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En el caso de la cepa fungica las fracciones de AcN presentaron una alta
variabilidad en la actividad sobre la cepa sensible de M. fuberculosis (CMls
= 3.13 a 50 ug/mL). El anélisis quimico de las fracciones de AcN permitié la
purificacién de dos nuevos compuestos: el 2-isopropil-5-benzofuranol y un
estereoisémero del 1,6-di-O-acetil-2,3,4,5-tetrahidroxihexano, y tres
compuestos conocidos: alitol, ergosterol y endoperéxido de ergosterol.
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introduccion

Desde la antigiedad hasta nuestros dias, las enfermedades bacterianas
han sido una de las principales causas de muerte en todo el mundo.
Actualmente esto sucede especialmente en los paises en desarrollo. Entre
estas enfermedades se encuentra la tuberculosis (TB), cuyo principal
agente causal es Mycobacterium tuberculosis. Segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) una
tercera parte de la poblacibn mundial esta infectada con esta bacteria
(WHO, 2005). El numero de casos de TB aumentd desde poco antes de
principios del presente siglo, debido principaimente al crecimiento de la
poblacién mundial, la pobreza y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).
Asi mismo, los tratamientos inapropiados e incompletos han favorecido la
seleccidn de cepas resistentes a los farmacos anti-TB (Basso et al., 2005;
Del Olmo-Fernandez et al, 2005), por lo que actualmente existe un
creciente interés en la busqueda de nuevas aiternativas para el tratamiento
de esta enfermedad. Existen diversas estrategias en el ambito mundial para
lograr lo anterior, como son la bdsqueda de nuevos blancos moleculares
para el disefio de farmacos con diferentes mecanismos de accion, utilizando
la gendmica y protedmica y la sintesis quimica mediante modeiado
molecular o quimica combinatoria (Basso ef al., 2005). Sin embargo, las
plantas, los microorganismos y los organismos marinos contintian siendo las
principales fuentes de nuevas estructuras con actividades biologicas
importantes. En el periodo de 1981-2006 cerca del 56% de los farmacos
aprobados por la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas
en inglés) provienen de una fuente natural. Entre los afos 2000-2005 se
introdujeron al mercado 20 nuevos medicamentos de origen natural
(Newman & Cragg, 2007; Chin et al., 20086).

Por otra parte, México es considerado como el cuarto pais con mayor
diversidad de especies vegetales. Se estima que en nuestro pais existen
cerca de 26,000 especies de plantas; de las cuales el 52% son endémicas
(Arellano-Rodriguez et al., 2003).

En cuanto a la diversidad de hongos se estima que en México existen entre
120,000-140,000 especies (Guzman, 1994).

A pesar de esta enorme riqueza bioldgica, en nuestro pais sélo un nimero
muy reducido de plantas ha sido objeto de estudios botanicos y quimico-
biolégicos. Para los hongos, los estudios realizados son draméaticamente
mas escasos, en especial los microscoépicos.

En Yucatan existen cerca de 2,300 especies vegetales, entre éstas se
encuentran las del género Diospyros, del cual se han reportado cuatro
especies y unicamente D. cuneata y D. anisandra se han estudiado en
cuanto a su potencial como fuente de metabolitos citotéxicos y anti-TB
respectivamente (Duran ef al., 1998; Quintal-Novelo, 2009, Borges-Argaez
et al., 2007). Por otro lado, se reporté un estudio quimico sobre D. cuneata






no fue posible purificar debido a la escasa cantidad obtenida de muestra.
Sin embargo, las fracciones fueron analizadas por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) obteniéndose sus
respectivos perfiles cromatograficos.

Adicionalmente, se realizo el fraccionamiento y purificacién de fracciones no
activas de Gliocladium sp MRH41. identificandose dos ergosteroles, dos
azucares no ciclados y un nuevo benzofurano.






.Capitulo |

Antecedentes

1.1 GENERALIDADES DE LA TUBERCULOSIS (TB)

La TB es una enfermedad infecciosa, cuyo principal agente causal es
Mycobacterium tuberculosis, descubierto por Robert Koch en 1882. Se ha
documentado que esta enfermedad existe desde al menos el afo 8,000
a.C., ya que en restos humanos que datan de ese tiempo se encontraron
lesiones que son tipicas de TB ésea. De hecho, en antiguos escritos
hindues y chinos ya se hacia mencién de esta enfermedad (Schlossberg,
1999).

Ademas del principal agente causal de la TB, M. bovis, M. africanum y M.
microti también son causantes de esta enfermedad. Estas cuatro especies
constituyen el complejo M. tuberculosis. Las micobacterias son bacilos
rectos o ligeramente curvos, miden entre 0.2-0.6 ym de ancho y de 1-10 um
de largo, no forman esporas, son inméviles y aerobios. Cuando son
cultivados en medio liquido forman aglomerados. Las siguientes dos
caracteristicas distinguen a las micobacterias del grupo M. tuberculosis: 1)
su pared celular, la cual es rica en cadenas largas de acidos grasos
llamados micélicos, mismos que le dan la caracteristica cerosa a sus
colonias y 2) su lento crecimiento, entre 3 a 8 semanas (Saviola & Bishai,
2006). La infeccién se transmite por via aérea, cuando se inhalan pequefias
gotas de saliva; cada una de éstas puede contener de 3 a 4 micobacterias.
Estas gotas son expulsadas por personas enfermas cuando hablan, tosen o
estornudan. Cabe mencionar que no todas las personas infectadas
desarrollan una enfermedad activa; esto depende de varios factores, entre
los principales estan la patogenicidad de la bacteria y la respuesta inmune
del hospedero (Tiruviluamala et al., 2002; Clark et al., 2003).

1.2 ANTECEDENTES EPIDEMIOLOGICOS DE LA TB

En los ultimos afios el numero de casos de TB ha aumentado. En 1990 se
reportaron 6.6 millones de casos, en el 2000 la cifra ascendié a 8.3 miilones,
y el ultimo dato del 2010 fue de 8.8 millones. La mayoria de los casos
reportados correspondieron a India (2.25 millones), China (1.1 millones),
Sudafrica (0.49 millones), Indonesia (0.45 millones) y Pakistan (0.40
millones). La prevalencia de TB en el 2010 fue de 12 millones y el numero
de muertes fue de 1.4 miliones, incluidas las personas con VIH (WHO,
2009; WHO, 2010; WHO, 2011).

En México, segun datos de la Secretaria de Salud (SSA) se reportaron
14,371 nuevos casos de TB en 2011, y los estados con mayor numero de






1.3 TERAPEUTICA

Los medicamentos empleados en el tratamiento de la TB pueden dividirse
en farmacos de primera y segunda lineas (Figuras 1 y 2). Los de primera
linea son los mas eficaces; en cambio, los de segunda linea, io son menos y
producen mas efectos secundarios no deseados que los de Ia primera. La
estreptomicina (1) fue el primer farmaco eficaz contra la TB desarrollado,
salié al mercado en 1944. Posteriormente se incorporaron al mercado la
isoniazida (2, 1952), la pirazinamida (3, 1952), el etambutol (4, 1961), y la
rifampicina (5, 1965). Todos son farmacos anti-TB de primera linea y su uso
terapéutico, combinando tres y ultimamente cuatro de estos medicamentos
redujo la incidencia de TB, especialmente en los paises desarrollados
(Zhang, 2005; Ledermann, 2003). Entre los farmacos de segunda linea se
encuentran la rifabutina, la etionamida (6), la cicloserina (7), el acido p-
aminosalicilico (8), la clofazamina, los aminoglucésidos distintos a la
estreptomicina (kanamicina (9), amikacina, capreomicina, viomicina) y las
fluoroquinolonas (ciprofloxacina (10), ofloxacina). En la figura 3 se
presentan los mecanismo de accion de algunos de los farmacos de primera
y segunda lineas (Zhang, 2005).
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Figura 2. Estructura de algunos de los farmacos anti-TB de segunda linea.






.4 PRODUCTOS | S CumO FUENIE DE FARMACOS ANTI-TB

Las moléculas de rrigen natiural constituy - -a fuente importante de
nuevos farmacos, tal aso del _. . =2r farmaco anti-TB, ia
estreptomicina, aislada del actinomiceto Streptomyces griseus (del Olmo-
Fernandez et al, 2005). La rifampicina aunque no es de origen natural, es
un derivado semi-sintético de la rifamicina B aislada de Streptomyces
mediterranei (del Olmo-Fernandez ef al., 2005). Actualmente existe un
nimero considerable de compuestos activos reportados contra M.
tuberculosis de naturaleza quimica diversa, obtenidos de las plantas
superiores, microorganismos y organismos marinos. Existen varias
revisiones de rastreo de productos anti-micobacterianos, en conjunto se

report - 77 -'sculas (Cantrell ef al., 2001; Okunade et al., 2004,
De S« 003; Copp & Pearce, 2007 ~ gosa ef al., 2011;
Negi | h et al., 2005). Las principaies inoléculas aisladas
de pl INismos marinos con mayor potencia anti-TB (CMI
<28, . ervar en las Tablas 2, 3 y 4, respectivamente. Para

el desarrollo de estos compuestos activos hasta la obtenciéon de un farmaco,
aun es necesario corroborar su inocuidad y eficacia anti-TB en modelos in
vivo. Posteriormente, los compuestos eficaces e inocuos se someten a un
ensayo clinico, el cual consta de tres etapas, mismas que se describen en la
Tabla 1 (Magos-Guerrero & Lorenzana-Jiménez, 2009; Marovac, 2001).

Tabla 1. Fases del ensayo clinico.

Se establece la dosis y se reune infarmacién sobre la
absorcion, distribucior 0s metabdlicoL, la excrecion y
Fasel | ioxicidad del compuesw. we utiliza un numero pequefio de
voluntarios sanos.

Se obtiene evidencia de la seguridad y eficacia del compuesto.
Los ensayos se realizan en personas que tienen la enfermedad
Fase || | Y el nimero de voluntarios es mayor en comparacion de la fase |
y pueden ascender a cientos.

Se establece firmemente ia eficacia del compuesto y los efectos
Fase lll | secundarios que pudiera tener el mismo. E! nimero de
voluntarios es de miles.

Pocos son los compuestos reportados en estas revisiones que han sido
desarrollados como medicamentos anti-TB. Esto puede deberse a su baja
potencia, su toxicidad o a la falta de eficacia anti-TB en estudios in vivo,
entre otros (Copp & Pearce, 2007).
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Figura 4. Estructura de metabolitos anti-TB aislados de plantas.
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Figura 5. Estructura de metabolitos anti-TB aislados de hongos.
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Figura 6. Estructura de metabolitos anti-TB aislados de organismos
marinos.
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ramas del arbol Calophyllum lanigerum. Este compuesto inicialmente se
encontré como un inhibidor de la transcriptasa reversa del VIH vy
posteriormente se observd que presenta actividad sobre M. fuberculosis con
una CMI de 3.13 pg/mL. De conciuir de manera exitosa el ensayo clinico,
este compuesto podria utlizarse en personas infectadas con VIH y TB
(Saklani & Kutty; Copp & Pearce 2007). Respecto a la pleuromutilina, ésta
corresponde a un diterpeno aislado del basidiomiceto Pleurotus mutilus,
presentd una CMI de 3.1 pg/mL contra M. tuberculosis; adicionaimente ha
presentado actividad sobre bacterias Gram-positivas y mycoplasmas. Este
compuesto fue identificado desde 1951 y sus derivados ahora sintéticos se
utilizan en la medicina veterinaria. Su mecanismo de accién es la inhibicién
de la sintesis proteica bacteriana por union al ribosoma procaridtico; este
mecanismo es similar al de los aminoglucésidos, sin embargo, su sitio de
unién al ribosoma es diferente (De Souza, 2009; Novak, 2011). Esta
caracteristica permite que no exista resistencia cruzada en pacientes con
cepas resistentes a aminoglucésidos, razén por la cual las pleuromutilinas
son atractivas para el uso en humanos.
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Figura 8. Estructura del calandlido A y pleuromutiina BC-3781.

Uno de los compuestos que actualmente se utiliza como farmaco es la
ecteinascidina; este compuesto fue desarrollado por PharmaMar (Zeltia) y
Johnson & Johnson Pharmaceutical Research & Development LLC, el cual
presentd una de las mas potentes actividades sobre M. fuberculosis (CMI =
0.1 pg/mL), sin embargo, su uso en la terapéutica es para el tratamiento del
sarcoma de tejidos blandos y recientemente se encuentra en ensayos
clinicos para el tratamiento del cancer de préstata, mama y sarcoma de
tejidos blandos pediatricos (Cassier et al., 2010)

En estudios realizados por el grupo de Biofarmacos y Biopesticidas del
CICY en colaboracién con el laboratorio de Farmacognosia del Centro de
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar, purificar e identificar los metabolitos responsables de la actividad
anti-TB detectada in vitro en extractos de corteza de Diospyros anisandra
Blake y de un cultivo del hongo anamérfico Gliocladium sp. MR41.

