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RESUMEN

El alto potencial pandémico de Influenza A asi como la aparicion de cepas resistentes a
oseltamivir y zanamivir, ha puesto en relieve la necesidad de identificar nuevos y mas
efectivos agentes antivirales. En un estudio previo se determind la bioactividad del
compuesto  semisintético  antraquinénico  8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glucopiranosil-1-metil-9,10-dioxo-9,10-dihidro-2-antracenocarboxilato de metilo.
(Compuesto VII), contra el virus de influenza A(H1IN1)pdmQ9 a nivel post-tratamiento. Con
el fin de obtener mayor informacion sobre la relacion estructura-actividad de este tipo de
compuestos, se evalué la actividad antiviral de las quinonas Aloesaponarina | (Compuesto
) y Aloesaponarina Il (Compuesto Il) aislados de las raices de Aloe vera asi como sus
derivados semisintéticos hidroxilados (Compuesto 1), metilados (Compuestos IV, V), y O-
glucosilados (compuestos VI-IX) contra el virus de influenza A(H1N1)pdmO09. Las
antraquinonas aloesaponarina | y Il y sus derivados semisintéticos se purificaron por
técnicas cromatograficas e identificaron por técnicas espectroscépicas de RMN-1D y 2D.
Los ensayos in vitro de citotoxicidad y evaluacién antiviral se realizaron en células de rifion
canino madin darby (MDCK) en presencia de las cepas virales A/Yucatan/2370/09 y

A/México/InDRE797/10, susceptible y resistente a oseltamivir respectivamente.

Se sintetizaron dos novedosas antraquinonas: acido-8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-
D-glucopiranosil-1-metil-9,10-dioxo-9,10-dihidro-2-antraceno carboxilico (compuesto VI) y
8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil-1-metil-9,10-antraquinona

(compuesto IX). Los compuestos evaluados no presentaron citotoxicidad in vitro con valores
de CCso> 90 pM. Los compuestos VIl y IX fueron los mas activos contra la cepa susceptible
a oseltamivir con Clso de 23.11 y 9.28 uM respectivamente y contra la cepa resistente con

Clsp de 62.28 y 19.47 uM. Con base en el andlisis de la relaciéon estructura actividad (SAR)



de los compuestos se sugirié que el sustituyente tetraacetilglucosidico en posicion C3 de la
antraquinona tiene un papel importante en la actividad antiviral. La actividad antiviral a nivel
post-tratamiento contra la cepa susceptible se confirmo6 con el ensayo de reduccién en
placa. El compuesto VIl inhibio significativamente el titulo viral (>90%) a las concentraciones
de 100 y 50 uM, en contraste el compuesto IX inhibié el titulo de virus en un rango del 30
al 70 % por lo que se propuso que este compuesto podria estar inhibiendo pasos
adicionales a la post-infeccion. Estos resultados sugieren el potencial bioactivo de

antraquinonas glucosiladas.



ABSTRACT

The emergence of influenza viruses resistant to the antivirals oseltamivir and zanamivir, and
the pandemic potential of some influenza A viruses, highlights the need to develop new and
effective antiviral agents. In a previous study it was suggested a possible antiviral effect of
a semisynthetic anthraquinone compound named methyl 8-hydroxy-3-O-2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-B-D-glucopyranosyl-1-methyl-9,10-dioxo-9,10-dihydro-2-anthracenecarboxylate

(compound VII) against the influenza A (HLN1)pdmOQ9 at the post-treatment level.

To confirm the previous, the aim of this study was to evaluate the antiviral activity of different
quinones, Aloesaponarin | (compound 1), Aloesaponarin Il (compound II) isolated from the
roots of Aloe vera, and their hydroxylated (compound Ill), methylated (methylated IV and V),
and O-glycosylated derivatives (compounds VI-1X) against influenza A (HIN1)pdmOQ9 virus.
The compounds were purified by chromatographic techniques and identified by 1D and 2 D-
NMR spectroscopy. In vitro cytotoxicity and antiviral assays were performed on Madin Darby
canine kidney (MDCK) cells using A/Yucatan/2370/09 and A/Mexico/InDRE797/10

oseltamivir susceptible and resistant influenza viruses, respectively.

From all compounds to test, the anthraquinones 8-hydroxy-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-3-D-
glucopyranosyl-1-methyl-9,10-dioxo-9,10-dihydro-2-anthracene carboxylic acid and 8-
hydroxy-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl-1-methyl-9,10-anthraquinone

(Compound VI and IX, respectively) were first synthesized. The results from the cytotoxicity
assay indicated that none of the compounds were cytotoxic to the MDCK cells with CC50>
90 uM. The antiviral assays indicated that compounds VII and IX were the most active
against the susceptible strain with 1C50 values of 23.11 and 9.28 uM, and IC50 values of

62.28 and 19.47 uM for the resistant. The structure-activity analysis suggested that the



presence of a tetraacetylglucoside substituent at the C-3 position of the anthraquinone plays
an important role in the antiviral activity. The post-treatment antiviral activity against the
susceptible strain was further confirmed with a plaque reduction assay. Viruses treated with
Compound VIl at 100 and 50 uM were significantly inhibited with a titer reduction of >90 %.
In contrast, viruses in the presence of compound IX showed a reduction in viral titers
between 30 to 70 %, so it was proposed that this compound could be inhibiting additional
steps to post-infection. These results suggest the bioactive potential of glycosylated

anthraquinones.



Introduccion

INTRODUCCION

La influenza es una infeccion respiratoria aguda causada por tres tipos de virus: virus de la
influenza A, B y C, de los cuales el tipo A es antigénicamente muy variable y genera la
aparicion de nuevas cepas circulantes responsables de pandemias (Neumann et al., 2009).
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio en el mundo se presentan
alrededor de 1, 000 millones de casos de influenza estacional (~15% de la poblacién
mundial), entre 3 y 5 millones de casos severos y de 300 a 500 mil muertes. En México
constituye un problema de salud prioritario por su continua presencia dentro de las diez

principales causas de defuncion en los distintos grupos de edad (Secretaria de salud, 2008).

Por otra parte, en el 2009 la OMS declaré la primera pandemia del siglo XXI ocasiona por
el virus de la influenza A(HLN1)pdmQ9 con altas tasas de mortalidad y morbilidad
convirtiéndose en un problema de salud publica (Punpanich et al, 2012). La FDA (Food and
Drug Administration) recomienda el uso de los agentes antivirales oseltamivir, zanamivir y
peramivir para el tratamiento de infecciones causadas por influenza A y B, estos farmacos
son conocidos como inhibidores de la neuraminidasa y se desarrollan a través del disefio
racional de pequefias moléculas anélogas al &cido sialico que se unen fuertemente al sitio
activo de la sialidasa viral, sin embargo, a menudo estan asociados a efectos secundarios
adversos y eficacia limitada ante cepas resistentes a estos farmacos. Estudios recientes
del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) reportaron casos aislados
de cepas de virus de la influenza A(HLN1)pdmO9 resistentes a oseltamivir (CDC, 2015), lo

que ha orientado a la busqueda de nuevas opciones terapéuticas al tratamiento actual.

Los productos naturales son fuente de nuevos farmacos debido a su alto potencial bioactivo
contra diferentes organismos como bacterias, hongos y virus. Entre las especies de plantas
con valor medicinal, cosmético e industrial se encuentra Aloe vera, esta especie posee un
amplio espectro de propiedades terapéuticas; se caracteriza fitoquimicamente por la
presencia de abundantes compuestos antraquindnicos como emodina, reina, aloemodina,
aloesaponarina | y crisofanol, algunos reportados con actividad antiviral (Moghaddasi et al.,
2011). En estudios preliminares se determiné la bioactividad del compuesto VII contra el

virus de la influenza A(H1N1)pdmO09 a nivel post-tratamiento, el cual es un derivado
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semisintético novedoso de Aloesaponarina | (compuesto ) obtenido a partir de extractos de
AcOEt de raices de Aloe vera.

El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad biolégica de Aloesaponarina | y Il
(compuestos | y Il) aislados de las raices de Aloe vera asi como de sus derivados
semisintéticos hidroxilados, metilados y O-glucosilados (compuestos IlI-1X) contra el virus
de la influenza A(H1IN1)pdmO9.
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ANTECEDENTES GENERALES

1. 1 VIRUS DE INFLUENZA
1.1.1 ESTRUCTURA

La influenza o gripe es una enfermedad respiratoria aguda altamente infectocontagiosa
cuyas manifestaciones clinicas son fiebre, cefalea, mialgia, postracion, coriza, dolor de
garganta y tos (Punpanich et al., 2012) es causada por virus monocatenarios de ARN
segmentados de sentido negativo que pertenecen a la familia de los Ortomixovirus (Salazar
et al., 2010).

Los virus de la influenza se clasifican en tres tipos: A, B y C, dependiendo de las
caracteristicas antigénicas de dos de sus proteinas internas (M y NP). Los virus de la
influenza B infectan principalmente a humanos y debido a que sélo existe un subtipo, tiene
un bajo potencial pandémico, aunque pueden provocar enfermedades respiratorias
severas. Los virus de la influenza C causan enfermedades respiratorias moderadas en
humanos y algunos animales. Por otro lado, los tipos A presentan mayor variabilidad
genética y alto potencial pandémico (Salazar et al., 2010 y Gatherer et al., 2009).

Las particulas virales del virus de influenza A son pleomarficas con un diametro de entre 80
y 120 nm, aunque algunas cepas generan particulas filamentosas de hasta 300 nm de
longitud; presentan una envoltura lipidica derivada de la célula hospedera que contiene las
proteinas de membrana hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA) y proteina M2. Las
proteinas HA y NA son abundantes, siendo la HA mayoritaria en la membrana, mientras
gue la proteina M2 esta presente s6lo en unas copias por virion (Samji, 2009). La HA
interacciona con el receptor de la célula hospedera durante la entrada del virus y la actividad
de NA esta involucrada en la liberacion de nuevos viriones. Por otra parte, la proteina M2

funciona como un canal ibnico que permite el paso de protones (Arias et al., 2009).

El espacio entre la bicapa lipidica y la capside viral es ocupado por la proteina matriz M1,
formando una capa proteica que encierra el genoma viral constituido por ocho segmentos
de RNA diferentes que codifican para 11 proteinas, sin embargo, esta cantidad varia

dependiendo de la cepa viral. Cada segmento de RNA se encuentra asociado con el
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complejo de la polimerasa constituido por dos unidades basicas (PB1, PB2) y una acidica
(PA) y con mondmeros de la nucleoproteina (NP), formando lo que se denomina
ribonocleoproteinas (RNPs) virales. Ademas el virion incluye la proteina NS2/NEP (proteina
de exportacion nuclear), que interacciona con la proteina M1 (Arias et al., 2009) (Figura 1).

PBI

pe2 fh

PA

PB1F2

Figura 1. Estructura del virus de la influenza A (ltzstein, 2012). En la membrana plasmética de la
particula viral se encuentran insertadas las proteinas HA, NA y M2. El interior de la particula esta
formada por la proteina M1 y el complejo de ribonucleoproteinas, que consiste en los segmentos de
ARN gendmico asociadas con NP, y las polimerasas PB1, PB2 y PA. Los viriones contienen ademas

las proteinas no estructurales NS2, NS1 y PB1-F2.
1.1.2 CICLO DE REPLICACION

La transmisién del virus de la influenza en humanos se produce por contacto directo con
aerosoles emitidos por individuos infectados al toser o estornudar. El virus ingresa por nariz
o boca e infecta a las células que recubren el tracto respiratorio (Salazar et al., 2010; Clancy
et al, 2008).
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En la etapa inicial de la replicacion del virus de la influenza A, la HA viral se une a los
receptores acido sidlico (AS) a-2,6 de las células del tracto respiratorio y el virus es
internalizado al citoplasma celular por endocitosis mediada por la clatrina. La proteina
transmembranal M2 funciona como un canal iénico que permite la entrada de protones
hacia el interior de la particula viral, acidificando el interior del endosoma. Por una parte, el
bajo pH endosomal induce un cambio conformacional en la hemaglutinina que expone una
region hidrofobica en la proteina, lo que favorece la fusion de las membranas celular y viral,
permitiendo la liberacién de los complejos de RNP’s que contienen el genoma viral. Estos
se transladan al nucleo, donde son transcritos por la ARN polimerasa y se replica el ARN
viral de sentido negativo ((-) ARNv), dando lugar a moléculas de ARN de sentido positivo
complementario ((+) ARNc), las cuales son utilizadas como una plantilla para generar mas
ARN viral, y ARN mensajero (ARNm), que se exportan al citoplasma para su traduccion.
Las proteinas virales que son necesarias en la replicacién y la transcripcién, son
trasladadas de vuelta al nucleo, y los complejos RNPs sintetizados se exportan al
citoplasma para encapsidarse. Las proteinas HA, NA y M2 son mediadas por M1y NEP y
transportadas por la ruta secretora trans-Golgi; las proteinas maduras llegan a la membrana
plasmatica, donde M1 ayuda a la formacion de particulas de virus. Una vez que se acumula
una cantidad critica de proteina viral, se ensamblan los nuevos virus que salen de la célula
por gemacion a través de la membrana plasmatica, que ya ha sido modificada por la
insercion de la HA y la NA del virus, asi como por el canal ibnico M2 (Figura 2). En esta
fase, la liberacion de la progenie viral en la célula hospedera es mediado por la actividad
de la NA, la cual hidroliza la union entre el AS en la célula y la HA viral. De no ser asi los
viriones quedarian retenidos en la superficie celular (Arias et al., 2009; Wilksa et al., 2012;
Samiji, 2009; Medina y Garcia-Sastre, 2011).
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Figura 2. Ciclo de replicacion del virus de la influenza A (Neumann et al., 2009). La HA viral
interacciona con el receptor AS y el virus es internalizado por endocitosis, la acidificacién del
endosoma permite la fusién con la membrana plasmética viral y la liberacién de las RNPs virales al
citoplasma los cuales se transportan a el ndcleo donde se lleva a cabo la replicacion y la
transcripcion. EI ARN mensajero se exporta al citoplasma para su traduccion y las proteinas virales
tempranas necesarias para la replicacion y transcripcién son transportadas de nuevo al nicleo. Las
proteinas M1 y NS2 facilitan la exportacién nuclear de RNPs recién sintetizados. PB1-F2 esta
asociado con las mitocondrias y la apoptosis celular. El empaquetamiento y la gemacion de los
nuevos viriones se producen en la membrana plasmatica. La liberaciéon de la progenie viral es

mediada por la NA.
1.1.3 VARIACION ANTIGENICA

Los virus de influenza A se clasifican por las propiedades antigénicas de sus proteinas de
superficie HA y NA (Salazar et al., 2010). Estas dos proteinas son los objetivos principales
de la inmunidad en el hospedero. Recientemente se han descrito 18 subtipos de la HA (H1-
H18) y 11 subtipos de la NA: (N1-N11) y casi todos se han aislado de las aves silvestres

los cuales son los reservorios naturales del virus de la influenza A (CDC, 2016).
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Los virus con los subtipos de HA: H1, H2 y H3, y los subtipos de NA: N1 y N2 se han
adaptado a los seres humanos desde el siglo pasado, y sélo dos subtipos HIN1 y H3N2,
han estado circulando en humanos durante varias décadas. No obstante existen variantes
gue pueden ser transmitidas directamente por las aves, como los subtipos H5N1y HON2 de
alta patogenicidad (Masaki et al., 2014; Hilleman, et al., 2002)

Una caracteristica de los virus de influenza es su constante variacion antigénica. Los
principales mecanismos de variacion genética se conocen como deriva y cambio genético.
La deriva genética (antigenic drift) se debe a mutaciones puntuales, es decir, cambios en
nucleétidos individuales que ocurren durante la replicacién del genoma viral como resultado
de la tasa de error de la RNA polimerasa (Crisci et al., 2013). La acumulacién de estos
cambios en proteinas de superficie del virus conduce a que el sistema inmune del

hospedero no reconozca las proteinas HA y NA del virus (Hilleman, et al., 2002).

Los genes de influenza se encuentran codificados en segmentos separados, este arreglo
gendmico permite constantes cambios antigénicos (antigenic shift), lo que facilita el
intercambio de segmentos completos con otras variantes virales y genera nuevas entidades
capaces de infectar humanos y mediante eventos mutagénicos pueden adaptarse a ser
transmitidos directamente entre ellos. El rearreglo de segmentos codificantes para HA y NA

permite la aparicion de nuevos subtipos virales (Salazar et al., 2010, Arias et al., 2009).

Por otra parte, el receptor acido sidlico o acido N-acetilneuraminico se asocia con
glicoproteinas en la superficie de las células epiteliales y define el tropismo viral debido a la
especificidad que tienen diferentes cepas virales por diferentes tipos de enlace entre el AS
y la galactosa que forma parte de las glicoproteinas unidas a la membrana celular. Los virus
de influenza humana se unen principalmente al receptor AS con tipos de enlace a-2,6,
mientras que los virus de influenza aviar se unen al AS con enlaces a-2,3. En las células
epiteliales de la traquea de cerdos los receptores a-2,3 y a-2,6 se encuentran en igual
proporcion favoreciendo que el cerdo pueda ser infectado ademas de virus porcinos, de
virus de origen aviar y humano, generando rearreglos genéticos entre cepas de diferente
origen (Wilk et al 2012, Imai et al., 2014). Es por ello, que los cerdos han sido considerados
los intermediarios més importantes y la fuente principal de nuevas variantes del virus de la
influenza (Medina et al., 2012).
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1.2 ORIGEN DEL VIRUS DE LA INFLUENZA A(H1IN1)pdmO9

En la década de los 90’s ocurrié un rearreglo genético (deriva antigénica) entre los virus de
la influenza porcina clasica, influenza humana A (H3N2) e influenza aviar de linaje
norteamericano, como resultado se originé el virus porcino triple rearreglante A (H3N2) el
cual ha estado en circulacién en la poblacién porcina de norteamérica. En 1998 ocurrié de
nuevo un rearreglo genético entre el virus triple rearreglante H3N2 porcino y el virus de
influenza porcina clasica. Este hecho generd dos nuevos subtipos de virus de influenza A
porcina: HIN1 y HIN2 los cuales han estado circulando en la poblacion porcina de Asia
(Medina y Garcia, 2011).

