstrated that 1 is a non-competitive inhibitor of
3H-estradiol binding on receptors of hormone-depen-
dent tumors of human breast,!* and in a previous re-
port, we reported the preliminary evaluation of the
effect of 1 on several human cancer cell lines.!'4

Here, to gain insight into the structural requirements
in the inhibitory activity of argentatin B (1) we syn-
thesized and tested the growth inhibition of 14 ana-
logs in four human cancer cell lines: K562
(leukemia), PC-3 (prostate), U251 (CNS), and HCT-
15 (colon).

Hydrophobicity, an established descriptor in the biolog-
ical activity of numerous chemicals!> and usually de-
scribed as the logarithm of a compound’s partition
coefficient between octanol and water, was calculated
with CLog P. However, missing parameters for this tri-
terpene produced errors in the calculation and thus we
measured experimentally the Log Ps of two compounds
that were available in necessary amounts.

Comparative molecular field analysis (CoMFA) was em-
ployed to analyze the quantitative structure-activity
relationships of the set of argentatin B analogs. The
X-ray geometries of six compounds in the set were tem-
plates for conformation and overlapping of molecules
(Figs. 1 and 2).

2. Chemistry

Syntheses of argentatin B derivatives (2-15) are shown
in Schemes 1 and 2.

The 2-bromo derivative 2 was obtained from argentatin
B (1) when treated with bromine liquid in acetic acid,
while treatment of 1 with phenyl selenium chloride in
methylene chloride yielded 3.

Compound 3 was transformed into the unsaturated ace-
tate 4 by treatment with sodium acetate in acetic
anhydride.

Oxime 5 was synthesized by treatment of 1 with hydrox-
ylamine hydrochloride in pyridine. The Beckmann rear-
rangement of 5 yielded 6.

Both 1 and 6 were treated with sodium acetate in acetic
anhydride to give 8 and 7, respectively. Acetate 8 was

converted to the corresponding oxime 9 by treatment
with hydroxylamine hydrochloride in pyridine.

Formyl derivative 10 was achieved from 1 by treatment
with sodium methoxide prepared in situ and ethyl for-
mate. In addition, isoxazol derivative 11 was obtained
from 10 when treated with hydroxylamine hydrochlo-
ride in acetic acid.

Treatment of 10 with phenyl selenium chloride in meth-
ylene chloride followed by addition of oxygen peroxide
afforded the 1-en-2-formyl argentatin B (12).

The reaction of 1 with lithium diisopropylamide and
p-toluenesulfonic cyanide afforded 2-cyano-argentatin
B (13).

The unsaturated derivative 14 was obtained from 13
when it was treated with phenyl selenium chloride in
methylene chloride followed by the addition of oxygen
peroxide.

Lactone 15 was obtained from 1 when it was dissolved in
acetic acid and treated with chromium trioxide in water.

All the compounds were characterized by spectroscopic
and analytical tools (see Section 4). Additionally, ade-
quate crystals of 1-3, 5, 10, and 14, suitable for X-ray
analyses, were obtained. Thus, the structure of such
compounds (Fig. 1) was confirmed by X-ray studies.
In Table 1 is shown a summary of crystal data and struc-
ture refinement for each crystal.

3. Results and discussion

The concentration to inhibit 50% cell growth (ICsg) of
argentatin B derivatives (2-15) (Table 2) in K562 (leuke-
mia), PC-3 (prostate), U251 (CNS), and HCT-15 (colon)
human cancer cell lines was determined using the sulfo-
rhodamine B test according to a previously established
protocol.'® Preliminary structure—activity relationship
observations of the cytotoxicity results showed that a
bromine atom substitution at C-2 (2) enhanced the
potency of argentatin B (1) in three cell lines: HCT-15,
K562, and PC-3. The C-2 cyano substitution (13), im-
proved cytotoxicity of 1 and 2 in all cell lines, however
14, the unsaturated derivative of 13 was selectively cyto-
toxic for PC-3 and U251 cell lines showing stronger
activity in U251 CNS cancer cells. Compound 12, a
C-1/C-2 unsaturated analog of 13 with an additional
formyl substitution at C-2, had a strength 35- to 50-fold
higher than 1 and produced the most potent analog in
the series. A fused C-2/C-3 isoxazol ring (11) decreased
cytotoxicity of argentatin B (1) in all cell lines. The lac-
tone derivative (15) was inactive, suggesting that the
presence of an isopropyl alcohol group at C-24 is essen-
tial for activity.

CoMFA of Log (1/ICsg) in K562 cell line of compounds
(1-13 and 15) produced cross-validated ¢* value of 0.507
with three components and non-cross-validated r*> of
0.907. The estimated F value was 32.612 and standard
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Figure 1. Perspective view of molecule crystals. (A) (163,24 R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloartan-3-one (argentatin B, 1). (B) 2a-Bromo-(16f3,24R)-
16,24-epoxy-25-hydroxycycloartan-3-one (2). (C) (168,24R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloart-1-en-3-one (3). (D) 3-Oxime-(16f,24 R)-16,24-epoxy-
25-hydroxycycloartan-3-one (5). (E) 2-Formyl-(168,24 R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycloartan-3-one (10). (F) 2a-Cyano-(1653,24R)-16,24-epoxy-25-
hydroxycycloart-1-en-3-one (14). Thermal ellipsoids are drawn at 30% probability levels.

error 0.190. The relative contributions of steric and elec-
trostatic fields were 0.421 and 0.579, respectively. Table
3 lists experimental, predicted, and residual activities of
this model (Fig. 3). The standard deviation contours
associated with the inhibitory potency of the series pro-
duced a relatively large sterically favorable region at C-2
(Fig. 4A, green contour), a small negative yellow con-
tour between C-2 and C-3, and also two smaller negative
yellow contours just below the ring. Indeed, molecules 2,
10, 12, and 13 are substituted at C-2 and more active
than 1, however, 11 with a C-2/C-3 fused isoxazol ring
is less active than 1. The smaller yellow contours corre-
spond to the location of hydrogens H-1 and H-2 relates
with the fact that 12, the most potent derivative, has a
double bound CI-C2. Still no favorable bulky require-
ments appeared in the region of the 2-hydroxyisopropyl

group attached to C-24, that, with the exception of the
inactive 15, is present in the structures of all derivatives.

CoMFA celectrostatic standard deviation map shows a
big blue polyhedral surface surrounding atoms C-1
and C-2, indicating that low electronic density at these
positions improves the activity (Fig. 4B). This region
corresponds to the decreased electronic density at the
o,B-unsaturated carbonyls in 3 and 12; in analogs 2,
10, and 13 with electron-withdrawing groups at C-2,
all more active than 1.

Compound 15 lacking a 2-hydroxyisopropyl at C-24 (see
Fig. 5B) was inactive in all cell lines; however, CoOMFA
showed a favorable low electronic density contours
around C-25 that was not accompanied by a favorable
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Figure 2. (A) Template used for alignment (reference atoms are shown
in bold). (B) Training set aligned on 1.

steric contour. This result suggests that the instability of
the lactone ring may be interfering with cytotoxicity
rather than a geometrically constrained hydrogen bond
donation of 2-hydroxyisopropyl group with a cellular
target.

The literature contains numerous reports indicating that
lipophilicity is a relevant factor influencing transport,
absorption, distribution, and receptor interaction of
many chemicals in biological systems. This property
parameterized as the logarithm of a compound’s parti-
tion coefficient between octanol and water, LogP, is a
descriptor of pharmacodynamic, pharmacokinetic, and
toxic aspects of drug activities in QSAR studies.!> Due
to that importance we calculated and also determined

3 R=H
4 R=-COCH,
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the experimental Log P values for compounds 1 and 3.
The experimental LogP values were 4.3 £0.25 and
4.8 + 0.14 [see Experimental Section 4.4], while the cal-
culated CLog P were 6.42 and 5.74 for 1 and 3, respec-
tively. The significant differences between predicted and
experimental Log P values are likely due to the lack of
experimental information in the calculating algorithms
and emphasize the importance of measuring Log Ps for
natural products for better QSAR studies.

In conclusion, 14 derivatives of argentatin B were ob-
tained by chemical methods. These compounds were
spectroscopically characterized and the crystal data for
six analogs were also determined. The effect of each
compound on growth of several human cancer cells
was determined. The biological data for the K562 cell
line were used as dependent variable in a comparative
molecular field analysis. The results showed that the
potency of these triterpenes in K562 increases with
bulky substituents at C-2, a C1-C2 double bond, and
low electronic density near C-26 and C-27. The experi-
mentally determined LogP values of two compounds
(1 and 3) were 1-2 Log units smaller than those calculat-
ed by theoretical methods. These results will be em-
ployed to design new bioactive molecules as well as to
predict how these triterpenes interact to a yet unknown
target which other triterpenes is a nuclear receptor.!”