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obtener el extracto hexanico de corteza del tallo de D. anisandra
Blake y el extracto de acetato de etilo de Gliocladium sp. MR41.

o Purificar los metabolitos mayoritarios presentes en los extractos
organicos de origen vegetal y fungico.

o ldentificar los diferentes metabolitos aislados mediante el empleo de
técnicas espectrométricas y/o espectroscépicas.

e Evaluar los metabolitos aislados sobre la cepa sensible de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC No 27294).

e Evaluar los metabolitos activos sobre aislados clinicos de M.
tuberculosis farmaco-resistentes (CIBIN-UMF 15:99).

s Evaluar la citotoxicidad de los metabolitos con propiedades anti-TB
en células Vero (ATCC No CC-81) y células mononucleares de
sangre periferica.

1.6 HIPOTESIS

El extracto hexanico de la corteza de D. anisandra y el extracto de acetato
de etilo de la cepa de Gliocladium sp. MR41 presentan actividad anti-TB in
vitro, por lo que estos extractos contienen metabolitos secundarios que son
los responsables de dicha actividad.

.7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

De manera general ia estrategia experimental consistié en la obtencién del
material vegetal y fungico. Se realizaron ios extractos organicos de ambos
materiales y posteriormente estos fueron sometidos a diversas técnicas
cromatograficas hasta la obtencién de compuestos puros. Los compuestos
puros se identificaron mediante estudios espectroscopicos y
espectrométricos. Se determind la actividad anti-TB de los compuestos
puros obtenidos del material vegetal y de las fracciones y sub-fracciones del
material fungico. Finalmente los compuestos anti-TB fueron evaluados
sobre dos lineas celulares de mamifero. En la Figura 9 se presenta el
diagrama de la estrategia experimental.
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Otras naftoquinonas (Figura 12) son la 6-(1-etoxietil)-plumbagina (32), la
etilidene-3,3"-biplumbagina (33) y la etilidene-3,6'-biplumbagina (34), todas
aisladas de D. maritima (Higa et al., 2002). De D. greeniwayi se aislé una
naftoquinona dimérica, la 5-5'-dihidroxi-2,7'-dimetil-3,8'-binaftaleno-1,1',4, 4'-
tetrona (35) (Khan et al., 1998) y de la corteza de la raiz de D. mafiensis una
tetramérica, la 6",8'-bisdiosquinona (36) (Khan et al., 1999).

0
o 0
\/o O‘ Q
OH 0 &
320H o HO
33
o o
() o
OH 0 o o ° O
0 OH
0

Figura 12. Naffoquinonas aisladas de especies del género Diospyros.
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cathayensis se aislaron 12 flavonoides glicosilados de los cuales seis son
derivados de kaempferol (41) y seis de quercitina (42). De D. rhombifolia se
aislaron dos flavonoides glicosilados derivados de kaempferol (Furusawa et
al., 2005).

OH

41 R=H
42 R=0OH

Figura 14. Benzopironas aisladas de especies del género Diospyros.

El efecto astringente del género se debe a los polifenoles y los taninos que
contiene. En D. kaki se han detectado polifenoles (Figura 15) como la
delphinidina (43), la cianidina (44) y el acido galico (45), ademas se ha
detectado que presenta un alto porcentaje de taninos (Mallavadhani et al.,
1998).

COOH

HO OH

OH

45

Figura 15. Polifenoles aislados de especies del género Diospyros.
En el presente capitulo se describe el aislamiento, purificacién e

identificacién de los compuestos mayoritarios del extracto hexanico de la
corteza del tallo de D. anisandra.
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metilpolisiloxano, 30 m x 0.32 D, 0.5 pm de grosor de la pelicula) y como
programa de temperaturas T, = 140 °C, T, = 300 °C con un gradiente de
8°C/min. Helio de ultra alta pureza se utilizé como gas acarreador en ambos
métodos a un flujo de 1.5 mL/min. Los espectros de masas de los picos
mayoritarios de los cromatogramas obtenidos se analizaron en fa base de
datos NISTO5MS, cuya ultima actualizacion D.05.01, se registré en febrero
de 20086.

Los andlisis de resonancia magnética nuclear proténica (RMN-1H) y de
carbono 13 (RMN-"C) mono y bidimensionales homo y heteronucleares se
realizaron en un espectréometro Bruker Avance Ultrashield 400 con sonda
dual de 5 mm (Bruker Corporation, Billerica, MA, USA). Para la disolucién
de las muestras se utilizé cloroformo, acetona o metanol deuterado. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por milién (ppm).

Para determinar el punto de fusiéon de los compuestos se utilizdé un equipo
Mel-Temp |I (Electrothermal Engineering, Ltd., Rochford, Essex, UK) y un
termémetro digital Fluke 51 (Fluke Corporation, Everett, WA, USA).

Los analisis de infrarrojo se realizaron en un equipo Nicolet Protégé 460
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) utilizando pastillas de
bromuro de potasio (KBr, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) como
soporte.

1.2.3 OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se realizaron dos colectas de D. anisandra, la primera en el mes de octubre
de 2007 en el camino Libre Unién-Yaxcabéa en el estado de Yucatén, las
plantas colectadas eran pequefas y tenian frutos. La segunda colecta se
realizd en el mes de abril de 2008, en el camino Libre-Unién-cenote Xtojil.
En esta ocasién se colectaron arboles que no presentaban frutos. Las
plantas fueron identificadas por la Dra. Martha Méndez y un ejemplar de la
especie de cada colecta se deposité en el herbario del CICY (No. de colecta
1451 y 1474). De las plantas se obtuvo en fresco la corteza del tallo, la cual
fue secada en un desecador de herbario y se pulverizé en un molino de
cuchillas marca Pagani, con numero de malla seis (Pagani-Dycomet, S.A.
de C.V., México D.F., México). De la primera colecta se obtuvieron 805 g y
de la segunda 1,400 g de material vegetal.

I1.2.4 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

El material vegetal de cada colecta se extrajo con hexano (Hx) por
maceracién a temperatura ambiente durante 24 h. Se realizaron tres
extracciones y al término de cada extraccion el disolvente se decantd, filtré y
evapord a presién reducida.
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(1H, sa, H-29a), 4.75 (1H, sa, H-29b), 9.6 (1H, s, H-28): IE-EM m/z (int. rel):
440 [M]" (22), 411 (29), 207 (60), 189 (100), 175 (49), 135 (84), 121 (66),
107 (69), 93 (72), 81 (75), 69 (62).

1.2.6.1.2 PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS Il Y IV

Otra parte de DAT-4 (400 mg) se purific6 mediante cromatografia de
permeacion en gel, en una columna de 2 cm de diametro por 44 cm de
largo. Como sistema de elucién se utilizé CHCI;/MeOH (1:1). Se colectaron
43 alicuotas de 5 mL cada una, las cuales se reunieron en 8 sub-fracciones
(DAT-4A'-H') de acuerdo con su similitud por CCD.

La sub-fraccion DAT-4E' (75 mg) se purificé por cromatografia en columna
por gravedad, las dimensiones de la columna fueron de 1 cm de diametro
por 56 cm de altura, como eluyente se utilizd Hx/CH,Cl, (4:6) de manera
isocratica. Se colectaron 225 alicuotas de 3 mL cada una. Estas se
reunieron en 11 sub-fracciones (DAT-4E'1-11) de acuerdo con su similitud
por CCD.

La sub-fraccion DAT-4E'-4 (28 mg) se purificé mediante cromatografia en
placa preparativa. El sistema de elucién utilizado fue benceno/An (95:5). Se
obtuvieron los compuestos Il (1.4 mg) y IV (19.4 mg).

Compuesto Il (5,5-dihidroxi-2,2'-dimetil-3,6'-binaftalen-1,1',4,4'-tetrona,
chitranona): cristales color naranja; RMN-"H (400 MHz, CDCl3), 8 2.06 (3H,
s, H-11), 2.23 (3H, d, J = 1.2 Hz, H-11"), 6.86 (1H, d, J = 1.2 Hz, H-3'), 7.28
(1H, dd, J = 8.4, 1.2 Hz, H-6), 7.48 (1H, 4, J = 8.0 Hz, H-7"), 7.64 (1H, dd, J
=84,76Hz, H-7), 771 (1H, dd, J=7.6, 1.2 Hz, H-8), 7.75 (1H, d, /= 7.6
Hz, H-8', 11.94 (1H, s, OH-5), 12.28 (1H, s, OH-5").

Compuesto IV (4(15), 5E, 10(14)-germacratrien-1B-ol}). aceite incoloro;
[a]%5 = -105° (0.004, CHCls) ; IR Vinax (KBr) 3434 (O-H), 2954-2871 (C-H),
1714 (C=C exociclico), 757 (C=C), 898 (C=C) cm™ (C=C); RMN-'H (400
MHz, CDCl;), & 0.81 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-12), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-
13), 1.49 (1H, sept, J = 6.7 Hz, H-11), 3.75 (1H, dd, J = 11.7, 3.4 Hz, H-1),
484 (1H, s, 15a), 4.92 (1H, s, 15b), 4.99 (1H, s, 14a), 5.26 (1H, s, 14b), 5.42
(1H, dd, J = 15.8, 10.3 Hz, H-6), 5.99 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-5); RMN-"°C
(125 MHz, CDCls), 5 20.6 (C-12), 20.8 (C-13), 30.1 (C-3), 31.9 (C-11), 34.6
(C-9), 36.3 (C-8), 36.4 (C-2), 52.6 (C-7), 76.1 (C-1), 110.7 (C-14), 113.0 (C-
15), 129.7 (C-5), 138.1 (C-6), 146.8 (C-4), 153.6 (C-10); IE-EM mv/z (int. rel):
220 [M]” (7), 202 (15), 177 (22), 159 (47), 109 (84), 91 (100), 79 (80).
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MHz, CDCl,): 5 2.01 (6H, s, H-11-11), 7.29 (2H, dd, J = 8.2, 1.2 Hz, H-9-9)),
57.66 (2H, t, J= 8.4, 7.6 Hz, H-8-8"), 5 7.72 (2H, dd, J = 7.2, 1.2 Hz, H-7-7"),
5 11.21 (2H, s, OH-6-8") ; IE-EM m/z (int. rel): 374 [M]’ (87), 359 (100), 331
(20), 120 (33), 92 (63).

Compuesto VIl (epéxido de zeylanona): agujas amarilias; pf. 231-232 °C;
UV Amax MeOH (log €): 355 (3.76) nm, 231 (4.38) nm; IR v, (KBr): 3450 (C-
OH), 1639 (C=0), 1250 (C-O-C) y 673 (C-H) cm™; RMN-'H (400 MHz,
CDCl,): & 1.62 (3H, s, H-11), 2.73 (1H, dd, J = 15.0, 7.6 Hz, H-11'a), 3.01
(1H, d, J =7.6 Hz, H-3), 3.63 (1H, d, J = 15.0 Hz, H-11'b), 7.24 (1H, dd, J =
8.0, 1.2 Hz, H-7"), 7.26 (1H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz, H-7), 7.55 (1H, dd, J = 7.2,
1.2 Hz, H-9"), 7.62 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-8"), 7.65 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-8), 7.68
(1H, dd, J = 7.6, 2.0 Hz, H-9), 11.17 (1H, s, OH-6'), 12.15 (1H, s, OH-6);
RMN-"3C (125 MHz, CDCl,) 8 17.9 (C-11), 28.9 (C-11'), 51.6 (C-3), 54.1 (C-
2), 66.8 (C-2", 69.9 (C-3"), 115.2 (C-5',117.5 (C-5), 119.1 (C-9), 120.0 (C-
9, 124.3 (C-7), 125.3 (C-7'), 132.8 (C-10"), 135.4 (C-10), 137.1 (C-8'), 137.6
(C-8), 161.8 (C-6), 162.5 (C-6'), 188.5 (C-1"), 193.5 (C-4"), 193.9 (C-1), 201.0
(C-4); EIMS 70 eV, m/z (ret. int.): 390.1 [M]+ (100), 347.0 (27), 226.0 (44),
120.0 (58), 92.0 (53); HR-EIMS m/z: 390.1103 [M]+ (calcd. para C;;H307,
390.0739).

