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RESUMEN

En el estado de Michoacan se encuentra una gran diversidad de especies forestales
que se han clasificado como maderas finas; esto debido a que poseen una gran
durabilidad a la degradacion ambiental y a la vez son apreciadas por la belleza de
su madera. La durabilidad que presentan estas maderas esta relacionada a la
presencia de compuestos provenientes del metabolismo secundario, los cuales son
compuestos prometedores a usarse como agentes protectores contra los ataques

de fitopatégenos.

A partir del duramen de dos especies forestales encontradas en Michoacéan,
Tepehuaje (Lysiloma acapulcense) y Palo dulce (Eysenhardtia polystachya), se
obtuvieron tres extractos: hexanico, THF y acetato de etilo. A cada extracto se le
evaluo su capacidad para inhibir al hongo Trametes versicolor a concentraciones de
250 y 500 mg/L, donde solo los extractos hexanico y THF obtenidos del arbol Palo
dulce presentaron mediana inhibicion contra el hongo, debido a esto se realizaron
purificaciones mediante cromatografia en columna para la obtenciéon de los
compuestos que estuvieran implicados en dicha actividad. A partir de ambos
extractos se aislé un compuesto mayoritario, la isoflavanquinona, Amorfaquinona

(8), la cual inhibi6 el 100% del crecimiento fungico a la concentracion de 500 mg/L.

En nuestro grupo de trabajo se ha reportado el aislamiento de otro compuesto
natural importante; la Medicarpina (1) la cual ha sido aislada del duramen de los
arboles Darbergia congestiflora P. y Andira inermis ambas especies reconocidas en
el estado por su alta durabilidad natural; este metabolito secundario ha presentado
actividad antifangica contra T. versicolor a la concentracion de 150 mg/L. En
trabajos previos, se preparo el derivado acetilado de la Medicarpina (2), al cual se
le evalu6 su actividad antifingica contra el hongo antes mencionado y la
concentracion requerida para inhibirlo fue menor que la presentada por la
Medicarpina, siendo esta de 100 mg/L. En base a este antecedente, se propuso
preparar tres nuevos ésteres derivados de la Medicarpina y evaluar el efecto de los

nuevos derivados frente al hongo, a concentraciones de 50, 100 y 150 mg/L.
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Los nuevos derivados: 3 (p-nitrobenzoato), 4 (p-metoxibenzoato) y 5 (benzoato),
presentaron mediana actividad inhibitoria, el derivado 3 fue el que presento el menor
porcentaje de inhibicion de los 3. El derivado 4 por su parte presentd el mayor
porcentaje de inhibicién a la concentracion de 150 mg/L (77%), mientras que el
efecto antifungico del derivado 5 predominé sobre los otros dos en las
concentraciones de 50 y 100 mg/L. Sin embargo ninguno de estos tres nuevos
derivados alcanzo el 100% de inhibicion contra Trametes versicolor a las
concentraciones ensayadas, a diferencia de la materia prima (Medicarpina) ya que

esta logra la total inhibicién a 150 mg/L.

Palabras clave: Antifungicos, metabolitos secundarios, medicarpina. Q.F.B. LIRENNY QUEVEDO TINOCO



ABSTRACT

In the state of Michoacan it has found a great diversity of forest species that are
classified as fine woods because they have good durability against the
environmental decay and in the same time they are appreciated due to the beauty
of their timber. The durability that these woods have is related to the presence of
compounds from the secondary metabolism and these compounds are promising to

use as protective agents against phytopathogen attacks.

From the heartwood of two forests species found in Michoacan, “Tepehuaje”
(Lysiloma acapulcense) and “Palo dulce” (Eysenhardtia polystachya), three extracts
were obtained using the following solvents: hexane, THF and ethyl acetate. Each
extract was evaluated against Trametes versicolor at concentrations of 250 and 500
mg/L. Only the extracts obtained with hexane and THF from “Palo dulce” showed
some percentage of fungal inhibition, due this column chromatographic purifications
were performed to obtain the compounds that showed the activity. One majoritarian
compound was isolated from both extracts, the isoflavanquinone, Amorphaquinone
(8), which inhibited the 100% of fungal growth at 500 mg/L.

In our working group it has reported the isolation of another important natural
compound; Medicarpin (1), which has been isolated from the heartwood of Darbergia
congestiflora P. and Andira inermis, both are recognized species in the state due
their high natural durability; this natural compound has shown antifungal activity
against T. versicolor at concentration of 150 mg/L. In previous works, it was prepared
the acetylated derivative of Medicarpin (2), and its antifungal activity was tested
against the fungus above mentioned; the required concentration to inhibit it was
lower than the medicarpin shown, this being of 100 mg/L. Due this was proposed to
prepare three new ester derivatives from medicarpin and to test these new

compounds against the fungus at concentrations of 50, 100 and 150 mg/L.
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The three new derivatives: 3 (p-nitrobenzoate), 4 (p-methoxybenzoate) and 5
(benzoate) of medicarpin, showed some inhibition percentages, the derivative 3 was
the less active of all. 4 showed the highest inhibition percentage at the concentration
of 150 mg/L (77%), while the antifungal effect of 5 predominated over the other two
at the concentrations of 50 and 100 mg/L. Nevertheless none of these three new
derivatives achieved the 100% of Trametes versicolor inhibition at the tested
concentrations, at differences of the Medicarpin, wich is able to achieve the total
inhibition at 150 mg/L.

Keywords: Antifungas, secondary metabolites, medicarpin. Q.F.B. LIRENNY QUEVEDO TINOCO



I. INTRODUCCION

El Estado de Michoacan presenta una amplia diversidad de especies forestales que
se caracterizan por su durabilidad y resistencia al atague de organismos, como

ejemplo de algunas de ellas tenemos las especies que se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Algunas maderas finas encontradas en la region.

Nombre Cientifico Nombre Comun
Dalbergia congestiflora Pittier Campinceran
Andira inermis Almendro de rio
Lysiloma acapulcense Tepehuaje
Cochlospermum vitifoliuma Rosa amarilla
Olneya tesota Palo fierro
Eysenhardtia polystachya Palo dulce
Dalbergia granadillo Sangalicua
Cordia elaeagnoides Cueramo

1.1 Tipos de bosques del Estado de Michoacan.

La distribucion de la vegetacion esta relacionada con el relieve, suelo, clima e
hidrologia. En el territorio michoacano se encuentran casi todos los tipos de
vegetacion que existen en nuestro Pais gracias a su variedad de relieves y climas.

Dentro de los principales en Michoacan se destacan:

Q.F.B. LIRENNY QUEVEDO TINOCO



e Bosque de pino — encino

Son comunidades siempre verdes, dominadas por &rboles del grupo de las
coniferas. El estrato mas importante es el arbdreo, que presenta alturas
caracteristicas entre 15 y 25 m; sus especies dominantes pertenecen a los géneros
Pinus y Quercus (Conabio). Entre los encinos mas representativos podemos citar
al “aguacatillo”, “laurelillo”, “tocuz”, “encino prieto”, “encino colorado” y “encino
blanco”, localizadas en Mil Cumbres al oriente del estado y del sistema Volcanico al

noroeste (Geografia de Michoacan).

e Bosque de encino

Este tipo de bosque puede encontrarse en el sur y en algunas zonas en la parte
norte del Estado. El estrato mas importante en el sur es el arbéreo, que presenta
alturas de 6 a 8 m. Sus especies dominantes pertenecen al género Quercus. Las

copas de los arboles "cubren” el 70% de la superficie.

En la zona norte la fisonomia del bosque es diferente; se caracteriza por presentar
dos estratos, el arboreo y el herbaceo, siendo el mas importante el arbéreo, con
alturas de 4 a 6 m. La especie dominante pertenece al género Quercus. Las copas

de los arboles "cubren” el 50% de la superficie (Conabio).
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e Bosque tropical caducifolio.

Conocido también como selva baja caducifolia, se localiza en climas calidos,
subhumedo, seco semicalido, seco célido y seco muy célido (La Biodiversidad en
Michoacén), desde Tepalcatepec hasta Huetamo y en los declives norte-sur de la
Sierra Madre del Sur. Pero la mayor area de localizacion es en la Depresion del
Balsas. Se caracteriza por presentar tres estratos: arboreo, arbustivo y herbaceo; el
estrato mas importante es el arboreo, con una altura de 3 m. Las especies mas
comunes son "copales”, "papelillos”, "pochote”, "tepehuaje” y varias especies de
leguminosas como “campinceran”, “cueramo” y cactaceas como los “pitayos”,

“pachoén”, “tepamo”, “pitiris” y otras (Geografia de Michoacéan).

e Matorral subtropical.

Se localiza en areas donde el clima cambia de templado a tropical, se distribuye en
la porcion centro- norte del Estado (La Biodiversidad de Michoacan). Son arboles
de 3 a 8 metros de altura. Las especies mas comunes son; “copal’, “chilillo”,

“papelillo”, “zapote blanco”, “cézahuate”, “pochote”, “tepehuaje”, “palo dulce”,
“nogalillo” y “capulin blanco”.

e Bosque Tropical Espinoso.

Lo forman arboles y arbustos con espinas, de poca altura y con frutos en forma de
vaina. Se encuentran en algunos valles con suelos profundos, de color claro, textura
gruesa Yy relieves planos, en climas tropicales o secos, en donde la temperatura,
media alcanza los 30 grados Celsius. Se distribuye, hacia el suroeste del Estado,
en las planicies costeras y, en las partes mas bajas y planas de Tierra Caliente. En
este bosque predominan los arboles pequefios y espinosos como el “mezquite”,
“huizache” y “pinzan” (Geografia de Michoacan).
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e Bosque Tropical Subcaducifolio.

Presenta arboles de 15 a 30 metros de altura, que durante la época mas seca del
afo pierde la mitad o mas de sus hojas. Se localiza a manera de pequefios parajes
a lo largo de la costa, principalmente en las cafiadas de los declives norte y sur de
la Sierra Madre del Sur; en suelos profundos arenosos o arcillosos (Conabio). Las
especies mas importantes son el “guapinol’, “parota”’, “primavera”, “capiri’,
“cuirinda”, “uje”, “anona”, “coyoacate”, “sangalicua”, “almendro de rio” y “palo maria”.
En estas regiones se encuentran muchas especies de arboles llamados “maderas

finas” (La Biodiversidad de Michoacan).

1.2 Clasificacion de la madera.
Las maderas pueden ser clasificadas en dos grandes grupos (Capuz, 2005):

. Resinosas o coniferas: Son maderas procedentes de los arboles que
pertenecen al grupo biolégico de las gimnospermas. Son usadas en carpinteria de

taller y de armar, las que mas destacan son: pino, abeto, alerce, cedro, fresno.

