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RESUMEN

El incremento de los nuevos casos de tuberculosis continta siendo un grave problema de
salud puablica a nivel mundial. Esta enfermedad es causada por Mycobacterium
tuberculosis y afecta de forma mayoritaria a los pulmones. De acuerdo a las estimaciones
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la tuberculosis es actualmente
considerada la segunda enfermedad infecciosa de mayor mortalidad al afio. A pesar de
que existe una terapia combinada de farmacos para contrarrestar esta enfermedad, la
resistencia que ha adquirido la micobacteria hacia estos farmacos dificulta su tratamiento.
Debido a esto, la busqueda de productos con potencial antituberculoso sigue siendo
importante para el desarrollo de nuevos farmacos. Se ha demostrado que los productos
naturales son una fuente importante para el desarrollo de nuevos farmacos. Dentro de los
productos naturales con actividad antituberculosa destacan los diterpenoides de tipo
azorellano y mulinano, debido a que han mostrado actividad bioldégica prometedora frente
a cepas sensibles y resistentes de M. tuberculosis. Asimismo, se ha reportado que
algunos derivados semisintéticos de azorellanos y mulinanos mostraron un aumento en su
potencial antituberculoso. Con base en lo anterior, se planted la preparacién de derivados
de azorellanos y mulinanos naturales mediante estrategias de biotransformacion,
empleando cultivos fangicos (Aspergillus alliaceus, Mucor circinelloides y Penicillium
notatum) y bacterianos (Nocardia iowensis), y de transformaciéon quimica. Los procesos
de biotransformacion del azorellanol (1) en cultivos de N. iowensis dio como resultado la
obtencion del diterpenoide previamente reportado 7-desacetil-azorellanol (3), en tanto
que, P. notatum produjo dos nuevos metabolitos identificados como 4,16-dihidroxi-
azorellanol (4) y 2B,16-dihidroxi-azorellanol (5). Por otro lado, la biotransformacion del
diterpenoide acido 13a-hidroximulin-11-en-20-oico (2) en cultivos de P. notatum dio como
resultado la obtencion del producto conocido como &cido 13,148-dihidroximulin-11-en-
20-o0ico (6) y un nuevo metabolito identificado como acido 13a,14,16-trihidroximulin-11-
en-20-oico (7). Adicionalmente, se llevé a cabo la obtencion de amidas a través de la
transformacioén quimica del acido mulin-11,13-dien-20-oico (8), dando como resultado la
obtencién de tres nuevos derivados identificados como N-metil-mulin-11,13-dien-20-
carboxamida (9), N-4’-metoxi-bencil-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (10) y N-3’-metil-
pirido-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (11). Con estos resultados se propone a la

biotransformacion y la transformacion quimica de diterpenoides tipo azorellano y mulinano




como opciones futuras para la obtencién de nuevas cabezas de serie de derivados con

potencial antituberculoso.




ABSTRACT

The increase in new cases of tuberculosis continues to be a serious public health problem
worldwide. This disease is caused by Mycobacterium tuberculosis and mainly affects the
lungs. According to World Health Organization (WHO) estimates, tuberculosis is
considered currently the second infectious disease with the highest mortality per year.
Despite the fact that there is a combined drug therapy to counteract this disease, the
resistance that mycobacteria have acquired towards these drugs makes their treatment
difficult. Because of this, the search for products with anti-TB potential remains important
for the development of new drugs. Natural products have been shown to be an important
source for new drug development. Among the natural products with tuberculosis activity,
the azorellano and mulinano diterpenoids stand out, because they have shown promising
biological activity against sensitive and resistant strains of M. tuberculosis. Likewise, it has
been reported that some semisynthetic derivatives of azorellane and mulinane showed an
increase in their antituberculosis potential. Based on the above, for this work, the
preparation of natural azorellane and mulinane derivatives was proposed through
biotransformation strategies, using fungal (Aspergillus alliaceus, Mucor circinelloides and
Penicillium notatum) and bacterial (Nocardia iowensis) cultures, and chemical
transformation. The biotransformation processes of azorellanol (1) in cultures of N.
iowensis resulted in obtaining the previously reported diterpenoid 7-desacetyl-azorellalanol
(3), while P. notatum produced two new metabolites identified as 4,16 -dihydroxy-
azorellanol (4) and 2B,16-dihydroxy-azorellanol (5). On the other hand, the
biotransformation of diterpenoid 13a-hidroxymulin-11-en-20-oic acid (2) in P. notatum
cultures resulted in obtaining the product known as 138,148-dihydroxymulin-11-en-20-oic
acid (6) and a new metabolite identified as 13a,148,16-trihydroxymulin-11-en-20-oic acid
(7). Additionally, amides were obtained through the chemical transformation of mulin-
11,13-dien-20-oic acid (8), resulting in the obtaining of three new derivatives identified as
N-methyl-mulin-11,13-dien-20-carboxamide (9), N-4'-methoxy-benzyl-mulin-11,13-dien-20-
carboxamide (10) and N-3'-methyl-pyrido-mulin-11,13-dien-20-carboxamide (11). With
these results, the biotransformation and chemical transformation of azorellane and
mulinane diterpenoids are proposed as future options for obtaining new series heads of

derivatives with antituberculosis potential.
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En la actualidad se describen diversas enfermedades que tienen como consecuencia un
gran numero de pérdidas humanas al afio. Entre estos padecimientos con altos indices de
mortalidad se encuentra la tuberculosis (TB), afeccidn infecto-contagiosa que afio con afio
registra millones de nuevos casos y defunciones alrededor del mundo, posicionandola en

el octavo lugar de la lista de enfermedades con mayor nimero de muertes (OMS, 2020).

La TB es causada por Mycobacterium tuberculosis, micobacteria que se transmite por via
aérea provocando que su contagio sea de gran facilidad (OMS, 2021; Koul et al., 2011).
Sin embargo, de ser detectada a tiempo y con el tratamiento adecuado, puede ser
erradicada (OMS, 2021). Actualmente el tratamiento de la TB consta de la administracién
de farmacos de primera linea (isoniazida y rifampicina son los mas eficaces), los cuales
son prescritos a pacientes que presentan la enfermedad por primera vez (OMS, 2021;
Brown Jr. et al., 2016). Sin embargo, la aparicion de formas resistentes de M. tuberculosis
impide que estos farmacos de primera linea cumplan con su funcién de eliminar a este
microorganismo. Estas formas resistentes de M. tuberculosis se conocen como
tuberculosis multirresistente  (MDR por sus siglas en inglés) y tuberculosis
extremadamente resistente (XDR por sus siglas en inglés) y su tratamiento requiere de
farmacos de segunda (p. ej. kanamicina, amikacina, fluoroquinolonas) y tercera (p. €j.
bedaquilina, delamanida) lineas (OMS, 2021; Brown Jr. et al., 2016; Seung et al., 2015).
No obstante, los efectos adversos y la limitada eficacia de los farmacos contindan siendo
graves problemas, por lo que es necesario la busqueda de nuevas fuentes para la

obtencién de moléculas con potencial anti-TB (Garcia et al., 2012).

Los productos naturales (PN’s), conocidos también como metabolitos secundarios, dada
su importancia en la medicina moderna, son reconocidos como una alternativa para la
busqueda de farmacos y en particular de nuevos agentes con potencial actividad
antituberculosa (Liu et al., 2012). En este sentido, se ha demostrado que PN’s como los
diterpenoides tipo azorellano y mulinano, asi como sus derivados semisintéticos, inhiben
el crecimiento de M. tuberculosis en su forma sensible y resistente (Molina-Salinas et al.,
2010a, 2010b, 2010c).
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Estudios recientes demuestran la importancia de la biotransformacion como alternativa
para la obtencién de nuevos derivados de diterpenoides tipo mulinano y azorellano con
potencial antituberculoso importante (Herrera-Canché et al., 2020). Por lo anterior, en este
trabajo se propuso la obtencion de nuevos derivados de azorellanos y mulinanos
mediante biotransformacién y derivatizacién quimica, asi como la evaluacion de su

potencial antituberculoso.
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ANTECEDENTES
1.1. SITUACION ACTUAL DE LA TB

Hoy en dia la TB continla siendo un problema de salud publica, registrandose 1.6
millones de muertes a nivel mundial tan s6lo en 2021 (OMS, 2022). El agente causal de
esta enfermedad es Mycobacterium tuberculosis (especie distribuida en todo el mundo) y
M. africanum (especie identificada en pacientes de paises africanos) en humanos, que
junto con seis especies mas del género Mycobacterium (M. bovis, M. canettii, M. caprae,
M. microti, M. mungi y M. pinnipedii, en algunos animales) conforman el complejo de
bacterias causantes de la TB (Koch y Mizrahi, 2018; Delogu et al., 2013; Forrellad et al.,
2013; Sreevatsan et al., 1997). Estas especies son consideradas genéticamente similares,
en comparacion con las especies restantes del género Mycobacterium (Vifiuelas-Bayon et
al., 2017).

M. tuberculosis es una bacteria aerobia obligada, alcohol-resistente (tincién Ziehl-
Neelsen) y aunque sus caracteristicas son muy particulares, es considerada Gram
positiva (Koch y Mizrahi, 2018). Se caracteriza por tener una pared celular compleja,
compuesta principalmente por acidos grasos de cadena larga (60-90 a&tomos de carbono)
conocidos como acidos micolicos, asi como de peptidoglicano y arabinogalactano (Figura
1.1). Esta particularidad le confiere una baja permeabilidad celular y les brinda resistencia
a algunos farmacos utilizados para el tratamiento de la TB (Maitra et al., 2019; Rozman et
al., 2016; Forrellad et al., 2013).

La infeccién por TB inicia cuando un individuo sano inhala las gotas finas que contienen la
bacteria, después de ser expulsadas por un enfermo contagiado de TB al estornudar,
hablar o toser, alojandose en los alvéolos pulmonares del nuevo hospedero (Figura 1.2).
En esta etapa inicial, M. tuberculosis puede ser fagocitada por los macréfagos alveolares
y evitar el crecimiento de la bacteria como respuesta inmediata del sistema inmune (TB
latente); se estima que la cuarta parte de la poblacion padece esta forma de TB, en la cual
el individuo porta a la bacteria en su organismo pero no logra desarrollar los sintomas de
la enfermedad (p. ej. dolor tor&cico, fatiga, fiebre, sudoracién nocturna, pérdida de peso y

tos prolongada) ni trasmitir la infeccion (OMS, 2021; Cambier et al., 2014).




CAPITULO |

Lipoarabinomanano

Glicolipidos

f

micélicos

Arabinogalactano

Peptidoglicano

Membrana celular

Figura 1.1. Representacion esquematica de la pared celular de M. tuberculosis
(modificado de Brown et al., 2015).

Por otro lado, la bacteria puede cruzar la primera linea de defensa y replicar su
crecimiento de tal forma que provoque una infecciébn activa en los pulmones (TB
pulmonar) o, propagarse a otros 6rganos (TB extrapulmonar) mediante diseminacién por
el torrente sanguineo o por los vasos linfaticos (p. €j. renal, genitourinaria, sistema
nervioso central, 6ésea, digestivo, cutdnea) (OMS, 2021; Cambier et al., 2014; Delogu et
al., 2013; Fanlo y Tiberio, 2007). La TB se desarrolla principalmente en individuos con el
sistema inmunodeprimido causado por enfermedades como la diabetes, el VIH, e

inclusive en consumidores de tabaco (OMS, 2021).

A pesar de que la TB es una enfermedad que puede ser curada si se detecta a tiempo y
con el tratamiento adecuado, en el afio 2021 se registraron 10.6 millones de nuevos
casos, cifra que aumentd en un 4.6% en comparacion a lo reportado en 2020. Asimismo,
este aumento se reflej6 en el nimero de defunciones en todo el mundo, que para 2021
fue de 1.6 millones. La mayoria de los enfermos por TB en 2021 se concentraron en Asia
Sudoriental (45%) y Africa (23%) y principalmente en paises con escasez de recursos
como Bangladesh, China, Filipinas, India, Indonesia, Nigeria, Pakistdn y Republica

Democrética de Congo (Figura 1.3). Ese mismo afio se registraron aproximadamente 500
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millones de nuevos casos de TB en su forma resistente, siendo India el pais con mayor
namero de casos (26%), seguido por Rusia (8.5%) y Pakistan (7.9%) (OMS, 2022).

Entrada al nuevo

Transmision hospedero

iy

@ .
fediCe

replicacion

extracelular @ @ @ @

Infeccion de
granulomas
individuales

Expansion
en
granulomas

Maduracién
del
granuloma

Figura 1.2. Ciclo de infeccion por M. tuberculosis (modificado de Cambier et al.,
2014).

Number of
incident cases

Demaocratic Republic
of the Cango

2000 000

Figura 1.3. Paises con mayor nimero de incidencias de TB a nivel mundial (Reporte
Global de la Tuberculosis, 2022).
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Hasta el dltimo reporte del Boletin Epidemiol6gico Nacional (Semana 52), en México se
han documentado 21,419 nuevos casos de TB en todas sus formas. Actualmente son
siete las entidades federativas que concentran los mayores registros de TB en todo el
pais, donde el 57.8% de los casos se distribuyen en los estados de Baja California
(2,528), Veracruz (2,407), Nuevo Ledn (1,874), Chiapas (1,586), Tamaulipas (1,367),
Sinaloa (1,332) y Sonora (1,293). Por otro lado, en el estado de Yucatan se reporta un
total de 357 nuevos casos (307 de TB pulmonar y 50 casos de TB extrapulmonar)
(SINAVE, 2022).

En la actualidad, el tratamiento de la TB se basa en la administracion combinada de
farmacos que, de acuerdo a su eficacia, uso y seguridad, se clasifican en farmacos de
primera, segunda y tercera lineas, este Ultimo grupo es también denominado de eficacia
limitada (OMS, 2021; Brown Jr. et al., 2016, 2016; D’Ambrosio et al., 2015). Los farmacos
de primera linea (Figura 1.4) son los de maxima eficacia para el tratamiento de la TB en
su forma sensible; por mas de 50 afios se ha utilizado una terapia combinada de
isoniazida y rifampicina, principalmente, por su alta eficacia para el tratamiento primario
de la enfermedad y por los efectos adversos leves en los pacientes. Dentro de este grupo
de farmacos se incluyen también el etambutol, la estreptomicina y la pirazinamida
(D’Ambrosio et al., 2015; Guzman et al., 2013; Rivers y Mancera, 2008; Lozano, 2002).