4. Experimental
4.1. Chemistry

Melting points were determined with a Fisher Johns
apparatus and are uncorrected. The IR spectra were
recorded on a Nicolet FT-55X spectrophotometer.
'H NMR spectra were recorded at 200 MHz or
300 MHz (as indicated) on a Varian-Gemini 200, Uni-
ty 300, Eclipse 300 Jeol or Bruker-Avance 300 spec-
trometer. Chemical shifts are expressed in ¢ (ppm)

“ " & ReH 5
7 R=-COCH,

Scheme 1. Reagents: (i) Br/CH;COOH, 85.5%; (ii) (a) PhSeCl, EtOAc; (b) THF, H,0,, 70%; (iii) AcONa/(CH;CO),0, 81-89%; (iv) NH,OH-HCI,

CsHsN, 76-78%; (v) TFAA, CH,Cl,, 53%.
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Scheme 2. Reagents: (i) HCO,Et, CsHsN, Na/MeOH, 71%; (ii) NH,OH-HCI/CH;COOH, 80%; (iii) PhSeCl/CH,Cl,/CsHsN, H0,, 76-81%;

(iv) LDA, p-TS-CN, THF, 25-40%; (v) CH;COOH, CrOs, H,0, 45%.

relative to TMS as internal standard and coupling
constants J in Hz. solvent is indicated for each com-
pound. Mass spectra were recorded on a Jeol
AHS505HR mass spectrometer. X-ray analysis of some
compounds was carried out using a Nicolet P3
(4 =1.54178 A) or a Bruker Smart APEX CCD-based
(A=0.71073 A) diffractometer system (as indicated).
Crystallographic data for each structure have been
deposited with the Cambridge Crystallographic Data
Center (as indicated), Copies of the data can be
obtained free of charge on application to The Direc-
tor, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
UK (Fax: +44 (1223) 336-033; e-mail for inquiry:
deposit@ccdc.cam.ac.uk).

4.1.1. (16p,24R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloartan-3-
one (argentatin B, 1). The resin, a by-product of the
industrial process to obtain natural rubber from P.
argentatum, was donated by CONAZA Company (Coa-
huila, Mexico). 157.39 g of the resin was dissolved in a
small volume of hexane and percolated over tonsil.
The first fractions collected were reunited and their
chromatography was carried on silica gel. This proce-
dure resulted in the isolation of argentatin B (8.7 g),
which was purified by conventional procedures, and
identified by comparison with physical and spectroscop-
ic constants (melting point, 'H and '*C nuclear magnetic
resonance) with those reported in the literature.'! Addi-
tionally, an X-ray analysis of adequate crystals of
argentatin B (1) was carried out (Fig. 1A and Table
1). Crystallographic data for the structure have been
deposited with the Cambridge Crystallographic Data
Center, CCDC 258725.

4.1.2. 20-Bromo-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycl-
oartan-3-one (2). To a cold solution of 103 mg
(0.23 mmol) of 1 in acetic acid was added dropwise with
stirring 0.23 mL of 1 M bromine solution in acetic acid.
The uptake of bromine was rapid, as evidenced by the fad-
ing of the color. After 45 min, the reaction mixture was
quenched into ice obtaining a white powder, which was
washed with a 5% NaHCOj solution, filtered, and recrys-
tallized to give 105 mg (85.5%) of E)roduct 2, mp: 156-
159 °C. IR (CHCl3) vpax cm™ @ 353893 (O-H),
2977.18-2874.74 (C-H), 1720.5 (C=0), 1464.44,
1384.73. EIMS miz (%): 534 (M*, 4), 519 (M*-15, 2.7),
476 (M*-58, 26), 475 (M*-59, 47.9), 175 (100), 143
(15.6), 85(95.2), 59 (76.02). "H NMR (200 MHz, CDCl,)
oppm: 0.71 (d, J = 4.8, 1H, H-19), 0.88 (s, 3H, CH;), 0.94
(d, J= 6.6, 3H, CH;-21), 1.09 (s, 6H, 2CH3), 1.15 (s, 9H,
3CH;), 2.80 (br s, 1H, O-H), 3.59 (dd, J=2.2, J=11.3,
1H, H-24), 4.60 (q, 1H, H-16). *C NMR (50 MHz) 6
ppm: 33.3 (C-1), 46.0 (C-2), 205.7 (C-3), 55.0 (C-4), 48.4
(C-5), 21.2 (C-6), 20.9 (C-7), 474 (C-8), 21.3 (C-9),
26.19 (C-10), 26.4 (C-11), 32.4 (C-12), 45.9 (C-13), 47.5
(C-14), 44.9 (C-15), 74.9 (C-16), 57.4 (C-17), 18.7 (C-
18), 29.2 (C-19), 29.2 (C-20), 20.9 (C-21), 35.4 (C-22),
23.4 (C-23), 82.5 (C-24), 73.2 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6
(C-27), 19.5 (C-28), 23.0 (C-29), 20.8 (C-30). Further-
more, a colorless prism-like crystal of 2 of approximate
dimensions 0.36 x 0.12 x 0.09 mm was used for X-ray
analysis. The intensity X-ray intensity data were mea-
sured at 291 K on a Bruker Smart System. Crystal data
and structure are shown in Table 1 and Figure 1B. Crys-
tallographic data for the structure have been deposited
with the Cambridge Crystallographic Data Center,
CCDC 258726.
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Table 2. Effect of argentatin B derivatives on the growth of human cancer cell lines (concentration causing 50% cell growth inhibition)

Compound I1Cso £ SEM (uM)

HCT-15 (colon) K562 (leukemia) PC-3 (prostate) U251 (CNS)
1 24.14 £ 5.58 79.38 £ 0.08 33.41+3.71 36.4+6.79
2 12.42 £ 0.91 6.03+£0.52 18.07 £2.27 39.48 + 1.75
3 17.04 £ 5.08 19.50 £ 4.39 35.13+£3.90 26.19 + 1.00
4 19.89 + 5.21 50.00 + 6.10 42.19 £ 1.62 44.15+£2.28
5 >100 45.81 £ 6.38 18.84 £ 3.32 >100
6 >100 2421 +2.32 59.82 £ 6.51 14.75 £ 1.96
7 40.83 £ 4.02 29.30 £ 5.26 49.82 £ 3.52 23.82+ 6.00
8 27.33+£2.35 20.38 £ 545 >100 >100
9 >100 >100 >100 38.89 +0.47
10 >100 23.42+343 28.13+6.74 36.41 +3.52
11 >100 >100 >100 >100
12 0.44 £ 0.09 1.64 £ 0.62 0.940 + 0.001 1.05+0.14
13 10.66 + 2.37 4.26 £ 0.65 10.28 £ 0.81 10.76 £ 0.45
14 >100 >100 39.35+5.75 19.87 £3.72
15 >100 >100 >100 >100
Doxorubicin 0.23 £ 0.01 0.28 £0.01 0.32 £0.02 0.09 £ 0.02

Each data is given as the means + SEM of at least three independent experiments.

Table 3. Observed versus predicted activity (Log 1/ICs,) and residues on CoMFA model for the K562 cell line

Compound Log (1/ICsg) CoMFA residuals
Observed Predicted

1 4.100 4.461 —0.361

2 5.220 5.042 0.178

3 4.710 4.466 0.244

4 4.300 4.357 —0.057

5 4.340 4.192 0.148

6 4.620 4.678 —0.058

7 4.530 4.639 —0.109

8 4.690 4.408 0.282

9 4.000 4.105 —0.105

10 4.630 4.629 0.001

11 4.000 4.053 —0.053

12 5.790 5.851 —0.061

13 5.370 5.384 —-0.014

15 4.000 4.035 —0.035
4.1.3. (16p,24R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloart-1-en-
3-one (3). A solution of 1 (200 mg, 0.44 mmol) and phe-
6.0 nylselenenyl chloride (100 mg, 0.52 mmol) in EtOAc
5.8 m o (4.5 mL) was stirred at room temperature for 2.0 h. To
561 a the stirred mixture was added water (1.0 mL). After
54 Gt most of the aqueous layer was removed, THF (2 mL)
~ 5] " and 30% H,0, (0.2 mL) were added to the organic layer.
%5 50 iy The mixture was stirred at room temperature for 1.4 h.
= 4'8 ] // The mixture was worked up according to the standard
;, 7 " l// method to give a crude solid. The solid was subjected
S 46 . " to column chromatography (CC) to give 3 as a crystal-
44 . ! line solid (140 mg, 70%). Mp: 165-167 °C. IR (CHCl;)
4.2+ //- Vmax €M1 3684.26 (O-H), 3050, 2976.92-2876.12 (C—-
40 /./l H), 1663.29 (C=0), 1603, 1521.87, 1473.46, 1424.45,
384 1334, 1112. EIMS m/z (%): 454 (M", 27), 436 (M"-18,
364 24), 396 (M*-58, 60), 377 (35), 233 (38), 203 (62), 201
T — T T T T (52), 175 (61), 161 (80), 159 (77), 147 (62), 137 (100),

38 40 42 44 4?6 ' 4?8 5.'0 52 54 56 58 6.0
Log,,, (111C,)

Figure 3. Plot of calculated versus experimental Log (1/ICsy) of
CoMFA training set molecules.

