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RESUMEN

Q.F.B. Lizette Carolina Arellano Ortiz Fecha de Graduacién: Enero, 2019
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del estudio: PROSPECCION QUIMICA Y ANTIMICOBACTERIANA DE
LOS PRODUCTOS NATURALES PRESENTES EN LAS
PARTES AEREAS DE Bocconia latisepala S. Wats

Numero de paginas: 151 Candidato para el Grado de Maestria en
Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de estudio: Farmacia

Propodsito y método del estudio: La tuberculosis (TB) es una enfermedad
infecciosa que constituye un problema de salud publica de primera magnitud al
ser una de las diez principales causas de mortalidad en el mundo. Se le considera
como una enfermedad reemergente debido a la aparicibn de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a multiples farmacos (MDR-TB). De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, 558 mil personas a nivel
mundial desarrollaron tuberculosis resistente a rifampicina (RR-TB) en 2017 y el
82% presentaron MDR-TB. Ante esta problematica, los sectores publico y privado
han dirigido proyectos de investigacion para desarrollar alternativas terapéuticas
que disminuyan la incidencia de TB y el periodo de tratamiento. Las
investigaciones sobre productos naturales han permitido descubrir algunos
alcaloides de tipo benzo|c]fenantridina con potencial para desarrollar nuevos
agentes antifimicos. El género Bocconia se caracteriza por contener este tipo de
alcaloides, por lo cual se realizé la colecta de las partes aéreas (tallos y hojas) de
la especie Bocconia latisepala, se extrajeron sus constituyentes con una mezcla
de cloroformo: metanol (1:1) y el extracto organico fue fraccionado por
cromatografia en columna (CC) y particiones liquido-liquido. Para la purificacién
de los compuestos se realizaron CC, cromatografia en placa preparativa y
recristalizaciones. Los productos naturales puros fueron analizados por
resonancia magnética nuclear de 'H, '3C y bidimensional, espectrometria de
masas y espectroscopia de infrarrojo para elucidar sus correspondientes
estructuras moleculares.



Contribuciones y conclusiones: La prospeccién quimica de tallos y hojas de
Bocconia latisepala S. Wats permitio el aislamiento y caracterizacién estructural
de ocho alcaloides (dihidrosanguinarina, oxisanguinarina, 6-
metoxidihidroqueleritrina, 6-metoxidihidrosanguinarina, 6-
acetonildihidrosanguinarina, norsanguinarina, 6-nitrometildihidrosanguinarina y
el compuesto identificado como BLH14) mediante el analisis de sus datos
espectroscépicos experimentales y su comparacion con los reportados en la
literatura. De estos alcaloides, dihidrosanguinarina y oxisanguinarina se
encontraron reportados como constituyentes de las semillas de esta especie;
mientras que, 6-acetonildihidrosanguinarina representa el primer reporte en esta
especie y ha sido reportado como constituyente en especies del género Bocconia
y Macleaya. El alcaloide Norsanguinara se describe por primera vez como
constituyente del género Bocconia, pero se ha descrito plantas de las familias
Papaveraceae, Fumariaceae y Rutaceae. El compuesto 6-
Nitrometildihidrosanguinarina representa un nuevo producto natural, ya que no
se ha reportado previamente en especies vegetales, Unicamente se tiene un
reporte de obtencién mediante semisintesis organica por el mismo grupo de
investigacion. El compuesto BLH14 se describe como un nuevo tipo de alcaloide
presente en el género Bocconia, una aporfina de novedosa estructura quimica.
Estos productos naturales se evaluaron frente a dos cepas de M. tuberculosis, la
H37Rv (sensible a farmacos de primera linea) y la G122 (aislado clinico,
resistente a isoniazida, rifampicina y etambutol), donde se obtuvieron
concentraciones minimas inhibitorias (CMIl) de 125 pg/mL para el 6-
metoxidihidroqueleritrina contra H37Rv y 25 pug/mL contra G122. El resto de los
compuestos exhiben valores de CMI entre 25 pug/mL y 50 pg/mL para ambas
cepas de M. tuberculosis.

Dr. Edgar Abraham Garcia Zepeda Dra. Maria del Rayo Camacho Corona
Direccién de tesis Co-direccion de tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Tuberculosis, enfermedad reemergente a nivel mundial

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas mas letales y
antiguas en el mundo y continia siendo un reto en los escalafones
internacionales de salud [1]. A pesar del desarrollo de nuevos agentes
antifimicos, la tuberculosis sigue causando una notable morbilidad a nivel mundial
[2] y es una de las diez principales causas de mortalidad en el mundo [3]. Debido
a la aparicion de cepas resistentes a farmacos se le considera una enfermedad
reemergente [4] que hace necesario el planteamiento de proyectos de
investigacion tendientes al descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos

antituberculosos [5].

La TB es una enfermedad infecciosa que afecta principalmente a los pulmones,
es causada especialmente por el bacilo Mycobacterium tuberculosis que puede
persistir en el huésped por largos periodos de latencia sin presentar indicio alguno
de infeccién [6]. Los sintomas comunes en tuberculosis activa son: tos, fiebre,
sudores nocturnos, pérdida de peso, entre otros. Dado que la sintomatologia
puede ser leve durante muchos meses, una persona infectada no busca atencion

medica e incrementa el riesgo de transmision a otros individuos [7].



A pesar de que el tratamiento de la tuberculosis es conocido desde hace casi 50
anos, éste ha sido menos eficaz debido a la resistencia que ha generado M.
tuberculosis a los antifimicos prescritos hoy en dia [8] constituyendo un problema
de salud publica de primera magnitud [4] que aparece como resultado de un uso
incorrecto de los antibidticos al tratar con ellos a pacientes infectados de
tuberculosis sensible al tratamiento [9]. Tan solo para el afno 2017, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que 558 mil personas en el
mundo desarrollaron tuberculosis multifarmaco-resistente a rifampicina (RR-TB,
por sus siglas en inglés) y el 82% presentaron multifarmaco-resistencia (MDR-
TB) de los cuales el 8.5% de los casos presentaron tuberculosis extremadamente

resistente a farmacos (XDR-TB, por sus siglas en inglés) [3].

Por otra parte, la reemergencia notable de la tuberculosis fue impulsada por las
deficiencias inmunitarias de personas infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), las cuales incrementaron considerablemente
el riesgo de que la infeccidn latente de M. tuberculosis progrese a enfermedad

activa y sea transmitida a otros individuos [10, 11] .

La TB y el VIH/SIDA constituyen la principal carga de las enfermedades
infecciosas a nivel mundial [2]. EI VIH es el principal factor de riesgo que
predispone al contagio de M. tuberculosis como enfermedad activa, actuando a
manera de co-infeccién, acelerando la disminucién de las funciones
inmunoldgicas, influyendo en la aparicion de granulomas y aumentando de esta

manera el riesgo de reactivacién y generacion de tuberculosis extrapulmonar,
2



sumado al riesgo de muerte si no se efectua un tratamiento eficiente y oportuno

11, 11].

Ademas del VIH; la desnutricion, la diabetes y el tabaquismo se han sefialado
como factores de riesgo que inducen al padecimiento de la tuberculosis. Una
persona con tuberculosis activa puede infectar a lo largo de un afo entre 10y 15
personas por contacto directo. Se calcula que moriran alrededor del 45% de las
personas VIH-negativas con tuberculosis y la totalidad de las personas que

presenten co-infeccion tuberculosis/VIH [12].

La TB representa una amenaza internacional si se considera la dificultad en el
diagnostico y tratamiento de MDR-TB y XDR-TB [13]. Aunque se han hecho
avances en el diagnéstico, actualmente solo se dispone de una prueba rapida
(Xpert MTB/RIF) que detecta de forma simultdnea la tuberculosis y la resistencia
a la rifampicina; sin embargo, existen centros de salud en los que aun no se

encuentra disponible [3].

La TB es una enfermedad tratable y tiene cura; no obstante, su éxito depende del
cumplimiento de la terapia y que ésta sea adecuada para el paciente [12]. El
tratamiento actual para la TB esta enfocado en una multiterapia que consta de
cuatro farmacos de primera linea (isoniazida, rifampicina, etambutol vy
pirazinamida) y farmacos de segunda linea (capreomicina, kanamicina,

amikacina y fluoroquinolonas); estos ultimos tienen la desventaja de ser poco



especificos, de provocar severos efectos secundarios e inducir facilmente

resistencia [14].

La version actual de la base de datos de farmacos antituberculosos (TBDRUGS)
contiene 40 farmacos para el tratamiento contra la TB incluyendo 28 farmacos
aprobados y 12 candidatos que se encuentran en diferentes fases de

descubrimiento y desarrollo de medicamentos [15].

Los nuevos farmacos que se encuentran en ensayos clinicos fase Il para el
tratamiento de la TB son: Sutezolid y SQ109 [15]. Recientemente fue aprobada
por la Administracién de Alimentos y Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés) la
bedaquilina, un nuevo farmaco utilizado para el tratamiento de MDR-TB [16, 17]
y el ultimo farmaco aprobado por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) la
delamanida, medicamento para el tratamiento de XDR-TB el cual se encuentra
en ensayos clinicos de fase lll para demostrar su seguridad y eficacia [18, 19,

20].

En perspectivas para el desarrollo de nuevos farmacos debe tomarse en cuenta
que el medicamento anti-TB ideal debe mostrar alta potencia, particularmente
contra cepas resistentes a los farmacos y poseer un perfil de seguridad
adecuado. Igualmente, mostrar eficacia contra las formas latentes y replicantes
de M. tuberculosis y no presentar interacciones farmaco/farmaco, particularmente

con los medicamentos antirretrovirales [21].



Por consiguiente, existe la necesidad de desarrollar alternativas en la terapia que
puedan ser utilizadas tanto para acortar la duracion del tratamiento como para
combatir el creciente problema de la resistencia a los medicamentos, estas
alternativas se pueden encontrar en la sintesis de nuevas moléculas, la

investigacidn biotecnoldgica y en la investigacion de productos naturales [22].

En los ultimos afios ha existido un interés renovado en el uso de productos
naturales ya que presentan gran diversidad, complejidad estructural y
estereoquimica, aumentando las probabilidades de encontrar compuestos
antituberculosos que posean mecanismos de accion novedosos 0 que puedan
ser modificados para mejorar sus propiedades farmacocinéticas vy

farmacodinamicas [21].

La importancia de los productos naturales en el tratamiento de enfermedades
data de tiempos ancestrales. Muchos de los farmacos que hoy conocemos fueron

desarrollados a partir de derivados naturales [23].

Histéricamente, los productos naturales han demostrado ser una vasta fuente de
antibiéticos incluyendo algunos de los utilizados para el tratamiento de la

tuberculosis [24, 25].

En los ultimos 20 anos, casi el 50% de los medicamentos aprobados por la FDA

en los Estados Unidos de América han sido derivados de productos naturales y



casi el 75% de todos los farmacos antiinfecciosos aprobados provienen de

plantas medicinales [25, 26].

En la medicina tradicional mexicana se ha reportado el uso de mas de 180
especies de plantas para el tratamiento de afecciones respiratorias que pueden
estar asociados con la tuberculosis [22, 27]. Alrededor de 75 especies de la flora
medicinal de México han sido evaluadas in vitro contra M. tuberculosis sensible
H37Rv [28] y cientos de productos naturales obtenidos de plantas y otros

organismos han sido evaluados como moléculas activas contra la TB [23, 29].

En particular, un grupo de metabolitos secundarios son los alcaloides que se
caracterizan por su amplia diversidad estructural y distribucion en la naturaleza,
sumado a su extensa aplicacion para tratar diversas enfermedades y para
desarrollar nuevos farmacos antifimicos [6]. Los alcaloides se encuentran
presentes en bacterias, hongos, animales y principalmente en plantas,
reportdndose en alrededor de 300 familias vegetales. Hasta la fecha se han
descubierto mas de 18 mil alcaloides distribuidos en todos los reinos y en todas

las clasificaciones estructurales [30].

Especialmente, las plantas del género Bocconia son conocidas por su biosintesis
de alcaloides del tipo protoberberina, protopina y benzo[c]fenantridina [23].
Algunos compuestos aislados de plantas superiores de este género se han

evaluado frente a cepas sensible y resistentes de M. tuberculosis, de los cuales,



los alcaloides de tipo benzo[c]fenantridina han mostrado actividad

antimicobacteriana comparable con algunos farmacos antifimicos [31, 32, 33].

Por todo lo anterior, en el presente proyecto de investigacién se propone la
busqueda de productos naturales, con propiedades antimicobacterianas frente a
cepas sensible y resistentes de M. tuberculosis, a partir de las partes aéreas de

Bocconia latisepala S. Wats.

1.2 Generalidades de Mycobacterium tuberculosis

La TB es una enfermedad infecciosa cronica, causada por un grupo de
bacterias del orden Actinomicetales de la familia Mycobacteriaceae,
principalmente por Mycobacterium tuberculosis. Se adquiere por la via aérea

comunmente y afecta mayoritariamente al sistema respiratorio [18].

M. tuberculosis fue descubierto por Robert Koch en 1882. Es un bacilo
grampositivo, delgado, de extremidades redondeadas, con longitud de 2-5 um
y didmetro de 0.2 a 0.3 um, aerobio estricto con preferencia por tejidos bien
oxigenados. Es inmovil, carece de capsula o espora, no tiene ramificaciones

[34].

Posee una pared celular gruesay con un elevado contenido lipidico que consta

de cuatro capas: la mas interna es el peptidoglicano constituido de N-



acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico que a su vez estan unidos por una
cadena peptidica corta. La segunda capa posee arabinogalactanos que se
encuentran unidos a los acidos micdlicos de la tercera capa. La capa mas
externa se encuentra constituida por lipidos y por mucésidos. En conjunto,
esta composicion le confiere a la micobacteria una escasa permeabilidad
celular que en parte es responsable de la ineficacia de multiples agentes
antimicobacterianos, asi como de la caracteristica acido-alcohol resistencia

con determinadas tinciones para su visualizacion microscopica [34].

Algunos componentes de la pared, como el lipoarabinomanano, intervienen en
la patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el interior de

los macrofagos [34, 35, 36].

Esta micobacteria crece lentamente, cada 18-20 horas, en comparacion a los
20 minutos de la mayoria de bacterias, forma colonias no pigmentadas,
produce niacina y catalasa, reduce nitratos, es sensible al calor, es inactivada
por calentamiento a 68°C a pH 7 y presenta fluorescencia amarilla cuando se

tiie con la mezcla de auramina-rodamina [34, 36, 37] .

Tiene un genoma circular de 4,411,529 pares de bases (pb) y presenta un
elevado contenido de guanina-citosina (G+C:61-71%) en su DNA. El genoma
de la cepa de M. tuberculosis H37Rv, codifica alrededor de 4,000 genes, posee
caracteristicas unicas, tales como el alto nUmero de genes que codifican para

las enzimas involucradas en el metabolismo de los acidos grasos y proteinas



que se localizan en la pared y membrana celular, asociadas a la variacion

antigénica durante la infeccion [38].

Sumado a lo anterior, este microorganismo tiene la capacidad de entrar en
metabolismo latente [37], todas estas caracteristicas mencionadas le
proporcionan una especificidad que implican area de oportunidad en el ambito

clinico para generar respuesta a las pruebas diagnésticas y su tratamiento.

1.3 Patogénesis de la tuberculosis

La infeccion ocurre cuando un individuo con TB pulmonar expele aerosoles
cargados con M. tuberculosis, los que al ser inhalados por otro individuo son
fagocitados por los macrofagos alveolares. En personas inmunocompetentes
los macréfagos controlan eficazmente la proliferacidén del bacilo. Si la infeccidn
persiste, los bacilos comienzan a replicarse dentro de los macréfagos de
hospederos inmunocomprometidos progresando hacia una tuberculosis
primaria activa. En algunos casos ocurre diseminacién hematdgena,
dispersandose en células endoteliales y epiteliales. Debido al crecimiento
exponencial de la micobacteria, ésta puede propagarse a otros érganos a
través de la linfa y la sangre con la ocurrencia de TB extrapulmonar [6, 34, 35,
38].

El periodo de incubacién dura desde el momento de la infeccidon hasta que

aparecen las lesiones primarias (4-12 semanas); sin embargo, el riesgo de



transmision puede persistir toda la vida cuando la TB permanece como
infeccion latente. El grado de transmision de la enfermedad depende del
nuamero de bacilos eliminados, de su virulencia y de las oportunidades de
formacion de aerosoles por expectoracion. El periodo de transmisién se
mantiene mientras se expulsan bacilos infecciosos. La TB extrapulmonar no

se transmite en ausencia de secreciones [2, 35].

1.4 Manifestaciones clinicas de la tuberculosis y diagnostico

La TB pulmonar se caracteriza por la produccion de esputo, sudoracion, tos
cronica, anorexia y hemoptisis [6, 7]. Las lesiones pulmonares tempranas por
lo general se curan sin dejar alteraciones residuales, salvo calcificaciones
ocasionales en los pulmones o en los ganglios linfaticos traqueobronquiales

[39].

Alrededor del 45% de los pacientes sufren de TB extrapulmonar y puede variar
segun el origen étnico, la edad y la inmunidad. En regiones endémicas, el 10%
de casos de tuberculosis son subclinicos con sintomas negativos de esputo y
asociado con el VIH. Sin embargo, alrededor de 25-30% de los pacientes con

tratamiento de VIH nunca son diagnosticados de TB [6].

El diagnéstico de la tuberculosis se establece a partir de signos y sintomas

clinicos de sospecha, pruebas de imagen y confirmacién microbiol6gica. En
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los ultimos afos se han incorporado técnicas de amplificacién genética. A
pesar de ello, ningun método consigue el 100% de diagndsticos, por lo que el
10-15% de casos de TB pulmonar y hasta el 50% en algunas formas de TB
extrapulmonar no tendran confirmacién microbiolégica y se apoyaran en la

clinica y en la respuesta al tratamiento [40].

1.5 Datos epidemioldgicos

De acuerdo con las estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en 2017, se reportaron 10 millones de casos nuevos de TB y 1.3 millones de
defunciones por esta enfermedad en pacientes VIH-negativos y 300 mil muertes
en pacientes con VIH/SIDA. Considerandose que 1.3 millones de nuevos casos

de tuberculosis presentaban co-infeccion con el VIH [3].

EL 87% de las incidencias se registraron en paises de ingresos bajos y medianos,
particularmente en la India, seguida de China, Indonesia Nigeria, Pakistan y

Sudafrica [3].

La relacion de incidencia de MDR/RR-TB con resistencia a alguna

fluoroquinolona (ofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina) fue del 22% [3].

Del afo 2000 al 2015 se han reportado 49 millones de muertes, aunque la

incidencia de la tuberculosis ha disminuido un 1.5% anual desde 2000. La
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OMS establece en 2018 el objetivo de la reducciéon del 90% de las muertes y

el 80% de las incidencias para el 2030 [3].