El virus de la influenza A(H1N1)pdmO9 es resultante de la reasociacion de segmentos de
ARN de virus de origen porcino, aviar y humano. Los genes codificantes de la HA, NP y NS
provienen directamente del linaje porcino clasico “norteamericano”. Los genes de NAy M
provienen del linaje porcino “eurasiatico”, adquiridos a partir de virus influenza aviar
alrededor de 1979. Dos de los genes codificantes del complejo de polimerasas (PB2 y PA)
provienen del linaje aviar “norteamericano” y fueron introducidos en la poblacién porcina
alrededor de 1998. Por otra parte, el gen PB1 se origind a partir de virus causantes de la
gripe estacional humana A(H3N2) (Figura 3). Cabe resaltar que el segmento de gen M
confiere resistencia a los farmacos blogueadores de canales ibnicos como los adamantanos
(Runstadler et al., 2013; Girarda et al., 2010; Chang et al, 2009; Medina y Garcia, 2011).
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Figura 3. Origen del virus de la Influenza A(H1IN1)09pdm (Medina y Garcia, 2011). Los virus de la

influenza A de 1918 son antigénicamente similares a los virus de la influenza A porcina. Los virus de
la influenza pandémico son triple rearreglantes, sus segmentos genéticos provienen de virus de la
influenza aviar, porcina y humana. Los genes PB2 y PA provienen de virus aviares, el gen PB1 es
de origen humano del virus de la influenza A H3N2. Los genes HA, NP y NS provienen de virus

porcinos clasicos. Los otros genes NA y M provienen de virus porcinos eurasiaticos.

La epidemia de la influenza A(H1N1)pdmO9 infecté a mas de 600,000 personas en todo el
mundo y se caracteriz6 por una alta velocidad de transmision pero baja virulencia, ademas

de infectar con mayor frecuencia a la poblacion relativamente joven (<30 afios), a diferencia
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de la Influenza estacional (Influenza A y B) que afecta principalmente a los extremos etarios
de la poblacién (Punpanich et al., 2012 y Chang et al, 2009).

1.3. AGENTES ANTIVIRALES

La FDA (Food and Drug Administration) aprueba el uso de dos antivirales para el control de
Influenza: los adamantanos como la amantadina y rimantadina que se utilizan contra
influenza A pero no contra B, sin embargo, se ha limitado su uso debido a la alta prevalencia
de los virus de la influenza A(H3N2) y A(HLN1)pdmO9 resistentes a estos farmacos (CDC.,
2016). Y los inhibidores de la neuraminidasa (INA) como el oseltamivir, zanamivir y
peramivir (Figura 4) los cuales se usan en el tratamiento de influenza A y B incluyendo el
actual virus pandémico (CDC, 2016; Moscona, 2005).

DANA Oseltamivir Zanamivir

NH,

Figura 4. Estructura de farmacos inhibidores de la NA (Samson et al, 2013).

El oseltamivir es un profarmaco de éster de etilo que se metaboliza en el organismo
transformandose en carboxilato de oseltamivir que es su forma activa, fue desarrollado a
través de modificaciones en el 4cido sidlico, incluyendo la adicién de una cadena lateral

lipofilica voluminosa, permitiendo que el farmaco se administre por via oral. Oseltamivir

10
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muestra poca 0 ninguna actividad contra la NA de otros virus, bacterias o microsomas

hepaticos humanos (Samson et al., 2013, Itzstein, 2012).

Zanamivir es un anélogo 4-desoxi-4-guanidino de DANA (acido 5-acetamido-2,6-anhidro-
3,5-dideoxi-D-glicero-D-galacto-non-2-enoico) que fue aprobada como un agente anti-
influenza en 1999. Debido a su baja biodisponibilidad oral, zanamivir se formula como un
polvo seco que tiene que ser inhalado (Samson et al, 2013).

Peramivir es un compuesto mimico del &cido sialico con un nucleo de ciclopentano, un
grupo carboxilato cargado negativamente, un grupo guanidino cargado positivamente y una
cadena lateral lipéfila. Debido a su baja biodisponibilidad, este farmaco se administra

parentalmente (Samson et al, 2013).

Estos antivirales actian como inhibidores especificos de la NA viral ya que son productos
analogos del sustrato natural que compiten por la unioén en el sitio activo de la sialidasa, por
consecuencia los viriones producidos se mantienen unidos a la superficie celular y

agregados entre si, inhibiendo su diseminacion e infeccién a otras células (Moscona, 2005).

La resistencia a los INA esta asociada a mutaciones en el gen de la NA, pero estos virus
con frecuencia son menos aptos, aparecen esporadicamente y no se propagan. Sin
embargo, en la temporada del 2007/2008 se observo la circulacibn mundial de cepas
A/H1NL1 resientes a oseltamivir debido principalmente a la mutacion H275Y (Nitsch-Osuch
y Berneta, 2014; Fiore et al, 2011).

De acuerdo a las estadisticas de los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) al 9 de abril de 2016 se detectaron 11 virus de la influenza
A(HIN1)pdmO09 (0.7 %), resistentes a oseltamivir y peramivir durante la temporada de
influenza 2015-16 en los Estados Unidos. La resistencia al oseltamivir y peramivir es poco
frecuente entre los virus de la influenza A (HLIN1)pdmOQ9, sin embargo existe la tendencia a
incrementar estas cifras a través del tiempo. Por otra parte, los virus mutantes resistentes
a oseltamivir no parecen transmitirse eficientemente de persona a persona, por lo que los

casos de aislamiento de virus resistentes a éste farmaco han sido esporédicos (CDC, 2016).

11
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1.4 PRODUCTOS NATURALES COMO FUENTE DE FARMACOS

Los recursos vegetales son fuente de un gran numero de productos metabdlicos
secundarios. Asi mismo, estas moléculas tienen un potencial importante en aplicaciones en
la medicina moderna como: a) fuente directa de agentes terapéuticos, b) materia prima para
la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, ¢) modelos estructurales
para la elaboracién de drogas sintéticas, d) marcadores taxondmicos en la busqueda de

nuevos medicamentos (Calixto, 2005).

Mundialmente el 44 % de los medicamentos nuevos estan basados en productos naturales
y en paises desarrollados el 25 % de los medicamentos son derivados de plantas. Tal es
su importancia, que aproximadamente el 60 % de compuestos anticancerigenos y el 75 %
de medicamentos contra enfermedades infecciosas son productos naturales o derivados de
estos (Pandey et al., 2011; Schmidt et al., 2008).

En un estudio realizado por Grienke y cols (2012) se reportd un compendio de productos
naturales con actividad anti-influenza y los distribuyeron de acuerdo a su clase quimica. Se
encontrd6 que los flavonoides y estilbencenos son los metabolitos secundarios mas
reportados con actividad antineuraminidasa, en contraste, son pocos los registros de
terpenos con potencial como inhibidores de la neuraminidasa, en este mismo estudio no se

encontraron registros de antraquinonas con actividad antiviral (Figura 5).

m flavonoides
m (oligo)estilbenos
m cumarinas
m diarilheptanoides

M otros

Figura 5. Clases de productos naturales que inhiben la NA del virus de influenza (Grienke et al.,
2012).
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1.5 Aloe vera

A. vera (sinébnimo: A. barbadensis Miller) pertenece a la familia de las Xanthorrhoeacea
(Cuadro 1) que comprende alrededor de 300 especies, la mayoria son nativas del sur de
Africa, Madagascar y Arabia, sin embargo es cultivada en todo el mundo excepto en la
tundra, desiertos y selvas tropicales. El cultivo tarda aproximadamente 4 afios para llegar a
su madurez y tiene una vida atil en promedio de 12 afios (Chinchilla et al., 2013;
Moghaddasi y Verma, 2011).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica A. vera. (Trépicos, 2015)

Clase Equisetopsida C. Agardh.
Orden Asparagales Link.

Familia Xanthorrhoeaceae Dumort.
Género Aloe L.

Especie Aloe vera (L.) Burm. f.

A. vera es una planta perenne, xerdfila, suculenta con hojas triangulares carnosas que
alcanzan dimensiones de 50 cm de largo por 12 cm de ancho aproximadamente con picos
alo largo de los bordes (Figura 6). El gel de apariencia clara se encuentra en el parénquima
fresco del centro de la hoja. El latex liquido es de color amarillento y consistencia pegajosa
y se deriva de los tubulos periciclicos que delimitan la corteza de la hoja; esta parte de la
planta produce gran cantidad de antraquinonas. Las flores que son poco utilizadas
medicinalmente son amarillas. Sus raices son medianamente superficiales y forman una

red compleja que le permite captar agua con mayor facilidad (Chinchilla et al., 2013).

13
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Figura 6. Planta de Aloe vera

Las especies més populares de Aloe son A. vera, A. aborescens y A. chinensis dentro de
ellas A. barbadensis Miller es considerada la especie mas activa biolégicamente (Patel et
al., 2012). A pesar de la gran variedad de especies, s6lo A. veray A. aborescens se cultivan
comercialmente (Ahlawat et al, 2011; Gantait et al, 2014).

El A. vera tienen amplias aplicaciones en la industria de alimentos, farmacéutica y
cosmética por lo tanto, la alta demanda de sus hojas no es satisfecha con la produccion
actual (Ahlawat et al, 2011; Gantait et al, 2014).

Aunque A. vera se propaga de forma vegetativa en su estado natural, su tasa de
propagacion resulta ser demasiado lenta para la produccion comercial de plantulas, se
estiman que una planta de sabila requiere un periodo de por lo menos un afio para la
produccion de aproximadamente cuatro brotes después de la realizacion del trasplante
(Gantait et al, 2014). Por ello, el cultivo in vitro de tejidos de Aloe constituye una opcion
biotecnoldgica para conseguir la propagacion clonal rapida del cultivo, recomendada para
especies vegetales que presentan bajos indices de multiplicacion, logrando asi la
produccion masiva de hijuelos libres de cualquier patégeno que pueda inhibir el desarrollo

y posterior aprovechamiento econémico del cultivo. La micropropagacion in vitro de A. vera

14
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puede ser por organogénesis, esta via requiere la seleccion apropiada de explantes a su
edad 6ptima, formulaciones precisas de medios, reguladores de crecimiento especificos,
fuentes de carbono, agentes gelificantes y otros factores fisicos que incluyen intensidad de
luz, temperatura y humedad (Alvarez et al, 2012, Gantait et al, 2014; Amoo et al, 2012). El
desarrollo y optimizacion de sistemas de cultivo in vitro de tejidos de Aloe spp es necesario
para la produccion a gran escala de esta especie comercialmente importante.

1.5.1 COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA

A. vera se ha utilizado durante muchos siglos por sus propiedades curativas y terapéuticas.
Poco mas de 200 diferentes tipos de moléculas han sido aislados de ésta especie de las
cuales se han identificado mas de 75 compuestos activos, pese a ello los efectos
terapéuticos no han sido correlacionados especificamente con cada componente individual,
por lo que se cree que esta actividad biol6gica esta relacionado a una accién sinérgica entre

los compuestos contenidos en lugar de una sola sustancia quimica (Hamman et al., 2008).

Quimicamente el A. vera se caracteriza por la presencia de constituyentes fendélicos que
son generalmente clasificados en dos principales grupos: las cromonas, como la aloensina
y las antraquinonas (libres y glicosiladas) como la barbaloina, isobarbaloina y la

aloemodina; estos compuestos se encuentran en el acibar y raices (Maharjan et al., 2015).

El gel es la parte de la planta que se ha utilizado con mas fines terapéuticos, es abundante
en glicoproteinas y polisacaridos como glucomanano y acemanano a los cuales se les
atribuye actividad antiviral, antibacteriana, laxante, antiinflamatoria, inmunoestimulante y
antioxidante. Por otro lado, el latex también conocido como acibar, contiene gran cantidad
de compuestos fendlicos derivados de cromona, antraquinona o antrona. Algunos de éstos
son ampliamente distribuidos en el género y algunos se limitan a unas pocas especies y
por lo tanto, son de potencial valor taxondmico. El latex tiene ademas un alto contenido de
aloina (28% base humeda), que es un C-glucésido de la antrona aloemodina. En el cuadro
2 se presenta de forma general los compuestos bioactivos del A. vera (Moghaddasi et al.,
2011).
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Cuadro 2. Compuestos quimicos bioactivos de A. Vera (Moghaddasi et al., 2011).

Clase

Antraquinonas/

antronas

Carbohidratos

Metabolito
Aloemaodina, acido aloético, antranol,
barbaloina, isobarbaloina, emodina,
éster del acido cinamico.

Manano, manano acetilado,
glucomanano acetilado, galactano,
arabinogalactano, sustancia péctica,

xilano, celulosa.

Propiedades

Aloina y emodina actian como

analgésicos y antivirales.

Alprogen es una glicoproteina con
propiedades antialérgicas y

antinflamatorias.

Cromonas 8-C-glucosil-noreugenina, Actividad antiinflamatoria
Isoaloeresina D, isorabaicromona,
neoalosina A

Enzimas Fosfatasa alcalina, bradiquinasa, Bradiquinasa tiene actividad

carboxipeptidasa, catalasa, lipasa. antiinflamatoria

Vitaminas Vitamina A, B12, C, E, colina y acido Vitamina A, C y E son antioxidantes
félico y neutralizan radicales libres.

Hormonas Auxinas y giberelinas Actividad antiinflamatoria y en la

cicatrizacion de heridas.

1.5.2 COMPOSICION QUIMICA DE RAIZ DE Aloe vera

Las raices del género Aloe producen compuestos diferentes a los aislados en las hojas y la
distribucién limitada de sus metabolitos en otras especies puede ser de valor taxonémico
(Wyk et al., 1995; Howaida et al., 2009).

Diversos estudios fitoquimicos han confirmado la presencia de compuestos
preantraquinénicos y antraquinénicos en A. vera como el crisofanol (1), aspodelina
(2),aloecrisona (3), los 1-8-dihidroxi antraquinonas: aloesaponarina | (4) y aloesaponarina
Il (5), éster metilico del acido lacacico (6) y los 1-metil-8-hidroxiantraquinonas: aloesaponol

| (7), aloesaponol Il (8) (Figura 7) (Wyk et al., 1995; Colli, 2014).

En otras especies de Aloe se han aislado hidroxiquinonas como aloemodina (9) (Figura 10),
aloesaponarina 1l-3-metil éter (10), ziganeina (11), crisofaneina (12). También se ha

purificado 4-7 dicloroquinolina (13), lupeol (14), aloina B (15), isovitexina (16) y los
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derivados de acidos fendlicos: acido cafeico (17) y acido ferulico (18) (Figura 8) (Howaida
et al., 2009).

OH o] OH

OCH;  OH 0
CHs OH
o
1) (3)
OH 0 CHs OH o CHy OH o) CHs
CO2CH3 “‘ “O CO2CH3
I I I OH OH  HO OH
0 o] o]
(4) (5) (6)
CHs OH o CHg OH o OH 0 OH
COLCH;3 I I I [ [ l
HO OH HO OH “ CHoOH
o}
(7) (8) (9)

Figura 7. Compuestos antraquinénicos presentes en las raices de Aloe spp (Wyk et al., 1995; Colli,
2014; Howaida et al., 2009).
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Figura 8 Compuestos de diferente naturaleza quimica presentes en las raices de Aloe spp (Wyk et
al., 1995; Colli, 2014; Howaida et al., 2009)

1.5.3 ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE Aloe Vera

Estudios in vitro han demostrado el efecto antiviral de las antraquinonas emodina (19), reina
(20), aloemodina (9) y crisofanol (1) contra el virus de herpes simple tipo | (VHS-I), herpes
simple tipo Il (VHS-II), rabia, citomegalovirus (CMVH), varicela zéster (VVZ), virus de
encefalitis Japonés (VEJ) e Influenza A. (Shih-Wen et al., 2014) Figura 9. Estudios

preliminares han sugerido la bioactividad de extractos de A. vera contra el virus de

18
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inmunodeficiencia humana (VIH) estimulando la produccién de células CD4. Otros
experimentos sugieren que extractos metandlicos de A. vera incrementan la produccion de
IFN-a2 que son proteinas segregadas por el sistema inmune como respuesta a patdégenos,

tales como virus (Weiyang et al., 2012, Shih-Wen et al., 2014).

OH o OH oH o OH
HaC” il *I il ~OH i‘ +. i‘ SCH,
o o}

(1)

(19)

OH o] OH OH o OH
(o] o OH
) (20)

Figura 9. Antraquinonas de Aloe vera con actividad antiviral (Shih-Wen et al., 2014).

Ademas, extractos de flores, hojas y raiz de A. hijazensis han mostrado actividad antiviral
contra el paramixovirus aviar tipo | (APMV-1) y el virus de influenza A (H5N1) con IS> 60
(Howaida et al., 2009).

Recientemente el grupo de investigacion de la Dra. Rocio Borges del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan en colaboracion con el grupo de trabajo de la Dra.
Guadalupe Ayora del Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” realizaron
la evaluacién antiviral de 25 moléculas de diferente naturaleza quimica, encontrandose
antraquinonas, naftoquinonas, triterpenos y bencilsulfurados contra la cepa del virus de
influenza A/Yucatan/2370/09. A partir de este estudio se encontré el potencial bioactivo de
compuestos quinénicos. En el cuadro 3 se presentan los resultados de la actividad antiviral
de los compuestos antraquinénicos evaluados a nivel post-tratamiento. Los compuestos VI,
VIIl 'y Xl son derivados sintéticos del compuesto | conocido comUnmente como

Aloesaponarina | (ASI). EI compuesto Il conocido comunmente como Aloesaponarina |l
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(ASII) es un derivado natural descarboxilado del compuesto I. De forma general se observo
gue las modificaciones estructurales del compuesto | tales como acetilacion (Compuesto
X1l) y O-glucosilacion (Compuestos VII y VIII) contribuyeron a disminuir su actividad
citotoxica, asi mismo el compuesto VIl resulté ser mas activo (R. Borges, comunicacion
personal, Febrero 2014; Colli, 2014). Con base en estos resultados, el objetivo de este
trabajo fue realizar modificaciones estructurales de Aloesaponarina | y Il que potencien su

actividad antiviral.

Cuadro 3. Actividad antiviral de compuestos antraquinénicos contra el virus de la influenza

A(H1IN1)pdmO09 en el ensayo de reduccién del efecto citopatico a nivel post-tratamiento.

POSTRATAMIENTO
ESTRUCTURA CITOTOXICIDAD AlYucatan/2370/09
MOI=0.001
COMPUESTO CCso (uM) Clso (uM) 1S
OH O CH; O
| O‘O O/CH3 89.74 >20.03 <4.48
CH
(0]
Xl CH (o]
OAc O s 81.27 >12.86 <6.31
20008
QAc
(0]
11:X11 (1:1) OH O  CcH, OH 0 OH 156.85 >47.70 <3.28
L, oo
(o] (o]
Vil o o oo >155.72 7.78 >20.01
3
CH,
-~
OO s,
o, OH
0 OAc
AcO
Vil H Ohe >210.92 >210 1
OH O CH; O
CHs
-~
OO
0 OH
o OH
H HO OH

CCs, = Concentracion citotoxica media, Cls,= Concentracion inhibitoria media, 1S= Indice de selectividad
MOI= Multiplicidad de infeccién. Compuestos: | (Aloesaponarina l), Il (Aloesaponarina Il), VIl y VIII (derivados O-glucosilados
de Aloesaponarina l), XI (Aloesaponarina | diacetilada) y Xl (metoxicrisantina).
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1.6 DERIVATIZACION QUIMICA

Los compuestos con grupos acidos, metoxilos y O-glucosilos tienen amplio espectro de
bioactividad y aplicaciones en la industria farmacéutica, pueden encontrarse de forma
natural en plantas, hongos y otros microorganismos. La importancia que tienen estos
compuestos en procesos bioldgicos ha estimulado el interés cientifico en el desarrollo de
métodos sintéticos (Bernini et al., 2011; Gupta et al, 2002; Wang, 2010).