135 (83), 120 (56), 109 (68), 93 (54), 85 (48) 59 (39).

"H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 ppm: 0.75 (d, J = 4.7, 1H,
H-19), 0.89 (s, 3H, CHs), 0.94 (d, J = 6.4, 3H, CH;-21),



1896 H. Parra-Delgado et al. | Bioorg. Med. Chem. 14 (2006) 1889-1901

Figure 4. (A) CoMFA steric contour plot; green contours indicate regions where bulky groups increase activity, whereas yellow contours indicate
regions where bulky groups decrease activity. (B) CoOMFA electrostatic contour plots; blue contours indicate regions where positive charge increases
activity, whereas red contour indicate regions where negative charge increases activity.

Figure 5. Molecular electrostatic potential, color coded, and represented on Connolly surfaces of (A) argentatin B (1) and (B) (16S,17R,20S)-3-0x0-

25-nor-cycloartan-16,24-lactone (15).

0.96 (s, 3H, CH3), 1.09 (s, 6H, 2CH5), 1.10 (s, 3H, CHj3),
1.14 (s, 3H, CH;), 1.32 (d, J=4.7, 1H, H-19'), 2.70 (br
s, 1H, O-H), 3.60 (dd, J = 2.0, J=12.5, 1H, H-24), 4.60
(q, 1H, H-16), 5.95 gd, J=10.0, 1H, H-2), 6.78 (d,
J=10.0, 1H, H-1). 3C NMR (754 MHz) § ppm:
153.68 (C-1), 126.77 (C-2), 205.2 (C-3), 46.3 (C-4), 44.4
(C-5), 19.5 (C-6), 27.40 (C-7), 43.2 (C-8), 24.5 (C-9),
29.9 (C-10), 23.6 (C-11), 32.2 (C-12), 45.9 (C-13), 45.8
(C-14), 43.9 (C-15), 74.6 (C-16), 57.0 (C-17), 17.5 (C-
18), 29.3 (C-19), 28.4 (C-20), 21.0 (C-21), 35.5 (C-22),
23.4 (C-23), 82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.6
(C-27), 18.8 (C-28), 21.4 (C-29), 19.1 (C-30). Further-
more, a pale yellow prism-like crystal of 3 of approximate
dimensions 0.50 x 0.50 x 0.20 mm was used for X-ray
analysis. The X-ray intensity data were measured at
291 K on a Nicolet P3 diffractometer. Crystal data and
structure view are shown in Table 1 and Figure 1C. Crys-
tallographic data for the structure have been deposited
with the Cambridge Crystallographic Data Center,
CCDC 258727.

4.1.4. 25-0O-Acetyl-(16p3,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxy-
cycloart-1-en-3-one (4). A solution of 3 (49 mg,

0.11 mmol) in Ac,O was treated with sodium acetate
(20 mg, 0.24 mmol). The mixture was stirred to reflux
for 12 h. The reaction mixture was worked up using con-
ventional procedures to give 44 mg (81%) of 4 as a white
solid. Mp: 180-182°C. IR (CHCI3) viax cm 't 2955-
2875.65 (C-H), 1726.3 (C=0 in acetyl group), 1662
(C=0), 1603.35, 1464.50, 1368.58, 1267, 1115.95. EIMS
mlz (%): 496 (M, 13), 454 (M*-42, 8), 436 (84), 395 (40),
377 (37), 351 (31), 233 (41), 219 (100), 203 (58), 201 (74),
175 (60), 161 (57), 159 (60), 147 (71), 135 (89), 133 (76),
109 (99), 107 (60), 93 (58), 85 (47), 71 (43), 59 (15), 43
(94).

"H NMR (300 MHz, CDCl3) d ppm: 0.74 (d, J = 4.7, 1H,
H-19), 0.88 (s, 3H, CH3), 0.93 (d, J = 6.4, 3H, CH;-21),
0.96 (s, 3H, CHs), 1.10 (s, 3H, CHs), 1.13 (s, 3H, CH3),
1.31 (d, J=4.7, 1H, H-19'), 1.39 (s, 3H, CH3), 1.44 (s,
3H, CH3), 1.96 (s, 3H, CHs), 3.83 (dd, J=2.2, J = 12.5,
1H, H-24), 4.62 (q, 1H, H-16), 5.94 (d, J = 10.0, 1H, H-
2), 6.78 (d, J=10.0, 1H, H-1). >*C NMR (75 MHz) ¢
ppm: 153.74 (C-1), 127.1 (C-2), 205.2 (C-3), 46.5 (C-4),
44.7 (C-5), 19.8 (C-6), 27.7 (C-7), 43.5 (C-8), 24.8 (C-9),
30.3 (C-10), 23.9 (C-11), 32.5 (C-12), 46.2 (C-13), 46.0
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(C-14), 44.1 (C-15), 74.5 (C-16), 57.2 (C-17), 17.8 (C-18),
30.3(C-19),22.7 (C-20), 21.7 (C-21), 35.6 (C-22),22.6 (C-
23),80.5(C-24), 85.2 (C-25),21.7 (C-26),23.5(C-27),19.0
(C-28),21.3(C-29),19.4(C-30),170.4 and 29.3 (C=0 and
methyl in acetyl group).

4.1.5. 3-Oxime-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycl-
oartan-3-one (5). Compound 1 (100 mg, 0.22 mmol) in
1.5 mL of pyridine was treated with 28 mg NH,OH-HCl
(0.40 mmol) at reflux for 1 h. The mixture was poured
into water and extracted with EtOAc. The organic layer
was washed with an acid solution followed by water.
Oxime 5 was obtained (80 mg, 78%) as a crystal solid,
which melted at 224-227 °C. IR (KBr) vpax cm b
3496.4, 3387.0 (O-H), 2964.2-2871.9 (C-H), 1645.6,
1460, 1378.6, 1168.8, 1113.4, 928.8. EIMS m/z (%): 471
(M™, 78), 454 (65), 413 (M*-58, 40), 412 (90), 396 (50),
107 (38), 59 (100). '"H NMR (300 MHz, CDCl;) 6
ppm: 0.50 (d, J=4.5, 1H, H-19), 0.72 (d, J=4.5, 1H,
H-19%), 0.88 (s, 3H, CH3), 0.93 (d, /= 6.3, 3H, CHs-
21), 1.09 (s, 6H, 2CHs;), 1.11 (s, 3H, CH3), 1.15 (s, 3H,
CH3), 1.16 (s, 3H, CH;), 3.36 (dq, 1H), 3.59 (dd,
J=18, J=12.5, 1H, H-24), 4.59 (q, 1H, H-16). 1°C
NMR (75.4 MHz) 6 ppm: 32.7 (C-1), 35.5 (C-2), 168.9
(C-3), 45.8 (C-4), 48.8 (C-5), 21.2 (C-6), 26.1 (C-7),
47.2 (C-8), 20.9 (C-9), 25.6 (C-10), 26.3 (C-11), 32.7
(C-12), 44.8 (C-13), 42.9 (C-14), 459 (C-15), 74.9 (C-
16), 57.4 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19), 29.0 (C-20),
20.7 (C-21), 35.5 (C-22), 23.4 (C-23), 82.6 (C-24), 73.3
(C-25), 23.9 (C-26), 25.8 (C-27), 19.5 (C-28), 21.7 (C-
29), 20.5 (C-30).

Furthermore, a crystal of 5 of approximate dimensions
0.28 x 0.24 x 0.22 mm was used for X-ray analysis. The
X-ray intensity data were measured at 293 K on a Nic-
olet P3 diffractometer. Crystal data and structure view
are shown in Table 1 and Figure 1D. Crystallographic
data for the structure have been deposited with the
Cambridge Crystallographic Data Center, CCDC
258728.