En América Latina, México se encuentra entre los paises con mayor incidencia
de casos de TB pulmonar [41]. A inicios de noviembre de 2018 se reportaron
13,937 nuevos casos de TB respiratoria en México. Los estados de la
Republica Mexicana que tienen mayor incidencia de casos de TB pulmonar

son Veracruz, Baja California y Nuevo Leon [42].

1.6 Tratamiento y farmaco-resistencia

Las directrices y recomendaciones para el tratamiento de la TB se actualizan
regularmente, todo esquema de terapia de la TB debe cumplir dos bases
bacteriolégicas: la primera, asociar farmacos para evitar la selecciéon de
resistencias y la segunda, prolongar el tratamiento el tiempo suficiente que

asegure la curacidén y evite las recaidas.

La terapia actual recomendada por la OMS para el tratamiento de TB sensible
comprende un régimen de corta duracién (2 meses) el cual incluye cuatro
farmacos de primera linea (isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida;
seguido de un tratamiento de 4 meses con rifampicina e isoniazida, mientras
que, las cepas MDR requieren un tratamiento con fadrmacos de segunda linea

como kanamicina, amikacina, capreomicina, p-aminosalicilato,

12



fluoroquinolonas, etionamida y cicloserina, donde los tratamientos a menudo

se extienden a lo largo de 2 afos (Tabla 1) [43].

La unica vacuna disponible para su control es el Bacillus de Calmette-Guérin
(BCG) utilizada como profilaxis en neonatos y lactantes; sin embargo, falla en
la proteccion contra la TB pulmonar, siendo ésta la forma mas frecuente y la
responsable de la diseminacién [44]. Actualmente, algunas vacunas
candidatas, como la vacuna recombinante VPM 1002 que se encuentra en
ensayos clinicos de fase Ilb para la prevencidén de TB infantil, se encuentran

en etapas de desarrollo y evaluacién [43].

Para asegurar al maximo la posibilidad de curacién y sin recaidas se plantean
clasificaciones racionales de farmacos en los que todo tratamiento asocie al
menos 4 farmacos no utilizados previamente, o en los que exista la certeza de
que M. tuberculosis es sensible a los mismos. De ellos, al menos 2 deben ser
farmacos esenciales, que son los que eliminan la mayor parte de la poblacién

bacilar y pueden curar al enfermo [42].

En términos de resistencia, la TB se clasifica en 5 categorias que van de
acuerdo con la dificultad del tratamiento:
1. Tuberculosis inicial con sensibilidad a todos los farmacos antifimicos.
2. Tuberculosis con resistencia a isoniazida, pero con sensibilidad a

rifampicina.
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3. Tuberculosis con resistencia a rifampicina, pero con sensibilidad a
isoniazida.

4. Tuberculosis MDR con sensibilidad a fluoroquinolonas e inyectables de
segunda linea.

5. Tuberculosis MDR con resistencia anadida a fluoroquinolonas e
inyectables de segunda linea, o incluso patrones mas altos de

resistencia [42].

La incidencia de cepas MDR se planteé en los 90s para aquellas bacterias
resistentes a rifampicina e isoniazida. El 10% de estas cepas desarrollaron
resistencia adicional a los principales farmacos antituberculosos de segunda
linea: fluoroquinolonas y aminoglucosidos, definida como extrema resistencia
a farmacos (XDR). Al igual que cualquier otra bacteria, M. tuberculosis
adquiere mutaciones durante la replicacion del genoma. Algunas de estas
mutaciones conducen al desarrollo de resistencia a farmacos antituberculosos

[13].
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Tabla 1. Clasificacién de farmacos antituberculosos [14, 15]

Grupo

Farmacos

Antituberculosos de primera linea,
orales

Antituberculosos de segunda linea,
inyectables

Fluoroquinolonas

Bacteriostaticos orales de

segunda linea

Farmacos de eficacia no

demostrada (no recomendados por la
OMS para su uso habitual en el
tratamiento de la tuberculosis MDR)

Farmacos para el tratamiento de
tuberculosis MDR

Farmacos en desarrollo

Isoniazida, rifampicina, etambutol y
pirazinamida

Estreptomicina, kanamicina,
amikacina, capreomicina y viomicina
Ciprofloxacino, ofloxacino,
levofloxacino, moxifloxacino y
gatifloxacino

Etionamida, protionamida, cicloserina,
acido p-aminosalicilico y tioacetazona

Amoxicilina/acido
clavulanico, claritromicina

Bedaquilina, linezolid, delamanida y
clofazimina,

Pretomanid, AZD-5847, sutezolid,
SQ109, TBA-354, Q203

No obstante; ademas de la resistencia, debe considerarse que estos
medicamentos ocasionan diversos efectos adversos, los mas comunes son: leves
aumentos en el nivel de las enzimas hepaticas, erupcion cutanea, intolerancia
gastrointestinal, neuropatia y artralgias. También pueden presentarse efectos

adversos graves como hepatitis, trombocitopenia inmune, agranulocitosis,

hemdlisis, insuficiencia renal, neuritis 6ptica y ototoxicidad (Tabla 2) [43].
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Tabla 2. Caracteristicas de los farmacos antituberculosos [6,14]

Farmaco Mecanismo de Gen Frecuencia *CMI
accion involucrado  de mutacién y
enla Toxicidad
resistencia

Farmacos de primera linea

Isoniazida Inhibicién de la kalG 105-10¢ 0.025
(1952) sintesis de (42-58%). Hepatitis clinica
acidos micolicos Promotor Polineuritis periférica
mabA-inhA
(21-34%)
Rifampicina Inhibicion de la rpoB 10° 0.1-0.4
(1965) transcripcién (96—98%) Molestias

gastrointestinales.
Afectacion hepatica

Estreptomicina Inhibicion de la rpsL 10%-108 1
(1944) sintesis (52-89%) Ototoxicidad
proteica rrs
(8-21%)
Pirazinamida - pncA 103-10+ 6-50
(1970) (72-97%) Hiperuricemia.
Hepatotoxicidad

Farmacos de segunda linea

I 0.25
Etionamida Inhibicion de dla Prgpr‘nc_)t%rA 103 Intolerancia digestiva.
(1966) S:”?(‘jes's R e Hepatotoxicidad.
acidos micdlicos et Neurotoxicidad
0.5-1
Kar)am!cma/ Inhibicién de la _ . Ototo_xmldad
amicacina sintesis proteica rrs; rpsL 10 (vestibular y
(1957) coclear)
Nefrotoxicidad
I 25
Cicloserina Inhibicion de la Neuropatia periférica
. . . 4 .
(1955) sintesis ~~ de  alr; ddiA 10 Alteraciones del SNC.
pared celular X "
Reacciones psicéticas
- I 2
Capreomicina Inhibicién de la RpsR, Rpll, i -
. . . 103 Nefrotoxicidad,
(1967) sintesis proteica RplY, RplJ ototoxicidad
Acido p- 0.3-1
aminosalicilico Antifélico thyA 104 Intolerancia
(1946) gastrointestinal

Inhibicion de la
Fluoroquinolonas  subunidad A de gyrA, gyrB, Ifra -
la ADN-girasa

0.5
Bien toleradas

*CMI: concentracion minima inhibitoria contra M. tuberculosis H37Rv (ug/mL)
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Ethomedicina

México se ubica en el cuarto lugar a nivel mundial por su diversidad vegetal
(aproximadamente 25,000 especies), sumado a la enorme riqueza
etnobotanica con que cuenta, ya que alrededor del 15% de estas especies son
utilizadas en la medicina tradicional para aliviar diversos padecimientos. Sin
embargo, solo el 33% de las especies de plantas de la medicina tradicional
mexicana se ha utilizado para tratamiento de afecciones respiratorias
asociadas a la tuberculosis [45] y alrededor de 75 especies de la flora
medicinal de México han sido evaluadas in vitro contra M. tuberculosis H37Rv

[28].

Algunas especies han sido seleccionadas con base en sus usos en la medicina
tradicional. Destacan por su actividad Phoradendron robinsonii, Larrea
divaricata, Amphipterygium adstringens, Buddleja cordata, Piper sanctum,
Arracacia tolucensis, Carya illinoensis, Diospyros anisandra, Thymus vulgaris

[28] y Bocconia latisepala [31].
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El género Bocconia, perteneciente a la familia Papaveraceae, consta de diez
especies endémicas de las areas tropicales y subtropicales, desde México
hasta Sudamérica [46]. Se han reconocido las siguientes especies: B. arborea,
B. cordata, B. frutescens, B. hintoniorum, B. integrifolia, B. latisepala, B.
laurine, B. microcarpa, B. pearceiy B. vulcanica. La importancia fitoquimica de
este género se debe a la biosintesis de protoberberina, protopina y alcaloides
de tipo benzol[c]fenantridina, a la fecha se han descrito alrededor de 75

alcaloides en el género Bocconia [31, 47, 48, 49, 50].

Las especies B. arbdrea y B. frutescens destacan por sus usos etnomedicos
con actividad antibacteriana, antiparasitaria, antitumoral, antitusiva,

analgésica, antiulcerosa, antituberculosa, entre otras [51].

2.2 Informacién taxonémica y botanica de B. latisepala S. Wats

La especie Bocconia latiselapa S. Wats, conocida como “llora sangre”, forma
parte del matorral submontano de la Sierra Madre Oriental, se localiza en
lomerios de suaves pendientes y en los taludes inferiores sobre los
plegamientos de las faldas de dicha sierra, entre los 400 y 800 m de altura

sobre el nivel del mar [52].

Bocconia latisepala S. Wats (Figura 1) es un arbusto anual, con tallos que se
encuentran en racimos, tiene una altura de 1.5 a 2 metros, sus hojas son

ampliamente oblongadas, glaucosas y poco glabras, blanquecinas por la parte
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de abajo, pinadas lobuladas al medio, senos redondeados en la base, amplios
I6bulos optusos y dentados, sépalos ampliamente elipticos o casi orbiculares
con 3 0 4 lineas largas, mas largos que los pedicelos robustos y 15 estambres,
fruto semejante a B. frutescens el cual es una capsula elipsoide, lisa, de hasta
7 mm de largo, carnosa y puntiaguda en ambos extremos, de color rojo
amaranto, las semillas son pequefnas, negras, con una zona roja en un
extremo. Crece en laderas sombreadas, se encuentra en la base y

estribaciones de la Sierra Madre, al sur de Monterrey [53, 54].

Division taxonomica:

Reino: Plantae Geénero: Bocconia

Phylum: Magnoliophyta Epiteto especifico: latisepala
Clase: Magnoliopsida Nombre  Cientifico:  Bocconia
Orden: Papaverales latisepala S. Wats

Familia: Papaveraceae Nombre comun: llora sangre [55].
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Figura 1. B. latisepala S. Wats. Ejemplar de Nuevo Ledn, México

2.3 Alcaloides benzo[c]fenantridinicos

Los alcaloides de tipo benzo[c]fenantridina son un grupo pequefio de productos
naturales. La presencia de alcaloides de tipo benzol[c]fenatridina es restringida a
plantas de las familias Fumariaceae, Rutacea y principalmente Papaveraceae
[56]. Estos alcaloides derivados de isoquinolina son caracterizados por presentar

colores brillantes y fluorescentes.

Los alcaloides cuaternarios benzo|c]fenantridinicos presentan susceptibilidad
hacia reactivos nucleofilicos. Este ataque nucleofilico se asocia con una serie
de alteraciones significativas en el aspecto fisico, solubilidad, constitucion,

propiedades espectrales, etc. [56].
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La estructura general de estos alcaloides tiene como base la union de cuatro
anillos aromaticos (A, B, Cy D) y el atomo de nitrégeno en la posicion 5 (Figura
2). El enlace doble entre los &tomos N5 y C6 es generalmente llamado grupo
iminio y es el sitio mas reactivo en la molécula. Se pueden tener diversas
combinaciones de sustituyentes en las posiciones 2, 3,7, 8, 9, 10y 12 con

grupos metoxilo, metilendioxilo e hidroxilo.

Figura 2. Estructura base de alcaloides de tipo benzo|c]fenantridina [56]

2.3.1 Biosintesis de alcaloides de tipo benzo[c]fenantridina

Se han realizado estudios de marcaje isotdpico que han permitido conocer la
biosintesis de estos metabolitos secundarios derivados de la ruta del &cido
shikimico a partir de tirosina. Se describe que en su formacion participan diversas
enzimas agrupadas en oxido-reductasas, transferasas y liasas. Asimismo, hay
avances genéticos en los que se han podido caracterizar 30 enzimas, permitiendo

conocer los procesos de regulacion [57].
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La biosintesis de estos alcaloides se puede agrupar tedricamente en tres etapas:
Etapa 1. La produccién del precursor (S)-Norcoclaurina, a partir de dos moléculas
de L-Tirosina (Figura 3). Etapa 2. La transformacién de (S)-Norcoclaurina a (S)-
Reticulina (Figura 3) y Etapa 3. Las rutas de diversificacion que dan origen a las

diferentes estructuras (Figura 4) [58, 59].

HO NH, TYDC o NH,

Tirosina Tiramina

HomHz %
Tiramina 0

HO H
4-Hidroxifenilacetaldehido

(S)-Norcoclaurina

Figura 3. Etapa 1. Formacion de (S)-Norcoclaurina a partir de dos moléculas de
tirosina. TYDC: Tirosina dopa descarboxilasa, MFO: Monofenol oxidasa, AQO:
Aminooxidasa y NSC: Norcoclaurina sintasa.
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HO O H,CO
NH O NH
HO H\\\ 60MT HO H\\\ CNMT
HO l HO I
(S)-Norcoclaurina (S)-Coclaurina (S)-N-Metilcoclaurina
\NMCH
H3CO O H4CO
®
HO N P HO NCH,
HO 4'OMT HO H
H;CO HO :
(S)-Reticulina (S)-3-Hidroxi-N-Metilcoclaurina

Figura 4. Etapa 2. Formacion de (S)- Reticulina a partir de (S)-Norcoclaurina.
60MT: (S)-Norcoclaurina-6-O-metiltransferasa, CNMT: (S)-Coclaurina-N-
metiltransferasa, NMCH: (S)-N-metilcoclaurina-3"-hidroxilasa y 4'OMT: (S)-3"-
hidroxi-N-metilcoclaurina-4"-O-metiltranferasa.

Las primeras dos fases de la biosintesis de estos metabolitos secundarios tienen
ocurrencia en el citosol de las células vegetales. Para la formacion de alcaloides
tipo benzolc]fenantridina desde (S)-Reticulina se requieren 7 enzimas localizadas

en el reticulo endoplasmatico (Figura 5) [57].
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H;CO
(S)-Reticulina (S)-Escoulerina (S)-Queilantifolina

lep7‘I 9A2

TNMT
Protopina (S)-cis-N-metilestilopina (S)-Estilopina
jP6H
/—0 /0
(0] (0]

CHy OHy
N N
Espontanea O DBOX O +
% IS %
o (0] o

6-Hidroxiprotopina Dihidrosanguinarina Sanguinarina

Figura 5. Etapa 3. Formacién de Sanguinarina (alcaloide benzo|c]fenatridinico) a
partir de (S)-Reticulina. BBE: Berberina sintasa, CFS: Queilantifolina sintasa,
Cyp719A2: Estilopina sintasa, TNMT: Tetrahidroprotoberberina sintasa, MSH: N-
metilstilopina  14-hidroxilasa, P6H: Protopina  6-hidroxilasa, DBOX:
dihidrobenzofenantridina oxidasa [60].

2.4 Investigacion cientifica

Se han realizado estudios cientificos en plantas del género Bocconia, la mayoria
de ellos orientados al aislamiento y purificacién de alcaloides, como es el caso
de Dominguez, et al. que en 1965 reportaron el aislamiento de sanguinarina,
oxisanguinarina, queleritrina, protopina y a-alocriptopina (Figura 6) a partir de los

extractos con éter de petréleo, de las partes aéreas (hojas, ramas, corteza, tallos
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y semillas) y raices de B. latisepala S. Wats [61]. Estos compuestos fueron
caracterizados por punto de fusion, analisis elemental y espectroscopia de

infrarrojo.

O> OO O> OO O>

OO 0 o] (6]
N N' N

HsCO Z " CH, Z " CH,4 & " CH,4

o o
OCH, 0 o o
Queleritrina Sanguinarina Oxisanguinarina
0o\ 0\
(0] 0]

0 (] o (]
O N O N
O | H3CO |

CH CH
0 s OCH, 3

Protopina a-alocriptopina

Figura 6. Compuestos aislados de B. latisepala S. Wats.

Posteriormente, en 1984, Krane y col. reportaron un compendio de los
alcaloides benzo[c]fenantridinicos aislados de plantas de la familia
Papaveraceae, entre los que se incluyen: sanguinarina, quelirubina,
queleritrina,  quelilutina, sanguirubina, avicina, dihidrosanguinarina,
oxisanguinarina, oxiquelirubina, dihidroqueleritrina, oxiqueleritrina, etcétera

[62].

En 2002, Julian y col. aislaron y caracterizaron los alcaloides presentes en la
planta B. arborea: 6-acetonildihidrosanguinarina, 6-acetonildihidroqueleritrina,
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6-metoxidihidroqueleritrina, sanguidimerina, bocconarborina Ay
bocconarborina B. Ademas, se encontraron dos estructuras novedosas, un
alcaloide benzo[c]fenantridinico denominado (-)-6,12
dimetoxidihidroqueleritrina y un triterpenoide pentaciclico, el acido (+)-20-epi-

katonico (Figura 7) [47, 63].

OCH;

OO >
O °
N.
H,CO & CH,

HsCO  OCH,

(-)-6,12-dimetoxidihidroqueleritrina Acido (+)-20-epi-katénico

Figura 7. Novedosos productos naturales obtenidos de B. arborea

En 2014, Yu y colaboradores presentaron una revision quimica y bioldgica de
los alcaloides presentes en especies de los géneros Bocconia y Macleaya,
reportando un total de 75 alcaloides, predominando alcaloides de tipo
benzofenantridina, protoberberina y protopina. Ademas, se reporto la actividad
bioldgica de los extractos organicos de algunas especies de estos géneros,
como la actividad antimicobacteriana in vitro del extracto metandlico y
hexanico de las hojas de B. frutescens con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 125 pg/mL. También se reporta la evaluacion biologica de
los alcaloides con efectos antitumorales, insecticidas, antiinflamatorios,

antimicrobianos y efecto en el sistema cardiovascular [50].
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Referente al estudio antimicobacteriano de los alcaloides de plantas del
género Bocconia, en 2009, Camacho, et al. reportaron la actividad
antituberculosa de seis alcaloides benzo[c]fenantridinicos aislados de B.
arborea, de los cuales 6-metoxidihidroquelirubina mostré mayor actividad (CMI
= 12.5 pg/mL) contra cepas sensible (H37Rv) y resistentes (aislados clinicos
345, M-12 y M-20) de M. tuberculosis. Asimismo, se observdo que 6-
metoxidihidroqueleritrina y 6-metoxidihidrosanguinarina también poseen

potente actividad antimicobacteriana (Figura 8) [33].

