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RESUMEN

Desde tiempos remotos las fuentes naturales han sido utilizadas para combatir
padecimientos humanos y en las dltimas décadas parece haberse incrementado el interés
per los productos de origen vegetal de manera que se evalua & potencial como fuentes

de farmacos o prototipos de estos para el tratamiento de enfermedades como el cancer y
el sida.

El cancer es la segunda causa de muerte en nuestro pais y a nivel mundial. Este
padecimiento que representa uno de los principales problemas de salud pdblica es objeto
de numerosas investigaciones encaminadas al conocimiento de las causas y a la
bisqueda de tratamientos mas especificos.

En la decada de los 60's en un programa desarrollado por el National Cancer
Institute se aisld de un extracto de Taxus brevifolia (Taxaceae), un compuesto
denominado taxol que demostrd actividad sobre ciertas lineas celulares y en 1992 fue
aprobado por la FDA para el tratamiento de cancer ovarico. El potencial terapedtico del
taxol desencadeno la bisqueda de fuentes alternativas de este compuesto para suplir la
creciente demanda. Aun cuando se ha informado la sintesis total y biosintesis a partir de
cultivos celulares para la obtencidn en gran escala, la fuente principal de taxol son las
especies pertenecientes al género Taxus. Por tal motivo en el presente trabajo se realizo
el estudio de la especie mexicana Taxus globosa con el fin de determinar su contenido de
taxanos y evaluar su potencialidad como fuente de taxol.

Mediante diversas técnicas de andlisis se estudiaron poblaciones de Taxus
globosa colectadas en Chiapas e Hidalgo. Como resultado del analisis se obtuvieron
diversos compuestos que fueron identificados por métodos espectroscépicos como: 1-
deshidroxibaccatina 1ll, yunnanxano, 10-desacetilbaceatina Ili, 1p-hidroxibaccatina |, el
biftavonoide gingketina, ponasterona A, epi-catequina y betuldsido.
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introduccién

Desde el inicio de la humanidad se han utilizado las plantas para tratar diversos
padecimientos y el cdncer, una de las enfermedades (ue causa mayor preccupacion en
la actualidad, no ha sido la excepcién. Este patecimiento representa la segunda causa de
mortalidad en nuestro pafs y a nivel mundial, por lo que numerosas investigaciones sobre
i etiologia y tratamiento del mismo se realizan continuamente. Hoy dia las alternativas de
tratamiento para los pacientes con cancer incluyen cirugfa, radioierapia, qumioterapia e
inmunoterapia.

Bentro de la quimicterapia se debe reconocer el papel de los recursos naturales
como fuerte de farmacos o prototipos para el desarrollo de los mismos. Se tienen
informes de que aproximadamente 3000 especies presentan actividad antitumoral' y sin
embargo sdlo se conocen algunas decenas de sustancias uiiizadgas clinicamente
derivadas de productos naturales tales como ia podofilotoxina (1) aislada de la resina de
raices y rizomas de Podophyllum peftatum. La camptotecina  (2)° un compuesto
antineoplasico aislado de Camptotheca acuminaia, que muestra amphia actividad en una
variedad de sistemas tumorales y es un potente inhibidor de la sintesis de acidos
nucleicos, los alcaloides vinblastina {3)' v vineristina (4)* aislados de Catharantus roseus ¥
mas recientemente el taxol (5).°

El taxol {8) muestra efectividad en el tratarmiento de cancer ovarico y de mama y
recientemente se han obtenido resultados promisorios sobre otros tipos de cancer® A
diferencia de otros agentes antimitéticos coma la colchicina o los alcaloides de la vinea {3,
4} que actuan inhibiendo la pokmerizacion de 'a tubulina en microtdbuios, el taxol
promueve el ensamblamiento de estas unidades que Juegan un papel determinante en (a
division celular.”

Ol

OH
HiCO OCH,

OCH,

podofilotoxina (1) camptotecina (2}
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vinblastina (3) vincristina (4)

faxot (5)

Originalmente el taxol (5} fue obtenido por extraccion de la corleza deiﬂtejoﬂdel
Pacifico (Taxus brevifolia Nutt., Taxaceae), un &bol pequedo distribuido en loda la costa
€ Interior de la montafa del noroeste de Estados Unidos. Pero at descubri el potencial
terapeutico, se hizo necesaria la evaluacién de fuentes alternas. Nicolau,® Hofton? y otros
han realizado fa sintesis iotal por dos rutas diferentes, sin embargo, ¢! alto costo

implicado en estos procesos no hacen comercialmente viable esta forma de obtencion.

Actualmente el taxol y un andlogo el taxotere® {6) que presenta actividad similar
son obtenidos sintéticamente por acilacion de la 10-desacetilbaccatina il Ty
compuestos relacionados aislados de las diferentes especies de taxus. Si bien esta fuente
de matena prima presenta bajo rendimiento, es renovable ¥a que se usa principaimertte el
follaje y ademas se ha informado el cultivo a gran escala. Otras opciones exploradas para
suplir la demanda de taxol es e! cultivo de tejidos™ o microorganismos como Taxomyces

andreanae, un hongo endofitico de T, brevifolia,"® aunque se ha notado que tampoco
resultan ser comerciaimente factibles.
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taxotere® {6) 10-desacetilbaccatina il (7)

En resumen, las espacies de Taxus constituyen actualmente la fuente principal de
taxol ya sea como producto natural o bien por semisintesis. Por tal motivo en ei presente

trabajo se realizo el estudio quimico del “tejo" mexicano (Taxus globosa Schlecht).



Objetivos

Objetivo General:

Establecer el contenido metabdlico del "tejo" mexicano (Taxus

globosa) con el fin de evaluar su potenciafidad como fuente de taxol v/o
sustancias analogas.

Objetivos particulares:

1. Realizar el aislamiento y la determinacion estructural de las
sustancias presentes en diferentes poblaciones de la especie vegetal
bajo estudio, aplicando diversas iécnicas de andlisis.

2. Comparar los constituyentes quimicos presentes en las diferentes
poblaciones y evaluar si existe una correlacion entre el contenido
quimico y la ontologia de la misma,






Antecedentes

Génerc Taxus.

Generalmente se acepta que la familia Taxaceae comprende los géneros Torreya
y Taxus, aunque algunos autores consideran a esta famitia dividida en dos tribus: Taxeae
y Totreyeae. La primera incluye a los géneros Austrotaxus, Taxus y Pseudotaxus.

Mientras que la subtribu Torreyeae comprende a los géneros Amentotaxus y Torreya.'s

E! género Taxus es el mas importante de esta familia, hay datos de que habita el
olaneta desde hace mas de 200 millones de afios”’ y desde el inicio de la humanidad ha
sido apreciado por el hombre. Se distribuye en las regiones himedas y de bosgue
templado en el hemisferio norte dei planeta. También se localiza en las regiones
tropicales y subtropicales del sureste de Asia y Aménca central y en el hemisferio sur en
Sumatra y Celebes." Puede crecer en forma de arbusto o bien de arbol pequeno.'

Hay discrepancia entre el ndmero de especies de este genero, algunos suponen
que el taxus 0 "tejo" como se le denomina comunmente, es una sola especie con varias
subespecies geogré\ficas20 y otros aceptan la existencia de siete a nueve especies

claramente diferenciables®’ las cuales se resumen en la tabla 1.

Especie Localizacion
Taxus brevifolia, Nuttall Canada, Estados Unidos, Alaska.
Taxus giobosa, Schiecht. México, El Salvador, Honduras, Belice,

Guatemala

Taxus floridana Nutta!l Florida
Taxus canadensis Marshall lowa, Tennesse, Carolina del norte
Taxus baccata Linn Europa, Asia menor, Africa del norte
Taxus cuspidata Sieb y Zucc. China. Japén, Corea
Taxus wallichiana Zucc Afganistan, Tibet, China
Taxus yunnanensis Cheng Yunan, China

Tabla 1. Especies de Taxus y localizacion.

Cabe mencicnar que en algunos casos la pérdida de caracieres taxonomicos

claramente distintivos provoca el uso de sinénimos para una misma especie.
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El género Taxus ha sido apreciado desde la antigliedad por el hombre y ha
impactado nuestra historia, literatura y arte. Para ilustrar este punto se puede mencionar
que cwilizaciones antiguas como egipcios, romanos y celtas utilizaron diversas
herramientas y armas elaboradas con madera de “tejo” que hoy dia son exhibidas en
miuseos Europeos. Asi mismo Homero describié que los arqueros postrados en la muralla
de Troya utilizaron flechas de madera de Taxus.? A través de la historia se ha remarcado
el hecho de la toxicidad de ias especies de este género ascciandolo con deidades,
muerte y cuestiones magicas, lo que ha servido como fuente de inspiracién para algunos

literatos sobre todo ingleses como Shakespeare, Elliot y Agatha Christi.

£l tejo también ha sido asociade con el alfabeto y el nombre clentifico Taxus, fué

probablemente derivado de la palabra griega woxo0 similar a 1ofov (flecha) y wofirov
(veneno)®

Ademas de! uso como fuente de madera y preparaciones toxicas, en el folklore
europeo hay indicios de la elaboracién de ténicos y preparaciones diversas para el
tratamiento de enfermedades, por ejemplo en Alemania se mezclaba polvo de corteza
con mantequilla para tratar la tuberculosis vy las infusiones de! follaje eran utilizadas para
el tratamiento de enfermedades nerviosas y epilepsia®. También fué utilizado como

abortivo, para ef tratarmiento de cancer de piel y COmMo remedio contra el reumatismo por
fos nativos amencanos.”

Taxus globosa.

La lnica especie perteneciente al género Taxus que se localiza en nuestro pais es
Taxus globosa, y se ha udentificado en los estados de Midalgo, Chiapas, Veracruz,
Qaxaca, Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro y Nuevo Ledn. Esta distribucién (figura
1) supone la migracion de 1a especie a través de la sierra madre oriental y por ello se
habia considerado como una subespecie de T. floridana o T. baccata.”
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Figura 1.® Distribucion geografica de Taxus globosa Schiecht en México.,

ftios de coleccion (Chiapas e Hidalgo).

Algunos de los nombres comunes con los que se conoce a T. globosa en ciertas
regiones de México son romerillo (Oaxaca), tatscal, granadillo o chuchin {Chiapas). Ef
uso principal es como arbol maderable, curtiente y para elaborar carbon 2

Descripcion botanica de Taxus globosa.

Taxus globosa Schlecht (figura 2), es un arbusto o arbol pegueno perennifolio de
menos de 20 m de alto, de tronco recto de 30 a 50 cm de didmetro, muy ramificado.
Generalmente posee una copa redondeada. La corteza es escamosa de color claro y el
tamano de tas hojas es variable con anchos de 1.5 a 2.0 mm y longitud de 20 a 30 mm,
son claramente falcadas. Ef dpice es mas agudo y el mucrén termina en forma triangutar.

La superficie de las hojas presenta una capa ligeramente mds oscura en el haz,
mientras que la superficie dorsal es de un verde medio con un ligero tinte rojizo.
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Presenta estrobilos masculinos axilares ubicados en la parte interior de las
ramillas, solitarios o en espigas, formados por estambres con filamentos cortos; estrobilos
femeninos solitarios en las axilas de las hojas, dispuestos en ia parte posterior de las
ramas; semillas ovoides cubiertas parciaimente por un arilo carnoso de color rojo mucho
mas redondo que el de las otras especies de * tejo". Florece de diciembre a febrero y las
semillas maduras se encuentran de septiembre a noviembre. Su crecimiento os lento
aunque su vida media es larga. Tiene muy pocas plagas naturales debido a que todas
sus partes, excepto el arilo, son téxicas.®®

Figura 2. Taxus globosa Schiecht: A, Segmento de una rama femenina con semillas
cubiertas por un arilo carmoso de color roje. B. Ramilla con estrébilos masculinos

mostrando los esporangios, C. Rama con estrabilos femeninos,
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Estudios quimicos de Taxus.

Como se menciond anteriormente, las especies de Taxus eran apreciadas por su
madera y por las propiedades téxicas, aunque desde el punto de vista medicinal carecian
de importancia. Las especies con una historia significativa dentro de la medicina
— tradicional son Taxus wallichiana y Taxus cuspidata.” Taxus baccata es la especie mas
estudiada, mientras que la especie mexicana Taxus globesa es la menos analizada
quimicamente.*®
El estudio quimico sobre el género Taxus se inicié por curiosidad sobre las
propiedades téxicas de |as especies. Ef estudio pionero es el realizado por Lucas en 1856
quien aislo una mezcla de sustancias que nombrd taxina.®® Si bien esta mezcla es
responsable en gran parte de la toxicidad, los continuos esfuerzos para establecer su
naturaleza y composicién, no han dado los resultados esperados debido a la inestabilidad
de los constituyentes. En la actualidad se conoce que los componentes principales son
dos sustancias de naturaleza alcaioidea denominadas taxina A (8) y taxina B (8), también

se sabe que ésta dltima actua sobre los canales de calcio provocando un paro
respiratong,®® ¥

O N{CHyl, O NCHy,

ey CeHs
OH

CgHs

CAc

taxina A (8) taxina B (9}

En [a decada de los 60's, al observar el potencial terapedtico del taxot (5) se hizo
necesarta la obtencién de esta sustancia en cantidades suficientes para la continuacian
de su evaluacidn clinica. Una de las fuentes de obtencidn la representan las especies del
mismo género, por lo que el intéres sobre el estudio quimico de éstas cobra auge.
Durante el andlisis de las diferentes especies de Taxus se han caracterizado diversos
compuestos de naturaleza diterpénica los cuales han sido llamados taxanos,

Brevemente se presentara un panorama sobre los aspectos mas relevantes sobre
este tipo de sustancias como clasificacién, biosintesis y reactividad.
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Taxanos.

Las sustancias de este tipo poseen un esqueleto origiﬁal descritc como un
diterpeno compuesto de un sistema [9.3.1.0] pentadeceno™ (figura 3).

1%

Figura 3. Esqueleto de Taxano

Este sisterna triciclico posee una conformacion altamente plegada (figura 4), El
anillo A de seis miembros posee conformacion de bote distorsionado cis fusionado al
anilio B de ocho miembros, el cual a su vez tiene una conformacién silla-bote. En ef caso
de la taxinina o derivados de la baccating, el anillo restante de seis miembros C, tiene una
conformacion de sitla modificada v se fusiona al anillo B en forma frans.® Esta unidad
estructural tiene un doble enlace como cabeza de puente (Bredt) que es estabilizado por
los efectos conformacionales y por la presencia de sustituyentes en el entorno, como se
ha demostrade en estudios de modelado molecular realizados con el sistema biciclo
[5.3.1] undec-1{10)-eno.* La preferencia por una conformacion se ha confirmado por

difraccion de rayos X, o bien, mediciones del efecto nuclear de Overhauser y por cdlculos

conformacionales.® %

Figura 4 Conformacién del esqueletc de taxano.

En la actualidad se conocen mas de 200 taxanos los cuales pueden clasificarse en
un tipo particular por la sustitucién sobre ciertos atomos de carbono (C-1, C-7, C-13) o
por la funcionalidad en C-20 (metleno exociclico, epoxido, oxetano, enlace directo a C-2).
La clasificacion que se mostrara a continuacién es la sugerida por Kingston:®”

1G
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1. Taxanos con un doble enlace exociclico C-4{20).
Los compuestos de esta clase son los mas abundantes y pueden subdividirse a su

vez en tres subclases dependiendo de la naturaleza de la funcion oxigenada en C-5.

1a.- Taxoides con un grupo hidroxilo o acetato en C-5.
Ejemplo de estas susiancias se muestran en la figura 5 e incluyen a fa taxusina
(10),* taxinina A {11).* descinamail taxinina J (12)*° y un compuesto recientemente

aistado el 2«,9u-diacetox-18,5a, 10B, 1 3o-tetrahidroxi-taxa-4{20),11-dieno (13).*

Ry R: Rs R4 Rs Rs
10 H H Ac H Ac  OAc
1t H OAc H H Ac =0
12 H OAc H OAc Ac OQAc
13 OH OAc H H H OH

Figura 5. Taxoides con doble enlace exociclico C-4(20).

