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RESUMEN

A partir de la cepa bacteriana CNQ-525 de actinomicetos marinos, se aislaron
tres compuestos nuevos y dos compuestos conocidos con estructuras base de
dihidroguinonas, estructuralmente relacionados con los terpenoides tipo lineales
de seminaphtoquinonas, conocidas en parte como napyradiomycinas. El extracto
presentd actividad antibacterial y anticancerigena por lo que fue separado
mediante cromatografia en columna fase reversa C-18 y los compuestos
obtenidos fueron purificados mediante HPLC C-18. Los compuestos obtenidos
fueron etiquetados como CNQ-525-512, CNQ-525-510, CNQ-525-492, CNQ-
525-528 y CNQ-525-546 y mostraron actividad potencial contra la cepa
resistente a Meticilina Staphylococcus aureus (MIC= 1.953, 15.625, 1.953, 1.9,
1.9 pg mL" respectivamente) y contra la cepa resistente a Vancomycina
Enterococcus .faecium (MIC= 3.906, 15.625, 1.953, 39, 39 pg mL’
respectivamente). Los compuestos CNQ-525-512, CNQ-525-510, CNQ-525-528
y CNQ-525-546, también presentaron actividad citotéxica contra células de
carcinoma colorectal HCT-116 (ICso= 2.404, 0.969, 1.84 y 422 pg mL’
respectivamente). La elucidacion absoluta de los cinco compuestos fue deducida
empleando espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear en una y dos
dimensiones, Infrarrojo, Ultravioleta, asi como Rotacién optica y Espectrometria

de Masas.
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ABSTRACT

From the marine strain CNQ-525 of marine actinomycetes were isolated three
novel and two known dihydroquinones. The metabolites were structurally related
to a linear terpenoid seminaphthoquinone known, in part, as the napyradiomycins.
The filtrate extract showed antibacterial and cytotoxic activity, and the
fractionation by C-18 column chromatography and C-18 HPLC was undertaken.
The compounds were labeled as CNQ-525-512, CNQ-525-510, CNQ-525-492,
CNQ-525-528 y CNQ-525-546. These compounds showed potential activity
against methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MIC= 1.953, 15.625, 1.953,
1.9, 1.9 ugmL™ respectively) and against vancomycin-resistant Enterococcus
faecium (MIC = 3.906, 15.625, 1.953, 3.9, 3.9 pgmL™ respectively). The
compounds CNQ-525-512, CNQ-525-510, CNQ-525-528 and CNQ-525-5486,
also showed significant potency against HCT-118 human colon carcinoma (1Csp=
2.404, 0.969, 1.84 and 4.22 ugmL respectively).

The absolute elucidation of the five compounds were deduced using one and two
dimensional NMR, IR and UV spectroscopy as well as [a]®5 and mass

spectrometric analyses.
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INTRODUCCION

La investigacion en el campo de los productos naturales obtenidos de plantas y
animales ha provocado el aislamiento de miles de compuestos con aplicaciones
practicas, tales como pigmentos, insecticidas, fragancias, productos
farmacéuticos, y, sobre todo, como herramienta médica. Aproximadamente el 25
% de los productos que actualmente se emplean en tratamientos contra algin
tipo de cancer, son obtenidos de fuentes naturales y otro 25 % a través de
compuestos sintéticos derivados de productos naturales (Davidson, 1995). En
los afos 60's los investigadores enfocaron su atencién hacia los océanos ya que
éstos cubren mas del 70 % de la superficie de la tierra, incluyendo habitat tan
diversos como aguas someras, tropicales, arrecifes coralinos y trincheras de mar
profundo, entre ofros. Asimismo, las variaciones ambientales son extremas en
cuanto a presion, temperatura y salinidad, por lo que se pueden encontrar una
infinidad de organismos de todo tipo, con capacidades metabdlicas y fisiologicas
Unicas, los cuales producen compuestos quimicos que les sirven en su
adaptacion y sobrevivencia. De las 14 millones de especies que se conocen, el
90 % son marinas (Pellew, 1996) y de los 33 fila, 15 son exclusivamente marinos
y solo uno es exclusivamente terrestre (Heywood y Watson, 1995), por lo que los
organismos marinos representan una fuente potencial de metabolitos
secundarios con estructuras nuevas y con una aplicacion farmacolégica de

enormes dimensiones (Faulkner, 1996; Davidson, 1995).




La investigacion en este campo ha estado enfocada especialmente a algunos
organismos como esponjas, corales blandos, algas, ascideas, bryozoarios y
moluscos y se ha encontrado que los organismos marinos producen metabolitos
secundarios Unicos, con aplicaciones meédicas relevantes (Ireland ef al., 1993;
Carté, 1993). Sin embargo, ha existido el problema de que en ocasiones, los
compuestos aislados presentan estructuras muy complicadas para ser
sintetizadas, por lo que resultan incosteables. Asimismo, no han sido
desarrolladas ampliamente las técnicas acuaculturales con estos organismos v,
en ocasiones, los resultados en la produccion de compuestos no son
reproducibles. La relativa mayor facilidad de cultivo de microorganismos y su
velocidad de crecimiento, origind que los investigadores enfocaran su atencién a
este campo.

LLos microorganismos marinos se encuentran presentes en la columna de agua,
en los sedimentos, en objetos inanimados y en la superficie de todos los
animales marinos. De hecho, existen muchos estudios sobre bacterias
asociadas a invertebrados marinos como simbiontes, lo que ha dado como
resultado trabajos de gran interés ecoldgico al determinar la influencia de los
microorganismos en la produccion de metabolitos secundarios (Kelly-Gutiérrez,
1999.; Faulkner ef al., 2000).

Los microorganismos marinos incluyendo bacterias, hongos y microalgas, han
recibido un interés cada vez mayor en los Ultimos 20 afios. Desde el
descubrimiento de la penicilina en 1929 se incrementaron los estudios en

bacterias y hongos, sobre todo en aquellos que provienen de sedimentos
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marinos, ya que se ha encontrado gue poseen una fuente rica de metabolitos
secundarios bioactivos (Fenical, 1993). En los uitimos 70 afios se han
descubierto mas de 50,000 productos naturales a partir de microorganismos
marinos. Mas de 10,000 son bioldgicamente activos y méas de 8,000 de entre
ellos presentan actividades antibidticas y antitumorales (Berdy, 1989; Betina,
1989).

A finales de los afios cuarentas y cincuentas, los pioneros de la microbiologia
marina (Rosenfeld and Zobell, 1847; Grein and Meyers, 1958) demostraron que
las bacterias marinas producian agentes antimicrobiales. También se demostrd
gue el plancton (Steeman-Nielsen, 1955) y las bacterias (Baam ef al., 1966;
Baslow, 1969) producian antibidticos.

Los estudios realizados sobre microorganismos marinos han permitido descubrir
que cada dia los antibioticos obten'idos a partir de ellos causan resistencia a las
bacterias, por lo que es necesario enfocar las investigaciones hacia la biusqueda
de nuevos compuestos bioactivos con la finalidad de suplir las carencias de
medicamentos efectivos confra enfermedades infectocontagiosas. En los afios
cuarentas, todas las cepas de la bacteria Staphylococcus aureus eran sensibles
a la penicilina G, mientras que para 1992 esta cepa era resistente a este

antibiotico.

Los actinomicetos estan cercanamente relacionados con las bacterias
verdaderas por su tamafo, composicion quimica y actividades biologicas.
También lo estan con los hongos debido a su crecimiento filamentoso y en forma

de colonias de micelios. Los actinomicetos han sido definidos como




microorganismos unicelulares filamentosos, con un didmetro aproximado de 1
pm de diametro. Su nombre se deriva del griego aktino que significa rayo y
mykes que significa hongos. Los actinomicetos han sido considerados como un
grupo separado de microorganismos gue ocupan una posicién intermedia entre
los hongos verdaderos y las bacterias verdaderas (Walksman, 1967). Esto ha
sugerido que los actinomicetos forman parte del prototipo original del cual se
derivaron los hongos y las bacterias. Ciertos géneros de actinomicetos como
Nocardia (la cual es responsable de causar una variedad de infecciones,
incluyendo mycetoma), estan intimamente relacionados con micobacterias y
‘corinebacterias. Otros géneros notables son Streptomyces y micromonospora,
los cuales tienen su contraparte en los hongos (Walksman, 1967). El aislamiento
de antibidticos a partir de cultivos de actinomicetos marcd el punto mas alto de
deéarrollo de su conocimiento, cambiando el concepto antiguo que los
consideraba: “un grupo pequefio e Iinsignificante de organismos que causan
ciertas enfermedades desconocidas”, al reconocimiento actual de: “un gran
grupo micro biologicamente importante de distribucion universal con numerosas

actividades bioguimicas y que posee una gran potencialidad practica”.

