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RESUMEN

Gloria Alejandra Benavides Cortez Fechi de Graduacitn: Marza de 2004

Universidad Auténoma de Nuevg Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del estudia: ESTUNO FITOQUIMICO Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS
MELAMPOLIDOS AISLADOS DE Tetragonotheca repanda y
Tetragonotheca iudoviciana (ASTERACEAE).

Namero de paginas: 102 Candidata para el grado de Doctora en Ciencias
con especialidad er Quimica Biomédica.

Area de Estudio: Quimica Biomédica.

Propisito y Métodu de Estudio: Las sesquiterpen lactonas (SLs) son compuestos terpenoides can urt
amplio espectro de actividades biologicas. Se han reportado SLs de tipomelampdlida en Tetragenotheca
spp; sin embargo, alguaos de los compuestos 1o hao sido islados en forma purs v sus actividades
biologicas no han sido estudiadas. En <l presente trabajo se purificaron 5Ls de tipe melampelido de T
repanda y T. ludoviciana mediaate CLV y CLAR. Se establecieren suy estructuras por meétodos
espectroscopicos ¥ difraccion de rayos X. Sc estudid la actividad antimalacds, antimicrobiana,
antinflamutoria, antitumor y apoptatica en la mayoria de los compuestos aislados. Se realizé el ensayo
antimalana-parasito LDH. Se investigd la actividad antimicrobiana en seis microorganismos, Se estudio
¢l efectg antiinflamatorio utilizanda como mukcula blunco el NF-xB, asi como tamubifa se estudiaron
los efectos en [a actividad enzimatica de COX-2, ef crecumiento celular en 4 lineus de tumor humano,
la progresiom del cicla celularmediante citometria de flujo y tincién con DAFPI para identificar apaptasis.

Conclusiores y Contribuciones: Seaislaron seis melampalidos, repandines A al F, a partir de T. repanda.
Se aislaron el tetraludin A, tetraludin G y la meccla de tetraludin Ha-Hb {C-2' epimeros) de 7.
tudaviciana. 1,0s repandines (A, B, ¥ C) y el tetaludin A no mostraron actividad antimicrobiana. Sin
embargo, mostraron actividad antimalaria en concentraciones de 2.2-3.6 pg/mL. Los repandines (4, B,
Dy E) y el wetraludin A inhibicron la activagién de NE-kB y ¢l crectmiente cclular, ademds, Jos
repandines A y E inhibieron la actividad enzimjtica de COX-2. El repaadin D y tetraludin A inducierun
el arrento del ciclo celular en la fase G/M y apaptosis. Las SLs estudiadas interfieren con el mecenisme
de transcripeion del NF-xB y COX-2, por lo tanto, estas SLs pueden ser utiles en el desarollo de nuevos
farmacos antiinflamatorios y antitumorales.

=~ ‘%egumyﬁ;—%
Dr. Nikolaus H, Fischer Dra. Noemd Waksmar(_;lé Torres
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PHYTOCHEMICAL STUDY AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF
MELAMPOLIDES FROM Terragonotheca repanda AND
Tetragonotheca ludoviciana (ASTERACEAE).

ABSTRACT

Sesquiterpene lactones are terpencid compounds chatacteristic of the Asteraceac
(Compositae). The functional gruup comumon to the majority of sesquiterpene lactones is the
a-methylene-y-lactone group. Many sesquiterpene lactones also contain additional a,B-
unsaturated carbonyls as well as epoxides. These functional groups represent reactive
receptor sites tor biological nucleophiles, i particular, thiol and amino groups. Nucleophulic
addition to epoxides and -, f-unsaturated carbonyl compounds lead to irreversible adduct
formation. Therefore, sesquiterpene factones can cause irreversible alkylations of esseatial
thiol and amino functions of certain enzymes. The numerous biolagical activities that have
been reported for sesquiterpene lactones, including antimicrobial, antiviral,
antiinflammatory, and antitumor activitics, arc usually rationalized in terms of the
irreversible formation of covalent adducts. Melampolide-type sesquiterpene lactones had
been reported in Tetraganatheca spp.; however, few of these compounds have been isolated
from these plants in pure form. Furthermore, their biological activities were not studied. [n
this study, we present melampolide-type compounds isolated from T. repanda and T,
ludoviciana and their biological activities. Six pure melampolides, repandins A-F, were
isolated by VI.C and HPLC from crude extracts of T. repanda. Two pure melampolides and
epimeric mixture, tetraludin A, tetradulin G, and tetraludin Ha-Hb, were isolated from 7.
fudoviciana. Their structures were established by spectroscopic methods and single-crystal
X-ray diffraction. Most of the isolated melampolides were studied for their antimalariai,
antimicrobial, anuinflammatory, antiturnot, and apoptotic activities. Repandin A, repandin
B, repandin C, and tetratudia A did not exhibit antimicrobial activities at 50, 10 and 2 pg/mL
agains! 8. aureus, MRS, P. aureoginosa, C. albicans, C. neoformans, A. fumigatus and M,
intracellulare. Repandin A, repandin B, repandin C, and tetraludin A showed activity against
P._falciparum at concentrations between 2.2-3.6 pug/mL in the Antimalanal/Parasite Lactate



Dehydrogenase assay. The antiinflammatory bioactivities of the isolated melampolides were
also studicd using NF-xB as a target malecule. The transcription factor NF-«B is one of the
key regulators ot genes involved in the immuae and inflammatory response. Repandin A,
repandin B, repandin D, repandin E, and tetraludin A inhibited the activation of NF-xB in
SW 1353 cell induced by phorbol-12-mynistate 13-acetate (PMA) and TNF-q. COX-2
enzyme activity was inhibited by repandin A and repandin E, but not by repandin B,
repandin D, and tetraludin A, [t is noteworthy that repandins A and E are structurally
sienilars and may fulfill the spatial requirements to fit in the COX-2 active site. However, all
these melampolides effectively inhibited cell growth of tumor cells. Cell cycle analysis and
DAPI staining assay showed that repandin D and tetraludin A induced celi cycle arrest in
G,/M phase and apoptosis in HL 60 cells. These activities are likely mediated by inhibition
of NF-kB activation. Studies on structure-activity rclationships revealed that bifuncional
sesquiterpene lactones inhibit NF-kB DNA binding at concentrations 10 times lower than
their monofuntional analogs. Repandin A, repandin B, repandin I, repandin E, and tetraludin
A contain the a-methylenc y-lactone group, as well as ain o f-unsaturated ester and/or an
a,f3-epoxi ester, that represent additional reactive centers far aikylation by hiclogical
nucleophtles. In thisregard, it is known that Cysteine 38 and Cysteine 120 of the p65 subunit
of NF-xB are both sites of alkylation by sesquiterpene lactones, and since the distance
between these cysteings is just 8 A, it has been proposed that NF-kB is locked into an
wactive form by a siongle bifunctional sesquiterpene luctone, thereby preventing DNA
binding by NF-«kB. The rcmarkable bicactivities we obscrved strongly suggest these
compounds should be studied further.

Py W Errl —
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las sesquiterpenlactonas son compuestos terpengides caracteristicos de la familia
Asteraccae (Compositae). La clasificacién de las sesquiterpenlactonas de acuerdo a su
esqueleto carbociclico nos indica que la mayoria de éstas se pueden colocar en uno de los
cuatro grupos principales: germacrandlidos (con un anillo de [0 miembros);
eudesmandlidos (compuestos biciclicos de 6/6); guaiandlidos y pseudoguaianélidos

(compuestos biciclicos de 5/7) (Fig. 1).!

Entre los diferentes tipos de esqueleto de las lactonas los germacrandlidos
representan ¢l grupo mas grande. Dependiendo de {a configuracidn de los dobles enlaces
en el anillo, cuatro subgrupos de germacrandlidos pueden ser formulados, de los cuales
todos se encuentran como productos naturales.’’ Los germacrandlidos contienen un
cicladecadieno trans-trans; los heliangblidos tienen un anillo 1(10)-trans, 4-cis; los
melampolidos presentan un ciclodecadiena 1(10)-cis, 4-trans y los cis, cis-

germacranodlidos que contienen un anillo 1(1Q)<cis, 4-cis.

La mayoria de los tipos estructurales de las lactonas encontradas en la familia
Asteraceae y en otras familias de planilas supeniores contienen el grupo a-metileno-y-
lactona, en el cual el H-7 tiene la configuracion a sin excepcion.’



Germacrandlido

§
0
15

Eundesmanolido

Guaiandlido

Fig. 1: Clasificacion de las sesquiterpenlactonas por Picman en 1986."



La caracteristica funcional de la mayoria de las sesquiterpenlactonas esti en el
grupo a-metileno-y-lactona. Muchas lactonas ademas contienen carbonilos o,f-
insaturados asi como también epdxidos. Estos grupos funcionales representan sitios
receptores reactivos para nucleofilos biolégicos, en particular, grupos tiol y amino. Por lo
tanto, las sesquiterpenlactonas pueden causar alquilaciones irreversibles con los grupos
tiol y amino que desempefian funciones esenciales sobre ciertas enzimas.
Consecuentemente, se ha reportade un amplio espectro de actividades biologicas en tales

lactonas.

Se ha reportado en la literatura que muchas sesquiterpenlactonas presentan
actividad anti-bacteriana, anti-tuberculosis, anti-mic6tica, anti-parasitaria, anti-tumoral y

actividad citotoxica.

En 1998 Fischer y col. reportaron la actividad anti-micobacteriana de los
componentes puros de Magnolia glandiflora y M. virginiana, costundlido y partenélido,
asi como algunos otros germacrandlidos relacionados y derivados semisintéticos. El
costundlido, el compuesto mas lipofilico de las sesquiterpenlactonas probadas, mostré un
CMI contra Mvcobacterium tuberculosis y M. avium de 32 y 128 pg/mlL,
respectivamente. Su derivado 4,5-epoxido, partendlido, fue el germacran6lido maés activo
contra M. tuberculosis y M. avium, con CMI de 16 y 64 pg/mlL, respectivamente. En
contraste, sus 11BH,I13-dihidroderivados, asi como los sesquiterpenos obtenidos por
reduccion del anillo en la lactona, no mostraron actividad a concentraciones menores de
128 pg/mL (Fig. 2). Con los datos obtenidos ellos sugiereh que el grupo a-metileno-y-
lactona es esencial pero no suficiente; aunado a esto los valores de lipofilicidad juegan un
papel importante en la actividad anti—micobaéteriana. Una posible explicacion del
incremento en la actividad del partenélido (menos lipofilico que el costundlido) y
germacranolidos monoepdxidos relacionados, puede ser su Unica propiedad de suftir

facilmente ciclizaci6n transanular (Fig. 3).*



Costundlido Partendlido
M. tuberculosis CMI = 32 pg/mL M. tuberculosis CMI = 16 pg/mL
M. qvium CMI = 128 pg/mL M. avium CMI = 64ug/mL

11BH, 13-dihidrocostunélido 11BH, 13-dihidropartendlido
M. suberculosis CMI > 128 ng/mL M. tubercuiosis CMI >128 pg/mL
M. avium CMI >]28 pg/mL M. avivm CMI >128 ug/mlL

Figura 2. Actividad anti-micobacteriana del costunélido, partenélido
y sus derivados semisintéticos.
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Figura 3. Ciclizacion transanular del partendlido.

Bartrero y col., en el 2000, reportaron la actividad citotdxica de dos melampdélidos,
aislados de Mikania minima. Ellos evaluaron la actividad de ambos melampdlidos en tres
lineas celulares de tumor: P-388 linfoma de raton (ML), contra la A-549 carcinoma de
pulmén (LC) y HT-29 carcinoma de colon (CC) en lineas celulares humanas. El
compuesto 1 mostré una ICgg=2.7 X10® M, IC5:=5.5 X10° M, y una 1Cs=5.5 X10° M,
respectivamente. E! compuesto 2 mostré una ICse=1.4 X10° M, IC5=2.8 X10° M y una
IC50=2.8 X10° M, respectivamente (Figura 4). El aldehido 2 mostr6 una actividad mayor
que el alcohol 1. Generalmente es aceptado que la actividad citotoxica de las
sesquiterpcnlactonas estd bdsicamente en el grupo a-metileno-y-lactona y que es

aumentada por un segundo grupo aceptor de Michael. De acuerdo a esto, la mayor
actividad del compuesto 2 puede ser atribuida al aldehido conjugado.’