1h. Taxodes con una cadena basica en C-5.

Esta subclase de sustancias poseen un éster de Winterstein en la posicion 5. €n
la figura B se muestran algunos de 10s miembros mas importantes entre los que se
encuentran las austrospicatinas {14 a-c) aisladas de Austrotaxus spicatus“, la taxina B8
{9) uno de los constituyentes toxicos del "tejo” y otros (15-18) que presentan un grupo 13-

oxo 0 13c-acetoxilo.*?

AcO Fo g Ri R R: Ry Rs Rg
14a H H OAc OAc OAc OAc

9 WOk 4, W H OH OH OAc OH

CeHs 14¢ H H OH OAc OAc OAc
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R R BR: R: Rs
15 H H H Ac =0
16 OH Ac Ac Ac =0
cHs 17 H H B Ac OAc
1§ OH H H Ac OAc

o] N{CHa)z

Figura 6. Taxcides con cadena basica en C-5.

1¢. Taxoides con un grupo cinamoi! en C-5.

Los primeros taxanos aislados pertenecen a este tipo, pero fueron obtenidos como
preductos de degradacidn por eliminacion de Hofmann de la cadena basica de los
taxoides como la taxina B (9). Sin embargo se han obtemdo algunos compuestos de esta
subclase por aislamiento directo. Las estructuras de algunos ejemplios representativos se
dan en la figura 7. La taxinina B (19) es un ejemplo interesante ya que fué uno de los
primeros taxoides cuya estereoquimica relativa se establecio por el efecto nuclear de
Overhauser.” Otros compuestos que han sido incluidos en esta subclase son 20 y 21%

aislados de una coleccion invernal de hojas de Taxus baccata.

RO QR g,

o

R1 Rg Rs H-i I:‘5
O

(19) H Ac  OAc Ac Ac
”""C))J\/\CEHS (20) H H H H Ac

{21y OH H H Ac H

Figura 7. Taxoides con un grupo cinamcil en C-5.
2. Taxvides con un enlace transanular.

Este grupo de taxoides mantiene la conectividad basica del anille de taxano, pero
incorpora un enlace transanular. Hasta el momento se conocen dos tipos de conectividad:
a) un puente de oxigeno en C-12(16) ejemplificado por la taxinina M (22)* y taxoides con

un enlace C-3(11) que generalmente tienen un grupo carbonilo en C-13. Sobre estos
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dttimos compuestos se ha sugerido que scn formados en la planta por algun mecanismo

de irradiacion, sjemplo de ellos es fa taxinina K (23).®

AcC QAc

H OAc

taxinina M (22) taxinina K {23)

3. Taxoides con un epoxido C-4(20).

Han sido aislados pocos compuestos con un epdxido en la posicion 4-20. El mas
conocido es la baccatina | (24).°° todos ellos tienen un acetoxilo en C-2, pero el
sustiluyente en C-5 puede ser hidrogenc, acetilo, cinamoilo o cadenas béasicas,
principalmente se han aisladc de Taxus canadensis”® y T. mairei™ sin embargo varos
alcaloides como la spicataxina (25} y nicotaxina (26) fueron encontrados en Austrotaxus
spicata.*”

AcO  OAc OAC

AcQ  OAC oac

o} N{CHg),

g CeMs

D H
H OAc

baccatina | (24)

ACO

0

spicataxina (25)
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H OAc

nicotaxina (26)

4. Taxoides con un anilio de oxetano en 4-5.

Son los mas intensamente estudiados debido al potencial terapéutico y ademas
por ser [a segunda clase mas abundante. A este grupo pertenece el taxo! {5). Se pueden

dividir en dos subclases de acuerde a la presencia de ia cadena en la posicion 13.

4a. Taxanos con aniflo de oxetano.

Este grupo se compone de aproximadamente 22 miembros de los cuales el
ejemplo tipico es la baccatna 1l (27) la cual es un andlego de la 10-desacetilbaccatina
Il (7) que se encuentra en forma relativamente abundante en varias especies de taxus
come T. wallichiana y T. baccata de las cuales se ha aislado como materia prima para la
obtencion de taxol a gran escala. Otros taxanos de este tipo identificados en Taxus
brevifolia presentan un benzoilo adicional (28) y (29).%°

AcO o OH

H AcO
OCOCgHs

baccating I (27) 10-desacetilbaccatina Il (7}
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4b. Taxanos con anillo de oxetano y una cadena en C-13.
Esta subclase incluye al taxol y el compuesto rejacionado cefalomanina (30) que
tué aislada originaimente de Cephalotaxus manni* y posteriormente se ha encontrado en

T. wallichiana”" y otros. La diferencia principal de esta clase son los sustituyentes en C-10
y C-7.

ACQ 5 OH

|
o

&
oﬁ"i

Q

HO 1 A<D
OH OCOCH;

cefalomanina (30)
5. Taxoides con el aniflo A de cinco miembros (A-nortaxoides)

Recientemente un pequeno grupe de taxanos con un anilio A de cinco miembros
han sido caracterizados, también se les conoce como 11 {15-+1) abectaxanos. Se
sugiere que derivan de una transposicidn  dei tipo de Wagner-Meerwein de los 1-
hidroxitaxanos & bien de wuna ciclizacion transanutar de epoxibriarenos ©
epoxicembrenos.”® Los A-nortaxanos tienen una forma convexa igual a los taxanos
normaies y a pesar de la diferencia en conectividad, exhiben una topologia similar en tres
dimensiones. Sin embargo los taxanos son conformacionalmente rigidos mientras que los

abeotaxanos son flexibles y son posibles diferentes conformaciones para ios anillos B y
C.
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El primer A-nortaxano caracterizado fué la taxinina A (31)® y mds recientemente se
reasigno la estructura del brevifoliol (32) incluyendose en esta clase. % Un taxano (33)
con un anillo de oxetano como la baccatina [ pero que tiene un anilio A d

e cinco miembros con un puente éxido adicional se ha aistado de T. wallichiana %

HiCoco,  O9AC opc

'OR

OH

taxinina A (31) brevifolicl (32}

6. Taxoides Diversos.

Esta clase agrupa los taxanos que presentan esqueletos modificados y que no
pueden incluirse en alguna de la clases anteriores como por ejempio la taxina A {8) la
cual tiene un esqueleto transpuesto, otros como el compuesto 347 que tiene una
estructura con el anillo de oxetano abierto.

AcO OAC oac

16
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Recientemente se han aislado del género Taxus una serde de compuestos
denorninados taxachitrienos que presentan un esqueleto de biciclo [9.3.1] pentadeceno
(figura 8a), el cual se habia propuesto como precursor biogenético de los taxanos.™ % La

conformacion de este tipo de sustancias se muestra en la figura 8b.

a. esqueieto de taxachitrizno b. conformacidn mds probable de
taxachitrienos.

Figura 8. Esqueleto y conformacion de taxachitrienos.

El taxachitrieno A (35)* es un ejemplo de esta clase de sustancias, fué aislado de Taxus
chinensis y presenta actividad antitumoral in vitro.

Taxachitriieno A (35)

Agqui también se incluyen los denominados 2(3—~20) abeotaxanos gue son
constituyentes de Taxus baccata y presentan un esqueleto como Ia deaminoaciltaxina A
(36) este compuesto presenta una esiructura plegada cuya conformacion se estabiliza

con la formacién de un puente de hudrégenc entre el hidroxilo en Ia posicién 5 y el acetato
en la posicion 13.%
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&

deaminocaciltaxina A (36}

AC

Aparentemente los 2(3->20) abeotaxanos derivan de un verficiladieno A*® La
ciclizacion de verticiladienos de este tipo no ha sido examinada pero la participacién del
doble entace exociclco como especie nuclecfiica en ciclizaciones transanulares

catalizadas por acido se ha postulado para explicar la existencia de algunos germacranos
transpuestos.®™
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Biosintesis.

Se conoce poco sobre la biosintesis de los taxanos, iniciaimente se habian
propuesto como triterpenos degradados relacionados a quasinoides,” pero estudios

posteriores indican que son ditarpenos desde el purtto de vista estructural y biosintético.

En las primeras investigaciones realizadas sobre este topico se establecid que las
unidades constructoras dei esqueleto son el acetato, mevalonato y fenilatanina,® sin
embargo recientemente Zenk y colaboradores®™ han demostrado que el mevalonato no
esta implicado en la formacién dei sistema anular aunque si interviene en la formacin
del precursor difosfato de isopentenilo por una ruta alierna de biosintesis iscprencide
propuesta por Rohmer. %

La etapa determinante en la biosintesis de taxanos es la ciglizacion inicial de
pirofosfato de geranilgeranilo (A) a taxa-4(5),11(12)-dieno (figura 9B y no el 1s6mero
exociciico taxa-4(20),11(12)-dieno como se habia sugendo.®

Taxadieno
sintasa

Figura 9. Ciclizacién de prrofosfato de geranilgeranilo

El mecanismo de esta reaccidn se ha estudiado con aigln detalle y la enzima
involucrada, denominada taxadieno sintasa, se aislé de tejidos de T. brevifolia ™

La propuesta mecanistica (figura 10} imicia con la cichzacion del pirofosfato de
geranilgeranilo {A) para formar un cation de tipo verticiieno (B) en el que ccurre una
transferencia de protdn de C-11 a C-7 que promueve el cierre frans anular de los anillos

B-C originando el catién taxendo (C}). La subsecuente desprotonacidén de C-5 forma el
taxa-4(5),11(12)-dienc. &
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0
Taxa-4(S) 11{12}deno

Figura 10. Mecanismo de formacién de taxa-4(5),11(12)-dieno

A la formacién de este precursor siguen modificaciones oxidativas para generar
los esqueletos de taxanc que se mencionaron en la seccion anterior, la secuencia de
estas reacciones no se ha establecido completamente, aunque la abundancia de los
taxanos naturales con cierte patrén de oxigenacién pemite hacer algunas hipétesis como
las siguientes.

Los taxanos con un doble enlace 4(5), no son conocidos mientras que los taxanos
¢on funcionalidad 4{20)-eno y una funcién oxigenada en 5 son extremadamente comunes
lo que lleva a pensar que la hidroxifacidn del taxa-4(5),11(12)-dieno en C-5 con migracién
del doble enlace es probablemente la etapa posterior a la formacién def sistema anular.™
Un estudio realizado con preparaciones microsomales de tallos de Taxus y cultivos
celulares confirma la conversion de taxa-4(5),11(12)-dieno catalizada por NADPH en un
compuesto Identificado como taxa-4(20},11{12)-dien-50-0t (figura 11).7"

20
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NADPH
ey, .,
‘OH
H

H
Taxa-4(5}, 11{12)-dieno Taxa-4(20). 11(12)-cien-Set-of

Figura 11. Oxidacion de taxa-4(5),11{12)-dieno.

Por otro lado una gran mayoria de taxanos naturales estan acetilados lo que indica

que la acetilacion del hidroxilo del precursor taxa-4(20),11(12)-dien-5¢-ol es la tercera
etapa en la biosintesis.¥

Se ha establecide un orden probable de introduccion de los grupos oxigenados en
la molecuta de taxadieno y el orden es C-5, C-10 seguidos de C-2 y C-9. Los taxanos que
presentan oxigeno en C-13 son de los mas abundantes por io que se considera que ¢l
taxadieno se convierte a pentac! como se muestra en la figura 12. 7° La oxigenacion en C-
7y C-1 debe ocurrir en las dlimas etapas. Otro hecho conecido es que la hidroxiiacion
del taxadieno a pentaol es catalizada por la citocromo P450 hidroxilasa Yy muy

probablemente las reacciones de esta clase involucren enzimas de similares.”

Taxa-4(5), 11{12}-dicno Taxa-4{20], 11{12)-deno-5c-ol

“oH

Figura 12. Secuencia de hidroxilacion de taxa-4{5),11({12}-dieno
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Quimica de Taxanos.

Cabe mencionar en este punto que la disponibitidad de los taxanos ha dificultado
un poco el estudio del comportamiento quimico. Los compuestos aislados en mayor
cantidad como la 10-desacetilbaccatina lli (7) se han utlizado para establecer fa quimica
de este grupo de sustancias no obstante se debe considerar que alguncs fenomenos son
particulares a determinada molécula.

Dia con dia se realizan nuevos descubrimientos en este campo al grado que no se
pretende mostrar las numerosas investigaciones en esta area, ahora mismo durante la
lectura de este parrafo pueden estarse generando resultados de manera que una reaccion
hasta este momento tipica de estas sustancias ya no resuite serlo. -

En términos generales ias reacciones clasicas de los taxanos son acilacion,

hidrolisis, transposiciones, epimerizacion y fotoguimica

Acilacién.

Los taxoides tienen varios grupos hidroxilo en forma libre o como ésteres por lo
que su acitacion y desacilacion representa un papel importante en su quimica.

Sobre la acetilacion de los grupes hidroxilicos es importante mencionar que la
posicion 10 es mas reactiva que la posicion 9 y en el caso de la baccatina ili, el orden de
reactividad es 7 > 10 > 13.7% E1 uso de ofros grupos protectores como f-butildimetilsililo ha

permitido hacer una diferenciacion entre C-7 y C-10. &

Hidrolisis.

Como pude observarse en la clasificacion de taxanos, estas sustancias poseen
varios grupos acilo y fa desacilacion selectiva es objeto de estudio, por ejemplo los
taxanos que tiene grupos éster en las posiciones 2, 5, 9 y 10 presentan un orden de
reactividad de hidrélisis C-8, C-10 = C-5, C-2 que probablemente este infiuida por factores
estéricos y la participacién de los grupos vecinos i
La metanodlisis es una variante de la reaccibn de hidrdlisis, que se utiizd en ja

determinacion de la estructura del taxol (figura 13) s
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También las cadenas laterales de! taxo! (§) o cefalomanina (30) pueden ser

elminadas mediante la reaccidn con borohidruro de tetrabutitamonio en diclorometano.™

CH;0H. H®

Figura 13 Metanohsis del taxol

Esta clase de reaccién ha sido ampliamente ensayada ya que se busca generar
derivados para realizar estudios de estructura-actividad que permitan el disefio de nuevos
farmacos. Uno de los avances mas recientes es la hidrlisis enzimatica en las posiciones
10 ¥ 13 dej taxol {5) y la cefalomanina {30).7°

Epimerizacién.

El grupo hidroxito en C-7 presente en una gran cantidad de taxanos, es parte de un
sistema P-hidroxicarbonilico epimenzable por un mecanismo refroaldol-aldol  en
condiciones basicas. La fuerza motriz de esta reaccion es al parecer 1a formacion de un
puente de hidrégeno entre el grupo 7-epi-hidroxilo v el carboniio del acetato en C-4 56

También se ha observado |a epimerizacion en condiciones acidas y neutras

23
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Oxidacion.
Las reacciones de oxidacién de taxanos proceden de la forma convencional y en

algunos casos se puede predecir el producto final, no obstante hay algunos fendmenos

inusuales. El taxol por ejemplo al ser tratado con el reactivo de Jones da ef derivado 7-oxo
(figura 14)

El doble enlace 11(12) en algunos taxanos como en el taxol es resistente a los
métodos usuales de oxidacion (el tetrdxido de osmio y ozondlisis), lo cual se expilca por e
impedimento estérico dada la conformacién de la molécula v en otros como la
cefalomanina este si es oxidable por io que esta diferencia de comportamiento se utiliza
para la separacién de ambas malécutas.”™® Ya que se habla de la separacion del taxol
(5) y cefalomanina (30), se puede mencionar que el tratamiento de un extracto de T,
yunnaniensis con una solucién de bromo produce las correspondientes halocefalomaninas

gue pueden ser separadas con mayor facilidad del taxo! (5).7

AcO O OH

C

(N
oHp QA

NN
T/\l)ko
H OH

o2

Figura 14. Oxidacion de taxal

Reduccion.