QI QLY
O CMIH37RV= 12.5 ug/mL @) CMIH37RV =50 ug/mL
6 N._ CM|345 =50 ug/mL 6 N. CM|345 =25 ug/mL
HsCO H

CHs CMly.12 =50 pg/mL 0 CMIy.12 = 50 pg/mL
H,CO  OCHj CMiy00 = 25 pg/mL -0  OCH, CMiyy 0 = 12.5 pg/mL
6-metoxidihidroqueleritrina 6-metoxidihidrosanguinarina

I L
@) CMIH37RV =125 ]J.g/ml_
N CMisgs = 12.5 pg/mL
CHj;

o\’ CMlp.12 = 12.5 pg/mL
O  OCHj; CMlpy 0 = 12.5 pg/mL

6-metoxidihidroquelerubina

Figura 8. Actividad inhibitoria de cepas sensible (H37Rv) y resistentes (M-12, M-
20, 345) de M. tuberculosis para los alcaloides obtenidos de B. arborea.

El estudio mas reciente es por Hernandez-Almanza (2016) quien obtuvo diez
alcaloides benzolc]fenantridinicos del extracto metandlico de las semillas de
B. latisepala, los cuales fueron caracterizados como dihidrosanguinarina,
oxisanguinarina, dihidroqueleritrina  (—)-6-acetonildihidroqueleritrina, (-)-
queleritridimerina, queleritrina, arnottianamida, (—)-6-acetonil-12-
metoxidihidroqueleritrina, (—)-6,12-dimetoxidihidroqueleritrina y 12-
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metoxiqueleritrina [14]. Los compuestos 12-metoxiqueleritrina y (—)-6-acetonil-
12-metoxidihidroqueleritrina representan dos nuevos productos naturales
pertenecientes a la familia de alcaloides benzol[c]fenantridinicos. De acuerdo
con la actividad biolégica reportada, queleritrina y 12-metoxiqueleritrina
resultaron moléculas promisorias para futuras investigaciones contra M.

tuberculosis H37Rv (Figura 9) [31].

OCH,

o Iy
o o
N® N
H,CO Z " CH; HsCO Z " CH,

OCHs OCH;
Queleritrina 12-metoxiqueleritrina
CMIH37RV =125 ug/mL CMIH37RV =12.5 pg/mL

Figura 9. Actividad antimicobacteriana de queleritrina y 12-metoxiqueleritrina
contra a M. tuberculosis H37Ruv.

Aunado a los reportes de actividad antimicobacteriana, investigaciones
recientes han reportado que los alcaloides sanguinarina y berberina inducen
la filamentacion de bacterias tanto grampositivas como gramnegativas y
previenen la division celular bacteriana mediante la inhibicion de la citocinesis.
Esto se debe a que dichos compuestos inhiben la funcién de FtsZ (proteina

mediadora de la citocinesis en bacterias) [64, 65].
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CAPITULO 3

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipoétesis

Los tallos y hojas de Bocconia latisepala S. Wats contienen diferentes productos
naturales a los ya reportados en la especie, algunos de ellos son capaces de
inhibir el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis sensible y multifarmaco

resistente en menor concentracion minima inhibitoria que etambutol.

3.2 Objetivo General

Aislamiento, caracterizacion estructural y determinacion de la actividad
antimicobacteriana de los compuestos presentes en las partes aéreas de

Bocconia latisepala S. Wats.
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3.2.1 Objetivos especificos

1. Recoleccion de las partes aéreas (hojas y tallos) de Bocconia latisepala S.
Wats.

2. Extraccion organica en cloroformo-metanol (CHCI3:CHsOH, 1:1) de hojas y
tallos.

3. Fraccionamiento del extracto organico de tallos.

4. Fraccionamiento del extracto organico de hojas.

5. Aislamiento y purificacién de los constituyentes presentes en las fracciones.
6. Elucidacién estructural de los compuestos puros.

7. Evaluacién de la actividad antimicobacteriana de los compuestos puros frente
a una cepa sensible (H37Rv) y una resistente (G122) de Mycobacterium
tuberculosis por el método Alamar Azul (MABA).

8. Evaluacién de la actividad citotéxica por el método de sulforrodamina B.
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CAPITULO 4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Material y equipo

4.1.1 Estudio fitoquimico

En la etapa fitoquimica, se emple6 como fase estacionaria para la cromatografia
en columna (CC) gel de silice (63-200 um; 70-230 mesh, Sigma Aldrich). Para la
cromatografia en placa fina se emplearon: cromatofolios de gel de silice 60 F-254
(Fluka analytical). La cromatografia preparativa plana se realiz6 en
cromatoplacas de gel de silice 60 F-254 20 x 20 cm (Merck). Como revelador se
utilizé una lampara de UV marca Spectroline (A 254 y 365nm), reactivo Cain,
reactivo de Dragendorff y vainillina. Los eluentes empleados en las
cromatografias fueron: cloroformo (CHCIs), metanol (CHsOH o MeOH), hexano
(Hex), éter etilico, éter de petréleo, etanol (EtOH), acetato de etilo (AcOEt) y
diclorometano (CH2Cl2).

Los puntos de fusién fueron determinados en un instrumento Fisher-Johns.
Durante todo el proyecto se utilizé el evaporador rotativo marca Buchi modelo R-

300. Ademas, se hizo uso de balanza analitica Sartorius B1205.
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Los espectros de masas se realizaron con un equipo JMST100LC AccuTOF LC
controlada por una fuente de ionizacién ionSense DART SVP100. Para la
caracterizacion estructural, los espectros de Resonancia Magnética Nuclear se
realizaron en un equipo de RMN Varian Unity Inova 300; como estandar interno
se utilizé el tetrametilsilano (TMS) y los disolventes utilizados fueron cloroformo
deuterado (CDCIs), metanol deuterado (CDs), agua deuterada (D20) vy
dimetilsulféxido deuterado (CDsSOCDs), los desplazamientos quimicos se

reportan en ppm ().

4.1.2 Ensayos bioldgicos

En los ensayos de actividad antimicobacteriana se emplearon microplacas
estériles de 96 pocillos con tapa (Corning Costar, New York), como medios de
cultivo se utilizé el medio sélido Lowenstein Jensen (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ) y medio Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Se
empled acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC; Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) como nutrientes de enriquecimiento para medio Middlebrook
7H9 y glicerol (Sigma-aldrish, St Louis, MO). Ademas, se utiliz6 Tween 80
(Sigma-aldrish, St Louis, MO) y Azul de Alamar (Rezarsurina. Biotum, Hayward,
CA). Se emplearon los siguientes controles: estreptomicina, levofloxacino,
rifampicina, isoniazida y etambutol. Las cepas de M. tuberculosis empleadas para
los ensayos de actividad antimicobacteriana fueron la H37Rv ATCC® 27294 ™

(sensible a los farmacos de primera linea: isoniazida, rifampicina, etambutol y
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pirazinamida) y un aislado clinico G122 (resistente a isoniazida, rifampicina y
etambutol). Los disolventes usados fueron: dimetilsulfoxido (DMSO. J.T.Baker,
USA), agua desionizada estéril y se aplic6 una solucién desinfectante de
glutaraldehido al 2% activado (GAFIDEX®). Se emplearon micropipetas Biopette
A BP1000 y BP200, micropipeta electrdénica multicanal a pistbn VWR para las
microdiluciones y preparacion de indculos. Los ensayos de actividad
antimicobacteriana se realizaron en una campana de bioseguridad clase Il
BSC110011B2-X Biobase y campana de flujo laminar Edgegard y los insumos se

esterilizaron en la autoclave semiautomatica Tuttnaver.

4.2 Estudio fitoquimico

La fitoquimica del proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales de la Division de Estudios de Posgrado de Facultad de

Ciencias Quimicas, Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn.

4.2.1 Recoleccion del material vegetal

La recoleccién de las partes areas (hojas y tallos) de Bocconia latisepala S. Wats

se realizé en el municipio de San Pedro Garza Garcia del estado de Nuevo Leon.

La colecta se realizé los dias 10 y 31 de Julio de 2016, cuando la especie se

encontraba en su etapa de fructificacién con abundante cantidad de semillas. Un
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ejemplar de la planta se localiza en el Herbario de la Facultad de Ciencias

Biolégicas de la UANL con los numeros de folio 26666 y 26667 [31].

4.2.2 Obtencion del extracto de hojas y tallos

Las hojas y tallos de B. latisepala S. Wats se secaron por separado en
condiciones de sombra y temperatura ambiente por 15 dias. Una vez seco el
material vegetal se tritur6é por separado con ayuda de mortero, licuadora y molino
de cuchillas, para la operacién se utiliz6 indumentaria de proteccion como

cubrebocas y lentes de seguridad.

Se obtuvieron 2.509 Kg de hojas (polvo color verde opaco) y 460 g de tallos
(apariencia fibrosa). Se dividio el material vegetal en porciones equivalentes en
matraces Erlenmeyer de 2 L de capacidad. La obtencion del extracto se realiz6
por maceracion en 1.6 L de cloroformo/metanol en proporcion 1:1
(CHCIs/CH30OH) por 48 h. Posteriormente, se filtro el macerado por gravedad y
se concentrd a presion reducida en rotaevaporador. El procedimiento se repitid
por 6 ocasiones, obteniendo de esta manera 398.5 g del extracto de hojas y 44.2

g de extracto de tallos.

4.2.3 Pruebas preliminares cualitativas
Con la finalidad de realizar un rastreo de los constituyentes principales en las

hojas y los tallos de la especie en estudio se realizaron dos pruebas preliminares
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especificas para determinacion de metabolitos secundarios, teniendo como base
lo descrito en los antecedentes donde se reporta la presencia alcaloides y
triterpenos en especies del género Bocconia. Por ello se realizé la prueba de

Dragendorff y la del reactivo de Cain.

4.2.3.1 Reactivo de Dragendorff para la deteccion de alcaloides

Este reactivo esta compuesto de dos soluciones: a) se disuelven 0.17 g de nitrato
de bismuto [Bi(NOs)s] en 10 mL de agua destilada mas acido acético glacial
(CH3COOH) (4:1) y b) se disuelven 4 g de yoduro de potasio (KI) en 10 mL de
agua destilada. Se mezclan las soluciones a) y b) y se adicionan 8 mL de acido

aceético glacial y 70 mL de agua desionizada [66].

Esta prueba preliminar es positiva para alcaloides al presentarse una coloracién
rojo, naranja o marrdn, lo cual es debido a la formacion de un complejo entre el

ion metalico y la amina del alcaloide (Figura 10).

Jou
O O  BIi(NO3); + 4KI
N CH3COOH

o o

+  K[Bily] + 3KNO;

Figura 10. Reaccion de Dragendorff para determinacién de alcaloides.
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4.2.3.2 Reactivo de Cain para la deteccion de triterpenos y esteroles

Se prepard una solucién con anhidrido acético [(CH3CO)20], acido sulfurico
concentrado (H2SOs4) y cloroformo (CHCI3) en proporcibn 10:1:25,

respectivamente [66].

Esta reaccién es equivalente al método de Liebermann-Burchard [67] y se
considera positiva al presentarse coloraciones azul, rojo, rosa, violeta o marrén
para triterpenos o esteroles. La coloracion aparece como consecuencia de la
reaccion entre un grupo hidroxilo en medio acido con la pérdida de una molécula

de agua, aumentando la conjugacion del anillo insaturado adyacente (Figura 11).

R R
HOAc /H2804 /CHC|3
-H,0
HO
R

Figura 11. Reaccion de Cain o Liebermann-Burchard para determinacion de
terpenos y esteroles.

Los reactivos descritos anteriormente se utilizaron como reveladores en
cromatografia de capa fina (TLC, por sus siglas en inglés), ademas de los

reveladores inespecificos como el sulfato cérico amoniacal y la vainillina.
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4.2.4 Fraccionamiento del extracto organico total de tallos

El fraccionamiento del extracto organico de los tallos (44.2 g), obtenido de la

maceracion en CHCI3/CHsOH (Ver seccion 4.2.2), se realizd mediante una

cromatografia en columna (CC), utilizando como fase estacionaria (FE) gel de

silice en relacién 1:16, y como fase mdévil (FM) un gradiente Hex/CHCIs y

CHCIs/CH3OH con proporciones en orden creciente de polaridad. Se tuvo un

volumen muerto de 1L, dividido en 5 eluatos de 200 mL. Se obtuvo un total de

320 fracciones las cuales fueron reunidas por sus caracteristicas cromatograficas

en capa fina (TLC) en 26 fracciones principales (Tabla 3).

Tabla 3. Fraccionamiento del extracto organico de los tallos

FRACCION POLARIDAD MASA (g)
A 1 Hex (100) 0.0607
B 2-15 Hex:CHCl3 (90:10)

Cc 16-25 Hex:CHCI3 (80:20) 0.0613
D 26-40 Hex:CHCI3 (70:30)

E 41-45 Hex:CHCI3 (60:40) 0.1240
F 46-55 Hex:CHCl3 (55:45)

G 56-60 Hex:CHCI3 (55:45) 0.0902
H 61-70 Hex:CHCI3 (50:50)

| 71-91 Hex:CHCI3 (45:55) 0.4583
J 92-95 Hex:CHCI3 (35:65) 0.0161
K 96-98 Hex:CHClI3 (25:75) 0.0490
L 99-100 Hex:CHCls (25:75) 0.2332
M 101-105 Hex:CHClI3 (15:85) :

N 106-110 Hex:CHCI3 (15:85) 0.1410
N 111-115 Hex:CHCI3 (15:85) 0.0362
(o] 116-136 Hex:CHCI3 (10:90) 0.2421

P 137-170 CHClIs (100) 1.2877
Q 171-175 CHCI3:CHsOH (90:10) 0.6100
R 176-180 CHCI3:CHsOH (80:20) 2.5669
S 181-210 CHCI3:CHsOH (75:25) 6.2917
T 211-215 CHCI3:CHsOH (75:25) 0.9626
U 216-220 CHCI3:CHsOH (70:30) 0.3369
\' 221-240 CHCI3:CHsOH (50:50) 13.0240
W | 241-275 CHCI3:CHsOH (40:60) 9.7204
X 276-315 CHCI3:CHsOH (20:80) 2.1112
Y 315-320 CHsOH (100) 0.2925
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A partir de las fracciones A—H se obtuvieron mezclas de &cidos grasos y ceras
que no fueron separadas en sus componentes; mientras que, de la fraccién | se
purificaron cristales blancos, cuyo espectro de RMN 'H permitié deducir que se
trataba de un hidrocarburo alifatico. El estudio de las fracciones principales P-R
permitié el aislamiento y la purificacion de dihidrosanguinarina, oxisanguinarina y
6-metoxidihidroqueleritrina, respectivamente. Asi como el compuesto identificado

como BLH14 en la fraccidén T. (Figura 12).

Extracto organico de tallos

442g

CC
FE: gel de silice (1/16)

FM: gradiente Hexano/CHCIs/CH3;OH

A BCDETFGH JKLMNNOPQRSTUVWXY

Y n-tetracontano

Acidos grasos,
ésteres y ceras
I

|
0 “_O o o
I o GO R
N\CH 6 N

N
O H,CO 6N~y OH
(o) o CH3 3 3
-0 0 o HsCO  OCHj o
Dihidrosanguinarina Oxisanguinarina 6-metoxidihidroqueleritrina \_0 BLH14

Figura 12. Diagrama de fraccionamiento del extracto organico de tallos
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4.2.5 Fraccionamiento del extracto organico total de las hojas

Partiendo del extracto organico de las hojas (398.5 g), obtenido de la maceracion
con CHCI3/CH3OH; 1:1 (Ver seccién 4.2.2), se realizd un fraccionamiento liquido-
liquido con hexano y metanol con 10% de agua desionizada, con la finalidad de
eliminar interferentes como clorofila y grasa, asi como otros metabolitos
diferentes de alcaloides. De esta extraccion se obtuvieron 105.1 g de la fase
organica soluble en hexano y 290 g de la fase acuosa soluble en metanol (CH3sOH
ac 90%). Esta ultima se dividi6 en dos porciones para proceder con dos
metodologias de fraccionamiento, una por particion acido-base (FO) y otra por

cromatografia en columna (FMac) (Figura 13).

4.2.5.1 Fraccionamiento acido-base de la fase metandlica-acuosa

Se tomaron 126.5 g de la fase metandlica-acuosa (CHsOH ac 90%) para
proseguir con la particion acido-base. En primer lugar, se realizd un

fraccionamiento liquido-liquido con acetato de etilo (Figura 13).

La fraccion acuosa se descartd, se acidificd la fase organica con una solucién
de acido tartarico a pH 5. La fase acuosa acidificada fue separada de la fase de
AcOEt y se neutralizé con una solucion de carbonato de sodio (Na2COs) a pH
11. Finalmente se adicion6 AcOEt a la fase acuosa neutra para extraer

selectivamente los alcaloides neutros (Figura 13).
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Figura 13. Diagrama de fraccionamiento del extracto organico de hojas



4.2.5.1.1 Fraccionamiento por cromatografia en columna de la fase

organica obtenida de la particion acido-base

Una vez realizada la particion liquido-liquido para la obtencion selectiva de
alcaloides del extracto organico de hojas (Figura 13), se llevé a sequedad por
presion reducida en evaporador rotativo obteniéndose 15 g de la fase organica

(FO) de coloracion amarillo-verdoso.

Mediante TLC se observdé que la FO presentaba menor complejidad que el
extracto organico total de hojas, eliminando en gran parte el contenido de
pigmentos, grasa y otros metabolitos diferentes de alcaloides. Se realizaron
pruebas preliminares en cromatografia en columna para la seleccion de la fase

movil.

Se llevo a cabo una cromatografia en columna de una porcién de la FO de hojas
(2 g) usando una fase mdévil en gradiente de Hex/AcOEt/CHsOH, en orden
creciente de polaridad, usando gel de silice como fase estacionaria en relacién
1:20 (Figura 14). De este modo se determiné la composicion de la FO logrando
purificar el alcaloide oxisanguinarina (Hex/AcOEt; 55:45), el cual fue identificado
mediante la determinacidn de punto de fusién (P.f), por sus datos experimentales
en resonancia magnética nuclear de proton (RMN 'H) y su comparacion con los

datos reportados en la literatura. Por el contrario, la separacion de los alcaloides
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mayoritarios en la muestra no se logro utilizando esta FM, por lo que se llevaron

a cabo otras técnicas de separacion cromatografica.

FO de extraccion L-L
acido-base (Fig. 13)

29

CcC

FE: gel de silice (1/20)

FM: gradiente Hexano/AcOEt/CH;OH

o) o}
j I Ly
(LY . .
O N 6N HsCO N cH
o \CH3 o CH3 3 ; 3
3

d 5 o CO  OCH,
Dihidrosanguinarina Oxisanguinarina 6-Metoxidihidroqueleritrina

Figura 14. Diagrama de fraccionamiento preliminar de la Fase organica (FO) de
la fraccidn metandlica-acuosa del extracto organico de hojas

Posteriormente, se realiz6 la separacién de la FO realizando una CC con
gradiente CH2Cl2/CH3OH en orden creciente de polaridad con el resto de la
muestra (10.5 g) en una columna de gel de silice (1:20), obteniéndose 176
fracciones. Los eluatos colectados fueron monitoreados mediante TLC y reunidos
de acuerdo con sus caracteristicas cromatograficas, reuniéndose en 13

fracciones principales.
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Aunque el procesamiento por extraccion acido-base permitié obtener de manera
selectiva los alcaloides presentes en el extracto organico de hojas, resulté no ser
el mejor método ya que los alcaloides se degradaron; ademas, las fracciones
mostraron gran complejidad en constituyentes y se obtuvieron en cantidades
insuficientes para la purificacién de los compuestos. No obstante, de este proceso
se obtuvieron los alcaloides dihidrosanguinarina y oxisanguinarina presentes en

las fracciones A y E, respectivamente.