Compuesto VIl {lupeol): poivo blanco amorfo; pf. 214-215 °C; IR v ., (KBr)
cm™ 3297 (O-H), 2917-2848 (C-H), 1637 (C=C), 1461 (CH,, CH,) 1378 (gem
dimetilo), 1037 (HC-OH); RMN-"H (400 MHz, CDCl3) 8 0.75 (3H, s, H-23)
0.78 (3H, s, H-24) 0.82 (3H, s, H-25), 0.94 (3H, s, H-26), 0.98 (3H, s, H-27),
1.02 (3H, s, H-28), 1.67 (3H, s, H-30), 2.37 (2H, td, J = 11.08, 5.8 Hz, H-19),
3.18 (1H, m, H-3), 4.56 (1H, dd, J = 2.4, 1.3 Hz, H-29b), 4.68 (1H, d, J=2.3
Hz, H-29a). IE-EM m/z (int. rel): 426 [M]" (31), 207 (87), 189 (89), 135 (80),
121 (80), 107 (87), 95 (100), 81 (93), 67 (76).
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DAT-4
(1.007 g)

fase organica

particién

disol. acuosa KOH/CHCI,

fase acuosa

DAT-4A DAT-4Ac
(856 mg)
HCI 10%
f/ggh extraccion CHCly
el Compuesto Vii DAT-48
(8.0 mg) (120 mg)
cc
flash
HX/ACOE!
7 fracciones
DAT-4B-4 DAT-4B-7
Compuesto |
(16.0 mg) (16 mg) (16 mg)
cc cc
gravedad gravedad
Compuesto V
(22.1 mg) CHCI, CHCls
Compuesto VI Compuesto Vil
(12.3 mg) (8.0 mg)

Figura 17. Diagrama de purificacién de DAT-4 (parte 2).
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DAT-5
(560 mg)

particion
disol. acuosa KOH/CHCI;

fase orgénica fa&aﬂo_ﬁ

DAT.EA DAT-5Ac

HCI 10%
extraccion CHCly

DAT-5B
(82 mg)

cc
permeacion
MeOH

7 fracciones

Compuesto IX
(8.1 mg)

Figura 18. Diagrama de purificacion de DAT-5.

11.2.6.3 PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS X, XI Y Xil

La muestra DAT-68 (500 mg) obtenida de la reunién de las subfracciones
eluidas con Hx:An (90:10), se sometié a una columna cromatografica flash,
utilizando una columna de 3 cm de diametro por 26 cm de largo. El sistema
de elucién consistié en varias mezclas de Hx/AcOEt de polaridad creciente.
Se colectaron 83 alicuotas. En fas alicuotas ocho, nueve y diez se formé un
precipitado color rojo, el cual se purificd por cristalizaciéon sucesiva con An
obteniéndose el compuesto X (1.0 mg). En las fracciones 13 a la 18 se
formé un precipitado de color blanco que también se purificé por
cristalizacién sucesiva con An obteniéndose el compuesto XI (5.4 mg). Las
63 alicuotas se reunieron en 15 sub-fracciones (DAT-6A-0) de acuerdo a su
similitud en CCD.

La fraccion DAT-8J se sometidé a una cromatografia en columna por
gravedad con una columna de 1 cm de diametro y 29 cm de alto, la elucién
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11.2.6.4 PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS X, XIV Y XV

Las fracciones DAT-7 y DAT-8 se obtuvieron mezclando las subfracciones
eluidas con Hx:An (80:10). Como DAT-7 y DAT-8 presentaron un perfil
cromatografico similar en CCD, ambas se reunieron para obtener la fraccién
DAT-7R (900 mg). DAT-7R fue sometida a una CLV. Se utilizé una columna
de 2.5 cm de diametro y 5 cm de alto. Para eluir los componentes se
utilizaron varias mezclas de Hx/An de polaridad creciente. Se obtuvieron 27
alicuotas de 25 mL cada una. Estas se reunieron en 13 fracciones (DAT-7R-
1-13) de acuerdo con su similitud en CCD.

La sub-fraccién DAT-7R-4 (230 mg) se sometié a una cromatografia de
permeacion en gel con una columna de 2 cm de diametro y 50 cm de alto.
Como eluyente se utiliz6 An/CHCI; (95:5) de manera isocratica. Se
obtuvieron 38 alicuotas, que por su similitud en CCD se reunieron en cuatro
sub-fracciones (DAT-7R-4-A-D). La sub-fraccién DAT-7R-4-D (53 mg) se
sometié a una cromatografia por gravedad. La columna utilizada era de 1
cm de diametro y 39 cm de alto, la elucion de los componentes se realizé
con una mezcla de CH,Cl,/An (9:1) de manera isocratica. Se colectaron 65
alicuotas de 1 mL cada una, las cuales se reunieron en nueve sub-
fracciones (DAT-7R-4-D-1-9) de acuerdo con su similitud en CCD. En la sub-
fraccién DAT-7R-4-D-9 se obtuvo el compuesto Xill (3.0 mg) de forma pura.

La sub-fraccién DAT-7R-5 (271 mg) se sometié a una cromatografia por
gravedad en una columna de 2.2 cm de didametro por 50 cm de alto. Como
eluyente se utilizaron mezclas de CH,CI,/An de polaridad creciente. Se
obtuvieron 141 alicuotas de 10 mL cada una, las cuales se reunieron en
siete sub-fracciones (DAT-7R-5-A-G) de acuerdo con su similitud en CCD.
La sub-fraccion DAT-7R-5-B (50 mg) se aplicé a una columna
cromatografica por gravedad de 1 cm de didametro por 64 de alto y sus
componentes se eluyeron con una mezcla de Hx/CH,Cl,/MeOH (68:26:6) de
manera isocratica. Se colectaron 75 alicuotas de 1 mL cada una, las cuales
se reunieron en seis sub-fracciones (DAT-7R-5-B-1-6) de acuerdo con su
similitud en CCD. Por medio de un proceso de cristalizacién con An se
obtuvo de la sub-fraccién DAT-7R-5-B-6 el compuesto XIV (5.1 mg) de
forma pura.

La sub-fraccién DAT-7R-5-D (18.6 mg) se aplicé a una placa preparativa de
20 x 20 cm,; para la elucion se uso el sistema CH,Cl/MeOH (9:1),
obteniéndose de forma pura el compuesto XV (8.0 mg). Ei diagrama de
purificacion se presenta en la Figura 20.

Compuesto Xlil (ent-4a,7a-diol-11-eudesmeno, teucdiol A). aceite
incoloro; IR v (KBr) 3380 (O-H), 2912 (C-H), 1452 (CH, y CHj), 900
(C=CH,) cm™; RMN-"H (400 MHz, CD;COCD;) 5 0.89 (3H, s, H-15), 1.04
(3H, s, H-14), 1.81 (3H, m, H-13), 3.05 (1H, s, OH-4, OH-7), 4.72 (1H, m, H-
12a), 5.04 (1H, m, H-12b); RMN-"°C (125 MHz, CD;COCD;) 5 17.8 (C-13),
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(900 mg)
CLV
Hx/An
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DAT-7R-4 DAT-7R-5
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An/CHCI; (95:5) CH,Cl/An
DAT-7R-4D
(3 mg) DAT-7R-5B DAT-7R-5D
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(3.0 mg) DAT-7R-5B8-6
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cristalizacion (8.0mg)
An
Compuesto XIV
(5.1 mg)

Figura 20. Diagrama de purificacion de DAT-7R.
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Figura 21. Estructura y espectro de RMN-"H de maritinona. Sefiales
obtenidas a 400 MHz en CDClIs.
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Tabla 6. Comparacién de los datos de RMN-"H (H, m, J = Hz) del
compuesto Il con los reportados para el adehido de betulina
(Theerachayanan et al., 2007).

Posicién Compuesto Il Aldehido de la betulina
(400 MHz, CDCl;) (400 MHz, CDCI)

3 3.17 (1H, dd, 11.2, 5.2) 3.20 (1H, q)
19 2.80 (1H, td, 11.2,6.0) 2.80 (1H, m)
23 0.90 (3H, s) 0.84 (3H, s)
24 0.74 (3H, s) 0.68 (3H, s)
25 0.81 (3H, s) 0.75 (3H, s)
26 0.95 (3H, s) 0.90 (3H, s)
27 0.96 (3H, s) 1.19(3H, s)
28 9.60 (1H, s) 9.60 (1H, s)
29 4.62 (1H, sa) 4.56 (1H, d, 2.0)

4.75 (1H, sa) 4.69 (1H, d, 2.0)
30 1.68 (3H, s) 1.62 (3H, s)

I1.3.4 COMPUESTO Il (5,5'-DIHIDROXI-2,2'-DIMETIL-3,6'-BINAFTALEN-
1,1',4,4'-TETRONA, CHITRANONA)

El compuesto Il (48, 1.4 mg) se obtuvo en forma de cristales color naranja,
solubles en CHCI3 con un R; de 0.8 en el sistema de disolventes Bn/An 95:5.
En el espectro de RMN-'H (Figura 24) presenté sefales caracteristicas de
un compuesto de tipo naftoquinona, se observaron dos sefales a & 11.94
(s) y 12.28 (s) correspondientes a dos protones de hidroxilos que forman
puentes de hidréogeno con grupos carbonilo; este dato sugiere que el
compuesto es una naftoquinona dimérica. La presencia de una sefial para
un metilo a 8 2.06 (s) y sefales a & 7.28 (dd, J = 1.2, 8.4 Hz), 7.64 (dd, J =
76, 84 Hz) y 771 (dd, J = 1.2, 7.6 Hz) sugieren que una de las
naftoquinonas del dimero esta unida en su parte quinénica. Para la otra
naftoquinona se observan sefales a § 2.23 (d, J= 1.2 Hz), 6.86 (d, J= 1.2
Hz), 7.48 (d, J= 8.0 Hz) y 7.75 (d, J = 7.6 Hz) indicando que su unién es en
su parte bencénica. Los datos de RMN-'H fueron comparados con lo
reportado en la literarura (Tabla 7) y el compuesto Il correspondié a la 5,5'-
dihidroxi-2,2'-dimetil-3,6'-binaftalen-1,1',4,4'-tetrona, comunmente conocida
como chitranona. Este compuesto se ha aislado previamente de D. maritima
(Higa et al., 1998).
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Tabla 7. Comparacién de los datos de RMN-"H (H, m, J = Hz) del
comg~~*o Il con los reportados para chitranona (Gu et al., 2004).

- Compuesto lll Chitranona

Posicion 400 MHz, CDCI,) (500 MHz, CDCl5)
6 7.28 (1H, dd, 8.4, 1.2) 7.27 (1H, dd, 8.0, 1.5)
7 7.64 (1H, dd, 8.4, 7.6) 7.64 (1H, dd, 8.0, 7.5)
8 7.71(1H,dd, 7.6,1.2) 7.71 (1H, dd, 7.5, 1.5)
9 2.06 (3H, s) 2.06 (3H, s)
5-OH 11.94 (1H, s) 11.94 (1H, s)
3 6.86 (1H, d, 1.2) 6.86 (1H, g, 1.5)
7 7.48 (1H, d, 8.0) 7.49 (1Hd, 7.5)
8 7.75(1H, d, 7.6) 7.75(1H, d, 7.5)
9 223 (3H,d,1.2) 2.23 (3H, d, 1.5)
5-0OH 12.28 (1H, s) 12.28 (1H, s)

11.3.5 COMPUESTO IV (4(15),5E,10(14)-GERMACRATRIEN-18-OL)

El compuesto IV (49, 19.4 mg) se obtuvo como un aceite incoloro, soluble
en CHCI; con un Rf de 0.45 en el sistema benceno/An 95:5. En el andlisis
de CG-EM presentd un Tg de 8.59 min con un ion molecular de m/z 220.2.
En el espectro de RMN-'H (Figura 25) se observan sefales a 5 1.49 (sept, J
=6.7 Hz), 0.81 (d, J =6.8 Hz) y 0.89 (d, J = 6.8 Hz) que corresponden a una
unidad de isopropilo; dos sefales a & 5.99 (d, J = 15.8 Hz), 542 (dd, J =
15.8, 10.3 Hz) caracteristicas de dos protones vinilicos con acoplamiento
trans; cuatro sefales a 5 4.84 (s), 5.26 (s), 4.92 (s) y 4 99 (s) caracteristicas
de protones vinilicos exociclicos (C=C, IR = 1714 cm™); una sefial a § 3.75
(dd, J = 11.7, 3.4), caracteristica del proton de un carbono base de alcohol
(C-OH, IR = 3434 cm'1), lo cual se confirma en el EM %ue presenta un
fragmento m/z de 202 [M - OHJ". Los espectros de '°C y DEPT-135
revelaron la presencia de 15 carbonos, entre los que se encuentran dos
metilos, seis metilenos, cinco metinos y dos carbonos cuaternarios. Con
base en los espectros de RMN y el ion molecular se determind que la
férmula molecular del compuesto corresponde a C,sH,40, cuyo indice de
deficiencia de hidrégeno sugiere una estructura con cuatro insaturaciones.
Con los datos previamente descritos, el compuesto corresponde a un ciclo
de 10 carbonos que presenta un hidroxilo, un doble enlace trans, dos dobles
enlaces exociclicos y una unidad de isopropilo. Los datos obtenidos
sugieren que el compuesto IV corresponde al sesquiterpeno de tipo
germacrano 4(15),5E,10(14)-germacratrien-1-ol. Las posiciones del hidroxilo
y los dobles enlaces exociclicos se confirmaron en el espectro de HMBC
(Figuras 26 y 27) donde se observa que el protén del carbono base de
alcohol presenta correlaciones 2y y %J con los carbonos olefinicos C-10 (&
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Figura 27. Correlaciones del 4(15),5E, 10(14)-germacratrien-18-ol en su
espectro de HMBC.
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.3.6 COMPUESTO V (5-HIDROXI-2-METIL-1,4-NAFTALENDIONA,
PLUMBAGINA)