La hidrogenacion de diversos taxanos en condiciones normales occasiona la
reduccion del doble enlace 4(20} * Cuando se emplean condiciones mas drasticas tiene
lugar la hidrogendlisis o bien la reduccidn del anillo aromatico como se muestra en ja

figura 15 para la baccatina I11.%
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Pt. CH;COOH

—— -

Figura 15. Hidrogenacion de baccatina Iil.
Transposiciones.
Los taxanos sufren una reaccion de transposicién a sus analogos A-nortaxanos en
diversas condiciones principalmente con el tratamiento de acidos de Lewis.
El tratamiento de denvados 7,10 di(troc) de la 10-desacetilbaccatina Il con ZnCi,, HC! o
CF;COOH did origen a varios productos andlegos 2 16.1 v 16.2. Una interesante reaccioén
intramolecular de estos troc derivados es la observada al tratar con allGmina el compuesto

16.2 y obtenerse et producto ciclico 16.3 (figura 18) 2

trocQ: 0 (!)troc
ZnCl,, H*
T

HO' é) X (:)Ac

16.1

O OCOOCHLCCH

o)
Cla()CHzO/(o

ALO,

OAc

SCOCH;

16.2 16.3

Figura 16. Reaccidn de transposicion de 10-desacetiibaccatina il
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Una transposicién poce usual es la observada para la taxicina | que al ser fratada con

metéxido de sodio da un producto como el que se muestra en ia figura 17.5

NaOCH3
8°C

Figura 17. Transposicién de taxicina |
Fotoquimica.

Los estudios en esta area se deben principalmente a Nakanishi y colaboradores v
se han llevado a cabo con |a taxinina y derivados.”® Dos reacciones principales fueron
observadas, una de ellas es una reaccion transanular de C-3 con C-11 para formar un
producto tetraciclico como 37 (figura 18).

La irradiacion del taxol da como resultado el producto 38 por una secuencia que invoiucra

un intermediario diradical.®

acg  QAc AcO\ DAc

"oH

H OAc

@7

o] : [o}
hv :
g H y
N :
! ° éH 5 QAc
H OH

(38)
Figura 18. Reaccion fotoguimica de la taxinina y taxol.
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Es importante aclarar que el comportamiento guimico de aigunos taxanos es
caracteristico y se ha determinado al intentar la conversion de estos en taxol, un ejemplo

reciente es la conversion de la cefalomanina en taxol.®

Bioactividad de taxanos.

Existen estudios sobre estructura-actividad de los taxancs naturales y derivados
que permiten establecer los {ragmentos necesarios para la actividad antitumoral. En la
figura 18, se utiliza al taxol para mostrar las estructuras requendas. Se conoce gue el
anillo de oxetano es esencial para la bicactividad, también se ha observado que ia pérdida
del benzoate en 2 o el acetato en 4 disminuye dramaticamente la actividad ya que
aparentemente son necesanos para €l enlace con la fubufina. La presencia del anillo A, se

ha estabiecido que es necesaria, asi como también es importante la cadena lateral
amidica de ta posicién 13 588788

sushituyenies no
esenciales

AcO O OH
g ’
z C

O =
}'\A
N o
f \

H QH

o}

oxetano
necesaro

Onnn
g......

OH
Q

2'-0H, 3-CgHsg
estereoquirnica 2R, 38
requerida para el enlace
con la tubulng

benzoato en 2 y acetato en 4
san requendos

Figura 19 Fragmentos estructurales necesarios para la actividad,
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Otros metabolitos aislados del género Taxus.

Desde el punto de vista farmacolégico y quimico los taxanos son los metabolitos
mas importantes de este género, no obstante otro tipo de sustancias como biffavonoides,
ecdisonas y glucdsidos han sido aislados de especies de Taxus v resultan interesantes ya
que algunas de ellas presentan actividad biofdgica.

Como ejemplo de las ecdisonas presentes en algunos “tejos”, se puede mencionar

la ecdisterona (39}, taxisterona {40),59 ponasterona A (41} y makisterona A (42).90

G

ecdisterona (39) taxisterona (40)

e}

penasterona A (41) makisterona A (42).
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Algunos lignanos como  isctaxwesinol  (43), f{axiresinol (44) vy 34-

divanilliitetratudrofurano (45) se encuentran en las raices, madera y hojas de T, baccata®

HiCO OH HACO
X e >
OH
HO OH HO S ()
O OH

isotaxiresinol (43} taxiresinol {44)

H GO OGHq
HO: ! ‘o: ' :OH

3, 4-divanilitetrahidrofuranc (45)

La taxicatina (46) asi como la (A)-laxifilina (47) son glucésidos aislados de las
hojas de T. baccata™

CH OH OH
Q e}
HO HO N
HO HO
CH OH eN
© OCH;
OCH;,
taxicatina (46) {R}-taxifilina (47)
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También son constituyentes de Taxus los biflavonoides derivados de la
amentofiavona (48) como la gingketina (49) y kayafiavona (50).%' %

OH ©

amentoflavona {48)

kayaflavona (50)
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Estudio quimico de Taxus giobosa.

El "tejo" mexicane es la especie menos estudiada quimicamente, existen informes
de un estudic en el que fueron analizados mediante HPLC extracios organicos de esta
especie para determinar el contenido de taxoi”® En esta Investigacién se menciona la
deteccion de taxol y cefalomanina en mayor abundancia que en las ofras especies, sin
embargo estos resultados se toman con cierta reserva Mas recientemente se ha
informado la realizacién de cultivos ceiulares de esta especie para la produccidon de
taxanos en gran escala.***® £l unico estudio quimico es el realizado por este mismo grupo
de investigacion en el que fuercn aislades de la corteza de T globosa, 7B-acetoxitaxusina

(51), B-sitostero! libre y en forma de glucdsido y acida vanillico (52).

73-acetoxitaxusina (51)

H,CO
OH
acido vanillico (52}

31



OSSN

& ‘l:‘."‘ '

kel

185, 58

TSR

I

f

%
e 0
e ¥ .z:

g
&

3
%



Experimental

Material y Equipo.

El analisis en cromatografia en capa fina se realizé en cromatofolios Macherey-
Nage! Diren Alugram Sil G/UV.

Ei soporte utilizado en las diversas cromatografias en columna fueron gel de silice
para placa {(Merck 60GF) y mallas 35-70, 70-230. Sephadex LH-20.

Les espectros de resonancia magnetica nuclear se obtuvieron en un
espectrometro analitico Varian modelo Unity 300 y Unity plus 500 usando
deuterocloroformo, DMSO-ds. MeOH-d, segun el caso y el desplazamiento

quimico & esta dado en ppm referido al TMS.

Los punios de fusion de los compuestos fueron determinados en un equipo
Fischer-Johns y no estan corregidos.

Los espectros de masas fueron determinados en un espectrometro JEQL modelo

JMS-AXS505 HA a 70 eV y una corriente de ionizacion de 100 nA,

Los espectros en el IR fueron obtenidos en un espectrofotémetro Perkin Elmer
Modelo 283-B.



Experimental

Para la realizacion del presente trabajo se efectuaron colectas de la especie Taxus
globosa en los municipios de Jocosic (Chiapas, poblacién 1} y ef Chico (Hidalgo,
poblacidn 2). La coleccion e identificacion del material vegetal estuvo a cargo del bidlogo
Juan Castillo y se deposité una muestra en el Herbario Nacional de la Universidad
Nacional Auténoma de México (MEXU 669740 y MEXU 669753).

Los especimenes de las poblaciones colectadas fueron secados a 25 °C,
separando corteza y follaje. Posteriormente este material vegetal fué extraido por
maceracion con etanol durante 48 horas a temperatura ambiente. Los diferentes extractos
etandlicos se concentraron y posteriormente se sometieron 2 una particion diclorometano-
agua (CHyClL-H.O) y ta fraccidon acuosa se extrajo finalmente con n-butangl. EI
procedimiento anterior se resume en el diagrama 1 y en la tabla 2 se muestra el
rendimiento de cada extraccion.

Diagrama 1. Procedimiento General de Extraccion.

Matenal vegetal I

Waceration con Btanot
48h,12

Uixlracto etanalico ] L Residua uege\alJ

CHCLy-HO

I I

‘Exlractodiclorometémcoj l Fraccion acuosa ‘

Pbutanot

L ]

L Exiracto bulanc’)hco—l !L Residuo acuoso !
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Tabla 2. Parte vegetal exiraida y rendimiento de cada extraccion.

Poblacidn Material vegetal Extracto CH.Cl» Extracto butandlico
1 corteza 2200 ¢ 21g 31.04g
hojas 850 g 53g 38¢
2 hojas 540 g 1359 5649
madera 10009 6.5 ¢g 1239

Las fracciones diclorometanicas y butandlicas derivadas del procese de extraccion

fueron analizadas y separadas en sus constituyentes mediante diferentes técnicas

cromatograficas.

Anélisis del extracto diclorometdnico de ia corteza de Taxus globosa

{poblacion 1).

El extracto diclorometanico (22.1 g) se preadsorbié sobre gel de silice (malla 70-

230) vy se aphcéd a una columna empacada con 60 g de silica gel 60 GFzs.. La elucion de

la columna se realizd con mezclas de hexano-acetato de etilo de polaridad ascendente y

el desarrollo de la misma se siguid mediante cromatografia en capa fina. Como resultado

de este procedimiento se obtuvieron 22 fracciones {tabla 3).

Tabla 3. Fraccionamiento del extracto diclorometanico de corteza de T. globosa

Eluyente Eluyente
Fraccién Hexano-AcOEt Fraccion Hexano-AcOEtL

1 100:0 12 70:30
2 100:0 13 70:30
3 100:0 14 70:30
4 98:2 15 60:40
5 95:5 16 60:40
5 95:5 17 60:40
7 90:10 18 50:50
8 80:110 19 50:50
9 85:15 20 50:50
10 85:15 21 0:100
i1 80:20 22 acetona
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De tas fracciones de baja polaridad (1-10} después de repetidas cromatografias en
columna utilizando como soporte gel de silice 60 GF, se obtuvieron compuestos solidos
de alto peso molecular que fueron caracterizados por comparacidn de sus datos
espectroscopicos como eicosano y hentriacontano. Asi mismo después de una
recromatografia en columna de la fraccion 4 (350 mg) se aisid fi-sitosterol (80 mg) y
estigmasterol (95 mg). Otros metabolitos presentes en estas fracciones son los dcidos
palmitoleico, oleico y linoleico.

Aislamiento de 2¢, 50, 108-triacetaxi, 143-{2'-metil-3'-hidroxi)-butirloxi-taxa-
4(20),11(12)-dieno (53, yunnanxano).

La fraccién 11 eluida con hexano-acetato de etilo 80:20 {600 mg) se adsorbid en
gel de silice y se recromatografié en una columna empacada con el mismo soperte (5 g),
usando como eluyente mezclas de hexano-acetona. Los eluatos obtenidos con hexano-
acetona 85:15 {300 mg) se reunieron y recromatografiaron sobre 15 g de gel de silice
(malla 70-230) usande como eluyente la misma mezcla de disolventes. Se obtuvieron
183.2 mg de un sdlido blanco cuyo andlisis cromatografico reveld la presencia de dos
constituyentes. Esta mezcla se separd por cromatografia en capa fina usando una placa
cromatografica de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor que fué eluida con CHClz-acetona
(95:5). Después del procedimiento de extraccion se obiuvieron 98 mg de un compuesto
cuyos datos espectroscopicos carrespanden a la 7f-acetoxi-taxusina (51} y 42.6 mg de
una sustancia con las siguientes caracteristicas fisicas y espectroscopicas que
corresponden a las del yunnanxano (53).

yunnanxane {53}
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IR vmax (CHCls, cm™'): 3616, 2885, 2856, 2832, 1728, 1640, 1450, 1372, 1344, 1164, 1088
RMN'H (500 MHz, CDCL) § (ppm), Int., mult,, J (Hz): 6.06 (1H, dd, 5.7, 12.1, H-10), .36
(1H, dd, 2.5, 6.6, H-2), 5.30 (1H, t, 3.0, H-5), 5.28 (s, H-20), 5.04 (1H, dd, 4.8, 8.2, H-14),
4.83 (s, H-20), 3.86 (1H, m, H-3), 2.93 (1H, d, 6.6, H-3), 2.85 (1H, dd, 9.2, 19.0, H-13),
2.40 (1H, d, 7.2, H-2), 2.39 (1H, m, H-18), 2.38 (1H, m, H-9), 2.18 (3H, s, OCOCH), 2.10
{3H, s, CHz-18), 2.06 (3M, 5, OCOCHs), 2.03 (3H, s, OCOCH), 1.96 (1H, m, H-7), 1.91
(1H, d, 2.3, H-1}, 1.80 (1H, m, H-6), 1.67 (3H, s, CH5-16), 1.64 (1H, dd, 5.7, 14.8, H-9),
1.24 (1H, m, H-7), 1.21 (3H, d. 6.3, H-4), 1.16 (3H, d, 7.2, H-5), 1.13 (3H, s, CHy-19),
0.85 (3H, s, CHs-17).

RMN'C (125 MHz, CDCly) § (ppm): 59.12 (C-1), 70.42 {C-2), 42.15 (C-3), 142.31 (C-4),
78.19 (C-5), 28.88 (C-6), 33,82 (C-7), 39.66 (C-8), 43.88 (C-9), 70.04 (C-10), 135.43 (C-
11), 134.60 (C-12), 39.49 (C-13), 70.72 (C-14), 37.27 {C-15), 25.37 (C-16), 31.67 (C-17),
20.92 (C-18), 22.46 (C-19), 116,88 (C-20), 21.38 (CHy-0Ag), 21.38 (CHyOAc), 21.87
(CHy-OAc), 16974 (C=0), 169.90 (C=0), 170.18 (C=0), 174.75 (C=0), 46.97 (C-2)),
69.473 (C-3'), 20.83 (C-4"), 13.97 (C-1").

Aislamiento de 1-deshidroxipaccatina 1it {54) y 1j-hidroxibaccatina | {55).

La fraccion 15 (200 mg) de la columna original del extracto de corteza (poblacién
1), se preadsorbié en gel de silice (70-230) y se recromatografié sobre 5 g de gel de silice
en una columna de 2 cm de didmetro interno. Se usaron mezclas de hexano-acetato de
etilo de polaridad creciente, miciando con una proporcion 9:1. Se obtuvieron 35 eluatos
10s cuales se reunteron en cinco fracciones (A-E). La recromatogratia de la fraccién C (76
mg) permitio el aislamiento de un sdlido blanco cuyos datos especiroscopicos permitieron
identificarlo como 1-deshidroxibaccatina 1l (54).

AcO

H é A
H QAc
OCOCsH;

1-deshidroxibaccatina 11l (54)
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RMN'H (300 Mz, COCty) 8 (ppmy), Int., mult., J (Hz): 8.10 (1H, dd, 1.5, 7.5, H-arom), 7.61
(2H, 1, 7.5, H-arom), 7.48 (2H, d, 7.5, H-arom), 6.32 (1H, s, H-10), 5.62 (1H, d, 6.9, H-2),
4.98 (1H, dd, 10.0, 2.4, H-5), 4.89 {1H, 1, 7.5, H-13), 4.44-4.40 (1H, m, H-7), 4.30 (1H, o,
8.2, H-20a), 4.15 (1H, d, 8.2, H-20b), 3.88 (1H, d, 6.8, H-3), 2.61 (1H, &, 1.5), 2.28 (3H, 5,
CHLCOO}), 2.24 (3H, s, CH,CO0), 2.16 (3H, s, CHICOOY}, 2.108 (3H, s, CH.COO), 2.01
(3H, s, CH-18), 1.63 (3H, 5, CHy-19), 1.12 (3H, 5, CH3-17), 1.27 (3H, s, CHs-18).