)

Melampdlido 1 Mclampolido 2
ML IC54=2.7 X10°M ML 1C5,=1.4 X10° M
LC ICp=5.5 X10°M LC ICy; =28 X10°M
CC ICn=5.5X10°M CC IC5=2.8 X10°M

Figura 4: Actividad citotdxica de melampdlidos aislados de Mikania minima.

El factor de transcripcion NF-xB es un importante regulador de los genes
involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria. La figura 5 muestra
esquematicamente la activacion del NF-xB por lipopolisacdridos (LPS) y citocinas (IL-
1 y TNF-u). Los LPS, TNF-a y IL-10 interact@an con distintos receptores en la
superficie extracelular resultando en la generacién intracelular de O;7, el cual sufre
dismutacion a H;O, catalizada por la superoéxido dismutasa (SOD). Mediante un
mecanismo desconocido, el H;O2 activa la protein cinasa (PK) para fosforilar I-xB, la
subunidad inhibitoria. La fosforilacién causa la ubiquitinacién de 1-kB, la I-xB
ubiquitinada strve comeo sustrato para €l complejo proteasa multicatalitco (MPC), el cual
degrada [-xB liberando el NF-xB, un heterodimero de p50 y p65. La degradacion del
inhibidor permite que el NF-xB se traslade al nicleo, donde éste estimula la transcripcidn
de genes que codifican vanas citocinas inflamatorias (IL-1, TNF-a), quumiocinas,
moléculas de adhesion y enzimas inflamatorias como la &xido nitrico sintasa
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inmunolégica (iNOS), ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la fosfolipasa citosélica A2. Estos
mediadores estan involucrados en la patogénesis de enfermedades inflamatorias, tales

como artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino o el sindrome de sepsis.®’

=
w;
Qo
gag-..
o
g
3

SOD T % .
PK(i —?xm Ubiquitinacién 'o...;;?“_',.o’
ot It 1

I-xB NOS%
CcOX-2

Citocinas PLA
TNF-a y IL-1

Figura 5: Ilustracion esquematica de la activacion del factor de transcripcion
NF-kB por LPS y citocinas.’




Recientemnente, a aumentado el interés por el uso de agentes anti-inflamatorios
para la prevencién y tratamiento de una variedad de canceres. Existe considerable
evidencia quc COX-2 es importante en turmorogénesis. La COX-2 puede favorecer el
crecimiento de células tumorales mediante el incremento de la proliferacion celular y
estimulacion de angiogénesis. Un aumento en la expresion de COX-2 inhibe apoptosis €
incrementa la invasividad de células malignas. Por lo tanto, los compuestos que
interfieren en ¢! mecanismo de transcripeion de COX-2 podrian disminuir la inflamacion

yla tumorogénesis.s

Hwang y c¢ol, en 1996, reportaron la inhibicidn de la expresion de la
ciclooxigenasa mitégeno-inducible (COX-2) y de las citocinas proinflamatorias (TNI'-o
y IL-1) por sesquiterpeniactonas en macréfagos estimulados por lipopolisacdridos (LPS).
Entre los sesquiterpenos probados estan el partendhido y el leucanthin B, los cuales
mostraron la actividad inhibitoria mas alta (Figura 6); la caracteristica comin de estos
compuestos es la presencia de los grupos o-metileno-y-lactona y epdxido en su
estructura. El confertiflorin y el psilostachyin A carecen de grupo epdxido en su
estructura y su actividad inhibitoria esta disminuida en comparacién con el partendlido.
La saturacion del doble enlace 11-13 en el partendlido, da como resultado la pérdida de la
actividad inhibitoria. La relacidn estructura-funcion indica que la cadena a-metileno-y-
lactona confiere el efecto de inhibicidn, y €l grupu epoxido parece acentuar la actividad
inhibitoria. Estos grupos pueden interactuar con nucledfilos bialégicos como el grupo
sulfhidrilo. El partendlido suprimid la fosforilacién de¢ la tirosina sobre proteinas
estimulada por lipopolisacdridos en la linea celular de macrofagos en murinos (RAW
264.7). Esta supresién fue correlacionada con su efecto inhibitoric en la expresion de
COX-2 y citocinas. Entre las prote{nas activadas por fosforilacion de tirosina, las cinasas

proteicas activadas por mitégeno fueron las que exhibieron la mayor inhibicion.’



Partenélido Leucanthin B
leo =0.2 pg/mL leo =0.2 ug/mL

O
Confertiflorin Psilostachyin A
[C50=0.9 pg/mL ICs0=1.3 pg/mL

IC5=>100 pg/mL IC50=>100 pg/mL

Figura 6: Estructura quimica de algunos sesquiterpenos y su inhibicién en la
expresion de COX-2 en macrofagos estimulados por LPS.



Algunos grupos de investigadores han estudiado la actividad anti-inflamatoria de
las sesquiterpenlactonas en relacion con el factor de transcripcion NF-xB ™1%1.12
Algunas de las sesquiterpenlactonas estudiadas por Castro y col. son: costunolido
(IC50=50 uM), I-acetuxicostunolide ([Csg=50 uM), 7-hidrocostundlido (JCse=10 uM) y
3,4-epaxideshidroleucodin (ICs0=5 uM} (Fig. 7). Ellos muestran que estos compuestos
naturales inhiben la cascada de sefiales del NF-xB por actuar directamente en la
subunidad p65, probablemente por reaccionar en una adicion tipo Michael con residuos
de cisteina en y cerca de la unién con el DNA.'" Kim y col.'* reportan el 28,5,10-
deshidroxi-6a-angeloiloxi-9f-isobutiloxi-germacran-8u, [ 2-olide  (ICso= 2.16 pM) ¥
Hehner y col.” reportan ¢l partendlido (1Cs¢>10 M) € isohelenin (ICsq >20 M), Ambos
grupos muestran que el efecto inhibitorio es debido a la estabilizacién del complejo NF-
kB/I-xB en lugar de actuar directamente en la subunidad p65 del NF-xB.

IJ
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1) Costundlido H H 50 uM 3.4-epoxideshidroleucodin
2) 3-acetoxjostundlido OAc H 50 puM [Csg= 5 pM
3) 7-hdroxfcostundlido H  OH  10uM

2B,5-epoxi-5,10-dihidraxi-6a-angeloiloxi- Partenélido
9B-isobutiluxi-germacran-8a, 1 2-¢lido [Cs50=>10 M
[Cjo =2.16 |.LM

Figura 7: Actividad anti-inflamatoria de algunas sesquiterpenlactonas.
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Tetragonotheca €s un pequefio género constituido por cuatra especies T.
repanda, T. ludoviciana, T. helianthoides y T. texana, Este género crece en el sur de
Estados Unidos y México. Tetragonetheca spp. contiene sesquiterpenlactonas en la parte
aérea #3415 1 o5 repandines A al G, que se muestran en la Figura 8, han sido reportados
en 7. repanda, todos ¢llos presentan el mismo esqueleto tipo melampdlido con un dable
enlace exociclico 4 (15), la diferencia entre ellos estd en las cadenas laterales de los C-8 y
C-9. Los compuestos 9-isobutiriloxi-4b,15-epoxirepandanélido-8-0-[5-hidroxiangelato],
15-1lidroxi-4a,15-dihidrorepandandlido-8-O-angelato y un éster ciclico, tetragondlido
isobutirato, han sido también reportados en 7. repanda.'> 4

Repandin A

RepandinB

Repardin C

e
Ax.
A
I
e

Repadin B
Repandin F ) ,‘$=9:‘

Repandin G

Figura 8: Melampdlidos reportados en Tetragonatheca repanda.
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Compucstos tipo meclampdélidas, tetraludin A al N (Figura 9), han sido reportados
en T. Ludoviciana; como en ¢l caso de los repandines, estos compuestos difieren en la
naturaleza de la cadena lateral en los C-8 y C-9, Algunos tetraludines son pares
epiméricos que difieren en un centro quiral en la cadena lateral del C-8.'>'¢

Ao A
SERUT.

R R

Tetraludin A Ac D
B C D y epimero en C-2'
C (& D’ yoC3deD
D B ¥ ) ¢pimero en C-2’
E B E’ deE
F A E } epimero en C-2'
G A E " deE
Ha  Ac E  C.2 epimero del polidalin
Hb  Ac E  polidalin
i C F
J B D } epimero en C-2'
K B D° y/oC-3'deD
L A D } epimero en C-2'
M A D’ yloC-3deD
N C E

Figura 9: Melafnpélidos rep(lrtados €n Tetragonorheca ludoviciana.
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El anilisis quimico de Tetragonotheca helianthoides dio como resultado seis
nuevas sesquiterpenlactonas tipo melampélido, tetrahelines A al F. Todos los

compuestos nuevos tienen el mismo anillo medio y dificren en los grupos éstec laterales

deC-8yC-9."7

R R' R"
Tetrahelin A Me Ac A
Tetrahelin B CH;OH Ac A
Tetrahelin C Me L} B
Tetrahelin D Me Ac B
Tetrahelin E Me D g

Tetrahelin F CH;0A¢  Ac

Figura 10: Melampélidos reportados en Tetraganotheca helianthoides.



Las actividades biolagicas de Tefragonotheca repanda y T. ludoviciana no han
sido estudiadas; ademds, algunos de los compuestos no han sido totalmente purificados.
En el presente Gabajo, se¢ presenta un estudio de la actividad biologica de los

melampolidos aislados de T repanda y T. ludoviciana.

HIPOTESIS

Los germacranolidos aislados de los extractos semipolares de Tetragonotheca

repanda y Tetragonotheca ludoviciana presentan actividad anti-microbiana, anti-

malérica, anti-inflamatoria, anti-tumor y apeptdtica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar los compuestos a partir del extracto semipolar de Tetragonotheca repanda y

Tetragonotheca ludaviciana.

2. Elucidar la estructura de los compuestos aislados mediante técnicas espectrosedpicas.

3. Evaluar la actividad biolégica de los compuestos aislados (anti-microbiana, anti-

maldrica, anti-inflamatoria, anti-tumor y apoptotica).
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Tetragonotheca repanda (Asteraccae): Se wtilizé 15 g del extracto de DCM, parte
aérea. Recolectada el 30 de abril de 1976 a 14 millas al sur de Falfurrias, Brooks Co.,
Texas, a lo largo de la autopista 281 (Se encuentra un ¢jemplar en LSU, Urbatch and
Fischer 2460).

Tetragonoheca ludaviciana (Asteraccae): Se utilizd 15 g del extracto de DCM,
parte aérea. Recolectada en agosto de 1977 en Tarrant Co., Texas, (Se encuentra un
¢jemplar en la Universidad de Texas en Arlington, Bacon and Bragg 1652).

2.2. MATERIAL Y EQUIPO EN GENERAL.

Solventes: Hcxano, acetato de etilo, etanol, metanol, acetona y diclorometano grado
analitico. Metanol, agua, acetonitrilo grado CLAR.

CCF: Cromatofolios AL TLC 20X20 cm Silica gel 60 Fzss, espesor de capa de 0.25 mm,
Merck.
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CLYV: Silica gel grado TL.C MN Kieselgel G.

CLAR Semipreparativo: Cromatografo de liquidos Waters 996 con detector de arreglo
de diodos. Precolumna Phenomenex Luna [0 p C18(2) 60x21.20 nun 5 micrones.
Columna Phenomenex Luna C18(2) 250X21.20 mm § micrones. Condiciones
isocréaticas con metanol-agua-acetonitrile (60:30:10). Flujo de 15 mL/min.

Evaporaciones: Rotavapor Biichi a temperatura inferior a los 40 °C,

Revelador: Reactivo de Godin.

Cartucho; C-18 Alltech de | y 3 g. Se acondiciona y/o lava con metanol antes y después
de su uso. La muestra se disuelve en metanol-agua (50:50). Se eluye y recolectan
3 fracciones: C-18F 1= Metanol-agua (50:50)

C-18F2 = Metanol-agua (60:40)
C-18F3 = Metanal-agua (80:20)

Espectros de RMN: BRUKER de 400 MHz y 500 MHz, usandoe CDCl; como solvente.