. Frondosas: Son maderas procedentes de arboles o arbustos que pertenecen

al grupo de las angiospermas, la cuales a su vez se subdividen en:
-Duras

-Blandas

-Finas

-Exoéticas
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Las maderas finas deben su nombre a su amplia durabilidad y a su belleza. La
durabilidad natural de las maderas, esta definida por los estandares de la AWPA
(American Wood Protection Association) norma EN350. La cual se define como
la resistencia natural que presenta la madera frente al ataque de las distintas
patologias: hongos cromogenos, hongos de pudricidon, carcomas y termitas. La
mayor o menor durabilidad de una especie depende de su densidad y del mayor o
menor contenido de resinas, taninos, aceites, entre otros, que impregnan sus
tejidos. El duramen contiene mas sustancias protectoras que la albura, por lo que
es mas resistente. Asi la variacion de la durabilidad entre especies se debe a la
proporcion de albura y duramen, asi como la cantidad y tipo de extractivos presentes
(Honorato, 2001). En hébitats naturales, las plantas estan rodeadas por un gran
namero de enemigos potenciales. Casi todos los ecosistemas contienen una amplia
variedad de bacterias, virus, hongos, nematodos, insectos, mamiferos y otros
animales. Debido a la naturaleza de las plantas, no pueden escapar a estos
patégenos por lo que deben protegerse de otras formas, una manera de proteccion

es mediante la produccion de metabolitos secundarios (Taiz, 2006).

1.3. Metabolitos secundarios de plantas.

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el
metabolismo. La mayor parte del carbono, nitrogeno y de la energia termina en
moléculas comunes a todas las células, necesarias para su funcionamiento y el de
los organismos. Se trata de aminoacidos, nucleétidos, azucares y lipidos presentes
en todas las plantas; denominados metabolitos primarios (Avalos, 2009).

Las plantas producen una gran cantidad y diversidad de compuestos organicos que
no parecen tener una funcion directa en el crecimiento y desarrollo. Estas sustancias
se conocen con el nombre de metabolitos o productos secundarios. Estos
metabolitos no tienen funcién reconocida o directa en los procesos de fotosintesis,
respiracion, transporte de solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes,

diferenciacion o formacion de carbohidratos (Taiz, 2006).
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Los metabolitos secundarios también difieren de los metabolitos primarios en que
tienen una distribucion restringida en el reino vegetal (Taiz, 2006), es decir, no todos
los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se
sintetizan en pequefias cantidades, estando su produccidn restringida a un
determinado género de plantas, a una familia o a una especie (Avalos, 2009). Su
funciébn en la planta normalmente se desconoce, aunque en ocasiones esta
relacionada con sistemas defensivos o de excrecion. En general, este tipo de
compuestos son responsables del olor, sabor y del color de las plantas y también

de sus propiedades medicinales (Castillo y col. 2007).

La clasificacion de los metabolitos secundarios puede hacerse en base a sus
estructuras, a su bioformacion, a la fuente de produccién o a su accién bioldgica.
Uno de los criterios mas acertado de clasificacion es aquel que utiliza la biosintesis
(Figura 1.3) (Marcano, 2002).

Glucose
CH, OH (6 carbans) CH, OH WW
photosynthesis starch

lycolysis
cHo l glycoly
CH-OH CHO (‘ZH ,OH
CH-OH HC oH — ¢=0

polyketides
acetogenins

|
CHOP erythrose- cr,op l cr;0

| 4-phosphate cH,
1 e Phosphoenol e o lipids
dooy PYruvate (PEP) H,C-C-CHC-CH;- | fatty acids
cooH shikimic . (3 carbons)
acid anthanilic T
acid l tvl
HO OH ™= COOH 0 acetyl- A
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OH c
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lysine . oxalo- acid
. - o
phenylalanine ornithine acetate energy (ATP) ci
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1 / NH terpenes
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Figura 1.3. Ruta metabdlica de metabolitos secundarios.
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Todos lo metabolitos se sintetizan a partir de una via. Si un metabolito se sintetiza
exclusivamente a través de una via se denomina puro, y si en su biosintesis

participa mas de una via se denomina mixto (Castillo y col. 2007).

Se ha descrito que los metabolitos secundarios juegan un papel importante en la
defensa que presentan los vegetales, esta resistencia que poseen frente a
organismos fitopatdogenos es el resultado de multiples reacciones de defensa,
comprendiendo barreras constitutivas e inducibles. Uno de los mecanismos de

defensa es la acumulacion de fitoalexinas (Jeandet y col. 2002).

1.4 Fitoalexinas.

Son metabolitos secundarios de naturaleza quimica diversa, principalmente
flavonoides, de bajo peso molecular, que se sintetizan en los vegetales después de
una infeccion microbiana. La sintesis se puede disparar por la accion de factores
como elicitores o inductores, tanto exdgenos, producidos por patdgenos, agentes
quimicos, dafilos mecanicos; como enddgenos, producidos por las plantas en

respuesta a determinadas situaciones de estrés (Garcia, 2003).

Los primeros reportes sobre la presencia de estos metabolitos fueron descritos por
Muller y Borger, mostraron fuertes evidencias de la resistencia de las plantas a
enfermedades al observar la resistencia de la papa al hongo Phytophtora infestans
causada por la produccion de compuestos fungitéxicos por la planta hospedera
(Kuc, 1995).

La mayoria de las fitoalexinas son menos fitotoxicas que los fungicidas sintéticos,
estas pueden acumularse en grandes cantidades en los tejidos de las plantas
(Harborne, 1999) y son sintetizadas en las células sanas adyacentes a las células
dafadas. Muchos tipos de inductores de fitoalexinas se han identificado: hongos,
bacterias, virus y otros patégenos que liberan o producen inductores de diversa
naturaleza quimica como sales inorganicas, carbohidratos complejos, lipidos,

acidos grasos, oligémeros del tipo quitosanos, polipéptidos y etileno (Garcia, 2003).
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Como se ha mencionado, muchos compuestos catalogados como fitoalexinas,
también pertenecen al grupo de los flavonoides, los cuales en la actualidad son de
gran interés debido a su amplia gama de actividades biolégicas benéficas para el

ser humano.

1.5. Flavonoides.

El término “Flavonoide” es generalmente utilizado para describir una amplia
coleccién de productos naturales que presentan un ndcleo fenil-benzopirano
funcionalizado. Dependiendo de la posicion donde se encuentre sustituido el anillo
aromatico en el benzopirano (cromano), se pueden dividir en tres clases:
flavonoides (2-fenilbenzopiranos), isoflavonoides (3-benzopiranos), y en

neoflavonoides (4-benzopiranos) (Figura 1.5.1) (Grotewold, 2006).

Figura 1.5.1 Clasificacion de los flavonoides de acuerdo a la sustitucién del grupo
fenilo. a) Flavonoides, b) isoflavonoides y c¢) neoflavonoides.

Los anillos que forman parte del nacleo de los flavonoides son denominados A, B 'y
C; los atomos de carbono individuales son referidos por un sistema numérico, el
cual utiliza nimeros ordinarios para los anillos Ay C y nUmeros primos para el anillo
B (Figura 1.5.2.)(Cartaya, 2001).
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Figura 1.5.2. Numeracion del nucleo fenil-benzopiranico.

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas verdes
(especialmente las angiospermas), y sélo algunos pocos se han detectado en
hongos y algas. Se han encontrado en las diferentes partes de las plantas,
especialmente en las partes aéreas; y se les encuentra en forma libre (también
llamados agliconas flavonoides), como glicésidos, como sulfatos y algunas veces
como dimeros y polimeros (He, 1996). Los glicésidos pueden ser de dos clases: con
los carbohidratos ligados a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal) es
decir como O-glicésidos; o con los carbohidratos ligados a través de enlaces C-C,

es decir como C-glicésidos (Martinez, 2005).

Estos compuestos son muy importantes para el desarrollo y buen funcionamiento
de las plantas, ya que actian como atrayentes de animales en la ovoposicion, como
agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccion por organismos
fitopatdgenos; ademas, estos compuestos presentan propiedades relacionadas con

la salud humana, lo cual esta basado en su actividad antioxidante (Cartaya, 2001).
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II. ANTECEDENTES

El reino vegetal ha despertado interés debido a la diversidad de compuestos que
presenta, sin embargo, este es susceptible al ataque de organismos. Un ejemplo de
ello es la madera, la cual es un material muy susceptible de alteracién por agentes
bioldgicos y microbiologicos. El ataque biologico ocurre en diferentes partes de la
pared celular, dependiendo del tipo de organismo agresor y de sus caracteristicas
metabdlicas. Generalmente la madera es atacada por organismos entre los que se

destacan, hongos, bacterias, insectos y algunos vertebrados (Zanni, 2008).

Los agentes xil6fagos son organismos que degradan la madera; la palabra xil6fago
proviene del griego “xilo” que significa madera y “fago” alimentacién. Al alimentarse
de los componentes de la madera, el agente xil6fago provoca su degradacion,

disminuyendo sus propiedades fisico-mecanicas (Peraza, 2001).

Los hongos xiléfagos son responsables de grandes pérdidas econdémicas por la
destruccion de grandes cantidades de madera, principalmente aquellas destinadas
a la construccién (Bobadilla, 2004). El uso de la madera depende principalmente
de sus propiedades fisicas y mecanicas. Estas propiedades son modificadas en
mayor 0 menor escala, por las alteraciones que sufre la madera. Entre las causas
que provocan estas alteraciones, los agentes biolégicos ocupan un papel
importante. Estos organismos se encuentran asociados principalmente a la
pudriciéon blanca y pudricion marrén, ejemplo de ellos son Trametes versicolor y
Gloeophyllum trabeum, usados en las pruebas de durabilidad a nivel internacional
de acuerdo con las normas A.S.T.M. D: 2017-81 (Holmquist y col. 2007).

En estados avanzados de pudricion, la madera pierde peso y presenta poca
consistencia, a tal punto que se puede partir y resquebrajar bajo la menor presion
ejercida (Bobadilla, 2004), lo que provoca que ya no pueda ser utilizada para fines
de construccion, ebanisteria, o cuya funcién requiera que sus propiedades fisico-

mecanicas estén intactas.
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En el 2011 Martinez aislé la Medicarpina del duramen del arbol Dalbergia
congestiflora y demostré su efecto antifingico contra el hongo T. versicolor. Al
obtener un porcentaje de inhibicion del 100% a concentraciones de 150 mg/L. La
actividad antifangica que presenté la Medicarpina se le atribuydé a su anclaje
molecular en la enzima Lacasa del hongo (Figura 2.1.1); mediante un estudio de
Docking usando el programa AutoDock, se observo el acoplamiento de la
Medicarpina en una cavidad cercana al sitio T2/T3 de la enzima (Figura 2.1.2), lo
que provoca el bloqueo de entrada de oxigeno, que a su vez interrumpe la
trasferencia de electrones, como consecuencia de esto no se lleva a cabo la

degradacion del sustrato.