Aun cuando tanto la isoniazida como la rifampicina son bactericidas, sus mecanismos de
accion son completamente diferentes. La isoniazida es un pro-farmaco que se activa
mediante una enzima catalasa-peroxidasa de M. tuberculosis formando un radical
isonicotinico. Este radical se une al cofactor NAD* bloqueando la biosintesis de acido
micélico y, por ende, provoca la muerte celular de la micobacteria (Mishra et al., 2017,
Vilcheze y Jacobs, 2007). Por otra parte, la rifampicina inhibe la transcripciéon del ARN,
por unién a la unidad beta del ARN polimerasa (Mishra et al., 2017; Kolyva y Karakousi,
2012). El etambutol y la estreptomicina también actlan sobre la pared celular de M.
tuberculosis, inhibiendo la biosintesis de arabinogalactano y polipéptidos, respectivamente
(Guzman et al., 2013).
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Figura 1.4. Estructuras quimicas de los farmacos de primera linea empleados para el
tratamiento de la TB y afio de introduccién.

El segundo grupo de farmacos para el tratamiento de la TB son los de segunda linea.
Aunque su eficacia es menor comparado con los de primera linea y propician la aparicion
de mas efectos adversos, su administracion es principalmente para el tratamiento de la
TB multirresistente (TB-MDR). Esta forma resistente de bacterias no responde al
tratamiento con los farmacos méas potentes isoniazida y rifampicina (OMS, 2021; Lozano,
2002). En este grupo de segunda linea se encuentran los inyectables aminoglucésidos (p.
ej. amikacina y kanamicina) y los polipéptidos (p. €j. capreomicina y viomicina) (Figura
1.5), fluoroquinolonas (p. ej. ciprofloxacina, gatifloxacina, levofloxacina, moxifloxacina y
ofloxacina) (Figura 1.6) y bacteriostéticos orales, entre ellos el &cido p-aminosalicilico,
cicloserina, terizidona y tioamidas (p. ej. etionamida y protionamida) (Figura 1.7) (Brown
Jr. etal.,, 2016; D’Ambrosio et al., 2015; Mishra et al., 2007).
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Figura 1.5. Estructuras quimicas de los farmacos inyectables de segunda linea
utilizados para el tratamiento de la TB y el afio de su introduccion (NE = dato no
encontrado).

Los sitios de accion de los farmacos de segunda linea son variados. Los inyectables
amikacina, kanamicina y capreomicina inhiben la sintesis de proteinas mediante la
modificacion de estructuras ribosomales en M. tuberculosis. Las fluoroquinolonas tienen
un gran potencial antibacteriano, bloquean la replicacion y transcripcion de ADN. Las
tioamidas y la cicloserina son farmacos que actian sobre la pared celular de la
micobacteria, las primeras inhiben la formacién del acido micdlico y la segunda impide la

sintesis de peptidoglicano (Guzman et al., 2013; Kolyva y Karakousi, 2012).
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Figura 1.6. Estructuras quimicas de los farmacos fluoroquinolonas de segunda
linea utilizados para el tratamiento de la TB y el afio de su introduccién (NE =
dato no encontrado).
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Figura 1.7. Estructuras quimicas de los farmacos bacteriostaticos orales de
segunda linea utilizados para el tratamiento de la TB y el afio de su introduccion
(NE = dato no encontrado).

Por ultimo, los farmacos de tercera linea son empleados para el tratamiento de las formas
resistentes de la TB, tanto para la TB-MDR como para la TB-XDR; esta resistencia
aparece cuando M. tuberculosis no responde al tratamiento con los farmacos de primera

linea mas eficaces (isoniazida y rifampicina), mas una quinolona y uno de los inyectables
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de segunda linea (OMS, 2021; Seung et al., 2015). Algunos de los medicamentos de
tercera linea empleados para el tratamiento de la TB presentan un mayor numero de

reacciones adversas, la evidencia en cuanto a su eficacia es escasa 0 no comprobable.

Asimismo, el costo del tratamiento con estos farmacos puede ser elevado y tardio (Mishra
et al., 2017). Este grupo incluye a la bedaquilina, considerado el ultimo farmaco
antituberculoso aprobado por la FDA en 2014; esta diarilquinolona tiene una gran
selectividad e inhibe la sintesis de ATP en la replicacién (Seung et al., 2015; Guzman et
al., 2013; Maxmen, 2013). Ademas de la bedaquilina, se incluyen dentro de este grupo
(Figura 1.8) a la delamanida, clofazimina, linezolida, clavulanato y meropenem
(D’Ambrosio et al., 2015).
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(2012) (1986) (1996)
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Figura 1.8. Estructuras quimicas de los farmacos de tercera linea empleados para el
tratamiento de la TB y afio de introduccion.
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A pesar de que existe un nimero considerable de medicamentos para el tratamiento de la
TB con sitios de accién variados, las formas resistentes de M. tuberculosis (TB-MDR y
TB-XDR) limitan cada vez mas la eficacia de los farmacos, aumentan el tiempo del
tratamiento e incrementan los efectos adversos (p. e€j. insuficiencia renal, problemas
gastrointestinales, fotosensibilidad) (Seung et al., 2015) (Figura 1.9). Recientemente se
plantea la aparicion de una forma mas agresiva de resistencia, denominada TB de
resistencia total (TB-DRT) hacia todos los medicamentos antituberculosos (Hoagland et
al., 2016; Klopper et al., 2013).

Actualmente, se han descrito los tipos de mecanismos de resistencia que presenta M.
tuberculosis hacia algunos de los farmacos utilizados para tratar la enfermedad y que son
la base para el disefio de nuevos compuestos (Figura 1.10) (Singh et al., 2019). Entre
estos tipos de resistencia se puede destacar la impermeabilidad de la envoltura celular;
como se ha mencionado anteriormente, su caracteristica hidrofébica juega un papel
importante en la resistencia hacia algunos farmacos. Algunos farmacos como la
rifampicina, la ciprofloxacina y la ofloxacina presentan cierta dificultad para atravesar la
pared celular, incluso algunos productos con caracter hidrofébico presentan esta
particularidad (Houghton et al., 2013a; 2013b).
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Figura 1.9. Sitios de accion de los farmacos anti-TB (modificado de Maxmen, 2013).
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Figura 1.10. Mecanismos de resistencia desarrollados por M. tuberculosis
(modificado de Singh et al., 2019).

Otro mecanismo de resistencia importante a considerar es la modificacion o inactivacion
del farmaco. Este mecanismo se debe a que M. tuberculosis posee un sistema enziméatico
gue ha logrado modificar algunos productos, volviéndolos inactivos y, por lo tanto,
evitando que actien sobre el sitio de accion. M. tuberculosis posee al menos dos enzimas
muy importantes que han sido relacionadas con la modificacion de algunos productos, p.
ej. la enzima acetiltransferasa (Eis) que permite la introducciéon de grupos acetilo en los
farmacos capreomicina, kanamicina y amikacina, evitando que actien sobre la diana a la
cual estan destinados (Houghton et al., 2013a). Asimismo, la enzima S-lactamasa permite
la hidrélisis del anillo B-lactamico de los productos como el &cido clavulanico y
meropenem produciendo su ruptura e inactivando el farmaco (Figura 1.11) (Houghton et
al., 2013b).

Por lo anterior, en afios recientes se ha propuesto la busqueda exhaustiva de nuevos
productos con potencial actividad antituberculosa, con diferentes mecanismos de accion,
rapido efecto bactericida y menos efectos adversos (Hoagland et al., 2016; Liu et al.,
2012). Teniendo en cuenta que algunos productos naturales aislados de plantas,
microorganismos y organismos marinos, han servido como fuente para la formulacion de
diversos medicamentos para el tratamiento y prevencion de una gran cantidad de
enfermedades (Kumar et al.,, 2014; Chin et al., 2006), los metabolitos secundarios
contindan representando una fuente prometedora para el desarrollo de nuevos farmacos

antituberculosos (Pandey y Doerksen, 2016; Liu et al., 2012).

12
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Figura 1.11. Modificacion de farmacos para el tratamiento de la tuberculosis mediante
la accion de las enzimas Eis y B-lactamasa (en rojo se indican las modificaciones de

cada producto).

1.2. PRODUCTOS NATURALES COMO FARMACOS ANTITUBERCULOSOS

Los productos naturales desempefian un papel muy importante para el tratamiento y

prevencién de un gran niumero de enfermedades y han servido como base para el disefio

de nuevos farmacos. Se han obtenido principalmente de plantas, microorganismos y

organismos marinos (Kumar et al., 2014; Mishra y Tiwari, 2011). Algunos productos

naturales poseen estructuras quimicas novedosas y muy complejas. Asimismo, su

importancia en la industria farmacéutica es de gran importancia debido a su gran eficacia

para el tratamiento de diversas enfermedades y como modelo para la obtencion de

nuevos farmacos por métodos semisintéticos (Shen, 2015; Liu et al., 2012; Chin et al.,

2006).

13
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Se ha reportado que aproximadamente el 6.1% de los farmacos aprobados hasta 2019
son productos naturales y se emplean para el tratamiento de enfermedades como mal de
Parkinson (p. ej. apomorfina), las causadas por bacterias (p. €j. penicilina) y parasitos (p.
ej. ivermectina), asi como para el tratamiento del cancer (p. ej. doxorrubicina). Por otra
parte, mientras que el porcentaje de los derivados de productos naturales como farmacos
es mayor (42.3%), su uso es aun mas variado ya que se emplean para el tratamiento de
procesos inflamatorios (p. €j. aspirina), para aliviar la malaria (p. €j. arteether), contra
infecciones bacterianas (p. ej. biapenem) y virales (p. ej. zanamivir) y para el tratamiento
del cancer (p. €j. cabazitaxel) (Figura 1.12) (Newman y Cragg, 2019; Dias et al., 2012).

Entre los productos naturales utilizados para el tratamiento de la TB se encuentran la
estreptomicina, el farmaco de primera linea usado por mas de 60 afios para combatir la
TB, los farmacos de segunda linea capreomicina, kanamicina y cicloserina, y el farmaco
de tercera linea clavulanato (Guzman et al., 2013). Asimismo, entre los derivados de
productos naturales actualmente administrados para combatir la TB se encuentra la
rifampicina, el farmaco de primera linea de mayor eficacia, en tanto que del grupo de
segunda linea destaca la amikacina y de la tercera linea el meropenem (Figura 1.13)
(Guzman et al., 2013).

Actualmente, tres derivados del grupo de las rifamicinas (rifabutina, rifapentina vy rifalazil),
al que pertenece la rifampicina (Figura 1.14), continlan en fases clinicas para su
aprobacién como medicamentos para el tratamiento de la TB sensible (OMS, 2021; Rivers
y Mancera, 2008). Con lo anterior, se demuestra que los productos naturales y sus
derivados continlan siendo una alternativa importante para la blusqueda de nuevos

farmacos (Pandey y Doerksen, 2016).

14
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Figura 1.12. Afio de introduccién de productos naturales (PN) y derivados de
productos naturales (DPN) que se utilizan como farmacos.
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Figura 1.13. Productos naturales y derivados de productos naturales utilizados como
farmacos para el tratamiento de la TB.
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Figura 1.14. Estructuras quimicas de las rifamicinas en estudio como posibles
farmacos para el tratamiento de la TB.

Dependiendo de la ruta biosintética para su formacién, los productos naturales se agrupan
en policétidos (ruta del acetato), productos fendlicos (ruta del acido shikimico),
terpenoides (ruta del mevalonato o metileritritol fosfato) y alcaloides (ruta derivada de los
aminodcidos) (Dewick, 2009). De estas cuatro familias quimicas se reportan a los
alcaloides sarmentina (Avilés y Rodriguez, 2010) y monamphiletina (Tuntiwachwuttikul et
al., 2006), los compuestos fendlicos beilschmina D (Chen et al., 2007) y pinocembrina
(Songsiang et al., 2009), los policétidos chaetoviridina E (Phonkerd et al.,, 2008) y
howiinina A (Lekphrom et al., 2009), y los terpenoides ramiferina (Bunyapaiboonsri et al.,
2008) y &cido piméarico (Lekphrom et al., 2010) (Figura 1.15), como productos naturales

con actividad contra M. tuberculosis (Garcia et al., 2012).
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Sarmentina

(Piper sarmentosum) OH ©

Pinocembrina
(Dalbergia parviflora)

Monamphilectina A
(Hymeniacidon sp.)

Ramiferina

(Kionochaeta ramifera) | o
Chaetoviridina E
H3CO (Chaetomium cochloides)

\\\\\\\

H,CO i

OCH;
H,CO

Howiinina A
H,CO (Goniothalamus laoticus)

OCH,

Beilschimina B

(Beilschmiedia tsangii) ‘Acido pimarico
(Anisochilus harmandii)

Figura 1.15. Productos naturales activos contra M. tuberculosis.

Entre los productos naturales, los terpenoides constituyen una de las familias mas
importantes dado que son los mas abundantes en la naturaleza y han sido aislados de
fuentes como plantas, animales, microorganismos, insectos y organismos marinos. Se les
atribuyen diferentes propiedades bioldgicas con fines terapéuticos y medicinales
(Perveen, 2018; Wang et al., 2005), por lo que contindan siendo una fuente importante

para el desarrollo de farmacos para el tratamiento de la TB (Sansinenea y Ortiz, 2014).

Los monoterpenoides (Cio) citronellol y geraniol (Cantrell, 1998; Rajab et al., 1998); los

sesquiterpenoides (Cis) germacreno y centratherina (Vongvanich et al., 2006); los

18



CAPITULO |

diterpenoides (Cz) azorellanol y acido mulin-11,13-dien-20-oico (Molina-Salinas et al.,
2010a); los sesterterpenoides (Czs) scytoscalarol y heteronemina (Mo et al., 2009;
Wonganuchitmeta et al., 2004); y los triterpenoides (Cs) como la zeorina y el acido
bonianico B (Truong et al., 2011; Wachter et al., 1999) (Figura 1.16), son ejemplos de
terpenoides que han demostrado actividad contra cepas sensibles y, en algunos casos,

resistentes de M. tuberculosis.

& W COOH O
\ OH \ \ OH (o

Citronellol Geraniol Germacreno Centratherina

HN NH, o
e J

Azorellanol Acido mulin-11,13-
dien-20-oico

Zeorina Acido bonianico B

Figura 1.16. Estructuras quimicas de los terpenoides con actividad anti-TB.