4.1.6. 4-Aza-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycloar-
tan-3-one (6). Compound 5 (70 mg, 0.15 mmol) in
CH,Cl, cooled at 0°C was treated with trifluoroace-
tic anhydride (1 mL) and the reaction mixture was
stirred for 1h. After water was added, the organic
layer was separated and washed with a 5% NaHCO;
solution. The product was purified by CC yielding
38.7mg of pure lactam 6 that melted at 190-
193°C. IR (CHCl3) vmax cm™': 3405.1 (O-H), 2963
(C-H), 2871.3, 1650 (CO), 14559, 1376.3 (C-N),
1113.0. EIMS miz (%): 471 (M*, 22), 413 (M*-58,
15), 412 (40), 58 (100). '"H NMR (200 MHz, CDCl,)
o ppm: 0.60 (d, J=4.9, 1H, H-19), 0.67 (d, J=4.9,
1H, H-19%), 0.90 (s, 3H, CH3), 0.93 (d, J=6.5, 3H,
CH3-21), 1.09 (s, 6H, 2CH3), 1.15 (s, 3H, CH3),
1.21 (s, 3H, CH3), 1.30 (s, 3H, CH3), 2.56 (m, 2H,
CH, OH), 3.59 (dd, J=2.14, J=12.2, 1H, H-24),
4.61 (q, 1H, H-16), 6.43 (NH). >*C NMR (50 MHz)
o ppm: 304 (C-1), 354 (C-2), 177.6 (C-3), 57.3 (C-
4), 50.3 (C-5), 23.5 (C-6), 25.5 (C-7), 48.5 (C-8),
23.0 (C-9), 28.1 (C-10), 26.9 (C-11), 329 (C-12),

459 (C-13), 45.3 (C-14), 45.1 (C-15), 75.0 (C-16),
57.5 (C-17), 19.1 (C-18), 29.9 (C-19), 28.9 (C-20),
209 (C-21), 352 (C-22), 25.5 (C-23), 82.6 (C-24),
73.3 (C-25), 23.9 (C-26), 25.7 (C-27), 19.7 (C-28),
31.8 (C-29), 24.3 (C-30).

4.1.7. 25-0-Acetyl-4-aza-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-
hydroxycycloartan-3-one (7). A solution of 6 (20 mg,
0.037 mmol) in Ac,O was treated as for 3 [Section
4.1.4] to give 19.1 mg (89%) of 7 as a white powder
which melted at 200-203 °C. IR (KBr) vp., cm™ '
3446.1, 2960 (C-H), 2873.3, 1733.5 (C=0), 1660.3
(C=0), 1458.7, 1371.4, 1255.8, 1115.5. EIMS m/z,
(%): 513 (M*, 18), 498 (2), 453 (14), 438 (M*-75,
10%), 438 (10), 412 (30), 326 (15), 58 (100), 43 (13).
'H NMR (300 MHz, CDCl;) 6 ppm: 0.60 (d,
J=47, 1H, H-19), 0.66 (d, J=4.7, 1H, H-19’), 0.90
(s, 3H, CH3-28), 0.92 (d, J=6.2, 3H, CH5-21), 1.14
(s, 3H, CH;5-18), 1.23 (s, 3H, CH3-29), 1.31 (s, 3H,
CH3-26), 1.39 (s, 3H, CH5-30), 1.44 (s, 3H, CH3-27),
1.96 (s, 3H, CH; in acetyl moiety), 2.53 (m, 2H,
CH»-2), 3.82 (dd, J=2.3, J=12.5 1H, H-24), 4.63
(q, 1H, H-16), 6.18 (br s, 1H, NH). *C NMR
(75.5MHz) ¢ ppm: 30.3 (C-1), 34.7 (C-2), 177.9 (C-
3), 57.8 (C-4), 50.1 (C-5), 22.2 (C-6), 254 (C-7),
48.4 (C-8), 23.1 (C-9), 28.0 (C-10), 26.9 (C-11), 32.8
(C-12), 45.8 (C-13), 45.2 (C-14), 45.1 (C-15), 74.5
(C-16), 57.3 (C-17), 19.1 (C-18), 29.9 (C-19), 28.9
(C-20), 21.0 (C-21), 35.2 (C-22), 254 (C-23), 80.1
(C-24), 849 (C-25), 24.1 (C-26), 23.2 (C-27), 19.7
(C-28), 31.6 (C-29), 21.3 (C-30), 170.2 and 22.5 (for
C=0 and methyl in acetyl group).

4.1.8. 25-0-Acetyl-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxy-
cycloartan-3-one (8). Compound 8 was prepared by liter-
ature procedures!! and identified by comparison with
Physical and spectroscopic constants (melting point,

H and '*C nuclear magnetic resonance) with those pre-
viously reported.!!

4.1.9. 25-0O-Acetyl-3-oxime-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-
hydroxycycloartan-3-one (9). A solution of 8 (100 mg,
0.2 mmol) in pyridine was treated as for 1 [Section
4.1.5] to give 78.3 mg (76%) of 9 as a white powder
which melted at 208-210 °C.

IR (KBr) vmax cm 'z 3319.1 (O-H), 2950.3-2874.8 (C—
H), 1734.8 (C=0), 1654, 1459.3, 1371.6, 1255.2,
1115.7, 934.5. EIMS m/z (%): 513 (M*, 16), 454 (65),
497 (12), 496 (11), 453 (69), 436 (100), 412 (92), 396
(36), 109 (33), 59 (15), 43 (63). '"H NMR (300 MHz,
CDCly) & ppm: 0.49 (d, J=4.4, 1H, H-19), 0.72 (d,
J =44, 1H, H-19), 0.87 (s, 3H, CH3), 0.92 (d, J = 6.5,
3H, CH;-21), 1.12 (s, 3H, CH;), 1.15 (s, 3H, CH3),
1.19 (s, 3H, CHs), 1.39 (s, 3H, CH5), 1.44 (s, 3H,
CH3), 1.96 (s, 3H, CH; in acetyl group), 3.37 (dq,
1H), 3.82 (dd, J=2.0, J=12.3, 1H, H-24), 4.61 (q,
1H, H-16). 3*C NMR (75.4 MHz) 6 ppm: 32.6 (C-1),
20.8 (C-2), 169.2 (C-3), 43.0 (C-4), 48.7 (C-5), 21.2 (C-
6), 25.7 (C-7), 47.1 (C-8), 20.8 (C-9), 26.3 (C-10), 26.1
(C-11), 32.7 (C-12), 45.7 (C-13), 45.6 (C-14), 44.7 (C-
15), 74.4 (C-16), 57.2 (C-17), 18.7 (C-18), 29.5 (C-19),
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29.0 (C-20), 21.1 (C-21), 35.3 (C-22), 22.3 (C-23), 80.2
(C-24), 85.0 (C-25), 23.5 (C-26), 23.3 (C-27), 19.5 (C-
28), 21.7 (C-29), 21.4 (C-30), 170.3 and 22.5 (C=0O
and methyl in acetyl group).

4.1.10. 2-Formyl-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycycl-
oartan-3-one (10). To a solution of 2.88 mmol of 1 in
24 mL of dry pyridine, held under nitrogen, was added
5.0 mL ethyl formate (distilled from phosphorus pent-
oxide) followed by a solution of 0.44 g of sodium in
6 mL of absolute methyl alcohol. The resulting solution
was kept at room temperature under nitrogen over-
night. The appearance of a deep color and/ or the for-
mation of an insoluble precipitate evidenced the
reaction. The mixture was poured into a cold solution
of 16.6 mL of glacial acetic acid in 154.4 mL water,
and the resulting precipitate was extracted into methy-
lene dichloride. The organic layer was washed with
water and then extracted with a 2% potassium hydrox-
ide solution. The basic extract was washed with ether
and acidified with glacial acetic acid. The product
(992.9 mg, 71%) was then isolated by extraction in
the usual manner. Mp: 210-214°C. IR (KBr) vyax
em 't 35469 (OH), 3448, 2953.3 (C-H), 2874.5,
1642.9, 1588.2, 1460.3, 1374.2, 1113.1, 1058.2. EIMS
miz (%): 484 (M™, 15), 466 (5), 425 (M*-59, 100), 407
(25), 233 (33), 175 (42), 109 (35), 85 (44), 59 (25), 43
(24). '"H NMR (300 MHz, CDCl5) 6 ppm: 0.48 (d,
J=4.5, 1H, H-19), 0.68 (d, J=4.5, 1H, H-19’), 0.92
(s, 3H, CH3), 0.95 (d, J=6.3, 3H, CH3-21), 1.10 (s,
6H, 2CH3), 1.14 (s, 3H, CH;), 1.18 (s, 3H, CH,),
1.21 (s, 3H, CH3), 1.85 (d, J =15, 1H, H-1), 2.59 (d,
J =15, 1H, H-1"), 3.59 (dd, J=2.1, J=12.5, 1H, H-
24), 4.61 (q, 1H, H-16), 8.67 (d, J=2.4, 1H, H-31),
14.84 (d, J=2.4, 1H, OH). '*C NMR (75.4 MHz) 6
ppm: 31.8 (C-1), 106.6 (C-2), 190.4 (C-3), 42.7 (C-4),
48.2 (C-5), 21.4 (C-6), 25.7 (C-7), 44.6 (C-8), 19.4 (C-
9), 23.6 (C-10), 25.6 (C-11), 32.6 (C-12), 45.8 (C-13),
45.7 (C-14), 45.1 (C-15), 74.8 (C-16), 57.4 (C-17),
19.1 (C-18), 30.0 (C-19), 29.0 (C-20), 20.9 (C-21),
354 (C-22), 23.4 (C-23), 82.5 (C-24), 73.3 (C-295),
23.8 (C-26), 25.6 (C-27), 19.8 (C-28), 24.4 (C-29),
21.6 (C-30), 189.0 (C-31). A colorless prism-like crystal
of 10 of approximate dimensions 0.30 x 0.17 x 0.07 mm
was used for X-ray analysis. The X-ray intensity data
were measured at 291 K on a Bruker Smart diffractom-
eter. Crystal data and structure are shown in Table 1
and Figure 1E. Crystallographic data for the structure
have been deposited with the Cambridge Crystallo-
graphic Data Center, CCDC 258729.