Las fracciones O y E se reunieron y se recromatografiaron en columna, usando
como sistema de elucian una mezcla de hexanc-acetato de etito 9:1. Una cromatografia
posterior en capa fina de las subfraccicnes 12-20 de Iz columna anterior dié como
resuftado un compuesto con las siguientes caracteristicas, gue permiten identificarlo
como 1f-hidroxibaccatina | (55).

6Ac

1B-hidroxibaccatina | (55)

RMN'H (300 MHz, CDCl3) 5 (ppm), Int., mult., J (Hz): .21 (1H, d, 11.0, H-10a), 6.10 (1H,
t, 8.1, H-13p), 6.04 (1M, d. 11.0, H-98), 5.50 (1H, d, 3.0, H-2B), 5.50 (1H, dd, 4.5,10.5, H-
7a), 4.22 (1H, t, 3.0, H-5B}, 3.54 (1H, d, 5.1, H-20a), 3.18 {1H, d, 3.0, H-3a), 2.54 (1H, dd
9.6, 15.0, H-14p}, 2.31 (1H, d, 5.1, H-20b), 2.23 (3H, s, CH;-18), 2.22 {3H, s, OCOCHj),
2.17 (1H, mg, H-Bo), 217 (8H, s, OCOCH,), 2.08 (3H, s, OCOCH,), 2.06 (3M, s,
OCOCH;), 2.05 (3H, 5, OCOGH;), 2.00 (3H, s, OCOCH,), 1.88 (1H, dd, 6.6,15.0, H-14),
1.77 (1H, ddd, 2.4, 9.6, 15.0, H-68), 1.66 (3H, s, CHy-17),1.25 (3H, s, CH-19), 1.24 (3H,
s, CHa-18).
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RMN'C (75 MHz, CDCly) § (ppm): 170.08 (s, CO), 169.85 (s, CO), 169.76 (s, CO), 169.36
(s, CO), 169.23 (s, CO), 140.39 (s, C-12), 136.71 (s, C-11), 77.77 (t, C-5), 76.14 (s, C-1),
75.21 (d, G-9), 75.21 (d, C-2), 71.15 (d, C-13), 70.75 (g, C-10}, 68.76 (d, C-7), 58.30 (5.C-
4), 49.94 (t, C-20), 46.67 (s, C-8), 43.32 (s, C-15), 41.38 (d, C-3), 38.58 (1, C-14), 31.14 (1,
C-6), 28.46 (g, CHy-16), 21.82 (g, CH;-17), 21.67 (4, COCH,), 21.42 (g, GOCHs), 20.90
(9, COCHy), 20.66 (q, COCHs), 15.42 (g, CH-18), 13.70 (g, CHy-19).

Aistamiento de 10-desacetilbaccatina Il (7).

La fraccion 18 de ta columna inicial del exiracto diclorometanico de corteza {200
mg) que presentaba un aspecto sdlido de color oscuro, se recristalizd de acetona-
diclorometano (1:1) en tres ocasiones hasta obtener un residuo (143 mg) que
posteriormente se recristalizé de metanol para obtener un compuesto puro con punto de
fusion de 244-245 °C. B} espectro de resonancia magnélica nuclear protonica y de

carbono frece de esta sustancia indican que se trata de la 10-desacetilbaccatina li (7).

OH Sac
OCOCeH;

10-desacetilbaccatina [l {7)

RMN'H {CD,0D, 500 MHz) & (ppm), Int, mult., J {Hz): 8.02 (2H, dd, 1.5, 8.1, H-arom),
7.66 (1H, dd, 7.5, 1.5 H-arom), 7.56 (2H, d, 7.5, H-arom), 5.41 (1H, d, 7.0, H-2), 5.21 (1H,
d, 4.5, OH-13), 5.14 {1H, 4, 2.5, H-10), 4.38 (tH, d, 7.5, ), 4.92 (1H, dd, 1.5, 9.5, H-5),
4.75 (1H, d, 2.5, OH-10}, 4.63 (1H, m, H-13), 4.33 {1H, s, H), 4.10 (1H, m, H-7), 4.04 (2H,
s, H-20), 3.82 (iH, d, 7.5, H-3), 2.29 (1H, dd, 3.0, 14.5, H-14a), 2.28 (TH, t, 14.5, H-6a1),
2.20 (3H, s, OCOCHy), 2.16 (1H, d, 9.0, H-14b), 1.20 (3H, s, CHay-18), 1.85 (1M, td, 2.5,
14.0, H-6B), 1.53 (3H, 5, CHs-19), 0.95 (3H, s, CH3-17), 0.94 (3H, s, CH;-186).
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RMN'C (75 MHz, DMSO-d) 8 (ppm): 210.28 (s, C=0), 169.47 (s, OC=0), 165.23 (s,
OC=0), 141.55 (s, C-12), 134.48 (s, C-11), 133.12 (d, C-4"), 130.29 (s, C-1'), 129.46 (2C.
s, C-2', C-6Y), 128,63 (2C, d, C-3, C-5Y, 83.73 (d, C-5), 80.10 (s, G-4), 76.93 (s, C-1),
75.45 {t, C-20), 74.84 (d, C-2), 74.34 (d, C-10}, 70.70 (d. C-7), 66.04 (d, C-13), 57.03 (s, ),
46.51 (d, C-8), 42.45 (s, C-15), 39.41 (1, C-14), 36.55 (t, G-6), 26.74 (g, C-16), 22.24 (q,
CH3CO}, 20.12 (g, G-17), 14.74 (g, C-18), 9.67 {q, C-16),

Aislamiento de ponasterona (41).

El analisis por cromatografia en capa fina de la fraccién mas polar del extracto
diclorometédnico de corteza {fraccién 22) mostré la presencia de un constituyente principal
con Rf de 0.4 en un sistema diclorometano-metanol 8:2. Este residuo (218 mg) se disolvié
en metanol y se filtrd sobre carbdn activado. Se elimind el disolvente y el residuo organico
fué fraccionado con la ayuda de una columna cromatografica de 2 c¢m de didgmetro
empacada con 10 g de silice para placa. Los eluatos obtenidos con CH,Cl-MeOH (8:2)
se reunieron y el sdlido obtenido se recnstalizd de metanal-acetona. Después de este
procedimiento se obtuvo un compuesto cuyas caracteristicas permitieron identificario
como a la ponasterona (41).

ponastecona (41)
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RMN'H (MeOH-d,, 300 MHz) § (ppm), Int,, mult., 4 (Hz): 5.80 (1H, d, 2., H-7), 3.94 (1H,
d, 2.4, H-3), 3.83 (1H, ddd, 3.6, 6.0, 12.0, H-2), 3.33 (1H, d, 10.5, H-22), 3.14 {1H, ddd,
33,82, 11.5, H-9), 2.36 (1H, 1, 9.0, H-17), 2.37 (1H, dd, 6.0, 11.1, H-5), 2.12 (1H. ddd,
4.5,13.0, 13.0 H-4a), 1.97 (2H, m, H-11a, H16a), 1.85 (1H, dd, 4.5, 13.5, H-db), 1.81 (1H,
m, H-15a), 1.79 (1H, m, H-24a), 1.71 (24, m, H-11b, H-16b), 1.68 (1H, m H-15b), 1.53
{1H, m, H-23a), 1.44 (1H, dd, 11.7 13.0, H-1a), 1.44 (1H, m, H-24b), 1.22 (1H, m, H-23b),
1.21 (1H, dd, 11.0, 13.2, H-1b), 1.19 (3H, 5, CHy-21), 0.95 (3H, s, CH,-19), 0.91 (3H, d,
6.7, CHy-26), 0.90 (3H, d, 6.9, CH;-27), 0.88 (3H, s, CH-18).

RMN'C (MeOH-d, 75 MHz) & (ppm): 206.43 (s, C-6), 167.96 (C-8), 122.13 (C-7), 85.22
(G-14), 77.97 (C-20), 77.84 (C-22), 68.71 (C-2), 68.52 (C-3), 51.79 (C-5), 50.47 (C-17),
39.25 (C-10), 37.65 (C-24), 37.37 (C-1), 35.12 (C-9), 32.85 (C-4), 3257 (C-12), 31.77 (-
15), 30.48 (C-23), 29.22 (C-25), 24.39 (C-19), 23.41 (C-26), 22.73 (C-27), 21.50 (C-11, C-
16), 20.98 (C-21), 18.02 (C-18).

Acetilacién de ponasterona (41).

A una muestra de 10 mg de ponasterona se le adicionaron 50 ul de piridina y 0.1
ml de anhidrido acético, esta mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 h. Al
términe del tiempo se detuvo [a reaccion con adicion de hielo. EI producto de reaccion tué
extraido en 4 ocasiones con 10 ml de acetato de etilo. La fase organica se lavé para
eliminar fos residuos de piridina (HCI 10%) y posteriormente el exceso de acidez (solucién
saturada de NaHCO,), el producto final después de eliminar el disolvente, es un sélido

transhicido que se caractenzo como el 2,3,22-tracetato de ponasterona (41a).

CAc

AcO

AcOy

Q

2,3,22, triacetato de ponasterona (41a).
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RMN'H (MeOH-d., 300 MHz) & (ppm), Int., mult., J (Hz): 5.87 (1H, d, 2.4, H-7), 5.36 (1H,
d, 1.0, H-3), 5.07 (1K, ddd. 3.3, 7.8, 11.7, H-2), 4.83 (1H, dd, 2.4, 10.4, H-22), 3.92 (1M,
ddd, 3.0, 8.1, 11.0, H-9), 2.40 (1H, dd, 4.8, 13.5, H-5), 2.35 (1H, t, 9.7, H-17), 2.13 (8H, s,
OCOGCH;), 2.01 (3H, 5, OCOCH,), 1.25 (3H, s, CHx21), 1.04 (3H, s, CH,-19), 0.89 (3H, d,
6.6, CHy-26), 0.89 (3H, d, 6.6, CH,-27), 0.86 (3H, s, CHa-21).
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Diagrama 2. Constituyentes del extracto diclorometanico de la corteza.

Corteza de Taxus globosa*
2.2Kg

a) EtOH, 48 h
b} CHoCla-HoO

Extracto CHLCly I l Fase Acuosa I

Hexana-AcQEL Hexano-ACOEt  AcOEL 100 % CHClz - MeOH
82 Hexano-AcOEL 11 82
3:2
Ponasterona (41)
{0032 %)
Yunnanxano (53) 10-desacetilbaccatina ( 7)
{0 044 %) {0.0123 %)

1-deshidroxibaccatina |l (54) (0.0018 %)
1-B hidroxibaccatina | (55)  (0.0114 %)

* Coloclada cn Jocosic, Chiapas México (669748 MEXL))

41



Experimental

Analisis del extracto de hojas 7. globosa {poblacidn 1)

El extracto diclorometanico de las hojas de Taxus globosa (pobiacion 1) (5 g) se
fracciond en una columna cromatogréafica de 4 cm de diametro empacada con 25 g de
silice 80 GF2s4, usando mezclas de hexano-acetato de etilo de polaridad ascendente. Se
obtuvieron 100 eluatos que fueron reunidos en 15 fracciones (tabla 4).

Tabla 4. Fraccionamiento del extracto diclorometanico de hojas de 7. globosa (Pob-1).

Fraccién Eluyente Fraccion Eluyente
hexano-AcOEt CH.Cl-MeOH

1 160:0 9 100:0

2 100:0 10 98:2

3 955 11 95:5

4 90:10 12 90:10

5 80:20 13 80:20

6 7(0:30 14 70:30

7 60:40 15 50:50

8 50:50

La fraccion 3 eluida con hexano-acetato de etilo 95:5 fue un residuo de color verde
intenso, gque se recromatografié en condiciones similares a las descritas anterionmente y
se aisld un compuesto s6lide de punto de fusidn de 138°C que se caracterizdé como B-

sitostercl mediante &l analisis de los datos espectroscopicos y fa comparacion con una
muestra auténtica.

Al igual que en el extracto de corteza, las primeras fracciones se constituyen de

mezclas complejas de sustancias de naturaleza hidrofohica en su mayoria acidos grasos.
Aislamiento de gingketina (49).
De ia fraccion 8 eluida con hexano-acetato de etilo 1:1 (50 mg), se aisld mediante

recristalizaciénes sucesivas de metanol-acetona 1.1 un compuesto que se caracierizd
como el biflavonoide gingketina (49).

42




Experimental

gingketina (49)

RMN'H {300 MHz, DMSO-dy) § (ppm), Int., mult., J (Hz): 13.07 (1H, s, OH), 12.90 (1H, s,
OH), 10.80 (1H, s, OH-7"), 10.26, (1H, s, OH-4"), 8.22 (2H, dd, 2.4, 9.0, H-6"), 8.09 (1H,
d, 2.4. H-2), 7.59 (iH, ¢, J=9.3, H-2", H-6"), 7.49 (1H, d, 8.7, H-3", H-5"), 7.36 (1H, d,
9.0, H-5, 7.00 (1H, s), 6.93 (TH, d, 9.0, H-3" H-5"), 6.90 (1H,s, H-3), 6.80 (1K, d, 2.4, H-
6), 6.80 (1H, s, H-6), 6.71 (1H, d, 9.0, H-), 6.40 (1H, s, H-6"), 6.36 (1H, d, 2.4, H-8), 3.82
(3H, s, CH30), 3.79 (3H, s, CH;0), 3.78 (3H, 5, CH,0), 3.74 (3H, s, CH;0).

RMN™C (75 MHz, DMSO} § (ppm): 181.90 (C-4, C-4"), 165.13 (C-7"), 163.60 (C-2, C-2"),
161.66 (C-7), 161.04( C-4, C-4™), 160.55 (C-5, C-5"), 157.32 (C-8"a), 130 84 (C-2)),
128.26 (C-6), 127.92 (C-2, C-6"), 122.29 (C-3), 121.15 (C-1%), 115.74 (C-3", C-5",
111.71 (C-5'), 104.70 (C-3"), 103.78 {C-4"a), 102.48 (C-4a), 98.08 (C-69), 92 67(C-8, C-
8'), 55.98 (OCH3), 55.89 (OCH3)

Aislamiento de B-D-glucopirandsido de [3-sitosterilo.

Las fracciones mas polares de este extracio {12-14), un residuoc semisolide de
color roje Intenso se constituye de tres sustancias mayoritarias de acuerdo al anakisis
cromatografice reahzaco en placas de capa fina. El residuo {200 mg) fue disueltc en
metanol y filtrado sobre carbdn activado. La fraccién organica se recristalizé de metanol-
acetona 1:1 para obtener un compuesto sdlido que fué caractenzado como [-p-
glucopirandsido de f-sitosterilo, La estructura de esta sustancia se establecic mediante
analisis espectroscépicos.
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Biagrama 3. Constituyentes dei extracto diclorometanico de las hojas.

Hojas Taxus globosa"‘l

a) EIOH, 48 h
b} CHaCla-Hs0
[ Extracto CH,Cl
CC gel de silice
Hexang Hex-AcQEtL Hex-AcOEL Hex-AcOEt CHLCls
100% 8.2 3:2 1:1 100%
hidrocarburos
B-sitosterol
ginkgetina (49)
(0 G017 %)

10-desacetilbaccatina ill {7)
{0.0011 %)
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Analisis del extracto butandlico de la corteza de Taxus globosa

{poblacion 1).

E! residuo butandlico (3.0 g} es un sdlido de color oscuro qgue fué adsarbido en
sephadex LH-20 (1.0 g) y aplicado a una columna de 5.0 em de diamétro empacada con
el mismo soporte (15 g). La columna se eluyd a presion reducida con mezclas de H,0-
MeOH, obteniendose 50 elizatos de 25 ml. Un analisis de los eluatos en cromatografia en
capa fina utilizando un sistema de elucién CH,Cl, -MeQH 8:2 mostrs dos constituyentes
principales (Rf 0.8 y 0.685) que absorben en e} UV a 254 y 356 nm. Las fracciones 10-17
enriquecidas con el compuesto de Rf mayor, fueron reunidas y aplicadas en una placa
cromategrafica preparativa de ge! de silice que fué eluida con un sistema CH,CI, -MeQH
85:15 en dos ocasiones. Se separd la zona diferenciable en UV y fue extraida con el
mismo sistema de elucion en cuawo ocasiones. El compuesto caracterizado es un stlidp
de color rojo identificado como epj-catequina (56).

epi-catequina (56).