De forma particular, los diterpenoides de esqueleto azorellano y mulinano (Figura 1.17)
son un grupo Unico de metabolitos secundarios producidos por plantas de los géneros

Azorella, Bolax, Laretia y Mulinum, pertenecientes a la familia Apiaceae (Liu et al., 2017;
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Molina-Salinas et al., 2010b). Los diterpenoides de tipo azorellano se caracterizan por
tener un biciclo [4.1.0] heptano, principal diferencia con respecto al diterpenoide de tipo
mulinano, ademas de tener un grupo oxigenado en C-13 y la ausencia de un grupo
carboxilo en C-20. En tanto que, los diterpenoides de tipo mulinano se caracterizan por la
presencia de un grupo carboxilo en el C-20 y un anillo de siete miembros funcionalizado
con presencia de uno o dos dobles enlaces en la molécula, ademas de poseer grupos

oxigenados (Marcos et al., 2016).

Azorellano Mulinano

Figura 1.17. Esqueleto de los diterpenoides mulinano y azorellano.

Ademas de la actividad antituberculosa (Molina-Salinas et al., 2010a) los diterpenoides
tipo mulinano y azorellano han demostrado propiedades biolégicas como analgésica
(Delporte et al., 2013), antibacteriana (Wachter et al., 1998), antihiperglicémica (Fuentes
et al., 2005), antiinflamatoria (Delporte et al., 2013), antiprotozoaria (Neira et al., 1998),
antiviral (Abdel-Malek et al., 1996), citotoxica (Mongelli et al., 1997), espermicida (Morales
et al., 2003), gastroprotectora (Areche et al., 2013), tricomonicida (Loyola et al., 2002) y
tripanocida (Araya et al., 2003).

Recientemente se reporté el potencial antituberculoso de diterpenoides tipo mulinano y
azorellano en ensayos in vitro contra cepas sensibles (ATCC 27294 H37Rv) y resistentes
(CIBIN/JUMF 15:99) de M. tuberculosis (Molina-Salinas et al., 2010a). Los resultados
mostraron que los diterpenoides de tipo azorellano tiene una mayor actividad
antituberculosa en comparacion con los de tipo mulinano, siendo el azorellanol, el 17-

acetoxi-13a-hidroxiazorellano, el 13g-hidroxiazorellano, la azorellanona y el mulinol, los
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diterpenoides con mayor actividad antituberculosa (Figura 1.18) (Molina-Salinas et al.,
2010a).

17-Acetoxi-13a-hidroxi-azorellano Azorellanol Azorellanona
CMI (uM): a (34.4) CMI (uM): a (35.0) CMI (uM): a (41.1)
b (34.3) b (35.0) b (82.2)

OH

13B-Hidroxi-azorellano Mulinol
CMI (UM): a (43.1) CMI (uM): a (82.2)
b (86.2) b (41.1)

Figura 1.18. Actividad anti-TB de diterpenoides tipo mulinano y azorellano contra dos
cepas de M. tuberculosis: a. M. tuberculosis sensible (ATCC 27294). b. M.
tuberculosis resistente (CIBIN/UMF15:99).

De forma similar, se reportd la preparacién de diferentes derivados semisintéticos de
algunos diterpenoides tipo mulinano y azorellano, usando reacciones de alquilacion,
deshidratacién, oxidacién, reduccién e hidrogenacién (Molina-Salinas et al., 2010b;
2010c). Los resultados obtenidos indicaron que los derivados alquilados (ésteres
metilicos, etilicos, propilicos y butilicos) de los diterpenoides mulinano, principalmente,
mostraron un incremento del potencial antituberculoso en comparacion con su
diterpenoide natural, de los cuales destacan el éster metilico del acido 13a-hidroximulin-
11-en-20-oico y el éster metilico del acido mulinénico, por su alta actividad contra la cepa
sensible de M. tuberculosis (Molina-Salinas et al., 2010b). Por otro lado, el éster n-

propilico del &cido 13a-hidroximulin-11-en-20-oico, el éster n-propilico del &cido
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isomulinico y el éster butilico del acido isomulinico (Figura 1.19) mostraron la mayor

actividad antituberculosa frente a la cepa resistente de M. tuberculosis (Molina-Salinas et

al., 2010c).

Ester metilico del acido 13a-
hidroxi-mulin-11-en-20-oico
CMI (uM): a (37.4)

b (37.3)

il 0

COOCH,CH,CH;

Ester n-propilico del
acido isomulinico
CMI (uM): a (66.4)

b (16.6)

WWOH

COOCH,CH,CH,

Ester n-propilico del acido 13a-
hidroxi-mulin-11-en-20-oico
CMI (uM): a (69.0)

b (17.2)

(o)

gy, =

COOCH,CH,CH,CH;

Ester n-butilico del
acido isomulinico
CMI (uM): a (64.1)

b (16.0)

Mulin-11,13-dien-20-ol
CMI (uM): a (5.4)
b (2.7)

Mulin-11,13-dien-20-al
CMI (uM): a (10.2)
b (5.4)

Ester metilico del
acido mulinénico
CMI (uM): a (37.6)

b (37.6)

Acido 13a-hidroxi-mulin-
11-en-20-ol
CMI (uM): a (20.4)
b (10.2)

Mulinenol

CMI (uM): a (10.2)
b (20.5)

Figura 1.19. Actividad anti-TB de derivados semisintéticos de diterpenoides tipo
mulinano contra dos cepas de M. tuberculosis: a. M. tuberculosis sensible (ATCC
27294). b. M. tuberculosis resistente (CIBIN/UMF15:99) (en rojo se indican las
modificaciones de cada producto).
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La transformacidén quimica a partir de los ésteres metilicos del acido mulin-11,13-dien-20-
oico, acido 13a-hidroximulin-11-en-20-oico y &cido mulinénico dio como resultado la
formacion de nuevos grupos funcionales en C-20 (acetato, aldehido y alcohol). La
evaluacién del potencial antituberculoso del nuevo grupo de derivados de diterpenoides
tipo mulinano mostré que el acido mulin-11,13-dien-20-ol, acido mulin-11,13-dien-20-al,
acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-ol y mulinenol (Figura 1.19) fueron los mas activos
contra cepas sensibles y resistentes de M. tuberculosis, mostrando concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de 2.0-20 pM, valores menores que el de los derivados
alquilados. Con lo anterior se ha demostrado que el papel de los grupos funcionales y la
posicion en la que éstos se encuentran son de gran importancia con relacion al efecto
antituberculoso tanto contra cepas sensibles y resistentes de M. tuberculosis (Martinez,
2017).

Gran parte de los derivados de diterpenoides tipo mulinano han sido obtenidos mediante
la modificacion del grupo carboxilo por ser el grupo funcional de mayor susceptibilidad a la
transformacién quimica. Se han reportado reacciones de esterificacion, oxidacion y
reduccion en el C-20. Asimismo, se ha intentado obtener derivados nitrogenados,
mediante la formacion de amidas, aminas e iminas a partir del acido carboxilico de los
diterpenoides tipo mulinano; sin embargo, no ha sido posible su obtenciéon debido a la
baja electrofilicidad del grupo carbonilo en C-20, siendo una limitante para la obtencion de
nuevos derivados por métodos quimicos, ademdas del escaso numero de grupos
funcionales en estos tipos de diterpenoides (Martinez, 2017). Una alternativa para la
obtencidon de nuevos derivados de productos naturales es la biotransformacion, dado que
algunos microorganismos y enzimas purificadas han mostrado la capacidad de realizar
modificaciones en sitios de las moléculas donde no es posible realizar una transformacion
por métodos quimicos (Patel, 2018; Woodley, 2008; Pollard y Woodley, 2006).

1.3. BIOTRANSFORMACION

La biotransformacion, transformacion biocatalitica o transformaciéon microbiana, es la
modificacion de un sustrato a un producto, mediante el uso de células o enzimas aisladas

de organismos vivos (Hegazy et al., 2015; Pervaiz et al.,, 2013). Sin embargo, la
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modificacion de sustratos de diferente naturaleza se lleva a cabo mayormente utilizando
hongos y bacterias. El uso de células microbianas se debe, en primera instancia, a su
capacidad de adaptacibn a los cambios generados en su medio ambiente y a su
produccién de una gran variedad de enzimas en corto tiempo (Smitha et al., 2017; De

Carvalho y Da Fonseca, 2006).

La biotransformacion como estrategia alterna o como complemento de la sintesis quimica
tiene varias ventajas; el proceso se desarrolla en condiciones suaves, ya que se realiza a
pH neutro, a temperatura ambiente y presion atmosférica, y las condiciones de esterilidad
son de facil manipulacion. En algunos casos, el uso de microorganismos para la
modificacion de sustratos resulta de bajo costo comparado con el uso de métodos
quimicos (Smitha et al., 2017; Gopishetty et al., 2012). Sin embargo, la ventaja mas
importante de la biotransformacién sobre los métodos quimicos estd dada por los
diferentes tipos de reacciones que realizan los microorganismos para funcionalizar
estéreo o regio especificamente posiciones en los sustratos que, por métodos quimicos, a
menudo implica varias reacciones quimicas (p. €j. proteccion y desproteccion de grupos
funcionales) y econébmicamente no resulta viable (Mutafova et al., 2016; Hegazy et al.,
2015; Gopyshetty et al., 2012). Las reacciones mas comunmente realizadas por
microorganismos son las de oxidacion, reduccién, hidrdlisis, isomerizacion y formacion de
nuevos enlaces, principalmente (Smitha et al.,, 2017; Birolli et al.,, 2015). Estas
modificaciones son catalizadas principalmente por las enzimas monooxigenasas del
citocromo P450, como parte de la fase | de la biotransformacién de xenobioticos,
incorporando grupos funcionales que brindan un ligero aumento en la polaridad de los
sustratos (p. €j. grupos hidroxilo, amino, acido carboxilico) (Huarte-Bonnet et al., 2017;
Bianchini et al., 2015). Asimismo, algunos de los productos de biotransformacion de la
fase |, contintan siendo modificados en la fase |l de la modificacién de xenobi6ticos. En
esta segunda fase los microorganismos realizan reacciones de acetilacion, metilacion y
sulfonacion. Estos grupos funcionales permiten la incorporacion de metabolitos
enddgenos (p. ej. acido glucorénico y glutatién), reduciendo la toxicidad de los
xenobidticos y facilitando su excrecién (Beiras, 2018). Lo anterior, indica que la
biotransformacion representa una buena estrategia para el descubrimiento de nuevos

farmacos a partir de productos naturales (Alfarra y Omar, 2013; Severiano et al., 2013),
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incluyendo alcaloides (Pervaiz et al., 2013; Orabi et al., 2000), productos fendlicos (Das y

Rosazza, 2006; Torres y Torres y Rosazza, 2001) y terpenoides (Severiano et al., 2013).

Actualmente, la biotransformacion continla siendo una estrategia empleada en la
industria farmacéutica, ya sea para la obtencion de farmacos o para la formacién de
intermediarios. Un ejemplo de lo anterior esta dado por la obtencion de la pravastatina, un
medicamento empleado para el control de la hipercolesterolemia y problemas
cardiovasculares, mediante la oxidacién de la compactina por Streptomyces carbophilus
(Figura 1.20) (Arroyo et al., 2017; Watanabe et al., 1995).

S. carbophilus

Compactina Pravastatina

Figura 1.20. Biotransformacién de compactina a pravastatina.

La formacion de intermediarios utilizando procesos de biotransformaciéon ha tomado gran
importancia para la sintesis de un gran nimero de compuestos con potencial farmacéutico
(Arroyo et al., 2017), p. €j. la modificacion del B-sitosterol por Mycobacterium sp., resulta
en la produccién de la androstenediona, intermediario importante para la sintesis por
métodos quimicos de anticonceptivos, corticoesteroides y compuestos para el tratamiento
del cancer (Figura 1.21) (Arroyo et al., 2017; Cruz et al., 2001).
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Mycobacterium sp. Corticoesteroides

Anticonceptivos

B-sitosterol Androstenediona

Figura 1.21. Biotransformacion del g-sitosterol por Mycobacterium sp.

1.4. BIOTRANSFORMACION DE TERPENOIDES

A la fecha se ha reportado la biotransformacion de toda clase de terpenoides (p. €j.
monoterpenoides, sesquiterpenoides, diterpenoides, etc.) mediante el uso de enzimas,
extractos celulares y células completas, cianobacterias, levaduras, microalgas, plantas,
hongos y bacterias (Figura 1.22) (De Carvalho y Da Fonseca, 2006). A menudo este
proceso se ha utilizado como estrategia para la obtencion de derivados con diferentes
actividades biolégicas, incluyendo antibacteriana, antiinflamatoria, antituberculosa,

antiviral, citotoxica, e insecticida, por mencionar algunas (Bhatti y Khera, 2014).

Cianobacterias  pjantas
2% 1%
Bacterias 1 Microalgas
41% y

Enzimas
7%

Figura 1.22. Organismos utilizados para la biotransformacion (Bhatti y Khera, 2014).
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Los géneros de bacterias mas utilizados para la biotransformacién de terpenoides son
Streptomyces y Nocardia (Bhatti y Khera, 2014; Rico-Martinez et al., 2014), en tanto que,
Aspergillus, Cunninghamella, Gibberella, Fusarium, Mucor, Penicillium y Rhizopus, son los
géneros de hongos reportados con gran frecuencia para la transformacién de esta familia

de metabolitos secundarios (Rico-Martinez et al., 2014; Parshicove y Sutherland, 2014).

En la biotransformaciéon de terpenoides destaca una gran variedad de diterpenoides con
esqueletos de abietano (Ozsen et al., 2017), atisano (Fraga et al., 2010), beyerano
(Chang et al., 2006), clerodano (Choudhary et al., 2013), kaurano (Fraga et al., 2005),
labdano (Haridy et al., 2006), pimarano (Fraga et al., 2009), stemodano (Martin et al.,
2005), taxano (Hu et al., 1996), trachylobano (Fraga et al., 2012) y mulinano (Figura 1.23)
(Areche et al., 2008).

1S o o

Abietano Atisano Beyerano Clerodano

S o5 o

Kaurano Labdano Pimarano Stemodano

o o &

Taxano Trachylobano Mulinano

Figura 1.23. Esqueletos de diterpenoides modificado por biotransformacion.
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Hasta ahora, los reportes sobre la biotransformacion de diterpenoides de esqueleto
mulinano son limitados; mientras que el primer trabajo describié la modificacién del 4cido-
mulin-11,13-dien-20-oico utilizando cultivos de Mucor plumbeus para obtener los
derivados oxidados acido 16-hidroximulin-11,13-dien-20-oico y acido 7a,16-hidroximulin-
11,13-dien-20-oico (Figura 1.24) (Areche et al., 2008), en el segundo trabajo se evalud la
actividad gastroprotectora de los derivados que mostraron un incremento en la actividad
(Sepulveda et al., 2016).