Las enzimas de tipo lacasa son miembros de la familia de Cu-oxidasas azules y
catalizan la oxidaciébn de compuestos fendlicos y aminas aromaticas con la
correspondiente reduccion de oxigeno molecular a agua (Gold, 1993). La oxidacién
de los compuestos fendlicos y polifendlicos se lleva a cabo mediante la abstraccion
de un electrén para dar radicales, lo que conlleva a una reaccion en cadena para

llevar a cabo la degradacion de los sustratos (Higuchi, 1989).

T2/13

Cavidad del Cu1(T1)

Figura 2.1.1. Enzima Lacasa del hongo Trametes versicolor.
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Sitio de acoplamiento
con la Medicarpina

Sitio de acoplamiento
con el sustrato

Figura 2.1.2. Acoplamiento entre la enzima Lacasa y la Medicarpina.

2.2 Medicarpina.

3-hidroxi-9-metoxipterocarpano, es un compuesto perteneciente a la familia de los
isoflavonoides, especificamente a la subdivision de los pterocarpanos cuya formula
condensada es CisH140a4.

HO

OCHs

Figura 2.2.1. Estructura Quimica de la (+)-Medicarpina.
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La Medicarpina se ha reportado su obtencién de los géneros Lathyrus, Medicago,
Trifolium, Trigonella, Andira y Dalbergia especies (Leguminosae) (Harborne, 1999).
Algunas de estas especies se consideran maderas finas y son nativas de los
bosques del Estado de Michoacan, como es el caso de Dalbergia spp y Andira

inermis.

Estudios anteriores han demostrado que la Medicarpina estimula la diferenciacion
de osteoblastos y mineralizacion a concentraciones menores a 107" M. Estas
investigaciones arrojaron el resultado de que este compuesto produce un aumento
de la formacién de células osteoprogenitoras en la médula 6sea y la formacion de
osteoide (superficie de mineralizacidn, las tasas de formacion de aposicién mineral/
hueso), por lo que este isoflavonoide puede ser un potencial agente osteogénico
(Bhargavan, 2012).

Este isoflavonoide ha mostrado actividad nematicida contra Caenorhabditis
elegans, presentando una DL50 de 25 pg/mL. Ensayos con extractos de raiz de
Taverniera abyssinica A. Rich (Leguminosae), presentaron esta actividad y a partir
de estos, se aislé la Medicarpina como la responsable de la actividad (Stadler,
1994).

Liu y colaboradores (2002) demostraron que la Medicarpina presenta induccion de
la apoptosis en células mononucleares de sangre periférica a concentraciones de
10 pg/mL, ademas de presentar también efecto inductivo de la apoptosis en

fibroblastos de pulmoén humano.

En nuestro grupo de trabajo se realizaron ensayos con el duramen del arbol Andira
inermis; tanto los extractos hexanico y de acetato de etilo obtenidos del arbol
presentaron un porcentaje de inhibicion del 100% frente al hongo de pudricion
blanca Trametes versicolor a concentraciones de 250 y 500 mg/L, de estos extractos
se aislo la Medicarpina y a partir de esta se preparé su derivado acetilado el cual

inhibié el hongo totalmente a la concentracién de 100 mg/L (Quevedo, 2012).
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Dentro de las especies enlistadas (Tabla 1), se resaltan los arboles Tepehuaje
(Lysiloma acapulcense) y Palo dulce (Eysenhardtia polystachya), ya que son las
especies que se estudiaron en este proyecto, debido a que ambos son reconocidos
por parte de los habitantes de la comunidad donde se recolectaron (Taretan,

Michoacan), por ser arboles muy resistentes a la degradacion.

2.3 Lysiloma acapulcense

Conocido como Tepehuaje, es un arbol de hasta 20 metros de altura, con copa

redondeada, cuyo tronco llega a tener un diametro de 75 cm (Figura 2.3.1).

Figura 2.3.1. Arbol Lysiloma acapulcense conocido como Tepehuaje.

Sinonimia: Acacia acapulcensis Kunth; Acacia desmostachys Benth; Lysiloma
cuneata Britton y Rose; L. desmostachya; L. jorullensis; L. platycarpa; L. purpusii.

Nombres comunes: Tepehuaje, wayal, wayal te’.

Esta especie se encuentra distribuida desde el centro y sur de México (Figura 2.3.2)
por toda Centro América y en las Antillas, desde la selva baja y mediana caducifolias
(bosque seco caducifolio) en suelos pobres y rocosos (Arboles de Centro
América).
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Figura 2.3.2. Distribucion geogréfica de Lysiloma acapulcensis en la Republica
Mexicana (Pennington, 2005).

USOS

Su madera se usa para construcciones y como poste en cerca debido a su

durabilidad y resistencia a la degradacion.

Su principal uso medicinal es para tratar la diarrea, en Guerrero y Jalisco se emplea

el cocimiento de la corteza. En Sonora se menciona util para curar heridas y

ampollas.

En la corteza del tallo de Lysiloma acapulcensis se ha demostrado la presencia de
taninos y del esterol beta-sitosterol (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

En el afio de 1995, Reyes y colaboradores evaluaron la resistencia de la madera de
Lysiloma acapulcensis frente al ataque de termitas Heterotermes sp. Se evalué la
durabilidad de tablones de 2.5 x 2.5 x 5 cm de esta especie, los cuales fueron
expuestos por 15 meses al ataque de las termitas, donde se obtuvo como resultado
que esta especie de arbol se clasificO como resistente al ataque por termitas del

género Heterotermes.
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Navarro y colaboradores en el afio 2003 realizaron ensayos para probar la actividad
antifingica de los extractos hexanicos y metanolicos obtenidos de esta especie, los
cuales se probaron contra hongos que provocan micosis en humanos como:
Aspergillus niger, Trychophyton mentagrophytes, Trychophyton rubrum y Candida
albicans. Donde se reporta que solo los extractos metandlicos presentaron actividad

antifangica contra los 4 hongos mencionados.

Se han realizado estudios de las propiedades fisico-mecéanicas de la madera de
Tepehuaje, donde el valor promedio de la densidad de la madera que se determind
fue de 0.76 g/cm?® correspondiendo a la clasificacion de muy alta. Asi, una alta
densidad de la madera influye en alta resistencia mecéanica lo que podria influir en

la alta durabilidad de la especie frente la degradacion (Mondragon, 2010).

2.4 Eysenhardtia polystachya

Arbusto o arbol perteneciente a la familia de las Leguminosas, mide de 2 a 8 metros
de altura (Figura 2.4.1) cuyas ramas jévenes se recubren con pelos finos, sus hojas
son divididas con apariencia plumosa, presenta flores blancas, olorosas, agrupadas
en racimos apretados y verticales. Los frutos son unas vainas café palido, lisas y

puntiagudas. La madera de color café rojizo es muy dura.

Figura 2.4.1. Arbol Eysenhardtia polystachya.
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Nombres comunes:

Chiquiliche, coatillo, palo cuate, palo dulce, rosilla, taray, vara dulce, varaduz.
Distrito Federal: ursa, Guerrero: yitu bishi, coatli, Nayarit: bisasa; Oaxaca: 'ma soo;
San Luis Potosi: chilab te', tsakam wayal (Biblioteca Digital de la Medicina

Tradicional Mexicana, 2009).

Abundante en zonas semicalidas, con temperaturas entre 12 y 19 °C y una
precipitacion anual de 300 a 1800 mm. Se encuentra ampliamente distribuido en los
estados de Colima, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, D.F., Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San

Luis Potosi, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas.

A este arbol se le atribuyen propiedades medicinales, se usa en problemas renales
incluyendo los calculos y como desinflamatorio. En el remedio se utilizan las hojas
y tallos en cocimiento. En algunos casos es usado como desinfectante de ojos, para
lavar heridas y contra la diabetes. Popularmente se le atribuyen propiedades

diuréticas y anticonceptivas.

En el tallo de E. polystachya se han identificado los flavonoides dimetoxi-
metilendioxi-pterocarpano y dehidrorotenona, el esterol beta-sitosterol. En la
corteza del tallo se han detectado los mismos componentes ademas del triterpeno
beta-amirina. En el duramen el flavonoide hidroxi-trimetoxi-isoflavona, y en la
madera del tronco, los flavonoides coatline A y B y la cumarina flemichaparin C

(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Alvarez y colaboradores (1998) reportan el aislamiento de dos isoflavonoides de la
corteza de este arbol; (3S)-7-hidroxi-2',3',4",5',8—pentametoxisoflavonoide (6) y el
(3S)- 3',7-dihidroxi-2',4",5',8-tetrametoxisoflavonoide (7) (Figura 2.4.2), ademés de

estigmasterol, isoduartin (7,2'-dihidroxi-8,3',4'-trimetoxisoflavonoide) y cuneatin.
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6: R1=H, R2= CH3

7:R1=R2=H
OCH;

H,CO OCH;
OR,

Figura 2.4.2. Estructura de los dos flavonoides reportados por Alvarez y col. 1998.

Pérez (2002) reportdé el aislamiento de dos isoflavonoides 7-hidroxi-2’,4’,5'-
trimetoxiisoflavona (11) y 7-hidroxi-4’-etoxiisoflavona (12) (Figura 2.4.3), aislados
de la madera de palo dulce, los cuales presentaron un efecto inhibitorio en la
formacion y crecimiento de cristales de oxalato y fosfato de calcio en orina humana,

reduciendo el grado de agregacion y el tamafio de la particula precipitada.

OMe

1 OMe

Figura 2.4.3. Isoflavonoides con actividad inhibitoria en la formacion y crecimiento
de cristales de oxalato, aislados de Eysenhardtia polystachya.
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Pablo (2009), reporto en un estudio fitoquimico que los flavonoides son un grupo de
metabolitos secundarios que se exhiben habitualmente en el palo dulce. Estudios
posteriores de este autor demostraron que las fracciones ricas en flavonoides de
Eysenhardtia polystachya indujeron actividad antiinflamatoria y no provocaron
alteraciones morfologicas ni histologicas en ratas tratadas con fracciones obtenidas

del extracto etandlico de corteza del arbol.

Si bien la busqueda de compuestos activos de origen natural puede darnos una
infinidad de estructuras clave con actividad bioldgica definida, la funcionalizacién de
compuestos que ya se tiene reportado que son activos, puede darnos mejor
respuesta o potencializar algun efecto. Ademas la modificacion de los productos
naturales mediante distintos procesos de sintesis ha proporcionado farmacos semi-
sintéticos utiles (Remington, 2000).

2.5. Relaciéon estructura actividad.

La optimizacion de la potencia y el perfil farmacolégico de un determinado
compuesto quimico con actividad biologica, se puede llevar a cabo mediante
sintesis de analogos, isomeros o la modificacion de grupos funcionales o del

sistema de anillos de la molécula (Gabils, 2004).