Anpdlisis cristalografico de rayos X: Realizado en un difractémetro Kappa CCD con
Oxford cryostream equipado con radiacion MoKa (A= 0.71073 A). Datos

cristalogrificos experimentales en apéndice.

2.3. AISLAMIENTO.

Se utilizé un procedimiento estindar de Cromatografia de Liquidos al Vaclo
(CLV)'® para separar los extractos crudos (DCM) de Tetragonotheca repanda y T.
ludoviciana. El extracto (15 g) se adsorbe en silica gel (15 g) y se coloca en una columna
de CLV (8 cm de didmetro y 30 cm de longitud, empacada con 150 g de silica gel). Por
medic de ur incremento en la polaridad del salvente €l extracto se separd en ocho
fracciones. La Tabla 1 muestra la cantidad y preporciones de los solventes utilizados en
el fraccionamiento.
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Tabla 1: Condiciones estandar de CLV.

Hexano AcOEt MctOH
Fraccibn Vol (mL) (% viv) (% v/v) (% viv)
| 300 100 0 0
2 300 95 5 0
3 300 80 20 0
4 300 50 50 0
5 300 20 80 0
6 300 0 100 0
7 300 0 50 50
8 300 0 0 100

2.3.1. Aislamiento de los compuestos de T. repanda:

Se continud con la separacion de las fracciones VIF4 y VIF5 obtenidas del
extracto de DCM de 7. repanda debida a que mostraron sefiales de interés en 'H-NMR.
La fraccién VI1F4 mostrd mas de 4 componentes en CCF en silica gel utilizando como
eluente hexano-AcOFt (3:2). La fraccion V1F4 (2.65 g) se cromatografié por CLV (CLV
3), utilizando 20 g de silica gel e incrementande la polaridad del eluente; se recolectaron
13 fracciones. Las fracciones VIF10 y V3F11 abtenidas en hexano-AcOEt (50:50), que
en 'H-RMN mostraron sefiales de interés, se juntaron y se extrajeron en un cartucho de
C-18 (condiciones en 2.2) obteniendo 160 mg de la fraccidbn que denominamos
V3F10F11(C-18F2). Esta fraccidn fue disuelta ¢n 600 uL de metanol; después de filtrarla
se inyectaron alicuotas de 100 pL en CLAR scmipreparativo con las condiciones dadas
en 2.2. En el cromatograma se observaron 4 picos principales, los cuales fueron
Mdentificados como las fracciones R1F2, R1F4, R1F7 y RIF10; estas fracciones fueron

secadas em un rotavapor a una temperatura menor de 40 °C, recuperadas en DCM y
secadas al vaciv (Diagrama 1).
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La fraccion V1IF5 obtenida en hexano-AcOEt (20:80) mostd una mancha
alargada de R; intermedic en CCF en silica gel utilizando como eluente AcOEt. Se
cromatografié la fraccion VIF5 (4.41 g) por CLV (CLV 4) utilizando 40 g de silica gel e
incrementando la polaridad def eluente; se recolectaron 9 fracciones. La fraccion V4FS
(1.14 g) obtenida en hexano-AcQEt (70:30) fue recromatografiada por CLV (CLV §)
utilizando 20 g de silica gel e incrementando la polaridad del eluente; se recolectaron 10
fracciones. La fraccion V5F4 (126 mg) obtenida en upa proporcion de hexano-AcOEt
(77:23), mostrd picos de interés en el espectro de 'H-RMN, se pasé a través de un
cartucho C-18 obteniéndose 90 my de la fraccion que denominumos V35F4(C-18F2). Esta
fraccién fue disuelta en 450 plL de metanol, se filtré y se inyectaron alicuotas de 100 pL
en CLAR semipreparativa con las condiciones dadas en 2.2. En el cromatograma se
observaron 2 picos los cuales fueron identificados comoe las fracciones R2F4 y R2F§. Las
dos fracciones obtenidas fueron secadas en un rotavapor a una temperatura menor de 40

°C, recuperadas en DCM y secadas al vacio (Diagrama 2).

Se juntaton las fracciones V4F4, V4F6 y VAF7 para dar 1.39 g de muestra. Se
cromatografié por CLV (CLV 6) utilizando 20 g de silica gel e incrementando la
polaridad del eluente; se recolectaron 1§ fracciones. Las fracciones obtenidas se juntaron
de acuerdo a su Ry en CCF en silica gel utilizando AcQEt como eluente, ademds fueron
obtenidos los espectros de 'H-RMN de algunas de las fracciones para monitorear la
separacion de los compuestos. Las fracciones que se junmtaron fueron: V6FS5-F3,
V6FI0F11l y V6F12-14 para damos 144 mg, 251 mg y 469 mg de muestra,
respectivamente. Cada una de las fracciones fueron pasadas a través de un cartucho de C-
18 con las condiciones dadas en 2.2. Se disolvieron en la cantidad adecuada de metanol,
después de filwarlas se inyectaron alicuotas de 100 L. en CLAR semipreparative con las
condiciones mencionadas en 2.2. Las fracciones obtenidas fueron secadas en un
rotavapor, recuperadas en DCM y secadas al vacio (Diagrama 2).
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DIAGRAMA1

AISLAMIENTO DE COMPUESTOS DEL
EXTRACTO DE DCM DE T. repanda

Tetragonotheca repanda

EDCM (15 g)
ICLV 1
17
V1Fl VIF2 V1F3 V1F4
430 mg 426 mg 1.09¢g 265¢g
lCLV 2 l
CLV3
Cera
V3F10F11
638 mg
Cartucho

C-18

Y3F10F11

{C-18F2)

160 mg
I
CLAR |
\ ¥ v v
R1F2 R1F4 R1F7 RIF10
Rep.C || Rep.D Rep. E Rep. F

12 mg 30 mg 15 mg 7 mg
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DIAGRAMA 2

CONTINUACTON DELAISLAMIENTO DE COMPUESTOS

DEL EXTRACTO DE DCM DE T. repanda

Tetragonotheca repanda
EDCM (15 g)
CLV 1
S 1
VI1F5 V1F6 VI1F7 YIFS
441¢g 1.25¢ i2zeg 138 mg
l CLY 4
v v
VAFS V4F4,Fe,F7
l.i4g 139g
CLV 5 | i
V5F4
126 mg
l Cartucho V6F5-F8§ V6FI10F11 V6F12-F14
L1 144 mg 251 mg 469 mg
VSF4 Cartucho Cartucho Cartuchg
(C-18F2) C18 C-13 C-i8
o0 mg V6F5-F8 V6F10F 11 V6Fi12-Fi4
CLAR 2 (C-18K2) (C-13F2) (C-18F2)
88 mg 180 mg 236 mg
R2F4 R2Fé CLAR 3 CLAR 4 CLAR 5
Rep. C Rep. D
28.6 mg 13 mg
R3F4 R3F6F7 R4F2 R4F4 R5F2 RSF4
Rep. C Rep.D | Rep. A || Rep.B || Rep.A || Rep. B
lldmg || Simg || 32mg || 72mg || 89mg || S4mg
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2.3.2. Aislamiento de los compnuestas de T. ludoviciana:

Se continué con la scparacién de las fracciones scmipolares VIF4 y VTFS
obtenidas del extracty de DCM de 7. ludoviciuna. La fraccion V7F4 mostré al menos seis
compuestos en CCF en silica gel utilizando como eluente hexano-AcQEt (3:2). VIT4
(2.44 g) se cromatografio por CLV (CLV 9) utilizando 40 g de silica gel e incrementando
la polaridad del eluente; se recolectaron 13 fracciones. La fraccion VIF10 (335 mg)
obtenida en hexano-AcOEt (75:25), la cual mostré sefiales de interés en 'H-RMN, fue
pasada a través de un cartucho C-18 obteniéndose 88 mg de la fraccion que denominamos
VIF10(C-18F2). Dos compuestos fucron punificados (25 mg de R8F2 y 5 mg de R8F4)

mediante CLAR semipreparativo con las condiciones dadas en 2.2 (Diagrama 3).

La fraccion V7FS (3.43 g) se cromatografié por CLV (CLV10) utilizando 40 g de
silica gel e incrementando la polaridad del eluente; se recolectaron 11 fracciones. Se
fuataron las fracciones V10E5 y F6 por mostrar seiiales similares en €] espectro de 'H-
RMN, se pasaron a través del cartucho C-18 obteniendose 78 mg de la fraccidon que
denominamos V10F5SF6(C-18F2). Mediante CLAR semipreparativo (condiciones dadas
en 2.2) se purificaron 16 mg de la fraccion R8F2. Las fracciones V10[8 y F9 obtenidas
en hexano-AcOEt (50:50 y 20,80) mostraron mds de 2 compuestos de Ry intermedio en
CCF en silica gel utilizando como eluente AcQEt. Estas fracciones fueron jumtadas
(V10F8F9) para darnos 1.97 g. Se recromatografié por CLV (CLV 11) utilizando 22 g de
silica gel e incrementando la polaridad del cluente; se recolectaron 8 fracciones. Las
fracciones VI1F3 (643 mg) y V11F4 (263 mg) fueron pasadas a través del cartucha C-18
obteniéndose 190 mg de la fraccion VIIF3(C-18F1) ¥y 225 mg de V11F4(C-18F1F2).
Cada una de las fracciones se disolvi6 en la cantidad adecuada de metanol; después de
filtrarlas se inyectaron alicuotas de 100 pL. en CLAR semipreparativo con las
condiciones mencionadas en 2.2. Las fracciones recolectadas fueron secadas en un

rotavapor, recuperadas en la minima cantidad de DCM y secadas al vacio (Diagrama 4).
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DIAGRAMA 3

AISLAMIENTO DE COMPUESTOS DEL
EXTRACTO DE DCM DE T. ludoviciana

Tetragonotheca ludoviciana
EDCM (15 g)

CLV7

v ooy v v

VTF1  V7F2 V7F3 V7F4
145mg 194¢g 208¢g 244 g

l CLV 3 lcw 9

VIF10
535 mg

Cartucho
C-18
VIF10(C-18¥F2)
88 mg

Cera

o

v v

7

R7F2 R7F4
Tet. H 5mg

25 mg




DIAGRAMA 4

CONTINUACION DELAISLAMIENTO DE COMPUESTOS
DEL EXTRACTO DE DCM DE T. !udoviciana.

Tetragonotheca ludoviciana

EDCM (15 g)
g v ¥ v v
V7FS§ V7F6 VTF7 V7F8
343 ¢ 140 g 2.14g 676 mg
lcLv 10
V10KF5F6 Y10F8F9
558 mg 1.97¢
lc“crt_‘]‘;m CLV 1
VI10ESK6 i( l(
(C-18F2) V11F3 V11F4
78 mg 643 mg 263 mg
Cartucho Cartucho
CLAR 8 C-18 C-18
Vi1F3 V11F4
RS :
T etF:[ (C-18F1) (C-18F1EF2)
16 mg 190 mg 226 mg
CLAR 10 CLAR 11
v ¥

RI0F8 R10KF9 RI11F2 R11F3F4
Tet, A Tet. G Tet. A Tet. G
21 mg 41 mg +inp. +inp.
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2.4. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA.

a). Espectro de 'H-RMN

b). Espectro de ’C-RMN

c). Espectro RMN de doble dimension.
d). Difraccion de rayos X.

2.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA,
2.5.1, Ensayo antimalaria-pardsito deshidruogenasa lactica (DHL).

Se preparé una suspension de células rojas con un 2% de parasitemia y 2%
hematocrito en medio completo de malaria. Se dispensaron alicuotas de 200 pl. de esta
suspension en cada celda de un plato microtitulador de fondo plano con 96 celdas. Se
afiadieron volimcnes de 10 pL de! compuesto a probar por duplicado ¢n la celda
aprapiada. Sc colocaron los platos en la cdmara himeda con una mezcla de gas de 90%
Nz, 5% Oz y 5% CO; y se incubaron a 37 °C por 48 horas. Después de 48 horas, se
afiadieron alicuotas de 100 pL del reactivo Malstat a cada celda de un nuevo plato
microtitutador de¢ 96 ccldas. Se resuspendieron los cultives del primer plato, mezelando
varias veces cada celda. Se removieron 20 uL de cada celda del cultivo resuspendido y se
afiadieron al plato que contenia el reactivo de Malstat. Se incubaron los platos a
temperatura de laboratorio por 30 min, Después se aiiadieron a cada celda 20 pL de la
mezcla 1:1 de la solucion de NBT/PES (Z mg/mL y 0.1 mg/mL, respectivamente). Se
incubaron los platos en la oscuridad por 1 hora. La reaccién fue detemida con 100 pl de
una solucién de 4cido acético al 5%. El plato se lee a 650 nm. Los datos fueron
trasladados a Excel donde fueron generadas las curvas de dosis respuesta.