1.6.1 HIDROLISIS

Los derivados esterificados estan presentes como profarmacos, productos naturales y
compuestos sintéticos, son frecuentemente usados en la protecciéon de grupos carboxilo y
alcoholes. La hidrélisis de ésteres puede llevarse a cabo en condiciones acidas, basicas o
mediante enzimas (Goverdina et al., 2013).

La hidrdlisis catalizada en condiciones &cidas es un proceso inverso a la esterificacion de
Fisher, y es un sistema menos reactivo que la hidrdlisis basica. Por lo que, debido a que se
tiene un nucledfilo débil y un electréfilo pobre, es necesario activar el éster mediante la
protonacion del carbonilo haciéndolo mas electrofilico (Wade, 2004). En la figura 10 se

presenta el mecanismo de accién general de la hidrélisis 4cida.
/H

O/—\H + o]
—_—

H H
&~ (6/
| — ] — .
2 O-CH,
0-CH;, ‘% 0-CH;z 2 O-CH. ;
H,0

9H2  H,0
N

H
O/ O/ e +
CH,OH
TN ——— + —
+ O—CH;
O-CH; H \,| 'zea oH
O-H OH, H

Figura 10. Mecanismo de reaccion de la hidrolisis de ésteres en condiciones 4cidas. Se observan
cuatro etapas principales: la protonacion del éster, la adicion nucleofilica del agua al carbonilo, el
equilibrio acido base que conduce a la transformacion del metéxido en un buen grupo saliente, por

ultimo la eliminacion del metanol y formacién de un acido carboxilico (Wade, 2004).
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La hidrolisis basica de ésteres también conocido como saponificacién implica la disolucion
de los reactantes éster e hidroxido (KOH, NaOH, LiOH) en soluciones acuosas o mezclas
de agua con disolventes organicos como metanol, etanol, tetrahidrofurano, dioxano y
dimetoxietano. La reaccion es llevada a cabo en condiciones de exceso del hidroxido
seleccionado usualmente entre 0.1 N a 2 N. En presencia de calor o a temperatura ambiente
en un periodo de tiempo entre 30 min hasta 24 h o més. La velocidad de reaccion es
alterada por efectos estéricos asi como interacciones de los reactantes con el disolvente.
Asi mismo, la reaccion nucledfilica entre el hidroxido (OH-) y el éster electrofilico en un
medio acuoso involucra una gran energia de desolvatacion, debido a que el ion de hidréxido
es fuertemente solvatado por las moléculas de agua. Por ello, el uso de disolventes

apréticos puede aumentar la velocidad de reaccion (Theodorou et al., 2007).

En la figura 11 se describe el mecanismo de reaccion general de hidrélisis basica (Wade,
2004). Esta reaccion ha reportado rendimientos del 90-70 % y es un método simple, rapido

y menos costoso (Theodorou et al., 2007).

0
) ) i i
- —
WH 2 ‘ et 'El)J\gH/—\OCHa iﬁ_)’ko orer

O-H

Figura 11. Mecanismo de reaccion de la hidrdlisis de ésteres en condiciones basicas. Se observan
tres pasos importantes: el ataque nucledfilico del hidroxido al carbonilo del éster rompiendo el
enlaces 1 y formando un intermediario tetraédrico. Posteriormente la eliminacién del grupo saliente
alcoxido RO- que da lugar a la formacion del acido carboxilico. Finalmente, ocurre una rapida

transferencia de protones altamente exotérmica formando el i6n carboxilato y metanol (Wade, 2004).
1.6.2 METILACION

Los compuestos O-metilados son de importancia farmacocinética debido a que llegan a ser
mas resistentes al metabolismo hepatico y muestran un alto grado de absorcion intestinal,
ademas algunos estudios han demostrado que estos compuestos pueden ser mas

bioactivos que sus derivados hidroxilados (Bernini et al., 2011).

La metilacion de compuestos fendlicos ocurre en las rutas biosintéticas de las plantas,

microrganismos y mamiferos a través de enzimas O-metil transferasas. Quimicamente la
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reaccion se lleva a cabo mediante agentes alquilantes como diazometano, sulfato de
dimetilo, yoduro de metilo y carbonato de dimetilo (Lamoureux y Agtero, 2009; Bernini et
al., 2011). Los agentes alquilantes pueden dividirse en tres categorias dependiendo de las
condiciones de reaccion; bésica, neutral o &cida. En condiciones basicas el agente
alquilante actia como electrofilo, en condiciones neutras existen diferentes posibilidades
de mecanismo de accion, donde el agente alquilante actia primero como una base
formando especies activas que rapidamente contindan con la alquilacién. Finalmente, en
medio acido actla como nucledfilo (Lamoureux y Agiero, 2009). La metilacion en
condiciones basicas o0 neutras generalmente son irreversibles, mas selectivas y pueden

proporcionar altos rendimientos de reaccién (Lamoureux y Aglero, 2009).

La reacciébn de metilacion utilizando sulfato de dimetilo como agente alquilante en
condiciones basicas es conocida como metilacion de Haworth, no es quimioselectiva ya que
puede alquilar &cidos fendlicos asi como fenoles (Lamoureux y Aguero, 2009). El
mecanismo general de reaccion utilizando K.CO3 se presenta en la figura 12 (Lewis et al.,
1930; Wade, 2004).

o
AN A
O-H B o Uc.o— S——0-CH, OCH;
I
—_—

Figura 12. Reaccién general de la metilacion de compuestos fendlicos en condiciones basicas
(Bernini et al., 2011). La desprotonacién del grupo fenilo por la base produce un alcéxido de
potasio, el cual actia como un nucledfilo fuerte que reacciona con el sulfato de dimetilo para dar
lugar al éter de arilo como producto final de reaccion. Asi mismo, se obtiene sulfato de potasio como

subproducto y el carbonato de potasio excedente (Wade, 2004).
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1.6.3 O-GLUCOSILACION

Existen varias condiciones de reaccion para la formacion de derivados aromaticos O-
glucosilados, siendo las mas prometedoras las denominadas reacciones de transferencia
de fases o reaccion catalitica bifasica acuosa. Este método es utilizado cuando se necesita
mezclar una serie de reactivos que no son solubles en el mismo disolvente. Esto ocurre
cuando uno de los reactivos es un anion (fenolato desprotonado) soluble en agua pero no
en disolventes orgénicos, y el otro reactivo es un compuesto organico que no puede ser
soluble en agua (bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-glucopiranosa en CH-Cl,). De este
modo, el sistema esta formado por dos disolventes inmiscibles entre si, que muestran poca
tendencia a reaccionar por estar en fases separadas. Para que la reaccién tenga lugar es
necesaria la adicién de un agente de transferencia (agentes cataliticos), como son las sales
cuaternarias de amonio, las cuales son solubles en ambas fases. Esta sal de amonio forma
un par iénico lipofilico con el fenolato desprotonado, y no interfiere en la reactividad del
fenolato, y de esta forma migra a la fase organica permitiendo la reaccién con el haluro de
glicésido. El par iénico formado entre el agente de transferencia y el anidbn se encuentra
débilmente asociado, favoreciendo la reaccion con la molécula organica. Puesto que la
reaccién procede via un mecanismo SN; ocurre la inversién estereoselectiva del centro
anomérico del azucar (Figura 13) (Yu y Sun, 2010; Jacobsson et al, 2006; Gupta et al,
2002).
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Figura 13. Mecanismo de la reaccion de O-glicosilacion de antraquinonas. En condiciones bésicas
acuosas los grupos hidroxilo de la antraquinona se desprotonan formando un fenéxido que actia
como ndcledfilo y reacciona con la glucosa bromada la cual se encuentra en la fase organica de
CH2Cl2 formando el derivado O-glucosilado. El bromuro de tetrabutilamonio (C1sH3sBrN) actia como

un agente de transferencia de los reactantes de una fase a otra (Yu y Sun, 2010; Wade, 2004).

La derivatizacién quimica de compuestos es una herramienta Util en la proteccion de grupos
funcionales, en el desarrollo de farmacos y/o profarmacos con propiedades
farmacocinéticas mas favorables y también en el andlisis de la relacion estructura quimica-
actividad biolégica de compuestos con una diana molecular determinada, diversos estudios
de esta indole han contribuido al disefio de farmacos antivirales. Actualmente, la influenza
es una enfermedad viral que afecta al 15 % de la poblacibn mundial y constituye un
problema de salud publica. Tras el surgimiento de cepas con potencial pandémico como el
virus de la influenza A(H1IN1)pdmO9 y la resistencia desarrollada a oseltamivir y zanamivir,

resulta necesario la investigacion de nuevas opciones a los tratamientos actuales. En un
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estudio previo se determind el potencial anti-influenza a nivel post-tratamiento de
compuestos antraquindnicos obtenidos de A. vera, por lo tanto en este trabajo se propone
la modificacion quimica de antraquinonas a partir de reacciones de metilacion, hidrdlisis y

O-glucosilacion que potencien su bioactividad y disminuyan su citotoxicidad.

HIPOTESIS

Los derivados O-glucosilados de Aloesaponarina | y Il, asi como los derivados metilados e
hidroxilados de Aloesaponarina | presentan actividad antiviral contra el virus de la influenza
A (HIN1)pdmO09 a nivel post-tratamiento.

JUSTIFICACION

La influenza o gripe es una enfermedad viral de distribucion mundial que cada afio afecta
al 15 % de la poblacién mundial y provoca miles de muerte. Es ocasionada por tres tipos
de virus: virus de la influenza A, B y C, de los cuales los virus de la influenza A debido a su
constante variacion antigénica son considerados de alto potencial pandémico y representan
un problema de salud publica. Durante el 2009 ocurri6 la primera pandemia del siglo XXI
ocasionado por la cepa A(HLN1)pdmO09 la cual es resultante de la re asociacién de
segmentos genéticos de origen aviar, porcino y humano, asi mismo una mutacion en el gen
de la M2 le confiere resistencia a los antivirales amantadina y rimantadina, por lo tanto, la
FDA ha recomendado el uso de los farmacos inhibidores de la neuraminidasa como
principal tratamiento de la Influenza A. Sin embargo, a pesar que la mayoria de las cepas
de virus de la influenza A y B son susceptibles a oseltamivir, se han reportado casos
aislados de infeccion por influenza A(H1IN1)pdmO9 resistente a oseltamivir, asociado a la
mutacion H275Y en el gen de la neuraminidasa. Esta problematica ha motivado a la
busqueda de nuevas opciones al tratamiento actual, a través del desarrollo de farmacos

mas eficaces y con menos efectos toxicos (CDC, 2014).

Una fuente de productos bioactivos de potencial farmacéutico son las plantas medicinales,
entre ellas Aloe vera, esta especie posee un amplio espectro de propiedades terapéuticas
contra diversos patdgenos y se caracteriza fitoquimicamente por la presencia de
abundantes antraquinonas algunas de las cuales han demostrado tener actividad antiviral,

no obstante, son escasos los reportes de la evaluacion de quinonas contra el virus de la
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influenza. En estudios in vitro previos, se evidenci6 el potencial bioactivo de quinonas contra
el virus de la Influenza A, particularmente se observé que la modificacion estructural de
compuestos antraquindnicos poco activos pueden incrementar su actividad y disminuir su
citotoxicidad, por ello, para comprender mejor la relacion entre la estructura quimica y la
actividad bioldgica de este tipo de compuestos, en este trabajo se realizo la derivatizacion
quimica de Aloesaponarina | y Il aisladas de A. vera y se evalu6 contra el virus de la
Influenza A(HIN1)pdmO9.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

= Determinar el efecto de los grupos O-glucosilo, carboxilo, metilo e hidroxilo de los
compuestos aloesaponarina | y aloesaponarina Il en la actividad antiviral contra el

virus de la influenza A (HLN1)pdmQ9 a nivel post-tratamiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Aislar y purificar aloesaponarina | y Il a partir del extracto de acetato de etilo de A.
vera.

= Realizar la derivatizacion quimica que incluye la O-glucosilacion de aloesaponarina
| y Il asi como metilacién e hidrdlisis de aloesaponarina I.

= Purificar y elucidar los derivados quimicos de aloesaponarina | y Il por diversos
métodos cromatograficos, espectroscopicos y espectrométricos.

= Evaluar la citotoxicidad in vitro de aloesaponarina | y Il asi como sus derivados
quimicos contra células de rifibn canino madin darby (MDCK).

= Evaluar la actividad antiviral in vitro de aloesaponarina | y Il asi como sus derivados
guimicos contra las cepas A/Yucatan/2370/09 y A/México/InDRE797/10 (HIN1) a
partir del ensayo de reduccién del efecto citopatico a nivel post-tratamiento y ensayo

de reduccion de placa.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Raices secas de
Aloe vera (RAV)

Maceraciéon con MeOH
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Figura 14. Diagrama de la estrategia experimental.
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CAPITULO Il

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS | Y Il PRESENTES
EN LAS RAICES DE Aloe Vera Y SUS DERIVADOS SEMISINTETICOS.

2.1 INTRODUCCION

Las antraquinonas constituyen una clase importante de compuestos naturales y sintéticos
derivados de un nucleo estructural 9,10-dioxoantraceno (Chien et al., 2015). Se pueden
encontrar como metabolitos secundarios de plantas, hongos y algunos insectos
biosintetizados por la via de los policetidos o shikimato (Geesler et al., 2013). Muestran
amplio espectro de bioactividad como laxantes, antimicrobianos, agentes antiinflamatorios,
anticancerosos, anti-osteoporéticos, citotoxicos, antioxidantes, inmunomoduladores,
diuréticos, insecticidas y fungicidas. Sin embargo, a altas concentraciones algunas
antraquinonas pueden conducir a efectos téxicos mutagénicos y carcigénicos. En la
industria textil, son ampliamente utilizados como colorantes naturales para fibras naturales
y sintéticas, mientras que en la microelectrénica tienen aplicaciones como semiconductores
(Hussain et al., 2015).

Por otra parte, la modificacion quimica de moléculas activas, permite comprender la
relacién estructura-actividad asi como los grupos funcionales implicados en la actividad
detectada, es decir, el farmacdforo de dicha estructura. Otras ventajas de la modificacion
guimica es la disminucién de toxicidad con el consecuente aumento de especificidad al
blanco terapedutico. La NA viral es una diana molecular y su sitio activo esta conformado por
8 residuos aminoacidicos altamente conservados en los virus de la Influenza A y B, los
cuales potencialmente pueden interaccionar a través de enlaces de hidrégeno, covalentes,
hidrofébicos o ibnicos con grupos acidos carboxilicos, acetilamino, hidroxilo y

particularmente dobles enlaces de moléculas mimicas al 4cido sialico (Itztein, 2012).

En el presente capitulo se describe las reacciones de metilacion e hidrélisis del compuesto
| y O-glicosilaciéon de los compuestos | y II, asi como su identificacion por RMN-'H. Los
compuestos novedosos se analizaron adicionalmente por RMN-2C y RMN-2D: HSQC vy
HMBC.
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2. 2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 PROCEDIMIENTOS GENERALES

Para la molienda y secado del material vegetal se utilizé un molino con un tamafio de malla
de 5 mm de didmetro y una camara de secado con focos de 40 watts manteniendo una

temperatura de 60°C.

Los disolventes utilizados en laboratorio fueron de grado industrial los cuales se destilaron
en laboratorio y grado reactivo analitico. Para el proceso de secado del extracto crudo y de
las fracciones asi como la recuperacion de los disolventes se utilizd un evaporador rotatorio

marca Buchi RE111 equipado con un bafio de agua a 35 °C.

Para el analisis cualitativo por cromatografia de capa delgada (CCD) se utiliz6 placas
cromatografias con soporte de aluminio impregnadas con gel de silice 60 Fzs4, de 0.20 mm
de grosor (Merck). Los componentes separados por CCD se visualizaron bajo UV de onda
corta (254nm) y onda larga (360nm); y por deteccion quimica utilizando una solucion al 4 %
de acido fosfomolibdico con trazas de sulfato cérico en H.SO4 al 5 % y el reactivo de
Borntrager (Solucion de NaOH al 5% en Etanol). En la separacion por cromatografia en
columna liquida al vacio (VLC) se utilizé gel silice 60 A con un tamafio de particula de 2-25

um de grosor (Sigma-Aldrich).

En la separacién por cromatografia en columna “Flash” de mediana presién se utilizé gel
silice 60 A de 0.040-0.063 mm (Merck), la elucién se llevo a cabo aplicando presién en la
cabeza de la columna. Para la cromatografia en columna de exclusion molecular se emple6
Sephadex LH-20 (Pharmacia, Fine chemicals) con un tamafio de particula 25-100 pm.

Adicionalmente, se utiliz6 silice C18 en la cromatografia de fase reversa.

En las reacciones de derivatizacion quimica del compuesto | se utilizaron los siguientes
reactivos:

La hidrdlisis se realizé utilizando pellets de hidréxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich). La
metilacion se llevd a cabo utilizando sulfato de dimetilo (C:HsO4S, Sigma-Aldrich),
carbonato de potasio (K2COs, Fermont) y acetona grado HPLC. Para llevar a cabo la

reaccion de O-glucosilacion se utilizd bromuro de tetrabutilamonio (CisHssBrN, Sigma-
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Aldrich), diclorometano anhidro (CH.Cl,, Sigma-Aldrich), bromuro de tetra-o-acetilglucosa
(C14H19BrOg, Sigma-Aldrich) e hidroxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich).

En la identificacion y caracterizacion estructural de las moléculas purificadas se utilizé
espectroscopia de RMN-1D y 2D empleando un espectrémetro Bruker Avance 400 (400
MHz) y Varian (600 MHz); los desplazamientos quimicos (8) se reportaron en partes por

millén (ppm).

2.2.2 EXTRACTO CRUDO METANOLICO Y MATERIAL VEGETAL

El extracto crudo metandlico de A. vera (RAV-MeOH) fue proporcionado por el laboratorio
de quimica organica del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatdn de colectas
subsecuentes realizadas en la localidad de Maxcanu, Yucatan en el mes de mayo de 2010.

Adicionalmente se colectdé material vegetal de raices de A. vera en el municipio de Halachd,
Yucatan en el mes de mayo de 2015. El material vegetal fue depositado en una camara de
secado a una temperatura de 60 °C durante 72 h. Posteriormente se realizé la molienda

con un tamafio de malla de 5 mm de didmetro, obteniendo 1.36 kg de raiz de A. vera.