M. plumbeus 3

Acido mulin-11,13- Acido 16-hidroxi-mulin- Acido 7a,16-dihidroxi-
dien-20-oico 11,13-dien-20-oico mulin-11,13-dien-20-oico

Figura 1.24. Productos de biotransformacion del acido mulin-11,13-dien-20-oico
por M. plumbeus (en rojo se indican las modificaciones).

Recientemente se reporto la transformacion del acido mulin-11,13-dien-20-oico en cultivos
de Aspergillus alliaceus, dando como resultado la obtencién del acido 16-hidroximulin-
11,13-dien-20-oico, en tanto que la biotransformacion del mismo diterpenoide en cultivos
de Mucor circinelloides resulté en la obtencion de dos derivados novedosos identificados
como acido mulin-11,13-dien-16,20-dioico y acido 7a,13-dihidroxi-mulin-11-en-20-oico
(Figura 1.25) (Herrera-Canché et al., 2020).

Dado que la incorporacion de nuevos grupos funcionales (OH y COOH) en el esqueleto
mulinano representa una nueva oportunidad para la derivatizacion por semisintesis
guimica, el objetivo de este trabajo fue escalar la produccion de los productos de
biotransformacion 16-hidroximulin-11,13-dien-20-oico, acido mulin-11,13-dien-16,20-dioico
y acido 7a,13B-dihidroxi-mulin-11-en-20-oico y preparar derivados semisintéticos de los

principales sustratos para evaluar su potencial antituberculoso.
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Acido 16-hidroxi-mulin- Acido mulin-11,13-  Acido mulin-11,13- Acido 7a,13B-dihidroxi-
11,13-dien-20-oico dien-20-oico dien-16,20-dioico mulin-11-en-20-oico

Figura 1.25. Productos de biotransformacion del acido mulin-11,13-dien-20-
oico en cultivos de A. alliaceus (a) y M. circinelloides (b) (en rojo se indican las
modificaciones de cada producto).

1.5. JUSTIFICACION

La TB contintda representando un problema de salud publica a nivel mundial. Los efectos
adversos y la aparicion de cepas resistentes hacia los farmacos administrados
actualmente para el tratamiento de la TB sensible y resistente (MDR y XDR) dificultan su
eficacia. Por lo tanto, actualmente se promueve la busqueda de alternativas novedosas
para la obtencion de productos nuevos activos contra M. tuberculosis. En este sentido, los
productos naturales han demostrado gran potencial antituberculoso. Dentro del grupo de
terpenoides con actividad antituberculosa destacan los diterpenoides tipo mulinano vy
azorellano, tanto naturales como semisintéticos, que han mostrado actividad
antituberculosa prometedora frente a cepas sensibles y resistentes de M. tuberculosis. La
obtencion de moléculas novedosas a partir de la biotransformacion de diterpenoides de
tipo azorellano y mulinano, como resultado de la incorporacibn de nuevos grupos
funcionales en el esqueleto hidrocarbonado, daran lugar a productos-cabezas de serie

gue permitiran la preparacion de nuevos derivados semisintéticos.
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1.6. HIPOTESIS

La biotransformacién y derivatizacion quimica de diterpenoides de tipo mulinano y
azorellano permitird la obtencién de derivados con mayor actividad contra cepas

susceptibles y resistentes de M. tuberculosis.

1.7. OBJETIVO GENERAL

Obtener, mediante biotransformacion y derivatizacién quimica, nuevos diterpenoides tipo

mulinano y azorellano con potencial antituberculoso.

1.8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Explorar el potencial de biotransformacion de diterpenoides tipo mulinano y azorellano
mediante el empleo de cultivos fungicos y bacterianos.

2. Obtener cantidades suficientes de los diferentes productos de biotransformacion para
su identificacion y su derivatizacién por métodos quimicos.

3. Establecer estrategias para la derivatizacion quimica de diterpenoides tipo mulinano y
azorellano.

4. Evaluar el potencial antituberculoso de los productos de biotransformacion y de

derivatizacion quimica.

1.9 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se llevd a cabo el proceso de biotransformacion de los diterpenoides (sustratos)
azorellanol (1), acido 13a-hidroximulin-11-en-20-oico (2), 7-desacetil-azorellanol (3) y
acido mulin-11,13-dien-20-oico (8). Los sustratos 1-3 fueron proporcionados de forma
pura por el Laboratorio de Quimica Orgéanica del CICY, en tanto que, el sustrato 8 fue
aislado de los extractos hexanicos de Azorella compacta y Mulinum crassifolium
empleando técnicas cromatograficas de purificacion como Cromatografia Liquida al Vacio

(VLC) y Cromatografia en Columna de Gravedad (CCG). Para la biotransformacién se
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utilizaron cultivos fangicos (Aspergillus alliaceus, Mucor circinelloides y Penicillium
notatum) y bacterianos (Nocardia iowensis) en medio de cultivo lowa. Los
microorganismos se resembraron cada tres meses para mantener su viabilidad en tubos
inclinados de agar papa dextrosa para los hongos y medio solido de esporulacion para la
bacteria. Se realizd el escalamiento del proceso de biotransformacion de los sustratos 1y
2 para el aislamiento e identificacién de sus productos de biotransformacion en cultivos de
P. notatum. La purificacion de los extractos de biotransformacion se realiz6 mediante
Cromatografia en Columna Flash (CCF) y la identificacién de los productos fue mediante
la interpretacion de sus datos espectroscépicos (*H, ¥C RMN y experimentos
bidimensionales) y por Espectrometria de Masas (EM). Por otro lado, los diterpenoides 1,
2 y 8 fueron utilizados como materias primas para la obtencion de derivados por
transformacién quimica, principalmente para la obtencion de compuestos nitrogenados
(amidas o aminas). Por ultimo, se realiz6 la evaluacion de la actividad antimicobacteriana
de los productos de biotransformacién y derivados semisintéticos frente a cepas sensibles
y resistentes de Mycobacterium tuberculosis.

Identificacion de los

— sustratos \ Biotransformacion

(escrutinio/escalamiento)
de los sustratos

Mantenimiento de los
microorganismos

Aspergillus alliaceus ‘

L_at‘ ,J“ i T

[ A
AL T |

b Mucor circineloides | W A
o -

Necardia iowensis

Penicillium notaturm

Evaluacion de la 4o Derivatizacion quimica
actividad antituberculosa - de los terpenoides

Figura 1.26. Diagrama experimental propuesto para el presente trabajo.
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TRANSFORMACION MICROBIANA DE DITERPENOIDES MULINANO Y
AZORELLANO

2.1. INFORMACION DEL ARTICULO

Manuscrito publicado en la revista “Brazilian Journal of Pharmacognosy” como “Microbial
transformation of azorellane and mulinane diterpenoids”. Autores: Stephanie Guadalupe
Herrera-Canché, Monica Noel Sanchez-Gonzalez, Gloria Maria Molina-Salinas, Luis A. Loyola,
Jorge Borquez y Luis Manuel Pefia-Rodriguez. DOI: https://doi.org/10.1007/s43450-023-00364-

z

2.2. MICROBIAL TRANSFORMATION OF AZORELLANE AND MULINANE DITERPENOIDS
2.2.1. Abstract

Microbial transformation is an alternate strategy to obtain novel derivatives from natural
products using whole cells or enzymes because of their capability to introduce functional groups
in chemically inactive carbon positions. In this investigation, the microbial transformation of two
diterpenoids, azorellanol and 13a-mulin-11-en-20-oic acid, in three fungal cultures (Aspergillus
alliaceus Ul 315, Mucor circinelloides ATCC 7941, and Penicillium notatum ATCC 36740) and
one bacterium (Nocardia iowensis NRRL 5646) was explored. The results showed that while
biomodifcation of azorellanol by N. iowensis produced the known diterpenoid 7-deacetyl-
azorellanol, P. notatum produced two new derivatives identifed as 4,16-dihydroxy-azorellanol
and 2f,16-dyhydroxy-14-en-azorellanol. Similarly, microbial transformation of 13a-hydroxy-
mulin-11-en-20-oic acid by P. notatum produced the known derivative 138,148-dihydroxy-mulin-

11-en-20-oic acid and the novel product 13a,148,16-trihydroxy-mulin-11-en-20-oic acid.

2.2.2. Resumen

La transformacién microbiana es una estrategia alternativa para obtener nuevos derivados de

productos naturales utilizando células enteras o enzimas, debido a su capacidad para introducir
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grupos funcionales en posiciones de carbono quimicamente inactivas. En esta investigacion se
explord la transformacién microbiana de dos diterpenoides, azorellanol y acido 13a-hidroxi-
mulin-11-en-20-oico, en tres cultivos fangicos (Aspergillus alliaceus Ul 315, Mucor circinelloides
ATCC 7941 y Penicillium notatum ATCC 36740) y una bacteria (Nocardia iowensis NRRL
5646). Los resultados mostraron que, mientras que la biomodificacién del azorellanol por parte
de N. iowensis produjo el diterpenoide conocido como 7-desacetil-azorellanol, P. notatum
produjo dos nuevos derivados identificados como 4,16-dihidroxi-azorellanol y 2,16-dihidroxi-
14-en-azorellanol. De manera similar, la transformacién microbiana del acido 13a-hidroxi-mulin-
11-en-20-oico por P. notatum produjo el derivado conocido como &acido 138,148-dihidroxi-mulin-

11-en-20-oico y el nuevo producto acido 13a,14,16-trihidroxi-mulin-11-en-20-0ico.

2.2.3. Introduction

Mulinane and azorellane diterpenoids are the major group of natural products isolated from
plants of the Azorella, Bolax, Laretia, and Mulinum genera from the Apiaceae or parsley family
(Dzul-Beh et al.,, 2020). Although their chemical skeletons are very similar, the azorellane
skeleton includes the characteristic bicycle [4.1.0]-heptane (Marcos et al., 2016; Molina-Salinas
et al.,, 2010). These diterpenoids have shown a great number of biological activities including
analgesic (Delporte et al.,, 2003), antibacterial (Wachter et al., 1998), antihyperglycemic
(Fuentes et al.,, 2005), anti-inflammatory (Delporte et al., 2003), antiprotozoal (Neira et al.,
1998), antiviral (Abdel-Malek et al., 1996), cytotoxic (Mongelli et al., 1997), spermicidal (Morales
et al., 2003), gastroprotective (Areche et al., 2008), toxoplasmacidal (Loyola et al., 2001),
trypanocide (Araya et al., 2003), and antitubercular (Molina-Salinas et al., 2010).

We have recently reported that the chemical derivatization of several of these diterpenoids has
produced semisynthetic derivatives with an important in vitro activity against susceptible and
resistant strains of Mycobacterium tuberculosis (Martinez-Gonzalez et al., 2021; Molina-Salinas
et al., 2010). However, because of the limited number of functional groups in the mulinane and
azorellane skeletons that makes it difficult to obtain new derivatives through chemical
modification, microbial transformation represents an interesting alternative to obtain novel
bioactive derivatives of these diterpenoids. Microbial transformation, or biotransformation,
makes use of whole cells or isolated enzymes to modify a substrate and produce a structurally

similar derivative. Biotransformation processes have significant advantages over chemical
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transformations since they can be carried out at low cost and under mild conditions (e.g., neutral
pH, room temperature, and normal atmospheric pressure); most importantly, cells and isolated
enzymes can catalyze stereo- or regio-specific reactions such as new bond formation,
hydrolysis, oxidation, and reduction, and functionalize chemically inactive positions in the
substrate (Mutafova et al., 2016; Rico-Martinez et al., 2014). A great number of natural
products, including diterpenoids, have been modified using fungal whole cells because of the
ability of these microorganisms to adapt to changes in their environment and to their production

of a wide variety of enzymes (Hegazy et al., 2015; De Carvalho and Da Fonseca 2006).

Even though microbial transformation represents a good strategy to obtain novel derivatives of
natural products, to date there are only three reports on the biotransformation of mulinane and
azorellane diterpenoids (Herrera-Canché et al., 2020; Sepulveda et al., 2016; Areche et al.,
2008), which include the derivatization of mulin-11,13-dien-20-oic acid using whole cells of
Mucor plumbeus, Aspergillus alliaceus, and Mucor circinelloides. As part of our interest to use
biotransformation to obtain novel derivatives of azorellane and mulinane diterpenoids, we wish
to report herein the identification of four new derivatives when using two natural diterpenoids as

substrates in cultures of N. iowensis and P. notatum.

2.2.4. Materials and methods

NMR analyses were carried out in a Varian/Agilent Premium Compat (14.1 T) spectrometer.
GC-MS analyses were carried out in an Agilent Technologies 7890B model chromatographer,
coupled to an Agilent Technologies 5977A model mass detector, using an HP-5MS (5%
diphenyl-95% dimetylsiloxane) J&W Scientifc/Agilent Technologies column (30 m x 0.25 mm,
film thickness 0.1 pm) and helium (flow, 1.5 ml/min) as the carrier gas. The temperature
program included an initial temperature of 65° C for 2 min, with a 6° C/min gradient to reach a
final temperature of 300° C, where it was maintained for 20° min (Simoneit et al., 2019).

The substrate diterpenoids azorellanol (1) and 13a-hydroxy-mulin-11-en-20-oic acid (2) were
previously obtained from the low-polarity extracts of Azorella compacta Phil. and Mulinum
crassifolium Phil., respectively (Molina-Salinas et al. 2010). Screening and scale-up of microbial
transformation experiments were carried out using cultures of Aspergillus alliaceus Ul 315,
Mucor circinelloides ATCC 7941, Penicillium notatum ATCC 36740, and Nocardia iowensis

NRRL 5676.
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Fungi were grown in potato dextrose agar (PDA) slants, while N. iowensis was maintained in
solid sporulation medium (SSM): yeast extract (1 g/l), meat extract (1 g/l), tryptone (2 g/l),
FeSO, (0.002 g/l), dextrose (10 g/l), and agar (15 g/l) slants. Microbial transformation processes
were carried out using the liquid lowa Culture Medium (ICM): glucose (20 g/l), yeast extract (5
g/l), soybean meal (5 g/l), NaCl (5 g/l), KzHPO. (5 g/l), and 6N HCI to adjust pH to 7.