25



2.5.2. Bioensayo anti-microbiano.

Los organismos usados en este ensayo incluyeron: Candida albicans ATCC
90028, Cryptococcus neoformans ATCC 90113, Aspergillus fumigatus ATCC 90906,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, §. aureus resistente a meticilina ATCC 4330
(MRS), Pyeudomonas aeruginvsa ATCC 27853 y Mycobacterium intracellulare ATCC
23068. Excepto por C. negformans, el cual es almacenado a -70 °C, todos los organismos
fueron almacenados a 4 °C en agar en tubo inclinado hasta su uso [C. albicans en agar
Sabouraud Dextrosa (Difco, Detroit), S. aureus, MRS y F. geruginosa en agar Eugon
{Difco, Detroit), M. intracellulare en agar Lowcnstein-Jensen (BBL, Maryland), y 4.
Jumigatus en agar YM (Difco, Detroit)]. Los agares frescos en tubo inclinado se
prepararop cada dos semanas a partir de cultivos coogelados. Las pruebas de
susceptibilidad se realizaron utilizando una versibn modificada de los métodos
NCCLS.'* 2 Excluyendo a A. fumigatus (el cual es preparado el dia del ensayo), todos
los microorganismos se subcultivaron antes del ensayo por suspension de las células a
partir del agar en tubo inclinado © del culuvo congelado en ¢l caldo apropiado e
incubando a varias temperaturas y tiempos: C. afbicans en caldo Dextrosa Sabouraud
{(Difco, Detroit) por 24 hrs a 37 °C; C. neoformans en caldo Dextrosa Sabouraud por 72
hrs a 30 °C; S. aureus y MRS en caldo Eugon (BBL, Maryland) por 24 hrs a 37 °C; M.
intracellulare cn caldo Middlehraok enriquecida con QADC (BBL, Maryland) por 72 hrs
a 37 °C; P. aeruginosa en caldo Eugon por 6 hrs a 37 °C.

Los in6culos de C. albicans, C. neoformans, S. aureus, MRS y P. aeruginosa,
fueron preparados diluyendo el organismo subcultivado en su caldo de incubacién, La
dilucién fue estandarizada a 0.5 del estandar de McFarland (suspension de BaSQO,), la
cual se prepard cada semana. Los rangos del indculo final fueron: C. albicans: 1.0 -
4.0X10°, C. negformans: 0.7 - 2.0X10%, § aureus: 1.0 - 5.0X10°, MRS: 0.2 - 6.0X10° y
P. ageruginosa: 1.0 - 6.0X10° CFU/mL. M. intracellulare se prepard haciendo una
dilucién 1 a 30 del subcultive en caldo Middlebrook. El dia del ensayo, se prepard el

inéculo de 4. fumigarus removiendo cuidadosamente €l crecimiento del agar en tubo
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inclinado y tranfinéndolo a 3 mL de solucidn salina estéril. Esta suspensidn se filtré por
Miracloth estéril (Calbiochem, La Joya, CA) y fue diluida (por determinacion
turbidimétrica a 630 nm) en caldo YM a 3.0 - 6.0X10* CFU/mL. Los compuestos o
exlractos a probar fueron diluidos ¢n DMSQ, mediante dilucién seriada usando solucion
salina normal y s¢ transfiricron por duplicade a platos microtituladores de 96 celdas
{platas de fondo plano para C. albicans, C. neaformans, S aureus, MRS y P. aeruginosa
y platos de fondo rcdondo para M. intracellulare y A. fumigatus). Los indculos

microbianos fueron afadidos para llegar 2 un volumen final de 200 puL y empezando en

una concentracion final de 500 pg/mL para los extractos crudos y de 50 ug/ml para
compuestos puros. Los medicamentos [Ciprofloxacina (ICN Biomedicals, Ohio) para
bacterias y Anfotericina B (ICN Biomedicals, Ohio) para hongos) asi como controles de
crecimiento y blanco (solamente el medio) fueron afiadidos a cada plato. Excepto para M.
iniracellulare y A. fumigatus, los cuales fueron inspeccionados visualmente, los
organismos restantes fueron leidos turbidimétricamente a 30 nm usando el EL-340
Biokinetics Reader (Bio-Tek Instruments, Vermont) antes y después de la incubacion: C.
albicans, S. aureus, MRS y P. aeruginosa a 37 °C por 24 hrs, C. negformans y A.
Jumigatus a 30 °C por 72 lrs. Para los organismos leidos tubidimétricamente, el
porcentaje de crecimiento se caleuld y graficd versus concentracion para obtener la ICsq
y para compuestos puros solamente, se calculé la concentracion minima inhibitoria
(CMI) v la concentracion fungicida o bactericida minima (CMF/CMBs). Excepto por M.
iniracellulare, la CMI se define como la menor voncentracion con la que no sc detecta
crecimiento visual. Para M. intracellulare, la CMI se define como la menor
concentracién probada que inhibe significantemente €l crecimiento. Las concentraciones
fungicida o bactericida minimas fueron determinadas per remocion de 5 mL de cada
duplicado, transferidas al agar e incubadas a las temperaturas y tiempos previamente
mencionados. La CMF/CMB se define como la menor concentracién probada de la

muestra que elimina el 100% de los organismos.
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2.5.3. Evaluacion de la actividad anti-inflamatoria, tumorogénica y apoptotica.

2.5.3.1. Material:

Medio de Eagle modificado Dulbecco/ mezcla de nufrientes Ham F12
(DMEM/F12) de JRH Bioscicnces (Lenexa, KS). El suero fetal bovino (FBS) de¢ Atlanta
Biologicals (Norcroos, GA). El medio RPMI 1640 de Gibco. El factor de necrosis
tumoral @ (TNF-) recombinante humano, forbol 12-miristato 1-acgtato (PMA), DAPI,
MTT, ioduro de propidio (PI) y ribonucleasa-tipo 1A de Sigma Chemical Co. Reactivos
para el ensayo de luciferasa de Analytical Luminescence (San Dicgo, CA). Isoton I,
fluido acarreador usado en la citometria de flujo de Becton Dickson. PGE2 EIA kit de
Cayman Chemical.

2.5.3.2, Cultivo celular:

Todas las lineas celulares utilizadas en este estudio fuervn obtenidas de American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). La linea celular de condrosarcoma
humano SW1353 fue cultivada en una mezcla 1:1 de DMEM/F12, suplementado con 10
% de FBS, y 10,000 U/mL de penicilina G de sodio o 10,000 pug/ml de estreptomicina y
fungizona. Las células de MCF-7 (carcinoma humano de seno), BT 549 (carcinoma
humano ductal de seno), SK-OV3 (carcinoma humano de ovario) y HL 60 (lcucemia
humano) fueron crevidas como monocapas en DMEM con 1¢ % de FBS. Todas las
células fueron cultivadas en un frasco tratado para cultivo de tejidos a 37 °C en una
atmésfera de 5§ % de CO; y 95 % de humedad.

2.5.33. Plasmidos:

El ¢DNA COX-2 humano fue generosamente denado por €l Dr. Stephen M.
Prescott (University of Utah, Salt Lake City, UT). Para crear la proteina activadora-1 4
(4-AP-1) utilizada, cuatro copias de un sitio de union de AP-1 sintético (TGAGTCA)
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fueron insertadas en el sitio Bell I de pIAPI-LUC. El plasmido de luciferasa 14P1-LUC
utilizado fue construido insertando un promotor minimo de rata sintético CYP /A7 (bases
-Ta-44) 5 aelgen fuc” en una version modificada del vector pGL3-Basic (Promega), El
factor nuclear-xp (NF-xf) construide contiene dos copias de este elemento provenientes
del promotor de inmunoglobulina K. (pBIIXLUC) y fue donado por el Dr. Ricardo Dalla-
Favera. El plasmido Sp-1 (pGL3-promotor) fue obtenido de Promega.

2.5.3.4. Emsayo de tramsfeccion celular:

Después de tripsinizacion de las células SW1353, el plato con 1.2 X 107
células/celda fue lavado, primero con antibidtico y FBS-libre de DMEM/F12, y después
resuspendido en 500 pg de antibidtico-libre de DMEM/F12 conteniendo 2.5 % de FBS.
El plismido de luciferasa construido fue afladido a la suspensién celular a una
concentraciin de 50 pg/mL de medio e incubado por 5 min a temperatura ambiente. Las
células fuerun electroporadas en 500 ul. de medio a [60 V y un pulso de 70 ms usando
cubetas desechables B1X modelo 640 (4 mm) en un BIX Electro Square Porator T820
(BTX, Inc., San Diego, CA). Después de la electroporacion € incubacion a temperatura
ambiente por 10 min, 1.25X10° células fueron transferidas a un plato con 200 uL/celda
de DMEM/F12 conteniendo 10 % FBS y antibidticos. Después de 24 h de transfeccion,
las células fueron expuestas a diferentes concentraciones del compuesto a probar por 30
min, después fueron incubadas con medio en presencia de 70 ng/mL de PMA o 50
ng/ml. de TNF-« por 8 h adicionales. El medio fue aspirado y las células fueron lisadas
por la adicién de 40 pL de una mezcla de reactivo LucLite® y PBS conteniendo calcio y
magnesio al 1 mM (Packard Instrument Company, Meriden, CT). La cantidad de luz
producida fue detectada en un TopCount® microplate scintillation en modo de conteo
simple-foton (Packard).
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2.5.3.5. Determinacion de la actividad enzimitica de COX-2:

Los macréfagos de raton (RAW 264.7) fueros sembrados en un plato con 96
celdas (50,000 células/celda) e incubados a 37 °C por 24 h. El lipopolisacdrido (LPS, 5
pg/mL) fue afiadido a cada celda e incubado por 16 h para inducir la produccion de
COX-2. El compuesto a probar fue afiadido a la mas alta concentracion (25 pg/mL) y fue
incubado por 2 h. Después las c€lulas fueromr incubadas con dcido araquidonico (300
mM) por 30 min. La actividad de COX-2 fue determinada midiendo el nivel de PGE2 en

el medio usando el inmunvensayv enzimdatico (PGE2 kit).

2.5.3.6. Ensayo de inhibicién del crecimiento celular:

La inhibicion del crecimiento celular de MCFEF-7, BT 549 y SK-OV3 fue llevado a
cabo mediante el ensayo de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenl
tetrazolio). Las células en crecimiento logaritmico fueron sembradas a una densidad de
25,000 células/celda cn un placa con 96 celdas y se cultivaron por 24 h. Después, éstas se
incubaron en presencia o ausencia del compuesto a probar por 48 h a 37 °C. Se
adicionaron 30 uL de MTT de 1 mg/mL a cada celda y los placas se incubaron a 37 °C
en 5 % de CO; por 4 h. Los cristales azules formados en cada celda fueron disueltos en
150 L de DSMQ. La absorbancia fue medida a 540 nm usando un lector de microplacas
Bio-Kinetics (CEL 312e, Bio-Teck, Instruments). Las células de leucemia HL 60 fueron
sembradas a una concentracion de 100,000 celulas/celda en una placa de 24 celdas y se
permitio el crecimiento de las mismas por 24 h antes de la adicion de los compuestos a
probar. Después de 48 h de incubacién con los compuesto a 37 °C, el conteo celular fue
llevado a cabo mediante el método de exclusion del azul de tripano para determinar
viabilidad celular. La actividad inhibitoria de crecimiento celular de los compuestos fue
expresada como ICsp, la concentracion que causa el 50 % de intubicién de crecimiento

comparada contra el control.
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3.5.3.7. Analisis del ciclo celular por citometria de fujo:

Las células (1 X 10%/mL) fueron sembradas en frascos tratados para cultive de
tejido de 25 cm® (7 mL/frasco) vy fueron cultivadas por 24 h antes de la adicion det
compuesto. Después de 6, 12, 24 y 48 h de incubacién con 3 pg/mL de tetraludin A o
repandin D a 37 °C, aproximadamente 2 X 10° células fueron colectadas por
centrifugacién a 1000 rpm por 5 min. El paquete celular fue fijado en 1 mL de etanol al
70 % a 4 °C y almacenado a -20 °C. Las muestras fuercn lavadas con PBS dos veces
antes del ensayo de ciclo celular. La tincién de DNA fue realizada por adicion de 200 L
de ioduro de propidio (50 pg/mL en FBS) y 50 uL de RNAasa (concentracion final de 40
pg/mL) a cada muestra. El contenido de DNA celular fue medido por un citometro de
flujo Facscan. Aproximadamente 10" células fueron analizadas por cada histograma. Las
muestras fueron excitadas a 380-410 nm y la fluorescencia resultante fue medida a
longitudes de onda mayores a 550 nm. El analisis del porcentaje de células en fase G1, S
y G2+M del ciclo celular fue hecho en el programa Cellquist (Dickinson, CA).