2.2.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS

El extracto de acetato de etilo de raiz de A. vera se obtuvo utilizando dos metodologias:

40.6 g de extracto metandlico de raiz de A. vera (RAV-MeOH) se re-suspendié en una
mezcla de MeOH/H20 (7:3) y se fracciond por particion liquido-liquido con acetato de etilo
(AcOEt) hasta el agotamiento (4 x 300 mL), la fracciébn orgénica y acuosa fueron
concentrados a 40 °C bajo presion reducida para eliminar el disolvente, se obtuvo 17.34 g
de la fraccién de acetato de etilo (RAV-A) y 23.26 g de la fraccién acuosa (RAV-B).En la

figura 15 se presenta el esquema de fraccionamiento de RAV-MeOH.
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Extracto metanélico
(RAV-MeOH)
(40.60 g)

Particion liquido-liquido
con AcOEt

Extracto de AcOEt (RAV-A)
(17.34 g/ 42.71 %)

Extracto de MeOH / H20 (RAV-B)
(23.259g/57.28 %)

Figura 15. Método | de obtencién del extracto de acetato de etilo (RAV-A)

Por otra parte, se realiz6 la maceracion de 1 kg de raiz seca y molida de A. vera con AcOEt

hasta el agotamiento (5 x 4 L). El disolvente se elimind en un evaporador rotatorio a presion

reducida y se obtuvo 38.8 g de extracto de acetato de etilo (RAV-A1). Figura 16.

Raices secas de Aloe vera

(1Kg)

Maceracion con AcOEt

Extracto de AcOEt (RAV-A1)
(38.80g/3.88 %)

Figura 16. Método Il de obtencién del extracto de acetato de etilo (RAV-Al)
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2.2.4. OBTENCION DE COMPUESTOS ANTRAQUINONICOS
2.2.4.1 PURIFICACION DEL COMPUESTO |

17.34 g de extracto de acetato de etilo (RAV-A) se fracciond por cromatografia liquida al
vacié (VLC) utilizando un percolador de 10 cm de diametro y 8 cm de altura eluida en el
sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente y de polaridad ascendente. Se recolectaron 15
fracciones de 200 mL aproximadamente cada una (RAV-B1-RAV-B15). La subfraccion
RAV-B8 (350 mg) se fracciond por columna “Flash” con un diametro de 2 cm y una altura
de 32 cm empleando el sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente, se recolectaron 177
fracciones de 3 mL cada una, que se reunieron en 5 subfracciones (RAV-D1-RAV-D5). La
subfraccién RAV-D2 (302.3 mg) se purifico por columna “Flash” con un diametro de 2.5 cm
y una altura 32 cm empleando el sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente de polaridad
ascendente, obteniéndose 6 subfracciones (RAV-AE1-RAV-E6). En la subfraccion RAV-
AE3 (167.4 mg) se purificé el compuesto | con un rendimiento de 0.96 % (Figura 17).
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Extracto de AcOEt
(RAV-A)
17.3421 g
CC VLC
Hx-AcOEt

15 fracciones

:

RAV-ABS
CC Flash
Hx-AcOEt
5 fracciones
RAV-AD2
CC Flash
Hx-AcOEft

6 fracciones

I

RAV-AE3
COMPUESTO |
(167.4 mg / 0.96 %)

Figura 17. Diagrama de aislamiento del compuesto | a partir de RAV-A

Por otra parte, 38.8 g de extracto de acetato de etilo (RAV-Al) se fraccion6 por VLC
utilizando un percolador de 8 cm de didmetro y 7 cm de altura, se utilizé6 como fase movil el
sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente de polaridad ascendente (70:30, 60:40, 50:50,
100 %) y MeOH al 100%. Se obtuvieron 5 fracciones de 500 mL aproximadamente cada
una (RAV-A2B1-RAV-A2B5). Por cromatografia en capa fina y comparacién con un
estandar se observo que la fraccion RAV-A2B2 estaba enriquecida con el compuesto I. La
subfraccién RAV-A2B2 (2.80 g) se fraccion6 por columna “Flash” con un diametro de 4 cm
y una altura de 30 cm empleando el sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente (80:20,
70:30, 60:40, 50:50, 100 %) y MeOH al 100%, se recolectaron 40 fracciones de 20 mL
aproximadamente cada una, que se reunieron en 4 subfracciones (RAV-A2C1-A2C4). La

subfraccién RAV- AC4 (681 mg) se fraccion6 por columna “Flash” con un diametro de 3 cm
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y una altura 30 cm empleando el sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente, se obtuvo
60 fracciones que se recolectaron por similitud quimica en 5 fracciones (RAV-A2D1-A2D5).

La subfraccion RAV-A2D (350 mg) se fracciono por columna “Flash” con un didmetro de 2.5
cm y una altura de 30 cm empleando el sistema de disolvente Hx-AcOEt a gradiente de
polaridad ascendente, se obtuvieron 36 fracciones que se recolectaron en 4 subfracciones
(RAV-A2E1-A2E4). En la subfraccion RAV-A2E2 (52.7 mg) se purific6 el compuesto I.
Posteriormente la fraccion RAV-A2E1 (250 mg) fue fraccionada por cromatografia en
columna “Flash” con un diametro de 2 cm y una altura de 30 cm utilizando el sistema de
disolvente Hx-AcOEt a gradiente de polaridad ascendente, obteniendo 19 fracciones que
se recolectaron en 4 subfracciones (RAV-A2F1-A2F4), en la subfraccion RAV-A2F3 se

purificd el compuesto | con un peso de 70 mg (Figura 18).

En total se logré purificar 122.7 mg del compuesto | con un rendimiento de 0.32 %.
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Extracto de AcOEt
(RAV-A1)
38.8¢g
ccVvLC
Hx-AcOEt
5 fracciones
v
RAV-A2B2
(2.80 9) CC Flash
Hx-AcOEt
4 fracciones
RAV- AC4
681
( mg) CC Flash
Hx-AcOEt
5 fracciones
RAV-A2D
350
( mg) CC Flash
Hx-AcOEt
4 fracciones
A 4
| | CC Flash
COMPUESTO | v Fix-AcOEt
RAV-A2E2 RAVAZET |l 4 fracciones |  COMPUESTO I
(52.7 mg) (250 mg) RAV-A2F3 (70 mg)

Figura 18. Diagrama de aislamiento del compuesto | a partir de RAV-Al

2.2.4.2 PURIFICACION DEL COMPUESTO Il

33.5 mg de una muestra enriguecida del compuesto Il se fraccion6 mediante cromatografia
“Flash” en una columna de 1 cm de diametro y 33 cm de altura, utilizando silice gel como
fase estacionaria y el sistema de disolvente Hx-An a gradiente de polaridad ascendente
(100% Hx, 95:5, 90:10, 80:20 y 70:30). Se obtuvieron 66 fracciones que se reunieron en 3
subfracciones (SRa-SRc). En la fraccion SRb se obtuvé el compuesto Il (30.4 mg, 90.7 %)

como un precipitado naranja intenso (Figura 19).
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Muestra
enriquecida
(SC-11)
33.5.mg
CC Flash
Hx-An

Y

3 fracciones

l

SRb
COMPUESTOII
(30.4 mg/ 90.7 %)

Figura 19. Diagrama de aislamiento del compuesto II.

2.2.5 DERIVATIZACION QUIMICA DEL COMPUESTO | Y COMPUESTO II.

A partir de los compuestos | y Il se obtuvieron los derivados hidrolizados, metilados, y O-
glucosildos que se presentan en la figura 20. Los compuestos IlI-VIII se derivaron del
compuesto |, mientras que el compuesto IX se derivé del compuesto Il. Cabe resaltar que
los compuestos VIl y VIII se proporcionaron por el Laboratorio de Quimica de Productos
Naturales del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan. El procedimiento de las
reacciones se detalla en las secciones posteriores. Los derivados quimicos fueron

purificados y elucidados por técnicas cromatogréaficas y espectroscépicas.
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Hidrolisis basica - O-glucosilacion

i Compuestolll | Compuesto VI
COMPUESTO | Metilacion | | Hidrolsis
Aloesaponarina | (ASI) |_CompuestolV_| CompuestoV

Lo-gfucosifacién

—1 Compuesto VIl | Hidrolisis acica | Compuesto VIIl |

O-glucosilacién
COMPUESTO Il | =g e o mpuesto X |

Aloesaponarina Il (ASII)

Figura 20. Esquema de reacciones de derivatizacion quimica de los compuestos | y II.

2.2.5.1 HIDROLISIS DEL COMPUESTO |

OH O CHy O OH © CH; O
_CHs NaOH 2M
o > OH
OH OH
o) o)

Compuesto | Compuesto Il

Figura 21. Reaccién general de obtencion del compuesto 1.

En un matraz bal6n de 25 mL se adicion6 50 mg del compuesto | y se agregd 2 mL de la
solucién de NaOH 2M poniendo el sistema a agitacion constante y a reflujo (70 °C) por 24
h, al término de este tiempo se agreg6 10 mL de agua destilada y 5 mL de una solucién de
HCI 2 M acidificando el medio acuoso (Figura 21). El producto se extrajo con diclorometano
(CH.CIy) (3 X 50mL) y con AcOEt (1x 50 mL) hasta observarse el agotamiento del color
amarillo en la fase acuosa. La fase organica se seco con sulfato de sodio anhidro (Na>SO.)
y se concentrd a presion reducida en un rotaevaporador. El producto de reaccion (47.4 mg)
fue purificado por cromatografia de exclusion molecular utilizando sephadex LH40 como
fase estacionaria y MeOH al 100 % como eluyente, en una columna de 3 cm de diametro y

59 cm de altura. Se obtuvieron 62 fracciones que se recolectaron en 5 subfracciones (RAV-

38



Capitulo Il

RX1B-RAV-RX1B5). En la fraccion RAV-RX1B4 se purificé un producto en forma de polvo
rojo denominado compuesto Il con un peso de 37.7 mg y un rendimiento del 79.2 %.

2.2.5.2 REACCION DE METILACION DEL COMPUESTO |

OH OCH,
K,CO3/ (CH;0),80,

0 CH; O 0 CH; O
CH CH,
o” o~
70°C/2h
OH OCH;
0

(0]

Compuesto | Compuesto IV

Fig. 22. Reaccion general de obtencién del compuesto IV

En un matraz balén de 25 mL se adicion6 52.7 mg del compuesto | y se disolvié en 20 mL
de acetona (An), posteriormente se adicioné 400 mg de carbonato de potasio (K2S0O4) y se
dejoé en agitacion constante por 10 minutos hasta observarse la completa disolucion de la
muestra, después se adiciond 2 mL de sulfato de dimetilo (C2Hs04S) vy el sistema se dej6 a
agitacion constante y a reflujo a una temperatura de 70 °C por 2 h (Figura 22), al término
de este tiempo el producto crudo de metilacion fue extraido con CH.Cl, (4 x 50 mL), la fase
organica se secO con Na;SOs; y el disolvente se evaporé a presion reducida en un
rotaevaporador. El producto de reaccién (139.6 mg) se purificé por cromatografia en
columna “Flash” de 1 cm de diametro y 30 cm de altura, se utiliz6 el sistema de disolventes
Hx-AcOEt a gradiente de polaridad ascendente (100%, 90:10, 70:30, 50:50) y MeOH al 100
%. Se obtuvieron 12 fracciones que se recolectaron en 3 subfracciones (RAV-RX2A-RAV-
RX2C). En la fraccion RAV-RX2A (21.3 mg) se obtuvo el producto de metilacién en forma
de cristales amarillos denominado compuesto IV con un peso de 25.6 mg y un rendimiento
del 48.14 %. En un estudio previo se obtuvo un mayor rendimiento de reaccién (79 %) en
la metilacion del compuesto | utilizando Yoduro de metilo (CHsl) como agente alquilante
(Colli, 2014).
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2.2.5.3 REACCION DE HIDROLISIS DEL COMPUESTO IV

OCH; O CH; O
OCH; O CH (e}
NaOH 2M : :
_-CH;
(o] o
OH
70°C/ 24 h
OCH; OCHj
(o] (o}
Compuesto IV Compuesto V

Fig. 23. Reaccion general de obtencién del compuesto V

En un matraz balén de 50 mL se adicion6 98.4 mg de cristales del compuesto IV en 20 mL
de Etanol (C2HsOH), posteriormente se adicion6é 10.5 mL de NaOH 2M y el sistema se puso
en agitacion constante a 70 °C durante 24 h (Figura 23). Posteriormente, el pH basico del
medio se ajust6 con 15 mL de una solucién acuosa de HCI 1M y se adicioné 40 mL de agua
destilada, el producto de reaccién se extrajo con CHCl, (3 x40 mL) y con AcOEt (1x 40
mL). La fase organica se sec6 con NaSOa, se filtr6 y concentr6 a presion reducida en un
rotaevaporador. El producto crudo de reaccion (80 mg) se purific6 mediante una columna
VLC de 2.7 cm de didmetro y 5.5 cm de altura utilizando como fase estacionaria silice de
fase reversa C18 y como sistema mévil MeOH:H,O a gradiente de polaridad descendente
(2:3, 3:2). Se obtuvieron 50 fracciones que se reunieron en 3 subfracciones (de RX5-1 a
RX5-3). La fraccion RX5-2 (50 mg) enriquecida con el producto de reaccion se purificd
mediante cromatografia de exclusion molecular utilizando Sephadex LH-40 activada con
MeOH al 100% en una columna de 1 cm de didmetro y 40 cm de altura. Se recolectaron 50
fracciones que se reunieron en 3 subfracciones (de RX5b-1 a RX5b-3), en la fraccion RX5b-
2 se purificd 7 mg de un producto precipitado de coloracién amarillo denominado compuesto

V, con un rendimiento de reaccion de 7.42 %.
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2.2.5.4 REACCION DE O-GLUCOSILACION DEL COMPUESTO Il

H AcO

CH2C12

Compuesto Il

Compuesto VI

Fig. 24. Reaccion general de obtencion del compuesto VI

En un sistema Schlenk se adicion6 32.6 mg del compuesto lll, el sistema se puso a presiéon
de vacio por 15 minutos, posteriormente se adicioné 6.48 mg de bromuro de
tetrametilamonio (C1sH3sBrN) y se puso a vacio por 15 minutos, al término de este tiempo,
se adicioné 3 mL de CH.Cl, anhidro, 0.2 mL de una solucion acuosa de NaOH al 5%y 2.8
mL de agua destilado para tener una relacion 1:1 de disolvente organico: agua. El sistema
se puso a vacio por 15 minutos y al término de este tiempo en un ambiente de nitrégeno se
adicion6é 39 mg de bromuro de tetra-o-acetilglucosa (C14H19BrOg) disuelta en 2 mL de
CHCl, anhidro. Finalmente se adicion6 2 mL de agua destilada para tener una relacion 1:1
de CH:Cl;:H;0. El sistema se sell6 para mantener el ambiente de nitrégeno y se dejo en
agitacion constante a temperatura ambiente por 42 h. (Figura 24). Para recuperar el
producto de reaccién se adicion6 2 mL de HCI 1 My 12 mL de agua destilada obteniendo
una mezcla ligeramente acida, el producto se extrajo con CH.Cl, (5 X 50 mL) hasta
observarse agotamiento del color amarillo de la fase acuosa. La fase organica se seco con
NaxSO., se filtrd y concentrd a presidon reducida en un rotaevaporador. El producto crudo
(87.2 mq) se purificé por cromatografia liquida al vacio VLC en una columna con didmetro
de 2.7 cm y una altura de 4.5 cm, utilizando como fase estacionaria silice en fase reversa
C-18 y un sistema de elucion isocratico ACN: H20 (3:2). Se obtuvieron 120 fracciones de
aproximadamente 4 mL cada una, que se reunieron en 5 subfracciones (RAV-RX4A-RAV-
RX4E), en la fraccion RAV-RX4B se purifico 10.2 mg del producto de O-glucosilacion
denominado compuesto VI en forma de cristales de color amarillo, con un rendimiento de

reaccion de 14.84 %.
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2.2.5.5 REACCION DE O-GLUCOSILACION DEL COMPUESTO I

OH (0] CH;, OH O CHs
Ci6H36NBr
O‘O C14H1BIO, O‘O O.H L
OH KOH o =
0 OAc
@]
OAc

CH,Cl, —
H C

Compuesto Il
Compuesto IX

Fig. 25. Reaccion general de obtencién del compuesto IX.

En un recipiente Schlenk se adicion6 25.6 mg del compuesto I, el sistema se puso a
agitacion constante y a presion de vacio durante 15 minutos, posteriormente se adicion6
6.5 mg de bromuro de tetrametilamonio (Ci6H3sBrN) y se aplicé vacio por 15 minutos, al
término de este tiempo se agreg6é 3 mL de CH.Cl, anhidro, 0.2 mL de una solucién acuosa
de NaOH al 5 % y 2.8 mL de agua destilada, manteniendo la proporcion 1:1 de fase organica
y fase acuosa. En atmdsfera de nitrégeno se adicion6 41.5 mg de Acetobromo a-D-glucosa
previamente disuelto en 2 mL de CH.Cl., finalmente se agreg6 2 mL de agua destilada para
mantener la proporcion 1:1 entre el CH.Clz y el H,O. El sistema se sell6 para mantener el
ambiente de nitrégeno y se dejé en agitacién constante a temperatura ambiente por 42 h.
(Figura 25). Al término de ese tiempo, se ajusto el pH de la muestra con una solucién acuosa
de HCI 2M (5mL), ocurrié un cambio en la coloracion de rojo oscuro a amarillo canario. Se
adicion6 40 mL de agua destilada a la mezcla de reaccion y se extrajo con CH.Cl, (40 mL
x 3). La fase orgéanica se secd con Na,SO., filtr6 y evaporé a presion reducida. Se
obtuvieron 32 mg de producto crudo de reaccién que se purific6 por cromatografia en
columna “Flash” utilizando como como sistema de elucion isocratico Hx:AcOEt (8:2), se
obtuvieron tres fracciones (RX6a-RX6c), en la fraccion RX6b se obtuvieron 27 mg del

compuesto IX en forma de cristales amarillos con un rendimiento del 49.9 %.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 RENDIMIENTOS DE EXTRACTOS ORGANICOS Y DEL COMPUESTO |

El extracto de AcOEt RAV-A (17.34 g) tuvo un rendimiento de extraccion de 42.71 %, a
partir del cual se obtuvo 167.4 mg del compuesto | con un rendimiento de extraccion de
0.96 %. Adicionalmente, se obtuvo 38.8 g de extracto RAV-Al con un rendimiento de
extraccion del 3.88 %, a partir del cual se purificé 122. 7 mg del compuesto | con un
rendimiento de 0.32 %. Esta diferencia en rendimientos puede deberse a que la recoleccion
del material vegetal se llevé acabo en la misma temporada seca, pero en diferente municipio
y en diferente afio. Los metabolitos secundarios se ven regulados por diferentes factores
biéticos en presencia de otros organismos vegetales, animales, microrganismos como
bacterias, hongos, virus por mencionar algunos y por factores abiéticos como estrés
ocasionado por climas extremos, inundaciones, sequias, cambio de pH, luz solar entre otras
variables dificiles de controlar. Por lo que estas variaciones pueden ocasionar un aumento
en la concentracién de otros metabolitos haciendo mas compleja la matriz vegetal y por
consiguiente dificultando la purificacion del compuesto | o disminuyendo directamente la
concentracion de este metabolito en la planta (Gouvea et al, 2012).