En el Centro de Biotecnologia Marina y Biomedicina (CBMB) del Instituto
Oceanografico de Scripps, en la Universidad de California San Diego, se ha
estado investigando desde hace 10 afios el potencial de los microorganismos
marinos como una fuente de compuestos nuevos con actividad farmacoldgica.
Desde el inicio, se seleccionaron los actinomicetos como objetivo dgico, dada su

significancia histérica en la contraparte terrestre. Dado que se ha pensado que




los actinomicetos marinos se derivan de los terrestres y que sus esporas son
acarreadas al mar, en donde pueden permanecer en forma latente por muchos
afios, se piensa que pueden generar una gran cantidad de metabolitos
secundarios para adaptarse al medio marino (Fenical, 1993). Asimismo, pueden
cambiar sus condiciones fisiolégicas y desarrollar nuevas cepas bacterianas, por
lo que los océanos pueden representar un gran reservorio de nuevos taxa de
actinomicetos (Faulkner, 1996).

El grupo de investigadores del Dr. William Fenical del CBMB ha encontrado mas
de 30 metabolitos secundarios bioactivos nuevos derivados de actinomicetos,
por lo que claramente estos microorganismos representan una fuente promisoria
de productos naturales. Asimismo, estudios realizados relacionados con las
variaciones en los medios de cultivo, ha permito reconocer a un grupo nuevo de
actinomycetos marinos, taxondmicamente llamado Salinospora, mismo que
contiene un gran numero de especies. Andlisis filogenéticos indicaron que
Salinospora forma parte de la familia Micromonosporaceae (Jensen ef al., 2003).
El descubrimiento del grt‘Jpo Salinospora es importante no solamente desde el
punto de vista filogenético, sino que al ser muy prolifero, representa una fuente
significativa de metabolitos secundarios bioactivos, como es el caso del
compuesto Salinosporamide A, el cual fue aislado de este género de bacterias y
representa un anticancerigeno muy potente. Este compuesto actualmente esté
siendo evaluado por los laboratorios farmacéuticos Nereus, con autorizacion de
la Universidad de California. Nereus es una compaiiia de biotecnologia enfocada

al descubrimiento y desarrollo de farmacos a partir de organismos marinos (Se



considera que un metabolito es potenciaimente bioactivo, cuando su
concentracion minima inhibitoria es menor de 10 upg mLY)  (www.
Nereuspharm.com).

Actuaimente se siguen descubriendo nuevos metabolitos secundarios bioactivos
y nuevos géneros de actinomycetos, tal como en el caso de Marinomyce del cual
se aislaron cuatro nuevos compuestos anficancerigenos llamados
colectivamente Marinomycin (A a D) (Kwon, 2004). Asimismo, la bacteria
empleada en esta investigacion resultd ser un genero desconocido de la familia
Streptomycetaceae y una nueva fuente de compuestos antibidticos y

anticancerigenos.



ANTECEDENTES

Los sedimentos marinos incluyen un microhabitat rico en materia organica que
varia de lugar a lugar. Los sedimentos de estuarios y bahias son ricos en
materia organica y proveen una diversidad de bacterias no encontradas
comunmente en habitat limitados por nutrientes. En aguas costeras, incluyendo
aguas templadas y de océanos fropicales, la diversidad de sedimentos presenta
diferencias quimicas muy marcadas, por lo que estos sedimentos podrian ser
una fuente de flora bacteriana (Fenical, 1993). La diversidad y abundancia de
los actinomycetos varia con la estacidn del afio y con la profundidad. Se ha
reportado que generalmente son mas abundantes en verano en las capas mas
superficiales de sedimento (0.20 cm) (Ghanem ef al., 2000).

El conocimiento de bacterias aisladas de sedimentos marinos remonta a los
trabajos pioneros de los investigadores del Instituto de Microbiologia Quimica de
Tokio, Japdn, quienes aislaron del actinomiceto Chainia purpurogena, un
antibidtico con estructura de benzantraquinona que presentd actividad
antitumoral contra el carcinoma de Ehrlich {(Kitahara, 1875). Este registro es el
primero del orden Actinomycetales en ambientes marinos. Sin embargo, el
primer metabolito aislado a partir de bacterias marinas fue un antibidtico de

estructura pirrélica altamente bromado:

H Br
N

\

OH g

Br.

Br

Br
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Este compuesto, obtenido de bacterias presentes en la superficie del pasto
marino Thalfassia, presentaba propiedades antibidticas contra bacterias Gram-
positivas (Bulkholder et af., 1966). Originalmente se clasificé a esta bacteria
como Pseudomona bromoutilis pero, en 1980, Sherman et al., la identificaron
como una Alferomona. En trabajos mas recientes, se han reportado tanto la
sintesis de este compuesto, llamado actualmente pentabromopseudiline, como
sus propiedades antitumorales, (Laatsch ef al., 1989).

En 1940 Actinomycin fue el primer antibidtico aislado en forma cristalina a partir
de Actinomyces antibioticus (Walksman, 1967), seguido de streptothricin en
1942, y streptomycin en 1943. Este Gltimo, al igual que novobiocin, fueron una
herramienta muy importante en la pos-guerra para la llamada revolucién de los
antibidticos, durante la cual se colocaron a este tipo de bacterias en el centro de
la investigacion de los productos naturales marinos con actividad farmacoldgica
(Jensen, ef al., 2003).

En 1974, Andersen ef al., aislaron un pigmento de color plrpura que presentd
una fuerte actividad antibidtica, a partir de la cepa identificada originalmente
como Chromobacterium sp. Esta cepa que fue identificada posteriormente como
Alteromonas, presentd una fuerte actividad contra S. Aureus, E. Cofi, P.
aeruginosa y C. Albicans (Baumann et al., 1981).

Uno de los trabajos pioneros en antibioticos aislados a partir de bacterias
marinas fue el de Okazaki et af., (1975), desarrollado en el Instituto de Quimica
Microbiana de Tokio, Japdn. Para este trabajo, los investigadores aislaron el

compuesto hidroxiquinona SS-228Y del actinomiceto marino Chainia sp., el cual




11

procedia de una muestra de sedimento marino. Este compuesto inhibe muitiples
bacterias Gram-positivas y ciertos tipos de carcinoma. Alteramide A es un
alcaloide citotoxico que fue aislado de la bacteria marina Alteromonas sp., la
cual a su vez se aisld de la esponja marina Halichondria okadai (Shigemori ef al.,
1092). El compuesto presentd actividad citotoxica contra céluias de leucemia
P388 y linfoma L1210, asi como contra el carcinoma de células epiteliales KB.
Algunos compuestos con estructuras de seminaftoguinonas, llamados por
algunos autores napyradiomycinas (Shiomi ef al., 1986 a, b; Shiomi et al., 1987),
han presentado actividad antagonista de estrégeno-receptor (Hori et al., 1993).
Asimismo se ha reportado actividad inhibitoria contra bacterias Gram-positivas,
incluyendo cepas resistentes a drogas (Shiomi, ef al., 1986a).

Los antagonistas estrégeno-receptor son usados en la terapia de enfermedades
estrogeno-respuesta, incluyendo el cancer de pecho y el cancer endometrial.
Tamoxifen, el antagonista estréogeno-receptor y un compuesto no esteroidal, es

ahora la opcion nimero uno en el tratamiento de cancer avanzado de pecho.

Tamoxifen

HaC
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Sin embargo, y a pesar de su efectividad, el uso prolongado de este
medicamento y de algunos otros relacionados quimicamente, sobre todo
aquellos que presentan una porcion de trifeniletileno, frecuentemente resulta en
efectos de resistencia tumoral. Debido a las razones anteriores, actualmente se
buscan con intensidad compuestos quimicos gue no contengan esta porcion y
que presenten actividad contra cancer de pecho (Hori ef af., 1993).

Algunos compuestos como el Aristeromycin (Mizutani et al., 1995) y Naphtablin

(Umezawa ef al., 1995), con estructuras similares a las napyradiomycinas pero

0

Naftoguinona

CH, Naphtablin

con el esqueleto de una naftoquinona, han sido aislados de actinomycetos y han
presentado actividad contra algin tipo de leucemia. Asimismo, compuestos
antibidticos como el AB0915A, aislado por primera vez por Fakuda et al. (1990-a)
y también en el presente frabajo bajo el cédigo CNQ-525-528, ha presentado
actividad como potente inhibidor (H'-K")-ATPasa gastrica, que es la enzima
responsable de la secrecidn de acido en el estétmago.

Estudios recientes que estan siendo realizados en la actualidad en el Centro de

Biotecnologia Marina y Biomedicina del Instituto de Oceanografia de Scripps han




permitido observar que los microorganismos presentan adaptaciones a
diferentes condiciones de nutrientes, las cuales se relacionan con los nutrientes
naturales en habitats marinos. Por lo que para estudios posteriores, es necesario
considerar esos experimentos y desarrollar el medio de cultivo y los factores de
crecimiento adecuados para la optimizacion en el aislamiento de bacterias y sus

productos.
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OBJETIVO
Aislar y elucidar la estructura de los compuestos bioactivos presentes en un
género nuevo de actinomyceto marino perteneciente a la familia

Streptomycetacea.