4.2.5.2 Fraccionamiento de fase metandlica-acuosa por cromatografia en

columna (FMac)

Se optd por realizar una cromatografia en columna al resto de la fraccion
metandlica (163.5 g) ya que los resultados de la particién acido-base no fueron
los esperados. La muestra se disolvié con una mezcla de CHCIs:CHsOH para
adsorberla en gel de silice (231.3 g), la columna fue empacada con 2.98 Kg de
FE y se utiliz6 como FM un gradiente Hex/CH2Cl2 y CH2Cl2/CH3OH con cambios
de polaridad en orden creciente. Se obtuvo un volumen muerto de 3.2 L, el cual
fue dividido en 8 eluatos de 400 mL. Las fracciones colectadas fueron
monitoreadas por TLC y reunidas en 26 fracciones principales de acuerdo con su
similitud cromatografica (Tabla 4) (Figura 15). De manera simultdnea al
fraccionamiento, se obtuvieron mezclas de acidos grasos y ceras que no fueron
separadas en sus componentes. Aunado a lo anterior, a partir de la fraccién H se
purificaron cristales mediante cromatografia en columna (FE: Gel de silice. FM:

(Hex/éter etilico), los cuales fueron identificados como B-sitosterol mediante la
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comparacion de sus propiedades fisicas (P.f. y RMN 'H) con las reportadas en la

literatura y por comparacion de una muestra estandar previamente caracterizada

en nuestro grupo de investigacion [68].

Tabla 4. Fraccionamiento de la fase metandlica-acuosa de las hojas

FRACCION POLARIDAD MASA (g)
1-48 Hex (100)
A 3-16 Hex (100) 0.4049
17-48 Hex/CH:Clz (98:2)
49-56 Hex/CH:Clz (98:2)
57-80 Hex/CH2Cl (96:4)
81-92 Hex/CH2Clz (94:6)
B 109-116 Hex/CH:Cl2 (92:8) 0.0631
117-124 Hex/CHzCl2 (90:10)
125-132 Hex/CH:Cl2 (88:12)
133-140 Hex/CH:Cl2 (83:16)
141-184 Hex/CH:Cl2 (80:20)
185-200 Hex/CH:Cl2 (78:22)
201-208 Hex/CH:Clz (76:24)
209-216 Hex/CH:Clz (74:26)
c 217-224 Hex/CH:Clz (72:28) 3.2299
225.232 Hex/CHzClz (70:30)
233-240 Hex/CH:Cl2 (68:32)
241-256 Hex/CH:Clz (65:35)
257-280 Hex/CHzCl2 (60:40)
281-312 Hex/CH:Cl2 (60:40)
D 313-334 Hex/CH:Cl2 (55:45) 4.0504
335-370 Hex/CH:Cl2 (50:50)
E 371-394 Hex/CH:Cl2 (50:50) 3.1130
F 395-414 Hex/CH:Cl2 (50:50) 0.6338
415-458 Hex/CH:Cl2 (45:55)
459-466 Hex/CH:Cl2 (40:60)
G 467-482 Hex/CH:Cl2 (35:65) 0.4488
482-510 Hex/CH:Cl2 (30:70)
511-518 Hex/CH:Cl2 (20:80)
H 519-530 Hex/CH:Cl2 (20:80) 0.0327
| 531-546 Hex/CH:Cl2 (15:85) 0.2125
547-570 Hex/CHzCl2 (10:90)
571-592 Hex/CH2Clz (5:95)
J 593-622 CHzClz (100) 1.4623
623-642 CH:Clo/CHsOH (95:5)
K 643-666 CH2Cl2/CHsOH (92:8) 892.6
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Tabla 5. Fraccionamiento de la fase metandlica-acuosa de las hojas

(Continuacion)

FRACCION POLARIDAD MASA (g)
667-680 CH2Cl2/CH3OH (92:8)
L 681-694 CH2Cl>/CH3OH (90:10) 4.3470
M 695-700 CH2Cl2/CHsOH (90:10) 1.0872
N 701-704 CH2Cl2/CHsOH (90:10) 0.4211
N 705-708 CH2Cl2/CH3OH (90:10) 2.7151
o 709-711 CH2Cl2/CHsOH (85:15) 0.5805
712-726 CH2Cl2/CHsOH (85:15) 49248
P 727-728 CH2Cl2/CHsOH (80:20) :
729-738 CH2Clz/CHsOH (80:20) 3.6220
Q 739-744 CH2Clz/CHsOH (80:20) 1.1227
R 745-750 CH2Clz/CHsOH (75:25) £ 9102
751-758 CH2Cl2/CHsOH (70:30) :
759-768 CH2Clz/CHsOH (65:35) 19,5568
s 769-772 CH2Clz/CHsOH (55:45) :
773-776 CH2Clz/CHsOH (50:50) 0.1092
T 777-780 CHsOH (100) 16.7530
781-796 CHsOH (100) 1.3461
T 797-804 CH3sOH (100 1.0009
v 805-816 CHsOH/H20 (90:10) 345.2
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Figura 15. Compuestos presentes en la fase metandlica-acuosa de hojas de B. latisepala
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4.2.6 Aislamiento y purificacion de alcaloides

Para el aislamiento y purificacion de los compuestos se emplearon diversas
técnicas cromatograficas: cromatografia en columna, cromatografia en capa fina
y cromatografia de placa preparativa. También se realizaron cristalizaciones
simples y fraccionadas con diferentes solventes, lavados por filtracion a vacio y

con carbén activado.

4.2.7 Elucidacion estructural

La caracterizacion de los compuestos puros se llevo a cabo por Resonancia
Magnética Nuclear de Hidrégeno y Carbono trece (RMN 'H y '3C), Resonancia
Magnética Nuclear bidimensional (COSY, NOESY, HSQC, HMBC),
Espectrometria de masas, rotacién éptica y FTIR, ademas de la comparacion de

constantes espectroscépicas con lo reportado en la literatura.

4.3 Ensayos bioldgicos

La actividad antimicobacteriana de los compuestos aislados se realizé en el
Laboratorio de Gastroenterologia del Hospital Universitario de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn.

Los ensayos para determinar la actividad citotdxica se realizaron en el
Laboratorio de Pruebas Biolégicas del Instituto de Quimica de la Universidad

Nacional Auténoma de México.
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4.3.1 Actividad antimicobacteriana

Se determiné la actividad antimicobacteriana por el método de Microplaca de
Alamar Azul (MABA) [69] y las cepas de M. tuberculosis evaluadas fueron: H37Rv
(cepa ATTC 27294™ sensible a rifampicina, isoniazida, etambutol y
estreptomicina) y G122 (aislado clinico resistente a isoniazida, rifampicina y

etambutol) [70].

El ensayo se fundamenta en un cambio colorimétrico por reduccién enzimatica,
donde la bacteria libera deshidrogenasas al medio que reducen a la resazurina
(azul) a resorufina (rosa), por lo tanto, al no tener cambio de coloracion los

compuestos se consideran activos (Figura 16).

NADH+H NAD" _N
ﬁ D\ o‘é i \o’ i “OH

NADH deshldrogenasa
Resazurina Resorufina

Figura 16. Reaccion de oxidacion de resazurina a resorufina

4.3.1.1 Preparacion de medio de cultivo Middlebrook 7H9

Se pesaron 4.7 g de base caldo Middlebrook 7H9 y se agregaron 20 mL de
glicerol al 10% para 880 mL de agua. El medio se esterilizé en autoclave por 15
min a 121°C/15 psi, posteriormente se dej6 a temperatura ambiente para anadir

100 mL de OADC (&cido oleico, albumina, dextrosa y catalasa).
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4.3.1.2 Preparacion de inéculos bacterianos

Las cepas utilizadas fueron conservadas en 1mL de glicerol al 10% y congeladas
a -80 °C. Para realizar el in6culo de crecimiento se dejaron a temperatura
ambiente hasta pasar a fase liquida, posteriormente usando una pipeta de
plastico desechable, se realiz6 el indculo en un tubo de ensayo con medio sélido
Lowenstein Jensen previamente esterilizado. El periodo de incubacion fue
durante 14 dias a 37 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion se transfirié una
colonia en un tubo de ensayo con 5 mL de caldo Middlebrook 7H9 enriquecido al
10% con OADC, y se dejo incubar a 37 °C durante 14 dias para alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento. Después de la incubacion, se ajusto el inoculo liquido
a la escala 1 de McFarland, diluyendo en los casos en que fue necesario, con
caldo Middlebrook 7H9 enriquecido al 10 % con OADC. Por ultimo, se tomoé 1
volumen del in6culo liquido ajustado y se agregé a 19 volumenes de caldo
Middlebrook enriquecido con OADC (dilucién 1:20) para obtener el indculo de

trabajo.

4.3.1.3 Preparacion de soluciones de trabajo

Las soluciones stock para la actividad antituberculosa se prepararon disolviendo
1 mg de los compuestos puros a evaluar con 500 L de dimetilsulféxido (DMSO)
para los extractos. Las soluciones de trabajo se prepararon tomando una alicuota

de las soluciones stock y diluyéndolas con medio Middlebrook 7H9 enriquecido
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(4X) hasta alcanzar una concentracion de 200 ug/mL en el caso de compuestos

puros y 800 pg/mL para los extractos organicos de tallos y hojas.

4.3.1.4 Ensayo en Microplaca de Alamar Azul

El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pocillos, cada concentracion se realizd
por duplicado. Se colocaron 200 pL de agua estéril en los pozos de la primera fila
(Fila A) y en los pozos 1 a3y 10 a 12 de la ultima fila (Fila H). En el resto de la
microplaca se agregaron 100 pyL de caldo Middlebrook 7H9 (Fila B a Fila G)

(Figura 17)

Posteriormente, se afiadieron 100 pL de la solucién de trabajo 4X en los pocillos
de la fila B para tener la concentracion mas alta (100 pug/mL para compuestos
puros y 200 pg/mL para extractos organicos) realizando diluciones consecutivas
(1:2) tomando 100 pL de la fila B seriando hasta la fila G y desechando 100 pL
de esta ultima fila. Una vez realizadas las diluciones, se anadieron 100 pL del
in6culo bacteriano previamente ajustado a la escala 1 de McFarland.
Simultdneamente se prepararon tres controles con medio de cultivo e inéculo
bacteriano en las siguientes proporciones: a) 100:100, b) 180:20 y ¢) 199:1, cada

uno por duplicado desde H4 a H9.

Las placas se incubaron a 37 °C por 5 dias, después se adicionaron 20 pL del

reactivo resazurina (Alamar azul) y 12 pL de Tween 80 al 10% a los pocillos de
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los controles (H4 a H9), se incubd nuevamente a 37 °C por 24 h, como control de
esterilidad se observd crecimiento notorio (color rosa intenso) en H4 y H5,
crecimiento leve (color violeta) en H6 y H7 y sin crecimiento (color azul) en H8 y
H9. Se procedié a agregar resazurina al resto de los pocillos de la microplaca
(Filas B a G) y se llevaron a re-incubacion a 37 °C por 24 horas para determinar
la CMI de las sustancias evaluadas de acuerdo con el cambio de coloracion en
cada pozo, interpretando como crecimiento una coloracién rosa y como inhibicién
color azul. Como controles positivos se utilizaron isoniazida, rifampicina,

etambutol y estreptomicina (Figura 17).
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Figura 17. Ensayo antimicobacteriano en microplaca de 96 pocillos.

4.4 Evaluacion de la actividad citotoxica

La citotoxicidad de los compuestos puros se determiné utilizando el colorante de

union a proteinas sulforrodamina B (SRB) en un ensayo de microcultivo in vitro
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con lineas celulares de cancer (SW480, MCF7 y PC3) y células inmortalizadas

de queratinocitos (HACAT).

Las células se cultivaron en Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 adicionado con suero bovino fetal al 10%, 2 mM de L-glutamina, 100
unidades/mL de penicilina G, 100 pug/mL de sulfato de estreptomicina, 0.25 pg/mL
de anfotericina B y 1% de aminoacidos no esenciales (GIBCO). Se mantuvieron
enincubacion a 37°C en una atmoésfera de 5% de COsz. La viabilidad de las células
fue mayor del 95% determinandose por tincidn con azul de tripano. Las células
se removieron del matraz de cultivo, se diluyeron con medio fresco y se
adicionaron 100 pL de esta suspension a los pocillos de una microplaca de 96
pocillos (Costar), asegurandose que cada pocillo contuviera de 5000 a 10000
células. La microplaca se incub6 a 37°C en una atmosfera de 5% de COz por 24

horas.

De forma paralela, se adicionaron 100 pL de medio de cultivo en los pocillos de
otra microplaca y se incubaron por 1 hora en las condiciones antes descritas.
Posteriormente, se prepararon las soluciones stock de los compuestos puros,
disolviendo con DMSO (20 mM) y se adicionaron 100 uL a una concentracién 50
UMy se llevd a incubacién por 48 horas. Luego, se fijaron las células a los pocillos
mediante la adicion de 50 pL de acido trifluoroacético acuoso al 50 % y frio. Las
microplacas se incubaron a 4°C por 1 hora, se lavaron con agua y se secaron
con aire. Las células fijadas se tiferon mediante la adicién de una solucion de

sulforrodamina B (SRB) al 0.4% y la SRB que reaccioné se removié mediante
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lavados con acido acético acuoso al 1%. La SRB unida a las células fijadas se

solubilizé con 100 pL de una solucién de tris(hidroximetil)Jaminometano 10 mM.

Las microplacas se colocaron en un agitador de vortex por 5 minutos y se
determiné la densidad éptica con un lector de microplacas ((Elx 808, BIO-TEX
Instruments, Inc) a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados de
concentracion inhibitoria media (ICso) fueron calculados de acuerdo por el
protocolo descrito por Monks [71] con una curva dosis-respuesta para cada
compuesto y concentracion (ICso), resultando en la inhibicién del 50% estimado

a través de una regresion no lineal.

4.5 Disposicion de residuos

La disposicién de residuos generados durante la etapa fitoquimica para el
aislamiento y purificacién de los productos naturales se realiz6 conforme a los
lineamientos establecidos por el departamento de Seguridad y Medio Ambiente
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn.
Los residuos generados durante la evaluacion de la actividad antimicobacteriana
fueron dispuestos de acuerdo con lo establecido en el reglamento interno del
Laboratorio de Gastroenterologia del Hospital Universitario Dr. José Eleuterio
Gonzélez. Los residuos generados en los ensayos de citotoxicidad se dispusieron
de acuerdo con lo establecido por las normas de seguridad del Instituto de

Quimica de la UNAM.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio fitoquimico

Se realizd una prospeccion quimica de las partes aéreas de Bocconia latisepala
S. Wats, trabajando por separado tallos y hojas. Se emplearon diferentes técnicas
analiticas de separacién como cromatografia, cristalizacion, entre otras. Por una
parte, la fase metandlica-acuosa de hojas se procesé de dos formas diferentes
(particion L-L y CC), obteniéndose un mejor resultado al emplear cromatografia

en columna.

Durante el proceso de aislamiento y purificacion de alcaloides se presentaron
dificultades ya que los compuestos sufrieron degradacion y oxidacion por
diferentes factores como la luz, el oxigeno, desestabilizacion al eliminar clorofila
e interaccion con algunos disolventes. Esto se visualizé durante las diferentes
etapas de purificacion al monitorear por TLC, donde se apreciaron diversos

productos de degradacién de los productos naturales.

La presencia de ceras, hidrocarburos, acidos grasos y esteroles fue

predominante en el extracto organico de tallos y en la fase metandlica-acuosa de
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hojas. Algunos de ellos se identificaron por comparacion de sus propiedades
fisicas (P.f, TLC y RMN 'H) con las reportadas en la literatura, como el n-
tetracontano y el B-sitosterol. Estos constituyentes se encuentran en la mayoria
de las plantas superiores ya que forman parte importante del mantenimiento
estructural de las células vegetales que le confieren proteccion ante la pérdida de
humedad, rigidez mecénica y como barrera ante otros organismos y agentes

ambientales.

5.1.1 Aislamiento y caracterizacion de los alcaloides

5.1.1.1 Aislamiento de oxisanguinarina

La oxisanguinarina se encuentra en tallos y hojas y se obtuvo por CC a partir de
la fraccién P de tallos (CHCI3z; 100%); asi como, de las fracciones D (Hex/AcOEt;
55:45) (Fig. 12) y E (CH2Cl2; 100%) de la fase organica derivada de la particion

acido-base de la fase metandlica-acuosa de hojas.

Las fracciones que lo contenian estaban acompanadas de clorofila y otros
compuestos secundarios en menor proporcién. Este compuesto se logré purificar
mediante lavados con hexano y acetato de etilo, obteniéndose un sélido blanco-
gris, el cual fue precipitado, por evaporacion lenta, con una mezcla
CHCI3/CH3OH; 1:1. Se identific6 como oxisanguinarina (Figura 18) por

comparacion de sus caracteristicas fisicas (P.f y RMN 'H) con la literatura ya que
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ha sido reportado anteriormente en las semillas de la especie aunque no se ha

evaluado su actividad frente a M. tuberculosis [31, 61].

Figura 18. Caracterizacién de Oxisanguinarina

Sélido color blanco-gris

Soluble en CHCIs

Rendimiento: Tallos: 227.8 mg (0.51%) Hojas (ro): 52.6 mg (0.5 %)

TLC: Hex/CHCI3/CH30H; 50:45:5 Rf: 0.67

Azul oscuro (UV254nm) Azul celeste (UV3esnm)

C20H13NOs PM: 347g/mol P.f: > 300°C cLogP: 3.94

RMN 'H (300 MHz, CDCls) dppm: 7.97 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-11), 7.77 (d, 1H, J =
9.0 Hz, H-12), 7.57 (s, 1H, H-4), 7.54 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-10), 7.23 (d, 1H, J=
9.0 Hz, H-9), 7.16 (s, 1H, H-1), 6.27 (s, 2H, OCH20), 6.10 (s, 2H, OCH20), 3.91

(s, 3H, N-CHa) (Figura 19).
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5.1.1.2 Caracterizacion estructural de oxisanguinarina

EL espectro de RMN 'H presenta un patron de sefales tipicas para
benzolc]fenantridina donde se observa a campos bajos, en la regién de protones
aromaticos, cuatro sistemas dobles de los protones orto-aromaticos en o+ 7.97,
7.77,7.54 y 7.23 ppm, correspondientes a los protones H-11, H-12, H-10 y H-9,
respectivamente. Asimismo, en la regién de protones aromaticos se observan
dos senales simples en d17.57 y 7.16 ppm que corresponden a los protones para-
aromaticos de las posiciones H-4 y H-1, respectivamente. En 81 6.27 y 6.10 ppm
se observan dos sefales simples que integran para dos protones cada uno
caracteristicas de los grupos dioximetileno. A campo alto se encuentra la senal
singulete tipica de los protones de metilo unido a nitrégeno en &1 3.91 ppm

(Figura 19).
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5.1.1.3 Aislamiento de dihidrosanguinarina

A partir de la fraccion Q (CHCIs/CHsOH; 90:10) del extracto organico de tallos, se
realiz6 una CC en gel de silice con elucién en gradiente de Hex/AcOEt y
AcOEt/CHsOH. A partir de la subfraccién C (Hex/AcOEt; 85:15) se recuperd un
sélido blanco que se lavé por decantacién con hexano y se identific6 como
dihidrosanguinarina por sus caracteristicas fisicas (P.f, TLC y RMN 'H) en

comparacién con las reportadas en la literatura [31].