El compuesto V (50, 22.1 mg) (Figura 28) se obtuvo como cristales en forma
de aguja de color amarillo-naranja soluble en CHCl; y An, con un R; de 0.45
en el sistema de disolventes Hx/ACOEt 95:5. En el analisis de CG-EM,
presentd un Tg de 7.395 min con un ion molecular de m/z 188.1 y
fragmentos a 173 [M - CH,]", 160 [M - COJ", 131 [M - CO - HCOJ" , 120 [M
- CsH, = COJ", 92 [CeH.O]" (Figura 29) (Stensen & Jensen, 1995),
caracteristicos de la 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftalendiona comunmente
conocida como plumbagina. La plumbagina fue la primera naftoquinona
aislada en el género de Diospyros y desde entonces se ha encontrado en
una gran cantidad de especies de este género (Mallavadhani et al., 1998)

o]

OH o]

50

Figura 28. Estructura de plumbagina.
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I1.3.7 COMPUESTO VI (5,5'-DIHIDROXI-2,2'-DIMETIL-3,3'-BINAFTALEN-
1,1',4,4'-TETRONA, 3,3'-BIPLUMBAGINA)

El compuesto VI (51, 12.3 mg) se obtuvo como cristales de colores naranja,
solubles en CHCI; y An, presenté un Rf de 0.68 en el sistema de disolventes
Hx/AcOEt 8:2. En el espectro RMN-"H (Figura 30) se observan sefales a 8
11.94 (2H, s) caracteristica de protones en puente de hidrégeno con un
grupo carbonilo (C=0, IR = 1627 cm™"), ademas de protones aromaticos en
un sistema ABC a5 7.28 (dd, /=84, 1.2 Hz), 764 (dd, J=84, 76 Hz) y
7.71 (dd, J = 7.6, 1.2 Hz), y una sefal a § 2.06 (s) correspondiente a un
metilo. Estas sefales son similares a lo reportado para la naftoquinona
plumbagina con la diferencia que el compuesto VI no presenta la sefial del
protén quindénico. Este compuesto se analizé por CG-EM y presenté un Tg
de 21.4 min con un ion molecular de m/z 374; este dato junto con lo
reportado en el espectro de RMN-'H sugieren que el compuesto
corresponde a una dimero simétrico de plumbagma La ausencia de sefales
de protones quindnicos en el espectro RMN-"H y los fragmentos m/z 120 y
92 del EM (Figura 31) sugiere que ambas unidades de plumbagina estan
unidas en su parte quinénica. Al comparar los datos obtenidos con lo
reportado en la literatura (Tabla 9) se obtuvo que el compuesto VI
corresponde a la 5,5-dihidroxi-2,2'-dimetil-3,3'-binaftalen-1,1',4,4'-tetrona,
comunmente conocida como 3,3'-biplumbagina.

La 3,3"-biplumbagina se aisl6 previamente de Plumbago zeylanica (Sidhu &
Sankaram, 1971) y de los frutos de D. maritima (Higa et al., 2002).
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Figura 31. EM y fragmentos caracteristicos de 3,3-biplumbagina.

Tabla 9. Comparacién de los datos de RMN-"H (H, m, J = Hz) del
compuesto VI con los reportados para 3,3-biplumbagina (Sidhu &

Sankaram, 1971).

Posicion Compuesto VI 3,3"-biplumbagina
(400 MHz, CDCl) (70 MHz, CDCI5)

5 728 (1H, dd, 8.4, 1.2) 7.30-7.47 (1H, q)

7 7.64 (1H, dd. 8.4, 7.6)

8 7.71 (1H. dd, 7.6, 1.2) 7.70-7.80 (2H, 9

9 2.06 (3H, s) 2.08 (3H, 5)

5-OH 11.94 (1H, s) 11.83 (1H, s)

& 7.28 (1H, dd, 8.4, 1.2) 7.30-7.47 (1H, q)

7 7.64 (1H, dd, 8.4, 7.6)

8 7.71 (1H, dd. 7.6, 1.2) 7.70-7.80 (2H, 9

9 2.06 (3H, s) 2.08 (3H, s)

5-OH 11.94 (1H, s) 11.83 (1H, s)
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H-11 y H-11'a. Este resultado establece una relacién cis entre el H-11 y el
H-3. El experimento de NOESY-2D (Figura 36) confirmé estas
observaciones.
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Figura 32. Estructura y espectro de RMN-"H del epéxido de zeylanona.
Sefiales obtenidas a 400 MHz en CDCl.

65






OH ¢}

H-11

c2
c-3 700
b ' E
Fppm t1
L B S B S S
4.00 350 300 250 200 180 100
- PP “2) - , .
Figura 34. Correlaciones del epoxido de zeylanona en el espectro de
HMBC.
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Figura 36. Espectro de NOESY-2D del epéxido de zeylanona.

El aislamiento del epdxido de zeylanona constituye el tercer hallazgo de una
naftoquinona dimérica con un anillo de epdxido. Previamente, de D.
batocana se aisldé la batocanona (83) y de D. mespiliformis se aislé la
diosquinona (54) (Correia-Alves & Cruz-Costa, 1980; Adeniyi et al., 2003).
Ademas, se han aislado naftoquinonas monomeéricas con epéxidos, tal es el
caso de la 2,3-epoxi-plumbagina (55) aislada de D. maritima (Figura 37)
(Higa et al., 2002).
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Tabla 10. Sefiales de RMN-"H, °C, COSY y HMBC del epéxido de
zeylanona. Sefales obtenidas a 400 MHz para 'H y 125 MHz para °C en

CDCl,.
Posicion o 8¢ COosy HMBC
(H, m, J = Hz) 2J SJ
1 - 193.9
2 - 541
3 301 (1H, d,7.6) 516 H11'a C-4 C-11, C-3'
4 - 201.0
5 - 117.5
6 - 161.8
7 726 (1H, dd, 1243 H8 Cc-6 C-9
2.0, 8.0)
8 765(1H,t, 80) 1371 H7, HS C-7 C-10
9 768 (1H, dd, 119.1 H8 C-1, C-5,
2.0,7.6) C-7
10 - 1354
11 1.62 (3H, 5) 17.9 c-2 C-3,C-3
1’ - 188.5
2 - 66.8
3 - 69.9 Cc-2
4 - 193.5
5 - 115.2 Cc-7
6' - 162.5
7 724 (1H, dd, 125.3 Hg' Cc-9'
1.2, 8.0)
8' 762 (1H,t,8.0) 1376 H7', HY' C-6'
9' 7.55 (1H, dd, 120.0 Hg' C-1', C-5,
1.2,7.2) c-7
10’ - 132.8
11 a) 2.73 (1H, dd, 28.9 H3, C-3 C4
7.6, 15.0), H11'b Cc-2C-3 C-2, C-4,
b) 3.63 (1H, d, H11'a C-3
15.0)
6-OH 1215 3H,s) -
6-OH 11.17 (3H,s) -
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1.3.10 COMPUESTO IX (3R,4R-DIHIDRO-4,8-DIHIDROX!-3-METIL-1-
NAFTALEN-ONA, C/S-ISOSHINANOLONA)

El compuesto IX (57, 8.1 mg) se obtuvo como un aceite color naranja
soluble en CHCI; y An, con un R, de 0.375 en el sistema de disolventes
CH,Cl,/MeOH 98:2. En el espectro de RMN-'H (Figura 39) se observé una
seflal a 12.42 (s) caracteristica de un protén en puente de hidrégeno; tres
sefiales de protones aromaticos 6 6.84 (dd, J=8.3, 0.92 Hz), 56.99(d, J =
74 Hz)y 5754 (t J =82, 7.5 Hz), que proponen que el compuesto IX es
un derivado de plumbagina. ElI espectro de RMN-'H presenta
adicionalmente una sefal a & 1.11 (d, J = 6.8 Hz) que corresponde a un
metilo unido a un metino, la sefal del protén del metino se observa a d 2.44
(TH, m), este dato indica que probablemente el doble enlace del anillo
quindénico encontrado en plumbagina no se encuentra en el compuesto IX.
Las sefiales a 8 2.58 (dd, J=17.5, 4.3 Hz) y § 2.79 (dd, J = 17.5, 10.2 Hz)
confirmaron la pérdida del doble enlace en este compuesto; estas dos
sefiales corresponden a los protones de un metileno que presentan un
acoplamiento geminal. Adicionalmente, en el espectro de RMN-'H se
observd una sefal a d 4.76 (s) perteneciente al protén de un carbono unido
a un hidroxilo, lo cual se confirmé con la sefal a & 4.54 (sa) asignada al
protén de un hidroxilo. Este itimo dato sugirié que probablemente uno de
los dos carbonilos presentes en plumbagina corresponde a un grupo
hidroxilo en el compuesto 1X. En el analisis de CG-EM el compuesto X
presenté un Tr de 8.07 min con un ion molecular de m/z de 192.1; la adicién
de 4 uma respecto a la m/z de plumbagina confirman que este compuesto
corresponde a un derivado de plumbagina que carece del doble enlace del
anillo quinénico y presenta la reduccién de uno de sus carbonilos. De
acuerdo con los datos espectroscopicos y los ya descritos en la literatura
(Tabla 12), este compuesto corresponde al 3R,4R-dihidro-4,8-dihidroxi-3-
metil-1-naftalen-ona, comunmente conocida como cis-isoshinanolona. La
asignacién de la estereoquimica del compuesto se determiné por
comparacién de la rotacién éptica del mismo con lo reportado por
Bringmann et al., 1999. La cis-isoshinanolona es una tetrona acetogénica
que se ha aislado de varias familias de plantas i.e. Iridaceae,
Plumbaginaceae, Nepenthaceae, Dioncophyllaceae, Ancistrocladaceae y
Ebenaceae (Bringmann et al., 1999; Bringmann et al., 2001). Se ha descrito
también en varias especies del género Diospyros (Mallavadhani et al.,
1998), como un precursor de plumbagina y se ha observado que se produce
en mayor cantidad bajo condiciones de estrés quimico, fisico o bidtico
(Bringmann et al., 1999).
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Tabla 12. Comparacién de Jos datos de RMN-"H (H, m, J = Hz) del
compuesto X con los reportados para cis-isoshinanolona (Bringmann et

al., 1999).
Posicién Compuesto IX Cis-soshinanolona
(400 MHz, CD;COCD;) (250 MHz, CDCI3)
2 258 (1H, dd, 17.5, 4.3) 2.56 (1H, ddd, 17.7, 4.3, 0.9)
2.79 (1H, dd, 17.5, 10.2) 2.87 (1H, dd, 17.7, 11.0)
3 2.44 (1H, m) 244 (1H, m)
4 4.76 (1H, sa) 4.75 (1H, d, 2.5)
5 6.84 (1H, dd, 8.3, 0.9) 6.92 (1H, d, 7.3)
6 7.54 (1H, dd, 8.2, 7.5) 7.48 (1H, dd, 8.3, 7.3)
7 6.99 (1H, d, 7.4) 6.94 (1H, dd, 8.5, 1.2)
8-OH 12.42 (1H, s) 12.42 (1H, s)
9 1.11 (3H, d, 6.8) 1.19(3H, d, 6.7)

i1.3.11 COMPUESTO X (5,5'-DIHIDROXI-2,2'-DIMETIL-6,6'-BINAFTALEN-
1,1,4,4'-TETRONA, ELIPTINONA)