La actividad de un compuesto depende del tamafo, la formay el grado de ionizacién
de la molécula, ya que estos parametros determinan si se realiza 0 no la unién
farmaco-receptor. Estos parametros se estudian creando analogos o introduciendo
modificaciones en la molécula original (Remington, 2000). Por ende estos cambios
pueden aumentar o disminuir de forma notoria las afinidades de los compuestos
nuevos para las diferentes clases de receptores, con la consiguiente modificacion
de sus efectos (Katzung, 1991). Asi, los compuestos que tienen mayor nimero de
sitios de interaccion (Grupos funcionales) con su receptor permanecen mayormente
unidos a él, que aquellos compuestos que tienen pocos sitios de interaccién, lo que

se traduce en la potencializacion de la actividad (Patrick, 2008).
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Se ha observado que la afinidad lipofilica de algunos compuestos incrementa su
actividad, como es el caso de los pterocarpanos, cuya actividad antifingica se
favorece con el incremento de la lipofilicidad, debido a que esto permite que los
compuestos puedan penetrar a través de la membrana de los hongos (Harborne,
1978). Con el fin de aumentar la lipofilicidad, Tempesti y colaboradores (2012)
prepararon un nuevo derivado de la quercetina con la adicion de un grupo CFs, este
nuevo derivado mostré mayor efectividad que su compuesto de partida contra
Candida albicans.

Hirano y colaboradores (1967) calcularon la densidad electrénica de los orbitales
nucleofilicos de frontera en bactericidas derivados del nitrofurano verificando que
los &tomos de nitrégeno y oxigeno del grupo nitro constituyen sitios que aceptan
electrones y que su actividad bactericida se debe a esta propiedad.
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ll. JUSTIFICACION

Las maderas finas nativas de nuestro Estado son conocidas por su resistencia a la
degradacion fungica, dado que los metabolitos secundarios de las plantas juegan
un papel muy importante en su proteccidn contra agentes patdégenos, ha llevado al
interés por descubrir cuéles son los compuestos que estan participando en dicho

efecto.

Uno de los metabolitos es la Medicarpina cuya actividad antifungica ha sido
evaluada con anterioridad (Martinez, 2011), y su derivado acetilado se ha
demostrado que presenta efecto antifGngico a menor concentracion que la
presentada por la Medicarpina (Quevedo, 2012), por lo cual al sintetizar otros
derivados de este compuesto se pondra en manifiesto el efecto que muestra sobre

su actividad antifungica.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la actividad antifungica del duramen de dos maderas finas (Lysiloma
acapulcense y Eysenhardtia polystachya) e identificar el o los compuestos que estan
involucrados en dicho efecto, el cual se comparard con los derivados

funcionalizados de Medicarpina.

OBJETIVOS PARTICULARES.

» Obtener extraibles del duramen de L. acapulcense y E. polystachya y

ensayar su actividad inhibitoria frente al hongo Trametes versicolor.

» Purificar los extractos que presenten actividad antifangica y analizarlos por
RMN, IR y Masas para la elucidacion estructural de los compuestos
responsables de esta actividad.

» Preparar derivados funcionalizados de Medicarpina (Figura 5.4.1) y evaluar

su actividad antifungica contra Trametes versicolor.
» Realizar estudio comparativo de la actividad antifingica de los derivados

funcionalizados de la medicarpina con los extraibles del duramen de

maderas finas, mediante las pruebas de inhibicion del hongo T. versicolor.
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V. METODOLOGIA

5.1 Obtencidn de extraibles.

El duramen de las maderas en estudio (Lysiloma acapulcensis y Eysenhardtia
polystachya) se astillaron y molieron hasta obtener un polvo fino como harina, la
cual se tamiz6 con malla numero 40, esta harina se compacté en dedal de celulosa

y coloco en equipo Soxhlet con 150 mL de solvente para posterior reflujo de 4 horas.

Se realizaron extracciones sucesivas, aumentando la polaridad de los solventes

utilizados, los cuales se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 5.1. Solventes utilizados para la obtencion de extractos a partir del duramen
de las especies en estudio.

Solvente Cantidad mL
Hexano
THF 150

Acetato de etilo

Posterior al tiempo de reflujo se concentré y se obtuvieron los extractos totales.

5.2 Determinacién de la actividad biolégica de los extractos crudos.

Los extractos obtenidos de cada madera se probaron para ver si presentaban
actividad antifungica, esto se realizé por medio de la prueba de difusion en placa de

los extractos y posterior inoculacion del micelio del hongo.
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Se prepararon placas de agar papa-dextrosa y se les incorporaron los extractos
para tener una concentracion de 250 y 500 mg/L de cada uno. De igual manera se
desarrollé un control, el cual consistié en el agar sin tratamiento; un control positivo,
en el cual se uso6 la Medicarpina a la concentracion de 150 mg/L y un control con
acetona, ya que esta se utilizé para disolver los extractos previos a la incorporacion
al agar. Una vez solidificado el agar, se inoculé con micelio del hongo y se incubaron
por 7 dias a 28 £2 °C y posterior a este tiempo, se determiné el porcentaje de
inhibicion que presentaron los extractos con la férmula siguiente (Rutiaga, 2001,
Martinez, 2011).

. e s crecimiento control -crecimiento tratamiento
% de inhibicion = x 100

Crecimiento control

Los extractos que presentaron actividad biologica se seleccionaron para posterior

purificacion por cromatografia en columna.

5.3 Separacion de los componentes mayoritarios de los extractos con

actividad biolégica.

Cada extracto se purific6 por cromatografia en columna, utilizando como fase
estacionaria gel de silice (70-230 malla) y como fase movil mezcla de solventes de

polaridades crecientes.

Los compuestos mayoritarios separados, se utilizaron para realizar una nueva
prueba de actividad antifingica siguiendo la metodologia de la seccién 5.2. Aquellos
que presentaron actividad, se procedié su elucidacion estructural por métodos

espectroscopicos, y se compararon con la bibliografia.

La metodologia se resume en el esquema 5.
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Esquema 5. Metodologia para el estudio quimico y evaluacion antifiUngica del
duramen de maderas finas.

5.4 Obtencion de Medicarpina.

Partiendo del duramen del arbol Andira inermis se obtuvo un extracto mediante
maceracion de las astillas con mezcla de hexano-cloruro de metileno 3:2. El extracto
se purificé por medio de columna cromatogréafica usando mezcla de hexano-acetato
de etilo 4:1 para asi obtener los cristales de Medicarpina. Se corrobor6 la obtencion
de la misma mediante RMN de 'H y por comparacién con los datos de la bibliografia
(Martinez, 2011).
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5.4.1 Preparacion de derivados de Medicarpina.

Los cristales de Medicarpina se sometieron a las condiciones de reaccion
pertinentes para obtener los derivados deseados (Figura 5.4.1), una vez obtenidos,
se evalud la actividad antifingica de los nuevos derivados a concentraciones de
50,100 y 150 mg/L.

RCOCI 0]

base

3, R = CgHy-4-NO,
4, R = CGH4-4-OMe
5, R=Ph

Figura 5.4.1. Condiciones de reaccidbn para la obtencibn de derivados
funcionalizados de Medicarpina.

Los sustituyentes escogidos seran para determinar el efecto de la demanda

electronica de los grupos en la actividad biolégica que presente la molécula.
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VI. RESULTADOS

6. Estudio del duramen de las dos especies forestales y evaluacion

antifangica.

6.1. Lysiloma acapulcense

El duramen del arbol Lysiloma acapulcense conocido como Tepehuaje, se astilld y
molié hasta obtener una harina fina la cual se tamiz6 en malla nimero 40
(equivalente a 40 orificios por pulgada). La harina obtenida se coloc6 en dedal de
celulosa y se montd en equipo soxhlet para posterior extraccion con solventes. Los

resultados se presentan en la Tabla 6.1.1.

Tabla 6.1.1. Porcentaje de extraibles obtenidos del arbol Lysiloma acapulcense
(Tepehuaje), mediante reflujo en equipo soxhlet por 4 horas, lote de 16.156 g de
harina del duramen.

Solvente Peso extractos (Q) % % Total extraibles
Hexano 0.017 0.10
THF 2971 18.38 20.23
Acetato de etilo 0.283 1.75

Los extractos presentaron una consistencia de miel y de coloracion que va del

amarillo claro hasta marrén (Figura 6.1.1).
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Figura 6.1.1. Aspecto de los extractos obtenidos del duramen de Tepehuaje.

El extracto hexanico presentd una coloracion amarillo claro con presencia de

pequefias particulas sélidas.

El extracto obtenido con THF, el cual fue el que presenté mayor cantidad en peso
de extraibles, este extracto presentd una coloracion marrén-rojiza y aspecto
mieloso, mientras que el extracto obtenido con acetato de etilo, present6é un color

marrén oscuro.

De cada extracto se obtuvo el espectro de RMN de 'H correspondiente y se
utilizaron para realizar pruebas de actividad antifingica (Grafica 6.1.1). Cada
extracto se disolvié en 0.5 mL de acetona, para incorporase al agar papa dextrosa
a concentraciones de 250 y 500 mg/L. Se realizd un ensayo con agar sin tratamiento
como control negativo y un ensayo con 0.5 mL de acetona incorporada en el agar,
esto con el fin de ver si la cantidad de acetona usada para disolver los extractos

interferia en la prueba.

Una vez solidificado el agar se cortaron cubitos de 3 por 3 mm del micelio del hongo
T. versicolor y se inocularon las placas de agar con el micelio, las cuales se
incubaron a 28 + 2 °C durante 7 dias debido a que son los dias necesarios para que
el hongo control crezca lo suficiente para hacer la medicion y comparacion del

crecimiento respecto del hongo inoculado en los agares tratados.
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Gréfica 6.1.1. Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos del duramen de
Tepehuaje contra el hongo Trametes versicolor.

El Unico extracto que presentd actividad contra el hongo fue el obtenido con THF y
se observo que la cantidad de acetona que se utilizé para disolver los extractos no
afecto el crecimiento del hongo, ya que no hubo diferencia del crecimiento respecto

al control, por lo que se continudé usando la acetona para disolver los extractos
previos a incorporarlos al agar.
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Figura 6.1.2. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCI3) de extracto obtenido con
hexano a partir de duramen de Tepehuaje.

En el extracto hexanico se observan sefiales a campo alto, correspondientes a
hidrogenos alifaticos, los cuales los encontramos en el rango de 0.5 a 2.0 ppm,

ademas se observan hidrogenos bases de heteroatomo en el rango de 3.0 a 4.5
ppm.
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Figura 6.1.3. Espectro de RMN-!H (400 MHz, en acetona-D) de extracto obtenido
con THF del duramen de Tepehuaje.

En el espectro del extracto obtenido con THF se siguen observando sefales a
campo alto correspondientes a hidrégenos alifaticos y aparecen sefiales en la regiéon
de los hidrégenos vinilicos que aparecen desde 4.0 a 7.0 ppm.
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Figura 6.1.4. Espectro de RMN-!H (400 MHz, en acetona-D) de extracto obtenido
con acetato de etilo a partir del duramen de Tepehuaje.