RMN'H (500 MHz, MeOH-d;) & (ppm), Int., mult,, J {H2): 6.95 (1H, d, 2.0, H-2"), 6.78 (1H,
dd, 2.0, 8.0, H-6"), 6.74 (1H, d, 80, H-5), 5.93 (1H, d, 2.0, H-8), 5.90 (1H, d, 2.0, H-8),

4.80 (1H, s, H-2), 4.17 (1H, m, 3.0, 4.5, H-3), 2.85 (1H, dd, 4.5, 17.0, H-4a), 2.74 (1H, dd,
3.0, 17.0, H-4b).

RMN'C DEPT (125 MHz, MeOH-d;) 3 (ppm): 158.14 (s, C-4"), 157.82 (s, C-8a), 157.75
(s, G-5), 157.43 (s, C-7), 146.27 (s, C-3), 132.18 (s, C-1'), 119.31 (d, C-6'), 115.92 (d, C-

2),115.34 (d, C-6'), 100.11 (d, C-4a), 96.53 (d, C-8), 95.93 (d, C-6), 79.95 (d, C-2), 67.55
(d, C-3), 29.24 (t, C-4).
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El ofro constituyente mayoritario de este extracto es un sélido de punto de fusién
185-1886 °C que fué aislado de las fracciones 18-20 de ia columna anterior. Las fracciones
{110 mg) fueron aplicadas en una columna que se eluyd a presién normal con un
gradiente de diclorometanc-metancl de polaridad ascendente. Los eluatos obtenidos con
CH.Clo-MeQH 9:1 (80 mg) se reunieron y se recristalizaron de metanol. Posteriormente
se llevo a cabo una recristalizacion de metanol-acetona 1:1 para su purificacion. Las
propiedades de este compueste concuerdan con las informadas para el 2-(B-D-

glucopiranosit), 4-(4"-hidroxifenil)-butano (betulésido = rhododendrina) (57).

2-(B-D-glucopiranosil), 4-{4"-hidroxifenil}-butano {57).
IR vinax (MeOH) cm™: 3350, 3252, 1616, 1516, 1442, 1380, 1247, 1088, 1010

RMN'H (500 MHz, MeOH-dy) & (ppm), Int., muit,, J (Hz): 7.02 (24, d, 2.0, H-3', H-5"), 6.66
(2H, d, 9.0, H-2', H-6"), 4.32 (1H, d, 7.9, H-1"), 3.86 (1H, dd, 2.4, 11.7, H-6"}, 3.86 (1H, dd,
2.4, 117, H-), 3.67-3.71 (1H,dd, 5.4, 10.5, H-), 3.14-3.36 (4H, m, H-2, H-5, H-}, 2.60 (2H,
ddd. 2.7, 6.6, 12.0, H-4), 1.84 (1H, m, H-3b}, 1.67 (1H, m, H-3a), 1.18 (3H, d, 6.0, H-1).

RMN™C (75 MHz, MeOH-dj) 5 (ppm): 156.21 (s, C-8), 134.68 (s, C-5), 130.38 (d, C-2', C-
6, 116.01 (d, C-3, C-5), 102.26 (d, C-1*), 78.18 (C-), 77.78 (d, C-2)), 75.14 (d, C-2),

71.75 (d, C-4"), 62.87 {t, C-6'), 40.57 (t, C-4), 31.80 {1, C-3), 19.83 (g, C-1).

EM (IE, 70 &V) miz 328 (M"), 177 (CeHeOg"), 148 (p-HO-CeH,CH,CH=CHMeg}, 107
(C:H,0", PB), 77, 73, 53, 45.
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Acetilacion de betulésido {57).

A una muestra de 20 mg de betuldsido se le adicionaron 100 ul de piridina y 0.2 ml
de anhidrido acético. La mezcla de reaccion se maniuvo a temperatura ambiente durante
24 h, al término de este tiempo se realizd e procedimiento descrito anteriormente
{acetilacidn de ponasterona) para la obtencién del producto acetilado. E! derivado
acetilado del betulésido (57a) presenta las sefiales siguientes en resonancia magnética
nuclear.

Ohc
AcO ’ 2”0 0 ! —OAc

- 2

AcON L
OAc '-,H § S
1

Derivado acstilado del betuidsido (57a).
RMN'H (300 MHz, CDCly) & (ppm), Int., mult,, J (Hz): 7.19 (2H, d, 8.7, H-3, H-5, 6.96
(2H, d, 8.4, H-2', H-6'), 5.22(1H, dd, 9.3, 9.9, H-3"), 5.10 (TH, dd, 9.0, 9.9, H-4"), 4.99 (1H,
dd, 8.1, 8.3, H-2"), 4.54 {1H, d, 8.1, H-1")}, 4.25 (1H, dd, 4.5, 12.0, k-6"a)}, 4.14 (1H, dd,
2.4, 12,0, H-6"p}, 3.77 {1H, m, H-2), 3.66 (1H, ddd, 2.4, 4.8, 8.8, H-5'}, 2.68 (2H, m, H-4),
2.28 (3H, s, OCOCHs), 2.05 (3H, s, OCOCH,), 2.04 (3H, s, QCOCHS,), 2.03 (3H, s,
OCOCHg), 2.01 (3H, 5, OCOCH,), 1.84 (1H, m, H-3a), 1.70 (1H, m, H-3h), 1.15 {d, 7.0, H-1}.

RMN™C DEPT (75 MHz, CDCy): 3 (ppm)' 170.71 (s, C=0}), 170.34 (s, C=0), 169.63 (s,
C=0), 169.42 (s, C=0}, 148.75 (s, C=C}, 139.71 (s, C=C), 129.50 (d, C-3', C-57, 121.22
{d, C-2, C-8), 99.14 (d, C-1"), 74.86 (d, C-3"), 72.97 (d, C-5"), 71.71 (d, C-2"), 71.55 (d,
C-2), 68.60 (d, C-4"), 62.08 {t, C-6"), 38.43 {t, C-4), 30.64 (t, C-3), 21.11 (g, OCOCH,),
21.11 (q, OCOCH;), 20.62 (g, OCOCHg), 20.62 (g, OCOCH3), 20.62 (q, OCOCH,), 19.82
{a, C-1).
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Diagrama 4. Constituyentes del extracto butandlico de corteza.

Corteza de Taxus globosa*
22 Kg

a) EtOH, 48 h
1) CHoClp-Ho0

[ Extracto CHyCly I Fase Acuosa I

| n-BuOH

LExtracto butané!icq Fase Acuosa I

CC Sephadex LH-20

|

H>0-MeOH Hs0-MeOH
15:85 27 HO-MeOH
! 11

betulésido (57) catequina (56)
(0.051 %) (0.0241 %)

B-D-glucopiranésido de
B-sitosterilo
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Analisis de Taxus globosa (poblacién 2).

Con el objeto de facilitar ei andlisis de los exiractos de la pobiacién 2, se utilizaron
como referencia los compuestos aislados de la corteza de T. globosa colectada en
Chiapas. Se realizd un andlisis comparativo de los diferentes extractos mediante
cromatografia en capa fina y cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
observandose algunas simifitudes, sobre todo en los extractos de hojas. Como el cbjetivo
principal era fa deteccion del taxol o sustancias andlogas y dada la abundancia de estos,
se decidié realizar un fraccionamiento similar al descrito en las paginas anteriores. Las
fracciones que presentaban compuestos de Rf y iempo de retencion similar a fos taxanos
aislados, se analizaron nuevamente por HPLC.

Preparacion de las muestras para andlisis mediante HPLC.

Los extractos diclorometanicos de madera y hojas de T. globosa poblacion de
Hidalgo, fueron secados mediante la adicion de sulfato de sodio anhidro vy posterior
evaporacion def disolvente. Se tomd una alicuota de 10 mg de cada extracto y cada
muesira fue disuelta en 1 mi de cloroformo o metanol grado HPLC. Las soluciones fueron
pasadas por unidades de filtracion con membranas Durapore® de 0.45 pm. El fikrado
final se analizé en el cromatografo de liquidos. En el caso de las sustancias puras, 1 myg
de compuesto fué disuelto en 500 ul. de disolvente para su andlisis.

Se utilizaron diferentes condiciones de analisis que se resumen en la tabla 5. Los
cromatogramas obtenidos se muestran en las figuras 20, 21 y 22,

Tabla 5. Condiciones de andlisis en HPLC.

Método 1 2 3
Columna u-bondapak C-18 Curosil B Lichrosorb RP-18
3.9 x 300 mm 3.2 x250 mm 4.0 x 250 mm
Fase maowil CH;CN-H,O CH,CN- H,0O CH3CN-H,0-MeOH
85:35 40:60 35:45:20
Detector UV 230 nm UV 230 nm UV 230 nm
flujo 1.0 mY/min 1.0 mifmin 0.5 ml/min
isocratico isocratico isocratico
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a. método 1: y-bondapak C-18, CH3CN- H,0 65: 35, UV 230 nm, 1 mi/min.
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¢. método 3: Lichosorb RP-18, CH;CN- H,0-MeOH 40: 35: 25.

Figura 20. Cromatograma de una mezcla de taxanos: a) 10-desacstilbaccatina Ill, b) 1B-

hidroxibaccatina |, c) brevifoliol, d) taxol, €} Yunnanxano y f) 7B-acetoxitaxusina.
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De los cromatogramas anteriores se observa que el método que ofrece una mayor
resolucién es el método b . Con estas condiciones se realizé el andlisis de los extractos v
algunas de las fracciones de la colecta de Hidalgo en las que se observaron metabolitos
de comportamiento cromatogréfico similar a los taxancs aislados.

3 a
0 '°'j
“
e 60
2
-Dto.l.oi 5
1 4
o.za-} = Ei i
: Y
v.00 _
T T ¥ T L3 1 T L] I Al ¥ T k] l T T T T
.00 10,00 %00

b. Cromatograma del extractc diclorometanico de la madera de T. globosa (pob-2)

Figura 21. Cromatogramas de los extractos de la poblacion 2 de Taxus.
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L Y SO AR AN N M N R s S

18,08 15,00
Mingtas
a. Cromatograma de ia fraccién eluida con hexano-AcOEt de la madera de T. globosa
{pob-2)
5
3 .
L] T \l T 1 ‘nn T L3 T T

b Cromatograma de la fraccton 16 ( eluida con CH,Cl;) de madera de T. globosa (pob-2)

Figura 22. Cromatogramas de fracciones del extracto de madera de Taxus ( pob-2).

Como puede notarse es evidente que 10-desacetilbaccatina Il (7) se encuentra
presente en el extracto de las hojas de la colecta de Hidalgo, aunque la abundancia es

menor en comparacion con la poblacién de Chiapas.
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Los diferemtes metabolitos utilizados como referencia no fueron detectados por

este método de analisis y posiblemente los constituyentes de estos extractos son otro

tipo de sustancias cuya caracterizacion estd en proceso.

Por otro lado, el extracto butandlico de esta colecta presenta una gran similitud en

composicion con la colecta 1 y fos constituyentes aislados son el betuldsido v el giucosido

de B-sitostercl. En ia tabia 6 se compara la composicidn quimica de ambas poblaciones.

Tabla 6. Compaosicion de las poblaciones de Chiapas (1) e Hidalge {2) de T. globosa.

Compuesto T. globosa T. globosa
poblacién 1 poblacién 2
yunnanxano (53) v
1-deshidroxibaccatina i1l (54) 4
1B-hidroxibaccatina | (55) v
10-desacetilbaccatina il (7) 4 v
ponasterona (41) v v
gingketina (49} 4 4
eprcateguina (56) v
betuldsido (57) v v
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Constituyentes de la corteza de Taxus giobosa (poblaci6n 1).

De las fracciones menos polares del extracto diclorometanico de la corteza de
“tejo” mexicano se obtuvo mediante métedos cromatograficos: B-sitosterol y los acidos

palmitoleico, estearico y oleico como constituyentes principales.

De las fracciones de mediana polandad se obtuvieron diversas compuestos que
presentan patrones de acoplamiento spin-spin similares, de manera que sdlo se

analizaran en detalle algunos de eflos y se discutiran las diferencias principales.

20,50¢,10B-triacetoxi-145(2'-metil,3"-hidroxi)-butiriloxi-taxa-4{20)-1 1{12)-dieno.

{yunnanxano, 53).

En las fracciones 11 y 12 obtenidas de {a columna inicial del extracto de corteza,
se obtuvo un sdlido que presenta en su espectro en el IR (espectro 1) las sehales
caracteristicas de grupos hidroxilo en 3616 cm™, asi como la absorcion tipica de un grupo
carbonilo en 1728 cm™ que indica la presencia de grupos éster. Dos sefiales de baja
intensidad en 1640 y 1450 cm’' sugieren la presencia de dobles enlaces.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de carbono trece (espectro 3) se
observan senales para 31 carbonos que se asignan a 9 metilos, 5 metilenos, 8 matinos y

9 carbonos cuaternarios de acuerdo con &l experimento DEPT (espectro 4).

En el espectro de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (espbectro 2} se
aprecian las sefales que confirman la existencia de los nueve grupos metilo en la
molécula: tres sefales simples en § 0.84, § 1.13, & 1.67, gque deben corresponder a
metilos sobre carbono cuaternario, una sefal simple ancha en § 2.10 se asigna a un
metilo vinilico, dos sefiates dobles con una constante de acoplamiento de 7.0 Hz en 1.16 ¥
1.21 ppm que corrresponden a dos metilos secundarios. Ademas la molécula debe
contener tres ésteres del Acido acético ya que se observan tres sefnales simples agudas

en §2.03, 6 2.06 y 3 2.18 que son tipicas de los metilos de acetato, 1o cual esta de
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acuerdo con la absorcidon de los grupos carbonilo en el IR y se justifican tres de las
sefales {5 170.18, 3 169.74, & 169.90) a campo bajo en el espectro de RMN'*C. La cuarta
sefial apreciable a campe bajo {8 174.75) en el espectro 3 debe corresponder muy
probablemente al carbonilo de un éster que involucra los dos metilos secundarios y un
grupo oxhidrilo, esto es, un éster dei dcido 3-hidroxi-2-metilbutirico.

La presencia de los cuatro ésteres implica la existencia de 9 oxigenos que junto
con los datos aportados por los espectros de resonancia magnética nuclear de hidrégeno
y carbono trece permiten establecer la formuta molecular Cy,H.g0q para este compuesto.
Bl grado de insaturacion es 9 vy se puede explicar de la siguiente manera: cuatro
insaturaciones se justifican por los carbonilos de los ésteres, dos corresponden a dobies
entaces que se infieren de las senales en 6 142.3, § 135.4, § 134.6 y 5 116.8 observables

en el espectro 3, finalmente las insaturaciones restantes deben corresponder a tres
ciclos.

En el espectro de correlacion homonuclear H-H (COSY, espectro 5), se observa
una clara interaccion entre las sefiales de los metilos secundarios en 1.16 y 1.21 ppm y
las sefiales de hidrogenos metinicos en 2.40 y 3.81 ppm respectivamente, este dltimo por
su desplazamiento quimico debe corresponder muy probablemente a un hidrégeno
geminal a una funcion oxigenada, es decir, soporta al grupo oxhidriio,

La sefal doble de dobles en & .06 {J= 5.7, 12.1 Hz) se debe a un hidrdgenc
metinico base de un grupo éster que a juzgar por el desplazamiento puede ser alilico,
este hidrogeno muestra una clara correlacion con las sefales en 1.64 y 2.38 ppm por lo
que estas dltimas senales se asignan a un metilenc. De manera similar la sefial doble de
dobles en 5.36 ppm (J= 2.3, 6.6 Hz), la senal triple en & 5.30 (J=2.9) y el doble de dobles
de 5.04 ppm (J=4.8, 9.2 Hz) se asignan a los metinos base de éster.