4.1.11. [2,3-d]|Isoxazole-(16§,24 R)-16,24-epoxy-25-
hydroxycycloartane (11). A solution of 115mg of 10
in 7mL glacial acetic acid was stirred and refluxed
for 2h with 45.6 mg of powdered hydroxylamine
hydrochloride. The mixture was poured into a cold
solution and then extracted with EtOAc. The organ-
ic layer was washed with dilute sodium bicarbonate
solution to remove acetic acid and then with water.
Evaporation of the dried (over anhydrous sodium
sulfate) solution and purification by CC afforded
91 mg (80%) of isoxazole 11 that melted at 146—
150 °C.

IR (KBr) vax cm™': 3482.5 (OH), 3448, 2960.9 (C-H),
2874.5, 1735.1, 1641.3, 1462.8, 1374.7, 1112.9. EIMS
miz (%): 481 (M™, 8), 463 (7), 422 (M*-59, 100), 404
(25), 230 (30), 175 (22), 109 (31), 85 (34), 59 (34), 43
(34). '"H NMR (200 MHz, CDCl;) & ppm: 0.46 (d,
J=438, 1H, H-19), 0.72 (d, J=4.8, 1H, H-19), 0.93
(s, 3H, CH3), 0.95 (d, J =6, 3H, CH;-21), 1.10 (s, 6H,
2CHs), 1.18 (s, 3H, CH3), 1.21 (s, 3H, CH3), 1.35 (s,
3H, CHy), 195 (d, J=154, 1H, H-1), 2.65 (d,
J=154, 1H, H-1'), 3.60 (dd, J=2, J=124, 1H, H-
24), 4.62 (q, 1H, H-16), 7.98 (s, 1H, H-31). °C NMR
(50 MHz) ¢ ppm: 28.4 (C-1), 110.0 (C-2), 135.6 (C-3),
45.8 (C-4), 48.3 (C-5), 20.8 (C-6), 26.0 (C-7), 46.7 (C-
8), 24.6 (C-9), 29.3 (C-10), 25.6 (C-11), 32.7 (C-12),
45.7 (C-13), 45.7 (C-14), 45.2 (C-15), 74.9 (C-16), 57.5
(C-17), 19.1 (C-18), 30.1 (C-19), 28.9 (C-20), 20.9 (C-
21), 35.4 (C-22), 23.5 (C-23), 82.5 (C-24), 73.3 (C-25),
23.9 (C-26), 25.7 (C-27), 19.8 (C-28), 25.5 (C-29), 22.2
(C-30), 149.5 (C-31).

4.1.12. 2-Formyl-(16§,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycy-
cloart-1-en-3-one (12). To a solution of phenylselenenyl
chloride (190 mg) in CH,Cl, (7 mL) in an ice bath was
added 120 mg pyridine. After 15 min, a cold solution of
10 (100 mg) in CH,Cl, (3 mL) was added and the mix-
ture was stirred an additional 20 min. The mixture was
washed with 10% aqueous HCI solution twice and
cooled back to 0°C, at which time 0.1 mL of 30%
H,0, was added. An additional 0.1 mL of 30% H,O,
was added after 10 min and again after 20 min. After
an additional 10 min, 3 mL of water was added. The
mixture was worked up according to the standard
procedures to give 12 as an amorphous solid
(80.2 mg, 81%) that melted at 243-247 °C. IR (KBr)
Vmax CM 't 35432, 2966.4, 2937.3, 2866.91, 1668.48,
1584.06, 1461.11, 1378.18, 1112.73. EIMS m/z (%):
482 (M™, 55), 464 (53), 423 (M*-59, 53), 405 (17),
245 (80), 159 (70), 135 (60), 109 (70), 59 (100), 43
(72). '"H NMR (300 MHz, C¢Dg) 6 ppm: 0.45 (d,
J=4.6, 1H, H-19), 0.60 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 3H,
CH;), 0.90 (d, J=6.5, 3H, CH3-21), 0.91 (d, J=4.6,
1H, H-19’), 1.03 (s, 3H, CH3), 1.12 (s, 3H, CHj),
1.14 (s, 3H, CH3), 1.18 (s, 3H, CHj3), 2.04 (m, 1H),
2.53 (br s, 1H, OH), 3.59 (dd, J=3.6, J=12.5, 1H,
H-24), 4.45 g , 1H, H-16), 7.60 (s, 1H, H-1), 10.51 (s,
1H, H-31). °C NMR (75.4 MHz) 6 ppm: 160.6 (C-
1), 132.2 (C-2), 201.9 (C-3), 46.2 (C-4), 43.9 (C-5),
19.5 (C-6), 27.7 (C-7), 43.6 (C-8), 27.7 (C-9), 31.5 (C-
10), 23.7 (C-11), 32.3 (C-12), 45.8 (C-13), 45.8 (C-14),
442 (C-15), 74.5 (C-16), 57.2 (C-17), 17.9 (C-18),
32.1 (C-19), 29.2 (C-20), 21.1 (C-21), 35.7 (C-22),
23.3 (C-23), 82.9 (C-24), 73.0 (C-25), 25.1 (C-20),
25.8 (C-27), 21.5 (C-28), 18.8 (C-29), 18.7 (C-30),
188.9 (C-31).

4.1.13.  2a-Cyano-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxy-
cycloartan-3-one (13). To 3 mL of a 0.2 M solution of
lithium diisopropyl amide (Sigma) at —78 °C under
nitrogen was added 1 (250 mg) in dry THF (3.0 mL).
The mixture was stirred for 1 h and then the enolate
was drawn up by syringe and added to a solution of p-
toluene-sulfonyl cyanide (368 mg, 2.00 mmol) in THF
at —78 °C over a period of about 3 min. The reaction
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mixture was stirred for 1 h at —78 °C. After 1 h, the mix-
ture was quenched with concentrated ammonium
hydroxide (0.5 mL) and warming the vessel to room
temperature to decompose the residual p-toluene-sulfo-
nyl cyanide, acidification with 10% HCI, and usual
extractive work-up (diethyl ether) afforded the crude
product. It was purified by CC and 13 (114 mg) was ob-
tained as an amorphous solid that melted at 222-223 °C.
IR (KBr) v, cm ' 3544.8 (O-H), 2968.1-2874.0 (C—
H), 2251.9 (CN), 1719.7 (C=0), 1463.5, 1370.3,
1114.6, 1058.6. EIMS m/z (%): 481 (M", 3), 422 (M"-
59, 74), 404 (100), 336 (15), 175 (52), 161 (32), 133
(30), 109 (43), 85 (50), 59 (35), 43 (24). 'H NMR
(200 MHz, CDCl3) 6 ppm: 0.67 (d, J=4.8, 1H, H-19),
0.89 (s, 3H, CH3), 0.94 (d, J =5, 3H, CH3-21), 1.09 (s,
6H, 2CH3), 1.12 (s, 3H, CH3), 1.13 (s, 3H, CH;), 1.16
(s, 3H, CH;), 2.76 (br s, 1H, OH), 3.59 (dd, J =24,
J=124, 1H, H-24), 3.93 (dd, J = 5.6, J = 13.1, 1H, H-
2B), 4.60 (q, 1H, H-16). *C NMR (75.5 MHz) é ppm:
38.9 (C-1), 39.9 (C-2), 204.7 (C-3), 50.4 (C-4), 48.5 (C-
5), 21.2 (C-6), 25.7 (C-7), 47.1 (C-8), 21.9 (C-9), 25.5
(C-10), 26.4 (C-11), 32.5 (C-12), 45.7 (C-13), 45.7 (C-
14), 44.8 (C-15), 74.8 (C-16), 57.4 (C-17), 18.8 (C-18),
29.6 (C-19), 29.0 (C-20), 21.0 (C-21), 35.4 (C-22), 23.5
(C-23), 82.6 (C-24), 73.3 (C-25), 24.0 (C-26), 25.7 (C-
27), 19.5 (C-28), 22.2 (C-29), 20.3 (C-30), 117.0 (C-31).