El extracto obtenido con acetato de etilo se observa como una mezcla menos
compleja en comparacion con los dos extractos anteriores; muestra sefiales entre
0.50 a 1.30 ppm correspondientes a hidrogenos alifaticos, cerca de 2.00 ppm se
observan sefiales simples que pueden corresponder a hidrogenos de acetilo,
ademas se observan sefiales a campo bajo correspondientes a hidrogenos
aromaticos. No se identifico el o los compuestos contenidos en este extracto debido

a gue no presento actividad inhibitoria contra T. versicolor.

Se continu6 el andlisis del extracto activo (THF), del cual se obtuvieron 9 fracciones
gruesas (de la fraccion 1 a 3 no se obtuvo extracto), de 150 mL cada una, las cuales

se resumen en la Tabla 6.1.2.
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Tabla. 6.1.2. Fracciones gruesas de extracto obtenido con THF del duramen de
Tepehuaje.

Fraccion Polaridad

1 Hexano

2 hexano:AcOEt (19:1)
3 hexano:AcOEt (9:1)
4 hexano:AcOEt (17:3)
5 hexano:AcOEt (4:1)
6 hexano:AcOEt (7:3)
7 hexano:AcOEt (3:2)
8 hexano:AcOEt (1:1)
9 AcOEt:Hexano (3:2)
10 AcOEt:Hexano (7:3)
11 Acetato de etilo
12 Metanol

A cada una de las fracciones gruesas obtenidas se les evalué su actividad
antifiingica a concentraciones de 250 y 500 mg/L. Las fracciones que presentaron
un espectro de RMN-'H similar se juntaron, como fue el caso de fracciones 4 con 5,
y fracciones 8 a 10. Los resultados se esquematizan en la Grafica 6.1.2.
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Gréfica 6.1.2. Evaluacién de la actividad antifingica de las fracciones gruesas
obtenidas del extracto de THF del duramen de Tepehuaje.

La mayoria de las fracciones presentaron inhibicion contra el hongo T. versicolor, a
la concentracion de 500 mg/L, mientras que a la concentracion 250 mg/L sélo las
fracciones 5 y 8 presentaron el 46 y 16.4% de inhibicion respectivamente (Gréfica
6.1.2). Algo que se resalta, es que de la fraccién 4 hasta la 10 se observa la
presencia de un compuesto cuyo patréon de sefiales en RMN de 'Hes a 1.43 ppm

(18 H, s), 2.27 ppm (3H, s), 5.01 ppm (1H, s) y 6.98 ppm (2H, s) (Figura 6.1.5).
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Figura 6.1.5. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) fracciones 4 y 5, extracto

obtenido con THF a partir del duramen de Tepehuaje.

75 7.0 6.5 6.0 LAY S.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0
f1 (pom)

Figura 6.1.6. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) fraccion 6, extracto
obtenido con THF a partir del duramen de Tepehuaje.
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Figura 6.1.7. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) fraccién 7, extracto
obtenido con THF a partir del duramen de Tepehuaje.
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Figura 6.1.8. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) fracciones 8 a 10,
extracto obtenido con THF a partir del duramen de Tepehuaje.
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Figura 6.1.9. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) fracciéon 11, extracto
obtenido con THF a partir del duramen de Tepehuaje.

De acuerdo con los resultados de la Gréfica 6.1.2 y comparandolos con los
espectros de RMN de 'H, todas las fracciones que tuvieron actividad contra el hongo
(Fracciones 4 a 10) presentan un compuesto en comun, a diferencia de la fraccion
11, donde no se presenta este compuesto (Figura 6.1.9), la cual no presenté
actividad por lo que se infirid que el compuesto presente en el espectro de RMN de
'H de la Figura 6.1.5 esta implicado en la actividad antifingica que presentaron los

extractos que lo contienen.
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Continuando con el estudio de las maderas finas, se presentan los resultados del
arbol Eysenhardtia polystachya, con el cual se siguié la misma metodologia de
estudio quimico y evaluacién antifingica (Esquema 5) que se llevé a cabo con el

arbol Lysiloma acapulcensis.

6.2. Eysenhardtia polystachya

Los resultados de los extracto totales obtenidos del duramen de Palo dulce se

presentan en la tabla siguiente.

Tabla 6.2.1. Porcentaje de extraibles obtenidos del arbol Palo dulce mediante reflujo
de 4 horas en equipo Soxhlet, lote de 25.095 g de harina del duramen.

Solvente Peso extractos (g) % % Total extraibles
Hexano 0.093 0.37
THF 6.197 24.70
25.95
Acetato de etilo 0.221 0.88

Los extractos obtenidos de la madera de Palo dulce presentaron un aspecto
mieloso, el extracto hexanico se observo de un color amarillo-anaranjado; el extracto
de acetato de etilo present6 coloraciéon café oscuro y ambos se obtuvieron en menor
porcentaje respecto al extracto de THF del cual se obtuvo en mayor proporcion y
presento coloracion café (Figura 6.2.1).
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Figura 6.2.1. Extractos del duramen de Palo dulce.

De cada extracto se realiz6 la prueba de actividad antifungica contra el hongo T.
versicolor. Cada uno se probo a concentraciones de 250 y 500 mg/L (Grafica 6.2.1).
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Grafica 6.2.1. Porcentaje de inhibicion de extractos obtenidos del duramen de palo
dulce contra T. versicolor.

El extracto hexanico presentd a ambas concentraciones cierto porcentaje de
inhibicidn; el extracto obtenido con THF presentd el mayor porcentaje de inhibicion
del 42.8 % a la concentracion mayor que se ensayd (500 mg/L); mientras que el

extracto obtenido a partir de acetato de etilo, no presento efecto inhibitorio contra el
hongo (Gréfica 6.2.1).
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Los espectros de RMN de 'H de los extractos totales se muestran de las Figuras

6.2.2alab6.2.4.
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Figura 6.2.2. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) de extracto hexanico del
duramen de Palo dulce.

En el extracto hexanico podemos observar sefiales de hidrogenos alifaticos desde
0.5 a 2.0 ppm, cerca de 4.0 ppm se observan sefales simples que pueden
corresponder a metoxilos y entre 6.5y 7.0 ppm (region de hidrégenos aroméaticos)

se observan tres sefiales, las cuales integran para un hidrégeno cada una.
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Figura 6.2.3. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) de extracto obtenido
con THF a partir del duramen de Palo dulce.

En el espectro superior se observa casi nula la presencia de los hidrégenos alifaticos

y aparecen nuevos grupos de sefales a campo mas bajo correspondientes a

hidrégenos aromaéticos.
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Figura 6.2.4. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) de extracto obtenido
con acetato de etilo a partir del duramen de Palo dulce.

El extracto obtenido con acetato de etilo se observa como una mezcla mas compleja
en comparacion con el obtenido con THF, sin embargo al no presentar actividad
inhibitoria contra el hongo, se descart6 para pruebas posteriores, solo los extractos
tanto el hexanico como el obenido con THF se procesaron debido a la actividad
mostrada; se dividio cada extracto en fracciones gruesas para determinar que

compuesto o compuestos estaban interviniendo en la inhibicion del hongo.

Se comenzd con el extracto menos polar (hexanico), el cual se dividi6 en 6
fracciones gruesas de 150 mL cada una, cuyos detalles se presentan en la
Tabla 6.2.2.
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Tabla 6.2.2. Fracciones gruesas del extracto hexanico del duramen de Palo dulce.

Fraccion Polaridad

1 Hexano
hexano:AcOEt (97:3)
hexano:AcOEt (19:1)
hexano:AcOEt (9:1)
hexano:AcOEt (17:3)
hexano:AcOEt (4:1)

o O~ WDN

Una vez obtenidas las fracciones se prosiguié a evaluarlas contra el hongo, los
resultados se presentan en la Grafica 6.2.2.
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Gréfica 6.2.2. Porcentaje de inhibicion de fracciones gruesas del extracto hexanico
obtenido a partir del duramen de Palo dulce.

A continuacion se presentan los espectros de RMN-'H de las fracciones que se
evaluaron.
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Figura 6.2.5. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCI3) de fraccion 2 obtenida del
extracto hexanico del duramen de Palo dulce.

El espectro de la fraccién 2 del extracto hexanico presenta sefiales a campo alto,

las cuales corresponden a hidrégenos alifaticos, hidrogenos base de heteroatomos

y sefiales que pueden corresponder a hidrégenos vinilicos (4 a 7 ppm).
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Figura 6.2.6. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) de fraccion 3 obtenida del
extracto hexanico del duramen de Palo dulce.

La fraccién 3 obtenida del extracto hexanico presentd sefiales caracteristicas que
de acuerdo a la literatura corresponden a una mezcla de estigmasterol y 3-sitosterol,
sin embargo esta mezcla de esteroles no presentd actividad inhibitoria contra T.

versicolor, por lo que la purificacién de ambos compuestos fue descartada.
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Figura 6.2.7. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCI3) de fraccion 4 obtenida del

extracto hexanico del duramen de Palo dulce.
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Figura 6.2.8. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) de fracciéon 5 y 6 obtenida
del extracto hexanico del duramen de Palo dulce.
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A patrtir de las fracciones 5y 6 (Figura 6.2.8) del extracto hexanico obtenido del
duramen del arbol Eysenhardtia polystachya, se obtuvo un compuesto puro, cuya
apariencia fisica fue de un sélido granular color naranja, su espectro de RMN de H

y 13C se presentan en las Figuras 6.2.9 y 6.2.10.

En el espectro de RMN de H! se observa una sefal en 2.74 ppm con una
multiplicidad de doble de dobles (J= 7, 16 Hz, 1H), en 3.04 encontramos otra sefial
doble de dobles (J=7, 16 Hz, 1H); en 3.44 ppm se encuentra una sefial multiple que
integra para un hidrégeno, en 4.12 ppm se observa una sefial doble de doble de
dobles (J= 0.9, 6.4, 10.6 Hz, 1H), en 4.32 se observa una sefal doble de doble de
dobles (J= 0.9, 3.1, 10.6 Hz, 1H) en 5.68 ppm se observa una sefal simple ancha
que integra para un hidrogeno; en 3.87, 4.01 y 4.02 ppm se observan tres sefiales
simples que integran para 3 hidrogenos cada una, a campo bajo se ubica en 6.36
ppm una sefal doble (J= 1.2 Hz, 1H), en 6.54 ppm se observa otra sefial doble (J=

8.4 Hz, 1H) y finalmente se observa otra sefial doble en 6.70 ppm (J=8.4 Hz, 1H).

El espectro de RMN de C*2 nos determiné que la molécula estaba formada por 18
atomos carbonos y que presentaba dos carbonos de carbonilos en
aproximadamente 185 ppm. Con la ayuda del espectro de masas de alta resolucién
se obtuvo el valor del ion molecular [M]* de 346.0995 m/z, calculado para 346.1008
m/z (C1sH1807).

El espectro de infrarrojo arrojé bandas caracteristicas; v max, cm 1 3439 (OH),
2944.30, 2840.78 (C-H), 1651.30 (C=0), 1496.97 (Aromaticos).