METAS
Obtencién de 35 L de cultivo del actinomiceto marino CNQ-525 y
preparacion del extracto correspondiente.
Aislamiento y purificacidon de compuestos presentes en el extracto
acetonico del actinomiceto marino CNQ-525, con actividad citotéxica y
antibidtica, mediante métodos cromatograficos.
Determinacion de citotoxicidad de los compuestos elucidados, usando
células de carcinoma colorectal HCT 116.
Determinacion de la actividad antibidtica de los compuestos aislados
contra la cepa resistente a meticilina MR Staphylococcus aureus y
resistente a vancomicina VR Enterococcus faecium.
Difusion de los resultados mediante la publicacion de dos articulos con

arbitraje internacional.
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HIPOTESIS
La cepa bacteriana CNQ-525 obtenida a partir de sedimentos marinos de la
Bahia de San Diego, contiene compuestos nuevos con actividad

anticancerigena y/o antibidtica
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METODOLOGIA

Colecta:

La cepa bacteriana CNQ-525 se obtuvo a 500 m de profundidad a partir de
sedimentos de la Bahia de San Diego, los dias 6 de Septiembre y 9 de
Noviembre del 2001. La muestra se colecté con una draga de acero inoxidable
de 12 cm de longitud, Khalsico con adaptaciones hechas por iécnicos del
Instituto Oceanografico Scripps para muestreos desde embarcaciones pequefias.
La cepa fue clasificada como CNQ-525, (Control Number por sus siglas en
inglés, seguido por una letra del alfabeto de la A a la Z y un niimero distintivo
para cada una). Esta cepa fue seleccionada debido a resultados obtenidos
previamente por Prieto-Davo (2002), quien encontrd actividad antibacteriana
contra ofras cepas muestreadas de manera similar.

La cepa bacteriana CNQ-904 se obtuvo a 40 m de profundidad, de sedimentos
de la Isla Guam, USA, el dia 19 de enero de 2002, las mismas mismas téchicas

de recoleccién que en la cepa anterior.

Identificacion de las bacterias

Las bacterias fueron identificadas mediante la secuenciacion del RNA ribosomal
16S, para lo cual se amplificaron de 10 a 50 ng de DNA gendmico por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando un oligonucleétido
(PRIMER) FC27 (5-a- 3' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG). Los productos del
PCR fueron purificados con un equipo limpiador marca Qiagen QlAquick PCR,

de acuerdo a los protocolos proporcionados por el proveedor (Qiagen Inc.,
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Chatsworth, Calif.). Las amplificaciones del 16S rDNA fueron secuenciados
usando un total de 6 primers: FC27 (usado en amplificacidn temporal), F514 (5'-
a- 3 GTGCCAGCAGCCGCGGTAA), F1114 (5’ —a- 3' GCAACGAGCGCAACCCQ),
RC1492 (5° -a- 3 TACGGCTACCTTGTTACGACTT), R936 (8 -a- 3
GTGCGGGCCCCCGTCAATT), R530 (5 -a- 3 CCGCGGCTGCTGGCACGTA).
Las 6 secuencias individuales resultantes fueron ensambladas para dar un total

de 1500 nucledtidos.

Analisis Filogenéticos

Las secuencias del 165 rDNA fueron comparadas con las secuencias
disponibles en la base de datos y las similitudes entre ellas fueron calculadas
usando la matriz de similitud del Proyecto de Datos Ribosomales (RDP) en linea.
Los analisis filogenéticos fueron realizados usando el algoritmo “neighbor-
joining” (vecino mas cercano) de la interfase Phylip del RDP, (Maidak, B. L. ef al,,

2001).

Cultivo y preparacién de!l extracto

Las cepas bacterianas fueron almacenadas en un criocongelador a -26.66°C y
cultivada bajo condiciones de laboratorio a 30°C en presencia de medio de
cultivo liquido A1, el cual contenia 10 g de almidon, 2 g de extracto de levadura,
2 g de bactopeptona y 16-18 g de agar en 1 L de agua de mar. La escala inicial
de cultivo fue de 10 mL, seguida por 1L y finalmente a nivel masivo de 35 L, para

el caso de la cepa CNQ-525, y a 10 L en el caso de la cepa CNQ-904.
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En el primer caso, el culivo se dejé crecer por 9 dias (tiempo 4ptimo
determinado previamente) y en el segundo caso, por 7 dias. Transcurrido este
tiempo, se adiciono entre 20 a 30 mg de la resina Ambertlita XAD7 por litro de
cultivo. El cultivo se dejé en presencia de la resina por dos horas vy
posteriormente se filtrd a través de gasa y, finalmente, a través de papel filtro
Whatman grado 802 de 12.5 cm de diametro. El sélido obtenido en el filtro, el
cual contenia la resina con las células bacterianas, se extrajo exhaustivamente
con acetona vy, finalmente, el disolvente se evapord mediante destilacion a
presion reducida (rotaevaporador marca Buchi modelo 461 con una bomba de
vacio Vacuubrand modelo CVC2). Las muestras se pesaron y se disolvieron en
metanol, con adicion subsecuente de una pequefia cantidad de éel de silice fase
reversa C-18. El disolvente se evaporé de nuevo totalmente mediante destilacion

a presion reducida para obtener el extracto en forma de polvo.

Separacion cromatografica

Para la separacion cromatografica se empled en ambos casos por separado,
una columna de 50 x 2 cm, la cual se llend hasta la mitad con 80 g de gel de
silice fase reversa C-18 y con un matraz receptor se adapté al sistema de vacio.
Para estabilizar la columna, se adicioné agua grado milli-Q y enseguida se
introdujeron 2 g de la muestra en polvo en la superficie de la gel de silice fase
reversa, la cual se eluyd con 250 mL de agua milli-Q con aplicacion de vacio
(Fig. 1). La fraccidn obtenida representd la fraccion 100 % agua (H,0). La

segunda fraccién se obtuvo eluyendo la columna con una mezcla de
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agua:metanol 2:1, |a tercera con agua:metanol 1:1, la cuarta con agua:metanol
1:2 y la quinta con metanol (MeOH) 100%. Finalmente, la columna se lavé dos
veces, primero con acetonitrilo (MeCN) y enseguida con acetato de etilo {AcOet).
Este proceso se repitid hasta separar todo el extracto en forma de polvo,
obtenido en la etapa anterior.

Cada una de las fracciones se evapord, a sequedad mediante destilacion
a presion reducida bajo las mismas condiciones aplicadas al extracto original.
Cada fraccion se pesé y corrié en cromatografia de capa delgada (TLC) en
placas de plastico Whatman cubiertas con una capa de 0.20 mm de espesor de
gel de silice 60 Fzs4, asi como en placas de vidrio Poligram cubiertas con una
capa de gel de silice fase reversa C-18 de 0.2 mm de espesor. Cada una de las
fracciones antes mencionadas se eluyeron con diferentes mezclas de agua,
metanol y acetonitrilo hasta obtener las condiciones optimas mediante las cuales
se observaron los diferentes compuestos presentes en las fracciones. Como
agente cromogénico se empled el reactivo de Godin, el cual consiste en una
mezcla 1:1 de las soluciones A {vanillina al 1% en etanol absoluto) y B (&cido
perclorico al 3% en agua). Finalmente se agregd acido sulfurico al 10% en etanol
absoluto con ayuda de un aspersor y se calentaron con un secador de cabello
por aproximadamente 20 segundos, hasta la aparicion de las manchas.

Las fracciones de interés se purificaron mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) (Fig. 1) empleando para este fin un
instrumento semipreparativo Acuflow Serie lI, un detector de indice de refraccién

marca Waters modelo R401, y una columna fase reversa C-18 Dynamax 60A de
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1.0 x 25 ¢m, con un flujo de 2.0 mL min™, empleando una mezcla 1.9 de
H,O:MeCN como fase movil. Ofras fracciones fueron separadas en este mismo
equipo en una columna fase normal con gel de silice marca Dynamax 60A de 1 x
25 cm, a un flujo de 2.0 mL min™ y con un disolvente preparado a base de una

mezcla de hexano (CeH14): AcOEL en la proporcidn 3.2:1.

o
_i H,0:MeOH 2:1]

Cromatogrefia _[ H,0:MeOH 1:1 ]
[onaszs ) T8,
B _[HZO:MeOH1:2J
s
[ MoK ] ——> —— (A50]
[ eor ]
[ eomr ]

Figura No. 1. Diagrama de bloques del proceso de separacién de los
compuestos CNQ-525-546, CNQ-525-512, CNQ-525-510, CNQ-525-492 y CNQ-
525-528.