3.5.3.8. Ensayo de tincion DAPI:

El ensayo de tincion DAPI fue usado para determinar si el mecanismo de
inhibicién del crecimicnto estaba relacionado con la induccidn de la apoptosis. Después
del tratamiento de las células con ¢l compuesto (3 jig/mL) por 48 h, las células fucron
colectadas por centrifugacién a 2000 x g por 15 min. Se lavaron con buffer de PBS
helado y se fijaron en una solucidn de formaldehido al 3.7 % por 10 min. Las células
fijadas fueron tefiidas con 4 ug/mL de DAPI por 15 min. La morfologia nuclear de las

células fue observada en un microscopio de fluorescencia.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1. COMPUESTOS AISLADOS DEL EXTRACTO DE DCM DE T. repanda.

Se aislaron seis compuesios a partir del extracto semipolar de Tetragonotheca

repunda. El extracto fue fraccionado de acuerdo a los diagramas | y 2.
Fracciones R1F2, R2F4 y R3F4:

a). Cromatograma (CLAR semipreparativo): tg de 6,98 min. (Fig. 11-C).
b). Espectro de 'H-RMN (Fig. 12),

c). Espectro de PC-RMN (Fig. 13¢).

d). Espectro DEPT-135 (Fig. 13d).

Mediante espectroscopia y los datos reportados en la literatura™ se determin que
las fracciones R1F2, R2F4 y R3F4, con un peso aproximado de 52 mg, corresponden al
melampélido llamado Repandin C o 9a-isobutiriloxirepandanclide-8-O-epoxiangelato
(CasH330,0) el cual se muestra en la Figura 23.
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Fracciones RIF4, R2F6 y R3F¢;

a). Cromatograma (CLAR semipreparativo): tg de 8.08 min. (Fig. 11-D).
b). Espectra de '"H-RMN (Fig. 14).

c). Espectro de “C-RMN (Fig. 15¢).

d). Espectro DEPT-135 (Fig. 15d).

¢). Espectro COSY (Fig. 16).

f). Espectro HMQC (Fig. 17).

Mediante espectrascopia y los datos repertados en la literatura'® se determiné que
las fracciones R1F4, RZF6 y R3F6, con un peso aproximado de 94 mg, corresponden al
melampdlido  llamado Repandin D o 9a-|2-metilbutinloxi}-repandanclide-8-0-
epoxiangelato (Cz6H34019), €l cual se muestra en la Figura 23.

Fraccion R1F7:

a). Cromatograma (CLAR semiprepatative): tp de 9.70 min. (Fig. 11-E).
b). Espectra de 'H-RMN (Fig, 18).

c). Espectro de "C-RMN (Tabla 2).

d). Espectro DEPT 135 (Tabla 2).

Mediante espectroscopia y {os datos reportados en la literatura'* se determiné que
la fraccion RI1F7, con un peso aproximado de 15 mg, corresponde al melampdlido
llamado Repandin E ¢ 9o-isobutinloxitepandanolide-8-O-angelato (CasH3309). Su
cstructura s¢ muestra en la Figura 23,
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Fraccion R1F10:

a), Cromatograma (CLAR semipreparativo): tg de 11.98 min. (Fig.11-F).
b). Espectro de "H-RMN (Fig. 19).

Mediante espectroscopia y los datos reportados en la literatura'® se determiné que
la fraccion R1F10, con un peso aproximado de 7 mg, corresponden al melampolido
llamado Repandin F o 90-[2-metilbutiriloxi]-repandanolide-8-O-angelato (CysH3404). Su

estructura s¢ muestra en la Figura 23.

Fracciones R4F2 y RSF2:

a). Cromatograma (CLAR semipreparativo): tg de 6.38 min. (Fig. 20-A).
b). Espectro de 'H-RMN (Fig. 21).

c). Espectro de *C-RMN (Tabla 2).

d). Espectro DEPT 135 (Tabla 2).

Mediante espectroscopia y los datos reportados en la literatura’® se determiné que
las fracciones R4F2 y RSF2, con un peso aproximado de 121 mg, corresponden al
melampélido llamado Repandin A o 9a-isobutiriloxirepandanolide-8-O-sarracinato

(C2sH32040), el cual se muestra en la Figura 24,
Fracciones R4F4 y R5F4:

a). Cromatograma (CLAR semipreparativo): tg de 7.35 min. (Fig. 20-B).
b). Espectro de '"H-RMN (Fig. 22).

¢). Espectro de C-RMN (Tabla 2).

d). Espectro DEPT 135 (Tabla 2).
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Mediante espectroscopia y los datos reportados en la literatura,”® se determiné que

las fracciones R4F4 y R5F4, con un peso aproximado de 126 mg, corresponden al
melampolido llamado Repandin B o 9a-[2-metilbutiriloxi]-repandanolide-8-O-

sarracinato (C;6H34010), €] cual se muestra en la Figura 24.
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Tabla 2. Datos espectrales de “C-RMN y DEPT 135 de los

repandines A, B y E (CDCl).
A B E

Carbone & ppm (DEPT 135) & ppm (DEPT 135) & ppm (DEPT 135)
C-1 147.78 (CH) 147.58 (CH) 147.45 (CH)
C-2 26.95 (CHy) 26.11 (CHy) 26.74 (CHy)
C-3 29.44 {CHy) 26.67 (CHy) 29.02 (CHy)
C-4 144.07 (C) 143.88 (C) 143.47 (C)
C-5 80.31 (CH) 80.01 (CH) 80.26 (CH)
C-6 80.90 (CH) 80.67 (CH) 80.45 (CH)
C-7 41.25 (CH) 40.99 (CH) 40.95 (CH)
C-3 7481 (CH) 74.40 (CH) 74.11 (CH)
C-9 69.31 (CH) 69.17 (CH) 69.15 (CH)
C-10 126.53 (C) 126.30 (C) 126.66 (C)
C-11 134.30 (C) 134.07 (C) 134.05 (C)
C-12 169.39 (C) 169.24 (C) 168.69 (C)
C-13 126.53 (CH,) 126.30 (CH,) 126.14 (CHa)
C-14 165.01 (C) 164.68 {C) 165.79 (C)
C-15 121,23 (CHa2) 120.90 (CHyp) 121.32 (CHp)
-OCH; 52.34 52.63 52.11
C-1' 166.13 (C) 165.89 (C) 16592 (C)
C-2' 130.77 (C) 130.41 (C) 127.78 (C)
Cc-3 142.94 (C) [42.79 (C) 140.10 (C)
CH4 15.68 (CHy) 15438 (CHs) 15.60 (CH3)
C-5' 63.921 (CH3) 63.50 {(CHy) 20.16 (CH;)
C-1" 176.72 (C) 175.93 (C) 176.12 (C)
C-2" 34.05 (CH) 40.99 (CH) 33.81 (CH)
C-3" 18.67 (CHy) 26.11 (CHy) 18.48 (CHs)
C4" 18.69 (CHs} 11.23 (CH;) 18.49 (CH3)
C-5" 16.12 (CH3)
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Repandin E Repandin F

Fig. 23. Estructuras de los repandines C al F aislados de T repanda.
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Repandin B

Fig. 24. Estructuras de los repandines A y B aislados de 7. repanda.
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3.2. COMPUESTOS AISLADOS DEL EXTRACTO DE DDCM DE T. {udoviciana.

Se aislaron tres compuestos 3 partis del extracto semipolar de Tefragonotheca

ludoviciana. Tl extracto fue fraccionado de acuerdo a los diagramas 3 v 4.
Fracciones R7F2, R§F2;

a). Cromatograma (CLAR semipreparativo): tp de 7.11 min, (Fig. 25).
b). Espectro de ‘H-RMN (Fig. 26).

c). Espectro de C-RMN (Fig. 27¢}.

d). Espectro DEPT-135 (Fig. 27d).

¢). Espectro COSY (Fig. 28).

f). Difraccion de rayos-X (Fig. 29).

Mediante espectroscopia y los datos reportados en la literatura’® se determino que
las fracciones R7F2 y R8F2Z, con un peso aproximado de 41 mg, corresponden al
melampélido llamada Tetraludin H (C2'-epimeros) (C23H2s010) €] cual se muestra en la
Figura 33.

Fracciones RIVF8 y R11KF2:

a). Cromatograma (CLAR semiprcparativo): tp de 6.75 min. (Fig. 30-A).
b). Espectro de 'TH-RMN (Fig. 31).

¢). Espectro de ’C-RMN (Tzbla 3).

d). Espectro DEPT-135 (Tabia 3).

Mediarnte espectroscopia y los datos reportados en ia literatura'® se determiné que
las fracciones RI0F8 y R11FZ, con un peso aproximade de 2] mg, comresponden al

melampélido llamado Tetraludin A (C33H3q010), €] cual se muestra en la Figura 33.
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Fracciones R1OF? y R11F3F4:

a). Cromatograma (CLAR semiprcparativo): tg de 7.17 min. (Fig. 30-G).
b). Espectro de 'H-RMN (Fig. 32).

¢). Espectro de *C-RMN (Tabla 3).

d). Especiro DEPT-135 (Tabla 3).

Mediante espectroscopia y los datos reportados en la literatura’® se determiné que
las fracciones R10F9 y R11F3F4, con un peso aproximado de 41 mg, corresponden al
melampélido llamado Tetraludin G (CzsHi;0)¢), el cual se muestra en la figura 33.
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Tabla 3. Datos espectrzles de “C-RMN y DEPT 135 de los

tetraludines A y G (CDCl,).
A G
Carbong 3 ppm (DEFT 135) § ppm (DEPT 135)
C-1 148.32 (CH) 148.57 (CH)
C-2 26.00 (CH,) 26.03 (CH,
C-3 36.79 (CH,) 36.73 (CHy)
Cc4 130.53(C) 130.06 (C)
C-5 126.23 (CH) 125.72 (CH)
C-6 71.34 (CH) 71.31 (CH)
C-7 50.82 (CH) 50.80 (CH)
C-3 75.14 (CH) 74.98 (CH)
c9 70.83 (CH) 69.12 (CH)
C-10 133.63 (C} 134.40 (C)
C-11 138.33 (C) 138.79 (C)
C-12 170.24 (C) 169.59 (C)
C-13 122.16 (CH,) 121.26 (CH,)
C-14 165.80 (C) 165.80 (C)
C-15 20.84 (CH,) 20.32 (CH,)
-OCH, 52.24 (CH,) 92.25 (CH,)
c-1' 174.93 (C) 174.46 (C)
C-2 7134 (C) 30.75 (C)
C-3 75.24 (CH) 204.80 {C)
c4 16.51 {CH,) 21.60 (CH;)
C-§' 21.59 (CH,) 24.24 {(CH,)
c-1" 169.43 (C) 168.73 (C)
c-2" 16.79 (CH,) 4769 (CH)
c-3" 14.01 (CH,)
c4" 13.72 (CH,)
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Tetraludin Ha y Hb Tetraludin A

Tetraludin G

Fig. 33, Estructuras de los tetraludines aislados de T. {udoviciana.
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3.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

3.1.1. Ensayo Antimalaria-Pardsite Deshidrogenasa Lictica(DHL);

El ensayo de DHL se realizd con los compuestos puros repandin A, repandin B,
repandin C y tetraludin A. La Tabla 4 muestra los resultados de estos compuestos contra
Plasmodium falciparum clon D6 y clon W2. El ensayo se realizd a tres concentraciones:
4760, 1587 y 528.8 ng/mL, utilizandu cloroquina y artemisinina como contreles

positivos.