Tras una basqueda en la literatura, se encontrd la isoflavanquinona 7-hidroxi-
8,3",4"-trimetoxiisoflavanquinona conocida como Amorfaquinona. Cuyos espectros
de RMN de !H, 3C vy los datos de masas e IR, concuerdan con el compuesto
obtenido de la fraccién 5y 6 del extracto hexanico de este arbol, al cual denotamos
como compuesto 8 y del cual no hay reportes de su presencia en el duramen de
este. En base a la literatura, se asignaron las sefales que se presentan en las
Figuras 6.2.9y 6.2.10.
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Figura 6.2.9. Espectro de RMN 'H (400 MHz, en CDCIs3) del compuesto 8 obtenido
del extracto hexanico del duramen de Palo dulce.
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Figura 6.2.10. Espectro de RMN 13C (100 MHz, en CDCIz) del compuesto 8 obtenido
del extracto hexanico del duramen de Palo dulce.
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De los datos espectroscopicos reportados por Rahman, 2011, se compararon los
datos de 3C de la amorfaquinona y los datos obtenidos del compuesto 8 (Tabla
6.2.3) para confirmar la identidad del compuesto obtenido.

Tabla 6.2.3. Comparacion de los espectros de *C la 7-hidroxi-8,3",4 -
trimetoxiisoflavanquinona (Amorfaquinona) y del compuesto 8 obtenido de la
fraccion 6 del extracto hexanico, ambos espectros fueron adquiridos en CDClz a 100
MHz.

Carbono Rahman (2011) Experimental compuesto
8
2 68.2 68.6
3 30.7 30.8
4 28.9 29.0
5 124.1 124.9
6 108.3 108.5
7 148.0 148.7
8 135.1 135.6
9 146.9 147.6
10 112.7 113.6
1 146.4 147.2
2 183.4 184.4
3 145.0 145.9
4 1445 145.5
5 184.0 185.0
6 130.9 131.6
MeO-C3’ 61.3 61.7
MeO-C4’ 61.2 61.6
MeO-C8 60.9 61.3

La Amorfaquinona es un isoflavonoide que fue aislado por primera vez de Amorpha
fructicosa (Shibata, 1978). Ademas ha sido aislada de los extractos etandlicos de
Abrus schimperi y ha presentado actividad contra promastigotes de Leishmania
donovani y actividad antiplasmodica contra Plasmodium falciparum (Rahman,
2011).
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6.3. Evaluacion de la actividad antifungica de la Amorfaquinona.

Una vez obtenido el compuesto puro se realizé el ensayo antifungico, se probaron

diferentes concentraciones (Grafica 6.3.1) y se compard con los resultados de
inhibicién que presento el extracto hexanico total.
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Gréfica 6.3.1. Evaluacion antifingica de la Amorfaguinona.

La isoflavanquinona conocida como amorfaquinona inhibié el 100% del crecimiento

del hongo a la concentracién de 500 mg/L. Haciendo un comparativo con el

porcentaje de inhibicibn que present6 el extracto hexanico total, donde esta

presente este isoflavonoide, podemos proponer que gran parte de la actividad que

presento, se debid a la presencia de 8 en este extracto.
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Cabe mencionar, que durante las purificaciones en columna cromatografica para el
aislamiento de 8, se obtenian pocas fracciones puras de este compuesto, y varias
fracciones donde se observaba una banda adicional en la cromatoplaca con un Rf
muy cercano pero menor al de 8; por lo que se optd por el método de purificacion
en placa preparativa, utilizando un sistema de solventes con hexano-cloruro de
metileno-metanol en proporcion 6:4:1 se logré la separacion de los dos compuestos,
la amorfaquinona y una miel naranja-amarillenta (9) que mediante RMN-'H (Figura
6.3.1), se intuy6 que se trataba de la forma hidroquinona de 8, debido a la similitud
en el patron de sefales de ambos y por la aparicién de dos sefiales simples que

integran para un hidrégeno cada una, en 5.21 y 5.45 ppm correspondientes a OH.

S—— NP——. dJ‘Uu st i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 3.4 32 3.0 28 26
f1 (ppm)

Figura 6.3.1. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) del compuesto (9).
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Este derivado del isoflavonoide se obtuvo posterior a la purificaciéon en columna
cromatografica, por lo que su formacién pudo deberse a la acidez de la silice
empleada, ya que en el extracto total hexanico no se observa su presencia (Figura
6.2.2). Este tipo de transformaciones se ha reportado anteriormente por Grosvenor
(1996), al asilar la colutequinona (13) y la colutehidroquinona (14) (Figura 6.3.2) a
partir de la corteza de Colutea arborescens. Experimentos revelaron que 14 se
trataba de la forma hidroquinona de 13; para confirmarlo, se realizo la reduccion de
la colutequinona con ditionita de sodio en CHCIs la cual dio como producto el
compuesto 14, a su vez la colutehidroquinona se colocé en solucion de MeOH en
contacto con el aire y se observé que este compuesto se oxidaba para formar el

compuesto 13.

H3CO 0 H3CO 0
0 OH

OCHj OCH;

OCHs OCH;

Figura 6.3.2. Cloutequinona y colutehidroquinona reportadas por Grosvenor.

Para comprobar que el compuesto 9 se trataba de la forma hidroquinona de la
amorfaquinona, se prosiguio a realizar reaccion de acetilacion (Figura 6.3.3) en
condiciones estandar (anhidrido acético/piridina) a temperatura ambiente. La
reaccion se llevd a cabo por 5 horas y posterior a esto se extrajo con acetato de
etilo. Se realizaron lavados con solucién de HCI al 2% (40 mL) para eliminar el
exceso de piridina y lavados con solucion de NaHCO3 (40 mL), finalmente se
realizaron lavados con agua (40 mL), la fase acuosa se desechd y a la fase organica

se le eliminé el exceso de humedad con sulfato de sodio anhidro.
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Figura 6.3.3. Reaccion de acetilacion del compuesto 9.

El producto de reaccion se purifico en columna cromatogréafica usando gel de silice
como fase estacionaria y como fase movil, un sistema de hexano-cloruro de
metileno-metanol, a partir de la purificacion se obtuvo una miel color amarillo claro,
cuyo espectro de RMN de H (Figura 6.3.4) muestra la apariciéon de 3 sefiales
simples en 2.35 ppm aproximadamente, que corresponden a los metilos de acetilo
y la desaparicion de las sefiales simples en 5.21, 545 y 5.63 ppm que
correspondian a los hidrégenos de OH, y en base a los antecedentes reportados
por Grosvenor, se propuso la estructura del compuesto 9 como la forma

hidroguinona de 8.

e T T S

Figura 6.3.4. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCI3) del producto de reaccion
de acetilacién del compuesto 9.
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Debido a que se obtenia la mezcla de 8 y 9 durante las purificaciones en columna
cromatografica del extracto hexanico, se realizé un ensayo de actividad antifingica
con esta mezcla, la cual primeramente se analiz6 por RMN de H para determinar
la proporcion de los compuestos en base al valor de la integral (Figura 6.3.5). Las
concentraciones empleadas para las pruebas fueron: 50, 100, 150 y 200 mg/L
(Gréfica 6.3.2).

6.5 6.0 5.5 5.0

1.004
6.41-]
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Figura 6.3.5. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCls) de lamezclade 8y 9, ala
cual se le evaluo6 su efecto antifungico.

A partir del espectro se obtuvo el porcentaje de cada especie. Las especie mas
abundante fue la forma quinona la cual se encontr6 en un 86%. La forma

hidroguinona por su parte sélo represento el 14 % restante de esta mezcla.
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Gréafica 6.3.2. Evaluacion antifungica de la mezcla de la amorfaquinona y la
amorfadihidroguinona en proporcion 86:14.

La Grafica 6.3.2, nos muestra un comportamiento decreciente de la actividad
conforme se aumenta la concentracion de la muestra. A la concentracion de 50 mg/L
se logra inhibir el 100% del crecimiento del hongo., mientras que a la concentracion
mayor se obtuvo solo el 30% de la inhibicién. Debido a este comportamiento, se
propuso aislar el forma hidroquinona y probar su actividad frente al crecimiento del

hongo, para asi tener una idea mas clara del efecto que se estaba presentando
cuando se tenia la combinacion de 8 y 9.

Se probaron condiciones para transformar la forma quinona a la forma hidroquinona,
esto con el fin de obtener mayor cantidad del compuesto para pruebas posteriores.
Debido a que se daba este cambio durante las purificaciones en columna
cromatografica, se coloco a reflujo una cantidad del compuesto 8 puro, usando
como disolvente CH2Cl: y silica gel para promover la formacion de 9. Después de 3

h de reflujo, se monitored la reaccién por placa fina y se observé trazas de la
formacion de 9 ademas de formacion de subproductos.
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La reaccion se llevé también a temperatura ambiente por 12 h aproximadamente y
se monitoreo al finalizar este tiempo, observandose mayor formacién de la
hidroquinona. Sin embargo también se obtuvieron subproductos por lo que esta

técnica se descartd ya que se perdia materia prima al convertirse en otros
compuestos que no eran el deseado.

La obtencion de 9 se realiz6 mediante placa preparativa de las fracciones que
contenian la mezcla de 8 y 9, ya que por medio de este método era facil la
separacion y no habia formacion de subproductos. La mezcla de solventes
utilizados fue hexano-CH2Cl>-MeOH en proporciones 6:4:1. Una vez obtenido el
compuesto puro el cual se compardé su espectro con la Figura 6.3.1, se continué con

la evaluacion de su actividad contra el hongo a las concentraciones de 50, 100, 150
y 200 mg/L (Gréfica 6.3.3).
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Gréfica 6.3.3. Evaluacion antifungica de la amorfadihidroquinona contra T.
versicolor.

Al analizar el resultado de la actividad inhibitoria de 9 frente al hongo se observo

gue conforme se aumentaba la concentracién de este, la actividad antifungica
disminuia.
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El efecto que presento 9 se puede explicar debido a que la lacasa, la cual es la
enzima del hongo encargada de degradar los sustratos, y es nuestra diana de
inhibicién, es afin a los compuestos fendlicos, como lo es 9, el cual a bajas
concentraciones esta presentando un cierto grado de inhibicion, mientras que a
altas concentraciones no lo presenta, posiblemente debido a que el hongo incluso
puede tomar este compuesto como sustrato, que en lugar de inhibir puede favorecer

el crecimiento de Trametes versicolor.

6.4. Estudio del extracto obtenido con THF a apartir del duramen del Palo

dulce.

Continuando con la busqueda de compuestos de los extractos con actividad, se
realizé la purificacion en columna cromatografica del extracto obtenido con THF, del
cual se obtuvieron 11 fracciones gruesas de 150 mL cada una, a partir de las

polaridades que se resumen en la tabla siguiente.

Tabla 6.4.1. Fracciones gruesas de extracto obtenido con THF del duramen de Palo
dulce.