2.3.2 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO | (ALOESAPONARINA [)

Un total de 290.1 mg del compuesto | se aislé como cristales color naranja solubles en
cloroformo (CHCI3). En cromatografia en capa delgada (CCD) se observé a un Rf de 0.55
utilizando el sistema de disolventes Hx-AcOEt (1:1) como eluyente. Present6 una coloracion
naranja con el revelador especifico de Borntrager para quinonas y se observo fluorescencia

naranja a 365 nm.

En el espectro RMN-H del compuesto | en CDCls(Figura 26), se observan dos sefiales
simples a campo alto, el primero con un desplazamiento quimico (&) de 2.96 que indica la
presencia de un grupo metilo en posicion C1, el segundo a & 4.06 corresponde al grupo
metoxilo de un éster. En la region de los protones aromaticos (7-8 ppm) se presentan las
sefales de dos protones en acoplamiento orto y meta, cada sefal aparece como un doble
de dobletes a d 7.30 (Joro= 8.3 HZ, Jmeta= 1.0 HZ) y 2 8 7.76 (Jorto= 7.4 Hz, Jmeta= 1.1 HZ) que
corresponden a los protones H7 y H5 respectivamente. En esta misma regién se observo

un triplete a & 7.62 que corresponde al protdon H6 en acoplamiento orto (Joto= 7.9 Hz) con
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H7 y H5, y una sefial simple a & 7.78 correspondiente al protén H4. Por ultimo a campo bajo
se observan dos sefiales simples, a & 10.42 que pertenece al grupo hidroxilo en la posicién
C3yad 12.93 que corresponde al grupo hidroxilo en la posicién C8 el cual forma un enlace
de hidrégeno con el grupo carbonilo C9. Las sefiales observadas muestran similitud con los
datos reportados para el compuesto aloesaponarina | (Colli, 2014) (Cuadro 4). De esta
forma se confimé la obtencibn de la antraquinona 9,10-dioxo-9,10-dihidro-2-
antracenocarboxilato de metilo con férmula molecular de C17H120¢ y un peso molecular de
312 g/mol. Este metabolito se aisl6 por primera vez de las raices de A. saponaria Haw (Yagi,
A, et al. 1974). Aloesaponarina | puede hallarse en otras especies de Aloe como A.
maculata, A. hijazensis, A. dawei. y A. secundiflora. Se ha aislado de otras especies
vegetales como Emex spinosus, Scutia myrtina y Rubiaceae sp. También se ha aislado de
bacterias marinas del género Actinomyces sp. Ha demostrado tener actividad
antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis (Van-Wyk et al 1995; Usama et al, 2006;
Hou et al, 2009; Shan et al, 2001; Cui et al, 2006; Induli et al, 2012).
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Figura 26. Estructura y espectro de RMN-'H del compuesto | obtenido a 400 MHz en CDCls.
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Cuadro 4. Datos espectroscopicos de RMN-'H del compuesto | en comparacion con la literatura

(Colli, 2014).
Compuesto | Aloesaponarina |
Posicion RMN-1H (400 MHz, CDCls) RMN-1H (400 MHz, CDCls)
o(m,J, 1) o(m,J, 1)

3 10.43 (s, 1H, 3-OH) 10.42 (s, 1H, 3-OH)

4 7.78 (s, 1H, H4) 7.78 (s, 1H, H4)

5 7.76 (dd, J=7.5, 1.2 Hz, 1H, H5) 7.76 (dd, J= 7.4, 1.1 Hz, 1H, H5)

6 7.62 (t, J=8.2 Hz, 1H, H6) 7.62 (t, J= 7.9 Hz, 1H, H6)

7 7.30 (dd, J=8.3, 1.2 Hz, 1H, H7) 7.30 (dd, J= 8.3, 1.0 Hz, 1H, H7)

8 12.93 (s, 1H, 8-OH) 12.92 (s, 1H, 8-OH)

11 2.96 (s, 3H, H11) 2.96 (s, 3H, H11)

13 4.06 (s, 3H, H13) 4.06 (s, 3H, H13)

2.3.3 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO Il (ALOESAPONARINA 1)

Se purificaron 30 mg del compuesto Il a partir de fracciones enriquecidas. EI compuesto |l
se purific6 como cristales naranja solubles en acetona. En cromatografia de capa delgada
se observé a un Rf = 0.23 utilizando la fase mévil Hx:An (8:2), en el revelador Borntrager

se observo como una banda naranja intenso y present6 fluorescencia naranja a 365 nm.

En el espectro de RMN-'H del compuesto Il en (CD3).CO se observé a campo bajo una
sefial simple a & 13.03 que integra para el proton del grupo —OH en posiciéon C-8, el
desplazamiento quimico de esta sefal se debe a que el protdn se encuentra comprometido
en un enlace hidrogeno con el grupo carbonilo en posicion C9. Por otra parte en la seccion
aromatica, entre 7-8 ppm se observaron 5 sefiales: un multiplete a 67.71 que integran para
los protones H6 y H7, dos sefiales dobletes a & 7.59 y 7.11 que integran para los protones

H4 y H2 respectivamente y una sefal doble de dobles a & 7.29 asignado al proton H5 con
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J=6.8 y 2.6 Hz que corresponden a un acoplamiento en orto y meta con posiblemente el
proton H7 cuya sefial se encuentra sobrepuesta con H6. Finalmente a & 2.78 se observa
una sefial simple asignada al grupo metilo en posicion C1 (Figura 27). Los datos
espectroscopicos de RMN-H son similares a los reportados en la literatura (Colli, 2014)
(Cuadro 5) que corresponden al compuesto natural 3,8-dihidroxi-1-metil-9,10-antraquinona,
también conocido como Aloesaponarina Il (ASIl). Este metabolito se aislé por primera vez
de las raices de A. saponaria Haw (Yagi, A, et al. 1974). Aloesaponarina Il puede hallarse
en las raices de otras especies de Aloe como A. rubroviolacea, A. ferox Mill, A. africana Mill
y en otras especies vegetales como Asphodelus fistulosus. También se ha aislado de
bacterias del género Actinomyces sp, Streptomyces spp y del hongo enddfito Nigrospora
sp. Se determiné su actividad antimicrobiana contra Xanthomonas oryzae, un fitopatdégeno
del arroz (Van-Wyk et al 1995; El-Fattah et al, 1997; Culi et al, 2006; Bartel et al, 1990;
Huang et al, 2016; Wang et al, 2014).
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Figura 27. Estructura y espectro de RMN-'H del compuesto Il obtenido a 400 MHz en (CD3).CO
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Cuadro 5. Datos espectroscépicos de RMN-H del compuesto Il en comparacién con la literatura

(Colli, 2014).
Compuesto |l Aloesaponarina Il
Posicion RMN-'H (400 MHz, [CDs]2CO) RMN-1H (400 MHz, [CD3]2CO)
o(m,J, 1) o(m,J, 1)
2 7.11 (d, 1H, J= 2.6 Hz, H2) 6.99 (d, 1H, H2)
4 7.59 (d, 1H, J= 2.6 Hz, H4) 7.47 (d, 1H, J= 2.3 Hz, H4)
5 7.29 (dd, J= 6.8, 2.7 Hz, 1H, H5) 7.17 (dd,1H, J= 7.6 Hz, 2.1
Hz, H5)
6 7.71 (m, 2H, H6 y H7) 7.59 (m, 2H, H6 y H7)
7 7.71 (m, 2H, H7 y H7) 7.59(m, 2H, H6 y H7)
8 13.03 (s, 1H, 8-OH) 12.92 (s, 1H, 8-OH)
11 2.78 (s, 3H, H11) 2.66 (s, 3H, H11)

2.3.4 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO lil

Se purificaron 37.7 mg del compuesto Ill en forma de polvo color rojo y se obtuvo un
rendimiento de reaccién de 79.2 %. En cromatografia en capa delgada de fase reversa
(C18) se observd a un Rf de 0.83 utilizando el sistema de disolventes MeOH-H,O (9:1)
como eluyente, presentd una coloracion roja utilizando el revelador especifico de Borntrager

para quinonas y se observo fluorescencia roja a 365 nm.

En el espectro de RMN-!H del compuesto Il en DMSO-ds (Figura 28), no se observo la
sefial simple a & 4.06 asignada al grupo metoxilo del compuesto | lo cual indicé que la
hidrdlisis del grupo éster se llevo a cabo de manera satisfactoria. Se observaron sefales
anélogas al compuesto | en la region de 7 a 8 ppm que corresponde a protones aromaticos,
a 6 12.99 asignada al protén de grupo hidroxilo en C8 'y a 6 2.89 que corresponde al metilo
en posicion C1. Los datos espectroscopicos obtenidos y la comparacion con la literatura
(Salim et al, 2014) (Cuadro 6) permitieron identificar al analogo hidrolizado del compuesto |
como  acido-3-8-dihidroxi-1-metil-9,10-dioxo-9,10-dihidro-2-antracenocarboxilico, con

férmula y peso molecular de C1sH1006 y 298.25 g/mol respectivamente. Este compuesto fue

49



Capitulo Il

aislado por primera vez de pigmentos de insectos, més tarde se aisl6 de bacterias del
género Streptomyces spp como producto derivado de la biosintesis de antibiéticos tipo
benzoisicromanquinonas como la actinorodina, doxorubicina y frenolicina B, también se ha
aislado de bacterias del género Actinokineospora sp asociadas a esponjas marinas y de
escasas especies vegetales como componente de raices de Rheum sp utilizadas como
purgante; y como pigmento y antioxidante natural del safron (Croccus sativus). Es un
producto de la ruta semisintetica de la mumbastatina que es farmaco inhibidor de la enzima
hepatica glucosa 6-fosfato translocasa utilizado en el tratamiento de diabetes mellitus tipo
Il (Kim et al., 2012; Abdelmoshen et al., 2014; Wang et al., 2014; Takeshi y Takashi, 1991,
Lee et al., 2007).
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Figura 28. Estructura y espectro de RMN-'H del compuesto Il obtenido a 400 MHz en DMSO-ds
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Cuadro 6. Datos espectroscépicos de RMN-H del compuesto Ill en comparacion con la literatura
(Salim et al, 2014)

Compuesto |l Compuesto referencia
Posicion RMN-'H (400 MHz, DMSOd-¢) RMN-1H (600 MHz, DMSO-ds)
o(m,J, 1) o(m,J, 1)

4 6.77 (s, 1H, H4) 7.60 (s, 1H, H4)

5 7.14 (dd, J=8.76, 1.28 Hz, 1H, H5) 7.66 (dd, J=7.5, 1.1 Hz, 1H, H5)
6 7.22 (t, J= 7.68 Hz, 1H, H6) 7.76 (dd, J=8.3, 7.5 Hz, 1H, H6)
7 6.85 (dd, J=9.44, 1.24 Hz, 1H, H7) 7.36 (dd, J= 8.3, 1.1 Hz, 1H, H7)
8 12.99 (s, 1H, 8-OH) 12.89 (s,1H, 8-OH)

11 2. 89 (s, 3H, H11) 2.71 (s, 3H, H11)

2.3.5 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO IV

Se purificaron 25.6 mg del compuesto 1V en forma de cristales de color amarillo soluble en
diclorometano, con un rendimiento de reaccion de 48.14 %. En cromatografia en capa
delgada se observé a un Rf de 0.51 utilizando el sistema de disolventes Hx-AcOEt (1:1)
como eluyente. Presento6 una coloracién amarilla con el revelador especifico de Bérntrager

para quinonas y con acido fosfomolibdico.

En el espectro de RMN-!H del compuesto IV en CDCl; (Figura 29) a campo alto se observan
dos sefales simples con un & 3.98 y 3.96, cada sefal integra para tres protones que
corresponden a los grupos metoxilos en posicion C8 y C3 respectivamente, estableciendo
la metilacion de los grupos OH del compuesto | y por consiguiente, la ausencia de sefiales
simples a campo bajo asignadas a los protones fenélicos en posicion 3 y 8. Por ultimo, en
la regibn aromética entre 7-8 ppm se observan sefiales analogas a las reportadas en el
espectro del compuesto |, asi como las sefiales simples a & 4.03 que corresponde al grupo
metoxi de un metil éster y a & 2.69 que corresponde al grupo metilo en posicion C1. Con

base a los datos espectroscopicos obtenidos y la similtud con el derivado trimetil DMAC
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(Colli, 2014) Cuadro 7, el compuesto |V se identific6 como 3,8-dimetoxi-1-metil-9,10-dioxo-
9,10-dihidro-2-antracenocarboxilato de metilo, con férmula molecular C1gH160s Y peso de
340.33 g/mol. Este compuesto fue aislado por primera vez de Gladiolus segetum una planta
ornamental perteneciente a la familia de las Iridacea, utilizada en la medicina tradicional de
Argelia de Sur como fitopreparado con actividad ulcérica. También, es un producto
intermediario en la ruta sintética de la mumbastatina que se utiliza en el tratamiento de
diabetes mellitus tipo 2 (Salim et al, 2014; Abdessemed y Dibi., 2013; Lee et al., 2007).
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Figura 29. Estructura y espectro de RMN-H del compuesto IV obtenido a 400 MHz en CDCls.
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Cuadro 7. Datos espectroscépicos de RMN-H del compuesto IV en comparacion con la literatura

(Colli, 2014).
Compuesto IV Trimetil DMAC
Posicion RMN-'H (400 MHz, CDCls) RMN-1H (400 MHz, CDCls)
o(m,J, 1) o(m,J, 1)

4 7.65 (s, 1H, H4) 7.65 (s, 1H, H4)

5 7.87 (d, J=7.64 Hz, 1H, H5) 7.87 (dd, J=7.7, 1.1 Hz, 1H, H5)

6 7.67 (t, J= 8.1 Hz, 1H, H6) 7.67 (t, J= 8.1 Hz, 1H, H6)

7 7.33 (d, J= 8.4 Hz, 1H, H7) 7.34 (dd, J= 8.4, 0.9 Hz, 1H, H7)

11 2.69 (s, 3H, H11) 2.69 (s, 3H, H11)

13 4.03 (s, 3H, H13) 4.03 (s, 3H, H13)

14 3.96 (s, 3H, H14) 3.97 (s, 3H, H14)

15 3.98 (s, 3H, H15) 3.99 (s, 3H, H15)

2.3.6 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO V

Se purificaron 7 mg del compuesto V en forma de precipitado color amarillo soluble en
etanol, con un rendimiento de reaccion de 7.4 %. En cromatografia por capa delgada en
fase reversa se observd a un Rf de 0.7 utilizando MeOH: H,O en proporcién (3:2) como
fase movil. Presenté una coloracion amarilla con el revelador de acido fosfomolibdico y

naranja con el revelador Borntrager.

En la figura 30 se presenta el espectro de RMN-'H del compuesto V en CD;OD. A campo
alto se observan dos senales simples a & 3.97 y 4.00 que integran para tres protones cada
una y que perteneces a grupos metoxilo en posicion C3 y C8 respectivamente, asi mismo
no se observo sefiales simples a campo bajo asignadas a los protones fendlicos en posicion
3 y 8 evidenciando la dimetilacion de la antraquinona, tampoco se detecté otra sefial a

aproximadamente & 4 caracteristica de grupos metoxilos de un metil éster lo cual indica la
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transformacién quimica a un &cido carboxilico. Se observé sefiales anédlogas al compuesto
| en la region aromética entre 7-8 ppm asi como la presencia de una sefial a 2.67 ppm que

pertenece al grupo metilo en C1.

Con base en los datos espectroscépicos obtenidos (Cuadro 8) el compuesto V se identifico
como  &cido-3,8-dimetoxi-1-metill-9,10-dioxo-9,10-dihidro-2-antracenocarboxilico ~ con
férmula molecular de C1sH1406 Yy peso molecular de 326.3 g/mol. Actualmente se encuentra
patentado como agente antitumoral en combinacién con otros compuestos antineoplasicos

y agentes inmunoterapeduticos (Lu et al., 2012).
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Figura 30. Estructura y espectro de RMN-'H del compuesto V obtenido a 400 MHz en CD3sOD.
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Cuadro 8. Datos espectroscépicos de RMN-1H del compuesto V

Compuesto V

Posicién RMN-1H (400 MHz, CDsOD)
o(m,J, 1)
4 7.66 (s, 1H, H4)
5 7.78 (dd, J=11.5, 1.6 Hz, 1H, H5)
6 7.71 (t, J=12.4 Hz, 1H, H6)
7 7.49 (dd, J=12.6, 1.6 Hz, 1H, H7)
11 2.67 (s, 3H, H11)
13 3.98 (s, 3H, H13)
14 4.00 (s, 3H, H14)

2.3.7 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO VI

Se obtuvieron 10 mg del compuesto VI en forma de cristales amarillos solubles en
diclorometano, con un rendimiento de 15 %. En cromatografia en capa delgada de fase
reversa se observo una banda a un Rf de 0.3 utilizando el sistema de disolventes ACN: H,O
(3:2) que reveld a un color naranja en presencia del revelador de quinonas Bdrntrager y
presentd fluorescencia naranja a 365 nm. La elucidacion estructural del compuesto se
realizé a partir de espectroscopia RMN-'H, RMN-3C, HMBC y HSQC.

El espectro de RMN-'H del compuesto VI en CDCIl; (Figura 31) presenta las sefiales

caracteristicas para una estructura antraquinénica glicosilada como lo son:

Una senfal triplete a & 7.62 (H6) en acoplamiento orto (Joe= 8.1 Hz) con el protén H7. Asi
mismo, se observo una sefial doblete a & 7.76 asignada al proton H5, que se encuentra
sobrepuesta con una sefial simple a & 7.75 que corresponde al proton H4. Asi también se
observo una sefial doblete a & 7.30 (H7) en acoplamiento orto (Joro= 8.1 Hz) con el protén

H6 del anillo aromético de la antraquinona. Una sefial simple a & 12.83 fue asignada al
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grupo hidroxilo (8-OH) comprometido en un enlace de hidrégeno con el carbonilo en
posicion C9. Por otra parte, la sefial simple a d 2.8 se asigno al proton H11.

Por ultimo las sefiales de la glucosa tetraacetilada en union al anillo antraquinénico se
evidencié por sefales a & 6.05 que corresponde al proton anomérico (H1’) y a 6 5.21, 4.34,
4.19, 3.96, y 5.33 asignadas a los protones H2’, H3’, H4’, H5’ y H6’ que conforman el anillo
de la piranosa. También se observo cuatro sefiales a & 2.09, 2.07, 2.06 y 2.04 que
corresponden a los grupos metilos de la glucosa tetraacetilada.

En el espectro de RMN-'3C del compuesto VI (Figura 32) se detectaron 30 carbonos, en
conjunto con el espectro de HSQC (Figura 33, Anexo |) se observo la presencia de 7 grupos
carbonilos, de los cuales, las sefiales a & 189.25 y & 181.94 se asignaron a los carbonos
C9 y C10, la sefial a & 161.93 se asignd al carbono C12 que corresponde a un grupo
carboxilo y a & 170 aproximadamente se observaron cuatro sefiales que corresponden a

los grupos acetilos de la glucosa.