Tabla 4. Resultados del ensayo de DHL.

ICs (ng/mL)

Ewpdesto P. falciparum)P. falciparum|Citotoxicidad

(clonD6) | (clon W2) |(celulas Vero)
Repandin A 2300 2800 NC
Repandin B 2400 2700 NC
Repandin C 3600 2800 NC
Tetraludin A 2800 2200 NC
Cloroquina 15.5 140
Artemisinina 9.5 3.7

- NC = No citotdxico
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3.3.2. Bioensayo anti-microbiano:

Este bioensayo se realizd con los compuestos puros: repandin A, repandin B,

repandin C y tetraludin A. Las tablas 5 y 6 muestran los resultados de estos compuestos

contra difereates micrvorganismos utilizando anfotericina B, ciprofloxacina y rifampicina

como controles positivos.

Tabla 5. Resultados del bioensayo anti-microbiano.

ICso (ug/ml)

C Uty C. albicans |C. neoformans| 8. aureus } MRS | P. geruginosa

(ATCCI0Z8) | (ATCCHIE)  |[(ATCC 29213 {(ATCC G300)| (ATCCI85%)
Repandin A NA NA NA NA NA
Repandin B NA NA NA NA NA
Repandin C NA NA NA NA NA
Tetraludin A NA NA NA NA NA
Anfoteticina B 0.04 0.30
Ciprofloxacina 0.20 0.15 0.09

* ICso = Concentracion (ug/ml) que inhibe €] 50 % dc crecimiento.
Compuestos puros se cansideran activos con ICse </=15 ug/mL.

NA = Na activo a concentraciones de 50, 10, 2 pg/mL



Tabla 6. Resultados del bioensayo anti-microbiano.

CMI (ug/mL)*
C t
ompusst | 4 fumigatud M, ntracsiiulare
(ATCC90906) | (ATCC 23068}

Repandin A NA NA
Repandin B NA NA
Repandin C NA NA
Tetraludin A NA NA
Anfotericina B 1.25

Rifampicina 3.13

*(MI = (Concentracion Minima Inhibitoria) [a menor
concentracién con la que no se detecta crecimiento.

NA = No activo a concentraciones de 50, 10, 2 ug/mL.

3.3.3. Efectos en inflamacidn, crecimiente tumaral y apoptosis.
3.3.3,1. Efecto en la trauscripcién inducida por PMA y TNF-a:

Se estudid ¢l efecto del repandin A, repandin B, repandin D, repandin E y
tetraludin A, en la activacién de NF-kB y COX-2 en ¢élulas SW 1353 (Condrosarcoma
humano). Estos inhibieron la activacion mediada por PMA y TNF-a del NF-kB de un
modo dependiente de la concentracién. La tabla 7 muestra [os valores de ICsg en pg/mL.
El repandin D mostré la mayor actividad seguido por ¢l repandin E y el tetraludin A. Un
plésmido de luciferasa construldo con sitios de unién para Sp-1 fue usado como control,
ya que este factor de transcripcion no responde a mediadores de la inflamacion. Los
repandin A, repandin B, repandin I, repandin E y tetraludin A no inhibieron la activacién
del promotor Sp-1 mediada por PMA y TNF-a. -
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Tabla 7. Valores de [Cg de la inhibicion de {a transcripciin mediada
por PMA y TNF-a por los repandines (A, B, Dy E)
y el tetraludin A en células SW 1353.

NF-xB COX-2 Sp-1
COMPUESTO | PMA TNFa |PMA TNFa | PMA TNF<
(ng/ml) (ug/ml)(ug/ml) (pg/mL)| (pg/mi) (pg/ml)

Repandin A 1.1 1.6 2.7 2.5 NA* NA
Repandin B 1.1 3.5 1.7 3.7 NA NA
Repandin D 0.6 1.3 14 23 NA NA
Reparkdin E 0.6 1.5 1.3 2.1 NA NA
Tetraludin A 0.7 id 14 22 NA NA

.

* NA= No Activo

3.3.3.2. Efectos en la actividad enzimaitica de COX-2:

Se estudid ¢l efecto del tepandin A, repandin B, repandin D, repandin E y
tetraludin A en [a actividad epzimética de COX-~2 en macrdfagos de raton (RAW 264.7)
inducidos por LPS. La actividad de COX.2 fue determinada midiendo ¢l aivel de PGE2
en ¢l medio. El repandin B, repandin D y tetraludin A nc mostraron inhibicidén de la
actividad de COX-2. Los valores de ICsy de los repandines A y E fueron de 6.0 pg/mi y
2.0 pg/mL respectivamente (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto de los repandines (A, B, Dy E) y el tetraludin A
en la actividad enzimatica de COX-2 en macrofagos de raton.

ICso
COMPUESTO (ng/mL)
Repandin A 6.0
Repandin B NA
Repandin D NA
Repandin E 20
Tetraludin A NA

NA= No Activo

3.3.3.3. Efecto en el crecimiento de células tumorales humanas:

Se evalud la actividad del repandin A, repandin B, repandin D, repandin E y
tetraludin A contra diferentes lineas celulares para determinar si la inhibicién de la
activacion de NF-xB estaba relacionada con la inhibicién de crecimiento celular. Los

valores de ICsg se muestran en la Tabla 9. Las células de leucemia HL 60 fueron las mas

sensibles a estos compuestos.
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Tabla 9. Efecto inbibitorio de los repandines (A, B, D, y E) y tetraludiu A
contra diferentes lineas celulares de tumor humano
ir vitro {48 h de exposicion).

Linea ICs0 (pg/mL) estimzdo

celular | Repandin A Repandin B Repandin D Repandin E Tetraludin A
HL 60 0.8 0.16 0.2 0.22 0.61
MCF-7 33 1.9 1.1 1.8 32

BT 549 35 2.0 1.4 1.8 24
SK-OV-3 37 1.6 1.2 1.7 1.9

3.3.3.4. Efecto en el ciclo celular:

El repandin D y tefraludin A fueron seleccionados para los estudios siguientes de
ciclo celular y apoptosis. La habilidad del repandin D y tewraludin A para inhibir la
progresion en el ciclo celular fue determinada por citometria de flujo. El tratamiento de
las céluias HL 60 con estos compuestos (3 pg/mL) por 12 h resultd en la acumulacion de

células en la fase G,/M, con una disminucion correspondiente en el nimero de ¢élulas en
G-

3.3.3.5. Induccion de la apoptosis:

El ensayo de ciclo celular indicé que las células mueren a la 24 h de exposicion
con el compuesto. Sin embargo, el ensayo no determind si las células muere por
apoptosis 0 necrosis. Las células HL 60 fucron tratadas con 3 pg/mL del repandin D o
tetraludin A por 24 h. Después, se realizé la tincién de DAPI para identificar las
caracteristicas de las células muertas. Las células expuestas al repandin D y tetraludin A
mostraron nucleos condensados y fragmentados (Fig. 34), lo cual fue indicativo de
apoptosis.
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Fig. 34. Apotosis inducida por repandin D o tetraludin A (3 pg/mL)
en células HL 60 (24 h de exposicién).

Células apoptoticas
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1. COMPUESTOS AISLADOS DE Tetragonotheca repanda.

A partir del extracto crudo de DCM de Tetragonotheca repanda se obtuvieron 6
compuestos mediante las técnicas cromatograficas CLV y CLAR. Los compuestos

denominados repandines A al F, previamente reportados en la literatuca'™!

como
mezclas de dos o mas compuestos {comunicacion personal), fuerom purificados e
identificadas mediante técnicas espectroscdpicas y los datos en la literatura. Los
compuestos predominantes de este extracta son el repandin A y el repandin B cop 121 y
{26 mg, respectivamente. El compuesto F se obtuvo en una pequeiia cantidad (7 mg), lo

que solo nos permutio su identificacion por el espectro RMN de proton.

Repandin D (CxH3Ow): Las fracciones R1F4, R2F6 y R3F6 cbtenidas en
CLAR semipreparativo con un ty de .08 min (Fig. 11-D) y un peso total aproximado de
94 mg, consisten ¢n un Gnico compuesto, para ¢l cual se propone el esqueleto tipo

melampélido con un doble enlace exociclico 4 (15), el cual ha sido reportado en
compuestos obtenidos de T repanda !>
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En ¢l espectro de proton a 400 MHz (Fig. 14) se observan a grosso modo 19
sefiales. En la zona de los protones olefinicos se observan dos dobletes que integran para
un proton cada uno a 6,26 (J=1.14 Hz, H-13b) y 5.80 ppm (J=1.2 Hz, H-13a), y un
multiplete ancho a 2.99 ppm (H-7), corroborando las sefiales caracteristicas del grupo
a,B-insaturado y-lactona. Se observan dos singuletes que integran para un proton a 4.95 y
4.93 ppm (H-15) los cuales sem asignados a los protanes del metileno exociclico 4 (15).
A campo bajo un doble doblete en 6.98 ppm (J1.2s=4 .4, J,.2,=13.0 Hz) asignado a H-I
nos indica que se encuentra en posicidn cis con el grupo carbometoxi en el C-14, tipico
de ]a mayoria de los melampdlidos. Un doble doblete que integra para un protén a 6.11
ppm (J3.7=2.2 Hz, J3.0=9.3 Hz) asignado a2 H-8 y un doblete a 5.94 ppm (J.4=9.5 Hz)
asignado a H-9 nos indica la presencia de grupos éster en los C-8 y C-9, siendo el C-§ el
grupa éster insaturado. Un doblete que integra para un protén a 6.83 ppm (J&.s=9.5 Hz,
H-6) se acopla con ¢l doblete a 3.92 ppm (Js5=9.5 Hz, H-5), ¢! desplazamiento quimico
sugiere la presencia de un hidroxilo en el C-5. Un singulete 2 3.76 ppm nos indica la
presencia de un grupo metoxilo, A campa alie se observa un singulete que integra para
tres protones a 1.39 ppm (11-57), un dablete que integra para tres protones a 1.2 ppm (J4.3'
=54 Hz, H-4) que se acopla con un cuarteta a 3.0 ppm (I3 =54 Hz, H-3")
confirmandoncs la presencia de la cadeaa 2,3-epoxi-2-metilbutanoil unida al C-8. Las
sefiales que confirman la preseacia de {2 cadena iateral 2-metilbuticato unida a C-9 son el
triplete que integra para tres protones a 0.81 ppm (J=7.4 Hz, H-4"), un doblete a 1.04
ppm (J=7 Hz, H-5"), un multiplete a 2.28 ppm (H-2") y dos multipletes que integran para
un proton a 1.36 (H-3"a) y 1.58 ppm (H-3"b).

En el espectro de *C-RMN (Fig. 15¢) s¢ observan 26 seflales. Las de campo més
bajo a 175.7, 168.8, 168.1 y 166.0 ppm corresponden a los cuatro grupos éster presentes
en la molécula. En la siguiente zona se observan € sefiales que corresponden a los dobles
enlaces dc las posiciones 1, 4, 11, 10, 13 y (5. El andlisis de! DEPT 135 (Fig. 15d) nos
indica que los carbonos de las posiciones 13 y 15 son metilenos (sefiales negativas), asi
como también se observa una seiial positiva a 147.7 ppm de] CH en la posicion 1, En [a
zona alifética de 85 a 0 ppm se observan 16 sefiales: los metilos a campa alto, la sefial
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caracteristica del grupo metoxilo a 52.28 ppm y los metinos. En el analisis del DEPT 135
se establece que las sehales a 29,15, 26.88 y 26.14 ppm son [os metilenos de las
posiciones 3, 2 y 3" respectivamente, ademas la seiial a 59.21 ppm (C-2') no aparece,

indicando que es un carbono cuaternario.

En el espectro 'H-'H COSY en 400 MHz (Fig. 16) se observan las siguicntes
correlaciones: 3"a- 4", 3"b-4", 3"a-b, 2"-5", 2a-b, 3a-b, 2-3, 3"-4', 5-6, 13a-7, 13b-7, 1-2b,

1-2a y 8-9, las cuales nos ayudaron a establecer la estructura propuesta.