Fraccion Polaridad
Hexano
hexano:AcOEt (9:1)
hexano:AcOEt (4:1)
hexano:AcOEt (7:3)
hexano:AcOEt (3:2)
hexano:AcOEt (1:1)
AcOEt:Hexano (3:2)
AcOEt:Hexano (7:3)
AcOEt:Hexano (4:1)
AcOEt:Hexano (9:1)
Acetato de etilo

e
PRoo~v~ouoprwNnek
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Una vez obtenidas las fracciones se compararon por cromatografia en placa y por
medio de RMN de 'H para asi agrupar aquellas que presentaran un compuesto

parecido. Una vez hecho esto se prosiguié a realizar los ensayos biologicos a las
concentraciones de 250 y 500 mg/L (Grafica 6.4.1).

Conc. 250 O Conc. 500
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Gréfica 6.4.1. Evaluacién de la actividad antifingica de las fracciones gruesas
obtenidas del extracto de THF del duramen de Palo dulce.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Grafica 6.4.1), las fracciones 1-2
presentaron el mayor porcentaje de inhibicion a ambas concentraciones ensayadas,
las fracciones 3 a 5 presentaron el 70.5% de inhibicion a la concentracion de 500
mg/L. Para el caso de las fracciones 6 a 10 se observa un comportamiento de la

inhibicion descendiente conforme se incrementd la concentracion.

La Amorfaquinona (8), ademas de estar presente en el extracto hexanico, también
se encontr6 en el extracto obtenido con THF del arbol, esto se comprob6 tanto por

cromatografia en placa fina (CCF) (Figura 6.4.1) como por RMN de *H.
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Figura 6.4.1. Cromatoplaca donde se muestran los tres extractos obtenidos del
duramen de palo dulce. Hex: extracto total hexanico; THF: extracto total de THF,
AcO: extracto total obtenido con acetato de etilo; M: se refiere a la banda que
corresponde a la amorfaquinona (banda superior).

Por CCF se determiné que 8 estaba presente en los extractos hexanico y THF,

mientras que en extracto obtenido con AcOEt fue casi nula su presencia.

A continuacién se muestran los espectros de RMN de 'H de las fracciones a las
cuales se les evalu6 su actividad antifingica y donde se observo la presencia de 8
desde la fraccién 3 hasta la 11. (Figuras 6.4.3 — 6.4.6). Por lo que se le atribuye la
actividad antifangica presentada por este extracto, a la presencia de la

Amorfaquinona como uno de los compuestos mayoritarios presentes.
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Figura 6.4.2. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIz) fraccion 2-THF del
duramen de Palo dulce.
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Figura 6.4.3. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) fracciones 3 y 4-THF del
duramen de Palo dulce.
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Figura 6.4.4. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) fraccién 5-THF del
duramen de Palo dulce.
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Figura 6.4.5. Espectro de RMN-H (400 MHz, en acetona-D) fracciones 6 a 10-THF
del duramen de Palo dulce.
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Figura 6.4.6. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en acetona-D) fraccién 11-THF del
duramen de Palo dulce.
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Ademas de la presencia de la amorfaquinona, se observd que el compuesto
presente en la fraccion 2 obtenida del extracto de THF de Palo dulce (Figura 6.4.2)
es el mismo que el compuesto presente en la fraccion 4 obtenida del extracto de
THF de Tepehuaje (Figura 6.1.5), ambas presentaron un porcentaje de inhibicion
frente al hongo ensayado, por lo que se le dio prioridad a la elucidacién estructural

del mismo.

Después de analizar el compuesto por métodos espectroscopicos se determind que
las sefiales encontradas a campo alto 1.43 y 2.27 ppm correspondieron a dos
terbutilos y un metilo respectivamente, ambos aromaticos; mientras que las sefales
a campo bajo en 5.01 ppm a un OH y la sefial a 6.98 ppm correspondio para dos
hidrégenos aromaticos (Figura 6.4.7) correspondientes al compuesto 2,6-diter-butil-
4-metilfenol 6 Butilhidroxitolueno (BHT).

t-Bu

CH3

H-3,5 OH

4 l L -

7.0 6.6 6.2 58 54 5.0 4.6

38 34 3.0 2.6 2.2 1.8 14

4.2
fi {pprn)

Figura 6.4.7. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDClz) del BHT.
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El BHT es un antioxidante sintético, el cual, al revisar la ficha técnica del solvente
tetrahidrofurano, se encontr6 que este antioxidante lo contiene el solvente como
estabilizador y al momento de la extraccion este antioxidante se mezclé con los
extractos obtenidos con THF. Cabe resaltar que no se han encontrado reportes
anteriores de la actividad de este contra hongos ligninoliticos como lo es T.

versicolor.

Debido a que los extractos tanto de Palo dulce como de Tepehuaje obtenidos con
THF presentaron actividad contra el hongo y que se encontr6 que parte de esta
actividad era debida al BHT, se volvié a obtener ambos extractos pero utilizando
THF destilado y cerciorandonos que no se volviera a presentar el butilhidroxitolueno
en cada extracto, para asi comprobar si la actividad antifungica era debida al

extracto total o debida a la presencia del antioxidante sintético.

Tabla 6.4.2. Actividad Antifungica de los extractos obtenidos con THF libres de BHT.

Extracto obtenido con % Inhibicion % Inhibicion
THF Concentracién 250 Concentracién 500
mg/L mg/L
Tepehuaje ‘ 0% 0%

Palo Dulce ‘ 0% 54%

De acuerdo ala Tabla 6.4.2, el extracto de Tepehuaje obtenido con THF no presento
actividad, por lo que podemos concluir que la actividad que se report6 fue debida al
BHT que presentaba el extracto, caso contrario con el extracto de palo dulce, el cual
si presento actividad por si solo a la concentracion de 500 mg/L. Esta actividad se
la atribuimos a la presencia de la Amorfaquinona ya que de las 11 fracciones que

se obtuvieron, se encontré presente en 10 de ellas.
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6.5 Derivados funcionalizados de medicarpina.

Cumpliendo otro de los objetivos del proyecto, se prepararon los tres derivados

propuesto de la Medicarpina (Figura 6.5.1).

3, R = C6H4-4-N02
4, R= C6H4-4-OMG
5 R=Ph

Figura 6.5.1. Derivados propuestos a obtener de la reacciéon de esterificacion de la
Medicarpina.

6. 5a) Derivado p-Nitrobenzoato de Medicarpina

Se preparo el derivado mediante la reaccion de esterificacion de la Medicarpina con
el cloruro de p-nitrobenzoilo (Figura 6.5a.1). Primeramente se ensayo con lotes de
10 mg de Medicarpina, haciéndose reaccionar con el cloruro de acido y usando trietil
amina como base. La reaccion se realiz6 con un exceso del cloruro de acido y
usando como disolvente THF anhidro. Esta se dej6 durante 24 h a temperatura
ambiente y con atmaosfera de nitrdgeno. Posterior al tiempo de reaccién, se extrajo
con acetato de etilo y se realizaron lavados con HCI al 5%, posteriormente con
solucién saturada de NaHCOs3 y finalmente lavados con agua. El crudo de reaccion
se secoO con sulfato de sodio anhidro y se concentrd para su purificacion en columna

cromatografica.
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Figura 6.5a.1. Reaccion de esterificacion de Medicarpina con cloruro de p-
nitrobenzoilo.

Previo a purificar el crudo de reaccién se busco el mejor sistema de disolventes por
cromatografia en placa fina, el sistema mas adecuado fue 17:3 hexano-acetato de
etilo. Una vez establecido el sistema de disolventes a emplear, se mont6é columna
cromatografica usando silica gel como fase estacionaria y el sistema de solventes
como fase movil. Se obtuvo un soélido de color amarillo claro con un punto de fusién
de 149-150 °C (Figura 6.5a.2).

Figura 6.5a.2. Aspecto del compuesto p-nitrobenzoato de Medicarpina.
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En la Tabla 6.5a se presenta el rendimiento obtenido de la reaccién de
esterificacion. Notese que el rendimiento difiere en los lotes corridos, cabe
mencionar que en el lote 2, los lavados del crudo de reaccion se realizaron con
solucion de HCI al 2% en lugar de al 5% como se habia hecho con el lote 1. Esto
nos indicé que el producto de reaccion era sensible al pH &cido, ya que los

rendimientos bajaban al hacer lavados con soluciones de mayor porcentaje de HCI.

Tabla 6.5a. Rendimiento de reaccion de Medicarpina con cloruro de p-nitrobenzoilo.

Base utilizada N. Eq del cloruro de % Rendimiento
acido/ Eq Medicarpina
TEA ‘ 2:1 53 (lote 1)
TEA 2:1 90 (lote 2)

Una vez estandarizado el método, se escald la reaccion con lotes de 40 mg de
materia prima, dando resultados del 90% de rendimiento. Los espectros de RMN de
'H del compuesto funcionalizado y de la Medicarpina, se presentan en las figuras

siguientes.
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Figura 6.5a.3. Espectro de RMN-!H (400 MHz, en CDCI3) de Medicarpina aislada
del duramen del arbol Andira inermis (Almendro de rio).

La Medicarpina presenta sefiales en el espectro de RMN de !H, la cuales han sido
descritas previamente (Martinez, 2011); en 3.53 ppm se encuentra la sefal doble
de doble de dobles del H-6a; en 3.62 ppm se ubica una sefal triple que corresponde
al H-6qa, en 3.77 ppm encontramos la sefial simple del metilo de metoxilo; en 3.62
ppm se observa la sefial del H-6 la cual es una doble de dobles; en 5.27 ppm se
observa la sefial ancha caracteristica del OH, en 5.50 ppm se encuentra la sefial
doble correspondiente al H-11a, a campo bajo encontramos las sefales de los
hidrégenos aromaticos como el H-4 ubicado a 6.41 ppm siendo una sefial doble, el
H-10 en 6.45 ppm como una sefial simple, H-8 en 6.46 ppm como una sefial doble
de dobles, en 6.55 ppm se encuentra el H-2 como una sefial doble de dobles, el H-
7 se observa como una sefial doble en 7.13 ppm y el H-1 se encuentra a 7.37 ppm

como una sefal doble.
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Figura 6.5a.4. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCI3) del derivado p-
nitrobenzoato obtenido de la reaccion de esterificacién de la Medicarpina.

Como se puede observar, en la Figura 6.5a.4, aparece un nuevo grupo de sefiales
a campo mas bajo, alrededor de 8.37 ppm que integra para cuatro hidrégenos que
corresponden al sistema p-nitrobenzoato. Noétese ademds, que las sefales
correspondientes a los hidrégenos 1, 2 y 4 se encuentran desplazadas a campo
mas bajo respecto a como se muestra en la figura 6.5a.3 (Espectro de Medicarpina)

debido al efecto desprotector del grupo incorporado.
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6. 5b) Derivado p-Metoxibenzoato de Medicarpina.

Se preparo el derivado por medio de la reaccion entre la Medicarpina con el cloruro
de p-metoxibenzoilo. Las condiciones de reaccion ensayadas se resumen en la
Tabla 6.5b. Donde el mejor rendimiento se obtuvo al utilizar piridina como base y el

doble de equivalentes del cloruro de acido por cada equivalente de Medicarpina.