Anélisis fisicos y espectroscdpicos

La rotacion optica de todos los compuestos aislados fue medida en MeCOH y/o
cloroformo (CHCls), en un polarimetro Rudolph Research Autopol 1lf en una
celda de 10 cm utilizando la linea D del sodio. Los puntos de fusién se
determinaron en un instrumento Melt-Temp 50/60 cycles de 200 watts, los
cuales se reportan sin correcion. Los espectros ultravioleta (UV) e infrarrojos IR
se obtuvieron con un espectrofotémetro Beckman marca Coulter DU modelo 640

y Perkin-Elmer modeio 1600 FTIR respectivamente. Para estos Ultimos, se utilizé

el método de pelicula, el cual consiste en disolver la muestra en CHCI,, colocar
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unas gotas en la celda y dejar evaporar por completo el disolvente. Los
espectros de resonancia magnética nuclear protonica ("H RMN) y de carbono-13
(*C RMN) fueron obtenidos en espectrofotémetros Varian Inova Instruments a
400 y/o 300 megahertz (MHz) v a 75 6 100 MHz, respectivamente. Los
espectros se corrieron en deuterocloroformo (CDCl3), deuteroacetona
(CDsCOCDs3) y/o deuterometanol (CD30OD). Los desplazamientos quimicos (D)
fueron referenciados a las sefiales de los disolventes en unidades de partes por
millon (ppm) para 'H/°C a 5 7.24/77.0 ppm, 5 2.04/206.0 ppm y 8 4.78/49.0
ppm para CDCl;, CD;COCD; y CD3OD, respectivamente. Los experimentos en
una dimension (1D}, ROESY (Rotating Overhauser Effect Spectroscopy) ,
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) y DEPT (Distortion
Enhancement Polarization Transfer), asi como en dos dimensiones (2D), 'H-'H
COSY (Correlation spectroscopy), 'H-"*C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Coherente), MeHSQC (Methyl Heteronuclear Shift Quantum Coherente) y
HMQC (Heternuclear correlation through Multiple Quantum Coherente), también
fueron determinados en los mismos instrumentos usando las secuencias de
pulsos estandares proporcionadas por estos instrumentos. Los espectros de
masas (EM) de baja resolucién se determinaron por medio de un cromatografo
de liquidos con detector de masas (LC/MS) Hewlett-Packard MSD 1100 en una
columna C-18 RP con el método estandar. Este consistid en utilizar como fase
movil una mezcla 9:1 de H,O:MeCN, variando esta razén hasta llegar a MeCN

100 % en 30 minutos. Los espectros de alta resolucién fueron obtenidos
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mediante un instrumento Agilent ESI-TOF por el método de electroespray y en

un lonSpect Ultima FTMS por MALDI-FTMS como método de ionizacion.

Ensayos biologicos

Todas las fracciones y los compuestos puros fueron probados
contra celulas de cancer de colorectal HCT-116 a una concentracion de 10 mg
mL? en sulféxido de dimetilo (DMSQ), a partir de la cual se obtuvo la
concentracion inhibitoria media (ICs) en ug mL™, empleando un método de
dilucidon y despues de 72 horas de incubacién se leyd su absorbancia a 490 nm.
Tambien se realizaron pruebas de actividad antibiética en todos los compuestos
puros, utilizando la misma concentracion y tipo de disolvente que el caso anterior,
contra meticilin-resistente (MR) Staphylococcus aureus y contra vancomycin-
resistente  (VR) Enferococcus faecium. Esta actividad se reporta como
concentracién minima inhibitoria (MIC) en pg mL™”, para lo cual se emple6 un
metodo de dilucién y después de 15 horas de incubacidn, se leyo su

absorbancia a 600 nm.
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RESULTADOCS Y DISCUSION
Cepa bacteriana CNQ-525:

La cepa bacteriana CNQ-525 fue identificada como un actinomiceto que
pertenece a un género nuevo de bacterias de la familia Streptomycetaceae a la
cual todavia no se le ha asignado un nombre, lo cual permitié aumentar el arbol .
filogengtico que se encuentra en constante estudio por los investigadores del
area de Biologia Molecular del Instituto de Oceanografia de Scripps en la
Universidad de California, San Diego.

Al termino del cultivo y concentracion de la muestra, se obtuvieron 10.5 g
de extracto crudo, el cual se separé mediante cromatografia en columna fase
reversa con gel de silice C-18. En total se obtuvieron siete fracciones, de las
cuales las méas abundantes fueron la de H,O 100 % (4.65 g) y la de MeOH 100
% (3.58 g). La primera de ellas contenia en su mayoria sales, razén por la cual
se descarts, mientras que la segunda, resulté ser la mas importante con
respecto a su espectro de '"H NMR y a su bioactividad ante células de cancer de
colon HCT116, (Tabla 1).

Tabla 1. Fracciones obtenidas del extracto de la cepa bacteriana CNQ-

925, mediante cromatografia en columna fase reversa con gel de silice
C-18. NA= no analizada, ANS= actividad no significativa.

Fraccion Disolventes Peso Bioactividad
No. empleados viv (9) (ug mL™)
1 H>O 100 % 4.65 NA
2 H.O:MeOH 2:1 0.4737 ANS
3 H>O:MeOH 1:1 0.3673 ANS
4 H,O:MeOH 1:2 0.6138 15.5
5 MeOH 100 % 3.58 3.4
6 MeCN 100 % 0.18 15.8
7 AcOEt 100 % 0.048 ANS
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Una vez eliminado el disolvente de la fraccion MeOH100 %, se tratd de
redisolver en la mezcla que se empled en la separacion por HPLC (H,O:MeCN
1:9), pero desafortunadamente resultd muy poco soluble, por lo que se secd de
nuevo y se ensayaron diferentes tipos de disolventes para encontrar uno en el
que fuera soluble. Finalmente se encontré que el diclorometano (DCM) era el
mas indicado, realizando la extraccion con esrte disolvente. De esta fraccion se
obtuvieron 2.2 g de extracto, el cual se redisolvid en 44 mL de diclorometano se
filtr6 a través de filtros millipore de 0.2 pm de tamario de poro para obtener una
concentracion final de 50 mg mL™". Los 44 mL de esta fraccion fueron separados
mediante HPLC en una columna fase reversa C-18 con una mezcla de
H,O:MeCN 1:9 como fase moévil. En cada ocasidn, se inyectaron 50 pL de
muestra hasta terminar con los 44 mL. Se obtuvieron en total 20 fracciones en
un tiempo de 50 minutos (Figura 2). Todas las fracciones se concentraron, se
pesaron, se les determind su hioactividad contra células de cancer de colon

HCT1186, y se determinaron sus espectro de 'H NMR y de masas.
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Figura 2. Cromatograma de la fraccion CNQ-525-5 corrida en HPLC en una
columna C-18 con agua;acetinitrilo en una proporcion 1:9.

Las fracciones No. 7 (marcada en el cromatograma de la Figura 2 con el
nimero 512), 8 (510), 11 (546), 19 (528) y 20 (492) tuvieron tiempos de
retencién de 11, 12, 16, 41 y 45 min, respectivamente. Estas cinco fracciones
resultaron ser las méas interesantes, tanto desde el punto de vista
espectroscopico, como desde el punto de vista de bicactividad. El resto de las
fracciones -continla en estudio, razén por la cual en adelante sélo se
presentaran resultados para las fracciones 7, 8, 11, 19 y 20, sin que

necesariamente se presenten en este orden.
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Fraccion No. 11

La fraccion 11, que corresponde al numero 546 en la Figura 2, se obtuvo
como un compuesto cristalino de color amarillo, una vez que se evapord el
disoivente. Este compuesto llamé la atencion debido a la facilidad con que
cristalizaba, por lo que se procedi6 a realizar una recristalizacién, por medio de
su disolucion con MeOH y adicién de DCM en una proporcion 95:5. Después de
30 minutos se formaron los cristales, mismos que se redisolvieron debido a que
cristalizaron en forma de agujas blancas. Después de una segunda
recristalizacion con el mismo método se obtuvieron cristales adecuados en
cuanto a tamafio y forma, segln se pudo comprobar a través de su observacion
al microscopio de diseccion (Figura 3). Los cristales se filtraron, se secaron y se
les determino el punto de fusién, mismo que resultd ser de 183-185°C. Asimismo
se determiné su rotacion especifica, la cual resultd ser [a]*°5= -190° (c, 0.3047
CHCly) vy [0]**p = -86.4° (c, 0.3181 CH;OH). Soluciones de estos cristales en
MeOH presentaron longitudes de onda de maxima absorcion (Amax} @ 266, 326 y
357 nm, con coeficientes de extincion molar (¢) de 21,500, 8,800 y 7,800
respectivamente. En el infrarrojo (IR) (Fig. 1, Anexo), los cristales presentaron
absorciones caracteristicas para grupos oxhidrilo (OH) a 3300 cm™, para anillos
arométicos a 3100 cm™ y para alcanos a 3000-2880 cm™. También se observé la
absorcion caracteristica de grupos carbonilos a 1700, 1650 y 1615 cm™.