Dihidrosanguinarina (Figura 20) también fue encontrada en la fraccion A (CHzClz)
de la fase organica de hojas derivada del fraccionamiento acido-base. Se
compard por cromatografia en capa fina con la referencia, coincidiendo con el
revelado visual al UV (254 y 365 nm) y Rf. Este compuesto es preferentemente
soluble en AcOEt y al disolver con CHCIs se observo por TLC degradacién del

compuesto.

Figura 20. Caracterizacién de Dihidrosanguinarina

Sélido color blanco

Soluble en AcOEt
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Rendimiento: Tallos: 60.1 mg (0.13%) Hojas (Fo): 26.2 mg (0.24%)
TLC: Hex/AcOEt; 7:3 Rf: 0.72

Azul rey (UV2s4nm) Azul rey brillante (UV3esnm)

C20H15NO4 PM: 333 g/mol P.f: 265 °C cLogP: 5.23

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) &ppm: 7.68 (d,1H, J = 9.0 Hz, H-11), 7.67 (s,1H, J =
9.0 Hz, H-4), 7.48 (d,1H, J = 8.7 Hz, H-12), 7.30 (d,1H, J = 8.1 Hz, H-10), 7.11
(s,1H, H-1), 6.85 (d,1H, J = 8.1 Hz, H-9), 6.05 (s, 2H, OCHz20), 6.04 (s,2H,

OCH20), 4.19 (s, 2H, H-6), 2.61 (s, 3H, N-CHa) (Figura 21).

5.1.1.4 Caracterizacion estructural de dihidrosanguinarina

El espectro de RMN 'H (Figura 21) muestra las sefales tipicas de
benzo[c]fenantridina, al igual que el alcaloide oxisanguinarina pero con
desplazamientos quimicos a campos mas altos, debido a que no se tiene el grupo
carbonilo en la posicién C-6 ya que se observa un singulete que integra para dos
hidrégenos bencilicos y contiguos al atomo de nitrégeno (61 4.19 ppm). Se
conservan las senales dobles correspondientes a los protones aromaticos (&H
7.68, 7.48, 7.30 y 6.48 ppm) con constantes de acoplamiento tipicas para
protones en posicion orto (8.1-9 Hz), ademas de dos senales sencillas (61 7.67 y
7.11 ppm) que integran para un protén cada una y que corresponden a los
protones en posicién para. Adicionalmente, se observan dos singuletes (61 6.05
y 6.04 ppm) que integran para dos protones cada una, las cuales corresponden
a los grupos dioximetileno. Finalmente, a 61 2.61 ppm se observa la sefal tipica

de los protones de metilo unido a nitrégeno.
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5.1.1.5 Aislamiento de 6-acetonildihidrosanguinarina

Se encuentra mayoritariamente en hojas, aunque también se identificé en los
tallos. Este compuesto fue aislado a partir de la fracciéon J de la fase metandlica-
acuosa de hojas. La fraccion se lavd con Hex/AcOEt (80:20) originando un
precipitado amarillo el cual fue sometido a una CC, utilizando gel de silice como
fase estacionaria y como fase mévil, mezcla de Hex/AcOEt, iniciando con una

polaridad de 95:5 y aumentos graduales de polaridad del 5% hasta 100% AcOEt.

De la reunion de las subfracciones 111 a 138 se obtuvieron cristales en forma de
aguja color amarillo, los cuales fueron purificados mediante lavados repetidos con
hexano por decantacién. De acuerdo con sus caracteristicas cromatogréaficas y
espectroscopicas experimentales (RMN 'H y '3C) (Figura 24 y 25) y su
comparacién con las reportadas en la literatura se identificé como 6-
acetonildihidrosanguinarina (Figura 22). Esta es la primera ocasién que se
reporta el alcaloide en B. latisepala, aunque ya ha sido reportado como
constituyente de especies de la familia Papaveraceae como B. arborea, B.
frutescens, M. cordata y M. microcarpa [63, 50]. Algunos autores consideran que
los alcaloides 6-acetonildihidroderivados son artefactos derivados de alcaloides
cuaternarios de benzol[c]fenantridina con acetona (presente como impureza en
algunos disolventes) o con acido 3-oxopentanodioico (presente en algunas

plantas) después de la alcalinizacién [56].
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Figura 22. Caracterizacion de 6-Acetonildihidrosanguinarina

Cristales amarillos en forma de agujas
Soluble en AcOEt y CHClIs

Rendimiento: Tallos: 5 mg (0.011%) Hojas (FMac): 12 mg (0.073%)

TLC: Hex/CHCIs/CHsOH; 50:45:5  Rf: 0.85 [0] 5°C's89nm = + 2.5°

Azul rey (UV2s4nm) Azul rey brillante (UV365nm)

Ca3H19NOs PM: 389.13 g/mol P.f: 185°C cLogP: 4.95

RMN 'H (300 MHz, CDCls3) dppm: 7.69 (d,1H, J = 8.7 Hz, H-11), 7.52 (s,1H, H-4)
7.48 (d,1H, J=8.4 Hz, H-12), 7.33 (d,1H, J= 8.4 Hz, H-10), 7.10 (s,1H, H-1). 6.86
(d,1H, J = 8.4 Hz, H-9), 6.06 (s, 4H, OCH20), 4.86 (dd, 1H, J = 10.5, 4.2 Hz, H-
6), 2.68 (dd, 1H, J = 15.9, 9.3 Hz, H-1'B), 2.64 (s, 3H, s, N-CHs), 2.30 (dd, 1H, J

= 15.0, 3.3 Hz, H-1'A), 2.06 (s, 3H, COCHs) (Figura 25).

RMN *3C (300 MHz, CDCls) 8ppm: 207.34 (CO), 148.32 (C-3), 147.7 (C-2), 147.25
(C-8), 144.36 (C-7), 131.11 (C-12A), 124.11 (C-4A), 123.53 (C-10A), 120.11 (C-
12), 116.56 (C-6A), 107.87 (C-11), 104.44 (C-10), 101.64 (C-9), 101.16 (C-1),
100.69 (OCH20), 54.54 (C-4), 49.69 (C-6), 43.14 (CH2CO), 31.39 (N-CHs), 29.79

(CHsCO) (Figura 26).
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5.1.1.6 Caracterizacion estructural de 6-acetonildihidrosanguinarina

Mediante el espectro de RMN 'H (Figura 25) se determind la estructura del
alcaloide 6-acetonildihidrosanguinarina debido a la presencia de un patrén de
senales similar a dihidrosanguinarina; es decir, a campo bajo resuenan las
sefales caracteristicas de los hidrogenos orto (6n 7.69, 7.48, 7.33, 6.86 ppm) y
para aromaticos (61 7.52 y 7.10 ppm), aunado a las senales tipicas del grupo N-
metilo (on 2.64 ppm) y los grupos dioximetilenos (dH 6.06 ppm). Las diferencias
espectroscépicas radican en la presencia del fragmento acetonilo en C-6,
deducido por la presencia de tres sefiales dobles de dobles debidas a un sistema
ABX de protones que corresponden al acoplamiento vecinal entre el hidrogeno
H-6 (51 4.86, J=10.5, 4.2 Hz) y los protones del grupo metileno alfa al carbonilo
H-1'B (01 2.68, J = 15.9, 9.3 Hz) y H-1’A (61 3.30, J = 15, 3.3 Hz). Aunado a lo
anterior, se observd una sefal simple en &u 2.06 ppm que integra para tres

hidrégenos y que corresponde al grupo metilo del fragmento de acetona.

Las constantes de acoplamiento de las senales dobles de dobles son
congruentes con lo descrito en la literatura para el andlogo estructural 6-
acetonildihidroqueleritrina [31] y ambidalmina [72], donde se describe que la
conformacién espacial del hidrégeno H-6 se encuentra anti al proton H-1'B y
gauche al hidrogeno H-1'A (Figura 23). Lo anterior fue confirmado mediante

modelado molecular, estableciéndose que el conférmero mas estable presenta
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una configuracion alternada con el grupo N-metilo y el grupo metilcetona
orientados hacia la misma direccion, lo que probablemente permita la formacion
de un enlace de hidrégeno intermolecular débil entre un hidrogeno del metilo y el

oxigeno del carbonilo (C-H---O) [31, 73].

Hg
Ar NCHs

Hy COCH;4
Hs

Figura 23. Proyeccién de Newman del fragmento aceténido de la posicidén
bencilica en 6-acetonildihidrosanguinarina en su conformacién mas estable

El analisis conformacional mediante el programa PCMODEL v6 permitio
determinar al conférmero mas estable para 6-acetonildihidrosanguinarina
resultando ser aquel en el que el fragmento de acetdnido se encuentra en una
conformacién sinclinal con respecto al grupo N-metilo con orientacion cis diaxial,

con una energia potencial relativa de 72.368 kcal/mol (Figura 24).
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Figura 24. Conférmero mas estable para 6-acetonildihidrosanguinarina con
orientacion cis diaxial de los grupos N-metilo y aceténido.
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5.1.1.7 Aislamiento de 6-metoxidihidroqueleritrina

Se realiz6 una cromatografia en columna a la fracciéon R de tallos, utilizando como
FE gel de silice y se eluy6 con un sistema en gradiente de polaridad, iniciando
con mezcla de Hex/CHCIs hasta 100% de CHCIs y continuando con una mezcla
CHCIs/CH3OH. De esta manera, en la subfraccion J (CHCIs/CHsOH, 50:50) se
obtuvo un precipitado grisaceo el cual mostraba dos compuestos principales por
TLC bajo la luz UV a 254 y 365 nm (naranja y amarillo). Se realizé una
cromatografia preparativa en una placa de gel de silice (20 x 20 cm), utilizando
como fase mévil una mezcla CH2Clz/CH3OH (98:2), las bandas obtenidas fueron
maceradas en bano de agua fria para evitar degradacion de los compuestos. De
esta manera se logré aislar un sélido blanco que al ser solubilizado con metanol
presentd coloracién amarilla al visible y al analizarse por RMN se identific6 como
6-metoxidihidroqueleritrina (Figura 27). Este compuesto se encuentra también en
las hojas de B. latisepala y es la primera vez que se reporta en la especie, pero

no en el género.

OO o>
i
O 6 N

H4CO CHs,

H,CO  OCH;,

Figura 27. Caracterizacién de 6-Metoxidihidroqueleritrina
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Cristales blancos

Soluble en CH30OH

Rendimiento: Tallos: 5.2 mg (0.12%) Hojas (Fmac): 14 mg (0.0085%)

TLC: Hex/CHCI3/CH3sOH; 50:45:5  Rf: 0.5 [0] 2°°C/589nm = -0.33
Amarillo (UV254nm) Amarillo intenso (UV3esnm)
C22H21NOs PM: 379.14c g/mol P.F: 230-235°C cLogP: 4.71

RMN "H (400 MHz, CDzOD) 8ppm: 7.78 (d, 1H, J: 8.6 Hz, H-11), 7.70 (s, 1H, H-4),
7.63 (d, 1H, J: 8.6 Hz, H-10), 7.48 (d, 1H, J: 8.5 Hz, H-12), 7.26 (s, 1H, J: 8.4, H-
1), 7.09 (d, 1H, J: 8.7 Hz, H-9), 6.06 (s, 2H, OCH20), 5.55 (s, 1H, H-6), 3.96 (s,
3H, OCHa), 3. 93 (s, 3H, OCHs), 3.46 (s, 3H, OCHs) 2.76 (s, 3H, N-CHs) (Figura

28).

5.1.1.8 Caracterizacion estructural de 6-metoxidihidroqueleritrina

En el espectro de RMN 'H (Figura 28) se observan los cuatro dobletes tipicos
que corresponden a los metinos orto aromaticos en on 7.72, 7.60, 7.41 y 7.08
ppm y las senales simples en &1 7.56 y 7.06 ppm que corresponden a los metinos
para aromaticos. Se conserva el singulete que integra para los tres hidrégenos
del grupo N-metilo en &n 2.64 ppm. Las diferencias espectroscépicas con
respecto a derivados de dihidrosanguinarina radican en que se tiene una sola
senal simple en o1 5.96 ppm, correspondiente al grupo dioximetileno del anillo A
del alcaloide benzo|c]fenantridinico; se observan dos sefiales simples a o+ 3.83

y 3.82 ppm que corresponden a los grupos metoxilo asignados para las
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posiciones 7 y 8 del anillo D. Ademas, se presentan dos sefiales simples a dH

5.46 y 3.24 ppm asignados al proton H-6 y al metoxilo unido en la misma posicion.
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5.1.1.9 Aislamiento de 6-metoxidihidrosanguinarina

A partir de la fraccion K de la FMac de hojas y mediante lavados con Hex/AcOEt
(85:15) se obtuvo un precipitado gris. Al realizar TLC de este sélido se observo
bajo la luz UV de 254 y 365 nm la presencia de dos compuestos, uno negro y el
otro color naranja de mayor polaridad. Después de eluir la placa cromatografica
y observar bajo la luz UVsesnm se observé una transformaciéon del compuesto
negro a color naranja. Se realizaron pruebas en TLC observando que el
compuesto oscuro sufria mayor degradacion con acetona, acetato y metanol; por
lo tanto, se realizd una CC usando como sistema de elucién en gradiente con una
mezcla Hex/éter etilico (iniciando con una proporcién 80:20); sin embargo, no se
logré la separacién de los compuestos. La muestra se recuper6 de la silice y al
tratar de solubilizar la muestra con cloroformo se observé una segunda fase en
la solucién en color naranja con una densidad mayor. Se decanté la fase soluble
en cloroformo y de esta manera se separ6 al compuesto color naranja, el cual se
analizé por RMN 'H e identific6 como 6-metoxidihidrosanguinarina (Figura 29).
o)
-~ L
0 Mch,

-0 OCH,

Figura 29. Caracterizacién de 6-Metoxidihidrosanguinarina
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Sélido color blanco
Soluble en CH3OH

Rendimiento: Tallos: Identificado Hojas (FMac): 3.4mg (0.0020%)

TLC: CH2Cl2/CH3sOH; 95:5 Rf: 0.82

Naranja (UV254nm) Naranja intenso (UV3esnm)

C21H17NOs PM: 363.11 g/mol P.F: 256°C cLogP: 5.01
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) dppm: 7.79 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H-), 7.66 (s, 1H, H-),
7.49 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H-12), 7.48 (d, 1H, J = 8.7 Hz, H-10), 7.16 (s, 1H, H-),
6.97 (d, 1H, J = 8.4 Hz, H-9), 6.09 (s, 1H, OCH20), 6.05 (s, 1H, OCH20), 6.04 (s,
1H, OCH20), 6.01 (s, 1H, OCH20), 5.41 (s, 1H, H-6), 3.63 (s, 3H, OCHs), 2.74 (s,

3H, NCHa) (Figura 30).
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5.1.1.10 Caracterizacion estructural de 6-metoxidihidrosanguinarina

En el espectro de RMN 'H (Figura 30) se observan las sefales dobles
caracteristicas de los protones aromaticos con dos sistemas AB de los
hidrégenos en posiciones 11,12y 9,10 (01 7.79,7.49, 7.48 y 6.97 ppm), asi como
dos sefales simples de los protones aromaticos en posicion 4y 1 (617.66y 7.16).
A campo alto se observa la sefnal correspondiente al grupo N-metilo (o1 2.74
ppm). La diferencia con respecto del analogo 6-metoxidihidroqueleritrina se
observa la presencia de dos senales simples que corresponden a los grupos
dioximetileno en los anillos A y D (du 6.09 y 6.05 ppm). Adicionalmente se
observan dos sefales simples, una que corresponde al protdn en posicién 6 (du

5.41 ppm) y la otra que corresponde al grupo metoxilo en posicion 6 (6u 3.63

ppm).
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5.1.1.11 Aislamiento de norsanguinarina

A partir de la fraccién G de la FMac de hojas, se obtuvo un sélido con apariencia
grasa soluble en cloroformo. Al disolver la fraccion se observd un precipitado
amarillo insoluble en cloroformo el cual se lavd por decantacién con mezcla
Hex/CHCI3 (50:50) y sucesivamente con CHCIs. Posteriormente se recristaliz
con mezcla CHCIs/CH3OH (50:50). Se obtuvo un polvo color amarillo
parcialmente soluble en metanol e insoluble en agua, pero soluble en &cido
acético. Al realizar TLC de este sélido se observo fluorescencia bajo la luz UV
color amarillo (254nm) y amarillo intenso (365 nm). Se analizé por RMN 'H y '3C
y se identific6 como norsanguinarina (Figura 31) por sus caracteristicas
espectroscépicas. Destacando que este alcaloide se reporta por primera vez en
el género Bocconia; sin embargo, se ha encontrado en otras especies de las
familias Papaveraceae, Fumariaceae y Rutaceae [74]; por ejemplo:
Dactylicapnos torulosa, Chelidonium majus (golondrina), Chelidonium japonicum,
Eschscholtzia califérnica (amapola de California), Macleaya cordata, Corydalis
tashiroi, Argemone mexicana L (adormidera espinosa), Papaver somniferum L.
(Opium poppy/ amapola real) y Papaver rhoeas (amapola silvestre) [75, 76, 77,

50, 78, 79, 80, 81].
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Figura 31. Caracterizacién de Norsanguinarina

Solido color amarillo
Soluble en acido acético

Rendimiento: Tallos: ND Hojas (FMac): 17 mg (0.010%)

TLC: Hex/AcOEt; 70:30 Rf: 0.65

Amarillo (UV254nm) Amarillo intenso (UV3esnm)

C19H11NO4 PM: 317.07 g/mol P.F: 275-280°C cLogP: 5.00
RMN 'H (300 MHz, TFA-d) dppm: 9.55 (s, 1H, H-6), 8.51 (d, 1H, J = 9.21 Hz, H-
12), 8.48 (d, 1H, J=8.94 Hz, H-10), 8.19 (d, 1H, J= 8.88 Hz, H-11), 7.98 (s, 1H,
H-4), 7.95 (d, 1H, J = 8.79 Hz, H-9), 7.45 (s, 1H, H-1) ,6.51 (s, 2H, OCH20), 6.27

(s, 2H, OCH20) (Figura 32).