En el espectro 5 se observan las interacciones entre la sefial en & 5.36 con las
sefiales en 2.93 y 191 ppm que corresponden a dos metinos alifaticos. Por ofro lado el
hidrogeno que resuena en 5 30 ppm muestra interacciones con la sefial en 3 1.80 que se
atribuye a un metileno. Asi mismo la sefal en 5.04 ppm muestra interacciones con las

sefiales en § 2.39 y 8 2.85 gue corresponden probablemente a un metileno alilico.
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Ademas es apreciable un sistema de dos sefiales simples en §, 5.28 y 8 4.83 que
se atribuyen a un metiieno vinilico.

Los fragmentos estructurales derivados del andlisis anterior se muestran en la
figura 23.

HyG CHy oR

o) OR

SRS QP

Figura 23. fragmentos estructurales

De acuerdo con los datos del expermento DEPT, asi como los correspondientes de
correlacion heteronuclear a un entace (HMQC, espectro 6) y a larga distancia (HMBC,
espectro 7) permiten establecer un esqueleto de tipo taxa-4(20)-11(12)-dieno para este
compuesto. Las sefales en & 6.06 (H-10), & 5.36 (H-2), § 5.30 {H-5) v § 5.04 (H-14)
correlacionan con las sefiales dobles en 70.04 (C-10), 70.42 (C-2), 78.19 (C-5) y 70.72
(C-14) ppm respectivamente, asi como las sefiales en § 2.93 (H-3) y § 1.91 (H-1) con las
sefiales en § 42.15 (C-3) y § 59.12 (C-1}, mientras que las sefales en 1.64 {H-90) v 2.38
(H-98) ppm, lo hacen con la sefal triple en & 43.88 (C-9) v las seRales en § 2.39 (H-13a)
y 8 2.85 (H-138) con la sefal triple en 39.49 (C-13) ppm.

Las asignaciones para cada hidrégenc y carbono realizadas mediante los
espectros HMQC y COSY se muestran en |a tabla 7.
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Tabla 7. Asignaciones realizadas con el espectro COSY y HMQC.

Asignacion & Hidrégeno & Carbono

1 1.91 d (2.3} 59.12

2 5.36dd (2.3, 6.6) 70.42

3 2.93d (6.6} 42.15

5 5.30t (2. 9) 78.19

8 180m 28.88

7 1.24 m 33.82
196 m

9 1.64 dd (5.7, 14.8) 43.88
2.38m

10 6.06dd (5.7, 12.1) 70.04

13 2.39m 39.49
285dd{92 19.0)

14 5.04 dd (4.8, 9.2} 70.72

16 1.67 s 25.37

17 1.13s 31.67

18 2.10s 20.92

19 085s 22.46

20 483 s 116.88
528s

> 2.4q(7.2) 46.97

3 3.86m 69.47

& 1.21d £6.3} 20.83

5 1.16d (7.2} 13.97

OCQOCH; 203s 21.38 169.74

2.06s 21.36 16990
2.18s 21.87 170.18

& en ppm determinados en COCly a 500 MHz, Jen Hz

Para establecer la posicion del éster 3-hidroxi-2-metilbutitico, se recurria al
espectro HMBC (espectro 7) en el que se aprecia claramente la correlacion entre la sedal
del carbonilo en 174.7 ppm vy las atribuidas al metilo del butirato en 2.4 ppm y H-14 en
5.04 ppm, por lo que en la posicidn catorce se debe locatizar el éster 3-hidroxi-2-
metilbutirico. Otras correlaciones observadas corresponden a la interaccion de los grupos
carbonilo en 169 ppm con las sefiales asignadas a H-2 y H-5 que confirman ia posicién de
los acetatos. Con todos los datos anteriores se puede establecer la estructura 53 que se
muestra en la figura 24 para el primer taxano aislado de T: globosa. En la misma figura se
muestran las correlaciones observadas en el espectro HMBC.
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53

figura 24. correlaciones observadas en i espectro HMBG.

Respecto a la estereoquimica de ios centros quirales localizados en 1, 2, 3, 5, 8,
10, 14, 2'y 3'. Se conoce con base en la biogénesis que el metilo en 19 tiene orentacicn
B al igual que Ia funcion oxigenada en la posicion 10, mientras que el hidrégeno en C-3
tiene orientacion o. Por lo que la configuracion de los centros estereogenicos 3, By 10 se
encuentra establecida.”’ Para determinar la configuracién de los centros restantes se
realizd un andlisis de las constantes de acoplamiento: H-10 se encuentra en una
orientacién o y presenta un acoplamiento de 6.0 Mz con uno de los hidrogenos en 9 y otro

acoplamiento trans diaxiat a juzgar por fa magnitud de la constante de acoplamiento de 12
Hz (figura 25).

Figura 25. acoplamiento de H-10

El hidrégeno 3 que resuena en 2.93 ppm presenta un acoplamiento de 6.5 Hz con
H-2 que supone un acoplamiento axial-ecuatorial, por lo que el acetato en 2 tiene una
orientacion «. Ademas H-2 tiene un acoplamiento de 2.5 Hz con H-1 que se puede
explicar con una conformacién sinclinal con un angulo diedro {¢) de 50° o 120°, en
consecuencia el hidrégeno en 1 es 5.
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H-5 que se encuentra acoplado con H-6 presenta sélo una constante de
acoplamiento de 3.0 Hz con los hidrégenos del metileno, lo que supone una disposicién

como se muestra en la figura 26 y el acetato se encuentra en posicién a.

3=3.0Hz

L

Figura 26. configuracion de C-5

La configuracién del éster derivado del butirico no se puede establecer mediante
el andlisis de las constantes de acoplamiento entre los hidrogenos H-2', H-3' y H-5', en
consecuencia las posibilidades son 2' R, 3' S o bien 2'S, 3'R (figura 27).

COOR COOR
HC. L H Hy OH

HyC H CH
> oH b g

figura 27. configuracién de C-2'y C-3".

En resumen el compuesto aistado de 7. globosa presenta las caracteristicas de
20,50, 10B-triacetox:, 14p-{2"-metil 3" -hidroxi)-butiriloxi-taxa-4{20),11{12)-dieno (53}, aislado
anteriormente de T. yunnanensis en el que la configuracion del butirato se ha establecido

como 2-R y 3-S5 mediante estudios de degradacion del eéster y comparacion de la
rotacion éptica del acido libre.%
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OH

20,50, 103-triacetoxi,1 4B-(2‘-metil,3'-hidroxi)—butirioni-taxa-4(20),1 1(12)-dieno

{yunnanxano 53).

En lo que respecta a la conformacion de esta molécula se ha establecido que el
anillo A corresponde a un bote distorsionado con fusion cis al anillo B que adopta una
conformacion silla-bote {usionado #ans al anilo C en una conformacion de silla
distorsionada, esto se muestra en Ia figura 28.

Figura 28. conformacion de yunnanxano {53),

En las tablas 8 y 9 se muestran los datos de RMN'H y '*C experimentales del
compuesto aislado de T. globosa comparados con los informados en la literatura para el
yunnanxano aislado de T. yunnanensis.®®
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Tabia 8. Datos RMN'H de yunnanxano (53)

Hidrégeno Experimental Referencia™ |
{CDCt, 500 MHz) {CDCl3, 300 MHZz}

1 1.91d{2.3) 1.91d(2.3)

2 5.36 dd (2.3, 6.6) 5.36 dd (2.3, 6.6)

3 2.93d (6.6) 2.93d(6.6)

5 5.30t(2.9) 531(2.9)

& 1.80m 1.8m
7o 124 m 1.24m
78 1.86m 1.96 m
9q 1.64 dd (5.7, 14.8) 1.64dd (5.7, 14.8)
9B 2.38m 238m(12.1)

10 6.06 dd (5.7, 12.1) 6.06 dd (5.7, 12.1)
13w 239 m 2.39m {14.8, 19.0)
133 2.85dd (9.2, 18.0) 2.85dd (3.2, 19.0)
14 5.04 dd (4.8, 9.2) 5.04 dd (4.8, 9.2)

16 1.67s 167s

17 113s 1.13s

18 2.10s 2.10s

19 0.85s 085s
20 483s 483s
20D 5283 5.28s

b 2.4q(7.2) 2.4q(7.2)

3 3.86m 3.86m

4 1.21d (6.3) 1.21d(6.3)

1" 1.16 d (7.2) 1.16 d (7.2)

OCOCH;, 203s 2.03s
206¢g 206 s
2.18s 2.18s
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Tabla 9. Datos de RMN™ C de yunnanxano (53).

Carbono Expetimental Referencia
(CDCl;, 125 MHz) (CDCl;, 75 MHz)
1 5912 T 75912
2 70.42 70.42
3 42 15 4215
4 142,31 142 31
5 78.19 78.19
6 28.88 28.88
7 33.82 33.82
8 39.66 39.66
9 43.88 43.88
10 70.04 70.04
11 135.43 135.43
12 134.60 134.60
13 39.49 39.49
14 70.72 70.72
15 37.27 37.27
16 25.37 25.37
i7 31.67 31.67
18 20.92 20.92
19 22 46 22.46
20 116.88 116.88
OCOCH, 21.38 21.38
21.38 21.38
21.87 21.87
C=0 169.74 169.90 169.74 169.90
170.18 174.75 170.18 174.75
2 46.97 46.97
3 69.47 69.47

4 20.83 20.83
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2o-benzolloxi do—acetoxi-18,7B, 108, 13c-tetrahidroxi-48{20),5B-oxetan-tax-11{12}-en-9-ona.

(10-desacetitbaccatina i, 7).

De las fracciones 18 y 19 de la columna original del extracto de corteza se abtuvo
un segundo taxano como un sélido con punto de fusién de 244-245 °C, que presenta en
el espectro de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (espectro 8) las sefales
caracteristicas de tres metilos cuaternarios § 0.94, § 0.95 y  1.53, un metilo vinilico en §
1.90 y un solo metilo de acetato en 2.20 ppm.

En 8.02, 7.56 y 7.66 resuenan cinco hidrégenos afornéticos, por o que se puede
pensar en la existencia de un anillo aromatico monosustituido. Por ofro lado el
desplazamiento de 8.02 de dos de estos hidrogenos indica la presencia de un grupo
electroatractor. En este mismo espectro aparece un sistema AB en 5.40 y 3.81 ppm
{J=7.0 Hz) caracteristico de hidrogenos geminales a una funcion oxigenada que
correlacionan respeclivamente con las sefiales en § 74.8 y § 46.5 dei espectro de RMN'C
(espectro 9). Este sistema AB es muy similar al observado en el espectro 2 en § 5.36 (H-

2) y 8 2.93 (H-3) por lo que se piensa en un esqueleto similar.

En el espectro de RMN™C (espectro 9) se aprecian 29 sefiales de carbono, las
cuales de acuerdo al experimento DEPT {espectro 10} corresponden a 5 metilos, 3
metilencs, 11 metinos y 10 carbonos totalmente sustituidos. Con la integracién del
espectro de RMN'H de 38 hidrégenos se puede pensar en un grado de insaturacion de
11.

Las insaturaciones se explican de la siguiente manera: cuatro corresponden al
anifle aromatico, tres se atribuyen a la presencia de tres carbonilos justificado por las
senales en el espectro de carbono trece en § 210.3, § 169.5 v § 165.2. Ademas existe un
enlace tetrasustituido que se deduce de ja presencia de dos carbonos cuaternarios en
141.5 y 134.5 ppm. Las insaturaciones restantes se ajustan a un sistema de tres ciclos
que apovya la idea del esqueleto de taxano.
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El desplazamiento a campo mas bajo de uno de los carbonilos sugiere la
presencia de cetona y la estructura de una baccatina figura 29).

RO O g

I OR

R

RO
OR

Figura 29. Esqueleto de baccatina.

Mediante el analisis del experimento de correlacion homonuciear COSY (espectro
11) y de correlacion heteronuclear a un enface (HMQGC, espectro 12) son identificables
dos sistemas AB; que se pueden asignar a M-13 (4.62) gue correlaciona con la sefial en
RMN™C en 66.04 ppm (C-5) y muestra una clara interaccion con las sefales de un
metileno en 8 228 y § 2.15 (H-14). Asimismo en 4.92 resuena H-5 que muestra
interaccion con las sefales en 2.28 y 1.65 correspondientes a H-6 que correlaciona con la
sefial en 36.5 ppm (C-6). El metileno restante debe ser geminal a oxigeno por el
desplazamiento de los hidrogenos en 4.03 ppm que correlaciona con la sefial en 75.45

ppm. Estos datos concuerdan con los correspondientes a una estructura de baccating.

En la 1abla 10 se muestran las asignaciones realizadas para las sefales

observadas en los espectros 11 y 12 de este compuesto.
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Tabla 10. Asignaciones realizadas con los espectros COSY-HMQC.

Asignacion Hidrégenc Carbono
& en ppm, m (J en Hz) 5 en ppm
2 5.41,d (7.0) 74.83
3 3.81,d (7.0) 46.5
5 4.92, dd (1.5, 9.5) 83.7
6 2.28,1{14.5) 36.5
1.65, td (14.0)
7 410, m 70.701
10 5.14,d (2.5) 74.34
13 4.62, m 66.04
14 2.28, dd (3.0, 14.5) 394
2.15, d{9.0)

16 0.94, s 26.73
17 0.95,s 20.12
18 1.80. 5 14.74
19 153, s 9.66
20 403, s 75.45
2 8.02, dd (1.5, 8.1) 129.4
3 7.56,d(7.5) 128.6
4 7.66,dd (1.5, 7.5) 133.12
5 7.56,d (7.5) 128.6
& 8.02, dd (1.5, 8.1) 129.4

CH,CO 2.02 20.65

La asignacion de las sefiales restantes se realizd con 12 ayuda del espectro HMBC
{espectro 13) de esta sustancia en el que se observaron las correlaciones que se
muestran en la tabla 11 y el espectro correspondiente.

Tabla 11. Correlaciones observadas en el espectro HMBC.

Senal Correlacion
€-9(210) OH-10 (4.75), H-10 (5.13), CH5-19 (1.54)
C=0 (169) CH, (2.02)
C=0 (165) H-2 (5.41), H-2’ (8.02}
C-12 (141) CHz-18 (1.9)
C-11(134) CH3-18 (1.9), CH;-17 (0.95), OH-10 {4.75)
C-4 (80.09) H-5 (4.92), H-20 (4.03), H-3 (3.82)
C-5 (83.7} H-20 {4.03)

C-10 (74.4) OH-10 (4.75)
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Del experimento anterior (HMBC) es posible establecer la localizacidn dei Unico
éster derivado del acido acético en C-4 que justifica el desplazamiento a campo bajo (5
80.08) de este carbono y situar ai benzoato en C-2 por la interaccidn observada entre ia
senal en § 5.41 (H-2) con el carbonilo en § 165.4 y uno de los hidrégenos aromaticos en

8.02 ppm. La interaccion de C-4 y G-5 con el metileno en 3 4.03 confirma la presencia dei
anilio de oxetano,

Respecto a la estereoquimica relativa, el desplazamiento a campo alto de C-19 (3
9.6} indica una interaccion y-gauche por lo que el hidroxilo en C-7 guarda una relacion cis
y dado que el metilc en 19 es B (biogénesis), el hidroxilo en 7 tiene la misma orientacion,
La configuracién en C-10 y C-3 se ha establecido como . Considerando fa conformacion
silla-bote del anillo de ciclooctanc vy la orientacién o de H-3, el acoplamiento con H-2
supone una disposicion axial para ambos por lo que H-2 es [ (figura 30). Respecto H-5,

es conacida la orientacién § del anilfo de oxetano y en consecuencia H-5 es o,

J<TQOHZ

HD J=85 Hr

Hy H
0o

Figura 30.

Los datos anteriores coinciden con los informados para la 10-desacetilbaccatina 11}
(7). uno de los taxanos que se encuentra en mayor abundancia que el taxol {5) en

diferentes especies de Taxus y que en la actualidad constituye la materia prima para la
obtencidn det mismo.”
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10-desacetilbaccatina 1} (7).