Asi también se observd la presencia de 8 carbonos cuaternarios, las sefiales mas
desplazadas a 6 162.49 y 6 167.43 se asignaron a los carbonos C8 y C3 respectivamente

y corresponden a carbonos que son base de alcohol.

Por otra parte, se evidencié la presencia de 4 grupos metinos aromaticos a 6 114.6, 119.16,
135.87 y 125.14 asignadas a los carbonos C4, C5, C6 y C7 respectivamente en la
antraquinona (Figura 33A), asi como la presencia del carbono anomérico C1’ a 8 92.91, 4
grupos metinos unidos a grupos acetilos (C2’, C3’, C4’ y C5’) y un grupo metileno (C6’) que
conforman el anillo de la piranosa (Figura 33B). Finalmente se observé 5 grupos metilos,
de los cuales la sefial a 6 21.54 se design6é como C-11 de la antraquinona y las 4 sefales
restantes a 6 20.62, 21.62, 20.57 y 20.55 asignadas a los carbonos C2”, C3”, C4” y C5”

respectivamente corresponden a los metilos de la glucosa tetraacetilada (Figura 33C).

59



2'-OAc

3'-0Ac  4'-OAc

6’-OAc

2.00

H11

Capitulo Il

H4,H5
8-OH
H6 H7
Il
7T 7.6 7.5 7.4 7.3
_LA A
125 115 10.5 9.5 8.5 7.5 6.5 55 4.5 3.5 25 1.5

f1 (ppm)

Figura 31. Estructura y espectro de RMN-'H del compuesto VI obtenido a 600 MHz en CDCls.
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Figura 32. Estructura y espectro de RMN-3C del compuesto VI obtenido a 150 MHz en CDzOD
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Cuadro 9. Datos espectroscépicos de RMN-1H y RMN-13C del compuesto VI.

Posicion RMN-1H [600 MHz, (CDCl3)] RMN-13C [150 MHz, (CDCl3)]
5(m,J, 1) ()
1 L 146.97 (C1)
2 L 124.48 (C2)
3 L 167.43 (C3)
4 7.75(s, 1H, H4) 114.6 (C4)
4ay 4b L 138.8 (C4a). 132.47
(C4b)
5 7.76 (d, 1H, H5) 119.16 (C5)
6 7.62 (t, 1H, J=8.1 Hz, H6) 135.87 (C6)
7 7.30 (d, 1H, J= 8.3 Hz, H7) 125.14 (C7)
8 12.77 (s, 1H, 8-OH) 162.49 (C8)
8ay8b o 117.25 (C8a) y 121.97
(C8b)
9 L 189.25 (C9)
10 L 181.94 (C10)
11 2.87 (s, 3H, H11) 21.54 (C11)
12 L 161.93 (C12)
1 6.05 (dd, 1H, J=7.8, 1.2 92.91 (C1’)
Hz, H1’)
2 5.21 (t, 1H, H2) 70.09 (C2))
2" 2.09 (s, 3H, 2"-OAc) 169.32 (2’-CO)
3 4.34 (dd, 1H, H3") 61.35 (C3')
3" 2.07 (s, 3H, 3"-OAc) 170.60 (3'-CO)
4 4.19 (m, 1H, H4") 67.66 (C4')
4" 2.06 (s, 3H, 4”-OAc) 169.52 (4’-CO)
5 3.96 (m, 1H, H5") 73.07 (C5)
6 5.33 (m, 2H, H6") 72.65 (C6')
6" 2.04 (s, 3H, 6”-OAc) 170.08 (6’-CO)
2" 3" L 20.62, 20.62, 20.57,
4, 6" 20.55 (CHa)*

El andlisis del espectro de HMBC del compuesto VI (Figura 34, Anexo Il) evidencid la union

entre el nucleo de antraquinona y la glucosa tetraacetilada con las siguientes correlaciones:

a) Una correlacion a 3Jcy entre el proton anémero de la glucosa (H1’) a & 6.05 y el carbono

C3 del nacleo de la antraquinona a & 167.45 (Figura 34C). De acuerdo a la constante de
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acoplamiento del protébn anomérico (J=7.6 Hz) existe un acoplamiento axial-axial lo cual

indica que la aglicona se encuentra en posicion 3.

b) Una correlacion 2Jcy entre el protén del grupo hidroxilo (OH) a d 12.85 y el carbono C8 a
0 162.44, asi mismo las correlaciones a *Jc con los carbonos C7 y C8a (5 125.04 y 117.21
respectivamente) sugieren que el grupo hidroxilo es un sustituyente en posicion C8 de la
antraquinona (Figura 34A).

c) Una correlacion 2Jcy entre los protones del grupo metilo (H11) a & 2.90 con el carbono
C1 a 5147.31, asi mismo las correlaciones a 3Jcuh con los carbonos C2y C8b (5 124.49 y
121.27 respectivamente) sugieren que el grupo metilo es un sustituyente en posicién C1

del nucleo de la antraquinona (Figura 34D).

d) Una correlacion 2Jcn entre los protones de los grupos acetilos de la glucosa (H2”,3” 4" y
6”) a d 2 con sus respectivos carbonilos (2”7,3” 4” y 6”-CO) a 6 170 (Figura 34D).

e) Se observo las correlaciones a 2Jcny 2Jcn entre los protones y carbonos que conforman

el anillo aromatico de la antraquinona (Figura 34B).

De acuerdo a los datos espectroscépicos analizados de RMN-1D (Cuadro 9) y RMN-2D, al
compuesto VI se le asign6 el nombre sistematico acido-8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-
B-D-glucopiranosil-1-metil-9,10-diox0-9,10-dihidro-2-antracenocarboxilico, con formula y
peso molecular de C3oH25015 y 642.15 g/mol respectivamente. Este compuesto es hovedoso

por lo tanto no se cuentan con registros sobre su bioactividad.
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Figura 33. Espectro HSQC del compuesto VI obtenido a 600 MHz en CDCla.
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2.3.8 IDENTIFICACION DEL COMPUESTO IX

Se purificaron 27 mg del compuesto X como cristales amarillos solubles en diclorometano
con un rendimiento de reaccion de 40.9 %. En cromatografia en capa fina se observé a un
Rf de 0.6 utilizando como sistema de eluyente Hx:An (2:8), present6 una coloracién naranja
utilizando el revelador para quinonas Borntrager y se observé fluorescencia naranja a 365
nm. La elucidacion estructural del compuesto se llevé a cabo por espectroscopia de RMN-
H, RMN-*C, HSQC y HMBC.

El espectro de RMN-'H del compuesto IX en CDCIl; (Figura 35) presenta las sefiales

caracteristicas para una estructura antraquinonica glicosilada como lo son:

Una sefal triplete a & 7.62 (H6) en acoplamiento orto (Joo= 8.1 Hz) con el protén H5. Asi
mismo, se observé una sefial doble de dobles a & 7.78 asignada al proton H7, que se
encuentra sobrepuesta con una sefial simple a & 7.77 que corresponde al proton H4.
También a & 7.30 se observd una sefal doble de dobles asignada al proton H5 en
acoplamiento orto y meta con H6 y H7 respectivamente (Joro,= 8.1, J= meta 1.2 HZ), la sefial
doblete a & 7.14 se asigno al protén H2 en el anillo aromético de la antraquinona. Una sefal
simple a & 12.91 fue asignada al grupo hidroxilo (8-OH) comprometido en un enlace de
hidrégeno con el carbonilo en posicién C9. Por otra parte, la sefial simple a d 2.83 se asign6

al protén H11.

La presencia de la glucosa tetraacetilada unida a la antraquinona se evidencié por tres
sefiales a multipletes a & 5.17, 4.24 y 4.03 asignados a los protones H4’, H6’ y H5’ y por
una sefial multiplete mas desplazada a & 5.34 asignada al protdon anomérico H1’ya H2' y
H3’ en el anillo de la piranosa. Por altimo, a & 2.05 se observé cuatro sefiales simples

sobrepuestas que corresponden a los protones de los grupos acetilos de la glucosa.

En el espectro de RMN-'3C del compuesto IX (Figura 36) se detectaron 29 carbonos, en
conjunto con el espectro de HSQC (Figura 37, Anexo |ll) mostré la presencia de 6 grupos
carbonilos, de los cuales, las sefiales a 6 189.93 y & 182.39 se asignaron a los carbonos
C9y C10, y ad 170 se observaron cuatro sefiales que corresponden a los grupos acetilos

de la glucosa.
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Asi también se evidencid la presencia de 7 carbonos cuaternarios, las sefiales mas
desplazadas a 6 162.58 y & 159.63 se asignaron a los carbonos C8 y C3 respectivamente
y corresponden a carbonos que son base de alcohol.

Por otra parte, se evidencié la presencia de 5 grupos metinos aromaticos a & 126.21,
118.86, 124.76, 135.84 y 111.76 asignadas a los carbonos C2, C4, C5, C6 y C7
respectivamente en la antraquinona (Figura 37A). Se observo la presencia de 4 grupos
metinos unidos a grupos acetilos (C2’, C3’. C4’ y C5’), un grupo metileno (C6’) y el carbono
anomérico C1’ a © 97.29 que conforman el anillo de la piranosa (Figura 37B). Finalmente
se observo la presencia de 5 grupos metilos, de los cuales la sefial a & 23.89 se designé
como C11 de la antraquinona y las 4 sefales restantes a © 20.51, 20.47, 20.46 y 20.45
asignadas a los carbonos C2”, C3”, C4” y C5” respectivamente, corresponden a los metilos

de la glucosa tetraacetilada (Figura 37C).
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Figura 35. Estructura y espectro de RMN-'H del compuesto IX obtenido a 400 MHz en CDCl3z
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Cuadro 10. Datos espectroscopicos de RMN-'H y RMN-13C del compuesto IX.

Posicién

8ay8b

10
11
17

5
6
6"
27,37, 47,
6"

RMN-1H [400 MHz, (CDCIs)]
o(m,J, 1)

7.14 (d, 1H, H2)

7.77 (s, 2H, 1H, 4H)

7.30 (dd, J=8.4, 1.2 Hz,
1H, H5)

7.62 (t, 1H, J=8.16, H6)
7.77 (dd, 2H, J= 9.5, 1.2
Hz, 1H, H7)

12.91 (s, 1H, 8-OH)

2.83 (s, 3H, H11)

5,34 (m, 3H, H1’, H2" y
H3")

5,34 (m, 3H, H1’, H2" y
H3")

2.11 (s, 3H, 2”-0OAc)
5,34 (m, 3H, H1’, H2" y
H3)

2.07 (s, 6H, 3"-OAc y 4"-
OAc)

5.17 (m, 1H, H4’)

2.07 (s, 6H, 3"-OAc y 4”-
OAc)
4.03 (m, 1H, H5')

4.24 (m, 2H, HE)
2.05 (s, 3H, 6”-OAC)

RMN-13C [100 MHz, (CDClz)]

(9)
145.61 (C1)
126.21 (C2)
159.63 (C3)
118.86 (C4)
137.83 (C4a). 132.69 (C4b)
124.76 (C5)

135.84 (C6)
111.76 (C7)

162.58 (C8)

116.60 (C8a) y 126.28
(C8b)
189.93 (C9)

182.39 (C10)
23.89 (C11)
97.29 (C1)

75.45 (C2)

167.70 (2"-CO)
70.86 (C3')

169.30 (3”-CO)

68.02 (C4’)
170.14(4”-CO)

72.49 (C5')
61.84 (C6)
170.66 (6”-CO)

20.51, 20.47, 20.46, 20.45
(CHa)*
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El analisis del espectro de HMBC del compuesto IX (Figura 38, Anexo 1V) evidencié la union
entre el ndcleo de antraquinona y la glucosa tetraacetilada con las siguientes correlaciones:

a) Una correlacion a 2Jcq entre el protén anémero de la glucosa (H1") a 8 5.36 y el carbono
C3del nucleo de la antraquinona a & 159.67 (Figura 38C). Debido a que el protén anomérico
H1’ se observé como un multiplete, no se determind si la aglicona se encontraba en posicion

aop.

b) Una correlacion 2Jcu entre el protén del grupo hidroxilo (OH) a & 12.92 y el carbono C-8
a d 162.58, asi mismo la correlacion 3Jcicon C8a a d 116.58 sugieren que el grupo hidroxilo

€S un sustituyente en posicién C8 de la antraquinona (Figura 38A).

c) Una correlacion 2Jcu entre los protones del grupo metilo (H11) a & 2.86 con el carbono
C1 a 5145.61, asi mismo la correlacion a 3Jcn con C2 a d 126.21 sugieren que el grupo

metilo es un sustituyente en posicion C1 del nucleo de la antraguinona (Figura 38D).

d) Una correlacion 2Jcn entre los protones de los grupos acetilos de la glucosa (H2”,3” 4" y
6”) a & 2.07 con sus respectivos carbonilos (27,3” 4” y 6”-CO) a & 170 aproximadamente
(Figura 38D).

e) Se observo las correlaciones a 2Jcny 2Jcn entre los protones y carbonos que conforman

el sistema aromatico de la antraquinona (Figura 38B).

De acuerdo a los datos espectroscépicos de RMN-1D (Cuadro 10) y RMN-2D analizados,
el compuesto IX se identific6 como 8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil-
1-metil-9,10-antraquinona, con férmula y peso molecular de CxH2013 y 584.15 g/mol
respectivamente. Este compuesto es novedoso por lo tanto no se cuentan con registros

sobre su bioactividad.
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Figura 37. Espectro HSQC del compuesto XI obtenido a 400 MHz en CDCls.
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Figura 38. Espectro HMBC del compuesto IX obtenido a 400 MHz en CDCls
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2.4 CONCLUSIONES

Se obtuvieron cinco derivados semisintéticos antraquinénicos metilados, hidroxilados y O-
glucosilados (compuestos lll, 1V, V, VI y IX) a partir de los compuestos | y Il que son
productos naturales de la raiz de A. vera.

La hidrdlisis del compuesto | fue la reaccion con mayor rendimiento con el 79.2 %, a su vez

la reaccion con menor rendimiento (7.42 %) fue la hidrdlisis del compuesto IV.

Se obtuvo mayor rendimiento de reaccion de la O-glucosilacion del compuesto 1X (49.9 %)
en comparacion con el compuesto VI (14.84 %).

Los compuestos O-glucosilados VI, VII, VIl y IX son moléculas novedosas.
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CAPITULO IlI

EVALUACI'C')N BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS | Y Il Y SUS DERIVADOS
SEMISINTETICOS CONTRA EL VIRUS DE LA INFLUENZA A(H1N1)pdmOS9.

3.1 INTRODUCCCION

La evaluacioén antiviral in vitro permite identificar moléculas pequefas que tienen un efecto
fenotipico general sobre la replicacion del virus y posteriormente, a partir de ensayos
secundarios se caracteriza el mecanismo de accion e identifica la proteina diana. Los
ensayos antivirales in vitro pueden ser indirectos si se basan en la medicién de los efectos
de la replicacion viral en la célula o a través de la deteccion directa del virus (Beyleveld et
al., 2013).

El ensayo de reduccién del efecto citopatico es generalmente el primer paso en el tamizaje
de gran numero de compuestos para determinar su bioactividad, se basa en la medicion de
efectos citopaticos como resultado de la replicacion viral relacionado con el
redondeamiento, lisis y apoptosis celular. Este método permite cuantificar de formar
indirecta la infeccion por el virus de influenza, a través de la tincion de células viables.
(Loregian et al., 2014).

Los ensayos pueden realizarse bajo condiciones de replicacién de un solo ciclo o multi-
ciclo. Los ensayos de un solo ciclo utilizan una alta multiplicidad de infeccion (MOI) de esta
forma el 100 % de las células son infectadas en la primera ronda de replicacion capturando
todos los paso del ciclo de vida del virus desde la unién con el receptor celular hasta la
expresion génica, por lo tanto, un inhibidor de la NA como el oseltamivir no tienen efecto en
los ensayo de replicacién de un solo ciclo porque no hay mas células no infectadas en el
cultivo. En contraste, utilizando MOI bajas de infeccidn se permite el crecimiento del virus
en varios ciclos. Teéricamente a una MOI de 0.001 el 1 % de las células son infectadas en
la primera ronda de replicacion, asi mismo a una MOI mas alta de 0.01 el 10 % de la
monocapa celular se infecta en la primera ronda, por lo tanto se pueden capturar todos las
etapas del ciclo de vida del virus y en estas condiciones el oseltamivir funciona como un

control positivo, inhibiendo la liberaciéon de nuevas particulas virales y limitando las rondas

75



Capitulo Il

secundarias de infeccion, de esta forma se observa la reduccién en la replicacion viral y

efecto citopatico en comparacion con el control viral (Beyleveld et al., 2013).

El ciclo de vida del virus de influenza tiene una duracion de 8 a 10 h y puede ser dividido
en tres etapas: a) Entrada viral (0-2h), b) Replicacion y traduccion del genoma viral (2-8h)

y ) Liberacion de la progenie viral (8-10 h) (Kwon et al, 2010).

Cada una de las etapas puede ser el objetivo farmacol6gico de moléculas inhibidoras, para
determinar esto se llevan a cabo ensayos de tiempo de adicién, en donde el compuesto se
evalla en diferentes momentos de la infeccion: a) Pre-tratamiento, las células son tratadas
12 h con el compuesto antes de la infeccién, b) Co-tratamiento, el compuesto se incuba con
el virus 1 h antes de la infeccion (a 4 °C) y durante la infeccién por 1 hy ¢) Post-tratamiento,
el compuesto se adiciona 1 h después de la infeccién viral (Kwon et al, 2010; Ding et al,
2014).

En los ensayos de tiempo de adicion durante el pre-tratamiento se puede identificar la
inhibicién de la adsorcion viral a través de la interaccion del compuesto con el receptor
celular AS. En el co-tramiento se puede identificar compuestos que bloguean la entrada
viral inhibiendo la unién de HA con AS, o en los procesos de internalizacién y fusion viral.
Por otro lado, en el post-tratamiento se identifica la inhibicion de etapas posteriores a la
entrada viral como la replicacién y transcripcion de RNA, empaquetamiento de proteinas

virales o liberacion de progenie viral (Figura 39) (Kwon et al, 2010; Ding et al, 2014).

76



Capitulo Il

Pre-tratamiento

Post-tratamiento Co-tratamiento

Adhesién e
internalizacién

Gemacién .’
Translacion
Ensamblaje | l
* — =3
VRNA(-) v Sp—

wnaw 1Y RNP

Fusion y

Nucleo Liberacion de
RNP'v ; i cis
Célula epitelial

] ] ] ]
< 1 1 1
8-10 h 2-8h 0-2h

Liberacion de ReP'éC?CIon y trad_uclmon Entrota viral
viriones el genoma vira

Figura 39 .Esquema general de las etapas del ciclo de vida del virus de la influenza y su deteccion
mediante ensayos de tiempos de adicién. En el pre-tratamiento y co-tratamiento se observa la
inhibicion de etapas relacionadas a la entrada viral como adsorcion, internalizacién por endocitosis
y fusién viral. Por otra parte, en el post-tratamiento se observa la inhibicién de etapas posteriores a

la infeccién, como replicacién de ARN vy liberacion de progenie viral.