En el espectro 'H-C HMQC en 400 MHz (Fig. 17) se observan las siguientes
correlaciones: 4"-CH3, 4-CH3, 5"-CH3, 5'-CH3, 3"b- y 3"a-CH2, 2b- y 2a-CH2, 3b- y
3a-CH2, 7-CH, 2"-CH, 14-OCH3, 3'-CH, 9-CH, 8-CH, 5-CH, 6-CH, 15-CH2, 13b- y
13a-CH2 y 1-CH , las cuales nos ayudaron a corroborar la estructura propuesta.

Repandin C (CysH3:0j0): Las fracciones R1F2, R2F4 y R3F4 obtenidas en
CLAR semipreparativo mostraron un tg de 6.98 min (Fig. 11-C) y un peso total
aproximado de 54 mg. El espectro de 'H-RMN en 400 MHz (Fig. 12) es muy semejante
al obtenido para el repandin D, la diferencia esta en la cadena lateral unida al C-9: en el
espectro del repandin C se observa a campo alto un doblete que integra para seis protones
a 1.01 ppm [J=7 Hz, 2"(CHs),] y un pequeiio desplazamiento hacia campo bajo del
multiplete (2.43 ppm, J=7 Hz) asignado al H-2", lo que nos indica la presencia de un
grupo isobutirato. En el espectro de BC-RMN (Fig. 13c) se observan 25 sefiales y en el
DEPT 135 (Fig. 13d) se observan los 4 grupos metileno (13, 15, 3 y 2) presentes en la

molécula.

Repandin E (CzsH330,): La fraccién R1F7 obtenida en CLAR semipreparativo
mostré un tg de 9.70 min (Fig. 11-E) y un peso aproximado de 15 mg. En el espectro de
'"H-RMN (Fig. 18) se observan las mismas sefiales del esqueleto tipo melampdélido con un
doble enlace exociclico 4 (15) que en los repandines anteriores, y al igual que el repandin

C el espectro nos indica la presencia del grupo isobutirato en C-9. En la zona de los
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protones olefinicos a 6.05 ppm se observa un cuarteto que integra para un protén (Jy4=
7.1 Hz, H-3") y que se acopla con un doblete a 1.9 ppm (J4.5=7.1 Hz, H4"), ademés de un
singulete que integra para tres protones a 1.77 ppm que nos indica la presencia del grupo
angelato unido al C-8. En el espectro de >C-RMN (Tabla 2) se observan 25 sefiales y en
el DEPT 135 (Tablz 2) se observan los 4 grupos metileno (13, 15, 3 y 2) presentes en la

molécula.

Repandin F (C25H3409): La fraccion R1F10 obtenida en CLAR semipreparativo
presentd un tg de 11.98 min (Fig. 11-F) y un peso aproximado 7 mg. Ea ¢l espectro de
"H-RMN (Fig. 19) se observan las mismas sefiales del esqueleto tipo melampélido con un
doble enlace exociclico 4 (15) al igual que en los repandines anteriores, y al igual que €l
repandin E, el espectro nos indica la presencia del grupo angelato unido al C-8. Unido al

C-9 se observan las sefiales caracteristicas del grupo 2-metilbutirato.

Repandin A (CysH3:019): Las fracciones R4F2 y R5F2 obtenidas en CLAR
semipreparativo mostraron un tg de 6.38 min (Fig. 20) y un peso aproximado de 121 mg.
En el espectro de 'H-RMN (Fig. 21) se observan las mismas sefiales del esqueleto tipo
melampélido con un doble enlace exociclico 4 (15) que en los repandines anteriores, y al
igual que los repandines C y E el espectro nos indica la presencia del grupo isobutirato
en C-9. A campo alto se observa un cuarteto que integra para un proton a 6.38 ppm (J;-
+=7.2 Hz, H-3") y que se acopla con un doblete que integra para tres protones a 1.98 ppm
{J 34-3=7.2 Hz, H-4'), ademas de dos dobletes a 4.06 y 4.2 ppm ( Jsop=13.14 Hz, H-57 lo
cual confirma la presencia de la cadena sarracinol unida al C-8. En el espectro de VC-
RMN (Tabla 2] se observan 25 sedales y ¢n el DEPT 135 (Tabla 2) se observan los 5
grupos metileno (13, (5, 5', 3 y 2) presentes en la molécula.

Repandin B (C2sH3Uhe): Las fracciones R4F4 y RSF4 obtenidas en CLAR
semipreparativo mostraron un tg de 7.35 min (Fig. 20) y un peso aproximado de 126 mg.
En el espectro de 'H-RMN (Fig. 22) se observan las mismas sefiales del esqueleto tipo
melampolido con ua doble enlace exociclico 4 {15) que en los repandines anteriores, y al
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igual que los repandines D y F, el espectro nos indica la presencia del grupo 1sobutirato
en C-9. Unido al C-8, al igual que el repandin A, se observan las sefiales caracteristicas
del grupo sarracinal. En el espectro de “C-RMN (Tabla 2) se abservan 26 sefiales y en el
DEPT 135 (Tabla 2) se observan los § grupos metileno (13, 15, 5', 37, 3 y 2) presentes en
la molécula.

4.2, COMPUESTOS AISLADOS DE Tetragonotheca ludoviciana,

A partir del extracto crudo de DCM de Tetragonotheca fudoviciana se gbtuvieron
mediante diferentes técnicas ctomatograficas 2 compuestos y una mezcla epimérica. El
tetraludin A, tetraludin G y la mezcla de tetraludines Ha y Hb previamente reportados en
la literatura como mezclas de dos 0 mds compuestos,'*'*% fueron purificados por
primera vez € identificados mediante técnicas espectruscopicas y los datos reportados en

la literatura.

Tetraludin Ha y Hb (C23H150,0): Las fracciones R7F2 y R8F? obtenidas en
CLAR semiprepatativo mostraron un ty de 7.13 min (Fig. 26) y un peso aproximado de
41 mg. Se propone una sesquiterpenlactona de tipo melampélido con un anillo medio
cis-1(10), trans-4,5-germacradieno para este compuesto, el cual ha sido reportado en la
literatura.””**!* En el espectro de proton 2 400 MHz (Fig. 27) se observa a campo bajo el
desplazamiento quimico del H-1 a 6.98 ppm (3)2:=7.5 Hz, 1,.2=10 Hz), el cual nos
indica la relacion en posicidn cis con el grupe carbometoxi del Cl4, tipica de los
melampéiidos. En la zona siguiente observamos pares de sefiales (H-8, H-13a, H-13b, H-
9} que nos indican que no €s un compuesto puro sing una mezcla, Mediante el espectro
COSY a 500 MHz (Fig, 29) s¢ determind que la sefial a 6.54 ppm (Js.5=8.4 Hz, H-§) se
correlaciona con los dobletes a 5.29 y 5.23 ppm (Jo5=8.4 Hz, H-9), también se observa la
comrelecion del par de dobletes a 6.2 ppm (J=3 Hz, H-13a) y a 5.7 ppm (J= 2.9 Hz, H-
13b) con [a sefial a 2.72 ppm, asignada a H-7, sefiales caracteristicas del grupo a,B-
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insaturado y-lactona. El singulete a 3.74 ppm nos indica la presencia del grupe metoxilo.
Se observa un singulete que integra para seis protones a 1.9 ppm lo que nos indica la
presencia del grupo acetato unido a C-9 y que presenta ¢l mismo desplazamiento quimico
del metilo en la posicion 15. Se observan seiiales caracteristicas del grupo 2-metii-2-
hidroxi-3-cetobutirato: un singulete que integra para tres protones a 2.1 ppm se asigna al
metilo en la posicion C-4', tambi¢n la sefial a 1.4 ppm del metilo unido al C-2' que
pareciera un doblete, pero se determiné por COSY que eran dos singuletes.

En el espectro de 3C-MRN (Fig. 28¢) se observa 23 sefiales, algunas aparecen
dobles con un minimo desplazamiento quimico, lo que nos hace pensar que no es un
compuesto puro, sino uma mezcla de dos compuestos muy similares, posiblemente
epimeros. Se observa a campo bajo con un  204.42 la sefial del grupo cetona del C-3". En
la siguiente zona se observan lay sefiales de los cuatro grupos éster (1%, 12, 1" y 14)
presentes en la molécula, le siguen los carbonos olefinicos (1, 11, 10,4, 5 y 13) conun &
entre 120 y 150 ppm. En la misma zona ¢n ¢f espectro DEPT 135 (Fig. 28d), se observan
coma sefiales positivas los metinos de las posiciones 1 y §, ademds la sefial negativa a
121.11 ppm del metileno de la posicidon 13, El desplazamiento quimico a 80.87 ppm, no
aparece en el espectro DEPT, lo que nos indica que es el carbono cuaternario de la
posicidn C2',

El espectro 'H-'H COSY a 500 MHz (Fig. 29) muestra las siguientes
correlaciones: 3a-b, 2a-b, 2-3, 5-15, 5-6, 6-7, 13b-7, 13a-7, 8-9, 1-2a y 1-2b,

En la difraccion de rayos X de este compuesto se observa que ¢l cristal no estd
muy bien definido en el C-20, como se muestra en la Figura 30: los elipsoides d¢ las
posiciones C-21 y O-9 son grandes, lo cual nos indica un desarreglo en estos dtomos con
lo cual podemos concluir, en base a este modelo y lo que se ha reportado en la literatura,
que s la mezcla de epimeros denominados tetraludin Ha y Hb. Es la primera vez que se
obtiene un cristal de estas compuestos y mediante la difraccidn de rayos X se verifico la
conformacidn que adoptan estas sustancias.
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Tetraludin A {Cy3H30q): Las fracciones R10F8 y R11F2 obtenidas en CLAR
semipreparativo mostraros un g de 6.75 min. (Fig. 31-A) y un peso aproximado de 21
mg. El especro de 'H-RMN (Fig. 32) muestra las sefales caracteristicas del
melampolido con ¢l aniflo medio cis-1(10), trans-4,5-germacradieno. Al igual que el
tetraludin H este compucsto presenta la seiial a 1.96 ppm del grupo acetato unido al C-9.
Un doblete que integra para tres protones a 1.15 ppm (J=6.4 Hz) acoplado con un
cuarteto que integra para un protén a 3.83 ppm (J=6.4 Hz) y ¢!l singulete a 1.18 ppm (C-
2'CH3), nos indican la presencia del grupo 2-metil-2,3-dihidroxibutirato en C-8.

El espectro de "*C-RMN (Tabla 3) muestra 23 sefiales y en el espectro DEPT 135

(Tabla 3) se observan los 3 grupas metiteno (13, 3 y 2) presentes en la molécula.

Tetraludin G (CzsH32019): Las fracciones RIOFY y RI11F3F4 obtenidas en
CLAR semipreparativo mostraron un tg de 7.17 min. (Fig. 31-G) y un peso aproximado
de 41 mg. El espectro de 'H-RMN (Fig. 33) muestra las sefiales caracteristicas dei
melampolido con ¢l anillo medio c¢is-1(10), trans-4,5-germacradieno. Se observan las
sefiales del grupo 2-metil-2-hidroxi-3-cetobutirato en C-8 al igua! que en tetraludin H. A
campo alto se observan dos dobletes que integran para tres protones a 1.0 (J=7.2 Hz) y
1.12 ppm (J=6.3 Hz), y un multiplete que integra para un protén a 2.31 ppm (J=7.5 y 6.4

Hz) lo que nos indica la presencia del grupo isobutirato en C-9.

El espectro de *C-RMN (Tabla 3) mucstra 23 seiialcs y en el espectro DEPT 135
(Tabla 3) se observan los 3 grupoes metileno (13, 3 y 2) presentes en la molécula.
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43. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Muchas plantas y compuestas derivados de éstas han sido estudiados para evaluar
su toxicidad y potencial de accion ferapéutico. Tales estudios han llevado al
descubrimiento de nuevos fdrmacos que pueden ser usados en medicina. Las
sesquiterpenlactonas (SLs) son un grupo de productos naturales obtenidos de plantas
superiores, principalmente de la familia Asteraceae, los cuales han demostrade ura gran
variedad de efectos bioldgicos. En el presente trabajo se evaluaron los efectos anti-
malaria, anti-microbiana, anti-inflamatona, anti-tumor y apoptotica de las SLs de tipo

melampdlido aisladas de T repanda y T. ludoviciana.