RMN '3C (300 MHz, TFA-d) dppm: 151.00 (C-3), 150.53 (C-2), 148.14 (C-8),
147.53 (C-6), 140.54 (C-7), 131.75 (C-4b), 131.30 (C-12a), 128.94 (C-4a), 127.29
(C-10a), 124.08 (C-12), 120.74 (C-10b), 120.09 (C-11), 117.41 (C-10), 116.83
(C-6a), 109.74 (C-9), 105.99 (C-1), 104.98 (C-4), 102.66 (OCH20), 96.83
(OCH20) (Figura 33).
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5.1.1.12 Caracterizacion estructural de norsanguinarina

Mediante la interpretacion del espectro de RMN 'H (Figura 32) se determiné la
estructura de norsanguinarina debido a algunas diferencias espectroscdpicas con
respecto de los alcaloides dihidrobenzo[c]fenantridinicos; es decir, se observo
una sefnal simple que integra para un protdn en la regién de campo bajo (&1 9.55
ppm, H-6) y no se observaron los singuletes caracteristicos de los grupos
metileno y metilo unidos a nitrégeno. Por ello se dedujo la presencia de un grupo
imina, que se confirmé con el espectro de RMN '3C (Figura 33) por la presencia
de una sefial en &¢ 147.5 ppm y la ausencia de las sefiales en campo alto de los
grupos metileno y metilo unidos a nitrégeno. También se observaron las sefnales
dobles caracteristicas de los protones orfo aromaticos de las posiciones 12, 11,
10y 9 (61 8.51, 8.48, 8.19 y 7.95 ppm) y las sefnales simples para los protones
para aromaticos de las posiciones 4 y 1 (61 7.98 y 7.45 ppm); ademas de dos
sefnales singuletes que corresponden a los grupos dioximetileno. Por lo anterior,
se establece que se trata de la estructura de norsanguinarina, un alcaloide de
tipo benzo[c]fenantridina. Al ser la primera vez que se reporta en especies del
género Bocconia se realizé una comparacion de los datos espectroscdpicos de

RMN de 'H 'y '3C con lo reportado en otras especies.

Los datos espectroscopicos del presente compuesto resultaron casi idénticos a
los reportados por Furaya y colaboradores en 1972 (Tabla 5), quienes obtuvieron

norsanguinarina a partir de Papaver somniferum L [81].
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Tabla 6. Comparacion de datos espectroscopicos de RMN 'H de norsanguinarina

RMN 'H experimental RMN 'H literatura
Asignacion (300 MHz, TFA-d) (TFA-d)
6 ppm (M, Juz) S ppm (m, Jhz) [81]
1 7.45 (s) 7.45 (s)
4 7.98 (s, 1H) 7.98 (s)
6 9.55 (s, 1H) 9.55 (s)
9 7.95 (d, 1H, J = 8.79) 7.95(d, 1H, J=10)
10 8.19 (d, 1H, J=8.88) 8.18 (d, 1H, J=10)
11 8.48 (d, 1H, J=8.94) 8.49 (d, 1H, J=10)
12 8.51 (d, 1H, J=9.21) 8.52 (d, 1H, J=10)
OCH20 6.27 (s) 6.25 (s)
OCH20 6.51 (s) 6.50 (s)

El espectro de RMN '3C se compard con lo reportado por Tousek y
colaboradores (2004) (Tabla 6) quienes obtuvieron norsanguinarina de manera
sintética a partir de sanguinarina y se utilizd cloroformo deuterado como
disolvente para la realizacion del espectro; por lo tanto, los desplazamientos
quimicos difieren con lo obtenido experimentalmente donde se utilizd TFA-d

como disolvente [82].

80



Tabla 7. Comparacion de datos espectroscopicos de RMN '3C de
norsanguinarina

RMN 3C experimental RMN '3C literatura
Asignacion (75 MHz, TFA-d) (125.76 MHz, CDCIs)
5 ppm 5 ppm [74]

1 105.99 104.4

2 150.53 148.4

3 151.01 148.6

4 104.98 102.4
4a 128.95 129.4
4b 131.75 139.9

6 147.53 144.8
6a 116.83 112.8

7 140.54 143.6

8 148.14 145.2

9 109.74 113.6

10 117.41 115.6
10a 127.29 128.2
10b 120.74 120.4
11 120.09 118.4
12 124.08 127.4
12a 131.30 129.8
OCH20 102.66 102.4
OCH20 96.83 101.4
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Figura 32. Espectro de RMN 'H (300 MHz, TFA-d) de Norsanguinarina
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5.1.1.13 Aislamiento de BLH14

En la fraccion S de la FMac de hojas se observé un precipitado café que cristalizé
en forma de esferas (CH2Clo/MeOH 50:50). El precipitado se lavé y decant6
sucesivamente con metanol y cloroformo hasta la obtencién de un sélido blanco.
Se disolvio en metanol y diclorometano (1:1) a 75° C para su recristalizacion,
obteniéndose un sélido blanco con apariencia aperlada. Este compuesto revela
color negro al UVasanm y se compar6 por TLC contra las muestras de referencia
obtenidas por Hernandez-Almanza sin coincidir con Rf ni color bajo el UV con
alguno de estos estandares, por Io que se presume que este compuesto no fue
obtenido con anterioridad a partir de las semillas de B. latisepala. Este compuesto
fue obtenido también a partir de la fraccion T de tallos con el mismo procedimiento
de purificacion. Se analizé6 por RMN de H' y C'3, RMN de dos dimensiones,
espectrometria de masas y rotacion éptica, llegando a la siguiente propuesta
estructural de un nuevo producto natural (Figura 34). Este nuevo compuesto es
un alcaloide de tipo aporfina, con lo que ademas de la aportacién de un nuevo
producto natural también se define un nuevo tipo de alcaloide en el género

Bocconia.

Los alcaloides de tipo aporfina se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se han encontrado en méas de 20 familias y 100 géneros de plantas;
con mas de 500 alcaloides reportados [83, 84]. Las familias de plantas que
destacan por tener este tipo de alcaloides son: Annonaceae (28 géneros),
Menispermaceae (20 géneros), Rannunculaceae (9 géneros), Lauraceae (18
géneros), Papaveraceae (13 géneros), entre otras [85].
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Las aporfinas son un subgrupo de bencilisoquinolinas, con una base estructural
tetraciclica formada por la union directa de los anillos aromaticos A y D del nacleo
tipico de alcaloides de tipo bencilisoquinolina. El nitrégeno se encuentra en la

posicion 6 y puede estar como amina secundaria, terciaria o cuaternaria [86].

Figura 34. Caracterizaciéon de BLH14

Soélido color blanco
Soluble en MeOH/ CH2Cl2 (1:1) a 75°C

Rendimiento: Tallos: 80.6 mg (0.18%) Hojas (FMac): 181.4 mg (0.11%)
TLC: CH2Cl2/CH30H; 90:10 Rf: 0.7 [0] 25"C's89nm = -0.5

Negro (UV2s4nm) No revela (UV3s5nm)

C20H20NOs PM: 354 g/mol; cal 354.13 g/mol

P.f: 255-260°C cLog P: 3.94
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RMN 'H (400 MHz, TFA-d) Sppm: 7.74 (s, 1H, H-11), 7.04 (s,1H, H-8), 6.70 (s,1H,
H-3), 6.18 (d, 2H, J = 9.36 Hz, OCH20), 5.96 (d, 2H, J = 1.52 Hz, OCH=0), 4.80
(d, 1H, J = 16.3 Hz, H-12A), 4.60 (d, 1H, J = 16.2 Hz, H-12B ), 3.94 (m, 1H, H-
5A), 3.77 (m, 1H, H-5B), 3.37 (m, 2H,H-4), 3.28 (m, 2H, H-7), 3.22 (s, 3H, N-CHj)

(Figura 41).

RMN 13C (100 MHz, TFA-d) 8pom: 152.54 (C-9), 152.22 (C-2), 150.26 (C-10),
149.92 (C-1), 143.51 (C-1b), 128.16 (C-3a), 125.18 (C-11a), 123.24 (C-7a),
110.85 (C-3), 110.12 (C-1a), 109.26 (C-11), 107.52 (C-8), 107.06 (OCH20),
104.18 (OCH20), 94.65 (C-6a), 56.98 (CH20H), 56.31 (C-7), 46.51 (N-CHs),

41.03 (C-5), 29.74 (C-4) (Figura 42).

86



5.1.1.13.1 Propuesta de biosintesis de BLH14

La biosintesis de aporfinas sigue la misma secuencia que las
benzo[c]fenantridinas al iniciar con dos unidades de tirosina como aminoacido

precursor, hasta la formacién de S-(+)-reticulina (Figura 35) [87, 88].

Tirosina

(S)-N-Metilcoclaurina (S)-3-Hidroxi-N-Metilcoclaurina

4'OMT

(S)-Reticulina

Figura 35. Formacion de (S)-Reticulina a partir de dos moléculas de tirosina.
TYDC: Tirosina dopa descarboxilasa, MFO: Monofenol oxidasa, AO:
Aminooxidasa, NSC: Norcoclaurina sintasa, NMCH: (S)-N-metilcoclaurina-3°-
hidroxilasa y 4" OMT: (S)-3"-hidroxi-N-metilcoclaurina-4"-O-metiltranferasa.

La formacién del esqueleto de aporfinas es catalizada por una enzima citocromo
P450, corituberina sintasa (CYP80G2), mediante una reaccién de acoplamiento
oxidativo fendlico intramolecular C8-C2’ [86] [88]. Posteriormente otra enzima del

citocromo cataliza la formacién del grupo dioximetileno (Figura 36) [87].
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Figura 36. Formacion del esqueleto de alcaloides de tipo aporfina, mediado por
enzimas del citocromo P450.

(S)-Reticulina

5.1.1.14 Caracterizacion estructural de BLH14

La estructura para BLH14 se propone con base en la determinacién de su formula
molecular mediante espectrometria de masas por analisis directo en tiempo real
(DART+) (Figura 37) e impacto electrénico (El+) (Figura 38). Aunado a los
espectros de RMN 'H (Figura 40), '3C (Figura 41) y DEPT (Figura 42) que
permitieron establecer la presencia de un grupo metilo unido a nitrégeno de
amina cuaternaria, seis grupos metilenos, tres grupos metino aromaticos y diez
carbonos aromaticos; con lo cual se determiné la férmula molecular C20H20NOs

(m/z 354 [M]*; calc. 355 [M+H]*).
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Figura 37. Espectro de masas por ESI (DART+) de BLH14
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Figura 38. Espectro de masas por impacto electronico El+ (75 eV) de BLH14.
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En el espectro de FTIR (Figura 40) se observan bandas anchas que indican la
presencia de grupos hidroxilo asociadas a vibraciones O-H de estiramiento (3550
y 3250 cm), la sefial se muestra por encima del rango normal debido a la
formacién de puentes de hidrégeno. También se observa la sefal que indica la
presencia de enlaces N-H de amina cuaternaria, dicha sefal se ensancha cuando
forma puentes de hidrégeno (3200-2500 cm"). Ademas, se observan las bandas
de absorcion de los enlaces O-C-O aromatico (1450-1260 cm™) asi como las
bandas de C-O de estiramiento de funcién alquilo (1000 cm™) y las bandas

caracteristicas de los enlaces C-C de estiramiento (1550-1400 cm™).

C20H20NOs

m/z: 354 g/mol

Figura 39. Estructura, formula y masa moleculares de BLH14
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El espectro de RMN 'H (Figura 41) permitié deducir una relacién estructural con
los alcaloides de tipo benzolc]fenantridina; por ejemplo, la presencia de tres
protones aromaticos, al presentarse tres singuletes correspondientes a las
posiciones 3 (6n 6.70 ppm), 8 (&1 7.04 ppm) y 11 (dn 7.74 ppm). Posteriormente
se presentan dos sefales doblete que integran para dos protones cada uno
correspondientes a los grupos dioximetileno (61 6.18 y 5.96 ppm). A continuacién,
se observan dos dobletes con acoplamiento geminal que se asignan a los
protones del grupo hidroximetileno H-12A (&n 4.80 ppm, J=16.3 Hz) y H-12B (o1
4.60 ppm, J = 16.2 Hz), esto se puede correlacionar con el espectro de RMN 13C
(Figura 42) al observarse la sefial del carbono unido a hidroxilo a d¢ 56.98 ppm.
A diferencia de los alcaloides anteriores, en este espectro se observan sefnales
de tres grupos metilenos alifaticos, los cuales corresponden a las posiciones 4
(61 3.37 ppm), 5 (dn 3.94 H-5A, 3.77 H-5B ppm) y 7 (dn 3.28 ppm), esto se
puede confirmar con las sefiales de carbono por sus desplazamientos quimicos
a 29.74 ppm (C-4), 46.51 ppm (C-5) y 56.31 ppm (C-7), esto es relacionado con
observado en el espectro DEPT (Figura 43) al encontrarse las sefales de grupos
metileno. Asimismo, se observa la presencia de un grupo metilo unido a nitrégeno
de amina cuaternaria (&1 3.21 ppm; ¢ 46.51 ppm) el cual confirma que se trata
de un alcaloide, pero las diferencias espectroscopicas indican que este es un

alcaloide de tipo aporfina y no del tipo benzo[c]fenantridina.
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El espectro HMBC (Figura 45) muestra las siguientes correlaciones clave a través
de 2, 3y 4 enlaces de distancia. 2J: C-2/H-3 (dn 6.7 ppm), 3J: C-3a/H-4 (51 3.37
ppm) y 3J: C-3a/H-5A y H-5B (51 3.94 y 3.77 ppm), lo que indica la presencia de
dos metilenos vecinos. Asimismo, se observan las correlaciones 2J: C-6a/H-12A
y H-12B (dn 4.80 y 4.60 ppm) que corresponden al grupo hidroximetileno.
También la correlacion 2J: C-7a/H-7 (dn 3.28 ppm) y 3J: C-11a/H-7 (BH 3.28 ppm),
respectivamente. Las siguientes correlaciones 4J: C-1b/H-11 (dn 7.74 ppm) y *J:
C-6a/H-8 (dH 7.04 ppmy, son de las mas importantes debido a que permitieron
deducir que los dos anillos aromaticos se encuentran directamente unidos

formando el esqueleto base de un alcaloide de tipo aporfina (Figura 44).

Figura 44. Correlaciones HMBC para BLH14
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Figura 45. Espectro HMBC (400 MHz, TFA-d) de BLH14
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En el espectro NOESY (Figura 47) se observan las correlaciones espaciales mas
importantes entre los protones H-3 (61 6.70 ppm) y los protones de la posicion H-
4A (01 3.38 ppm) y H-4B (dH 3.29 ppm), las correlaciones entre los protones de
la posicion H-5 (61 3.94, 3.77 ppm) con los protones del grupo N-metilo (&1 3.22
ppm) y los protones del metileno unido al grupo OH (&1 4.80, 4.60 ppm); esta
correlacién indica que tanto el metileno como el grupo N-metilo se encuentran
posicionados detras del plano, asi entonces se deduce que el carbono quiral C-
6a presenta configuracion relativa (S). Por ultimo, se observa en el espectro la
correlacion entre el protdn de la posicion H-8 (d+ 7.04 ppm) con los protones en

H-7 (&1 3.28 ppm) (Figura 46).

Sumado a lo anterior, en el espectro COSY (Figura 48) se puede observar la
correlacion a través de tres enlaces de distancia entre los protones de las

posiciones 4 y 5, denotando la presencia de dos metilenos vecinos.

En el espectro HSQC (Figura 49) se confirma la conectividad entre protones y
carbonos en la molécula en concordancia con lo observado en los espectros

anteriormente descritos.

Figura 46. Principales correlaciones NOESY para BLH14
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Figura 48. Espectro COSY (400 MHz, TFA-d) de BLH14
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Figura 49. Espectro HSQC (400 MHz, TFA-d) de BLH14
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5.1.1.15 Aislamiento de 6-nitrometildihidrosanguinarina

La fraccién K de la FMac de hojas se lavé con Hex/AcOEt (90/10), se utilizé
carbon activado y tierra de diatomeas (Hyflo Super Cel ®) y posterior filtracion al
vacio para reducir la presencia de clorofila en la muestra obteniendo un sélido
color gris oscuro (10.4 mg). A continuaciéon, se realizé una cromatografia en
columna utilizando una fase estacionaria compuesta con gel de silice y tierra de
diatomeas (gel de silice en relacién 1:20 respecto a la cantidad de muestra y el
10% de tierra de diatomeas con respecto a la cantidad de silice necesaria),
utilizando como fase movil un gradiente de Hex/AcOEt con cambios de 5% de
polaridad hasta 100% de AcOEt y posteriormente con una mezcla AcOEt/MeOH.
De la subfraccién 17-22 se obtuvo un precipitado beige el cual revelaba al UV
(254 y 365 nm) un compuesto negro/morado como mayoritario. Esté sélido fue
procesado por una segunda cromatografia en columna de gel de silice, utilizando
como fase mdévil una mezcla isocratica de Hex/CHCIs (50:50) obteniendo el
compuesto puro en la subfraccion 12-32. El sélido obtenido fue lavado
sucesivamente con hexano y posteriormente recristalizado con una mezcla
CHCIs/MeOH (50/50) teniéndose un soélido color blanco. Se observé que esté
compuesto es susceptible a degradacion ya que el sélido blanco cambio a
coloracion naranja y al observarse al UV se presentaban manchas secundarias
en color azul y naranja. La estructura del compuesto se determiné mediante RMN
de 'H y '3C, asi como espectros bidimensionales (COSY, HSQC, HMBC vy
NOESY), espectrometria de infrarrojo y espectrometria de masas. Se

compararon los espectros de RMN con la literatura, encontrandose coincidencia

103



con el compuesto 6-(nitrometil)-5,6-dihidrosanguinarina obtenido mediante
semisintesis organica por Romo Pérez y colaboradores, dentro del mismo grupo
de investigacion (Tabla 7) [89]. Este compuesto no se encuentra reportado
previamente en B. latisepala ni en ninguna otra especie vegetal, por lo tanto, se

describe como un nuevo producto natural (Figura 50).

Figura 50. Caracterizacion de 6-nitrometildihidrosanguinarina

Soélido color blanco

Soluble en CHCIs

Rendimiento: Tallos: ND Hojas (FMac): 10.4 mg (0.006%)
TLC: Hex/AcOEt; 70:30 Rf: 0.65
Negro (UV2s4nm) Negro/morado (UV3s5nm)

C21H17N20s  PM: 393.10 g/mol  P.f: 216-220°C (238-240°C)[89]

cLogP: 4.34

RMN 'H (500 MHz, CDCls) 8ppm: 7.70 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H-11), 7.53 (d, 1H, J =
9.45 Hz, H-12), 7.52 (s, 1H, H-4), 7.40 (d, 1H, J = 8.2 Hz, H-10), 7.12 (s, 1H, H-
1), 6.95 (d, 1H, J = 8.2 Hz, H-9), 6.12 (d, 1H, J = 1.16 Hz, OCH20), 6.11 (d, 1H,

J = 1.16 Hz, OCH:20), 6.08 (s, 2H, OCH20), 5.21 (dd, 1H, J = 4.4, 11.0 Hz, H-6),
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4.33 (dd, 1H, J = 4.4, 12.0 Hz, H-A), 4.26 (dd, 1H, J=11.2, 11.2 Hz, H-B), 2.71

(s, 3H, NCHs) (Figura 55).