Tabla 6.5b. Reaccion de esterificacion de la Medicarpina con el cloruro de p-
metoxibenzoilo.

Base utilizada N. eq del cloruro de % Rendimiento
acido/ Eq Medicarpina

Piridina 1:1 No Reacciono
Piridina 2:1 30

TEA 11 2

TEA 2:1 16

De la reaccion de esterificacion (Figura 6.5b.1) se obtuvieron cristales blancos y
finos (Figura 6.5b.2), con un punto de fusion de 160-161 °C.

MeO.

OCH,4
Figura 6.5b.1. Reaccion de esterificacion de la Medicarpina con el cloruro de p-
metoxibenzoilo.
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Figura 6.5b.2. Aspecto de los cristales del derivado p-metoxibenzoato.

Analizando el espectro de RMN-'H del producto de reaccién se corrobord que se
obtuvo el compuesto 4 (Figura 6.5b.3), se aprecia la aparicion de las sefiales en

6.99 y 8.15 ppm correspondientes al grupo p-metoxibenzoato y la nueva sefial del
metoxilo en 3.90 ppm.

OMe

B0 OMe

Med

H-3"

- H-10

e y H-4
H-2 H-8 H-11a H-6a
L) |
N " ) 'JJ 'k \ -~ Sa J J JL-AJULL_

f1 {ppm)

Figura 6.5b.3 Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs3) del p-metoxibenzoato de
Medicarpina.

Q.F.B. LIRENNY QUEVEDO TINOCO



6.5c. Derivado benzoato de Medicarpina.

Para la obtencion de ultimo derivado propuesto se ensayaron condiciones de

reaccion para obtener el mejor rendimiento (Tabla 6.5c).

Base utilizada N. Eq del cloruro de % Rendimiento
acido/ Eq Medicarpina

Piridina ‘ 24 No Reacciond
TEA ‘ 1:1 27

TEA ‘ 2:1 29

El rendimiento méximo obtenido en esta serie de condiciones fue de 29%, es posible
que los rendimientos hayan sido abatidos debido a que para la obtenciéon del
producto puro se recromatografié en varias ocasiones el crudo de reaccion, debido
a que quedaban trazas de acido benzoico proveniente del exceso de cloruro de
acido que no reacciond, mientras que la materia prima se consumié casi totalmente
y no hubo formacién de subproductos, por lo que se intuye que fue debido a las

purificaciones sucesivas que se obtuvieron los rendimientos reportados.

El producto de reaccién (Figura 6.5c.1) puro se obtuvo en forma de cristales
blancos (Figura 6.5c.2) con un punto de fusion de 138-140 °C y cuyo espectro de

RMN-!H se presenta en la Figura 6.5c.3.

OCH,

Figura 6.5c.1. Reaccion de esterificacion de la Medicarpina con el cloruro de
benzoilo.
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Figura 6.5c.2. Aspecto de los cristales del producto de esterificacion de la
Medicarpina con el cloruro de benzoilo.
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Figura 6.5c.3. Espectro de RMN-'H (400 MHz, en CDCIs) del benzoato de
Medicarpina.
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Como se ha venido observando con los derivados anteriores, el patron de sefales
de la Medicarpina permanece en cada derivado, solo el desplazamiento quimico de
los hidrégenos 1, 2 y 4 se afecta, observandose estos a campo ligeramente mas
bajo y apareciendo las sefales del nuevo grupo incorporado, en este caso se

observan las nuevas sefiales a 7.52, 7.64 y 8.20 ppm correspondientes a los
hidrégenos del grupo benzoato.

Una vez obtenidos los tres derivados de Medicarpina, se prosiguié a evaluar su
actividad antifungica contra el hongo Trametes versicolor, se probaron tres

concentraciones de cada uno de los derivados, 50, 100 y 150 mg/L y se comparo
su actividad contra la Medicarpina (Gréfica 6.5).

100
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Gréfica 6.5. Evaluacién antifungica de los tres derivado funcionalizados de
Medicarpina: p-NO2Bz (p-nitrobenzoato de Medicarpina), p-OMeBz (p-

metoxibenzoato de Medicarpina), Bz (Benzoato de Medicarpina), Med
(Medicarpina).
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La tendencia de inhibicion se observé dependiente a la concentracion, conforme se
aumentd esta en cada derivado, el porcentaje de inhibicion aumento también
(Gréfica 6.5). El derivado con el grupo nitro fue el que presenté menor actividad,
mientras que el derivado benzoato fue el de mayor efecto antifUngico en las
concentraciones de 50 y 100 mg/L, sin embargo, a la concentracién de 150 mg/L, el

derivado con el grupo p-metoxibenzoato fue el que predominé con un 77% de
inhibicién del crecimiento flngico.

6.6. Comparacion de la actividad antifungica de los compuestos evaluados.

En la Gréfica 6.6 se presenta resumida la actividad antifingica que presentaron los
compuestos; tanto los derivados funcionalizados de la Medicarpina, como los
aislados del arbol: amorfaquinona (forma quinona e hidroquinona); como base de
comparacion se tomaron los resultados presentados por la Medicarpina y su
derivado acetilado. La Figura 6.6 muestra un resumen de las estructuras quimicas
de los compuestos evaluados en la Grafica 6.6.

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE
LOS COMPUESTOS EVALUADOS
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Gréfica 6.6. Porcentaje de inhibicién presentada por los compuestos evaluados.
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De todos los compuestos evaluados en este proyecto, los derivados 4 y 5 los cuales
son el resultado de la modificacion de la estructura de la Medicarpina fueron los que
a menor concentracién tuvieron un mayor porcentaje de inhibicién del hongo,
mientras que 8 el cual es un compuesto de origen natural requiere una

concentracion mayor (500mg/L) para lograr la inhibicién total.

Figura 6.6. Estructuras quimicas de los compuesto evaluados contra Trametes
versicolor.
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VII. CONCLUSIONES.

El arbol Palo dulce presentd 5.72% mas de extraibles totales que el arbol conocido
como Tepehuaje. De los solventes utilizados para la extraccion, el THF fue el que

extrajo mayor porcentaje en ambos géneros.

Los extractos evaluados (hexanico, THF, acetato de etilo) del arbol Lysiloma
acapulcensis conocido como Tepehuaje no presentaron actividad antifungica contra
Trametes versicolor. Sin embargo no se descarta la posibilidad de que este &rbol
presente metabolitos mas polares que influyan en la durabilidad; aunado a esto la
dureza y densidad que presenta la madera (Mondragén, 2010) puede ser otro

factor que provea a este arbol su resistencia natural a la degradacion.

Por otra parte los extractos hexanico y THF obtenidos del arbol Palo dulce
(Eysenhardtia polystachya) presentaron moderados porcentajes de inhibicion contra
el hongo. Se obtuvo un compuesto mayoritario que es responsable en gran parte de
la actividad que presentan ambos extractos, el cual mediante RMN-H y 3C, masas
de alta resolucién e IR 'y comparando los datos con la literatura se concluyé que se
trataba de la isoflavanquinona: 7-hidroxi-8,3,4 -trimetoxiisoflavanquinona
(Amorfaquinona), de la cual no hay reportes de haber sido aislada anteriormente del
arbol estudiado; esta isoflavanquinona present6 inhibicibn completa del crecimiento

de T. versicolor a una concentraciéon de 500 mg/L.

Durante las purificaciones en columna cromatografica para la obtencion de la
amorfaquinona, se obtuvo como subproducto un compuesto que se propuso ser la
forma hidroquinona (9) de este compuesto, y que este producto se formé debido a
la acidez de la silice que se us6 como fase estacionaria, se confirmoé que se tenia
la forma hidroquinona mediante reaccion de acetilacion, donde se obtuvo una miel

amarillo claro, que mediante RMN-!H se corroboré el producto acetilado.
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Al compuesto 9 se le evalué su actividad contra el hongo y se observd un
comportamiento contrario a 8, ya que a mayores concentraciones, la inhibicién
disminuia incluso al punto de que fue nula (concentracién 200 mg/L). Se probé de
igual manera la mezcla de 8 y 9 que se obtenia durante las purificaciones en CC, la
cual se obtuvo en una proporcion 43:7 respectivamente; de las concentraciones
ensayadas se present6 un efecto sinérgico a la concentracion de 50 mg/L, ya que a
esta concentracion se inhibié al 100% el hongo. Sin embargo este efecto se perdid
en las demas concentraciones ya que al aumentar la concentracion se disminuy6 la

actividad antifangica.

Durante las extracciones con THF como solvente, se obtuvo el compuesto
butilhidroxitolueno (BHT), el cual est4 presente como estabilizador en dicho
solvente. Este compuesto presentd actividad inhibitoria del 100% del hongo a la
concentracion de 500 mg/L. La actividad que present6 puede deberse a que el
mecanismo degradador de la enzima del hongo se realiza mediante reacciones de
oxido-reduccién y el BHT al ser un antioxidante, contrarresta este efecto
degradador, por lo que el hongo no puede alimentarse y muere.

Muchas especies forestales deben su caracteristica de ser maderas finas debido a
la presencia de metabolitos que le proveen resistencia a la degradacién de
organismos, como lo es el caso de las dos especies estudiadas. Por lo que queda
abierto el estudio de la amplia cantidad de arboles que presentan esta caracteristica,
lo cual nos puede conducir a la obtencién de moléculas que presenten una actividad

biolégica importante como lo ha presentado la Medicarpina.

La funcionalizacion de compuestos de origen natural puede proveernos de nuevas
moléculas con actividades importantes, en este proyecto se utilizé el nucleo de la
Medicarpina como materia prima para obtener tres nuevos derivados ésteres de los
cuales se obtuvieron rendimientos del 90% para el caso del derivado 3 (p-
nitrobenzoato), 30% el derivado 4 (p-metoxibenzoato) y 29% para el derivado 5

(benzoato).
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De acuerdo a los resultados obtenidos de la comparacion de la actividad antifangica
(Gréfica 6.6); se lleg6 a la conclusion de que el nacleo de la Medicarpina con ciertas
funcionalizaciones (derivados 4 y 5) sigue siendo el mas eficaz contra Trametes
versicolor y la busqueda de diferentes sustituyentes nos pueden conducir a tener
moléculas mas potentes como lo es 2 (acetato de Medicarpina), ya que de todos los
compuestos que se han evaluado en nuestro grupo de trabajo, este sigue siendo el
que a menor concentracion inhibe totalmente el hongo, incluso mas que la

Medicarpina.

Con este trabajo se dio seguimiento a la busqueda de nuevos metabolitos
secundarios los cuales pueden ser prometedores y puedan ser utilizados como
agentes para tratar las maderas susceptibles al deterioro por agentes biolégicos,
ademas pueden ser materia de partida importante para la industria farmacéutica, ya
gue muchos metabolitos de origen natural han sido probados con eficacia contra

numerosas enfermedades.
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