La muestra también fue analizada en un LC/MS para determinar su peso
molecular mas probable y se encontrd un ion (M + Na)* a m/z 569, asi como el

ion (M-H,0)" a m/z 528 y un patrén de fragmentacion caracteristico de
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compuestos triclorinados (M*, M*™+2, M*+4, con abundancias relativas en una
proporcion de 7:4.5:1). Al determinar el espectro de masas de alta resolucién
ESI-TOF por el método de electrospray, se encontré el ion (M-HY" a m/z

545.1271, cuyo peso molecular exacto fue de 546.1342 uma (Fig. 8, Anexo).

Figura 3. Cristal del compuesto CNQ-525-546 observado al microscopio de
diseccidn Leica modelo MZ6 de McBain Instruments.

El espectro de 'H NMR (400 MHz, acetona-ds) (Tablas 2 y 3 y Fig. 2,
Anexo) presentd las siguientes sefiales: dos singuletes a 12.3 y 10.27 ppm
caracteristicos de protones de "OH arométicos, el primero de ellos quilatados y
un singulete a 7.3 ppm que integra para un protdn y es caracteristico de
protones aromaticos. Tambien se presentdé a 4.69 ppm, otro singulete
caracteristico de "OH alifaticos, por lo que se puede deducir gue la molécula
contiene tres grupos “OH. Adicionalmente, se observé una sefial doble de
dobles (dd} a 4.58 ppm, con constantes de acoplamiento (J) de 12.0 y 4.0 Hz,
caracteristicas de acoplamientos axial-axial y axial-ecuatorial, ‘razén por la cual
se buscaron los protones con los que se estaba acoplando. Como resultado de
esta bisqueda, se encontraron dos sefiales dd a 2.73 y a 2.52 ppm, la primera
de ellas con constantes de acoplamiento J = 14.4 y 12.0 Hz y la segunda con J =
144 y 40 Hz. La J correspondiente 144 Hz en la sefial a 2.73 ppm es

caracteristica de acoplamientos de protones geminales.
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Asimismo se pudo observar que en la sefial a 2.52 ppm se presentd este
mismo valor para J, por lo que se dedujo que se trataba de dos protones que se
enconfraban substituidos en el mismo carbono. Por otro lado, la / de 12.0 Hz en
la sefial a 2.73 ppm coincide con la J de 12.0 Hz encontrada en la sefial a 4.58
ppm, por lo que se deduce que son protones que se encuentran en carbonos
adyacentes QUe interaccionan de manera axial-axial en planos opuestos en el
espacio. Finalmente, se puede observar que en la sefial a 2.52 ppm se presenta
una J de 4.0 Hz, al igual que la segunda J en la sefial en 4.58 ppm, que
corresponde a un acoplamiento axial-ecuatorial. Lo anterior fue confirmado
mediante el espectro en 2D 'H-"H COSY NMR (Fig. 5, Anexo) en el cual se
observa una correlacion entre estos tres protones.

Por medio de la determinacion simultanea de los espectros °C NMR, el
espectro 2D 'H-"*C HMQC NMR y DEPT (Fig. 4, Anexo), se determind que la
molécula contenia un total de 26 carbonos (mismos que seran discutidos mas
delante), y se determind el tipo de carbono presente en cada sefial. Este fue el
caso de la sefial en 4.58 (que corresponde a un CH) y las sefales en 2.73 y 2.52
(que corresponden a un CHy). Mediante el espectro DEPT NMR también se
pudo comprobar que el protén en 7.3 ppm, correspondia a un CH.

En el espectro de 'H NMR también se presenté una sefial dd en 3.74 ppm
con constantes de acoplamiento J = 12.0 y 4.0 Hz, por lo que se buscaron las
sefiales con las que se estuviera acoplando. Desafortunadamente, no se
presentaron sefiales claramente definidas en base a las cuales se pudieran

determinar las constantes de acoplamiento, por lo que se caracterizaron como




Tabla 2. asignaciones de "°C y 'H NMR para el compuesto CNQ-525-546, hechas con base en los experimentos de HMQC. s=

simple, dd= doble de dobles, m= multiple, br= ancha. ppm=partes por millén, J= constante de acoplamiento, Hz= unidades Hertz
Carbon# [C8(ppm) |  'Hdppm (4, Hz) | DEPT | COSY - "H -C HMBC Asig.
1 71.4 - C C1,C6, C12, C5, C7, C22, C21, C23, H4, H21, H2a, H7b
2 42.7 1.54m CH, C2, C6, C1, C4, H4, H22, H23 Ha
1.73 m Hb
3 31.8 1.76-1.80 m CH; C3,C1, Ch, C22, C23, H4, H3a Ha
1.87m Hb
4 72.6 3.74dd (12.0, 4.0) CH C4-C3 | C4,C1,C2 C7,C6,Ch C22, H3b, HB
5 41.7 C C5,C1,C3, C7,C21,C22, C23, H4, HE, H22, H23
6 51.0 1.6 brdd (7.2, 1.6) CH C6-C7 | C6,C1,C8,C12, H7b, HE, H21, H22, H23
7 38.3 1.63 dd (16.8, 1.6) CH, C7,C1,C5, C8, C8, C12, C21, €22, C23, H7a Ha
2.64dd (16.8, 7.2) Hb
8 85.1 C C8, C1,CH5, Cs, C7,C12, C21, C23, C25
9 81.8 C C9, C10, C11, C25, H10, Hi1b, H7b, H24, H25
10 58.7 458 dd (12, 4) CH C10-C11 | C10, C8, C12, C24, C25, H11a, H11b, H24, H25
11 43.4 273 dd (14.4, 12.0) CH, C11, C24, C9, H10, H7a, H25 Ha
2,52 dd (14.4, 4.0) Hb
12 82.5 C C12,C5,C86,C7,C8,C22, H11b, H7a
13 192.3 C C13,C8, C12,
14 108.5 C C14,C13, C18, C17, C18, H26
16 163.9 C C15,C16, C19, H26
16 120.3 C C16, C14, C18, C19, C20, C26, H18,H26
17 164.3 C C17,C14, C16, C18, C20, H18
18 108.6 7.35s CH C18, C14, C16, C17, C20, H18, H26
19 132.5 C C19,C14,C16, H18, H26
20 193.7 C C20, C6, C14, C16, C17, C18, C19, H-18, H7b
21 25.6 .14 s CH,3 C21,C1, C6, C7, C22, C23, H2h, H2a Me3
22 29.3 0.37s CHs C22, C1, C3, C5, CB, C7, C21, C23, H4, H21 Me1
23 16.7 0.65s CHs (23, C4, C5, C6, 4, H22 Me2
24 23.2 13s CH, C24, C9, C10, C11, C25, H4 Me4
25 29.5 14s CH,3 C25, C9, C11, C24, H4, H7a Meb
26 8.8 2165 CH, Meb
o(1) 469 OH
o4) 12.3 OH
O(5) 10.27 OH




Tabla 3. Asignaciones en 'H y *C NMR para los compuestos 512, 510, 546, 528 y 492 . "Asignaciones hechas con base en experimentos de
DEPT, COSY, MeHSQC, HMQC, y HMBC. "Constantes de acolamiento en Hz. “Sefial traslapada con alguna otra.
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Cuompuesto 512{C1>,013)

Compuesto 510 (CDCly)

Compuesto 546 (C13,COCDy)

Compuesto 492 (CD;COCD,)  Compuesto 528 (C1,COCL;)