La actividad antiviral de cada compuesto evaluado se expresa como un indice de
selectividad (IS) que es una relacion entre la concentracion citotoxica media (CCso) y la
concentracion inhibitoria media (Clso). En general, un 1IS= 10 es indicativo de una actividad
antiviral promisoria. Los compuestos con actividad antiviral significativa pueden ser
evaluados por ensayos directos y/o frente a otras cepas con el fin de determinar el espectro

de actividad antiviral (Chattopadhyay et al., 2009).

El ensayo en placa es uno de los métodos directos mas fiables de titulacion de particulas

virales infecciosas en las muestras. La actividad antiviral del compuesto esta relacionada
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con la reduccién de las unidades formadoras de placa (UFP) de virus en comparacion con
controles (Loregian et al., 2014).

El objetivo de este capitulo fue evaluar la actividad antiviral a nivel post-tratamiento de los
compuestos antraquinoénicos (I-IX) contra el virus de la influenza A(H1IN1)pdmO9 utilizando
las cepas A/Yucatan/2370/09 y A/México/InDRE797/10 susceptible y resistente a

oseltamivir respectivamente.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 EQUIPOS Y REACTIVOS

Para llevar a cabo los ensayos biolégicos se utilizd un microscopio Invertido modelo
TE2000-U (Nikon eclipse) y un lector de densidad éptica ELISA (Perkin EImer) modelo
Victor 2030.

Para el cultivo celular se utilizd6 medio minimo esencial Eagle modificado por Dubelco
(DMEM1X) marca Invitrogen, suero fetal bovino al 10 % (Invitrogen), L- glutamina 200 uM
(Sigma-Aldrich), bicarbonato de sodio al 7.5 %, antibiéticos: penicilina y estreptomicina
(10,000 unidades/mL), solucion de fosfatos PBS pH a 7.2 (Invitrogen); tripsina TPCK
(Sigma-Aldrich), y solucion de cristal violeta al 0.4 % en metanol (Sigma- Aldrich). Para los

ensayos en placa se utilizé6 Medio Overlay.

3.2.2 LINEA CELULAR, VIRUS Y COMPUESTOS

Para realizar los ensayos antivirales se utilizo la linea celular de rifion canino Madin Darby
(Madin-Darby Canine Kidney), asi como la cepa viral de Influenza A/Yucatan/2370/09
(susceptible a oseltamivir) y la cepa A/México/InNDRE797/10 (resistente a oseltamivir)
proporcionado por el Laboratorio de Virologia del Centro de Investigaciones Regionales “Dr.
Hideyo Noguchi”. Los bioensayos se realizaron a una multiplicidad de infeccion (MOI) de
0.001 con la cepa susceptible y a una MOI= 0.01 con la cepa resistente. Adicionalmente,
los virus se propagaron en células MDCK en presencia de tripsina (1pug/mL) y almacenaron

a -70 °C hasta su uso.

Se evaluaron nueve derivados antraquinonicos (compuestos I-1X), la glucosa tetraacetilada

(X) y el control positivo carboxilato de oseltamivir (Roche). Se utilizé6 dimetil sulféxido
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(DMSO, Sigma —Aldrich) para la disolucion de los compuestos organicos. Las alicuotas de
los tratamientos no excedieron el 1 % de DMSO.

3.2.3 CRECIMIENTO DE CELULAS MDCK

Las células MDCK se sembraron en placas con capacidad celular de 2x107 células, en
presencia de medio DMEM adicionado con antibiéticos (penicilina-estreptomicina) y HEPES
1M, L-glutamina al 1%, suero fetal bovino al 10 % y aminoacidos no esenciales al 1 %. Se
incubaron a 37 °Cy 5 % CO..

3.2.4 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Se sembraron las células MDCK en una placa de 96 pozos a una densidad celular de 1 x10
5 células por pozo y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO; por 24 h, lapso en el cual se
observé mas del 80 % de la confluencia de la monocapa celular. Posteriormente, las células
se lavaron por duplicado con PBS estéril y se adicion6 a cada pozo 100 L de las diluciones
de los compuestos en un rango entre 100 a 3.125 pM. Se incluyd un control de células sin
tratamiento. Posteriormente, se incubaron a 37 °C con 5 % de CO; por 72 h. Después del
tiempo de incubacion, se retiraron los inéculos y se adicion6 50 uL de cristal violeta al 0.4
% con metanol a cada pozo dejandose reposar por 30 min. Después las placas se lavaron
con agua y se dejaron secar. La absorbancia fue medida a una longitud de onda de 490 nm

en un lector de placas Perkin-Elmeir. El ensayo se realizé por triplicado.

Se determind la viabilidad celular a partir de la relacion proporcional entre la densidad Optica
de las células tratadas con los compuestos y la densidad 6ptica de las células del control
celular, el cual se tomé como el 100 % de las células viables. [%Viabilidad celular= (DOcsulas
wratadas/DOcontrol celwlar) X 100]. La concentracion citotoxica media (CCso) y la méaxima
concentracion no citotéxica (MCNC) que se definen como la concentracion del compuesto
que reduce el numero de células viables al 50 % y 10 % respectivamente, se obtuvo a partir
de una curva de dosis-respuesta correlacionando la concentracién de los compuestos

contra el porcentaje de viabilidad celular.

El protocolo de ensayo de tincion con cristal violeta se basa en lo siguiente:
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Las células de la monocapa unida a la placa de cultivo se despegan durante la muerte
celular, esta caracteristica puede ser utilizada para la cuantificacion indirecta de células
viables y determinar la citotoxicidad de los compuestos. El cristal violeta (cloruro de tris (4-
dimetilamino) fenil metilo) es un colorante que se une a las proteinas y ADN de las células
viables que se mantienen adheridas a la placa de cultivo, las células que sufren muerte
celular pierden su adherencia y son eliminadas tras los lavados con PBS por lo tanto no se
tifien. Este protocolo es un método rapido y reproducible para la evaluacion de la

citotoxicidad de compuestos (Feoktistova et al., 2016 y Bonnekoh et al., 1989).
3.2.5 ENSAYO DE REDUCCION DEL EFECTO CITOPATICO: POST-TRATAMIENTO

Se sembraron células MDCK en placas de 96 de pozos a una densidad de 1 x10 ° células
por pozo con medio DMEM y se incubaron a 37 °C en presencia de 5 % de CO; por 24 h.
Posteriormente, se removié el medio DMEM y se lavaron las células por duplicado con PBS
estéril. Las células se infectaron con 50 uL de la dilucion de virus y se incubaron por 1 h a
37 °C y 5 % CO.. El medio fue removido y reemplazado por una mezcla de medio DMEM
con el tratamiento a concentraciones de 100 a 3.12 pM vy tripsina TPCK (200 pg/ml). La
concentracion inicial del compuesto se determindé con base a la MCNC previamente
determinada. Se incubé por 72 h y al término de este tiempo se tifieron las células con

cristal violeta. Se incluyeron controles celulares y virales. El ensayo se realiz6 por triplicado.

El porcentaje de inhibicion viral de los ensayos de reduccion del efecto citopatico se calculd
por medio de la formula [(A-B)/ (C-B)] x 100 donde A es la densidad 6ptica (D.O) de las
células tratadas con los compuestos, B es la DO del control del virus y C es la D.O del
control celular. Se determiné la concentracion inhibitoria media (Clso) la cual es definida
como la concentracion de un compuesto necesario para inhibir el 50 % de la replicacion
viral in vitro y se obtuvo por regresion lineal, adicionalmente a partir del cociente entre los

valores de CCsg e Clso se calcul6 el IS.

El ciclo de replicacion del virus de la influenza es litico, por lo que la liberacion de la progenie
de particulas virales provoca el redondeamiento y lisis de las células MDCK infectadas las
cuales se despegan de la placa de cultivo. El cristal violeta se une a las proteinas y ADN

de las células viables que se mantienen adheridas a la placa de cultivo, de esta forma, se
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realiza la cuantificacion indirecta de la infeccién viral y se determina el porcentaje de

inhibicion viral de los compuestos (Loregian et al., 2014).

3.2.6 ENSAYO EN PLACA

Se sembraron células MDCK en placas de 12 de pozos a una densidad de 1x10° células
por pozo con medio DMEM y se incubaron a 37 °C en presencia de 5 % de CO: por 24 h.

Posteriormente, se removio el medio DMEM vy se hicieron lavados con PBS estéril. Se
infecté con 200 pL de diluciones seriadas (1x101-1X10°) de la cosecha viral del post-
tratamiento en medio DMEM, posteriormente se dejé en incubacién por 1 h a 37 °C en
presencia de 5 % de CO.. Después del tiempo de incubacion, se desechd el sobrenadante
y se adicioné medio Overlay en agar al 3 % y tripsina TPCK (2.5 pg/mL). Una vez gelificado
el agar, se incubd por 72 ha 37 °C y 5 % de CO,. Al término de este tiempo se retir6 el agar
y se tifié con cristal violeta por 30 min. Las unidades formadoras de placas (UFP/mL) se
obtienen a partir de la formula: UFP/mL = (No. De placas) x (5) x (Dilucién), a su vez, el
porcentaje de inhibicion de UFP es el resultado de: [(promedio del nUmero de placas en el
control) — (promedio del nimero de placas en la muestra)] x 100/ promedio del nUmero de
placas en el control. Se incluyé un control viral y un control positivo. El ensayo se realiz6

por triplicado.

3.2.7 ANALISIS E INTERPRETACION DE DATOS

Se determinaron los valores de CCso e Clsp por regresion linear, asi mismo los datos
obtenidos del post-tratamiento y el ensayo en placa fueron analizados por el método
estadistico ANOVA de una via, se realiz6 el andlisis multiple Dunnet entre los tratamientos

y el control viral.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad se define de forma general como los afectos adversos resultantes de la
interferencia de estructuras y/o procesos esenciales para la supervivencia celular,
proliferacién y/o funcion, las células expuestas a un compuesto citotéxico pueden responder
de diferente maneras: a) por necrosis en la que pierden la integridad de la membrana
resultando en lisis celular, b) por inhibicion del crecimiento y division celular o c¢) por
apoptosis, a partir de la activacion de factores genéticos que programan la muerte celular
(Zhang et al., 2008).

Con base en lo anterior, fue necesario determinar previamente la maxima concentracion no
citotéxica (MCNC o CCy) a la cual el compuesto no cause dafio mayor al 10 % en la
viabilidad celular evitando asi falsos positivos en los ensayos de infeccion viral. En el cuadro
11 se muestra la actividad citotdxica en células MDCK de los compuestos I-1X, el compuesto
X que es una molécula de glucosa tetraacetilada y del control positivo (carboxilato de
oseltamivir). Los compuestos evaluados no mostraron citotoxicidad con valores de CCsg
>90 uM.

Sin embargo, de acuerdo a los valores de MCNC se observd que los compuestos |, H y I
son los mas citotéxicos (Cuadro 11). El efecto citotoxico de los compuestos se observo
como la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, pérdida de la confluencia de

la monocapa por desprendimiento de células y vacuolizacién citoplasmatica.

En la Figura 40 se representa estructuralmente los compuestos con mayor citotoxicidad y
los no citotoxicos. Estos datos concuerdan con la literatura, ya que diversos estudios
sefialan que la toxicidad de las quinonas se debe principalmente a dos mecanismos
(Rodriguez et al., 2004):

a) Actuan como electrofilos aceptores de Michael.

b) Participan en reacciones redox catalizadas por flavoenzimas.

En las reacciones de adicion de Michael el sistema a, insaturado de la quinona actia como

electréfilo y puede unirse a nucledfilos esenciales en la célula como son los grupos tiol de
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las proteinas, interfiriendo con los procesos normales de supervivencia celular. Sin
embargo, los derivados de antraquinona por lo general no son susceptibles a reacciones
de adicion de Michael debido a que las posiciones a- y B- de la quinona son bloqueadas
por dos anillos de benceno (Malik et al., 2016). Por lo tanto, para este estudio, se sugiere
que el principal mecanismo de citotoxicidad de los compuestos |, Il y Il podria ser través
del ciclo redox de antraquinonas (Figura 41). Este proceso conlleva a la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) como peréxido (H20) y radicales hidroxilo (OH-) los
cuales son responsables de ruptura de cadenas de ADN y la destruccién de los lipidos
insaturados, proteinas y otras macromoléculas vitales causando dafio celular (Malik et al.,
2016).
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Cuadro 11. Efecto citotdéxico y antiviral en células MDCK contra el virus de la influenza
A(H1N1)pdmOQ9 en el ensayo de post-tratamiento de los compuestos I-X. Los resultados representan

la media £ desviacidn estandar de tres réplicas independientes.

Citotoxicidad (uM) Actividad anti-influenza
Clso (UM) Clso (LM)
Compuesto aCCso bBMCNC AlYucatan/ ds A/México/ IS
2370/09 INDRE797/10
I 94.08 +7.43 324+1.72 eNA ND NA ND
Il >100 40.31 +2.62 | 62.31+£3.05 1.6 NA ND
1 >100 37.59 + 6.06 NA ND NA ND
v >100 >100 58.05+1.34 1.72 NA ND
\% >100 >100 NA ND NA ND
VI >100 >100 NA ND NA ND
Vil >100 >100 23.11+£2.06 4.32 62.28+2.65 | 1.60
Vil >100 >100 NA ND NA ND
IX >100 >100 9.28 £2.27 10.77 | 19.47+0.93 | 5.14
X >100 >100 NA ND NA ND
CcoO >100 >100 25.3 nM= 3.95 NA ND
0.58

aCCso: Concentracion citotoxica media, P(MCNC: Maxima concentracion no citotoxica, Clso:
Concentracion inhibitoria media, 9IS: indice de selectividad , ©NA: No activo, ND: No determinado.
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Figura 40. Compuestos citotéxicos y no citotdxicos con respecto a su CCoo (MCNC) evaluados en células MDCK.
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Figura 41. Mecanismo general del ciclo redox de quinonas (Malik et al., 2016). La semiquinona

formada como producto de la reducciéon por un electrén, bajo condiciones aerdbicas se oxida
rapidamente transfiriendo el electrén adicional al oxigeno molecular produciendo el radical anion
super 6xido (O2-7) y generando su respectiva quinona, la formacién de radical anién superoxido
desencadena una cascada de reacciones resultando en estrés oxidativo y citotoxicidad celular. La
inestabilidad de la semiquinona también puede ocasionar estrés oxidativo. Por otra parte, en la
reacciones redox catalizadas por enzimas que transportan dos electrones, se producen
hidroxiquinonas que pueden excretarse o formar agentes reactivos alquilantes que causen dafio

celular.

El potencial de reduccion 6ptimo para que una antraquinona participe en el ciclo redox es
entre -0.27 y -0.16 V. La 9,10 Antraquinona (9-10-AQ) es la estructura mas simple-y sin
grupos sustituyentes en los anillos bencénicos- de esta clase de compuestos quinénicos, el
potencial de reduccion de la 9-10 AQ es de E°= -0.390 V siendo demasiado bajo para
permitir la transferencia de un electrén, por lo que la reduccion de esta molécula resulta

dificil (Rodriguez et al., 2014, Takkis et al., 2009). Por otro lado, esta antraquinona es un
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deficiente/pobre aceptor de Michael, por lo que en base a estos argumentos la 9, 10 —AQ
no muestra citotoxicidad asociada con el ciclo redox o el mecanismo electrofilico. En
relacion a esto, en un estudio se determind la nula toxicidad in vitro de la 9-10 —AQ a
concentraciones mayores de 100 uM en células de Sacharomyces cervisae, justificando su
poca toxicidad con las bases tedricas ya mencionadas (Rodriguez y col, 2014).

Los grupos funcionales tienen efecto electronico en el potencial de redox de antraquinonas.
En un estudio se evaluo el potencial redox de 50 derivados antraquinénicos con diferentes
grupos sustituyentes electrodonadores y eletrosustractores. De forma general, se concluy6
qgue las sustituciones de grupos metilos (electrodonadores) disminuyen el potencial de
reducciéon de la AQ siendo proporcional al nimero de sustituyentes metilo, asi mismo se
observé que la posicion de los grupos metilo no tienen influencia en el potencial redox. La
disminucion del potencial de reduccion de los derivados metilados de AQ puede deberse a
la poca afinidad del electrén en la quinona metilada. Esto nos permite sugerir que la
citotoxicidad de los derivados semisintetizados no es influenciada por el grupo metilo en
posicién C1, por lo que el efecto téxico de los compuestos |, Il y lll esta correlacionado a
los otros grupos sustituyentes. Por otra parte, los sustituyentes metoxilos no tuvieron un
cambio significativo en el potencial redox comparada con la antraquinona no sustituida
(9,10-AQ). Estos argumentos se relacionan con la respuesta no citotéxica de los derivados
antraquinonicos IV y V. Contrario a los grupos electrosustractores como ceto (C=0), acido
carboxilico (COOH) y éster (COOCH3) que contribuyen a aumentar el potencial de
reduccion de la AQ. Otros reportes sugieren que las sustituciones de grupos ésteres tienden
aumentar més el potencial de reduccion en comparacion con los grupos carboxilos. Asi
mismo estos datos se relacionan con la mayor respuesta citotoxica del compuesto | en

comparacion con el compuesto Il (Bachman et al., 2014; Cao et al., 2008).

Varios estudios sostienen que la introduccion de grupos hidroxilo en posiciones 1, 4, 5y 8-
OH consideradas como posiciones a en la estructura de la AQ, estabilizan los
correspondientes productos de reduccion, radical semiquinona (Q+—) y quinona dianion
(Q%-) por enlaces de hidrégeno entre los oxigenos quindnicos y los sustituyentes —OH,
incrementando asi el potencial de reduccion. En un estudio donde se evalud la citotoxicidad
de nueve compuestos antraquinénicos asilados de Morinda parvifolia, se encontré que las

antraquinonas con mayor numero de sustituyentes OH en posicion alfa fueron las més
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citotoxicas. En relacion a esto, se puede sugerir que los sustituyentes OH en los derivados
antraquinonicos sintetizados pueden aumentar la citotoxicidad como se observo con el
compuesto Il (Kang, J. et al.,2016; Guin et al., 2010; Johnson et al, 1999).

Adicionalmente se observo que los compuestos VIl y VIII que son glucésidos del compuesto
| y los compuestos VI y IX que son glucésidos de los compuestos Ill y Il respectivamente
no son citotoxicos, esto concuerda con lo reportado por Frackowiak y cols donde se
concluy6 que la glucosilacién de antraquinonas puede reduce el efecto citotoxico de la
aglicona (Frackowiak, A et al., 2010).

Con base en lo anteriormente descrito, se pudo correlacionar que el aumento en el potencial
redox de la estructura basica de la antraquinona (9,10-AQ) a partir de sustituyentes —
COOH, -COOCHjs;, y —OH aumenta la probabilidad de transferencia de electrén haciendo al
derivado antraquinénico participe en el proceso redox biolégico y por consecuencia
desencadenando la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) responsable de la
citotoxicidad celular, esto sugiere la razén del porqué los derivados I, I, lll fueron mas

citotoxicos en comparacion con los demas derivados (compuestos 1V-1X).