El compuesto X (58, 1 mg) se obtuvo como un polvo color naranja,
parcialmente soluble en CHCl;. En el espectro de RMN-'H (Figura 40) se
observan sefiales caracteristicas de una naftoquinona; las sefiales a & 2.2
(3H,d, J=16 Hz) y 8 6.8 (1H, q, J = 1.6 Hz) corresponden al metilo y el
protén vinilico que presentan acoplamiento alilico; una sefial a & 12.5 que
corresponde a un protén que forma un puente de hidrégeno con un grupo
carbonilo; y una sefal que corresponde a dos protones aromaticos a 8 7.7
(2H, s). El ion molecular de m/z 374 obtenido para el compuesto sugiere
que corresponde a una naftoquinona dimérica. La ausencia de multiplicidad
en los protones aromaticos dificultd sugerir el carbono de unién de ambas
unidades de naftoquinona. Los datos obtenidos junto con el punto de fusién
se compararon con lo reportado en la literatura (Tabla 13) y se determiné
que el compuesto corresponde a la 5,5'-dihidroxi-2,2'-dimetil-6,6'-binaftalen-
1,1',.4,4'-tetrona, comunmente conocida como eliptinona. Es interesante que
los protones 7 y 8 no correspondan a dos sefiales dobles con acoplamiento
orto en el espectro de RMN-'H. Este compuesto se ha aislado previamente
de D. mollis (Yoshihira et al., 1971).
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11.3.12 COMPUESTO XI (BETULINA)

El compuesto XI (569, 5.4 mg) se obtuvo como un polvo blanco soluble en
MeOH, presentd R; de 0.375 en el sistema Hx/AcOEt/MeOH 80:18:2 y un
punto de fusiéon de 258-25S °C. En el analisis de CG-EM presento un Tg de
23.5 min y un ion molecular m/z de 442.4. En el EM se pueden observar
fragmentos a m/z de 189 y 220, los cuales son caracteristicos de triterpenos
de tipo lupano. Por comparacion del ion molecular del compuesto X1 con el
del lupeol (426.5), previamente descrito, se observa un incremento de 16
unidades, sugiriendo que el compuesto Xl presenta un grupo hidroxilo
adicional. La presencia de un fragmento m/z de 234, sugiere que el hidroxilo
adicional se encuentra en el anillo D o E de la estructura. Los datos
obtenidos se compararon con lo reportado en la literatura y el compuesto XI
correspondié a la betulina (Figura 41), lo cual se corroboré por CCD con una
muestra auténtica.

La betulina es un triterpeno natural de tipo lupano que se encuentra en
arboles y arbustos, y se ha aislado de un gran nimero de plantas, asi como
también de muchas especies del género Diospyros, como D. mannii y D.
maingayi (Mallavadhani et al., 1998; Jeffreys et al., 1983; Zhong et al,
1984).
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Figura 41. Estructura de betulina.
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Teucrium heterophyllum (Lamiaceae) y de Aster spathulifolios (Asteraceae)

(Lee et al., 2006).
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11.3.16 COMPUESTO XIV (3,5-DIHIDROXI-2-METIL-1,4-NAFTOQUINONA,
DROSERONA)

El compuesto XIV (62, 5.1 mg) se obtuvo como cristales amarillos solubles
en CHCI; y An con un R; de 0.625 en el sistema Hx/CH,Cl,/MeOH 44:50:6.
El espectro de RMN-"H (Figura 46) presenta caracteristicas de un derivado
de plumbagina, como son la presencia de tres sefiales a 8 7.20 (dd, J = 8.0,
14Hz),57.62(t,J=7.9 76Hz)yd7.66(dd, J=748, 1.52 Hz), la sefial a
6 11.11 (1H, s) del protén que forma puente de hidrégeno con un grupo
carbonilo; y a & 2.10 (s) la sefial de un metilo. La ausencia de
desplazamiento para protén vinilico del anillo quindnico sugiere, que el
carbono 3 esta sustituido. En el analisis por CG-EM el compuesto presenté
un Tr de 6.30 min con un ion molecular de m/z de 204.1, la diferencia en
peso con respecto a la plumbagina son 16 unidades, este dato junto con las
sefiales del espectro de RMN-'H sugieren que el compuesto es un derivado
de plumbagina que presenta un hidroxilo en el carbono 3. Por lo
anteriormente expuesto, el compuesto X1V corresponde a la 3,5-dihidroxi-2-
metil-1,4-naftoquinona cominmente conocida como droserona (Tabla 16).
La naftoguinona droserona se ha aislado de una gran cantidad de plantas
incluidas las del género Diospyros, como D. melanoxylon y D. maritima
(Bringmann et al., 1999).
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11.3.16 COMPUESTO XV (SELIN-4(15)-EN-18,11-DIOL)

El compuesto XV (63, 8 mg) se obtuvo como un aceite incoloro soluble en
CHCIl; vy An con un R; de 042 en el sistema de disolventes
Hx/CH,Cl,/MeOH 44:50:6. En el espectro de RMN-'H (Figura 47) se
observa la sefal para un metilo a 8 0.63 (d, J = 0.6); la sefiala § 1.18 (d, J =
0.8) que integra para dos metilos. El desplazamiento de los metilos a campo
bajo y el fragmento observado en el EM a m/z 59 sugiere que el compuesto
contiene como sustituyente un radical 2-hidroxi-propanilo. Adicionalmente,
en el espectro de RMN-'H se observa una sefal a 3.47 (dd J = 8.0, 4.2 Hz)
caracteristica del protén de un carbono unido a un hidroxilo (C-OH, IR =
3392 cm™) y dos sefiales a 8 4.66 (dd, J = 3.5, 1.7 Hz) y § 4.80 (dd, J = 3.5,
1.7 Hz) caracteristicas de protones vinilicos exociclicos (C=C, IR = 1650 cm’
). En el analisis por CG-EM presenté un Tg de 12.01 min con un ion
molecular de m/z de 238. Con los datos espectroscépicos se sugiere que el
compuesto corresponde a un sesquiterpeno que presenta un doble enlace
exociclico, dos hidroxilos y tres metilos. Los datos espectroscépicos
obtenidos (Tabla 17) junto con los datos de rotacion optica del mismo
proponen que corresponde al selin-4(15)-en-1p,11-diol, el cual se ha aislado
previamente de D. melanoxilon (Mallavadhani & Mahapatra, 2005). De D.
anisandra se ha aislado el isémero 7-epi-selin-4(15)-en-1B,11-diol (Arjona-
Canul, 2011).
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.4 CONCLUSIONES

Del extracto hexanico de la corteza de D. anisandra se purificaron e
identificaron 15 compuestos que correspondieron a:

e El epdxido de zeylanona, un nuevo producto natural.

o Siete naftoquinonas previamente reportadas presentes en especies del
género  Diospyros: plumbagina, maritinona, 3,3'-biplumbagina,
chitranona, eliptinona, cis-isoshinanolona y droserona.

¢ Dos sesquiterpenos reportados por primera vez de una especie del
género Diospyros: 4(15),5E,10(14)-germacratrien-18-ol y tecdiol A.

e Un sesquiterpeno previamente descrito en D. melanoxilon: selin-4(15)-
en-18,11-diol.

e Cuatro triterpenos previamente descritos en especies del género
Diospyros: lupeol, betulina, aldehido de la betulina y acido betulinico.
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Capitulo Il

Actividad biolégica de los compuestos aislados de D.
anisandra

1.1 ANTECEDENTES

l1.1.1 ESTUDIOS FARMACOLOGICOS DEL GENERO DIOSPYROS

Diospyros es un género que pertenece a la familia Ebenacea, con mas de
350 especies. Muchas de las especies de este género son reconocidas por
sus usos medicinales desde la antigiedad. Estan documentadas como
plantas medicinales en muchas culturas del mundo. En India, D.
melanoxylon y D. peregrina son las plantas mas usadas medicinalmente. La
corteza y las hojas de D. peregrina son usadas para tratar las mordeduras
de serpientes mientras que D. melanoxylon es usada en problemas
urinarios e inflamaciones del bazo (Mallavadhani et al, 1998). En la
medicina oriental las hojas de D. kaki son usadas como antihipertensivo y
para prevenir los problemas cerebro-vasculares (Yin et al., 2005).

En la medicina tradicional africana se reporta el uso de D. mespiliformis
como analgésico y antipirético, propiedades que se encontraron en un
estudio in vivo realizado al extracto metandlico de la corteza de su tallo
(Adzu et al, 2002a) mientras que su extracto acuoso posee actividad
sedante al prolongar el suefo inducido por pentobarbital y disminuir la
actividad locomotora de ratones (Adzu ef al., 2002b).

El extracto de tallo de D. variegata es usado en la medicina tradicional
tailandesa como analgésico y antiinflamatorio; en un estudio in vivo
realizado al extracto hexanico del tallo de esta especie, se encontré que
presenta una actividad antipirética y analgésica similar a la aspirina, también
se observé una actividad antiinflamatoria similar a la fenilbutazona
(Trongsakul et al., 2003).

Los extractos no polares de hojas de D. montana han presentado actividad
contra Bacillus subtilis y Corynebacterium pyogenes. El extracto etéreo de
los frutos de D. peregrina también posee actividad antibacteriana
(Mallavadhani et al., 1998). De D. piscatoria se aislaron dos naftoquinonas,
diospyrina e isodiospirina, ambas moléculas fueron activas contra
Streptococcus  pyogenes,  Streptococcus pneumoniae,  Salmonella
choleraesuis, Mycobacterium chelonae y Pseudomonas aeruginosa {(Adeniyi
et al., 2000). Diospyrina se ha aislado también de D. montana y presenté
actividad contra una cepa sensible y resistente de M. fuberculosis (Lall et
al., 2003). De D. nigra se obtuvo un glucésido de diospyrina, el cual fue
activo contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa (Biswanath ef al., 2008). Los extractos
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(MABA, por sus siglas en inglés). En el MABA el crecimiento bacteriano se
determina mediante la adicién del colorante Alamar azul, cuyo principio
activo es la resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido), el cual es
un colorante de oxido/reduccién. La resazurina es de color azul y en
presencia de actividad metabodlica se reduce a resorufina que es de color
rosa y fluorescente. El crecimiento se puede determinar con un fluorémetro
0 un espectrofotémetro o de manera visual (Bueno-Sanchez & Kouznetsov,
2010; Collins & Franzblau, 1997).

Otro de los métodos empleados es el radiométrico utilizando el equipo
BACTEC 460®. Este equipo mide el "*CO, producido por el metabolismo del
(1-"*C)-acido palmitico contenido en el medio liquido Middlebrook 7H12.
Con este método se pueden medir multiples concentraciones y de esta
forma determinar la CMI. Entre las desventajas de este método es el alto
costo de los radioisétopos (Bueno-Sanchez & Kouznetsov, 2010).

Se han descrito otros métodos utilizando citometria de flujo y HPLC. Sin
embargo, los equipos para desarrollar estos métodos son costosos (Bueno-
Sanchez & Kouznetsov, 2010).

La comparacién de los métodos para realizar los ensayos distingue al
MABA, el cual presenta grandes ventajas entre las que estan rapidez, bajo
costo de materiales y equipo, buena sensibilidad y buena especificidad.

11.1.3. METODOS PARA EVALUAR CITOTOXICIDAD IN VITRO

La evaluacién in vitro de la inocuidad de compuestos que presentan
actividad sobre algun microrganismo se ha vuelto parte indispensable para
el desarrollo de un nuevo medicamento. Para el bicensayo se pueden
emplear células de mamiferos e inclusive células normales humanas. Entre
las células de mamiferos utilizadas se encuentran las Vero. Estas provienen
de un rifidén normal de Cercopithecus aethiops (mono verde africano). Por
otra parte, para la evaluacion sobre células humanas se emplea un cultivo
primario de células mononucleares de sangre periférica. La evaluacion
sobre estas células ofrece ventajas en comparacién con las células
animales, ya que los resultados obtenidos en células animales no siempre
se pueden extrapolar a los posibles resultados del uso de un compuesto en
células humanas in vivo (Gonzalez-Salazar & Said-Fernandez, 2006).
Existen cuatro métodos no radiactivos para determinar la viabilidad celular:
conteo de células o colonias, unién de colorantes a macromoléculas, de
metabolismo celular y de integridad de membrana (Skehan, 2002).

El método por conteo de células puede ser tedioso y consumir demasiado
tiempo. Se cuentan células morfolégicamente intactas, sin embargo, no es
posible distinguir células muertas de vivas (Skehan, 2002).

El método de union de colorantes a macromolécuias es un método rapido,
sensible y cuantificable. Entre los colorantes utilizados para este método se
encuentra la sulforodamina B (SRB). La SRB es un colorante rosa brillante
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1.2 MATERIALES Y METODOS

.21 EVALUACION DE FRACCIONES Y COMPUESTOS PUROS
FRENTE A LAS CEPAS DE M. tuberculosis

n.21.1 PRERARACI()N DE LOS COMPUESTOS PARA SU
EVALUACION POR EL METODO DE MABA

Los compuestos y/o fracciones se disolvieron en dimetil-sulféxido (DMSO) a
una concentracion de 2 mg/mL.