4.1.14. 20-Cyano-(16p,24R)-16,24-epoxy-25-hydroxycy-
cloart-1-en-3-one (14). Derivative 14 was obtained using
the method previously described in Section 4.1.12. A
solution of 13 (40 mg) in CH,Cl, was used to give
29.1 mg (76%) of 14 as a crystalline solid which melted
at 274-275 °C. IR (CHCI3) vpax cm ' 3544.27 (O-H),
2957.87, 2876.78, 2232.28 (CN), 1687.55 (C=0),
1594.45, 1464.18, 1385.60, 1113.03. EIMS m/z (%): 479
(M™, 21), 461 (36), 420 (M*-59, 45), 402 (60), 375 (25),
336 (30), 233 (68), 219 (47), 201 (24), 175 (44), 161
(90), 147 (74), 135 (64), 109 (100), 94 (73), 85 (78), 81
(51), 59 (51), 43 (57). '"H NMR (300 MHz, CDCls) ¢
ppm: 0.88 (s, 3H, CH3), 0.95 (d, J = 6.6, 3H, CH;-21),
1.09 (s, 6H, 2CH3), 1.13 (s, 3H, CH3), 1.13 (s, 3H,
CH3), 1.15 (s, 3H, CH3), 3.59 (dd, J=2.1, J=12.5,
1H, H-24), 4.61 (q, 1H, H-16), 7.51 (s, 1H, H-1). 1*C
NMR (75 MHz) 6 ppm: 166.3 (C-1), 114.0 (C-2), 197.8
(C-3), 46.3 (C-4), 43.8 (C-5), 19.2 (C-6), 27.7 (C-7),
43.3 (C-8), 28.2 (C-9), 32.0 (C-10), 23.2 (C-11), 31.9
(C-12), 459 (C-13), 45.8 (C-14), 43.1 (C-15), 74.5 (C-
16), 57.0 (C-17), 17.5 (C-18), 31.9 (C-19), 29.0 (C-20),
21.0 (C-21), 35.4 (C-22), 23.4 (C-23), 82.7 (C-24), 73.3
(C-25), 23.9 (C-26), 25.6 (C-27), 21.2, 18.8, 18.6 (C-28
to C-30), 115.4 (C-31). A colorless prism-like crystal of
14 of approximate dimensions 0.32 x 0.16 x 0.07 mm
was used for X-ray analysis. The X-ray intensity data
were measured at 291 K on a Bruker Smart diffractom-
eter. Crystal data and structure are shown in Table 1
and Fig. 1F. Crystallographic data for the structure
have been deposited with the Cambridge Crystallo-
graphic Data Center, CCDC 258730.

4.1.15. (16S,17R,20S5)-3-Ox0-25-nor-cycloartan-16,24-
lactone (15). Compound 15 was prepared by literature
procedures!!9-¢ and identified by comparison with phys-
ical and spectroscopic constants (melting point, 'H and

3C nuclear magnetic resonance) with those previously
reported.'1d-¢

4.1.16. (16pB,24R)-16,24-Epoxy-25-hydroxycycloartan-
3,4-lactone (16). This derivative was prepared in order
to obtain a crystalline seven-membered ring-A to be
used in the X-ray analysis and it was not evaluated for
biological activity. It was synthesized by literature pro-
cedures and identified by comparison with physical
and spectroscopic constants with those previously
reported.'! An adequate crystal of approximate dimen-
sions 0.6 X 0.5 x 0.06 mm was used for X-ray analysis.
Crystallographic data for the structure have been depos-
ited with the Cambridge Crystallographic Data Center,
CCDC 258731.

4.2. Pharmacology

The inhibitory effects were determined following proto-
cols established by the NCI.!° The human prostate carci-
noma (PC-3), leukemia (K562), central nervous system
(U251), and colon carcinoma (HCT-15) cell lines were
cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 IU/ml penicil-
lin, 100 pg/ml streptomycin, and 1% non-essential amino
acids. They were maintained at 37 °C in a 5% CO, atmo-
sphere with 95% humidity. Adherent cells were detached
with 0.1% trypsin—EDTA to make single-cell suspensions.
Viable cells were counted using a hematocytometer. Cells
(5000-10,000 cells/well) were seeded in 96-well microtiter
plates and incubated at 37 °C. After 24 h, cells were treat-
ed with seven different concentrations (1-100 uM) of the
test compounds initially dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO, 20 mM) and further diluted in medium to pro-
duce the desired concentrations. The plates were incubat-
ed for another 48 h at 37 °C. Doxorubicin was used at five
different concentrations (0.01-5 pM) as a positive con-
trol. After 48 h, adherent cell cultures were fixed in situ
by adding 50 puL of cold 50% (wt/vol) trichloroacetic acid
and incubated for 30 min at room temperature with 0.4%
SRB. Unbound SRB solution was removed washing three
times with 1% acetic acid. Plates were air-dried. Protein-
bound SRB was dissolved with Tris (trishydroxymethyl]
aminomethane) buffer and the optical densities were read
on an automated spectrophotometric plate reader at a sin-
gle wavelength of 515 nm. The concentrations required to
inhibit cell growth by 50% (1Cs) were calculated.!'®

4.3. Computational details

The inhibitory effect on K562 cancer cell line ex-
pressed as Log (1/ICsy) of the series (Table 2) was
used as dependent variable in a comparative molecular
field analysis. Compounds were aligned over argenta-
tin B (1) as template (Fig. 2). The training set used
for the analysis comprised argentatin B and 13 deriv-
atives (1-13, 15), compound 14 being detected as out-
lier during CoMFA.

4.3.1. Molecular structures. Compounds 1-3, 5, 10,
and 14 were built from X-ray crystallographic data.
The remaining compounds were obtained with slight
modifications of these structures and the standard
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bond angles and lengths in Sybyl 6.9 running on sil-
icon graphics Octane®. Energy minimizations were
performed using Tripos force field and Mulliken
charges.

4.3.2. Molecular alignment. The most important require-
ment for CoOMFA studies is that the 3D structures to be
analyzed were aligned according to a suitable conforma-
tional template, which is assumed to be a ‘bioactive con-
formation.” As no structural information is available
about ligand-receptor complexes, compound 1 was used
as template structure for the alignment and carbon
atoms on cycles B, C, and F were used as common frag-
ment (Fig. 2). Compounds 1-13 and 15 were aligned on
template by using simple ‘align database’ option given in
Sybyl.

4.3.3. CoMFA. Steric and electrostatic interactions were
calculated using a sp® carbon atom as steric probe and a
+1 charge as electrostatic probe with Tripos force field.
The CoMFA grid spacing was 2.0 A in the x, y, and z
directions. The default value of 30 kcal/mol was set as
the maximum steric and electrostatic energy cutoff. Min-
imum-sigma (column filtering) was set to be 2.0 kcal/
mol.

The CoMFA descriptors and Log (1/ ICsy) were used
as independent and dependent variables, respectively,
in partial least-square (PLS) regression analyses to de-
rives the 3D-QSAR model. PLS analyses were first
conducted using leave-one-out cross-validation meth-
od. The final model was developed with the optimum
number of components equal to that yielding the
highest ¢°.

4.4. Determination of experimental Log P of 1 and 3

4.4.1. Assay. The experimental LogP,,, of 1 was deter-
mined at five different concentrations by duplicate (4,
2.5, 2, 1.5, and 1 mg/ ml), using 1 mL octanol (Sigma)
and 200 mL of deionized water and GC-MS as detec-
tion system. The aqueous phase was extracted with
CH,Cl, and then it was evaporated, and the residue
was transferred to a 100 pL silanized insert in an
autosampler vial. The autosampler vial was placed in
a manifold to be dried under nitrogen. The dried res-
idue was derivatized with 20 uhL MSTFA (N-methyl-
N-trimethylsilyl-trifiluoroacetamide) at 75°C  for
20 min.