¥ ¢ & mult, (J%) S Sy mutlt, (1Y) B¢ By mult, (% S¢: ) 8¢ & muld, (J")
[ 722C 70.9C 710 147.0C 1469 C
2 42,5 CH, 1,76-1,82 m*® 40.9 CH, 1.34-1.40m 42,7 [.54m 36.7 Cll, 2.09m 35.0 Cll, 2.03-2.06 m
1.52-1.56 m*® 1.95-2.0 w° 1.73 m 2,26 m 2.27-2.3m
3 31.9 CH, 1.75-1.79 m 30.0 CH, 1.73-1.79 m 318 1.76-1.80 m 35.1 CH, [.7m 35.2CH, 1.67-1.75m
1.79-1.85m 1.9-1.95 m° 1.87m 1.98-2.03 m°®
4 72.1 CH 3.67dd(12.0, | 71.6CH 344 dd (12,0, | 72.6 3.74 dd(12.0, 71.4 Cil 4.18dd(11.1, | 71.7CH 3.88 dd (2.0,
4.0) 3.0) 4.0 4.8) 4.0)
3 418C 40.7C 417 42.7C 433 C
6 SL9CH 1.55d{6.5) 52.7CH f4m 51.0 1.6 brdd(7.2, 48.2 CH 2.07brs 40.3 CH 2.10-2. 14 m
1.6)
7 41.3 CH, 1.82d (16.0) | 40.1 CH, 2.0-2.02m 38.3 1.63 dd(16.8, 37.3CH, i.8Gbrs 34,1 CH; 2.64-2.74 m
2.08 dd (16.0, 2.07-2.11m° 1.6} 1.9brs
6.5) 2.64 dd(16.8,
7.2
8 §1.6C 82.8C 85.1 83.2 C 849 C
9 8§1.2¢C 79.0C 81.8 76.7C 79.0 C
10 62.5 ClI 4.09 dd (12.0, | 58.7 Cli 4.56 d(1.8) 59.7 4.58 dd(i2.0, 60.4 CH 4.97d(1.5) 60.1 CLI 4.43 dd 12,0,
4.0 4.0y 4.0 N
I 353 414, 2,37 #1130, | 135.0C1 6.94 4 (1.8) 434 273 dd(id.d, 137.7 CIH 6.78 d (1.5) 42.0 CII 2.47-2.52m
4.0) 12.0) 2.50-2.64 m
2,06 q(13.0) 2.52dd (14.4,
4.0)
12 58.4 CH 3.36 dd (13.0, 133.4C 82.5 1372C 82.6C
4.0)
I3 1961 C 1874 C 192.3 189.4 C 193.5C
14 108.0C 110.2C 108.5 111.2C H08.0C
15 162.6C 163.0C 163.9 163.8 C 163.8 C
16 1202 C 119.2C 120.3 118.8C 1193 C
17 1647 C 163.4 C 164.3 164.0 C 164.1 C
18 109.6 CH 7.08s 108.1 CH 7.37s 108.5 7.3 107.7 CH 7155 108.3 Cll 7.23s
19 133.4 C 138.0C 132.5 133.8C 132.7C
20 196.2 C 1923 C 193.7 1947 C 194.3C
21 24,7 CH, 1.15s 23.9 CH;, 1.23 s 25.6 1.14 1094 CHy | 477brs 110.2CH, [ 4.84d(4.2)
433 brs
22 29.5 Cl; 0.44 s 28.4 CH, 0.48 s 293 0.37 27.0 Cily 1.11s 26.6 CH; 0.64 5
23 16.6 Cl1y 0.68s 15.6 CH, 0.68 5 16,7 0.65 14.5 Cl'L, 0.61s 15,5 CH,4 0.50s
24 293 Cli, 1.4ds 27.0 CH;, 1.595s 23.2 1.3 27.2 CH, 1.49 s 27.7 CH, 1.35
25 21.4 CH, 1.23s 20.5 CH, 1.25s 29.5 1.4 20.6 CH,4 1.02s 22.6 CH, 1.25
20 8.4 Clly 2.13s 8.2 Cli5 2225 8.8 2.16 8.1 Cll,4 2145 8.3 Cll, 2145
Ol 5.65s 4.69
OH5 1278 s 12.3
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fnultipletes (m) entre 1.76-1.80 ppm y a 1.87 ppm. Dado que el espectro en 2D
'H-"H COSY NMR presentd correlacion entre estos protones (3.74 y 1.76-1.80),
se dedujo que se encontraban substituidos en carbonos vecinos. El
desplazamiento a campo bajo de la sefial a 3.74 sugiere la presencia de un
elemento muy electronegativo substituido en el mismo carbono, posiblemente un
cloro. Mediante el espectro DEPT se determiné que se trataba de un grupo CH.
En virtud de que no se encontré otro acoplamiento para este carbono, se deduce
que se trata de un carbono substituido con un protén, un elemento
electronegativo que en este caso resultd ser un cloro y por otro lado, unido al
carbono que contiene los protones en 1.76-1.80, mas la unidén con un carbono
cuaternario. Otras sefiales que se presentaron fueron por un lado una sefal
ancha (br) dd a 1.63 ppm (/= 16.8, 1.6 Hz) y 2 2.64 dd (J = 16.7, 7.2 Hz), por lo
que se dedujo que la constante de acoplamiento (en ambos casos de 16 Hz),
corresponde a dos protones en disposicion geminal que interacciona con el
protén a 1.6 br dd (J = 7.2, 1.6 Hz). Esta union presenta Jde 7.2 y 1.6 Hz, las
cuales coinciden con las de las dos sefiales dd anteriores. Estas caracteristicas
sugieren que se frata de protones vecinos interaccionando entre si en carbonos
vecinos, de acuerdo a los resultados del espectro en 2D 'H-'H COSY NMR, que
mostré correlacion entre los dos protones, en donde el primero corresponde a
un CHz y el segundo a un CH (segtn fue confirmado por el espectro DEPT).
Otras sefiales presentes en el espectro de 'H NMR fueron dos sefiales multiples
(m) a 1.54 y 1.73 ppm y que corresponden a protones geminales, de acuerdo a

los resultados del espectro DEPT, ya que este desplazamiento quimico
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corresponde a los protones del carbono en 42.7 ppm, en donde se obsenve la
presencia de un CH,. Asimismo, en el espectro 'H se observan singuletes para
seis grupos metilos a 2.16, 1.4, 1.3, 1.14, 0.65 y 0.37. El primero de ellos es
caracteristico de metilos substituidos en anilios aromaticos.

El espectro de *C NMR (75 MHz, acetona-ds) (Tablas 2 y 3 y Fig. 3,
Anexo) presentd dos sefiales caracteristicas para carbonos de carbonilos a
183.7 y 1923 ppm y seis sefiales de carbonos aromaticos. Los mas
desplazados a campo bajo en 164.3 y 163.9 ppm, debido, posiblemente, a los
dos "OH encontrados en 'H NMR a 12.3 y 10.27 ppm. El resto de los carbonos
aromaticos se encontraron a 132.5, 120.3, 108.6 y 108.5 ppm. Los carbonos con
0 en 108.6 y 120.3 ppm corresponden a carbonos que soportan el protén y
metilo aromaticos ( 7.3 y 2.16 ppm en 'H respectivamente). La sefial del carbono
a 132.5 también se encuentra desplazada a campo bajo debido al afecto de
algun elemento electronegativo cercano a él. Otras sefiales observadas fueron
para cinco carbonos cuaternarios en 85.1, 82.5, 81.8, 71.0 y 41.7 ppm, para tres
grupos CH a 72.6, 9.7 y 51.0 ppm, para cuatro grupos CH; a 43.4, 42.7, 38.3 y
31.8 ppm, y para los seis CHsz a 29.5, 29.3, 25.6, 23.2, 16.7 y 8.8 ppm.

De acuerdo al espectro 'H-*C HMQC NMR (Fig. 7, Anexo), los
desplazamientos de los carbonos en 72.6, 59.7, 51.0, 43.4, 42.7, 38.3 y 31.8
ppm les corresponden los protones presentes en 3.74, 4.58, 1.6, 2.73 y 2.72,
1.564y1.73,1.63y 2.64,y 1.76-1.80 y 1.87 ppm, respectivamente.

Con la informacion anterior y con las correlaciones en el espectro 2D 'H-

'H COSY se pueden deducir las semi-estructuras de la molécula:
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Con la finalidad de ampliar la informacién con respecto a las uniones de

estos fragmentos se determiné el espectro 'H-'>°C HMBC NMR para observar las
correlaciones entre los atomos (Tabla 3). De acuerdo a estos resultados, el
carbono en 108.6 ppm interacciona con los carbonos en 108.5, 120.3, 164.3 y
183.7 ppm, asi como con los protones en 7.3 ppm y en 2.16 ppm, lo que sugiere
que la posicién asignada en la semiestructura mostrada arriba, podria ser la
adecuada. A partir de estos resultados también se deduce que cercano a este
carbono (108.6 ppm) podria estar substituido el grupo carbonilo de 193.7 ppm,
con la posicion mas cercana correspondiendo al carbono 132.5 ppm. Dado que
el carbono en 108.5 interacciona con los carbonos en 192.3, 120.3, 164.3, 108.6
ppm y los protones del metilo aromatico en 2.16 ppm, se puede deducir que
cercano a éste (108.5 ppm), se encuentra substituido el otro grupo carbonilo
(192.3 ppm), lo cual deja como Unica posibilidad que el carbono en 132.5 ppm
se encuentre substituido efectivamente enseguida del carbono 193.7 ppm. El
carbono en 163.9 ppm interacciona con el carbono en 120.3 y 132.5 ppm, asi
como con los protones del metilo aromatico en 2.16 ppm, mientras que el
carbono en 120.3 ppm interacciona con los carbonos en 108.5, 108.6, 1325 y

193.7 ppm, asi como con el proton aromatico en 7.3 ppm. Finalmente, el




carbono en 193.7 ppm interacciona con los carbonos 108.5, 120.3, 164.3, 108.6
y 132.5 ppm, con el carbono en 51.0 ppm y con los protones en 2.64 y 2.13 ppm.
Toda ia informacién anterior apoya la semiestructura propuesta, ademas de
aumentar el nimero de substituciones de los dos grupos carbonilos e indicar la
cercania con el proton en 2.64 ppm. También se observan interacciones entre el
carbono  85.1 ppm y los carbonos 82.5, 71.4, 41.7, 51.0, 38.3 ppm y el
correspondiente a los metilos en 25,68, 16.7 y 29.5 ppm.