111.2.1.2 PREPARACION DE LOS INOCULOS MICOBACTERIANOS

Los extractos crudos y las fracciones se evaluaron unicamente frente a una
cepa sensible (H37Rv), en tanto que los compuestos puros se evaluaron
frente a esta cepa sensible y una cepa MDR (CIBIN-UMF 15:99). Ambas
cepas micobacterianas se cultivaron en medio sélido Lowenstein-Jensen
(Merck, Dammstadt, Germany), a partir del cual se tomd una asada de
colonias para realizar la suspensién bacteriana en 2 mL de agua bidestilada
con ayuda de perlas estériles de 3 mm de diametro. Los cultivos
secundarios se realizaron inoculando 0.1 mL de esta suspensiéon en 2.5 mL
de medio Middlebrook 7H9 enriquecido con 2% de glicerol y OADC (acido
oleico, albumina, dextrosa, catalasa) (Becton Dikinson, Franklin Lakes, NY,
USA); se cultivd hasta que la bacteria alcanzé su fase logaritmica
comparable al estandar No. 1 de Mc Farland, para lo cual se empleé un
nefeldmetro. Posteriormente, se preparé una diluciéon 1:50 que contenia 6 x
10° UFC/mL, correspondiente con el indculo de trabajo.

i1.2.1.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-TB POR MABA

Los extractos crudos, las fracciones y los compuestos puros se evaluaron
por MABA utilizando la cepa sensible H37Rv (ATCC No 27294) o MDR
(CIBIN-UMF 15:99) de M. tuberculosis, siguiendo el método descrito por
Molina-Salinas et al. (2006a). Para la evaluacién se utilizé microplacas de
poliestireno de 96 pozos con baja evaporaciéon y estériles (Corning Inc.,
Corning NY, USA). En los pozos de la periferia se adicionaron 200 pyL de
agua desionizada estéril para minimizar la evaporacién. Las placas se
manejaron en 10 hileras con 6 filas cada una. Se agregaron 100 uL de
medio Middiebrook enriquecido al resto de los micropozos. Cien pL de los
extractos, fracciones o compuestos a evaluar se afadieron al primer
micropozo de cada fila y se realizaron diluciones utilizando las 6 hileras
disponibles. Se inciuyeron dos hileras con diluciones seriadas para el
control positivo rifampicina (2.00-0.06 pg/mL). En otra hilera se destinaron
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casos (medios completos, control positivo), con SDS 1% (control negativo) o
medio MEM o RPMI completos donde se realizaron las diluciones de los
compuestos (dilucion seriada con un rango de concentraciones de 100 a
0.390 pg/mL o concentraciones menores. Las preparaciones se re-
incubaron por 24 h. Se retiré el medio de cada pozo y se agregaron 50 yL
de tripsina-EDTA 0.25%; las placas se reincubaron 15-30 min en atmésfera
de CO, al 5%. Se transvasaron las suspensiones celulares de cada pozo,
por separado, a tubos Eppendorf de 1.5 mL. La proporcién de células
viables se determiné en cada preparacion utilizando como indicador Azul
Tripan (20 L, al 0.2 %, Sigma Chemical Co. St. L. MO. USA). El porcentaje
de viabilidad fue igual al nimero de células no tenidas/total de células x
100. Los ensayos se realizaron por triplicado y las Clsy se determinaron por
el método Probit con el paquete estadistico SPSS.

l.2.3 EVALUACION DE LOS COMPUESTOS SOBRE CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA (CMSP)

Para la realizacién de los ensayos de citotoxicidad sobre CMSP adherentes
se utilizé el método descrito por Gonzalez-Salazar y Said-Fernandez (2006).

.2.3.1 OBTENCI()N DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA

Se colectd sangre venosa periférica de un voluntario sano, utilizando tubos
Vacutainer, (Becton Dikinson, Vacutainer Systems, Frankiin Lakes, NY,
USA) estériles de 16 x 100 mm y 10 mL de capacidad, conteniendo
heparina sddica como anticoagulante. Se utilizé una aguja de calibre 22
mm. A cada tubo se le agregaron 3 mL de PBS estéril. El contenido de cada
tubo se transfirié suavemente y en condiciones de esterilidad, a un tubo
cénico de polipropileno (Corning Inc, Corning NY, USA) de 15 mL con tapén
de rosca, conteniendo 3 mL de Ficoll-Hypaque estéril manteniendo las fases
separadas. Las preparaciones se centrifugaron a 400 x g por 10 min, para
separar las CMSP.

La capa de CMSP se recuperd de cada uno de los tubos con la ayuda de
una pipeta Pasteur estéril. Todas las CMSP se distribuyeron en tubos
cénicos nuevos, los cuales se terminaron de llenar con PBS estéril y se
centrifugaron a 400 x g 10 min. El sobrenadante se retiré y las pastillas de
células se resuspendieron y se mezclaron en un solo tubo. Estas células se
lavaron con PBS estéril y se sedimentaron nuevamente por centrifugacion.
Las células se re-suspendieron en 2 mL de medio RPMI (Sigma Chemical
Co. St. Louis, MO, USA), adicionado con 10% de suero bovino fetal (Bioxon,
Ciudad de México, México) y fueron contabilizadas con la ayuda de un
hematocitémetro para determinar la densidad celular. Finaimente, se agrego
medio RPMI para ajustar a una densidad de 2 x10° células/mL.

99






1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de actividad biolégica de los compuestos aislados de D.
anisandra se presentan en la Tabla 18.

La naftoguinona plumbagina presentd actividad frente a ambas cepas de M.
tuberculosis (CMI = 1.56 pg/mL). Sin embargo, sus derivados naturales, [os
monodémeros  cis-isoshinanolona y droserona no fueron activos,
probablemente la presencia del doble enlace y el hidrégeno en posicion 3
son necesarios para la actividad en los monémeros de plumbagina. Para
plumbagina existen dos reportes de actividad frente a la cepa sensible de M.
tuberculosis (H37Rv), el primero reportado por Mossa ef al. en 2004 (CMI
de 1.25 uyg/mL) y el segundo por Kuete et al. en 2009 (CMI de 4.88 ug/mL),
sin embargo, éste es el primer reporte de actividad anti-TB sobre una cepa
MDR. Las naftoguinonas diméricas maritinona y 3,3’-biplumbagina al igual
que plumbagina fueron activas frente a las dos cepas de M. fuberculosis
(3.13 pg/mL); la chitranona (50 pg/mbL) fue moderadamente activa y la
eliptinona (>100 pg/mL) no mostré actividad. Cabe mencionar que Ia
eliptinona presenté problemas de solubilidad.

Los resultados sugieren que [a posicion de unidn de plumbagina para formar
los dimeros es importante para exhibir actividad anti-TB. La unién de ambas
plumbaginas en posicién 8-8' y 3-3' favorecen la actividad anti-TB, pero la
unién en posiciones 3-6' y 6-6' causa la disminucién y/o la pérdida de dicha
actividad. El epoxido de zeylanona (12.5-25 pg/mL) presenté moderada
actividad frente a ambas cepas de M. tubercuiosis. Es importante resaltar
que los farmacos anti-TB rifampicina y estreptomicina fueron menos activos
sobre la cepa resistente de M. {tuberculosis (100 y 2100 pg/ml,
respectivamente) que las naftoquinonas plumbagina, maritinona, 3,3'-
biplumbagina, chitranona y epdxido de zeylanona. Adicionalmente,
plumbagina, maritinona y 3,3'-biplumbagina resultan ser mas activas sobre
la cepa resistente en comparaciéon con el farmaco etambutol (8 pg/mlL)
(Molina-Salinas et al., 2006b).

Previamente, la maritinona se evalud sobre otras micobacterias como M.
smegmatis y M. avium no exhibiendo actividad sobre estas micobacterias
{Copp and Pearce, 2007). Por ofra parte, la maritinona y la chitranona han
presentado actividad citotdxica sobre las lineas celulares de carcinoma oral
epidermoide humano (KB), cancer humano de pulmén (Lu1), céancer
humano de préstata hormona dependiente (LNCaP) y células endoteliales
humanas de cordén umbilical (HUVEC) (Gu et al, 2004). Para la 3,3-
biplumbagina unicamente se reporté su actividad ictiotéxica (Higa ef al.,
2002).
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zeylanona (Clsp = 3.89) y eliptinona (Clsg = 0.126) todas resultaron ser
citotoxicas sobre las células Vero.

M. tuberculosis se aloja y reproduce en los macréfagos alveolares. Para
corroborar la inocuidad de las naftoquinonas sobre estas células se realizd
el ensayo frente a las células adherentes humanas. De la evaluacién de las
naftoquinonas bioactivas sobre las células adherentes, ninguna mostré
evidencia de actividad citotéxica a la concentracién mas alta evaluada (125
ug/mL). Estos datos constituyen el primer reporte de la evaluacién de las
naftoquinonas sobre un cultivo primario de células mononucleares
humanas.

Los farmacos anti-TB de primera linea presentan diferentes mecanismos de
accién como la inhibicién en la sintesis de componentes de Ia pared celular
(isoniazida, etambutol), de proteinas (estreptomicina), de acidos nucleicos
(rifampicina), y de energia (pirazinamida) (Zhang, 2005). Sin embargo, se
han reportado cepas resistentes a todos los farmacos anti-TB de primera
linea. Los mecanismos para adquirir resistencia son la disminucién de la
produccion, alteracién o pérdida del bianco del farmaco y recientemente se
han identificado bombas de eflujo de farmacos (Spratt, 1994; Danilchanka et
al., 2008; Pasca et al., 2004; Silva et al., 2001). Sorprendentemente, los
compuestos activos plumbagina, maritinona y 3,3'-biplumbagina presentaron
la misma CM! en ambas cepas de M. tuberculosis, probablemente el
mecanismo de accién es diferente al de los farmacos de primera linea.
Recientemente se reporté que un derivado de plumbagina mostré efectos
sobre la cadena de transporte de electrones, midiéndose por Ia inhibicidn
del consumo de oxigeno en M. smegmatis (Mathew et al., 2010). Se ha
sugerido que las naftoquinonas pueden interactuar con enzimas de la
cadena de transporte de electrones de Mycobacterium debido a su similitud
con la menaquinona, la quinona natural involucrada en el transporte de
electrones de M. tuberculosis (Van der Kooy et al., 2006). Este mecanismo
de accién resulta selectivo debido a que los mamiferos utilizan quinonas
diferentes a la menaquinona, las cuales no presentan similitud con las
naftoguinonas. Sin embargo, plumbagina fue citotéxica sobre las células
Vero probablemente a causa de otros mecanismos ya descritos en células
de mamiferos, como la habilidad de unirse a la topoisomerasa Il y su
capacidad de formar especies reactivas de oxigeno las cuales causan la
oxidacion de los componentes celulares (Bender et al., 2007; Inbaraj &
Chignell, 2003). Por otra parte, los dimeros de plumbagina maritinona y 3,3'-
biplumbagina no fueron citotéxicos sobre las células Vero, posiblemente su
estructura no permite su unién a la topoisomerasa |l y/o no tienen la
capacidad de generar especies reactivas de oxigeno, sin embargo, son
necesarios estudios adicionales para demostrario.
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lii.4 CONCLUSIONES

1) De la evaluacion anti-TB in vitro sélo las naftoquinonas plumbagina,
maritinona y 3,3'-biplumbagina resultaron activas para las cepas sensible
(H37Rv) y resistente (MDR-UMF 15:99) con valores de CMI de 1.56, 3.13 y
3.13 pg/mL, respectivamente.

2) De la evaluacion citotéxica, las naftoquinonas plumbagina, cis-
isoshinanolona, droserona y eliptinona resultaron altamente téxicas con una
Clso de 3.73, 0.146, < 0.933 y < 0.126 pg/mL, respectivamente.

3) El IS frente a M. tuberculosis en comparacion con las células Vero de las
naftoquinonas diméricas, maritinona y 3,3'-biplumbagina fue de 74.3 y194.1,
respectivamente.

4) Del ensayo con células mononucleares adherentes humanas todas las
naftoquinonas resultaron inocuas a la concentracion mas alta evaluada de
125 ug/mL.

5) Los resultados de actividad biolégica de los compuestos nos indican que
la plumbagina, maritinona y 3,3'-biplumbagina son moléculas con potencial
para nuevos famacos anti-TB ya que se trata de compuestos naturales
extraordinariamente activos, incluso frente a una cepa que no sdlo es
resistente a isoniazida y rifampicina (condicién que la define como
multifarmaco-resistente), sino a todos los medicamentos de primera linea.
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Tabla 19. Metabolitos aislados del género Gliocladium con actividad bioldgica.