2a-benzoiloxi-dc, 108-diacetoxi-7f,130-dihidroxi-4f(20),58-oxetan-tax-11{12}-eno-9-ona.
(1-deshidroxibaccatina i, 54).

De las fracciones 15-17 del extracto diclorometanico de corteza se aislaron dos
compuestos que muestran un patrén de acoplamiento spin-spin semejante a la 10-
desacetilbaccatina i (7).

B menos polar de ellos es un sdiido amorfo que presenta en el espectro de
resonancia magnética nuclear de hidrogeno {espectro 14) sefales para los cuatro metilos
tipicos del esqueleto de taxano, dos sistemas AB; asignabies a H-13 (5 4.89), H-14 (8
2.61), H-7 (5 4.4) y H-6 (5 1.85) y un singulete en § 6.32 que corresponde a H-10.
Ademas son observables tres sefiales de hidrogenos geminales a oxigeno en 8 5.62, §
4.30 y 8 4.15, las dos ultimas sefiales se deben al metileno del anillo de oxetano. Por lo
gue se deduce una estructura de baccatina Ifl. La presencia de un grupo éster adicional
se infiere por el desplazamiento a campo bajo de la sefal correspondiente de H-10. Un AS
de 0.2 ppm en la sefial atnbuida a H-2 (8 5.62) de este compuesto respecto a la

locahizada en & 5.41 (H-2) de la 10-desacetilbaccatina Ill (7} sugiere la ausencia del
hidroxilo en C-1.
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Con estos datos se identifica esta sustancia como 1-deshidroxibaccatina [l {54).

En fa tabla 12 se muestran los datos de cada sefiai observada en el especiro y se

comparan con los obtenidos para

yunnanensis,®

AcQ QO OH

1-deshidroxibaccatina (it (54).

1-deshidroxibaccatina 1l (54) aislada de T.

Tabla 12. Datos de RMN 'H de 1-deshidroxibaccatina .

Hidrégeno Experimental & (J=Hz) Referencia™ § (J=Hz)
(CDC5, 300 MHz) (CDCls;, 400 MHz)
1 1.94m 1.96
2 5.62 d {6.9) 5.62 d (8.0)
3 3.88 d {6.6) 4.00d (8.0)
5 4.98 dd (10.0, 2.4) 5.00 dd (1.0, 9.0)
6 1.85m 1.86m
2.15m
7 4.44 - 4.40 m 447 dd (7.0, 11.0)
10 6.32s 632s
13 4.891(7.5) 4.88 br t (8.0)
14 26T m 256m
16 127s 126s
17 1.12s 1.10s
18 2.03 200s
19 1.63s 1.68 s
20a 4.15d(8.2) 4.18d (8.0)
208 430d(82) 4.30d (8.0)
OCOCH,8 216s 2095
228s 237s
OCOC3H5 7.48 d (7.5) 746 m
7.61 1{7.5) 8.05 dd (8.0. 2.0)

8.10 dd (7.5, 1.5)
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1B-hidroxi-2c,50¢,78,9¢, 100, 13x-hexaacetoxi-4(20)-epoxi-tax-11(12)-eno.
(1B-hidroxdbaccatina [, 55).

Otro compuesto aislado de las mismas fracciones 15-17 es un sélido que presenta
en el espectro en-el infrarojo (espectro 15) una vibracion caracteristica de hidroxilo en
3606 om’, una sefal tipica de carbonilo de éster en 1739 ¢m” que se confirma con la

banda de 1240 cm”. Ademas son apreciables las bandas de absorcién tipicas de dobles
enlaces en 1650 y 1460 cm™.

En el espectro de masas determinado por ionizacidn quimica (espectro 16) se
aprecian dos series de fragmentos, una de elios implica la pérdida sucesiva de 60
unidades de masa y sugiere la presencia de al menos cinco grupos acetato en la
molécula, en este espectro aparece un i0n en 592 miz que en primera instancia se puede
atribuir al i6n molecular, pero se descarta ya que en el espectro de RMN'C (espectro 18)
aparecen las sefiales de treinta y dos carbonos de los cuales de acuerdo con el
experimentc DEPT (espectro 19) corresponden a 12 carbonos totalmente sustituidos, 7
metinos, 3 metienos y 10 metilos. De la integracion del espectro de resonancia de
hidrégeno (espectro 17) se obtiene la presencia de 43 hidrégenos que junto con los datos
anteriores y los fragmentos en el espectro de masas se puede establecer una férmula

molecular Caata,044 para este compuesto.

En el espectro de RMN'H (espectro 17) aparecen un cenjunto de sefiales en la
region de 2.00-2.20 ppm que se atribuyen a seis metilos de acetato que justifica 1a banda
de absorcion en 1739 cm™ en el infrarojo v la pérdida de acido acético en el especiro de
masas. Asimismo son identificables seis metinos geminales a oxigeno que corresponden
a: un sistema AB en & 6.21 y & 6.03 con un acopiamiento de 11.0 Hz (disposicion
antiperiplanar) que se atribuye a H-10 y H-9; una sefial tripie en 8 6.09 generado por H-
13; un hidrogeno en § 5.49 {(H-2); una senal doble de dobles en & 5.5 asignado a H-7 y
finalmente un triplete en § 4.22 (H-5). De igual manera se observa un sistema AB (6 3.53

y 8 2.31) gue correlaciona con un carbono en 49.9 ppm caracteristico de un anilo de
oxirano.
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La localizacién de cince de los acetatos es clara por los desplazamientos de las
sehales de C-2 (§ 75.2), C-7 (5 68.75), C.9 (8 75.21), C-10 (6 70.75) y C-13 (8 71.15). De
fas sefiales en la region de las bases oxigenadas quedan dos sefiates sin asignar: una de
ellas es un carbono cuaternario que resuena en 76.0 ppm y por analogia con los
compuestos anteriores se atribuye a G-1 y la otra es un carbono metinice en & 77.77 que
se asigna a C-5. En una de estas posiciones debe localizarse el acetato restante. El
desplazamiento de las sefiales no es suficiente para realizar la asignacion. Con el cbjeto
de discernir entre las dos posibilidades se realizé la acetilacion de esta sustancia ¥
después del fratamiento usual no se observd cambio en la materia prima lo cual indica
que el hidroxilo debe ser terciaric y debe localizarse en G-1.

La localizacion del epoxido en C-4 justifica el desplazamiento a campo alto de Ia
sefial atribuida a H-5 (3 4.22) por la orientacion B del oxigeno epexidico, 1o que lieva a
considerar que H-5 presenta la misma orientacion.

Con el espectro de correlacion H-H (COSY, espectro 20) se confirma la
conectividad del esqueleto de taxano y se caracteriza a este compuestc como 1-B-
hidroxibaccatina | (55). En las tablas 13 y 14 se muestran los datos cbtenidos en ef

presente trabajo vy los informados en la literatura para esta sustancia aslada
anteriormente de otras especies de Taxus. %%

AcO OAC OAc

\‘\“‘

AcOr

1

f 2
oM QAc

1-B-hidroxibaccatina | (55).
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Tabla 13. Datos de RMN 'H de 1B-hidroxibaccatina 1.

Hidrogeno Experimental § (J=Hz) Referencia'™ 5 (J=Hz)
(CDCly, 300 MHz) {CDCl3, 300 MHz)
T 550 d (3.0 5.49d (3.2) -

30 3.19d (3.0) 3.18d(3.2)

5B 4.221(3.0) 4.221(2.8)

6c 217 m 217 m

6p 1,77 ddd (15, 9.6, 2.4) 1.75m

7a 5.50 dd (10.5, 4.5) 5.50 dd (11.6, 4.4)

9p 6.04d (11.0) 6.04 d (11.0)

10 821d(11.0) 6.22d (11.0)

13p 6.095 t (8.1) 6.09t (8.4)

14a 1.88 ddd (15, 6.6) 1.88 dd {(15.0, 6.8)

148 2.54 dd (15.0, 9.6) 2.54 dd (15.0, 9.6)

i6 124 s 124 s

17 1.65s 1.65s

18 223s 223s

19 1258 1.25s
200, 3.54d (5.1) 3.55 d (5.6)
208 2.31d (5.1) 231 d(56)

QCOCH; 1.99s 205s 222s 2.12s

206 s 2.09s
2.11s 222s

209s 206s
205s 200s
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Tabla 14. Datos de RMN "°C de 1§ hidroxibaccatina I.

Carbono

W ~N ;e G oA WN

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
COCH;

C=0

Experimental

(CDCla, 75 MHz)

Referencia ™

21.67

20.90
170.08
169.75
168.23

76.13
75.21
41.38
58.29
77.77
31.15
68.76
46.67
75.22
70.75
135.71
140.39
71.15
38.58
43.32
28.46
21.82
15.42
13.70
49.93
21.42
20.66
169.84
169.35
169.23

1701
169.7
169.2

76.0
72.1
41.3
58.2
77.7
31.1
68.6
466
75.1
70.7
135.6
140.3
71.1
38.5
432
28.4
21.8
15.4
13.6
49.9

(CDCt,, 75 MHz)

169.8
169.3
169.1
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2B,3(3,140,213,223(R)-pentahidroxi-53-colest-7-en-6-ona
{ponasterona, 41).

El metabolito de mayor polaridad que se aislé de la fraccidn soluble en
diclorometano del extracto etandlico de corteza de T. globosa, es un sdlido que presenta
sefiales a campo alto en el espectro de resonancia magnética de hidrégeno (espectro 21)
que sugieren una estructura de esterol. La presencia de 27 sefiales en el espectro de
RMN"C {espectro 22) confirma esta suposicién. Los resultados de los experimentos
DEPT (espectro 23) establecen la presencia de seis carbonos cuaternarios, 8 metinos, 8
metilenos y 5 metilos. Uno de los carbonos cuaternarios locafizado en 206 ppm debe
corresponder a un carbonilo de cetona o.p insaturada. En 122,13 ppm se observa la
sefial de un carbono vinilico cuya sefial de hidrégeno aparece en § 5.79. De acuerdo con

el analisis anterior, la molécula debe contener un fragmento como el mostrado en la figura
31.

O

figura 31.

Otro fragmento que esta de acuerdo con la cadena lateral de un esterol se deduce
de las dos sefiales dobles identficables en 8 0.90 y 8 0.91 en el espectro de RMN'H
{(especiro 21) que integran cada una para tres hidrégenos y correlacionan con Ia sefiat del

metino que resuena en 1.90 ppm que a su vez esta urudo a un metileno (figura 32).

H;;Cw

HaC

Figura 32.
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En la region de las bases oxigenadas en el espectro de RMN'C se observan 5
sefales a § 85.22, 5 77.97, § 77.84, 5 68.71 y 5 68.52 que corresponden a 2 carbonos
cuaternarios y tres metinos, estos a su vez correfacionan respectivamente con las sehales
a 8 3.93, 33.83y 3§ 3.14 en ef experimento de correlacion heteronuclear a un enlace
(HETCOR, espectro 24). Los resultados anteriores sugieren la presencia de los arreglos

atémicos siguientes (figura 33) que junto con los mostradas anteriormente conducen a un
esqueleto de ecdisteroide.

o oR OR
R

OR

"
OR

RO

OR
RO’

0

estructura de ecdisteroide.

Figura 33.

Las sefiales de metilo sobre carbono totalmente sustituido aparecen a 3 0.88 (C-
18), 8 0.95 (C-19) v § 1.19 (C-21), el desplazamiento de este dltmo se atribuye a la
presencia de oxigeno en la posicidn 20. Todos los datos anteriores estan de acuerdo con

la estructura de ponasterona (41), un ecdisteroide aislado anterormente del mismo
género (T, baccata)®™.
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oH
QH

HO,
OH
HO
O

ponasterona (41)

Es conocida la fusién cis de los anillos A v B de este tipo de sustancias. No
obstante se realizé un andlisis de las constantes de acoplamiento de las sefiales
involucradas para establecer la configuracién relativa de los centros estereogénicos.

Las sefiales de H-2 (§ 3.84) y H-3 (8 3.94) presentan una constante de
acoptamiento de 3.0 Hz que sugiere una disposicién axial-ecuatorial, las constantes de
acoplamiento de 6.0 y 12.0 Hz de H-2 con H-1 se deben ai acoplamiento axial-axial y
axial-ecuatorial respectivamente. H-3 no presenta acoplamiento apreciable con H-4 quien
a su vez exhibe un acoplamiento geminal con J=13.5 Hz y una interaccién trans diaxial y
axial-ecuatorial con H-5 (§ 2.37). Este sistema de acoplamiento confirma la fusién cis de

tos anillos A y B y establece [a orientacién de los dos grupos hidroxilicos en B (figura 34).

b St
H
Aot
H
A
H
Figura 34.

La presencia del hidroxilo en la posicion 22 se confirma al realizar la acetilacion de
este compuesto y observar tres sefales simples agudas en la regién de 2.00 ppm
(espectro 25) y el desplazamiento correspondiente de las sefiates atnbuidas a H-2 (& 3.84
a$5.07), H-3 (6 3.94 a 5 5.36) y H-22 (5 3.30 a 3 4.84). El hidroxllo en 14 asi como el de
la posicién 20 se deduce de la presencia de dos carbonos cuaternarios en § 77.9 y § 85.2.
La asignacion de las sefiales restantes se efectud con la ayuda del experimenio
HETCOR, los datos para esta sustancia se muestran en la tabla 15.
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ponasterona (41).

Tabla 15. Datos espectroscopicos de ponasterona (41).

Asignacion Hidrogeno Carbono
1 1.44dd (11.7, 13.0) 3737t
1.21 dd {11.5, 13.0)
2 3.82 ddd (3.0, 6.0, 12.0) 68.71d
3 3.93d (3.0} 68.52 d
4 2.11 ddd (4.5, 13.0, 13.5) 32.85t
1.85 dd (4.5, 13.5)
5 2.37 dd {6.0, 13.0) 51.79d
6 - 206.43 s
7 5.79d (2.4) 122.13 d
8 - i6796s
9 3.14ddd (3.0, 8.2, 11.5) 35.12d
10 - 39.25¢s
11 1.97 m 21.50t
14 - 85225
15 1.81m 31.77 d
1.68m
16 1.96 m 21.50t
17 1.70 m 50.47 d
18 0.88s 18.02 q
19 0.95s 24.3% q
20 - 77.97 s
21 1.19s 20.98 g
22 3.33d (10.5) 77.84d
23 1.53m 30.48t
1.22m
24 1.78m 3765t
143 m
25 1.90m 29.22d
26 0.91d (6.8} 2341 ¢q
27 0.90 d (6.8) 22.73q
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7, #-di-O-metil amentoflavona
{gingketina, 49).

Del extracto diclorometanico de las hojas se aislé un compuesto sélido de color
amarillo de punto de fusidn mayor a 300 °C que en el espectro de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno (espectro 26) mostré cuatro hidrégenos hidroxilicos: en 13.07 y
12.80 ppm dos protones que deben estar formando puentes de hidrogeno y dos
hidrogenos en 10.8 y 10.2 ppm. En la region de 6 a 8 ppm se observan tres sistemas
aromaticos, uno de ellos es un sistema AB con constantes de acoplamiento (2.5 Hz) meta
{6 6.78, 5 6.36) (figura 35), el desplazamiento de esias sefiales indica que los
sustituyentes de este anillo son grupos OR, o que concuerda con la presencia de los
grupes hidroxilo y grupos metoxilo (8 3.82 y 3 3.78 } en la molécula.

4878
H

5636

Figura 35. Sistema AB

Un sistena ABX (3 8.22, 7.36 y 8.10 ppm) con ccnstantes de acoplamiente orto
{10.0 Hz) y meta (2.5 Hz) indica la presencia de un anillo aromatico con sustitucion 1,24y
un sistema A8, aromatico con constantes de acoplamienio de 9.0 Mz en 6 7.48y § 6.73
permiten establecer la presencia de dos anillos aromaticos que se muestran en la figura
36. El desplazamiento de dos hidrogenos dei sistema ABX sugiere que uno de los
sustituyentes es oxigeno

& 736
H
H 5 822 H H 748 ppm
H H 673ppm
H
5 810
a. sistema ABX b. sisterna A,B.