RMN *3C (500 MHz, CDCls) Sppm: 148.54 (C-3), 147.96 (C-2), 147.35 (C-8),
144.89 (C-7), 138.08 (C-4b), 131.32 (C-12a), 127.51 (C-10b), 126.20 (C-10a),
124.64 (C-12), 122.51(C-4a), 119.69 (C-11), 116.79 (C-10), 110.85 (C-6a),
108.77 (C-9), 104.25 (C-1), 101.92 (14 OCH20), 101.18 (15 OCH20), 100.78 (C-

4), 75.76 (CH2-NO2), 56.04 (C-6), 43.25 (NCHs) (Figura 58).

Aunque es inusual encontrar nitrocompuestos en la naturaleza, se han reportado
alrededor de 200 productos naturales derivados de plantas, hongos, bacterias y
mamiferos que contienen grupos nitro y que presentan actividad biologica
antibacterial y antitumoral [83, 84], entre ellos destaca el cloranfenicol, un potente
antibiético obtenido a partir de la bacteria Streptomyces venezuelae. A |a lista se
suman alcaloides de tipo benzol[c]fenantridina que contienen grupos nitro, por
ejemplo la nitrotirasanguinarina obtenida a partir de la especie Hypecoum imbwbe
(Papaveraceae) [92], la 6-nitronitidina y 6-nitro-8-metoxi-7,8-dihidronitidina

aislados de la planta Zanthoxylum atchoum (Rutaceae) [93] (Figura 51).
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Nitrotirasanguinarina

O,N o)
H;CO O>
H;CO N\CH3 OCHj
6-nitronitidina 6-nitro-8-metoxi-7,8-dihidronitidina

Figura 51. Alcaloides nitro benzol[c]fenantridinicos

5.1.1.15.1 Propuesta de biosintesis de 6-nitrometildihidrosanguinarina

Winkler y Hertweck (2007) propusieron diferentes mecanismos para la
comprensién de la biosintesis de grupos nitro en productos naturales: 1.
Oxidacion directa de un grupo amino, 2. Nitracion mediada por N-oxidasas y 3.

Nitracion por reaccion electrofilica [83].

Aunque no se ha establecido la ruta biosintética para la formacién de nitro-
benzolc]fenantridinas se puede observar que el compuesto nitrotirasanguinarina

presenta estrecha relacion estructural 6-nitrometilsanguinarina. Se propone un
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probable mecanismo de biosintesis en el que participa como sustrato un residuo
del aminodcido L-glicina (Figura 52). Iniciando con la N-oxigenacidn consecutiva
del grupo amino de L-glicina; por medio de una enzima monooxigenasa mediada
por FAD*y NADPH, hasta originar N, N-dihidroxiglicinato como intermediario. El
cual posteriormente por una reaccion de deshidrogenacion genera al
Nitroglicinato. En seguida, mediante una reaccion de descarboxilacion se origina
un carboanion intermediario que es incorporado a la posicion C-6 de sanguinarina
mediante una reaccion tipo SN2 (Figura 53) originando finalmente el producto 6-

nitrotirasanguinarina.

1. N-oxigenacion para generar el intermediario N, N-dihidroxilado y su posterior

deshidrogenacion.

oo Monooxigenasa 4 H Monooxigenasa H, H
74 FAD/NADPH P4 FAD/NADPH Ho- A
HoN >COH o1a - HO-N"co.H T ouie N COH
2 2 0,/1e H O,/1e” OH
Glicina N-hidroxiglicinato N,N-dihidroxiglicinato

Deshidrogenacion

24
OsNT COH
-0
Nitroglicinato

Figura 52. Formacion de intermediario Nitroglicinato a partir de L-glicina
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2. Convergencia de dos rutas para formar el nitroderivado

Oe O>

H//éH /\ Enzi c o
P nzima H

O=N7Oclody O=N77™ ON—

co, -3 0
o © 0
Descarboxilacion

\

I
P4
n

Sanguinarina

OL
O =
6-Nitrometildihidrosanguinarina

Figura 53. Propuesta de biosintesis de 6-Nitrometildihidrosanguinarina

5.1.1.16 Caracterizacion estructural de 6-nitrometildihidrosanguinarina

La elucidacién estructural de este nuevo producto natural se determind por medio
de la informacion obtenida en los espectros de RMN 'H, 3C y espectros
bidimensionales, asi como IR y espectrometria de masas de alta resolucién
(DART+) con lo cual se determiné férmula molecular C21H17N20s (m/z) calculada

[M+H]: 393.10419 y (m/z) experimental [M+H]: 393.10889 (Figura 54).
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Relative Intensity

68.0- 393.10889
66.0
54.0
T T T T T T T T T T T T | T T T T T T T T T T
393.05 393.10 393.15
miz
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula Unsaturation Number

(mimu)

(ppm)

393.10889 1981575  393.1086§

0.29

0.57 2C21'Hi7™¥N2'%0s

14.5

Figura 54. Espectro de masas de alta resolucion (DART+) de 6-Nitrometildihidrosanguinarina
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Con el espectro de RMN 'H (Figura 55) se determind la identidad de un alcaloide
de tipo benzo[c]fenantridina al observarse las sefales tipicas de los protones orto
y para aromaticos (du 7.70, 7.53, 7.52, 7.40, 7.12, 6.95 ppm). Asimismo, se
encontraron las sefales caracteristicas para los grupos dioximetilenos
encontrados en alcaloides derivados de dihidrosanguinarina (61 6.11 y 6.08 ppm)
y una sefnal simple en 2.71 ppm correspondiente a los protones del grupo N-
metilo. En un desplazamiento quimico de 5.21 ppm se observd un doblete de
dobletes que corresponde al protdn H-6. La multiplicidad de esta sefial se debe
a la presencia de un sustituyente metileno en la posicién C-6, generando un
sistema de protones ABX por su acoplamiento con los protones H-A (dn 4.33
ppm) y H-B (dn 4.26 ppm) del fragmento de nitrometano. La constante de
acoplamiento de 11 Hz exhibida por H-6 sugiere que dicho hidrégeno adopta una
conformacién anti con relacion a uno de los hidrogenos del grupo metileno (J =
11.2 Hz, H-B) y que, por consiguiente, el otro hidrégeno (J = 4.4, 12 Hz, H-A)

adopta una conformacioén gauche con relacion a H-6 (Figura 56).
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) de 6-Nitrometildihidrosanguinarina
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Hg
Ar:@NCH3
Hp NO,

He

Figura 56. Proyeccion de Newman de la conformacion mas estable para el
enlace o entre los carbonos C-6 y C-16 en 6-nitometildihidrosanguinarina

Los resultados del analisis conformacional obtenidos en el programa PCMODEL
v6 mostraron que el conformero mas estable para 6-nitrodihidrosanguinarina es
el que orienta a los sustituyentes nitro y N-metilo en una disposicién sinclinal,
quedando la orientacion de ambos de forma cis diaxial, con una energia potencial

de 76.66 kcal/mol (Figura 57).

Figura 57 Conférmero mas estable para 6-nitrodihidrosanguinarina con
conformacién sinclinal y orientacién cis diaxial respecto al grupo nitro y N-metilo.
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Adicionalmente, se dedujo la presencia de un grupo desprotector unido al
metileno al observarse las sefales dobles de dobles con desplazamientos
quimicos en campos mas bajos de lo habitual. Lo anterior se correlaciond con el
espectro de RMN '3C (Figura 58), observandose una sefal en ¢ 75.7 ppm que
inicialmente se atribuy6 a un grupo hidroxilo; sin embargo, al comparar con la
literatura se observa una diferencia considerable con los desplazamientos
quimicos en el espectro de RMN 'H para el compuesto 6-

hidroximetildihidrosanguinarina (Tabla 7).

Tabla 8. Comparacién de datos espectroscépicos de RMN 'H entre 6-
nitrometildihidrosanguira y 6-hidroximetildihidrosanguinarina

RMN 1H experimental RMN 'H literatura
Asignacion (500 MHz, CDCls) (300 MHz, CDCls)
S ppm 6 ppm [94]
H-6 5.21
(dd, 1H, J= 4.4, 10.75 (1‘1"8%])
Hz) ’
H-A 4.33
(dd, 1H, J=4.4, 12 Hz)
H-B 496 3.41 (2H, m)

(dd, 1H, J = 11.5 Hz)
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Considerando la informacién anterior, se opté por realizar un espectro de
infrarrojo (FTIR) para identificar grupos funcionales en la molécula. En el espectro
no se observo la banda de absorcion debida al estiramiento del enlace O-H
(aproximadamente 3200 cm), pero se observaron las bandas caracteristicas del
grupo nitro en 1549 (estiramiento asimétrico de C—NO2) y 1451 cm™' (estiramiento

simétrico de C-NOg). (Figura 59).

Asi, lo observado en el espectro de FTIR permitié establecer la presencia de un
grupo nitro en lugar de un grupo hidroxilo. La comparacién de los datos
espectroscépicos experimentales con lo reportado en la literatura por Romo y
cols. permiti6 confirmar la presencia del compuesto denominado 6-
nitrometildihidrosanguinarina, previamente obtenido por semisintesis [89]. (Tabla
8). Por consiguiente, el presente compuesto se considera un nuevo producto
natural al no encontrarse reportado como metabolito secundario obtenido a partir

de alguna otra especie vegetal.
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Figura 59. Espectro de infrarrojo (FTIR) de 6-Nitrometildihidrosanguinarina
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Tabla 9. Comparacion de datos espectroscépicos de RMN 'H y 13C de 6-
nitrometildihidrosanguinarina

RMN 'H RMN 'H RMN 3C RMN 3C
experimental literatura experimental literatura
Asignacion (500 MHz, CDCls) (300 MHz, (300 MHz, (75 MHz,
S ppm CDCls) CDCIs) CDCIs)
5 ppm [89] S ppm 5 ppm [89]
1 7.12 (s, 1H) 7.10 (s, 1H) 104.25 104.3
2 - - 147.95 148.1
3 - - 148.54 148.5
4 7.52 (s, 1H) 7.50 (s, 1H) 100.78 100.9
4a - - 122.51 122.6
4b - - 138.08 138.0
5 (N) - - - -
5.21 517
6 (dd, 1H, J=4.4,11.0 (dd, J=10.8, 4.5 Hz) 56.06 56.1
Hz)
6a - - 110.85 110.9
7 - - 144.88 145.3
8 - - 147.35 147.3
6.95 6.92
9 (d, 1H, J=8.2 Hz) (d, J=8.1 Hz) 108.77 108.9
7.40 7.38
10 (d, 1H, J=8.2 Hz) (d, J=8.1 Hz) 116.79 1168
10a - - 126.20 126.2
10b - - 127.51 127.3
7.70 7.67
11 (d, 1H, J= 8.5 Hz) (d, J=8.7 Hz, 119.69 119.8
1H)
7.53 7.52
12 (d, 1H, J=9.45 Hz (d, J=7.8 Hz) 124.64 124.7
12a - - 131.32 131.4
6.11 6.10
14 OCH20  (d, 2H, J=1.16 Hz) (s, 1H) 101.92 102.0
(d,2H, J=1.16 Hz) 6.09 (s, 1H)
15 OCH:20 6.08 (s, 2H) 6.06 101.18 1013
(br s, 2H)
4.33 4.32
H-A (dd, 1H, J=4.4,12.0 (dd, J=12.0, 4.5 Hz) - -
Hz)
4.26 4.25
H-B (dd, 1H, J=11.2, (dd, J=11.4,11.1 - -
11.2 Hz) Hz)
13 (NCHs) 2.71 (s, 3H) 2.69 (s, 3H) 43.25 43.2
16 (CH2- - -
NO?) 75.76 75.8
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El espectro HMBC (Figura 61) proporciond las siguientes correlaciones clave a
dos y tres enlaces de distancia: 3J: C-4b/H-6 (d+ 5.21 ppm), 3J: C-7/H-6 (dH 5.21
ppm) y 3J: C-10a/H-6 (dH 5.21 ppm), tratdndose de los carbonos aromaticos con
hibridacion sp. Adicionalmente, las correlaciones 2J: CH2NO2/H-6 (5+ 5.21 ppm)
y 3J: N-CHs/H-6 (51 5.21 ppm) indican que la estructura de benzo[c]fenantridina
se encuentra sustituida en la posicion 6 con un nitrometileno. Finalmente, las
correlaciones 3J: C-7/OCH20 (81 6.12 y 6.11 ppm) y 3J: C-8/OCH20 (81 6.12 y
6.11 ppm) demuestran la presencia de grupo dioximetileno del anillo D y las
correlaciones para el dioximetileno del anillo A entre 3J: C-2/OCH20 (&+ 6.08

ppm) y 3J: C-3/ OCH20 (dH 6.08 ppm) (Figura 60) (Tabla 9).

Figura 60. Correlaciones HMBC para 6-nitrometildihidrosanguinarina
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Tabla 10. Correlacion de datos espectroscopicos bidimensionales (HMBC y
NOESY) del compuesto 6-nitrometildihidrosanguinarina

Asignacion ou(m, J) &¢ HMBC NOESY
1 7.12 (s) 104.25 H-12
2 - 147.96 15 OCH:20
3 - 148.54 15 OCH:20
4 7.52 (s) 100.78 N-CHs NCHs
4a - 122.51
4b - 138.08
5.21
6 (dd, J=4.4.11.0 Hz) 56.04 H-A, H-B H-A, H-B
6a - 110.85 H-6
7 - 144.89 H-6, 14 OCH20
8 - 147.35 14 OCH20
6.95
9 A, Jo 8.2 H) 108.77 H-10
7.40
10 (. J= 8.2 Hz) 116.79 H-9, H-11
10a - 126.20 H-6
10b - 127.51
7.70
11 (d. J= 8.5 Ha) 119.69 H-10
7.53
12 (d. J = 9.45 Hz) 124.64 H-1
12a - 131.32
6.12
14 OCH20 (d, J=1.16 Hz) 101.92
6.11
(d, J=1.16 Hz)
15 OCH20 6.08 (s) 101.18
4.33
H-A (dd, J = 4.4, 12.0 Hz) i H-6
4.26
H-B (dd, J = 11.2 Hz) ) He
13 (NCH3) 2.71 (s) 43.25 H-6 H-4
16 (CHz- ' 75.76 H-6

NOz2)
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Figura 61. Espectro de RMN HMBC (500 MHz, CDCI3) de 6-Nitrometildihidrosanguinarina
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El espectro NOESY (Figura 63) confirma la estructura propuesta, ya que se
aprecia la correlacion espacial mutua entre los protones del grupo N-metilo (dH
2.71 ppm) con el protén en posicion 4 (&1 7.52 ppm), lo que indica que estan
orientados hacia el mismo plano. Ilgualmente se confirma la interaccién espacial
entre H-6 (61 5.21 ppm) y los hidrogenos del metileno unido al grupo nitro HA (d+
4.33 ppm) y HB (du 4.26 ppm). Ademas, se observa correlacidon entre los
hidrégenos orto aromaticos: H-10 (&n 7.40 ppm) con H-9 (&1 6.95 ppm) y H-11
(®H 7.70 ppm) y la correlacién H-12 (6w 7.53 ppm) con H-1 (61 7.12 ppm) (Figura

62) (Tabla 9).

Figura 62. Correlaciones NOESY para 6-nitrometildihidrosanguinarina
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Figura 63. Espectro de RMN NOESY (500 MHz, CDCls) de 6-Nitrometildihidrosanguinarina
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El espectro COSY (Figura 64) muestra las correlaciones entre los protones orto
aromaticos de las posiciones 11 con 12 (61 7.70, 7.53 ppm) y 10 con 9 (dH 7.40,
6.95 ppm) (Figura 65). Asimismo, se confirma la estructura de un alcaloide de
tipo benzo[c]fenantridina con un sustituyente metileno en la posicion C-6 al
correlacionar mutuamente los protones HA (&1 4.33 ppm) y HB (8H4.26 ppm) con

el protén H6 (61 5.21 ppm) (Figura 66).
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Figura 64. Espectro COSY (500 MHz, CDCIs) de 6-Nitrometildihidrosanguinarina
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Nitrometildihidrosanguinarina
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En el espectro HSQC (Figura 67) se observa la correlacion de los carbonos con
los hidrégenos unidos a ellos, resaltando la correlacion de los protones H-A (dH
4.33 ppm) y H-B (61 4.26 ppm) con el metileno unido al grupo nitro (d¢ 75.76 ppm)
y vecino a la posicion H6. Ademas, se observa la correlacion de los protones con
su carbono correspondiente de los dos grupos OCH20, destacando que las
correlaciones de los protones en 6+ 6.12 ppm (d, J=1.16 Hzy 6.11 ppm (d, J=1.16
Hz) con el carbono en &c 101.92 ppm pertenecen al dioximetileno del anillo D y
las correlaciones entre los protones en &1 6.08 ppm con el carbono en 6¢ 101.18
ppm corresponden al dioximetileno del anillo A. También se presentan las
correlaciones de los carbonos aromaticos sp? con los protones de las posiciones
11 (&1 7.70 ppm; d¢ 119.69 ppm), 12 (d1 7.53 ppm; d¢c 124.64 ppm), 4 (dH 7.54
ppm; ¢ 100.78 ppm), 10 (&H 7.40 ppm; ¢ 116.79 ppm),1 (&1 7.12 ppm; ¢ 104.25

ppm) y 9 (&1 6.95 ppm; ¢ 108.77 ppm) (Figura 68).
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5.1.1.17 Aislamiento de B-sitosterol

A partir de las fracciones E y F de la fase metandlica-acuosa de hojas, se obtuvo
un soélido color beige el cual fue lavado con hexano. El sobrenadante del lavado
con hexano se dej6 secar por evaporacién a temperatura ambiente y aparecieron
cristales en forma de aguja que al analizar por TLC mostraba diferentes
compuestos que al revelarse con reactivo de Cain (manchas color magenta-rojo)
lo que sugeria la presencia de triterpenos o esteroles. Por lo anterior, la muestra
se procesO por CC, usando gel de silice como fase estacionaria y mezcla de
hexano/éter etilico, iniciando con una polaridad de 85:15 y con cambios graduales
del 5% hasta 100% éter etilico. En las subfracciones 85-120 (70:30) se obtuvieron
cristales incoloros en forma de aguja por evaporacion lenta. El espectro de RMN
H exhibi6 sefales caracteristicas del B-sitosterol (Figura 70), por lo que se
compararon los datos espectroscopios experimentales con los reportados para
B-sitosterol y se confirmé por comparacién en TLC con una muestra de referencia
previamente caracterizada en el grupo de investigacion. Aunque es un
fitocompuesto comunmente encontrado en especies vegetales, es la primera vez

que se aisla de B. latisepala (Figura 69).