On the other hand, the experimental Log P, of 3 was
determined at two concentrations by duplicate (2 and
1 mg/ mL), using 1 mL octanol (Sigma) and 200 mL of
deionized water. The aqueous phase was extracted
with CH,Cl, and then it was evaporated under nitro-
gen. The residue was reconstituted in 30 uL with
methanol in an insert, which was placed in an auto-
sampler vial.

4.4.2. Detection and quantification'8. An aliquot of 2 pL
of sample (1 or 3) was used to quantify the compound
using GC-MS detection. GC-MS analyses were per-
formed using a HP system (Hewlett-Packard, Palo

Alto, CA, USA) consisting of a HP chromatograph
connected to a HP 5988 quadrupole mass spectrome-
ter. The GC was equipped with a HP7673 autosam-
pler and a DB-1 column from J&W (Folson, CA,
USA). Helium was used as carrier gas with a head
pressure of 15 psi. The injector and transfer line were
maintained at 285 °C. The column temperature was
maintained at 160 °C for 4 min followed by a gradient
of 15°C/min to 230 °C. This temperature was main-
tained for 4 min and then a gradient of 25 °C/min to
285 °C was carried out. The mass spectrometer condi-
tions were as follows: electron impact, ion source tem-
perature 200 °C, and ionization voltage 62 ¢V for total
ion mode.

Area under the curve (AUC) of the peak at 15.99 (for 1)
or 15.95 min (for 3) was calculated. Two five-point cal-
ibration curves (one for each compound) were used to
calculate the milligrams of 1 or 3 in aqueous phase.
The milligrams of each compound in octanol phase
was then indirectly calculated and concentrations of
each compound in each phase led to determine the par-
tition coefficients.
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Abstract—The syntheses of nine argentatin A analogs are described. These compounds were assessed for their ability to inhibit
growth in vitro in four human cancer cell lines. Our results showed that the presence of either a double bond at C-1/C-2, or a bro-
mine atom or formyl moiety at C-2 as well as the presence of an isoxazol ring in argentatin A enhanced its potency in all cell lines
tested. In addition, an X-ray study of (16S,17R,20S,24 R)-3-oxime-20,24-epoxy-16,25-dihydroxy-cycloartan-3-one led to the deter-

mination of the correct stereochemistry of argentatin A.
© 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Triterpenoids form a large class of compounds derived
biosynthetically from the cyclization of squalene with
the retention of all 30 carbon atoms.! Many of these nat-
urally occurring compounds have interesting biological
and pharmacological properties.” For example, ursolic
acid, an ursane-type triterpene, inhibits tumorigenesis,*
and induces tumor cell differentiation.* It has also pro-
ven effective in the inhibition of angiogenesis® and inva-
sion,® which are important events involved in tumor
metastasis.

On the other hand, some cycloartane-type triterpenes,
such as methyl quadrangularates B and D, and actein,
have also shown cytotoxic activity on several cancer cell
lines.”

Argentatin A (1), a cycloartane-type triterpene, is an
important component of the resin of Parthenium argen-
tatum Gray (Guayule).® Guayule is a common desert
shrub in Northern Mexico and Southwestern USA. It
has been intensively studied as a renewable native source
of natural rubber, and it is known that for each kilo-
gram of natural rubber obtained, 1 kg of a by-product
named resin is also produced.® Taking into account that

Keywords: Cycloartane; Argentatin A; Cytotoxicity.
* Corresponding author. Tel.: +52 55 56224403; fax: +52 55
56162203; e-mail: marvaz@servidor.unam.mx

0960-894X/$ - see front matter © 2004 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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the argentatins, including argentatin A, comprise 20% of
the resin, it can be inferred that these compounds will be
available in large amounts.

Our studies on the argentatins have demonstrated that
argentatin A (1) possesses anti-microbial properties.’
Additionally, in a previous paper, we reported that 1
inhibited 100% of cell growth in six cancer human cell
lines (HeLa, K562, U251, PC-3, MCF-7, and HCT15)
at 100 uM.'°

As a strategy to elucidate structural requirements in-
volved in the cytotoxic activity of 1, we now wish to re-
port the synthesis and biological evaluation of nine
derivatives of argentatin A.

Argentatin A was obtained from the resin of P. argent-
atum (Gray) as previously reported!! and identified by
comparison of its physical and spectroscopic constants
(mp, '"H and 'C NMR) with those reported in
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® 3R=H
4 R=-COCH; N

il HO. =

TR=0 iy
8 R= N-OH

Scheme 1. Reagents and conditions: (i) Br/CH3;COOH, 98%; (ii) (a) PhSeCl, EtOAc, (b) THF, H,O, 70%; (iii) AcONa/(CH3CO),0, 99%;
(iv) NH,OH-HCI, CsHsN, 90%; (v) CH;COOH, CrOs, H>0, 40%; (vi) HCO,Et, CsHsN, Na/MeOH, 89%; (vii) NH,OH-HCIl, CH;COOH, 80%.

literature, as well as by comparison with an authentic
sample.®

Syntheses of argentatin A derivatives (2-10) are de-
scribed in Scheme 1.

The 2-bromo derivative 2 was obtained from Argentatin
A (1) when treated with bromine liquid in acetic acid,
while treatment of 1 with phenyl selenium chloride in
ethyl acetate followed by addition of tetrahydrofuran
and hydrogen peroxide yielded 3.

Compound 3 was transformed into the unsaturated ace-
tate 4 by treatment with sodium acetate in acetic anhy-
dride. Oxime 5 was synthesized by treatment of 1 with
hydroxylamine hydrochloride in pyridine.

Lactone 6 was obtained from 1, when it was dissolved
in acetic acid and treated with chromium trioxide in
water.

The treatment of 1 with sodium acetate in acetic anhy-
dride gave 7. The resulting acetate was transformed into
its corresponding oxime 8 by treatment with hydroxyl-
amine hydrochloride in pyridine.

Formyl derivative 9 was obtained from 1 by treating
with sodium methoxide prepared in situ and ethyl for-
mate. In addition, isoxazol derivative 10 was obtained
from 9, when treated with hydroxylamine hydrochloride
in acetic acid.

All the compounds were characterized by spectroscopic
and analytical tools. Additionally, adequate crystals
of 5, suitable for X-ray analysis were obtained. This
analysis permitted the assignment of the structure

Figure 1. Crystal structure of 5.

as  (16S, 17R,20S,24R)-3-oxime-20,24-epoxy-16,25-
dihydroxy-cycloartan-3-one (Fig. 1).!2

The view of molecule 5 in Figure 1 shows the trans, cis,
trans, cis junctions for rings A-D similar configuration
to those previously described for some argentatins.'3
In 5, the ring A adopts a chair conformation, while
the ring B displays a half-chair conformation due to
the presence of the cyclopropane ring. The central ring,
C, is present as intermediate between half chair and
twist, while the five-member ring D adopts a twist
conformation.

Even though argentatin A has been isolated since 1970
from P. argentatum and from other Parthenium spe-
cies,'# its stereochemistry has not been accurately deter-
mined. For instance, some authors assigned an R
configuration to the stereogenic center at C-20,'> while
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Table 1. Effect of argentatin A derivatives on the growth of human cancer cell lines (concentration causing 50% cell growth inhibition)

Compound 1Cs5y (SEM), tM
HCT-15 (colon) K562 (leukemia) PC-3 (prostate) U251 (CNSH)

1 31.70 £ 1.10 38.61 +4.47 20.22 +3.44 27.34 £ 1.00
2 323+ 1.10 4.34 £0.75 11.06 £ 0.66 13.89 £ 0.44
3 16.66 £ 1.50 16.84 +3.46 15.26 £1.70 18.88 £ 0.36
4 >100 >100 13.93£0.324 58.44 +4.00
5 3580+ 1.98 4443 +5.57 4691 £2.75 26.79 £2.39
6 >100 >100 >100 >100

7 40.68 £2.49 68.39 £8.30 22.69 +2.50 30.51 £ 3.45
8 28.87+3.17 15.18 £2.35 12.56 £2.42 21.37 £ 1.67
9 9.82£0.21 14.38 £0.78 5.69 +0.05 5.88 £ 1.03
10 10.24 £0.77 11.02 £ 1.05 13.00 £ 3.56 11.30 £ 1.55

Each data is given as the mean and its standard error (SEM) of at least three independent experiments. Doxorubicin: HCT-15: 0.23 £ 0.01 uM; K562:

0.28 £ 0.01 uM; PC-3: 0.32 = 0.02 uM; U251: 0.09 £ 0.02 pM.
# Central Nervous System.

others did not specify the stereochemistry of the same
center. Since no stereogenic center was modified in the
reaction to obtain 5 from 1, then the stereochemistry
of 1 was established as (16S,17R,20S,24R)-20,24-
epoxy-16,25-dihydroxy-cycloartan-3-one.