Figura 36. Sistemas aromaticos observados en RMN'H.
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L Resultados

Ademas aparecen tres singuletes en 7.00, 6.79 y 6.40 que integran cada unc para
un hidrégeno. Estos hidrégenos corresponden a protones sobre carbono de tipo sp®.
En el espectro de RMN'C (espectro 27) se observa la existencia de al menos 28
carbenoes en la molécula de los cuales 12 aparecen como dobletes y dos como cuartetos
en el espectro DEPT (espectro 28), los carbonos restantes deben ser cuaternarios. Las
sefiales de carbono asi como la sustitucién de tos anillos aromaticos concuerdan con un

sistema biflavonoide del fipo de la amentoflavona (48).

amentoflavona (48}

£l metabolite aislado de Taxus globosa difiere de la amentoflavona por la presencia de
dos grupos metoxito.

Con base en la biogénesis de esta clase de compuestos, los metoxilos pueden ser
localizados en las posiciones 7, 4, 7' o 4. Al realizar la comparacién de los datos
cbtenidos paar este compuesto y los correspondientes de la amentoflavona se puede
decir que los grupos metoxilo se localizan en las posiciones 7, 4. Aunque resulta
necesario |a realizacion de un experimento de correlacion C-H a larga distancia para
confirmar el enlace interflavonoide y la posicion de los metoxilos, en el presente trabajo
debido a la cantidad disponible de muestra no fué posible llevarlo a cabo. No cbstante los
datos obtenidos (tablas 16 y 17) estan de cauerdo con la 7,4'-di-O-metil amentoflavona
(gingketina, 49) aisiada anteriormente de varios géneros como el Gingko'™ y como

constituyente de Taxus baccatay T. wallichiana '®.
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Resuitados

7, #-di O-metilameniofiavona (gingketina, 49)

Tabla 16. Datos de RMN'H de gingketina (49).

Hidrégeno Experimental Referencia '
{DMS0-ds, 300 MH2) {DMSO-ds, 300 MHz)
3 6.79 (5) 6.80 (s)
6 6.80 (d, 2.5) 6.78 (d, 2.5)
8 6.36 (d, 2.5) 6.36 (d, 2.5)
2' 8.08(d, 2.4) 8.10(d, 2,5)
5' 736(d, 9.0) 7.36 (d, 10.0)
&' 8.22 (dd, 2.4, 8.0} 8.21 (dd, 2.5, 10.0)
6" 6.40 (s) 6.42 (s)
3" 7.00 (s} 6.99 (s)
2™, 6" 671 (d, 9.0) 6.73 (d, 10.0)
3™, " 7.48 (d, 9.0 7.50 (d, 10.0)
QOCH;, 3.82 (s) 3.83 (s)
OCH;3 3.78 (s) 3.80 (s)
OH 13 07 (s) 13.10 (s}
OH 12.90 (s) 12.91 (s)
OH 10.81 (s) 10.83 (s)
OH 10.25 (5) 10.29 (s)

£STA
Sillk Br

TESIS N8 nege
BISIGTECH
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Resultados

Tabla 17. Datos de RMN'C de gingketina (48).

Carbono Experimental Referencia

o — (DMSO-ds, 75 MHz) {DMSO-d;, 75 MHz)
2,2" 163.6 163.5
3 102.5 1035
4, 4" 181.8 1819
5,5" 1680.5 160.4
8 98.1 98.5
7 161.7 161.7
3 103.8 103.8
4"a 108.7 103.5
3 122.2 122.4
2. g 127.8 128.0
3, 5" 115.7 1158
4, 4™ 161.0 161.0
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Resultados

3¢,5,7,3’,4’-pentahidroxi-flavanc
(epFcatequing, 56).

Del extracto butandlico de la corteza de Taxus globosa (poblacion 1) se aisld un
compuesto de color ligeramente rojizo en cuyo espectro de resonancia magnética nuclear de
hidrogeno (espectro 30) se observa un sistema AB aromético en 3 5.92 y § 5.90 (J=2.0 Hz2) que
correlaciona con las sefales localizadas en 96.5 y 959 ppm en el espectro de RMN®C
(espectro 31). Las constantes de acoplamiento de 2.0 Hz sugieren una disposicién mefa de
estos hidrégenos. El fragmento derivade de este andlisis se muestra en la figura 37.

H

k1 H
Figura 37.
Otro sistema aromatico ABC ubicado en 8 6.95, § 6.78 y § 6.74 indica la presencia de un
anillo trisustitudo como el mostrado en fa figura 38, por ¢l desplazamiento quimico de las
sefiales se sugiere la presencia de dos grupos electronegativos. Ademas en el espectro en el

infrarojo se observa una banda de absorcién ancha en 3500 cm™ confirmando la presencia de
hidroxilos en la molécula.

Figura 38.
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Resultados

Otra sefal observable en ¢ espectro 30 es una sefial en § 4.16 que indica 1a presencia
de un hidrégeno geminal a oxigeno lo cual concuerda con la sefial de catbone trece en 65 ppm
y finalmente en la regidn de 2.6 y 2.8 ppm se localizan dos sefiales dobles de dobles que
integran para un hidrégenc cada una y que corresponden a un metileno con hidrégenos no
equivalentes. Los fragmentos estructurales de estas sefales fievan a la conclusién de un
esqueleto de flavan-3-o} (figura 39), por el desplazamiento y constantes de acoplamiento se

deduce la estructura de catequina uno de los menémeros que constituyen los taninos.

/

OoH

Figura 39. esqueleto de flavan-3-ol.

La sefal asignada a H-2 (8 4.80) se observa como un singulete lo que sugiere un
angulo diedro de 90 °C con H-3, por otro lado H-3 (d 4.18) presenta un acoplamiento con los

hidrogenos metilénicos de H-4 con constantes de 3.0 vy 4. 5 Hz lo que supone una disposicion
como se muestra en la figura 40.

Figura 40.
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Resultados

Aqui es importante notar que la asignacion de ia estereoquimica relativa es ambigua si
se consideran solamente las constantes de acoplamiento H-H ya que se ha observado que
estas maoléculas en solucion presentan equilibrios conformacionales como los mostrados en la

figura 41." Ademas hay que aclarar que en condiciones ligeramente acidas y dé temperatura
alta hay epimerizacion en C-3.

M

Figura 41. Conférmeros de flavan-3-ol.

Los dos grupos sustituyentes en las posiciones 2 y 3 estdn en el mismo lado en
disposicion «, ya que el enantidmerc no se conoce y se establece Ja estructura de epi-
catequina (56) para esta sustancia.

o
HO O .o -

"OH
OH

epi-catequina (56).
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Resultados

2-3-D-glucopiranosil, 4-(4’-hidroxifenil)-butano
(betuldsido, 57).

El componente mayoritario del extracto butandlico de la corteza es un compuesto
sdlido en forma de agujas finas que tiene punto de fusidn de 187 °C. E! espectro en el
infrarcjo de esta sustancia (especiro 33) presenta en 3350 y 3252 cm’' bandas
caracteristicas de grupos hidroxilo. Otras bandas de importancia son las localizadas en
1616 y 1516 cm™ que indican ta presencia de anillo aromatico. E peso moiecular
determinado por EMIE {espectro 34) esta de acuerdo con una formula molecular CigHz Q7
ya que se observa un ion molecular de m/z 328, la pérdida sucesiva de 18 unidades de
masa estd de acuerdo con la presencia de grupos hidroxilicos en la molécula y un
fragmento en m/z 148 (M* -180} lleva a pensar en la presencia de una hexosa que podria
ser glucosa. El pico base de este espectro (m/z 107) es tipico del i6n benciloxonio
{C:H;0"} que junto con los fragmentos de m/z 77 y 53 confirma la presencia de un anillo

aromatico con una funcitn oxigenada como sustituyente.

En el espectra de RMN'H (espectro 35) se observa una sefial doble en 4.53 ppm
con constante de acoplamiento de B.1 Hz que corresponde al hidrogeno anomérico
ademds de un conjunto de sefiales sobrepuestas entre 3.1 y 3.9 ppm gue mtegran para 8
protones. Otras sefiales identificabies a campe bajo son las de un sistema aromatico
AA'BB' en 8§ 7.02 y & 6.66 que indican la presencia de un anillo aroméatico para
disustituido. A campo alto (5 2.60, 6§ 1.84, & 1.67) resuenan los hidrogenos de dos
metilenos. Finalmente en este espectro a § 1.18 aparece una sefial doble que integra
para tres hidrdgenos y presenta una constante de 7.0 Hz, esta sefal se atribuye a un
metilo unido a un metino que seporta una funcion oxigenada. Los fragmentos dervados
del anélisis de los espectros 33-35 son los mostrados en la figura 42.
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Resultados

H H3Ci
H H
HOC,
O
.I‘K/\(, m
HO

Figura 42. Fragmentos estructurales.

Con los datos aportados por el experimento DEPT (espectro 37) se cbnfirma la
formula de CigHaQ; con la presencia de tres metilenos, 10 metinos, un metilo y dos
carbonos cuaternarios en 134.6 y 156 ppm que se asignan a los carbonos .ipse del anilio.
aromatico. El desplazamiento de uno de estos carbonos {5 1586) supone el enlace C-O por
lo que uno de los sustituyentes en el anilio puede ser o un grupo hidroxilo o bien el
residuo de glucopiranosa. Por otro lado en e! espectro de correlacion H-H (COsY,
espectro 41) se aprecia la correlacion del metino en § 3.87 con la sefal en § 3.63 y el
metilo doblete a 3 1.18, la sefal en § 3.63 es un hidrégeno que correlacicna con el

conjunto de sefiales mdltiples del anillo de piranosa. Estas correlaciones se ilustran en la
figura 43,

Figura 43. correlaciones observadas en ef espectro COSY.

De la chservacion anterior y los fragmentos mostrados en la figura 42 sdlo es
posible la unién del anillo aromatico a un metileno y este debe ser el localizado en 2.60 ya

Que las corrientes magnéticas generadas por el Sistema 1w ocasionan este
desplazamiento.
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Resultados

Con ef objeto de asignar sin ambigledad cada sefal se realizo la acetilacion de
este compuesto, el derivado acefilado presenta las sefales caracteristicas del anillo
aromatico para sustituido, ef hidrégeno anomérico {H-1") en 4.53 con J=8.1 y las sefales
debidas a los hidrégenos de la piranosa en 5.21{dd, 8.3, 9.6, H-3"), 5.10 (dd, 9.0, 9.9, H-
47), 4.99 (dd, 8.1, 9.3, H-2"}, 4.25 (dd, 4.5, 12.0, H-6"a), 4.14 (dd, 2.4, 12.0, H-6"b) y 3.66
(ddd, 2.4, 4.5, 9.0, H-5"), ademas de cinco acetatos en 2.00-2.30 {espectro 38, BMN'H}.
Las correlaciones de este fragmento estructural se observan en el espectro 41 (COSY) y
son mostradas en la figura 44,

Figura 44.

Ademas en el espectro de resonancia de hidrégeno y el expermento DEPT
{espectro 40) det derivado acetilado se identifican nuevamente los sistemas AsX del
metilo unido a metino en 1.15 {H-1) y 3.77 (H-2) ppm, los dos metilenos del fragmento
derivado del butano en 1.69 (H-3a), 1.84 (H-3b) y 2.60 (H-4) ppm.

La canstante de acopiamiento de 8.1 Hz entre H-1" y H-2" es caracteristica de un
acoplamiento axial-axial con un angulo diedro de 168° como el observado en la B-D-
glucopiranosa. En consecuencia se deduce que esta sustancia es un glucésido derivado

del p-hidroxifenil-butano conocido comunmente como betuldsido o rhodedendrina (57).

2-B-D-glucopiranosil, 4-(4-hidroxifenil)-butano (betuldsido, 57)
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Resultados

Esta sustancia ha sido aislada de especies pertenecientes a los géneros Betula y

Rhododendrum'® y la configuracion de C-2 se ha determinado como S. También es

constituyente de las hojas de T. baccata como lo demuestra ef estudio de Parmar'® en el

que se determing la estructura mediante rayos X. Los datos obtenidos experimentalmente

se muestran en Ia tabla 19 y coinciden con los informados en (a literatura. '

Tabla 19. Datos de RMN'H de betulésido {57) y derivado acetilado (57a)

57
{300 MHz, MeCH-d,)

57a
(300 MHz, CDCly)

Hidrégeno

1 1.18,d,7.0

2 3.80

3 1.84m

1.67m

4 2.60dd
6.66d,9.0
7.02d,9.0
4.32d, 8.1
" 3.18dd, 8.0, 8.0
3.68m
3.28m
3.36m
3.24m

[SV 1+

QU B w@N 2T
i oo

1145 d 7.0
377 m
1.84 m
1.89 m
287 m
6.95 d B4
7.19 d 8.4

453 d 8.1

498 dd 8.1,9.3
5.21dd 9.3,98.8
5.10dd 9.0,9.3

3.66 ddd 2.4, 4.8, 9.0
424 dd 45,12.0
414dd 24,120

Denvado pentaacetilado de betuldsida (57a).
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Conclusiones

Se aislaron y caracterizaron de Taxus globosa los siguientes metabolitos: acidos
grasos estearico, oleico y palmitoleico; esteroles: f-sitosterol, el correspondiente
glucdsido y ponasterona (41); taxanos: yunnanxano (53), 1-deshidroxibaccatina il (54),
1B-hidroxibaccatina | (55), 10-desacetibaccatina Il (7); el biflavoncide gingketina (49), y
los compuestos fendlicos epicatequina (56) y betuldsido (57}, La abundancia de <ada
metaboiito se muestra en los diagramas respectivos de [a seccion experimental y como se
puede apreciar la ponasterona, el betuldsido y la 10-desacefibaccatina son los mas
abundantes. Con esto se logra el objetivo de establecer un perfil quimico del tipo de
sustancias presentes en esta especie. Desafortunadamente el taxol no fué detectado
como constituyente de esta planta. Sin embargo la presencia de fa 10-desacetilbaccatina
en un rendimiento de 0.12 % comparable al informado para otras especies hace posible

ensar en ef "tejo” mexicano como fuente alternativa de abtencion de taxol.
|

Por otra parte los metabolitos aislados presentan una gama de actividades
bioldgicas interesantes, por ejemplo el betuldside presenta actividad como
hepatoprotectar'™. También se ha mencionado ef efecto sobre el sistema nervioso central

de los biflavonoides'

. Y la ponastérona es una de las hormonas producidas por insectos
en la etapa de muda. Algunas de estas actividades biolégicas justifican en parte las

propiedades atribuidas & especies de Taxus por algunas etnias.

Es importante mencionar que los taxanos son metabolitos de los "tejos" cuya
abundancia es muy pequefia de manera que su aislamiento y caracterizacion puede
resultar dificil a pesar de las técnicas actuales de aslamiento y caracterizacion
disponibles.

Resulta conveniente la continuacién del estudio de esta especie v la realizacion de
pruebas bicldgicas de algunos de los metabelitos aislados sobre todo de los taxanos, ya
que recientemente se encontré que aigunos de estos compuestos actuan de manera
sinérgica con piretroides. "™
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Conclusiones

Sobre la composicidn quimica de las poblaciones analizadas se puede mencionar
que existen diferencias notables sobre todo en la fraccion diclorometénica. Mientras que
la fraccion butandlica de las diferentes partes de ambas poblaciones presentan como
consfituyentes principales al betuldside y epi-catequina.

Con los resultados de este trabajo se puede hacer la observacion de que un clima
tropical favorece la produccidn de taxanos. aunque dada la abundancia de esie tipo de
metabolitos resulta necesario continuar el estudio de esta especie.
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