For the microbial transformation screening, an initial 1 ml spore suspension (1 x 10° spores/ml)
of A. alliaceus, M. circinelloides, and P. notatum, and a cellular suspension of N. iowensis, were
used to inoculate two 125 ml Erlenmeyer flasks containing 25 ml of ICM each. Cultures were
allowed to grow for 96 h, at 28° C and constant stirring conditions (150 rpm). For the second
stage, an aliquot (10% v/v) of the 96 h cultures was used to inoculate 25 ml of fresh ICM and
the new cultures were left to incubate under the same conditions described before. After 24 h,
250 ul of a solution of the substrate (50 mg/ml) in N,N-dimethylformamide (DMF) was added.
The biotransformation process was monitored by TLC, taking an aliquot (1 ml) of the culture
every 48 h for 10 days; after this time, the culture filtrate was separated from the mycelium or
cellular pellet by centrifugation and extracted three times (2:1, 1:1, 1:1; v/v) with ethyl acetate.
Microbial transformation was evaluated by analyzing the chromatographic profiles of the
different extracts by TLC. Controls used included non-inoculated, substrate-containing ICM;
inoculated, substrate-free ICM; inoculated ICM with DMF; non-inoculated, substrate-free ICM.

For the microbial transformation scale-up, a microbial transformation of 1 (600 mg) was carried
out using cultures of P. notatum. The first and second stages followed the procedure described
before; after 24 h, 250 pl of the substrate solution (50 mg/ml) in DMF was added to 48 125 ml
Erlenmeyer flasks containing 25 ml of ICM, and the cultures were incubated at 28° C and 150
rpm. After 48 h, the mycelium was separated from the culture medium by centrifugation and the
filtrate was extracted three times with ethyl acetate (2:1, 1:1, 1:1; v/v). The solvent was dried
with Na>SQy, filtered, and evaporated to produce the corresponding crude extract (784 mg; 0.60
mg/ml). The scale-up of 2 (300 mg) was carried out using cultures of P. notatum and a similar
procedure in the first and second stages. After 196 h of incubation, the mycelium was separated
from the culture medium by centrifugation and the filtrate was extracted three times with ethyl
acetate (2:1, 1:1, 1:1; v/v). The solvent was dried with Na,SO. and evaporated to produce the

corresponding crude extract (280 mg; 0.46 mg/ml).

The crude extract (784 mg) from the biotransformation of 1 by P. notatum was purified by flash

column chromatography (FCC), eluting with mixtures of chloroform/methanol of increasing
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polarity to produce biotransformation products 4 (40 mg) and 5 (40.6 mg). A similar purification
of the crude extract (280 mg) from the biotransformation of 2 by P. notatum eluting with mixtures
of hexane/ethyl acetate/ methanol as mobile phase produced biotransformation products 6 (35.8
mg) and 7 (48.5 mg).

7-Deacetyl-azorellanol (3): GC: tr: 30.35 min. MS: m/z 288.3 [M—-H:O]".

4,16-Dihydroxy-azorellanol (4): Brown oil. [a]° 25+16.1 (c 0.0033, CH3OH); GC: tr 36.53 min.
MS: m/z 344.3 [M-2H.0]*. *H NMR (CDsOD, 600 MHz) and *C NMR (CD3;OD, 150 MHz): see
Table 1.

23,16-Dihydroxy-14-en-azorellanol (5): Brown oil. [a]° 25+3.7 (c 0.0031, CH3OH); GC: tr 36.85
min. MS: m/z 348.3 [M-CH,O]*. *H NMR (CDsOD, 600 MHz) and *C NMR (CDsOD, 150 MHz):

see Table 1.

13B,14B-dDhydroxy-mulin-11-en-20-oic acid (6): Colorless oil. *H NMR (CDsOD, 600 MHz): see
Figure S10.

13a,14B,16-Trihydroxy-11-en-mulin-20-oic acid (7): White solid amorphous. [a]® 25+123.1 (c
0.0008, CH3;OH); *H NMR (600 MHz, CDs0OD) and **C NMR (CD3sOD, 150 MHz): see Table 1.

Nocardia P;mfu‘.lum
fOWensis notatum
3
Penicilium
ot alum
2 6 -

Figure 2.1. Microbial transformation of 1 and 2 and their corresponding products 3-7.
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2.2.5 Results and discussion

Figure 2.1 illustrates the microbial transformation of azorellanol (1) and 13a-mulin-11-en-20-oic
acid (2) and their corresponding products. The screening of the microbial transformation of
azorellanol (1) showed that both the bacterium N. iowensis and the fungus P. notatum had the
ability to transform the substrate after 96 h and 48 h of incubation, respectively. The
modification of 1 by N. iowensis resulted in the formation of the already known natural derivative
7-deacetyl-azorellanol (3) (Loyola et al., 2001); the identification was confirmed by comparing
the GC retention time (tr 30.35 min) and the fragmentation pattern of the biotransformation
product with those of an authentic sample of 3. Alternatively, biotransformation of 1 by P.
notatum produced two derivatives of higher-polarity; the *H NMR spectrum of the less-polar of
the two derivatives proved to be very similar to that of 1. However, in the *H NMR spectrum of
the biotransformation product (Figure 2.1S), the C-16 methyl group had been substituted by two
new signals at 6y 3.45 (dd, J = 11.2 Hz) and 3.38 (dd, J = 11.2 Hz), and the C-18/C-19 methyl
groups of the isopropyl side chain had lost their couplings to H-4. These changes suggested the
presence of a primary and tertiary alcohols at positions C-16 and C-4, respectively, of the
chemical structure. This was confirmed by both the displacement to lower fields of the C-18/C-
19 methyl group signals (on 1.27/1.16) and the presence of two new oxygenated carbon signals
at 6c 72.2 and 70.1 in the ¥C-NMR spectrum (Figures 2.2S, 2.3S). Long-range HMBC
correlations observed between the carbon signal at 6c 72.2 and the protons of the C-18/C-19
methyl groups, confirmed the presence of a tertiary alcohol at C-4; similarly, HMBC correlations
observed between the C-16 protons and the C-13/C-14 carbons confirmed the assignment of
the second hydroxyl group to position C-16 (Figure 2.4S). These results, together with a
fragment ion peak at m/z 344 [M — 2 H2OJ" in the mass spectrum of the biotransformation
product, allowed its identification as the new diterpene 4,16-dihydroxy-azorellanol (4) (Figure
2.1). The *H NMR spectrum of the second more-polar biotransformation product (Figure 2.5S),
showed some similarities to both substrate 1 and the biotransformation product 4, namely the
presence of the characteristic isopropyl group at C-3 and the primary alcohol at C-16,
respectively, together with the tertiary alcohol at C-13 and the acetate group at C-7; however,
the 'H NMR spectrum of the second biotransformation product showed two vinyl proton signals
at o4 7.86 (d, J = 8.5 Hz) and 6.80 (d, J = 8.5 Hz) and a carbinol proton signal at o4 4.26 (m),
indicating the presence of a cis double bond and a secondary alcohol, respectively, in its
chemical structure. This was confirmed by the two sp? carbons signals at dc 131.5 and 114.5
and an additional oxygenated sp® carbon signal at ¢ 70.5 in the *C NMR spectrum (Figures

2.6S, 2.7S). The correlations observed in the HMBC experiment between the carbinol proton at
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on 4.26 and the C-10 and C-5 carbons signals, together with that between the H-3 proton signal
(du 1.20) and the oxygenated carbon signal at 6c 70.5 allowed placement of the secondary
alcohol at C-2, leaving C-14/C-15 as the only possibility to accommodate the double bond
(Figure 2.8S). The a orientation of the H-2 proton was assigned when a cis spatial correlation
was observed between H-2 and H-3 in the NOESY experiment (Figure 2.9S). These results,
together with a fragment ion peak at m/z 348 [M — CH.0]", allowed the identification of the
biotransformation product as the new diterpenoid 23,16-dihydroxy-14-en-azorellanol (5) (Figure
2.1).

A similar microbial transformation of the substrate 13a-hydroxy-mulin-11-en-20-oic acid (2) by
the fungus P. notatum produced derivatives 6 and 7, after 192 h of incubation. While the H
NMR spectrum of 6 proved to be identical to that of 138,148-dihydroxy-11-en-mulin-20-oic acid
(Bérquez et al., 2016) (Figure 2.1), the *H-NMR spectrum of 7 (Figure 2.10S) showed, in
addition to the C-14 carbinol proton signal at éx 3.96 (dd, J = 6.0, 2.9 Hz), two signals at oy 3.69
(d, J=11.0 Hz) and én 3.55 (d, J = 11.0 Hz), corresponding to the protons of a primary alcohol;
these new signals, together with the oxygenated carbon signal at dc 69.1 in the *C-NMR
spectrum (Figures 2.11S, 2.12S), and the absence of the C-16 methyl group signal in both
spectra, indicated an oxidation of this carbon during biotransformation. A correlation observed
between the protons of the C-16 hydroxymethyl and the C-17 methyl groups in the NOESY
experiment (Figures 2.14S) confirmed their B orientation. On the basis of these results, 7 was

identified as the new diterpene 13a,148,16-trinydroxy-mulin-11-en-20-oic acid. See Table 2.1.

These results confirm microbial transformation as a good alternative to introduce new functional
groups in chemically-inactive positions to produce novel mulinane and azorellane with potential

application as new leads in drug development.
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Table 2.1. *H NMR (600 MHz, 6 in ppm) and **C-RMN (150 MHz, & in ppm) spectral
data of biotransformation products 4, 5 and 7 in CDzOD.

4 5 7
On, mult., (J in Hz) Oc On, mult., (J in Hz) oc On, mult., (Jin Hz) Oc
1.35,m
1 19.8 1.84, m 33.2 1.65, m 25.8
177, m
1.79, m
2 21.4 4.25,m 70.5 1.86, m 30.2
3 1.79m 60.6 1.20, m 64.1 141, m 58.9
4 — 72.2 1.29, m 24.8 1.42, m 33.3
5 — 42.6 — 41.8 — 5.1
2.37, dd (13.9, 221, dd (14.0, 7.3)
6 7.0) 38.9 39.7 2.43,m 34.3
1.56, m 1.44, m
7| %% ?‘i)(ll'z’ 784  525dd(112,7.2) 784  135dd(7.853)  44.0
8 _ 34.3 — 34.5 — 37.1
9 — 24.2 — 242  213,dd(12.2,9.1)  49.4
10| 240 ?‘i)(lz'e” 471 2.31,dd (132,7.1) 445 241, m 52.2
0.78,dd (9.7, 5.7) 0.81, dd (9.7, 6.0)
11 9.1 88 578 dd(12.4,89) 136.1
0.31,t (5.8) 0.34, 1(6.0)
12 0.70, m 20.7 0.69, m 20.8 5.45, d (12.3) 132.1
13 — 71.0 — 71.0 — 75.6
1.34, m
14 24.8 7.86,d(85) 1315  3.96,dd (6.0,2.9)  74.6
151, m
15 305 6.80,d (8.5) 1145 264,dd(15.2,2.7) 395
3.45, dd (11.2) 3.46, d (11.2) 3.69, dd (11.0)
16 70.1 70.1 69.1
3.37, dd (11.2) 3.38, d (11.2) 3.55, dd (11.0)
17 1.05, s 18.2 1.06, s 18.0 113,s 31.8
18 1.27,s 28.4 0.99, d (6.5) 216 0.85, d (6.3) 22.9
19 1.16, s 29.7 0.96, d (6.5) 21.2 1.03,d (6.2) 23.3
20 1.09, s 17.7 111,s 17.6 — 178.3
21 — 171.2 — 171.2 — _
22 201, s 19.1 201, s 19.7 — _
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2.3 SUPPORTING INFORMATION
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Figure 2.1S. *H-NMR spectrum (600 MHz, CD3sOD) of 4,16-dihydroxy-azorellanol (4).
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Figure 2.2S. 13C-NMR spectrum (150 MHz, CD30OD) of 4,16-dihydroxy-azorellanol (4).
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Figure 2.3S. HSQC experiment of 4,16-dihydroxy-azorellanol (4).
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Figure 2.4S. HMBC experiment of 4,16-dihydroxy-azorellanol (4).
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Figure 2.5S. 1H-RMN spectrum (600 MHz, CD3OD) of 28,16-dihydroxy-14-en-azorellanol

(5).
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Figure 2.6S. 3C-RMN spectrum (150 MHz, CDz:0D) of 28,16-dihydroxy-14-en-azorellanol
(5).
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Figure 2.7S. HSQC experiment of 23,16-dihydroxy-14-en-azorellanol (5).
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Figure 2.8S. HMBC experiment of 23,16-dihydroxy-14-en-azorellanol (5).
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Figure 2.9S. NOESY experiment of 28,16-dihydroxy-14-en-azorellanol (5).
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Figure 2.11S. *H-NMR spectrum (600 MHz, CDz0D) of 13a,148,16-trihydroxy-mulin-11-en-
20-oic acid (7).
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Figure 2.12S. 3C-NMR spectrum (150 MHz, CDz0D) of 13a,148,16-trihydroxy-mulin-11-en-
20-oic acid (7).
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Figure 2.13S. HSQC experiment of 13a,14,16-trihydroxy-mulin-11-en-20-oic acid (7).
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Figure 2.14S. HMBC experiment of 13a,143,16-trihydroxy-mulin-11-en-20-oic acid (7).
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Figure 2.15S. NOESY experiment of 13a,148,16-trihydroxy-mulin-11-en-20-oic acid (7).
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CAPITULO IlI

DERIVATIZACION QUIMICA DE DITERPENOIDES MULINANO Y AZORELLANO
PARA LA EVALUACION DE SU POTENCIAL ANTIMICOBACTERIANO FRENTE A
CEPAS SENSIBLES Y RESISTENTES DE Mycobacterium tuberculosis

3.1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad que se contagia de persona a persona al expulsar
microgotas generadas al toser, estornudar o hablar; el agente causal de esta enfermedad es
Mycobacterium tuberculosis, bacteria que se aloja principalmente en los pulmones. Cada afio
se registran alrededor de 10 millones de nuevos casos, 1.5 millones de defunciones y 500
millones de nuevos casos de tuberculosis en sus formas resistentes en todo el mundo (OMS,
2022). Estas formas resistentes impiden que el tratamiento de la TB sea exitoso a pesar de que
se cuenta con un régimen establecido de terapias combinadas de farmacos de primera linea (p.
ej. isoniazida, rifampicina, etambutol, pirazinamida), segunda linea (p. e€j. kanamicina,
amikacina, ofloxacina, cicloserina) y de tercera linea (p. ej. bedaquilina, meropenem) (Sing et
al., 2019; Brown Jr. et al., 2016; D’Ambrosio et al., 2015). Es por esto, que se continda con la
busqueda de nuevos productos con potencial antimicobacteriano. Los productos naturales son
una fuente importante para la busqueda de farmacos activos contra M. tuberculosis. De
acuerdo a la dltima recopilacion de Newman y Cragg sobre los farmacos comercializados hoy
en dia en el mercado, se estima que el 6.1% son productos naturales, destacando a la
estreptomicina (primera linea), kanamicina (segunda linea), capreomicina (segunda linea),
cicloserina (segunda linea) y clavulanato (tercera linea) como farmacos usados para el
tratamiento de la TB. En tanto que los derivados de productos naturales representan el 42.3%
de los farmacos usados para el tratamiento de diversas enfermedades, de los cuales
rifampicina (primera linea), amikacina (segunda linea) y meropenem (tercera linea) son usados

en el tratamiento de la TB (Newman y Cragg, 2019; Guzman et al., 2013).