4.3.1. Actividad anti-malaria.

Se realiz6 el ensayo de la deshidrogenasa lactica en Plasmodium falciperum clon
D6 y clon W2, en el repandin A, repandin B, repandin C y tetraludin A. Los resultados
de este ensayo nos indican que estos melampdlidos son actives contra P. folciparum a
concentraciones entre 2.2 a 3.6 ng/ml, como se muestra en la Tabla 4, ademds, no
resultaron citotdxicas en las células Vero; sin embarga la actividad de estos
melampolidos no estd en el orden de los nanogramos por mililitto que muestran los
controles positivos. La cloroquina reportd 15.5 ng/mL en ¢l clon D6 y 140 ng/ml en el
clon W2, y la artemisinina 9.5 ng/mi. en el clon D6 y 3.7 ng/mL en el clon W2. La
arternisinina es una SL con un grupo perdxido en su estructura obtenida de la hierba
medicinal de China “qinghac” (Arfemisia annua).'” Recientemente se ha reportado que el
mecanismo de accién de la artemisinina incluye la ruptura oxidoreductiva de su grupo

peréxido, generando radicales Jibres que inducen dafio eu el parasito.?!
4.3.2. Actividad apti-microbiana.

Existen numerosos reportes de actividad anti-microhiana en varias SLs tales como

partenélido, cnicin, mikandlide, beliangoides, etc. Estudios con diferentes bacterias
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mostraron que hay una mayor actividad contra bacterias gram-positivas tales como
Bacillus subtilis y Staphilococcus aureus.'?* Esludios antifingicos de diversas SLs

contra Candida albicans mostraron un niimero pequefio de compuestas activos.'

Se realizd el bioensayo anti-microbiano de los melampdlidos, repandin A,
repandin B, repandin C y tetraludin A, contra los hongos Candida albicans,
Cryptococcus negformans y Aspergitlus fumigatus y las bactenias Staphylococcus aureus
(gram-positivo}, MRS (8. aureus resistente a meticilina), Pseudomonas aeruginosa
(gram-negativa) y Mycabacterium intracellulare. Aunque existen estudios de actividad
anti-microbiana de SLs puras o extractos de plantas conteniendo SLs donde se muestra
que la mayoria de las preparaciones dan resultados positivos,'” las SLs de tipo
melampdlido que nosotros estudiamos no reportaron actividad anti-microbiana a

concentraciones de 50, 10 y 2 pg/mL (Tablas 5 y 6).
4.3.3. Efectos en inflamacion, crecimiento tumoral y apoptosis.

Existen numerosos estudios donde se demuestra que los extractos de plantas
conteniendo SLs, asi como también las SLs puras exhiben actividad anti-inflamatoria. La
activacion de! NF-xB involucra muchos procesos celulares que conllevan a inflamacién y
desarrollo de cancer. Como ya se sabe, el NF-xB s¢ encuenira inactivo en ¢l citoplasma
unido a la proteina I-xB. El NF-xB puede ser activada por varios factores como citocinas
pro-inflamatorias, infecciones bacterianas, sefisles de dafio celular ¢ intermediarios
reactivos de oxigeno, los cuales incrementan fosforilacidn de proteinas y la protedlisis del
[-xB. Una vez libr¢ y activo el NF-xB puede translocarse al micleo y unirse al sitio
promotor del DNA para iniciar la transcripcin del gen blanco.

En el presente trabajo se estudi¢ el efecto del repandin A, repandin B, repandin D,
repandin E y tetraludin A en la activacion de NF-xB y COX-2 mediada por PMA y TNF-
a. Pasco y col. desarrollaron y realizaron el ensayo para identificar compuestos que

inhiben la activacion de la expresién de COX-2, éste se basa en la construccién de un
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“gen reportero” que utiliza una regién del promotor de COX-2 humano para conducir la
expresion de luciferasa.® Los resultados de este ensayo mostraron que cstos compuestos
son inhibidores potentes de la activacién del NF-xB y COX-2 inducida por PMA y TNF-
o en células SW 1353. El repandin D exhibié la mayor actividad de tnhibicién del NF-
xB, seguido por repandin E y tetraludin A,

En macrafagos de raton inducidos pot LPS, el repandin A y repandin E inhibieron
la actividad enzimitica de COX-2 con una ICy de 6.0 pg/mL y 20 pg/mL,
respectivamente. El repandin B, repandin D y tetraludin A no mostraron indubicidn en 1
actividad enzimatica de COX-2. Esto sugiere que el repandin A y repandin E tienen
efectos farmacoldgicos en la inhibicién de la activacion del NF-xB y COX-2, ademais de
inhibicién de la actividad cnzimatica del COX-2, lo que nos hace suponer que el
mecanismo de accion es diferente al del repandin B, repandin D y tetraludin A, que sdlo
mostraron inhibicion en la activacion del NF-xB y COX-2. El repandin A y repandin E
presentan similaridades estructurales, ademés del esqueleto tipo melampélido con un
doble enlace exociclico 4 (15), ambos presentan un éster @, }-insaturado unido a C-8 y un
grupo isobutirato unido a C-9. El repandin B y repandin D ademds del grupo éster o,p-
insaturado y o,fB-epoxi unido a C-8 respectivamente, ambos presentan el grupo 2-metil
butirato unido a C-9. Esto sugiere que la inhibicidn de la actividad enzimatica de COX-2
por los repandines A y E puede ser debida a que se acoplan en un sitio activo en COX-2,
mientras que los otros compuestos estin impedidos estéricamente. Cabe mencionar que
no se determiné la inhibicién de la actividad enzimética del COX-2 en el repandin C, el
cual presenta el grupo éster o, f-epoxi unido al C-8 y el grupa isobutirato unido a C-9, la
cual nos ayudariz a establecer mejor la relacion estructura-funcion de estos

melampolidos.

El repandin A, repandin B, repandin D, repandin E y tetraludin A inhibieron
etectivamente el crecimiento celular en lineas de tumor hurnano, resultando las células de
leucemia HL 60 [as mas sensibles a estos compuestos. Para observar {as efectos en el
ciclo celular y apoptosis se seleccionaron ¢! repandin D y tetraludin A. Se encontrd que

79



estos compuestos bloquean el progresa de células en [a fase Gz/M, con una disminucién
en ¢} nimero de células en fase G;. El ensayo de tincion DAPI mostré que el repandin D
y tetraludin A tnducen apoptosis eo ¢élulas HL. 60. En conclusidn, el repandin A,
repandin B, repandin D, repandin E y tetraludin A suprimen el crecimiento celular e
inducen arresto del ciclo celular en fase Go/M y apoptosis. Estas actividades son
comunmente mediadas por inhibicion de la activacidn de NF-xB y son consistentes con

la actividad anti-inflamatoria que han mostrado otras SLs.™» %12, 2224

El mecanismo por el cual {as SLs inhiben inflamacién es tema de dehate. Hwang
y col. en 1996 reportan que el partenélido inhibe la fosforilacion de la protein cinasa en
macrafagos murinos estimulados con LPS.” Hehner y col. reportan que la SL costundlido
inhibe la activacion de NF-kB por prevenir la degradacion del I-«B.” Sin embargo, Lyss
y col. publican que la SL helenalina no inhibe la degradacion de [-xB o previene la
translocacion del NF-xB al atcleo, sino que actia selectivamente alquitando la subunidad
p6S del NF-xB.2 Recientemente, otro estudio demostré que el partenolido y otras SLs
actian directamente en el NF-xB alquilando la cisteina (Cis 38) en la subunidad p65.”
Existe evidencia de que €l mecanismo general de las SLs que contienen el grupo -
metileno y-lactona, asi como carbonilos o,p-insaturados y epoxidos, reaccionan con
nuciedfilos biologicos, especialmente con el grupo sulfhidrilo en la cisteina, en una
adicién tipo Michaels.'” Por otra parte, estudios en la relacién estructura-actividad
revelan que SLs bifuncionales inhiben la union NF-xB/DNA a concentraciones 10 veces
menores que sus andlogos monofuncionates.” Los repandines (A, B, D y E) y el
tetraludin A conticnen ¢l grupo a-metileno y-lactona en su estructura, ademés de esteres
o, [}-insaturados y/o «,p-epdxido, que representan centros de alquilacion adicionales para
mucledfilos bioldgicos. Al respecto, se conoce que la Cis 38 y Cis [20 en [a subunidad
p65 del NF-xB son sitios de alquilacior para SLs, y que la distancia entre estas cisteinas
es de 8 A solamente, por lo que se ha propuesto que una sola SL bifuncional bloguea el
NF-xB previniendo la unién con el DNA. Por inhibir la activacion del NF-«xB, {as SLs

interfieren en la produccién de citocinas proinflamstorias, moléculas de adhesion,
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enzimas inflamatonias como COX-2, iNOS y PLAZ. Estos mediadores estan involucrados
en la patogenesis de diversas enfermedades como artritis reumatoide, parkinson,
alzheimer, esclerosis multiple, cincer y septicemia. Por lo tanto, las SLs pueden ser

compuestos modelo para el desarrollo de nuevos farmacos anti-inflamatorios y anti-
turnorales,
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CAPITULO S

CONCLUSIONES

Sc obtuvieron scis compuestos puros de tipo melampélido a partir del extracto
semipolar de Tefragonotheca repanda: repandin A, repandin B, repandin C,
repandin D, repandin E y repandin F, los cuales ya habian side descritos en la
literatura.

Se obtuvieron 2 compuestos puros y una mezcla de epimeros de tipo melampélido, a
partir del extracto semipolat de la Tetragonotheca ludoviciana: tetraludin A,
tetraludin G y Ia mezcla epimerica de tetraludin Ha y Hb, los cuales ya habian sido

descritos en la literatura.

El repandin A, repaudin B, repandin C y tetraludin A presentaron actividad
antimalaria a concentraciones entre 2.2 a 3.6 pg/mL. Resultaron no citotoxXicos en las
células Vero.

El repandin A, repandin B, repandin C y tetraludin A no presentaron actividad
antimicrobiana a concentractones de 50, 10 y 2 yg/mb contra Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Staphylococcus aureus, MSR,

Pseudomona aerugingsa'y Mycobacterium iniracellulare.
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Ei repandin A, repandin B, repandin D, repandin E y tetraludin A inhibieron la
activacion de NF-xB y COX-2 mediada por PMA y TNF-a en células SW 13353,

En macrafagos de raton inducidos por LPS, ¢l repandin A y repandin E irhibieron la
actividad enzimatica de COX-2. El repandin B, repandin D y tetraludic A no

mostraron inhibicion en la actividad enzimatica de COX-2.

El repandin A, repandin B, repandin D, repandin E y tetraludin A, inhibieron

efectivamente el crecimiento celular en lineas de tumor humano.

El repandin D y tetraludin A inducieron el arresto del ciclo celular en fase GyM y

apaptasts.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios para confirmat que este tipo de melampélidos inhiben la
activacion de NF-xB mediante la alquilacion de las cisteinas 38 y 120 localizadas en la
subunidad p65.

Realizar ensayos de actividad enzimatica de COX-2 con el repandin C y compuestos

simifares para establecer la relacidn estructura-funcidn de este tipo de SLs.
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APENDICE

Crystal Data and X-ray Collection Parameters of Tetraludin Ha-Hb

Crystal data:

Ca3Hz3000

M, = 464 .45
Orthorhombic
P2i212y
a=8838903) A
b=10.0179(4) A
c=726.2334(12) A
v'=2322.90(16) A®
Z=4

Data collection:

Kappa CCD ( with Oxford
Cryostream) diffractometer

@ scans with k offsets

9630 measured reflections

2337 independent reflections

1746 reflections with 1> 20 (T)

Refinement:

Refinement on F*

R[F > 20(F%)] = 0.059
oR (F*) =0.134
S=1.106

2337 reflections

303 parameters

37

D:=1328 Mg m*

Mo K radiation

A=0.71073 A

Cell parameters from 2201 reflections
8=25-250°

4=0.105 mm™

T=120K

colorless

0.40 % 0.10 x 0.02 mm

Rin=0.040
6 an = 25.0°
h=-10-10
k=<11-11
=~30-30
intensity decay: < 1%

H-atom parameters constrained

® = V[s(Fo®) + (0.0371 P) +2.0891 P]
where P = (Fo® + ZFcz)/3

(A/S)nax = 0.002

APam=024€ A’

Apmin=-028 ¢ A’
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