El carbono en 82.5 ppm interacciona co.n los carbonos en 85.1, 51.0, 41.7
y 38.3 ppm y con los protones 2.52 y 1.63 ppm. Como los carbonos 85.1 y 82.5
ppm interaccionan entre si y a su vez ambos interaccionan con protones del
mismo carbono (2.64 y 2.52 ppm) se puede suponer gue estos dos carbonos se
encuentran unidos entre si y muy cercanos al carbono 38.3 ppm que contiene a
los protones en 2.64 y 2.52 ppm. En base a lo anterior y como ya se habia
observado la existencia de una interaccion entre el carbono 193.7 ppm y los

protones en 2.64 y 1.63 ppm, se propone la siguiente subestructura:

OH 123 O




También se observan las siguientes interacciones: el carbono 31.8 ppm
con los carbonos 71.4, 41.7, 29.3 y 16.7 ppm y con el protén 3.74 ppm; el
carbono 72.6 ppm con los 71.4,42.7,41.7, 51.0, 38.7, y 29.3 ppm asi como con
los protones 1.87 y 1.6 ppm; el carbono 71.4 ppm con los carbonos 51.0, 41.7,
38.3, 82.5, 25.6, 29.3, 16.7 ppm y con los protones 1.54, 3.74, 2.64 y 1.14 ppm;
el carbono en 42.7 ppm con los situados en 71.4, 72.6, 51.0 ppm y con los
protones 3.74, 0.37 y 0.65 ppm; el carbono en 51.0 con el carbono 71.4, 85.1,
82.5 ppm y con los protones 1.6, 2.64, 1.14, 0.37 y 0.65 ppm. Finalmente, el
carbono en 41.7 ppm interacciona con los carbonos 71.4, 31.8, 38.3, 25.6, 29.3,
16.7 ppm, asi como con los protones 3.74, 1.6, 0.37 y 0.65 ppm.

Los resultados anteriores indican que todos estos carbonos (51.0, 41.7, 42.7,
31.8, 71.4 y 72.6 ppm) interaccionan con los carbonos o con los protones de los
metilos en 29.3 y 16.7 ppm, mientras que el carbono en 71.4 ppm interacciona
con el metilo en 25.6 ppm. A su vez, esto indica que los carbonos antes
mencionados forman un anillo de seis miembros en el cual el carbono
cuaternario en 71.4 ppm se encuentra substituido con el grupo metilo en 25.6
ppm y un "OH, que equivaldria al tercer "OH de la molécula. Esta conclusion se
basa en el desplazamiento quimico observado a campo bajo. La doble
interaccion entre los carbonos 51.0 y 71.4 ppm, asi como sus interacciones con
el carbono 82.5 ppm vy el carbono o el protén del metilo en 25.6 ppm, sugieren
que estos dos carbonos se encuentran unidos. En el mismo sentido, si
observamos al carbono cuaternario en 41.7 ppm, en especial, su interaccion con

los carbonos 51.0 y 38.3 ppm, se deduce que este carbono también se




encuentra unido al carbono 51.0 ppm y que seria el Unico con posibilidades de
acomodar la substitucién de dos grupos metilos. Otra informacién con la que se
cuenta hasta este momento, es la correlacién de los carbonos 72.6 y 31.8 ppm
en el espectro 'H-"H COSY, los cuales se encuentran unidos. Si ademas de lo
anterior consideramos las interacciones del carbono 72.6 ppm con los carbonos
41.7,51.0 y 38.3 ppm, se puede suponer que el carbono 72.6 ppm se encuentra
unido ai carbono cuaternario en 41.7 ppm, dejando la Gnica posicién libre para el
carbono 42.7 ppm, el cual interacciona perfectamente con sus vecinos mas

cercanos. Hasta el momento, la estructura parcial seria la siguiente:

OH12: O

H
- H ; !1.54
1.76-1.80 187

Asimismo, el carbono en 43.4 ppm corresponde a un CH; que
interacciona con el CH en 81.8ppm y con los carbonos de los metilos en 23.2 y
28.5 ppm. Adiciocnalmente, se observa una interaccion entre el carbono 43.4
ppm y el protén en 4.58 ppm, el cual se encuenfra substituido como un CH en el
carbono 59.7 ppm. Esta informacion confirmaria la correlacion encontrada en el

espectro 'H-'H- COSY para los carbonos 59.7-43.4 ppm y también indicaria que




se encuentra cercano al carbono 81.8 ppm el cual, debido a su desplazamiento
quimico es posible que se encuentre cercano a un elemento electronegativo.
Analizando la informacién con la que se cuenta hasta este punto sobre la
molécula, se sabe que la molécula tiene un peso molecular de 546.1342 uma, de
los cuales 312 uma corresponden a 26 carbonos, 105 uma a 3 cloros, 33 uma a
33 hidrogenos (18 en seis CHs, ocho en cuatro CHy, cuatro en cuatro CH y tres
en tres "OH), 80 uma a cinco oxigenos (dos en dos C=0 y tres en tres 'OH), lo
que representa un peso total de 530 uma. Faltarian 16 uniaades, las cuales
corresponderian a un oxigeno, lo que sugeriria la formula molecular C2sH3306Cls.
Esta formula presenta nueve grados de instauracién, a diferencia de la Ultima
semiestructura propuesta en la cual se tienen Unicamente ocho (dos de los
carbonilos + tres de los dobles enlaces aromaticos + tres de los anillos). Para la
parte faltante de la estructura se propone un anillo en el que uno de los
miembros sea el oxigeno faltante y que la posicidn mas coherente con respecto
a los desplazamientos quimicos, sea entre los carbonos 85.1 y 81.8 ppm. Es
muy importante observar también las interacciones entre los carbonos 81.8 y
59.7 ppm, ya que el primero es un carbono cuaternario. Esta caralcteristica
sugiere la posibilidad de que en ese carbono se encuentren substituidos los dos
metilos restantes ya que éstos a su vez interaccionan con Ids_ carbonos 81.8,
59.7, 85.1 y 43.4 ppm. De esta manera, el carbono 52.7 ppm (:que corresponde
a un CH) tendria un substituyente CI, por lo que el UGltimo cloro estaria
forzosamente substituido en el carbono 82.5 ppm. Este desplaggmiento quimico

apoya la substitucion del cloro en este carbono, ya que también se considerd



con el efecto del carbonilo al otro lado de la molécula. En base a la discusion

anterior, se propone como posible estructura la siguiente:
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Al analizar todas las constantes de acoplamiento se observa que la
estructura presenta una congruencia total. Al revisar la base de datos
AntiBase™ de la Universidad de California en San Diego, no se encontrd
molécula alguna que tuviera el peso molecular y las caracteristicas quimicas del
compuesto elucidado en este frabajo, razén por la cual se pensé que se trataba
de una estructura nueva. Sin embargo, y tomando en cuenta que se contaba con
los cristales, se envid una muestra a analizar mediante difraccion de Rayos X.
Este analisis confirmd que la asignacion de la molécula era fa correcta y que el
peso molecular era de 547.17 uma, mismo que al ser introducido en la base de
datos anteriormente mencionada, did como resultado la existencia de una
patente a nombre de Fakuda ef al. (1990 a,-b) en la que se encontraba incluida
esta molécula (ademas de ofras tres), las cuales presentaban actividad

antibidtica. Al compuesto patentado se le asignd el nimero A80915C y fue
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extraido del actinomiceto Strepfomyces aculeolatus, presente en sedimentos de
las Islas Palau, Micronesia. A partir de esta informacién se establecié que este
compuesto presenta el mismo esqueleto seminaffoquinona de algunos otros
compuestos, a los que algunos autores nombraron napyradiomycinas (Shiomi et
al. 1986a,-b, 1987; Shomura ef al. 1987; Gomi et al. 1987: Hori ef af. 1803) y que
presentaron actividad antibiotica. La molécula fue analizada para probar su
actividad como antibiético y como anticancerigeno por lo que se realizaron
pruebas de citotoxicidad contra células de carcinoma colorectal humano HCT
116 obteniendo una 1Cs=4.22 pg mL". Estos resultados también indicaron
actividad positiva contra la cepa resistente a meticilina Staphylococcus aureus
con una MIC = 1.9 pg mL™. Resultados similares se encontraron para la cepa
resistente a vancomycina Enterococcus faecium, con una MIC = 3.9 pg mL™. Los
resultados positivos contra S. Aureus y E. Faecium presentaron una actividad
mas potente para el mismo compuesto obtenido por Fakuda et af. (1990-a),
razén por lo cual se piensa que en este estudio el compuesto tenia un mayor
grado de pureza.