Figura 69. Caracterizacion de (3-sitosterol
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Cristales incoloros

Soluble en CHCI3

Rendimiento: Tallos: ND Hojas: ND
TLC: Hex/éter etilico; 80:20 Rf: 0.65
No revela (UV2s4nm) No revela (UVa3esnm)

Reactivo de Cain: rojo-magenta

C29Hs00  PM: 414 g/mol P.f: 135°C Log P: 10.44

RMN 'H (300 MHz, CDClI3) dppm: 5.35 (d, 1H, J = 4.8 Hz, H-6), 3.52 (m, 1H, H-3),
2.26 (m, 2H, H-28), 2.01 (m, 2H, H-4), 1.85 (m, 2H, H-7), 1.01 (s, 3H, H-19),0.92
(d, 3H, J = 8.7 Hz, H-29), 0.85 (t, 3H, J = 6.4 Hz, H-21), 0.83 (d, 3H, J = 6.4 Hz,

H-27), 0.81 (d, 3H, J = 8.6 Hz, H-26), 0.68 (s, 3H, H-18) (Figura 70).

5.1.1.18 Caracterizacion estructural de B-sitosterol

En el espectro de RMN 'H (Figura 70) se observan las sefales caracteristicas de
estructuras relacionadas con el colesterol. Iniciando a campo alto, se tiene un
patrén de senales complejas (61 2.4-0.7 ppm), donde destacan seis sefales de
mayor intensidad atribuidas a los grupos metilo (d1 0.68, 0.81, 0.83, 0.85, 0.92,
1.01 ppm). También se observa una senal multiplete (&n 3.52 ppm) que
corresponde protén en la posicion 3, geminal al grupo hidroxilo; ademas de una
sefnal doble que se asigna al protdn vinilico en posicion 6 (du 5.35 ppm). La
comparacién de estos datos espectroscopicos con la literatura permitié

establecer la identidad del compuesto como g-sitosterol (Tabla 10).
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Tabla 11. Comparacion de datos espectroscépicos del B-sitosterol.

Asignacion RMN H experimental RMN 'H literatura

S ppm (m, |, Juz) & ppm (m, |, JHz) [68][95]
3 3.52 (m) 3.53 (m)
6 5.35(d, 1H, J= 4.8 Hz) 5.36 (d, 1H, J= 4.8 Hz)
19 1.01 (s, 3H) 1.01 (s, 3H)
21 0.85 (t, 3H) 0.84 (t, 3H)
27 0.83 (d, 3H, J=8.5 Hz) 0.84 (d, 3H, J=7.6 Hz)
26 0.81 (d, 3H, J=8.6 Hz) 0.82 (d, 3H, J= 8.4 Hz)
18 0.68 (s, 3H) 0.68 (s,3H)
29 1.02 (s, 3H) 1.01 (s, 3H)
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5.2 Actividad antimicobacteriana

Se evaluaron los extractos organicos y los productos naturales obtenidos a partir
de los tallos y hojas de B. latisepala S. Wats mediante el método Alamar Azul
[69]. Se emplearon dos cepas de M. tuberculosis, la H37Rv sensible a los
farmacos de primera linea y la G122 resistente a isoniazida, rifampicina y

etambutol (Tabla 11).

Tabla 12. Actividad antimicobacteriana de los extractos y productos naturales de

B. latisepala

CMI (ug/mL) contra a M.

Compuesto tuberculosis
H37Rv G122
Extracto organico de hojas > 200 >200
Extracto organico de tallos 200 > 200
Oxisanguinarina > 50 > 50
6-Acetonildihidrosanguinarina > 50 > 50
6-Metoxidihidrosanguinarina 50 50
6-Metoxidihidroqueleritrina 12.5 25
Norsanguinarina > 50 > 50
BLH14 50 50
6-nitrometildihidrosanguinarina >50 ND
B-sitosterol > 50 > 50
Isoniazida 0.048 0.19
Rifampicina 0.048 0.097
Etambutol 3.12 6.25

CMI: Concentracion minima inhibitoria. ND: No determinado

Los resultados de la tabla anterior (Tabla 11) muestran que todas las muestras
evaluadas presentan actividad contra la cepa de M. tuberculosis sensible
(H37Rv) a excepcidn del extracto organico de hojas. Los productos naturales que
destacaron por ser mas activos fueron 6-metoxidihidroqueleritrina y el compuesto
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BLH14, los cuales exhibieron concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de 12.5
ug/mLy 50 pg/mL, respectivamente frente a H37Rv. Para el aislado clinico G122,
6-metoxidihidroqueleritrina mostré una CMI de 25 pg/mL y el compuesto BLH14
de 50 pg/mL. El compuesto 6-metoxidihidrosanguinarina mostré una CMI de 50
ug/mL en ambas cepas. El resto de las muestras ensayadas mostraron CMls

entre 50 pg/mL y > 100 pg/mL.

Es posible observar una correlacion de estructura-actividad de dichos alcaloides
naturales, tomando como base la estructura de dihidrosanguinarina (cLogP =
4.25), evaluada anteriormente contra M. tuberculosis por Hernandez-Almanza
(CMI > 50 pug/mL para H37Rv y G122) [31]. Se observé que para el caso de
oxisanguinarina, al exhibir un grupo carbonilo en la posicion C-6, no se
incrementa la actividad; sin embargo, al mostrar un grupo metoxilo en la misma
posicion (6-metoxidihidrosanguinarina) se observa una disminucién en la
actividad antimicobacteriana (CMI 50 pg/mL, contra H37Rv y G122). Es
importante notar que la actividad biolégica se incrementé con el remplazo del
grupo dioximetileno de las posiciones 7 y 8 por grupos metoxilo, ya que el
alcaloide 6-metoxidihidroqueleritrina exhibié CMIs de 12.5 pg/mL contra H37Rv y
25 pg/mL contra G122. Este incremento en la actividad antimicobacteriana se
puede correlacionar con el incremento en lipofilicidad de acuerdo con el siguiente
orden: dihidrosanguinarina < 6-metoxidihidrosanguinarina < 6-
metoxidihidroqueleritrina (Figura 71). Para el alcaloide 6-

acetonildihidrosanguinarina la diferencia estructural respecto a los alcaloides
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anteriores radica en el sustituyente metilcetona en la posicion C-6, conservando

la base estructural de dihidrosanguinarina (Figura 71).

o
(o)
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o) CHs
-0

Dihidrosanguinarina
cLogP = 4.25
CMI > 50 pg/mL
H37Rv
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0 P CHg3
-0  OCH;,

6-Metoxidihidrosanguinarina

cLogP = 4.54
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HO

Etambutol
cLogP = 0.06

CMI =3.12 pg/mL
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CMI = 6.25 ug/mL

G122

Figura 71. Valores de CMI contra cepas de M. tuberculosis y lipofilicidad de

alcaloides benzo[c]fenantridinicos y etambutol
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Los alcaloides 6-metoxidihidroqueleritrina y 6-metoxidihidrosanguinarina se
reportaron con anterioridad por Camacho-Corona y colaboradores describiendo
CMis contra M. tuberculosis H37Rv de 12 pg/mL y 50 pg/mL, respectivamente
para cada compuesto [33]. Comparando estos resultados con los obtenidos en el
presente proyecto de investigacion se observd que los valores de CMI eran

reproducibles para la cepa H37Rv (Figura 72).

OO O> Camacho, et al. (2009)
o) CMIHsmv = 50 pg/mL
6 N CMI345 = 25 pg/mL

CHy CMIM =50 ug/mL
-0  OCHs 12 Mo
CMIM = 12.5 pg/mL

G122

CMI = 50 pg/mL
H37Rv
CMI =50 pg/mL O
0
6-Metoxidihidrosanguinarina

OO O> Camacho, et al. (2009)
o CMIH37RV =12.5 pg/mL
CMIHamv =12.5 pg/mL O N CMI345 = 50 pg/mL
CMI__ =25pg/mL HsCO CHs CMIM__ =50 pg/mL

G122
Hyco  OCHs CMIM = 25 pg/mL
6-Metoxidihidroqueleritrina

Figura 72. Actividad antimicobacteriana del trabajo presente y reportado para 6-
metoxidihidrosanguinarina y 6-metoxidihidroqueleritrina

La comparacién de 6-acetonildihidrosanguinarina, obtenido a partir de los tallos
y hojas de B. latisepala (CMIus7rv >50 pg/mL y CMlg122 > 50 ug/mL), con su
analogo 6-acetonildihidroqueleritrina (CMIns7rv > 50 pug/mLy CMlg122 > 50 pg/mL),
obtenido a partir de las semillas de la misma especie [31], permitié deducir que
la actividad no se ve favorecida al modificar la base estructural de los 6-

acetonildihidroderivados de dihidrosanguinarina por dihidroqueleritrina. Lo
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anterior puede ser debido a un impedimento estérico dado por los grupos
metoxilo de las posiciones C-7 y C-8 de 6-acetonildihidroqueleritrina. En
contraste, lo reportado por Luo y colaboradores [96] indica que la presencia de
grupos metoxilo en el anillo D de un analogo de 6-acetonildihidroqueleritrina, el
alcaloide 6-acetonildihidronitidina aislado de Zanthoxylum capense, no afecta la
actividad antimicobacteriana, sino que depende de la posicion que estos tengan.
La presencia de grupos metoxilo en las posiciones C-8 y C-9 de 6-
acetonildihidronitidina mejoro sus propiedades antimicobacterianas (CMIn37ra 6.2
pg/mL y CMlInszry 12.5 pg/mL) en comparacion con 6-acetonildihidroqueleritrina,
cuya diferencia estructural radica en la posicién de los grupos metoxilo (C-7 y C-

8) (Figura 73).

6-Acetonildihidrosanguinarina 6-Acetonildihidroqueleritrina
CMIH37RV > 50 pg/mL CMIH37RV > 50 pg/mL
CMI_,,, > 50 pg/mL CMI_ ,, > 50 pg/mL

o)

s (I
N\

H,CO £ CHj

CH,4
o)
6-Acetonildihidronitidina
CMIHsma = 6.2 ug/mL
CMIHS7RV =12.5 pg/mL
Figura 73. Actividad antimicobacteriana de 6-

acetonildihidrobenzo[c]fenantridinas.
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Asimismo, se compararon los alcaloides queleritrina (CMlus7ry 12.5 pg/mL vy
CMiliG122 6.2 pg/mL) y 12-metoxiqueleritrina (CMIxs7ry 12.5 pg/mL y CMlc122 12.5
Mg/mL, compuestos con mayor actividad antimicobacteriana reportados
previamente por Hernandez-Almanza [31], lo que permiti6 deducir que la
presencia del grupo iminio en los alcaloides cuaternarios de queleritrina es
importante para exhibir buena actividad antimicobacteriana Sin embargo, se
observd que la incorporacion de un grupo metoxilo en la posicion C-12 tiene
efecto decreciente en la actividad antimicobacteriana contra la cepa resistente
G122, al reducirse la electrofilicidad del grupo iminio por efecto del grupo metoxilo

(Figura 74).

OCHs
o o
0] (0]
/Nt /NJ:
H,CO CHs HACO CH,

OCHj, OCH,
Queleritrina 12-Metoxiqueleritrina
CMIH37RV =12.5 pg/mL CMIH37RV =12.5 pg/mL
CMI_,, = 6.25 pg/mL CMI_,,, = 12.5 pg/mL

Figura 74. Alcaloides de B. latisepala S. Wats con mayor actividad
antimicobacteriana

En resumen, la actividad antimicobacteriana contra M. tuberculosis sensible se
favorece para 6-acetonildihidrobenzo[c]fenantridinas con grupos dioximetilenos

en las posiciones C-2 y C-3 del anillo A y grupos metoxilo en las posiciones C-9
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y C-10 del anillo D; asi como, para las 6-metoxidihidrobenzo[c]fenantridinas con

grupos metoxilo en las posiciones C-7 y C-8 del anillo D.

Adicional a lo reportado por Ishikawa y colaboradores [97] en un estudio de
actividad antimicobacteriana de alcaloides benzo[c]fenantridinicos
completamente aromatizados donde se establece un analisis de relacion
estructura-actividad destacando que la adicion de un grupo metoxilo en las
posiciones C-10 y C-12 en derivados cuaternarios de sanguinarina incrementan
la actividad y se presenta mayor actividad cuando el anillo A presenta grupos

dioximetileno.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Tavares, et al. [98] donde se evalud
la actividad antimicrobiana de alcaloides benzo|[c]fenantridinicos contra bacterias
Gram positivas, Gram negativas (Gram + y Gram-) y levaduras, resultando que:
1) los grupos dioximetilenos en C-7 y C-8 favorecen la actividad actimicrobiana,
(lo que demuestra que el tipo y posicion de los sustituyentes en el anillo D influyen
en la actividad), 2) los alcaloides cuaternarios presentan mayor actividad
antimicrobiana que sus contrapartes reducidas, sugiriendo que el grupo iminio es
determinante para la actividad y 3) sustituyentes dioximetilenos en C-2 y C-3 son

importantes para la actividad.
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5.3 Actividad citotoxica

Se realizd una evaluacion de la actividad citotoxica de los compuestos 6-

metoxidihidroqueleritrina, 6-acetonildihidrosanguinarina y BLH14,

utilizando

células inmortalizadas de queratinocitos (HACAT) y tres lineas celulares de

cancer: colorrectal (SW480), adenocarcinoma de mama (MCF7) y de préstata

(PC3) con el método colorimétrico de Sulforrodamina B [71] a una concentracion

de 50 uM. Los resultados se expresan en porcentaje de viabilidad celular para

cada linea celular y se calculé el indice de selectividad para determinar la

especificidad de la actividad citotoxica (Tabla 12).

Tabla 13. Porcentaje de viabilidad celular de los compuestos puros frente a

lineas celulares.

Lineas celulares

Compuesto SW480 | MCF7 | PC3 | HACAT
Viabilidad celular (%)
6-Metoxidihidroqueleritrina 412 | 382 | 204 | 4285
Indice de selectividad
1.04 | 1.12 210 | NA
Viabilidad celular (%)
6-Acetonildihidrosanguinarina 85.9 ‘I'nd?cze.dcrje s‘elec[:lt%/ida‘d 75.87
088 | 122 | NA | NA
Viabilidad celular (%)
BLH14 ND | ND | ND [ 4339
Indice de selectividad
NA | NA | NA | NA

NA: No aplica. ND: No determinado
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Los resultados muestran que el compuesto 6-metoxidihidroqueleritrina presenta
buen indice de selectividad contra las tres lineas celulares de cancer, pero mayor
especificidad contra la linea celular de cancer de prostata (PC3). EI compuesto
6-acetonildihidrosanguinarina presenta buena selectividad contra la linea celular

de adenocarcinoma de mama (MCF7).
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Este proyecto de investigacion permiti6 conocer la composicién quimica y la
actividad antimicobacteriana de las partes aéreas de B. latisepala S. Wats, o que
representa el primer estudio en el que se fraccionan los extractos organicos de
tallos y hojas para el aislamiento de sus constituyentes y su caracterizacién
mediante técnicas espectroscdpicas y espectrométricas. Asi, se obtuvieron ocho
alcaloides caracterizados  estructuralmente como  dihidrosanguinarina,
oxisanguinarina, 6-acetonildihidrosanguinarina, 6-metoxidihidroqueleritrina, 6-
metoxidihidroqueleritrina, norsanguinarina, 6-nitrometildihidrosanguinarina vy
BLH14. Los compuestos oxisanguinarina y dihidrosangunarina han sido
reportados previamente en las semillas de esta especie. Los alcaloides 6-
acetonildihidrosanguinarina, 6-metoxidihidrosanguinarina, 6-
metoxidihidroqueleritrina se reportan por primera vez en esta especie, pero se
han encontrado anteriormente en las partes aéreas de especies de los géneros
Bocconia y Macleaya [50]. Norsanguinarina se reporta por primera vez en el
género Bocconia, pero se ha reportado en plantas de las familias Papaveraceae,
Fumariaceae y Rutaceae. ElI compuesto 6-nitrometildihidrosanguinarina

representa un novedoso producto natural ya que solo se ha reportado
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previamente mediante la obtencion por sintesis organica. El compuesto BLH14,
un alcaloide de tipo aporfina; ademas de considerarse un nuevo producto natural,

es un nuevo tipo de alcaloide presente en el género Bocconia.

Se realiz6 un estudio preliminar con pruebas colorimétricas donde se observa
que los constituyentes prioritarios en la especie son alcaloides (Reactivo
Dragendorff) y algunos esteroles y triterpenos (Reactivo Cain) con lo que se
obtiene informacidn relevante para indicar la presencia de nuevos constituyentes

qgue no han sido reportados anteriormente en la especie.

Se encontraron otros fitocompuestos, en las partes aéreas de esta planta, los
cuales son componentes primordiales en especies vegetales tal es el caso del B
-sitosterol, algunos hidrocarburos alifaticos de cadena larga, glicéridos, ésteres

de acidos grasos y ceras.

Se emplearon diversas técnicas para el aislamiento y purificacion de alcaloides
que permitieron detectar que estos productos naturales son susceptibles a
degradacion bajo ciertas condiciones como el oxigeno ambiental, la temperatura
(mayor a 40°C), interaccion con disolventes y las fases estacionarias usadas en
cromatografia, entre otras. Con ello, se observd la presencia de productos
secundarios de constitucién no conocida; ademas, el rendimiento relativo de los
compuestos constituye una limitante para la obtencion y caracterizacion

estructural. Debido a la gran susceptibilidad al ataque nucleofilico en alcaloides
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cuaternarios se pueden presentar diferentes artefactos (metabolitos no naturales)

durante los procesos de aislamiento y purificacion [56].

Los alcaloides de B. latisepala S. Wats se evaluaron frente a dos cepas de M.
tuberculosis, la H37Rv (sensible a farmacos de primera linea) y la G122 (aislado
clinico, resistente a rifampicina y etambutol). Los compuestos mas activos contra
H37Rv fueron 6-metoxidihidroqueleritrina y BLH14 con concentraciones minimas
inhibitorias de 12. 5 ug/mL y 50 ug/mL, respectivamente para la cepa H37Ruv.
Para el aislado clinico G122 se obtuvieron CMI de 25 pg/mL para 6-

metoxidihidroqueleritrina y 50 pg/mL para BLH14.

La hipdtesis del presente proyecto se aprueba parcialmente ya que se
encontraron constituyentes no reportados previamente (norsanguinarina, 6-
nitrometildihidrosanguinarina y BLH14) en la especie Bocconia. Sin embargo, la
actividad antimicobacteriana de los compuestos no fue equiparable que el control

positivo etambutol.

Debido a los resultados de la actividad antimicobacteriana se plantea como
perspectiva la derivatizacion de los compuestos 6-metoxidihidroqueleritrina y
BLH14, ya que es posible considerar dichos compuestos como plataformas para

la semisintesis de nuevos derivados antimicobacterianos.
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