Metabolito Especie Actividad biolégica Origen Referencia
Citotoxico frente a las liineas
celulares tumorales P388,
acido secalbnico (64) Gliocladium sp.  A549, K562, con Cls, de 0.03, Liquen Ren et al., 2006
0.26 y 5.76 uM,
respectivamente.
. . Antibacteriano frente a
4cido heptelidico (65)  Clocladium Bacteroides fragilis con CMI  MUeStra o ot ar., 1980
virens de suelo
de 0.4 pug/mL.
- . ) Inhibicion de la induccion del .
verticillina (66) Gliocladium sp. c-fos proto-oncogen a 0.5 M. Hojarasca  Chu et al., 1995
. . . Inhibicién de actividad de Muestra
argifina (67) Gliocladium sp. ' quitinasa a 0.1 M de suelo Omura et al., 2000







IV.2 MATERIALES Y METODOS

IV.2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE GLIOCLADIUM SP.
MR41

IV.21.1 OBTENCION DE LA SUSPENSION DE ESPORAS DE
GLIOCLADIUM SP. MR41.

El cultivo padre del hongo Gliocladium sp. MR41 se obtuvo del cepario de la
Unidad de Biotecnologia (responsable: Maria Marcela Gamboa-Angulo).
Cabe mencionar que el hongo fue obtenido en Rancho Guadalupe, Xalapa,
19° 30'Lat. N., 96° 56-57" Lon. O., en el mes de abril de 2004. El hongo se
reactivo mediante el empleo del medio agar-maiz (A-M). Para la preparacion
del A-M se utilizaron 250 g de elote en grano (La Huerta¥™) por cada litro de
agua y 18 g de agar técnico (Becton, Dickinson CO, MA, USA); la disolucién
se calent6 hasta ebullicién, posteriormente se esterilizé a 121°C y 15 Ib/in?
de presién, durante 20 minutos. Ei medio estéril se vertié en cajas de Petri
de 10 cm de diametro. La cepa flngica se inoculé en el medio de A-M y se
incubé en fotoperiodo 12-12 h luz/oscuridad a 25 °C por aproximadamente
7-8 dias. Finalmente, a cada caja de Petri se le agregaron § mL de
disolucién salina 0.85% y las esporas se removieron suavemente con ayuda
de un portaobjetos. La suspensién de esporas resultante se utilizé para
sembrar en el medio de arroz fermentado.

IV.2.1.2 CULTIVO MASIVO DE GLIOCLADIUM SP. MR41

El hongo Gliocladium sp. MR41 se cultivé en forma masiva, utilizando arroz
fermentado como sustrato. La fermentacién se realizé en frascos de vidrio
de 255 mL en los cuales se colocaron 20 g de arroz (La Merced™™) y 30 mL
de agua destilada. Los frascos se dejaron reposar a temperatura ambiente
durante una noche para la fermentacién del arroz. Posteriormente, se
esterilizaron en posicion inclinada a 121 °C y 15 Ib/in? de presién durante 20
minutos. Los frascos con medio de arroz se inocularon con 2 mL de la
suspensién de esporas obtenida como previamente se describié. Los
frascos se incubaron durante 40 dias a 25 °C con un fotoperiodo 12-12 h
luz/oscuridad. Al final del crecimiento, los cultivos se congelaron, se
liofilizaron y se molieron. Se cultivaron un total de tres lotes (MR-B, MR-C y
MR-D), con un total de 5.6 kg de arroz fermentado.

IV.2.1.3 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE AcOEt

El material fungico de cada lote se extrajo con ACOEt por maceraciéon a
temperatura ambiente durante 24 h. Se realizaron tres extracciones y al
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alto. Las sub-fracciones se analizaron por CCD y se reunieron de acuerdo a
su similitud, obteniéndose nueve fracciones de MR-A, nueve de MR-B, ocho
de MR-C y nueve de MR-D, respectivamente.

IV.2.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-TB DE LAS FRACCIONES
DE GLIOCLADIUM SP. MR-41

Las fracciones y sub-fracciones se evaluaron frente a la cepa H37Rv de M.
tuberculosis en un rango de 100-1.56 pg/mL siguiendo la metodologia
descrita en el capitulo 3.

IV.2.4. ANALISIS DE LAS SUB-FRACCIONES ACTIVAS HPLC

Las sub-fracciones analizadas se disolvieron en MeOH grado HPLC (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a una concentracién de 1 mg/mL,
posteriormente fueron filtradas a través de filtros Millipore de 0.45 ym. El
analisis se realizd en un sistema HPLC de la marca Perkin Elmer Flexar
equipado con una bomba binaria y un sistema de arreglo de diodos (Perkin
Elmer, Inc., Waltham, MA, USA). La separacion cromatografica se realizé en
una columna C-18, Alltima de 250 mm x 4.6 mm, 5 uym (Grace Davison
Discovery Sciences, Deerfield, IL, USA). El volumen de inyeccién fue de 20
HL. Como fase movil se emple6é metanol (A) y agua. Los métodos utilizados
se describen a continuacién:

Método A: 0-0.5 min, 70% A (flujo: 0.7 mL/min); 0.5-4.5 min, 70% A (0.6);
4.5-8.5 min, 80% A (0.7); 8.5-12.5 min, 90% A (0.7); 12.5-32.5 min, 100% A
(0.7).

Método B: 0-1.5 min, 85% A (1.0); 1.5-5.5 min, 70% A (1.0); 5.5-23.5 min,
75% A (1.0).

Método C: 0-2.5 min, 55% A (0.7); 2.5-6.5 min, 60% A (0.8); 6.5-36.5 min,
65% A (1.0); 36.5-56.5 min, 60% A (0.9).

La deteccién de los compuestos en los tres métodos se realizé a 300 nm.

IV.2.4 PURIFICACION DE LOS COMPUESTOS MAYORITARIOS DE LAS
SUB-FRACCIONES MR-A5, MR-B4 Y MR-C5

Los mejores rendimientos se obtuvieron con las fracciones MR-A5, MR-B4 y
MR-CS5, las cuales presentaron un perfil similar en CCD; estas fracciones se
reunieron para dar origen a la fraccién MR con un peso de 1.25 g. La
fraccibn MR se sometié a una CLV (Figura 51). Las dimensiones de la
columna fueron de 2.7 cm de diametro y 6 cm de alto, la elucién de los
componentes se realizé con Hx/CH,Cl,/MeOH en polaridad ascendente. Se
colectaron 38 alicuotas de 25 mL cada una, que se reunieron de acuerdo a
su similitud en CCD en 18 fracciones: MR-1 a MR-18.

117






5.8, 10.9 Hz, H-1a), 3.69 (1H, m, H-2), 3.77 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-3), 3.81
(1H, dd, J = 3.4, 10.9 Hz, H-1b).

MR
(1.25g)
cLv
Hx/CH,Cl/MeOH
MR-1 MR-9 MR-15
(180 mg) (210 mg) (83.2mg)
CC flash particion cristalizacion
Hx/AcOEt AcOEt/agua An
Compuesto XVII Compuesto XVIlI Compuesto XIX
(4 mg) (115 mg) (10.1)

Figura 51. Diagrama de purificacion de MR.

IV.2.5 PURIFICACION DEL COMPUESTO XX

La fraccion MR-D8 (21 mg) se sometié a una cromatografia en columna por
gravedad. Las dimensiones de la columna fueron de 1 cm de diametro y 20
cm de alto, la elucidn de los componentes se realizé con CHCI; de manera
isocratica. Se colectaron 21 alicuotas de 0.5 mL cada una, al final se
reunieron en 4 sub-fracciones (MR-D-8-A-D) de acuerdo a su similitud en
CCD. En la sub-fraccion MR-D-8C se obtuvo el compuesto XX en forma
pura (4.2 mg).

Compuesto XX (2-isopropil-5-benzofuranol): cristales incoloros; UV Aqax
MeOH (log €): 294 (6.31) nm, 250 (6.24) nm, 210 (6.17) nm; IR v,,., (KBr)
3345 (O-H), 2964-2923 (C-H), 1619 (C=C aromatico), 1454 (C=C
aromatico), 1195 (C-Q), 794 (C-H aromatico) cm™’; RMN-'H (400 MHz,
CDCly) 8 1.33 (6H, d, J = 6.9 Hz, H-9, H-10), 3.03 (1H, sept, J = 6.9 Hz, H-
8),6.26 (1H, s, H-3),6.77 (1H, dd, J=2.6,87 Hz, H-6),694 (1H,d, J=26
Hz, H-4), 7.24 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-7); RMN-">C (125 MHz, CDCl,) 8 21.0
(C-9,C-10), 28.4 (C-8), 99.8 (C-3), 105.7 (C-4), 111.2 (C-6), 111.5 (C-7),
129.9 (C-3a), 149.7 (C-7a), 151.3 (C-5), 166.3 (C-2). IE-EM m/z (int. rel):
176 [M]" (33), 161 (100).
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Tabla 22. Resultados de la actividad de los lotes frente a la cepa sensible
de M. tuberculosis (MTbS).

Fraccion CMI (pg/mL)
MTbS
MR-A <313
MR-B 25
MR-C 50

Tabla 23. Resultados de la actividad de las sub-fracciones de MR-A frente a
la cepa sensible de M. tuberculosis (MTbS).

Fraccién CMI (pg/mL) MtbS

MR-A1 >50

MR-A2 >50

MR-A3 >50

MR-A4 >50

MR-A5 50

MR-AB 6.25
MR-A7 <1.56
MR-A8 <1.56
MR-A9 £1.56

R0
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o
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10 15 20 28
Time (min)
Figura 52. Cromatograma de HPLC de la fraccion MR-A7 utilizanco el
método A.
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Tabla 24. Resultadc< ~»! fraccionamiento de MR-A, MR-B y MR-C.

Fraccion Rendimiento p/p (%)

MR-A MR-B MR-C
1 17.57 3.70 0.36
2 12.63 7.82 0.76
3 15.53 14.87 3.17
4 18.86 59.35 5.92
5 13.36 3.87 85.02
6 9.36 6.2 2.66
7 4.86 427 0.24
8 6.41 0.27 0.23
9 1.12 0.27 -

La pérdida de la actividad de las fracciones de AcN obtenidas
probablemente se debe a la cantidad de esporas inoculadas en el medio de
arroz, ya que no se siembra un inéculo de concentracién conocida de
esporas. Se ha observado que la cantidad de esporas empleadas podria
tener un efecto en el pH del medio de cultivo, y que éste a su vez podria
influir en el metabolismo fungico y, por consiguiente, en la produccién de
metabolitos activos. Estudios realizados en la cepa fungica Arthrinium
saccharicola, se observé que a medida que se acidificaba el medio de
cultivo se incrementaba la actividad bioldgica (Miao ef al, 2006). Sin
embargo, en otros hongos como el Aspergillus nidulans la alcalinizacion del
medio favorece el incremento de la produccién de metabolitos
antibacterianos como lo son las penicilinas (Espeso ef al, 1993). Este
cambio en el metabolismo de los hongos por influencia del pH podria
deberse a un intento por compensar el pH del medio, produciendo
compuestos acidos en medios de cultivo alcalinos y viceversa (Miao et al.,
2008).

Un indculo excesivo de esporas también podria ocasionar una baja
disponibilidad de nutrientes y agua. Este efecto parece favorecer la
produccién de ciertos metabolitos secundarios, como lo observado en el
hongo Phoma sp. que incrementa la produccién de escualestatina S1 en
condiciones de estrés de agua y nutrimentos (Aldred et al., 2001). Por otra
parte, el inocular una menor cantidad de esporas podria favorecer la
disponibilidad de los nutrientes. En cierto hongos es necesario un
abastecimiento adecuado de carbono y nitrégeno para estimular la
produccién de compuestos activos (Miao et al., 2006).