Entre los productos naturales y sus derivados que han mostrado actividad antituberculosa se
encuentran los diterpenoides de tipo mulinano y azorellano que han mostrado actividad
promisoria frente a cepas sensibles y resistentes de M. tuberculosis. Se ha reportado que los
diterpenoides naturales con mayor potencial antituberculosa son el 17-acetoxi-13a-
hidroxiazorellano (CMI = 34.3 pM; 34.3 uM), el azorellanol (CMI = 35.0 uM; 35.0 pM) y la
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azorellanona (CMI = 43.1 uM; 86.2 uM) evaluados sobre la cepa sensible de M. tuberculosis
H37RV ATCC 27294) y la cepa resistente CIBIN/UMF 15:99 (aislado clinico), respectivamente.
Asimismo, del grupo de derivados semisintéticos de los diterpenoides azorellano y mulinano,
los productos con mayor actividad antituberculosa son los derivados alquilados éster metilico
del acido mulindlico (CMI = 37.4 uM; 37.4 uM), éster n-propilico del acido mulindlico (CMI =
69.0 uM; 17.2 pM), el aldehido &cido mulin-11,13-dien-20-al (CMI = 10.2 uM; 5.1 uM) vy el
alcohol mulin-11,13-dien-20-ol (CMI = 5.4 uM; 2.7 uM) (Martinez-Gonzalez et al., 2017; Molina-
Salinas et al., 2010a; 2010b). Aun cuando, hasta el momento, se han realizado reacciones de
alquilacion, reduccién, oxidacion, hidrdélisis, entre otras, para la obtencion de derivados
semisintéticos de estos diterpenoides, hasta ahora no se ha reportado la obtencion de
derivados nitrogenados, particularmente amidas o aminas de estos diterpenoides. Tomando en
cuenta que se ha reportado que algunos grupos funcionales nitrogenados potencializan el
efecto sobre M. tuberculosis de productos naturales, en este trabajo se propuso establecer
metodologias para la obtencion de derivados de tipo amidas y aminas de diterpenoides

mulinano y azorellano.

3.2. MATERIALES Y METODOS
3.2.1. Procedimientos generales experimentales

Todos los disolventes se secaron por destilacion en presencia de carbonato de calcio anhidro.
Las reacciones se realizaron en atmésfera de nitrégeno. Las reacciones bajo irradiacion de
microondas se realizaron en un equipo Monowave 300 (Anton Paar), equipado con un
automuestreador MAS 24, utilizando viales de vidrio de borosilicato con tapas a presion. Los
espectros de !H- y ¥C-RMN se registraron en un espectrémetro JEOL 400 MHz NMR,
disolviendo la muestra en disolventes deuterados y usando la sefial residual del disolvente
como referencia interna. Los desplazamientos quimicos (&) se reportan en ppm y las
constantes de acoplamiento (J) en Hz. Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografia
de capa fina usando placas Alugram® Xtra Sil G/UV254 (Macherey-Nagel; gel de silice 60 A,
0.25 mm de espesor sobre lamina de aluminio). Las purificaciones por cromatografia en placa
preparativa se llevaron a cabo en placas de vidrio Alugram® Xtra Sil G/UV254 (Macherey-

Nagel; gel de silice 60 A, 1 mm de espesor).

58



CAPITULO Il

3.2.2. Materias primas empleadas para la derivatizacion quimica

Para la derivatizacion quimica se emplearon los diterpenoides azorellanol (1), acido 13a-
hidroxi-mulin-11-en-20-oico (2) y acido mulin-11,13-dien-20-oico (8), previamente aislados de
los extractos de Azorella compacta Phil. y Mulinum crassifolium Phil. (Herrera-Canché et al.,
2020; Molina-Salinas et al. 2010).

Reaccion de desacetilacion del azorellanol (1): En un matraz balon de 100 mL se agregaron
300 mg de 1 (0.86 mmol) disueltos en 24 mL de metanol (MeOH); la disolucién se dej6 en
agitacion 5 min y se afiadieron 10 meq (8.62 mmol) de hidréxido de potasio (KOH). La reaccion
se dejo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24 h. La reaccién se detuvo
agregando 46 mL de H.O; la mezcla se pas6 a un embudo de separacién y se extrajo con
AcOEt (3x, 3:1, 1:1, 1:1), la fase organica se sec6 con sulfato de sodio (Na,SO4) anhidro, el
disolvente se filtr6 y se elimin6é a presién reducida obteniéndose 400 mg del producto crudo
hidrolizado que se purificé por cromatografia en columna de gravedad (diAmetro de la columna
3 cm, altura de empaque 25 cm, sistema de elucion hexano/AcOEt) que resulté en el

aislamiento del 7-desacetil-azorellanol (3) (182 mg; 68%).

Oxidacion del 7-desacetil-azorellanol (3): En un matraz balén de 100 mL se afadieron 140 mg
de 3 (0.45 mmol) disueltos en 14 mL de cloroformo (CHCIs) y se agregaron 5 meq (2.29 mmol)
de dicromato de piridinio (PDC). La reaccién se dejé en agitacion constante y a temperatura
ambiente durante 20 h. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de un papel filtro Whatman y el
matraz balén se enjuag6 con 20 mL de CHCIs. El disolvente se eliminé a presién reducida para
obtener 118 mg del producto crudo de oxidacion que se purificé por cromatografia en columna
flash (didmetro de la columna 2 cm, altura de empaque 30 cm, gel de silice 200-400 mallas,
sistema de elucién hexano/AcOEt 9:1), obteniéndose 85 mg (61%) de azorellanona (12) (Figura
3.1).

Reaccion de iminacion de la azorellanona (12): Método A. En un matraz balén de 25 mL se
agregaron 10 mg (0.032 mmol) de 12 disueltos en 4 mL de diclorometano (CH.Cly), se
afadieron 20 mol% de FeCl; hexahidratado, 5 meq de 4-metoxi-benzilamina (0.16 mmol) y
Na,SO, anhidro. La mezcla de reaccion se dejé en agitacién durante 2 h a temperatura
ambiente y posteriormente se calenté a reflujo durante 24 h, no observandose cambio en la
materia prima. Método B. En un matraz balén de 25 mL se agregaron 10 mg (0.032 mmol) de
12 disueltos en 4 mL de CHCl,, se afiadieron 20 mol% de acido p-toluensulfénico y 5 meq de

4-metoxi-benzilamina (0.16 mmol). A la mezcla de reaccion se le agregé Na,SO, anhidro y se
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dej6 en agitacion durante 1 h a temperatura ambiente; posteriormente se calenté a reflujo

durante 24 h, sin observarse cambio en la materia prima.

Reaccion de amidacion del acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-oico (2). Método A: A un matraz
balon de 50 mL se agregaron 60.4 mg de 2 (0.18 mmol) disueltos en 2 mL de DMF. Bajo
atmosfera inerte de N, se afiadieron 5 meq (0.94 mmoles) de cloruro de oxalilo (COCI), y la
mezcla de reaccion se dejé en agitaciébn constante durante 3 h a temperatura ambiente. Se
elimin6 el DMF a presién reducida obteniéndose el producto de reaccion que se resuspendio en
2 mL de CH.CI; seco; bajo atmésfera inerte de N se afiadieron 10 meq (1.8 mmol) de
trietilamina (EtsN) y 10 meq (1.8 mmol) de metilamina hidrocloruro (MeNHz-HCI) y la mezcla de
reaccion se dejé en agitacion constante durante 19 h. La reaccién se detuvo agregando H.O y
la mezcla de reaccién se extrajo con CH,Cl, (3%). Las trazas de agua de la fase organica se
eliminaron con Na,SOs anhidro; el disolvente se filtr6 y se elimind a presiéon reducida,
obteniéndose 61.3 mg de producto crudo de reaccion que se purificé por cromatografia en capa
delgada preparativa usando como sistema de elucibn una mezcla de éter de
petréleo/acetona/MeOH (84:12:4). Se observaron dos bandas principales bajo luz UV (254 nm);
se extrajeron los componentes de cada banda utilizando una mezcla de CH,Clz/acetona (1:1).
El andlisis por *H-RMN del componente de la banda 1 (menor polaridad) se identificé como el
acido mulin-11,13-dien-20-oico (8) (3.9 mg, 5%), en tanto que el componente de la banda 2
(mayor polaridad) se identific6 como el N-metil-mulin,11,13-dien-20-carboxamida (9) (20 mg,
33%) (Figura 3.1).

N-metil-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (9): *H-RMN (CDCls, 400 MHz): 6 = 5.62 (1H, d, J =
12.6 Hz, H-12), 5.59 (1H, dd, J = 11.2, 6.7 Hz, H-11); 5.59 (1H, d, J = 4.4 Hz, NH), 5.43 (1H, d,
J = 7.0 Hz, H-14), 2.81 (3H, d, J = 4.7 Hz, Me-1"), 2.66 (2H, m, H-7), 2.27 (1H, dd, J = 8.5, 4.5
Hz, H-9), 2.10 (1H, dd, J = 11.9, 4.4 Hz, H-6), 2.09 m (2H, m, H-2), 1.85 (1H, m, H-1), 1.85 (1H,
m, H-10), 1.77 (3H, s, Me-16), 1.63 (1H, m, H-4), 1.51 (2H, d, J = 5.4, 2.5 Hz, H-15), 1.50 (2H,
m, H-3), 0.97 (3H, d, J = 6.4 Hz, Me-18), 0.81 (3H, d, J = 6.4 Hz, Me-19), 0.81 (3H, s, Me-17).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): & = 174.4 (C-20), 133.2 (C-11), 131.9 (C-13), 127.6 (C-12), 125.1
(C-14), 57.9 (C-5), 57.7 (C-3), 56.2 (C-10), 49.9 (C-9), 40.9 (C-15), 36.3 (C-7), 35.0 (C-8), 33.8
(C-6), 30.8 (C-4), 28.7 (C-2), 27.1 (C-17), 26.4 (C-16), 25.7 (C-1), 25.2 (C-1"), 23.2 (C-18), 22.6
(C-19).
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Reaccion de amidacion del acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-oico (2). Método B: A un matraz
balon de 50 mL se agregaron 60.4 mg de 2 (0.18 mmol) disueltos en 3 mL de DMF. Bajo
atmosfera inerte de N> se afiadieron 2 meq (0.37 mmol) de MeNH-HCI, 4 meq de N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) (0.75 mmol) y 1.5 meq (0.28 mmol) de hexafluorofosfato
benzotriazol tetrametil uronio (HBTU). La mezcla de reaccion se dejé en agitacion constante
durante 19 h. Sin embargo, no se observaron cambios en la materia prima, por lo que se

detuvo la reaccion.

Reaccién de amidacion del acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-oico (2). Método C: En un matraz
balén de 50 mL bajo atmésfera inerte de N, se afadieron 1 mL de CH:Cl; seco, 5 meq (0.94
mmoles) de (COCI).y 3 gotas de DMF como catalizador; la mezcla se dejé en agitacién por un
min y posteriormente se agregaron 10 meq de DIPEA (1.8 mmol), seguidos de 60.4 mg de 2
(0.18 mmol) disueltos en 2 mL de CH.Cl;:DMF (1:1). La mezcla de reaccién se dej6 en
agitacion constante bajo atmadsfera inerte de N; después de 3 h se eliminé el disolvente a
presion reducida, se afiadieron 2 mL de CH2Cl, seco, 10 meqg de DIPEA (1.8 mmol) y 10 meq
de MeNH; HCI (1.8 mmol) y la mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante. Después de
19 h, se detuvo la reaccion con H,O y se extrajo con CH.Cl, (3x); se seco la fase organica con
Na,SO4 anhidro, se filtr6 y se elimind el disolvente. Se obtuvieron 65 mg del producto crudo de
reaccion que se purificé por placa preparativa de TLC, empleando como sistema de elucion
éter de petroleo/AcOEt/MeOH (90:6:4). Una banda a R; 0.46 observada bajo luz UV (254 nm)
se extrajo con CH.Cl:acetona (1:1) en agitacién durante 20 min; el disolvente se filtré y se

elimind a presioén reducida obteniéndose 26.4 mg (45%) del acido mulin-11,13-dien-20-oico (8).

Reaccion de amidacion del acido mulin-11,13-dien-20-oico (8). Método A: Se agregaron 50.1
mg de 8 (0.16 mmol) disueltos en 2 mL de CH:Cl» seco a un matraz balén de 50 mL. Bajo
atmasfera inerte de N, se afadieron 11.1 meq (1.77 mmoles) de (COCI),, se afiadieron 2 gotas
de DMF como catalizador y se dejé la mezcla de reaccién en agitacion constante a temperatura
ambiente. Después de 3 h se elimind el disolvente a presion reducida, se obtuvo el producto
crudo de reaccion con una consistencia oleosa y se resuspendio en 2 mL de CH.Cl, seco. Bajo
atmosfera inerte de N, se afiadieron 20 meq (3.2 mmol) de EtsN, 10 meq (1.6 mmol) de
MeNH-HCI y la mezcla de reaccién se dejé en agitacion constante. Después de 24 h se detuvo
la reaccion con H,O y se extrajo con CH.CI, (3x). La fase organica se secO con Na;SOs
anhidro, se filtr6 y se elimind el disolvente a presion reducida. Se obtuvieron 47 mg de producto
crudo de reaccion que se purificoO por placa preparativa de TLC, usando como sistema de

elucion éter de petréleo/AcOEt (80:20). Bajo luz UV (254 nm) se observé una banda con un Rs
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de 0.47 que se extrajo con una mezcla de CHxCl./acetona (1:1); el disolvente se filtré y se
elimind a presién reducida, obteniéndose 16.7 mg (31%) del producto N-metil-mulin-11,13-dien-
20-carboxamida (9) (Figura 3.1).