3.3.2 ACTIVIDAD ANTIVIRAL

La actividad antiviral de los compuestos antraquinénicos fue evaluado por ensayos de
reduccién del efecto citopatico (REC) a nivel post-tratamiento, en el cual las células MDCK
se incubaron con el virus A/Yucatan/2370/09 a una MOI =0.001 y con la cepa resistente
A/México/InDRE797/10 a una MOI=0.01 durante 1 h a 37 °C. Bajo estas condiciones de
tiempo y temperatura se favorecié la adhesion e internalizacion del virus a las células, por
lo que, el tratamiento posterior a este paso permite inducir de forma general si el compuesto
puede inhibir etapas posteriores a la adsorcion viral, tales como replicacién/traduccién, o

liberacion viral (Kwon et al, 2010).

Se observé que los compuestos Il, IV, VII, y IX disminuyeron significativamente la
replicacion viral con respecto al control viral en la cepa A/Yucatan/2370/09 a Clso de 62.31,
58.05, 23.11 y 9.28 uM respectivamente (Figura 42). Por otro lado, los compuestos VIl y IX
tuvieron una actividad antiviral significativa con I1Cso de 62.28 y 19.47 UM respectivamente

contra la cepa resistente A/México/InDRE797/10 (Figura 43). El compuesto IX fue el mas
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activo tanto en la cepa susceptible como en la cepa resistente. Resulta interesante sefalar
que los compuestos VIl y IX fueron menos activos contra la cepa resistente A/México/
INDRE797/10. Por otro lado, los compuestos Il y IV que mostraron cierta actividad contra la
cepa susceptible A/Yucatan/2370/09 no resultaron activos contra la cepa resistente.

AlYucatan/2370/09
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Figura 42. Efecto en el rendimiento viral del virus A/Yucatdn/2370/09 (H1N1)pdm tratados con el
compuesto Il, IV, VII, IX y el carboxilato de oseltamivir (CO) después de 72 horas de incubacién en
el ensayo de post-tratamiento. Los valores de inhibicién viral representan la media + desviacion
estandar de tres experimentos independientes. El asterisco representa la diferencia significativa

entre los compuestos evaluados y el control viral (CV) ***p<0.001, **p<0.01.
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Figura 43. Efecto en el rendimiento viral del virus A/IMéxico/InDRE797 tratados con los compuestos
VII, IX y el carboxilato de oseltamivir (CO) después de 72 horas de incubacion en el ensayo de post-
tratamiento. Los valores de inhibicién viral representan la media + desviacion estandar de tres
experimentos independientes. El asterisco representa la diferencia significativa entre los compuestos

evaluados y el control viral (CV) ****p<0.0001.

Los compuestos mas activos VIl y IX se evaluaron por ensayo en placa para confirmar el
efecto antiviral contra la cepa susceptible. En este método, se titularon particulas
infecciosas de las muestras de cosechas virales obtenidas directamente del post-

tratamiento. (Figura 44).
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Figura 44. Efecto en el rendimiento viral del virus A/Yucatan/2370/09 (H1IN1) pdm tratados con el
compuesto VI, IX y el carboxilato de oseltamivir (CO) después de 72 horas de incubacion. Los
valores del porcentaje de inhibicion de UFP (%) representan la media + desviacion estandar de tres
experimentos independientes. El asterisco representa la diferencia significativa entre los compuestos
evaluados y el control viral ***p<0.001.

Como se observa en la figura 44 el comportamiento del compuesto VIl es dosis-respuesta,
el cual redujo significativamente el titulo viral a las concentraciones de 100 y 50 puM, sin
embargo la actividad antiviral disminuy6 drasticamente a las concentraciones mas bajas
evaluadas. Por otra parte, el compuesto IX también tuvo un comportamiento dosis-
respuesta, la actividad antiviral se mantuvo en un rango entre 30-70 % Yy resultd ser menos

activo que el compuesto VII.

Adicionalmente para evaluar la actividad anti-NA del compuesto VII, se realizdé un ensayo
de inhibicion de NA utilizando el kit NA-Star, sin embargo, debido a la pobre solubilidad del
compuesto en la solucibn amortiguadora de pH del ensayo, el experimento no pudo
realizarse exitosamente (datos no mostrados), por lo tanto con base en los resultados s6lo

pudo sugerirse que el compuesto VII tiene actividad antiviral significativa y posiblemente
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inhibe alguna etapa posterior a la infeccion viral como lo sugiere el ensayo de post-

tratamiento.

Por otro lado, el compuesto IX mostr6 menor tendencia a reducir el titulo viral en
comparacion con el compuesto VII y el CO, sin embargo, a todas las concentraciones
evaluadas el compuesto tuvo actividad antiviral significativa. Estos resultados conllevan a
deducir que el compuesto IX tiene un efecto parcial en la inhibicion post-infeccion. Esta
afirmacion también tiene soporte al no observarse correlacion directa entre la reduccion del
efecto citopatico y la reduccion del numero de unidades formadoras de placas (UFP).
Pudiese ser que el compuesto presente por 72 h en el medio celular del ensayo de post-
tratamiento en algin momento interaccione con la superficie celular o el virus limitando la
adsorcion o entrada viral en etapas secundarias de infeccién. De esta forma, se sugiere
gue el efecto antiviral observado en el pos-tratamiento puede ser el resultado del modo de

accion del compuesto VII a nivel pre y post-infeccion.

Con respecto al andlisis de la relacibn estructura actividad de los compuestos
antraquinonicos evaluados en el ensayo de post-tratamiento, se tienen los siguientes

sefalamientos:

a) El residuo de glucosa tetraacetilada en posicién C-3 de los compuestos VIl y IX tiene un

rol importante en la actividad antiviral.

b) La glucosa tetraacetilada (compuesto X) por si misma no tiene efecto anti-influenza lo
cual sugiere que la union O-glucosidica con la antraquinona es importante en la actividad

antiviral.

c) Entre los derivados glucosilados, las propiedades lipofilicas de las moléculas parecen
afectar la actividad antiviral ya que el compuesto polar VIl que expone un residuo de
glucosa (con los grupos OH no acetilados) no es activo, en contraste con los compuestos
tetraacetilglucosilados VIl y IX, en donde el compuesto IX es el mas lipdfilico y activo entre

ambos.
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d) Entre los derivados antraquinonicos no glucosilados, el aumento en la lipofilicidad de los
compuestos parece incrementar la actividad antiviral, ya que solo los compuestos mas

hidrofébicos Il 'y IV fueron activos contra la cepa susceptible.

Una probable explicacion al modo de accién observado de los compuestos VIl y IX puede
deberse a la similtud estructural entre el residuo de glucosa tetraacetilada que es una
piranosa y el receptor acido sidlico lo cual pudiese contribuir a aumentar la interaccion de
los compuestos con la HA y la sialidasa viral NA comprometiendo su actividad antiviral a

nivel pre y post-infeccién (Nishikawa et al, 2012).

Por otro lado, en la literatura se ha reportado que las antraquinonas pueden actuar en
etapas pre-infeccion interfiriendo con la integridad de la membrana plasmatica de virus
envueltos como el virus de la Influenza A (Sydiskis, et al., 1991). Asi mismo, se ha reportado
su actividad como inmunomoduladores, estimulando al sistema inmune y limitando la

replicacion viral.

En un trabajo realizado por Uddin y cols (2016) se reporto la bioactividad de antraquinonas
O-glucosiladas como inhibidores potentes de neuraminidasa bacteriana (NAB) las cuales
resultaron ser mas activas que sus correspondientes agliconas. Los resultados de este
estudio permiten sugerir la posible actividad de antraquinonas O-glucosiladas como
inhibidores de NA viral (Nishikawa et al, 2012).

Actualmente, los estudios de antraquinonas glicosiladas con actividad antiinfluenza son
limitados, sin embargo, de forma general se han reportado una amplia variedad de
compuestos glicosilados con actividad antiviral, entre ellos, el lignano (+)-pinoresinol 4-O-
[6”-O-vanilloil]-B-D-glucopiranoside mostro actividad antiviral significativa contra el virus de
la influenza A H1N1 inhibiendo la exportacion nuclear de RNP virales (Parhira et al, 2014).
Asi también, el flavonoide glicosilado quercetina-7-O-glucésido es activo contra los virus de

la influenza A y B a través de la inhibicion de la RNA polimerasa viral (Gansukh et al, 2016).

Diversos reportes sugieren el amplio espectro bioactivo de moléculas glicosiladas por lo
tanto resulta importante la evaluacion de glucésidos novedosos como el compuesto VIl y IX
contra patégenos que representen un problema de salud publico como el virus de la

influenza A.
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3.4. CONCLUSIONES

Las compuestos antraquindnicos evaluados no tuvieron respuesta citotdxica significativa en

células MDCK. De acuerdo a la MCNC los compuestos I, Il y Il fueron los més citotédxicos.

En relacion al andlisis de estructura-actividad se sugiere que los sustituyentes con grupos
electrosustractores carboxilo y éster, asi como hidroxilos en posicion alfa contribuyen a
aumentar el potencial redox de los derivados antraquinénicos aumentando su citotoxicidad.
Por lo que es probable que el mecanismo de accioén citotdxico sea por la generacion de
especies reactivas de oxigeno a partir del ciclo redox. Los derivados O-glucosilados

resultaron ser menos citotdxicos que su correspondiente agliconas.

Los compuestos O-acetilglucosilados VIl y IX fueron los mas activos contra el virus de la
influenza A(H1IN1)pdmO09. El compuesto IX fue el mas activo contra la cepa susceptible y
resistente a oseltamivir. Se sugiere que el sustituyente acetilglucosa en la posicién C-3 de

la antraquinona tiene un rol importante en la actividad antiviral.

Los resultados obtenidos del ensayo en placa contra la cepa susceptible A/Yucatan/2370/09
sugieren que estos derivados pueden actuar en etapas de pre y pos-infeccién, sin embargo,
seria necesario realizar mas pruebas bioldgicas para determinar el modo de accion de los

compuestos VIl y IX.
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CAPITULO IV

DISCUSION Y CONCLUSION GENERAL
4.1 DISCUSION GENERAL

Con base en los resultados obtenidos se encontr6 que la modificacion estructural de los
compuestos antraquinénicos | y Il tiene un efecto en su actividad bioldgica. En el caso de
la citotoxicidad, de acuerdo con los valores de maxima concentracion no citotoxica se
observé que los derivados con grupos ésteres, acidos carboxilicos y grupos hidroxilo
resultaron ser mas citotdxicos que sus analogos metoxilados y O-glucosilados, esto indica
gue la sustitucién de ciertos grupos funcionales en el nlcleo antraquindnico puede

aumentar o disminuir la actividad citotéxica de un compuesto.

Por otro lado, en los ensayos antivirales se observé que los derivados O-tetraacetil
glucosilados (Compuestos VII y IX) fueron significativamente activos contra las cepas
Al/Yucatan/2370/09 y A/México/InDRE797/10 susceptible y resistente a oseltamivir
respectivamente, esto permite sugerir que el residuo tetraacetilglucosidico tiene un rol

importante en la actividad antiviral.

La gran mayoria de estudios antivirales de compuestos antraquinonicos han sido evaluados
contra el virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH), citomegalovirus (CMV), y virus de la
polio (PV), con menos frecuencia se hallan estudios contra virus respiratorios como el virus
de la influenza. Pese a esto, se ha evidenciado la actividad antiviral de antraquinonas
aisladas de la corteza de Morida citrifolia y derivados hidroantraquinénicos aislados del
hongo enddfito Nigrospora sp contra influenza A (HIN1) y H3N2 (Shih-Wen et al., 2014;
Wang et al, 2016; Zhang et al, 2016).

Por otra parte algunos estudios han determinado el posible modo de accién de las
antraquinonas mediante su interaccidon con la membrana plasmética del virus. También se
han relacionado con la capacidad de inducir a la expresion de genes IFN-B, IFN-y, PKR en
células infectadas los cuales son proteinas del sistema inmune que interfieren en la
replicacion viral; y se ha sugerido la posibilidad de actuar como inhibidores de la NA (Shih-
Wen et al., 2014, Sydiski et al., 1991, Uddin et al., 2016).
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Se sugiere que la similitud estructural entre el receptor &cido sialico y el residuo
tetraacetilglucosidico de los compuestos VIl y IX puede estar relacionado con su actividad
antiviral, posiblemente a nivel pre y post-infeccion, debido a que ambas moléculas tienen

un nucleo estructural ciclohexano oxigenado (ltzstein, 2012).

También resulta interesante sefial que la glucosa tetraacetilada (compuesto X) por si misma
es inactiva, s6lo en union con la antraquinona presenta actividad antiviral, esto permite
sugerir que la estructura antraquindnica pudiese presentar de interacciones hidrofobicas
con la diana molecular sobre la que esté actuado. Sin embargo, se necesitan mas estudios

gue provean evidencia cientifica.

En el ensayo en placa, el compuesto VIl inhibi6 mas del 90% del titulo viral a las
concentraciones mas altas evaluadas en el post-tratamiento lo cual podria deberse a un
posible modo de accién a nivel post-infeccién, a su vez, el compuesto IX solo inhibié
parcialmente el titulo viral en un rango del 30 al 70 % en todas concentraciones avaluadas,
por lo tanto cabe la posibilidad que este compuesto interaccione en otras etapas del ciclo
de replicacién, probablemente a nivel pre-infeccion. Sin embargo, para determinar el modo
de accioén de los compuestos VI y IX es necesario una serie de ensayos mas especificos y
complementarios. No obstante, en este estudio se evidencio la actividad anti-influenza
moderada in vitro de derivados antraquindnicos O-glucosilados novedosos, contribuyendo
al conocimiento de bioactividad antiviral de antraquinonas, cuyos registros en literatura son

escasos.

Basandose en los resultados obtenidos existe evidencia suficiente para aceptar la hipo6tesis
de investigacion debido a que los compuestos Il, IV, VII y IX presentaron actividad anti-
influenza contra la cepa A/Yucatan/2370/09 susceptible a oseltamivir, mientras que los
compuestos VII 'y [IX mostraron ser mas activos contra la cepa resistente
A/México/InDRE797/10. Por lo que, las modificaciones estructurales de Aloesaponarina | y
Il a partir de reacciones de metilacion, hidrolisis y O-glucosilacion tiene efecto en la actividad

contra el virus de la influenza A(H1IN1)pdmQ9
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4.2 CONCLUSION GENERAL

Se aislaron los compuestos | y Il a partir de las raices de Aloe vera y llevaron a cabo sus
modificaciones estructurales obteniendo cinco derivados hidroxilados, metoxilados y O-
glucosilados (compuestos 1lI-VI y IX). Los compuestos VII y VIII se proporcionaron por el
Laboratorio de Quimica de Productos Naturales del Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan.

Se semisintetizaron dos productos novedosos: acido-8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-
D-glucopiranosil-1-metil-9,10-dioxo-9,10-dihidro-2-antraceno carboxilico (compuesto VI) y
8-hidroxi-3-0-2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil-1-metil-9,10-antraquinona

(compuesto IX)

Los derivados antraquindnicos no tuvieron una citotoxicidad significativa en células MDCK,
de acuerdo a la maxima concentracion no citotoxica se observé que los compuestos |, Il 'y

[1l fueron los mas citotoxicos.

Los compuestos VIl y IX fueron significativamente activos contra el virus de influenza
A(H1IN1)pdmO09. Estos compuestos fueron mas activos contra la cepa A/Yucatan/2370/09
susceptible a oseltamivir en comparacién contra la cepa resistente A/InNDRE797/México/10.
Se sugiere que el compuesto VIl tiene actividad antiviral a nivel post-infecciéon y que el

compuesto IX pudiese actuar en etapas de pre y post-infeccion.
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4.3 PERSPECTIVAS

Los compuestos VI, VII, VIl y IX que son compuestos novedosos deben ser evaluados por
otras técnicas espectroscopicas y espectrométricas o por difracciobn de rayos X para

determinar la configuracién estructural absoluta.

Realizar otras modificaciones quimicas en el nacleo estructural de la antraquinona que
impliquen diglucosilaciones, sustituciones con aminoazlcares como glucosaminas vy

modificaciones en el anillo de la piranosa con el fin de potenciar la actividad antiviral.

Realizar ensayos antivirales que permitan deducir el modo de accién de los compuestos
novedosos VII y IX asi como evaluar contra otros subtipos de virus de influenza A e

influenza B para determinar el espectro de accion.
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ANEXOS
Anexo | .Datos espectroscépicos del HSQC del compuesto VI.
Posicion | H§ (ppm) C & (ppm) | Posicion | H& (ppm) C & (ppm)
4 7.77 114.67 2 5.32 69.86
5 7.76 118.84 3 4.35 61.19
6 7.63 135.8 4’ 4.20 61.24
7 7.30 125.00 5 3.98 72.98
11 2.89 29.68 6’ 5.33 72.45
1 6.06 92.86 27,37,47 2.07, 2.07, 20.61, 20,61,
y 6”-CHs* 2.04y2.04 20.59 y 20.59

Anexo Il. Datos espectroscopicos del HMBC del compuesto VI.

Posicion H 8 (ppm) HMBC (*H-5C)
2JcH 3JcH
4 7.78 B C8b, C2
5 7.76 B Csa,C7
6 7.61 C5 C4b, C8
7 731 ~ C8a
8-OH 12.85 C8 C7, C8a
11 2.90 Ci C2,C8b
1 6.05 C3
2 5.31 cr
3 4.33 3-OAc
4 4.18 C5’ Ccoe’
27,37,4” y6”-CHs* | 2.08 2, 3,4 y6’-OAc
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Anexo lll. Datos espectroscopicos del HSQC del compuesto IX.

Posiciéon | H§ (ppm) C & (ppm) | Posicion | H§ (ppm) C & (ppm)
2 7.17 126.27 2 5.37 75.45
4 7.80 118.86 3 5.36 70.86
5 7.32 124.76 4 5.19 68.02
6 7.64 135.84 5 4.05 72.49
7 7.79 111.76 G) 4.26 61.84
11 2.86 23.89 27,37,47 5.33 72.45
y 6”-CHz*
1 5.36 97.49

Anexo IV. Datos espectroscopicos del HMBC del compuesto IX

Posicion H & (ppm) HMBC (*H-13C)
2JcH 3JcH
2 7.17 C3 C4,Cl11
4 7.77 C3 C10, C2
5 7.32 ~ C7,C8a
6 7.64 ~ Cab, C8
7 7.75 _ C5, C8a
8-OH 12.92 C8 C8a
11 2.86 C1 C2
1 5.36 c2 C3
2 5.36 C3’ ~
3 5.36 Cc4 3’-OAc
4 5.19 C3,C¥% cz2
5 4.05 ce’ cr
6’ 4.26 Cc% C4, 6’-OAc
27,37,47y6”-CHs* | 2.07 2,3,4y6-0OAc | _
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