Se han realizado estudios donde se mide la influencia del tamafo de inéculo
de esporas en la produccién de compuestos de interés farmacoldgico, como
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IV.3.2 COMPUESTO XVI (ERGOSTA-5,7,22-TRIEN-3-OL, ERGOSTEROL)

Ei compuesto XVI (70, 230 mg) se obtuvo como cristales incoloros solubles
en CHCl3 y An con un R; de 0.55 en el sistema CHCI/MeOH 95:5. El
compuesto XVI se analizé por RMN-"H (Figura 57) y presenté seis sefiales
para metilos a 5 0.62 (s), 50.82(d, J=6.4Hz),50.84 (d, J=6.4 Hz), 5 0.9
(d, J=6.8Hz), 8 0.94 (s) y 3 1.03 (d, J = 6.6 Hz); una sefal de un protén de
carbono base de alcoho!l (C-OH, IR = 3420 cm™') a 8 3.64 (m); dos sefiales
correspondientes a un doble enlace con isomeria £ a 8 5.16 (dd, J = 7.6,
15.3 Hz) y 5.22 (dd, J = 7.0, 15.3 Hz); y adicionalmente dos sefales de
protones vinilicos a & 5.38 (dd, J = 5.4, 2.6 Hz) y 5.57 (dd, J = 5.4, 2.6 Hz)
(figura 45). Los datos de RMN-'H sugieren que el compuesto XVI
corresponde a un esterol. En el analisis de CG-EM presenté un Tr de 22.33
min con un ion molecular de m/z de 396.4, y fragmentos m/z de 378 [M -
H,0]", 363 [M ~ H,0 —~ CHa]", 337 [M = C3sH,0]", 271 [M = CgHy7])" y 253 [M -
CgHi7 — H,0]" (Figura 58). Los datos fueron comparados con lo reportado
en la literatura (Tabla 25) y el compuesto XVI correspondié al ergosta-
5,7,22-trien-3-ol comunmente conocido como ergosterol. Este compuesto ha
presentado una actividad moderada sobre la linea celular de leucemia
promielocitica HL-60 (Matsuda et al., 2009). En otro estudio el ergosterol se
evalué sobre una cepa sensible de M. tuberculosis sin respuesta alguna de
actividad (Kanokmedhakul et al., 2002).
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Figura 58. EM del ergosterol y sus fragmentos m/z caracteristicos.
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IV.3.3 COMPUESTO XVII (5a,8a-EPIDIOXIERGOSTA-6,22E-DIEN-3-OL,
ENDOPEROXIDO DE ERGOSTEROL)

El compuesto XVII (71, 4 mg) se obtuvo como cristales incoloros solubles en
CHCI; y An con un R de 0.45 en el sistema de disolventes CHCIl;/MeOH
95:5. En el espectro de RMN-'H (Figura 59) se observan seis sefiales para
metilos a 8 0.81 (3H, s), § 0.81 (3H,d, J=6.6 Hz), 5 0.82 (3H,d, J=6.6
Hz), 8 0.88 (3H, s), 5 0.90 (3H, d, J=6.8 Hz) y 5 0.99 (3H, d J = 6.6 Hz),
una sefial a 8 3.95 (1H, m) caracteristica de! protén de un carbono base de
alcohol (C-OH, IR = 3358 cm™); y cuatro sefiales de protones vinilicos a &
513 (1H, dd, J= 8.2, 15.3 Hz), § 5.21 (1H, dd, J = 7.4, 15.3 Hz), 6.24 (1H,
d, J=85Hz)y6.50 (1H, d, J = 8.5 Hz). Los datos de RMN-'H obtenidos
sugieren que el compuesto XVII es un derivado del ergosterol. Las
diferencias mas significativas de los datos obtenidos para el compuesto XVIi
con respecto a los del ergosterol son el desplazamiento a campo bajo de
dos de los protones vinilicos, adicionalmente, estos protones presentan un
acoplamiento con J de 8.5 Hz dato caracteristico de los protones de un
doble enlace con isomeria Z. Estos datos (Tabla 26) sugirieron que el
compuesto podria ser el endoperéxido de ergosterol. Para confirmar la
identidad del compuesto se le determind el punto de fusién el cual
correspondié al  5a,8a-epidioxiergosta-6,22E-dien-3-0l  comunmente
conocido como endoperéxido de ergosterol. Este compuesto se ha aislado
de una gran cantidad de hongos, sin embargo, podria ser un artefacto
formado a partir de la oxidacién del ergosterol por efecto de la luz y el
oxigeno (lwashima et al., 2002). El endoperéxido de ergosterol ha
presentado actividad citotéxica sobre las lineas celulares de cancer de
puimén humano (A-549), cancer de colon humano (HCT-15), cancer de
sistema nervioso central (XF-498), cancer de piel humano (SK-MEL-2) y
cancer de ovario humano (SK-OV-2) en un rango de 15.81-9.76 pg/mL
{Cheol-Kwon et al., 2002). Tambien se ha observado que este compuesto
tiene la capacidad de inhibir a la ADN topoisomerasa | a concentraciones de
100 pg/mL (Yang-Kuo, et al., 2005). Cabe mencionar que este compuesto
se ha evaluado sobre la cepa sensible de M. tuberculosis, encontrandose
que presenta una potente actividad con un valor de CMI = 1 pg/mL (Cantrell,
et al., 1999).
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Tabla 26. Comparacion de los datos de RMN-"H (H, m, J = Hz) del
compuesto XVl con los reportados para endoperoxido de ergosterol (Joo-
Sang et al., 2008).

endoperoxido de

Compuesto XVl ergosterol

(400 MHz, CDCI,) (400 MHz, CDCI;)
3 3.95 (1H, m) 3.94 (1H, m)
6 6.24 (1H, d, 8.5) 6.22 (1H, d, 8.4)
7 6.50 (1H, d, 8.5) 6.48 (1H, d, 8.4)
18 0.81 (3H, s) 0.80 (3H, s)
19 0.88 (3H, s) 0.87 (3H, s)
21 0.99 (3H, d, 6.6) 0.98 (3H, d, 6.6)
22 513 (1H, dd, 8.2, 15.3) 511 (1H, m)
23 521 (1H, dd, 7.4, 15.3) 523 (1H, m)
26 0.81(3H, d,8.6) 0.80 (3H, d, 6,6)
27 0.82 (3H, d, 6.6) 0.82 (3H, d, 6.3)
28 0.90 (3H, d, 6.8) 0.89 (3H, d, 6.6)

IV.3.4 COMPUESTO XVIlI (1,6-DI-O-ACETIL-2,3,4,5-TETRAHIDROXI-
HEXANO)

El compuesto XVIII (72, 115 mg) en su espectro de RMN-'H (Figura 60) se
observan cuatro sefiales de protones unidos a carbonos oxigenados (& 3.79,
3.87, 4.17 y 4.38) y una sefial a § 2.08 (s) caracteristica de un metilo unido
aun qrupo carbonilo de tipo éster; este dato se confirmé en el espectro de
RMN-"°C (5 20.8, CH; y 8 173.2) e IR (1743 cm™', C=0) del compuesto.
Adicionalmente, el espectro de RMN-">C (CD,;0D) mostré tres sefiales de
carbonos oxigenados (& 67.9, 70.1 y 70.4). Los datos sugerian que el
compuesto XVIII presentaba cinco carbonos, sin embargo la integracioén de
las sefales de protén sugerian siete hidrégenos unidos a carbonos. El
ndmero impar de hidrégenos establecié que unicamente se estaban
observando sefiales de la mitad de la molécula en sus espectros de RMN
de 'H y "C debido a que es simétrica. Los datos sugieren que el compuesto
corresponde al 1,6-di-O-acetil-2,3,4,5-tetrahidroxi-hexano. E! compuesto
1,6-di-O-acetil-2,3,4,5-tetrahidroxi-hexano presenta cuatro centros quirales,
lo que representa que existen 16 isdmeros, pero unicamente se ha
reportado el 1,6-di-O-acetil-galactitol. Al compuesto XVIII se le determiné la
rotacion optica y el punto de fusion, se observéd que es épticamente inactivo,
dato similar al 1,6-di-O-acetil-galactitol, sin embargo, el punto de fusién no
correspondié, por lo que el compuesto XVIII corresponde a un nuevo
isébmero del 1,6-di-O-acetil-2,3,4,5-tetrahidroxi-hexano.
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cual es usada como edulcorante de productos dietéticos, ademas de

utilizarse como un agente neuroprotector (Takeshita et al., 2000; Poonperm
et al., 2007; Gullapalii et al., 2007)
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Figura 61. Estructura y espectro de RMN-"H del alitol. Sefiales obtenidas a
400 MHz en CDs0D.
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IV.4 CONCLUSIONES

1) De la evaluacién anti-TB de las fracciones de AcN de los lotes MR-A,
MR-B y MR-C, sélo MR-A resulté con importante actividad sobre la cepa
sensible de M. tuberculosis (CMI < 3.13 ug/mL)

2) De la evaluacién de las sub-fracciones de la fraccion de MR-A resultaron
activas la fracciones MR-A8, MR-A7, MR-A8 y MR-AS (CMI = 6.25, < 1.56, <
1.56, = 1.56 pg/mL, respectivamente). Sin embargo, el rendimiento de estas
fracciones es muy bajo para purificar los compuestos responsables de la
actividad anti-TB.

3) Las sub-fracciones MR-A7, MR-A8 y MR-A9 se analizaron por HPLC. Las
fracciones MR-A7 y MR-A8 fueron complejas en cuanto al numero de
compuestos y presentaron una pobre separacion entre los mismos. Por otra
parte, la fraccibn MR-A9 presentd tres compuestos mayoritarios con una
separacidn adecuada para su posterior purificaciéon con Tg de 17.588,
20.320 y 26.344 min.

Por otro lado, se purificaron cinco compuestos a partir de las sub-
tracciones MR-A5, MR-B4, MR-C5 y MR-D8, los cuales correspondieron a:

e el 2-isopropil-5-benzofuranol, un nuevo producto natural.

e el ergosterol y su endoperdxido previamente aislados de una gran
cantidad de especies fungicas.

e el 1,6-di-O-acetil-2,3,4,5-tetrahidroxihexano, un nuevo esterecisémero.

s yelalitol aislado por primera vez del género Gliocladium.
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Conclusiones generales

A partir del extracto hexanico activo de la corteza de tallo de Diospyros
anisandra se obtuvieron un nuevo compuesto natural, el epéxido de
zeylanona, y 14 compuestos previamente descritos: plumbagina,
maritinona, 3,3-biplumbagina, chitranona, droserona, cis-
isoshinanolona, eliptinona, lupeol, betulina, aldehido de betulina, acido
betulinico, 4(15), 5E, 10(14)-germacratrien-1B-ol, teucdiol A y selin-
4(15)-en-1p,11-diol. De este modo se contribuye con el conocimiento
fitoquimico de la especie D. anisandra de la cual no existen reportes
previos.

De la evaluacién de los compuestos obtenidos de D. anisandra sobre
las cepas sensible (H37Rv) y resistente (CIBIN-UMF 15:99) de M.
tuberculosis udnicamente plumbagina, maritinona, 3,3'-biplumbagina,
epoxido de zeylanona, chitranona y aldehido de betulina resultaron
activos, lo cual confirma que estos compuestos son los responsables
de la actividad anti-TB detectada inicialmente en el extracto hexanico
de la corteza de tallo de D. anisandra.

De la evaluacién de ios compuestos sobre células Vero y un cultivo
primaric de células adherentes humanas, los compuestos maritinona y
3,3"-biplumbagina resultaron inocuos sobre ambos tipos de céiulas,
confirmando el potencial de estos dos compuestos para en un futuro
ser una alternativa para el tratamiento de personas infectadas con TB,
incluso TB-MDR.

Las fracciones de acetonitrilo de Gliocladium sp. presentaron una
amplia variabilidad de actividad sobre la cepa sensible de M.
tuberculosis. De las cuatro fracciones obtenidas unicamente una
presentd importante actividad anti-TB, de la cual derivaron cuatro
subfracciones activas, mismas que no pudieron ser purificadas por la
escasa cantidad obtenida.

El estudio quimico de las fracciones de acetonitriio de Gliocladium sp.
conllevé al aislamiento de un nuevo compuesto natural, 2-isopropil-5-
benzofuranol, un nuevo estereoisémero del 1,6-di-O-acetil-2,3,4,5
tetrahidroxinexano y los compuestos previamente descritos: alitol,
ergosterol y endoperéxido de ergosterol. Los estudios quimicos de
hongos microscopicos y en particular del género Gliocladium son
escasos, con los resultados obtenidos se contribuye en gran medida al
conocimiento de compuestos producidos por especies de este género.

141






PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados bioldgicos obtenidos del estudio de D.
anisandra queda en evidencia el potencial de las naftoquinonas diméricas
maritinona y 3,3'-biplumbagina para su uso como modelos para el disefio de
nuevos farmacos anti-TB. Estos dos compuestos presentaron un adecuado
indice de seguridad sobre dos tipos de células, sin embargo, es necesario
realizar ensayos anti-TB en un modelo in vivo para demostrar la completa
eficacia de ambas moléculas. Adicionalmente, es de interés realizar
modificaciones quimicas a ambas moléculas con el fin de potenciar su
actividad anti-TB.

Respecto al estudio quimico-bioldégico del hongo Gliocladium sp. MR41, en
el presente trabajo se describe la estrategia experimental para la obtencién
de los compuestos anti-TB de la fraccién de acetonitrilo activa, sin embargo,
es necesario estandarizar el cultivo de la cepa fungica para establecer las
condiciones dptimas para obtener fracciones activas sobre M fuberculosis y
que ademas presenten cantidades adecuadas para su posterior purificacion
¢ identificacion estructural.
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