Reaccion de amidacion del acido mulin-11,13-dien-20-oico (8). Método B: Se agregaron 50.1
mg de 8 (0.16 mmol) disueltos en 2 mL de CH:Cl: seco a un matraz balén de 50 mL. Bajo
atmaosfera inerte de N; se afadieron 11.1 meq (1.77 mmoles) de (COCI),, se afiadieron 2 gotas
de DMF como catalizador y se dejé la mezcla de reaccidn en agitacion constante a temperatura
ambiente. Después de 3 h se eliminé el disolvente a presion reducida, obteniéndose el
producto de reaccién con una consistencia oleosa que se resuspendié en 2 mL de CHCl; seco.
Se agregaron 20 meq (3.2 mmol) de EtsN y 10 meq (1.6 mmol) de 4-metoxi-benzilamina y se
dej6 la reaccién en agitacion constante a temperatura ambiente. Después de 20 h se detuvo la
reaccion con H2O y se extrajo con CH2Cl, (3%). La fase organica se lavé con HCI 10% (2x), H.0
(1x) y NaCl sat. (1x); el disolvente se sec6é con Na;SO, anhidro, se filtr6 y se elimind
obteniéndose 100 mg del producto crudo de reaccién que se purifico por CCG (diametro de la
columna 2 cm, altura de empaque 20 cm, gel de silice 200-400 mallas, sistema de elucion éter
de petréleo/acetona 96:4 hasta 94:6), obteniéndose 20.5 mg (29%) del producto N-4’-metoxi-
bencil-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (10) (Figura 3.1).

N-4’-metoxi-bencil-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (10): *H-RMN (CDCls, 400 MHz): 6 = 7.22
(1H, d, J = 2.1 Hz, H-2’), 7.20 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-6'), 6.86 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-3), 6.85 (1H,
d, J = 2.1 Hz, H-5'); 5.62 (1H, d, J = 12.2 Hz, H-12), 5.60 (1H, d, J = 5.6 Hz, NH), 5.99 (1H, dd,
J=11.1, 5.4 Hz, H-11), 5.43 (H, d, J =8.4 Hz, H-14), 4.46 (1H, dd, J = 14.4, 5.5 Hz, H-7’), 4.33
(1H, dd, J = 14.4, 5.5 Hz, H-7’), 3.79 (3H, s, Me-8'), 2.68 (2H, m, H-7), 2.29 (1H, dd, J = 9.3, 5.5
Hz, H-9), 2.08 (1H, m, H-2), 2.08 (2H, m, H-6), 1.78 (3H, s, Me-16), 1.66 (1H, m, H-1), 1.66 (1H,
m, H-10), 1.60 (1H, m, H-4), 1.50 (1H, m, H-3), 1.46 (2H, m, H-15), 0.94 (3H, d, J = 6.4 Hz, Me-
18), 0.82 (3H, d, J = 6.4 Hz, Me-19), 0.82 (3H, s, Me-17).

Reaccion de amidacion del &cido mulin-11,13-dien-20-oico (8). Método C: Se agregaron 50.1
mg de 8 (0.16 mmol) disueltos en 2 mL de CH.Cl; seco a un matraz balon de 50 mL. Bajo
atmosfera inerte de N. se afiadieron 11.1 meq (1.77 mmoles) de (COCI),, se afiadieron 2 gotas
de DMF como catalizador y se dejé la mezcla de reaccion en agitacion constante a temperatura
ambiente. Después de 3 h se elimind el disolvente a presion reducida, obteniéndose el
producto de reaccion con una consistencia oleosa, se resuspendié en 2 mL de CHCI; seco, se

afadieron 20 meq (3.2 mmol) de EtsN y 10 meq (1.6 mmol) de 3-aminometil-piridina. Después
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de 20 h de agitacion constante a temperatura ambiente se detuvo la reaccion afiadiendo H>O y
se extrajo con CHCl, (3x). La fase orgénica se lavo con HCI 10% (2x), H.O (1x), NaCl sat.
(1x), se seco con Na>SO,4 anhidro, se filtré y el disolvente se eliming, obteniéndose 38 mg del
producto crudo que se purific por TLC preparativa empleando como sistema de elucion éter de
petroleo/AcOEt/MeOH (70:20:10). Se observo una banda de mayor intensidad bajo luz UV (254
nm) a un Rf de 0.46, se extrajo el producto con una mezcla de CH.Cl./acetona (1:1); el
disolvente se filtrd y se eliminé a presién reducida obteniéndose 15.7 mg (24%) de N-3’-metil-
pirido-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (11) (Figura 3.1).

N-3’-metil-pirido-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (11): *H-RMN (CDCl;, 400 MHz): & = 8.54
(1H, s, H-2’), 8.51 (1H, d, J = 6.1 Hz, H-6’), 7.66 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-4’), 7.25 (1H, dd, J = 8.8,
5.0 Hz, H-5); 5.62 (1H, d, J = 13.0 Hz, H-12), 5.60 (1H, d, J = 5.6 Hz, NH) 5.56 (1H, dd, J =
12.9, 5.8 Hz, H-11), 5.42 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-14), 4.54 (1H, dd, J = 15.4, 6.2 Hz, H-7’), 4.41
(1H, dd, J = 15.2, 5.9 Hz, H-7’), 2.64 (1H, d, J = 17.7 Hz, H-7), 2.24 (1H, dd, J = 10.8, 5.8 Hz, H-
9), 2.14 (1H, m, H-4), 2.14 (1H, m, H-2), 1.76 (3H, s, Me-16), 1.68 (1H, m, H-10), 1.67 (1H, m,
H-1), 1.63 (1H, m, H-7), 1.49 (1H, dd, J = 7.5, 3.6 Hz, H-15), 1.48 (1H, m, H-6), 1.32 (1H, m, H-
3), 0.94 (3H, d, J = 6.4 Hz, Me-18), 0.79 (3H, d, J = 6.4 Hz, Me-19), 0.78 (3H, s, Me-27).

13C-RMN (CDCls, 100 MHz): & = 173.6 (C-20), 149.3 (C-2’), 148.3 (C-6), 135.9 (C-4’), 134.8 (C-
3),132.9 (C-11), 132.0 (C-13), 127.8 (C-12), 125.0 (C-14), 123.6 (C-5), 57.9 (C-5), 57.8 (C-3),
56.1 (C-10), 50.0 (C-9), 40.9 (C-7’), 40.6 (C-15), 36.2 (C-7), 35.0 (C-8), 33.7 (C-6), 31.0 (C-4),
28.9 (C-2), 27.2 (C-17), 25.7 (C-16), 25.2 (C-1), 23.1 (C-18), 22.7 (C-19).

Reaccion de reduccién de N'-metil-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (9). Método A: En un
matraz bal6on de 50 mL se agregaron 20 mg (0.06 mmol) de 9, se disolvi6 en 1 mL de
tetrahidrofurano (THF), se afiadieron 3 meq de hidruro de litio y aluminio (LiAIH4) (0.18 mmol) y
se dejé en agitacidon constante a TA durante 18 h. Después de este tiempo no se observé
cambio en la materia prima. Método B: En un matraz balén de 50 mL bajo atmdsfera inerte de
N2 se afadieron 10 meq de LiAlH4 (0.3 mmol) y 2 mL de THF (seco); la mezcla se dej6 en
agitacion constante durante 10 min y posteriormente se afiadieron 12.1 mg (0.03 mmol) de 9.
Se dej6 la mezcla de reaccién en agitacion durante 30 min y después se coloco a reflujo
durante 6 h. Después de este tiempo se dejo en agitacion la reaccién durante 18 h a
temperatura ambiente bajo atmdsfera inerte de N.. Sin embargo, no se observaron cambios en
el material de partida. Se introdujo la mezcla de reaccion al equipo de microondas, afiadiendo 2

mL de THF seco y exceso de LiAlHi. Las condiciones del equipo de microondas fueron:
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alcance de temperatura a 90 °C en 3 min; se mantuvo la temperatura por 20 min. Pasado este
tiempo, no se observaron cambios en el material de partida, por lo que se incrementd la
temperatura del equipo a 110 °C en 3 min y se mantuvo durante 30 min. Después de este
tiempo no se observé cambio en el material de partida.

Figura 3.1. Productos obtenidos por derivatizacion quimica (en rojo se indican las
modificaciones de cada producto).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la obtencion de aminas secundarias se propuso utilizar el 7-desacetil-azorellanol (3) como
materia prima. Para ello, se realiz6 la oxidacion del hidroxilo en C-7 empleando el dicromato de
piridinio (PDC) como agente oxidante. El producto obtenido, correspondiente a la azorellanona
(12), se obtuvo con un 61% de rendimiento, similar a lo reportado para la derivatizacion quimica
del 13-epi-7-desacetil-azorellanol usando como agente oxidante el clorocromato de piridinio
(PCC o reactivo de Collins) (Bérquez et al., 2016). La identificacion de la azorellanona (12) se
realizé6 mediante la comparacion del tiempo de retencion (tr 30.14 min) por CG y su patrén de

fragmentacion ([M-H.O]+: m/z 286.3) con un estandar de 12.

Posterior a la obtencion del producto 12 se propusieron dos metodologias para la formacién de
la imina correspondiente, empleando dos catalizadores de reaccion diferentes. En primera
instancia se emple6 el FeCls hexahidratado, debido a que se ha reportado su uso como
activador de grupos carbonilos (Fan et al., 2015); sin embargo, la esperada formacion de la
imina bajo las condiciones de reaccion empleadas no se llevé a cabo. El segundo catalizador
gue se evalué fue el &cido p-toluensulfonico, cominmente utilizado para la formacién de iminas

debido a sus propiedades para desplazar el equilibrio de la reaccién hacia este ultimo grupo
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funcional (Fan et al., 2015). Sin embargo, nuevamente, la obtencion de la imina esperada no
fue exitosa, muy posiblemente debido a la presencia de agua en la mezcla de reaccion que
provocé que el equilibrio de la reaccién se desplazara hacia el carbonilo.

Por otro lado, para la obtencion de amidas de los mulinanos acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-
oico (2) y acido mulin-11,13-dien-20-oico (8) se propuso la formacion inicial de intermediarios
clorados en C-20 utilizando cloruro de oxalilo, seguido de la reaccion de amidacién con metil
amina. Como resultado de estas reacciones se obtuvo la misma N-metil-mulin-11,13-dien-20-
carboxamida (9) como producto de derivatizacién de los mulinanos 2 y 8, ante la deshidratacion

del alcohol terciario en 2.

La formacién de la amida 9 se confirmd mediante el analisis de sus datos espectroscopicos de
IH- y 3C-RMN. EIl espectro de H-RMN mostré dos sefiales adicionales con respecto a los
espectros de los mulinanos 2 y 8, un doblete a 64 2.81 (J = 4.7 Hz) correspondiente al metilo C-
1’ y otro doblete asignado al protén del grupo amino a oy 5.59 (J = 4.4 Hz). Asimismo, el
espectro de *C-RMN de 9 mostré la sefial del metilo en C-1’ a &¢c 25.7. Cabe mencionar que la
intencién al llevar a cabo la derivatizacion quimica de 2 no era obtener la amida 9, pues se
esperaba conservar el grupo OH en C-13. Sin embargo, y a pesar de que se propusieron
alternativas de reaccion para evitar la deshidrataciéon del alcohol en C-13, p. ej. mediante el uso
de reactivos como HBTU o DIPEA, no se logré obtener de manera exitosa el producto deseado.

Una vez establecida la ruta semisintética para la obtencién de amidas empleando como materia
prima el mulinano 8, se utilizaron dos aminas arométicas diferentes, la 4-metoxi-benzilamina y
la 3-aminometil-piridina, para obtener las amidas 10 y 11, respectivamente. El espectro de H-
RMN del producto 10 mostr6 sefiales de protones aromaticos a 64 6.86 y 6.87 (d, J = 8.7 Hz),
correspondientes a los protones H-3' y H-5’, respectivamente; asi como las sefiales a 6 7.20 y
7.22 (d, J = 8.7 Hz), correspondientes a H-2' y H-6". Asimismo, se observaron las sefales del
metilo de grupo metoxilo (OCHsz) como un singulete a 64 3.79 y las dos sefiales del metileno de
la posicién H-7" a 6w 4.46 y 4.33 (dd, J = 14.4, 5.5 Hz). Por ultimo, la sefial del grupo amino NH
se observé a 6n 5.60 (d, J = 5.6 Hz), confirmando la identificacién de la N-4’-metoxi-bencil-
mulin-11,13-dien-20-carboxamida (10).

Adicionalmente se confirmé la incorporacion de la 3-aminometil-piridina al esqueleto del
mulinano 8 en la posicién C-20, mediante el andlisis de los datos espectroscépicos de H- y

13C-RMN de 11. El espectro de *H-RMN mostro las sefiales de los cuatro protones aromaticos
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esperados a 6w 8.54 (s, H-2’), 8.51 (d, J = 6.1 Hz, H-6°), 7.66 (d, J =8.0 Hz) y 7.25 (dd, J = 8.8,
5.0 Hz), en tanto que la sefal del grupo amino se observé a 6n 5.60 (d, J = 5.6 Hz) y las
sefiales del metileno H-7" a &y 4.54 (dd, J = 15.4, 6.2 Hz) y &4 4.41 (dd, J = 15.2, 5.9 Hz). El
espectro de *C-RMN de 11 mostr6 la presencia de cinco carbonos aromaticos (C-2 — C-6") a &c
149.3, 134.8, 135.9, 123.6 y 148.3 y la sefial de C7’ a 40.9, confirmandose asi la identificacion
de N-3’-metil-pirido-mulin-11,13-dien-20-carboxamida (11).

3.4. CONCLUSIONES

La formacion de los intermediarios clorados de los diterpenoides mulinano fueron efectivos para
la formacion de amidas dada su reactividad. La metodologia descrita para la obtencién de este
tipo de compuestos brinda una nueva alternativa para la semisintesis de los diterpenoides
mulinano y, asimismo, evaluar su potencial contra cepas sensibles y resistentes de M.

tuberculosis.
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CAPITULO IV

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
4.1. DISCUSION GENERAL

La biotransformacion de los diterpenoides azorellanol (1), acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-
oico (2), 7-desacetil-azorellanol (3) y acido mulin-11,13-dien-20-oico (8), se llevé a cabo en
medios de cultivo lowa. Este medio de cultivo ha sido previamente reportado para la
biotransformacion de diterpenoides de esqueleto beyerano y mulinano (Herrera-Canché et al.,
2020; Chang et al., 2006). El medio lowa es un medio de cultivo complejo, dado que posee
componentes quimicos variables de origen animal (peptona) o vegetal, que incluyen extracto de
levadura y harina de soya, brindando los requerimientos como carbono, nitrégeno y vitaminas,
gue promueven el crecimiento de hongos y bacterias (Willey et al., 2008; Tortora et al., 2007).
Asimismo, todos los procesos de biotransformacion se realizaron bajo parametros controlados
con el propésito de hacer los escalamientos de forma reproducible. Estos parametros
incluyeron la agitacion, concentracién del inéculo inicial, pH inicial y temperatura de incubacion.
Estos pardmetros de cultivo en los procesos de biotransformacion son considerados en la
mayoria de los reportes encontrados en la literatura, dada su facilidad de ser controladas y a su

bajo costo (De Carvalho y Da Fonseca, 2005).