The cytotoxic activity of argentatin A derivatives on
K562 (leukemia), PC-3 (prostate), U251 (central ner-
vous system), and HCT-15 (colon) cancer human cell
lines was determined using the sulforhodamine B test.'®
The concentrations required to inhibit cell growth by
50% (ICsp) were calculated according to the protocol
previously established.!®

The cytotoxic activity of argentatin A (2-10) derivatives
is shown in Table 1.

An analysis of the results of cytotoxic activity of the syn-
thetic argentatin A derivatives led to the establishment
of an important fact with respect to their structure—
activity relationship. The presence of either a double
bond at C-1/C-2, or a bromine atom or formyl moiety
at C-2, as well as the presence of an isoxazol moiety
linked to ring A enhanced the potency of argentatin A
in all cell lines tested (2, 3, 9, and 10 are more active than
1).

Lactone derivative 6 was inactive in all cell lines tested;
this fact suggests that the presence of an isopropyl alco-
hol group at C-24 is essential for the inhibitory activity.

In conclusion the modification of argentatin A afforded
four compounds that resulted in more active than 1 on
all cell lines tested.
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Incaniline (isoargentatin A) from Parthenium

argentatum

The title compound, (20S,24R)-incanilin, C3;,Hy30,, contains
three six-membered rings and two five-membered rings. The
six-membered ring B adopts a distorted envelope conforma-
tion and five-membered ring D adopts a twist conformation. In
the crystal structure, the molecules exist as O—H-:.--O
hydrogen-bonded dimers.

Comment

Guayule (Parthenium argentatum) has been studied due to the
high content of rubber in its roots and aerial parts. As a result
of the industrial process used to obtain this rubber, high
quantities of a resin by-product are also produced. Our
research has shown that cycloartane-type triterpenes are the
main constituents of this resin. We have also demonstrated
that some of these triterpenes possess antimicrobial activity
(Martinez-Vazquez et al., 1994) and show a non-competitive
inhibition of oestrogens in breast cancer (Calzada et al., 1995).

CHs

HyC CH,

I

Although there is a previous report on the stereochemistry
of incaniline (isoargentatine A; Romo de Vivar & Matsubara,
1986), no report on the crystal structure determination of this
compound has appeared. Therefore, due to this lack of data
and as part of an effort to explore the structure-activity
relationships of natural products isolated from guayule, the X-
ray crystal structure determination of incaniline, (I), was
undertaken.

Incaniline is a pentacyclic triterpene (Fig. 1), with three six-
membered rings (A, B and C) and two five-membered rings (D
and E). The A/B and C/D ring junctions are trans fused. Ring
A adopts a slightly distorted chair conformation, as evidenced
by the Cremer & Pople (1975) puckering parameters of g, =
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Figure 1

The molecular structure of (I), showing 40% probability displacment
ellipsoids and the atomic numbering scheme.

0.083 (2) A, g5 =0.512 (2) A and ¢, = —18 (2)°. This distortion
is caused by the O1=C3 carbonyl bond [1.213 (4) A] The
total puckering amplitude, Ot [0.518 (2) A] is slightly lower
than the value for an ideal chair conformation [0.63 A].

Rings B and C are fused through the G=C double bond
[C8=C9 1.335 (4) A] The puckering parameters of ring B
show that this ring adopts a half-boat conformation, with g,
0401 2) A, ¢5 = 0331 (2) A, ¢ = 11.0(3)° and Oy
0.520 (2) A. The C10—C9—C8—C7—C6 fragment in ring B is
planar (r.m.s deviation 0.038 A), with atom CS5 deviating from
it by 0.698 (5) A. Ring C also adopts a half-boat conformation,
with ¢» = 0.418 (2) A, ¢5 = 0.324 (2) A, ¢, = —107.0 (3)° and
Ot = 0.528 (2) A. Atom Cl13 deviates from the C14/C8/C9/
C11/C12 plane (r.m.s deviation 0.045 A) by 0.720 (4) A.

Ring D is twisted around the C13—C14 bond, with puck-
ering parameters g, = 0.464 (2) A and ¢, = —163.6 (3)°. Ring
E adopts a slightly distorted envelope conformation, with ¢, =
0.350 (2) A and @, = —132.0 (4)°. The relative orientation of
rings D and E in (I) is different from that observed in
Beesioside J (Ju et al., 2002) and 3,15,16,18-tetra-acetoxy-
20,24-epoxy-9,19-cyclolanostane-3,15,25-triol-D-pyranoside
hemihydrate (Sakurai et al., 1986).

In the crystal structure of (I), the molecules exist as O—
H- - -O hydrogen-bonded dimers (Table 2).

Experimental

The title compound was isolated from the roots of Parthenium
argentatum, as previously reported by Romo de Vivar et al. (1990).
Crystals of (I) suitable for X-ray diffraction were grown by recrys-
tallization from an ethanol solution.

Crystal data

C30Hy504 Mo Ko radiation

M, = 472.68 Cell parameters from 8001
Orthorhombic, C222, reflections

a=13.9158 (7) A 6 =22-31.0°

b =14.8078 (8) A i =0.07 mm™

¢ =26.3807 (14) A T=291(2) K

V =5436.1 (5) A3 Prism, colourless
Z=38 0.40 x 0.30 x 0.30 mm
D,=1155Mgm™

Data collection

Bruker SMART APEX CCD area- 2096 reflections with I > 20(1)

detector diffractometer R;, = 0.047
¢ and w scans Omax = 25.0°
Absorption correction: none h=-16 — 16
22368 measured reflections k=—-17 - 17
2652 independent reflections [=-31—-31

Refinement

Refinement on F?
R[F? > 20(F%)] = 0.049
wR(F?) = 0.117
§=1.02

2652 reflections

309 parameters

H-atom parameters constrained

w = 1/[0*(F,?) + (0.0707P)]
where P = (F,” + 2F2)/3

(A/0) max = 0.006

ApPmax =017 ¢ A3

ApPin = =016 ¢ A3

Table 1

Selected geometric parameters (A, °).

01-C3 1.210 (4) C1—-C10 1.530 (4)
02—C16 1.433 (4) «@-C3 1.481 (5)
03—C24 1.435 (4) C3—C4 1.517 (5)
03—-C20 1.439 (4) C4—C5 1.564 (5)
04—C25 1.404 (5) C5—-C10 1.549 (4)
Ccl—C2 1.525 (5)

C24—03—-C20 109.7 (2) 03—-C20—-C17 110.8 (3)
01-C3—C2 1206 (4) 03-C24—C25 107.8 (3)
01-C3—-C4 122.7 (4) 03—-C24—C23 106.5 (3)
02—-C16—C15 109.6 (3) 04—-C25—-C27 109.8 (4)
02—-C16—C17 114.6 (3) 04—-C25—-C24 106.3 (3)
03-C20—C21 108.5 (3) 04—-C25—-C26 108.2 (3)
03-C20—C22 103.1 (3)

C10—-C1—-C2—-C3 —56.7 (4) C10—C9—-C11—-C12 176.0 (3)
Cl—C2—C3—C4 513 (5) Cl11—C12—C13—Cl4 541 (3)
C7—C8—C9—-Cl11 177.5 (3) C15—C16—C17—C13 15.8 (3)
C7—C8—C9—-C10 0.8 (5) 03—-C20—C22—C23 —36.6 (4)
C8—C9—C11—-C12 —0.9 (5)

Table 2

Hydrogen-bond geometry (A, °).

D—H---A D—H H---A DA D—H---A
02—H2.--04 0.82 2.00 2.689 (4) 141

Symmetry code: (i) x, =y +1, —z + 1.

H atoms were included in calculated positions (O—H =0.82 A and
C—H =0.96-0.98 A) and refined using a riding model, with Us,,(H) =
1.5Uy(carrier) for hydroxy and methyl H atoms and 1.2Uq(carrier)
for other H atoms. A rotating-group refinement was used for the OH
groups. In the absence of significant anomalous scattering effects,
Freidel pairs were merged during refinement and the absolute
configuration was not determined; the enantiomer used in the refined
model was assigned arbitrarily.

Data collection: SMART (Bruker, 2001); cell refinement: SAINT
(Bruker, 2001); data reduction: SAINT; program(s) used to solve
structure: SHELXTL (Bruker, 2000); program(s) used to refine
structure: SHELXTL; molecular graphics: SHELXTL; software used
to prepare material for publication: SHELXTL and PARST95
(Nardelli, 1995).

The authors acknowledge Gabriela Salcedo for technical
assistance.
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