La biotransformacion del diterpenoide 1 en cultivos de N. iowensis, indicé la formacion del
producto 7-desacetil-azorellanol (3) a las 144 h de incubacién. El producto 3 ha sido aislado
previamente del extracto de baja polaridad de A. compacta y se le atribuyen propiedades
biolégicas como toxoplasmacida (Loyola et al., 2001), antiinflamatoria (Delporte et al., 2003),
analgésica (Borquez et al., 2016) y antituberculosa (Molina-Salinas et al., 2010a). Por otro lado,
la bacteria N. iowensis ha mostrado su capacidad de modificacion en sustratos como
diterpenoides de esqueleto abietano (Hosny et al., 2002) y triterpenoides de esqueleto
oleanano y ursano (Zhang et al., 2005; Cheng et al., 2004), catalizando rearreglos asi como

reacciones de oxidacion, es decir, la formacion de grupos hidroxilo (OH), epdxido y cetona.

Por otro lado, la biotransformaciéon de 1 por el hongo P. notatum, tuvo como resultado la
obtencién de dos productos nuevos, el 4,16-dihidroxi-azorellanol (4) y 28,16-dihidroxi-14-en-
azorellanol (5) después de 48 h de incubacion. Se pudo notar la capacidad del hongo para
catalizar reacciones de oxidacion en diferentes partes del sustrato formando alcoholes (OH)

terciarios 0 secundarios. Esta particularidad le brindé6 un aumento en la polaridad de los
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productos de biotransformacion respecto al sustrato 1. Se ha reportado que P. notatum cataliza
la oxidacion de diterpenoides de esqueleto beyerano formando grupos hidroxilo (OH) (De
Oliveira et al., 1999). Es importante destacar la capacidad del hongo P. notatum para modificar
en su totalidad al sustrato 1 y en periodos cortos de incubacion (48 h), dado que se ha
observado esta tendencia en la biotransformacion de la testosterona para catalizar la formacion

de la testolactona después de 72 h de incubacion (Figura 4.1) (Hanson et al., 1994).

OH

Testosterona Testolactona

Figura 4.1. Biotransformacion de la testosterona por P. notatum.

El analisis de los perfiles cromatogréaficos por CG-EM de los extractos crudos obtenidos durante
el escrutinio de la biotransformacion del 7-desacetil azorellanol (3) indic6 que este sustrato fue
modificado por los tres hongos empleados en este estudio. A. alliaceus generd dos productos
de biotransformacion a las 48 h de incubacién (tr 31.66 y 32.76 min), M. circinelloides cinco
productos (tr 31.42, 32.76, 32.93, 33.13 y 34.41 min) a las 96 h y P. notatum dos productos (ir
30.9y 31.73 min) a las 72 h. Todos los productos mostraron un incremento en su polaridad con
respecto al sustrato 3 (tr 30.35 min), por lo que se sugiere la incorporacion de uno o mas
grupos hidroxilo en diferentes partes del sustrato dada la capacidad de A. alliaceus, M.
circinelloides y P. notatum para catalizar reacciones de oxidacion. Asimismo, se pudo notar que
A. alliaceus y M. circinelloides generaron producto de reacciéon con el mismo tr (32.76 min),
pero a diferentes tiempos de incubacion (48 y 96 h, respectivamente); el patréon de
fragmentacion por EM de ambos productos mostré un fragmento a m/z 304.3, sugiriendo que
se trata del mismo producto. Esta tendencia se ha reportado previamente entre los hongos M.
circinelloides y Mortierella isabelina en la biotransformacion del diterpenoide &cido
deshidroabiético dando lugar al mismo producto oxidado (Figura 4.2). Asimismo, los hongos M.
plumbeus, Cephalosporium aphidicola y Cunninghamella elegans producen los derivados 33-
hidroxi-esclareol y 18a-hidroxi-esclareol (Figura 4.3) (Bartmanska et al., 2005; Mitsukura et al.,
2005).
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H o///,,

TooH CooH

Acido deshidro Acido 2a-hidroxi-
abiético deshidroabiético

Figura 4.2. Biotransformacion del &cido deshidroabiético en cultivos de M.
circinelloides y M. isabelina.

Esclareol 3B-Hidroxi- 18a-Hidroxi-esclareol
esclareol

Figura 4.3. Biotransformacion del esclareol por M. plumbeus, C. elegans y C.
aphidicola.

Por otro lado, el diterpenoide &cido 13a-hidroximulin-11-en-20-oico (2) uUnicamente fue
modificado por P. notatum a las 192 h de incubacion, dando lugar a la identificacion del
producto ya reportado acido 13f,148-dihidroxi-mulin-11-en-20-oico (6) y el producto nuevo
acido 13a,14,16-trihidroxi-11-en-mulin-20-oico (7). Con estos resultados se confirma la
capacidad de P. notatum para catalizar reacciones de oxidacion, formando grupos hidroxilo
(OH) en diferentes partes del sustrato, principalmente la modificacion de carbonos inactivados
como el C-14 y el C-16; es importante enfatizar que estas posiciones presentan una gran
dificultad para ser modificadas por transformacion quimica, debido a la complejidad que resulta

modificar esos sitios (Birolli et al., 2009).

Es notable observar que todos los productos de biotransformacion identificados hasta el

momento, poseen grupos OH en diferentes partes de su estructura, sin embargo, la posicién C-
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16, tanto de los diterpenoides mulinano como azorellano, muestra susceptibilidad a la
biotransformacion con los diferentes microorganismos, incluso a distintos tiempos de
incubacién, oxidando el metilo C-16 para dar lugar a un alcohol secundario. Esta peculiaridad
puede estar sujeta a la relacion filogenética que tienen los microorganismos empleados en este
estudio, ya que, a pesar de pertenecer a diferentes familias y dominios, catalizan la formacion
del mismo grupo funcional, como es el caso de P. notatum y A. alliaceus, ambos
microorganismos pertenecen a la clase Eurotiomycetes, y a pesar, de que A. alliaceus y M.
circinelloides pertenecen a diferentes divisiones, Ascomycota Yy Mucoromycota,
respectivamente, han mostrado la capacidad de catalizar la formacion de grupos OH en C-16

del esqueleto mulinano (Figura 4.4) (Spatafora et al., 2017).

[— Glomeromycotina

Mucoromycota l Mortierellomycotina
Mucoromycotina

—: Coniocybomycetes
Lichinomyceles

Geoglossomycetes

Xylonomycetes
Eurotiomycetes
— Arthoniomycetes
— Dothideomycetes
Lecanoromyceles
[ Leotiomycetes
L—: Laboulbeniomyceles
Sordariomycetes
Orbiliomycetes
Pezizomycetes
Saccharomyceles

Pezizomycotina

Saccharomycotina

Archaeorhizomycetes
—: Neolectomycetes
— Taphrinomycotina _{ Pneumocystidomycetes
_'E Schizosaccharomyceles
Ascomycota Taphrinomycetes

Figura 4.4. Relacion filogenética de los hongos.

De forma general, los productos de biotransformacion identificados hasta el momento (4-7)
(Figura 2.1), muestran la formacion de grupos funcionales como OH, incluso la formacion de un
doble enlace. Todas estas modificaciones son el resultado de la capacidad que tienen los
microorganismos para la biotransformacion de xenobiéticos, llevando a cabo reacciones que
generan un ligero aumento en la polaridad de los compuestos. Este tipo de modificaciones
corresponden a la fase | de la biotransformacion de xenobiéticos, y esta mediada por
reacciones de monooxigenasas que involucran reacciones de oxidacién, reduccion o hidrdlisis,
teniendo como resultado la incorporacién de grupos OH, NH,, SH o COOH, generando un

aumento en la polaridad (Huarte-Bonnet et al., 2017; Bianchini et al., 2015).
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Las monooxigenasas pertenecen al complejo enzimatico citocromo P450 (CYP) y, a su vez,
estan estrechamente relacionadas con la adaptacion de los microorganismos hacia su entorno
debido al estrés ambiental, desarrollando mecanismos de defensa celular, que incluyen la
desintoxicacién de compuestos exdgenos de caracter hidrofobo principalmente (Shin et al.,
2018). Esta estrategia producida por microorganismos ha permitido la evolucion del CYP
permitiendo la modificacion de un gran nimero de xenobidticos y, por lo tanto, ha resultado
atractivo para la biotransformacion de un gran nimero de moléculas de importancia (Moktali et
al., 2012). Ademas, los CYP tienen la capacidad de catalizar reacciones regioespecificas y
regioselectivas de oxidaciobn en hidrocarburos no activados, en este sentido, la
biotransformacién resulta atractiva (Durairaj et al., 2016). Se ha reportado que monooxigenasas
como el CYP52 permiten la oxidacion de grupos alquilo. Este complejo enzimatico se ha
encontrado en los hongos Aspergillus niger, Beauveria bassiana, Metharizium anisoplae y

Penicillium chrysogenum (Huarte-Bonnet et al., 2017).

En cuanto a la derivatizacién semisintética, se ha reportado el intento de obtener derivados
nitrogenados a partir de la derivatizacion del acido carboxilico de la posicion C-20 del &acido
mulin-11,13-dien-20-oico (8) (Martinez, 2017), sin embargo, las metodologias propuestas no
fueron exitosas a pesar de que se menciona que no existe ningun impedimento estérico que
pueda interferir en la obtencion de amidas. La obtencion del cloruro de acido del mulinano 8
reportada, fue una pauta muy importante para proponer una nueva estrategia de obtencion de
amidas, y dado que el cloruro de acido es el intermediario mas reactivo comparado con el
COOH de la posicion C-20, se plante6 obtener dicho derivado (Martinez, 2017) (Figura 4.5).

Figura 4.5. Estructura quimica del intermediario cloruro de acido mulin-11,13-dien-20-
oilo.

Por lo tanto, se empled el uso de tres aminas (metil-amina, 4-metoxi-benzilamina, 3-aminometil-

piridina) a incorporar en exceso, complementando la reaccidon con exceso de EtsN dada su
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capacidad de captar el grupo saliente CI-y favorecer el ataque del carbonilo por el par de
electrones del grupo amino. Esta estrategia resulté exitosa y permiti6 su aplicacion para la
incorporacion de diferentes aminas en el esqueleto mulinano 8. A pesar de que resultd
favorecedora la obtencibn de amidas del mulinano 8, no se logré obtener la amida
correspondiente del &cido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-oico (2), dado que se deshidratdé el OH
de la posicién C-13 y dio lugar a la formacion del doble enlace en C-13/C-14 caracteristico del

mulinano 8.

Por dultimo, la evaluacion de la actividad antimicobacteriana contra cepas sensibles y
resistentes de M. tuberculosis actualmente se encuentra en proceso. Este trabajo se esta
realizando en colaboracién con la Dra. Maria del Rayo Camacho Corona en la Facultad de

Ciencias Quimicas, de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leoén.
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4.2. CONCLUSIONES GENERALES

Todos los diterpenoides (1, 2, 3 y 8) utilizados como sustrato han sido susceptibles a la
modificacion mediante biotransformacién, siendo el 7-desacetil-azorellanol (3) el sustrato
transformado por tres microorganismos (A. alliaceus, M. circinelloides y P. notatum), caso
contrario al acido 13a-hidroxi-mulin-11-en-20-oico (2), el cual so6lo fue modificado por P.

notatum.

Todos los productos de biotransformacion mostraron un aumento en su polaridad con respecto
a los sustratos. Esta caracteristica se debe a la incorporacién de uno o mas grupos hidroxilo en

el esqueleto hidrocarbonado.

De los microorganismos utilizados hasta el momento para los diferentes procesos de
biotransformacién, el hongo P. notatum ha demostrado una mayor capacidad de modificacion,
puesto que ha transformado a tres sustratos en su totalidad en periodos cortos de incubacién
(48 h).

La posicibn del metilo C-16 tanto en el esqueleto mulinano y azorellano ha resultado
susceptible a la modificacion por A. alliaceus, M. circinelloides y P. notatum, catalizando la

oxidacion de este grupo de forma regioselectiva.

Se reporta por primera vez la biotransformacion del azorellanol (1), acido 13a-hidroxi-mulin-11-
en-20-oico (2) y 7-desacetil-azorellanol (3) en cultivos de P. notatum, catalizando reacciones de
oxidacion formando grupos hidroxilados en diferentes partes de los sustratos, principalmente en

carbonos inactivados.

La metodologia propuesta para la obtencién de amidas a partir de la derivatizacion quimica del
acido mulin-11,13-dien-20-oico (8) brinda una pauta importante para la incorporacion de
diferentes compuestos nitrogenados e incrementar los derivados semisintéticos y con ello

evaluar su potencial anti-TB.
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4.3. PERSPECTIVAS

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se plantean cinco
perspectivas principales. El primero es continuar con la identificacion de los productos de
biotransformacion del 7-desacetil-azorellanol (3), realizando el escalamiento con los

microorganismos A. alliaceus, M. circinelloides y P. notatum.

El segundo es continuar con la exploraciéon de la biotransformacién de los diterpenoides
mulinano y azorellano ampliando el uso de microorganismos, ya que hasta el momento los
derivados empleando esta estrategia son limitadas. Es importante enfatizar la importancia de la

biotransformacién, dado que se han obtenido compuestos novedosos.

El tercero es analizar el perfil de proteinas intra y extracelulares de los procesos de
biotransformacién, como por ejemplo de la modificacion de los diterpenoides 1y 2, en cultivos

de P. notatum, empleando técnicas como HPLC-MS para la identificacién de las proteinas.

El cuarto es retomar la derivatizacion quimica del diterpenoide mulinano 8, es decir, aumentar
la gama de derivados nitrogenados en C-20. Asimismo, proponer metodologias para la
obtencion de aminas secundarias en C-7 del diterpenoide azorellano. De igual manera,
considerar la posibilidad de modificar el diterpenoide mulinano 3, proponiendo metodologias

para la proteccion del grupo funcional OH en C-13.

Por ultimo, interpretar los resultados de la actividad antimicobacteriana tanto de los productos
de biotransformacion como los de derivatizaciébn quimica y proponer una posible relacion-
estructura actividad de todos los diterpenoides mulinano y azorellano, asi como de sus

derivados reportados hasta el momento.
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