A pesar de que la estructura tridimensional de la molécula se patents, no
se encontraron evidencias de su elucidacion estructural absoluta de la misma,
por lo que la configuracién absoluta por difraccion de rayos X de monocristal, fue
sometida y aceptada para su publicacién en la revista Acta Crystallographica
Seccion E. Los datos cristalograficos se indican en la Tabla 4 y la estructura se

muestra en la Figura 3.
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Tabia No. 4. Datos cristalograficos de Rayos X de la estructura cristalina del compuesto

CNQ-525-546

Clave: CNQ- 525-546 Reflecciones colectadas: | 19158

Férmula empirica; CasH33Cl30g Reflecciones

Peso formula: 547.87 independientes: 8125 [R(int)=0.033Q]
Temperatura: 218(2)°K incompleto a to theta

Longitud de onda: 0.71073 A =28.29°, 97.3 %

Grupo especial: P2(1)2(1)2(1) Corrector de absorcion:; Sadabs/multiscan
Sistema cristalino: Ortorémbico Transmis. Max. y min. 0.9433 y 0.8584

Dimensiones de la:

a=12.1542 (10) A a=90°

Método de refinamiento:

Full-matrix least-squar,

Celda unitaria b= 13.8359 (10) A B=90° Sobre F?

c= 15.3928 (1) A y=90° Datos/ rest./param.; 6125/0/328
Volumen: 2588.5(3) A° Ajustes sobre F*: 1.029
Z: 4 indices R finales
Densidad calculada: | 1.406 mgm™ [I=2sigma(D}: R1= 0.0400, wR2=
Coeficiente de abs.: | 0.394 mm” 0.1029

Tamaiio del crstal:

0.40X0.25X0.15 mm®

indices R (todos los

R1=0.0439, wR2=

F(000): 1152 datos): 0.1059
Rangos de indices: -15<=h<=186, -18<=k=<= Parametro de estructura
18,-9,=1,=19 absoluta: -0.04(5)

Rango teta para la

coleccién de datos:

1.68 to 28.29°

Los mas grandes dic.

Pesk y completo:

0.457 y-0.243 e A’

Una vez confirmada la estructura, se decidié utilizar la numeracion de

acuerdo al esquema en rayos X para evitar confusiones (Tablas 2 y 3), por lo

que en lo sucesivo se referiran todos los datos de esa manera en lugar del uso

de la nomenclatura UIQPA, mediante la cual se nombraron las moléculas. El

nombre que corresponderia a esta molécula segun la UIQPA seria: 3,4a-dicloro-

10a-(3-cloro-6-hidroxy-2,2,6-trimetil-cyclohexylmetyl)-6,8-dihidroxy-2,2, 7-trimetil-

3,4 ,4a,10a-tetrahidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona.
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rigura 4. Estructura del compuesto CNQ-525-546 obtenida por difraccién de
rayos X de monocristal, representando la estereoguimica absoluta.

De acuerdo a la estructura mostrada por rayos X, la molécula presentaria

la siguiente numeracion:




Esta estructura es muy parecida a la napyradiomycina B4
enconfrada previamente por Shiomi et al. (1987), con la diferencia que el
compuesto reportado por estos autores no contiene el metilo 26 en la posicion
15 de nuestra estructura.

La napyradiomycina B4 (Shiomi et al. 1987) se presentd también como un
compuesto cristalino de color amarilio pdlido, aunque estos autores no
determinaron su bioactividad, su estructura fue determinada por difraccion de
rayos X ademas de incluir datos de 'H NMR, los cuales resultaron ser muy
similares a los encontrados en este trabajo, asi como a los reportados por
Fakuda et al. (1990 a). La Unica diferencia fue la presencia de un menor
desplazamiento a campo bajo en las sefiales de los grupos oxhidrilos en la
molécula de Shiomi ef al. (1987), la diferencia entre la sefial para el proton en la
posicién 16 de la estructura reportada por estos autores, ya que en nuestro caso
se observa un grupo metilo en esa posicion. Adicionalmente, el punto de fusién
( 168-171°C) que reporta Shiomi ef al. (1987), es muy diferente al encontrado en
este trabajo (183-185°C), mientras que en el trabajo de Fakuda et al. (1990 a) no

se reportan puntos de fusién.

Fraccion no. 7

La fraccién No. 7, que se encuentra identificada en el cromatograma de la
Figura 2 con el nimero 512, fue concentrada y de este proceso se obtuvo un
polvo amarillo péalido que posteriormente se cristalizé en las mismas condiciones

que el compuesto anterior. Los cristales obtenidos fueron de color Amarillo
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palido, con un punto de fusién de 198° C. Al ser analizados mediante LC/MS se
encontré el ion [M+Na]" a m/z 535 uma y una vez que se determind el espectro
de masas de alta resolucion MALDI-FTMS, se obtuvo el ion [M+H]" m/z(obsd.)=
513.1805 (Fig. 15, Anexo). Los datos anteriores concuerdan con la formula
molecular C2sH34Cl.06. Esta formula sugirié nueve grados de instauracion en la
molécula, la cual, si observamos su formula molecular y la comparamos con el
compuesto elucidado anteriormente, encontramos que la tnica diferencia es la
substitucion de un cloro por un hidrogeno. Estas caracteristicas sugirieron que
ambos compuestos podrian tener estructuras muy parecidas. El compuesto de la
fraccion 7 presentd una rotacion especifica [a]*p= -24.3° (c, 0.144 g/100 mL
CH30OH), y absorciones en el UV kmaMeOH a 258, 300 y 356 nm con valores de
¢ de 3,809, 1,500 y 1,250, respectivamente. El espectro de infrarrojo (Fig. 9,
Anexo) mostré también sefiales caracteristicas para grupos alcoholes,
aromaticos, alcanos, carbonilos, éteres, y la banda caracteristica de cloruros de
alquilo a vmayx 3370, 3110, 2900 y 2860, 1680 y 1600, 1260 y 1100, y 730 cm™,
respectivamente.

Los analisis de los espectros en RMN de 'Hy '°C (Tablas 5y 3) (Fig. 10y
11, Anexo) mostraron un singulete para un protén aromatico a & 'H: 7.08 ppmy,
al igual que en el compuesto anterior, se le asigno al proton del carbono 18, lo
qgue se confirmé posteriormente con los espectros de *C (5 *C: 108 ppm) v el
espectro de 2D NMR HMQC. También se encontré al grupo metilo en el anillo
aromético con desplazamientos en 8 *H: 2.13 ppm para H-26 y en °C: 8.4 ppm

para C-26. El resto de las sefiales para los carbonos del anillo aromatico
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resultaron bastante similares a las del compuesto CNQ-525-546, en 162.6 y
164.7 ppm para los carbonos que soportan a los "OH fendlicos, a 120.2 ppm,
para el carbono que soporta al C-26 del metilo, y a 133.4 y 108 ppm para los
carbonos que forman parte de los dos anilles del grupo dihidronaftoquinona.
Asimismo se observaron las sefiales para los carbonos de carbonilos a 196.1 y
196.2 ppm. El andlisis de 2D 'H NMR HMBC (Fig. 14, Anexo) presentd
correlaciones entre los carbonos C-12 con C-7, C-8, C-10, C-11, C-18 y H-18,
por lo que claramente se establecen las vecindades en esta parte de la molécula
(anillos D y C) similares a los reportados por Fakuda et al. (1990 a,-b). El
espectro de "H NMR presenté correlacion consecuente con una J de 4.0 Hz
entre el proton H-10 y el protén H-11-b, correspondiente a una disposicion axial-
ecuatorial, asi como una J de 12.0 Hz con el protén H-11b para un acoplamiento
axial-axial. El protén H-11b correlaciona con el H-11a en un acoplamiento
geminal con J de 13.0 Hz y con H-10 y H-12 con una J de 4.0 Hz en
acoplamiento axial-ecuatorial (Tabla 5). Estos desplazamientos y correlaciones
son muy similares a los obtenidos para el compuesto deducido anteriormente.
Las Unicas diferencias se encontraron en el espectro de "H NMR, en el cual
aparecio una sefial dd en 3.36 ppm con una J de 13.0 y 4.0 Hz. Asimismo, en &l
espectro de °C NMR desaparece la sefial en 82.5 ppm que corresponde al C-20
y aparece una a campo alto a 58.4 ppm, misma gue se confirmd mediante el
espectro 2D "H-"*C HMQC ya que contenia al protén de la sefial dd en 3.36 ppm.
Estos datos fueron confirmados mediante el espectro de DEPT, ya que el C-12

pasa de carbono cuaternario a CH. Analisis de 2D 'H NMR COSY mostraron la
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presencia de tres sistemas de spin al igual que en la molécula anterior (Fig. 12,
Anexo), uno correlacionando los protones H-3 y H-4, otro, correlacionando los
protones H-10 y H-11 y el otro correlacionando los protones H-11 y H-12. Estos
datos apoyarian la conclusién de que en la posicién 12 se encuentra un protén
en lugar de un cloro. Mediante los andlisis de 2D NMR HMQC, MeHMQC y
HMBC se asignaron todos los protones y los carbonos por lo que se propone

para este compuesto la siguiente estructura:

Para confirmar la estructura propuesta, se revisd detenidamente el
espectro de HMBC y se encontraron correlaciones entre el H-10 con C-9, C-11,
C-24 y C-25; entre el C-11a con el C-6, C-8, C-9, C-10, C-20, H-10 y H-12; entre
el H-4 y el C-23; entre el H-12 con C-7, C-8, C-10, C-11, C-13, C-18, C-20, y H-

18. Estas correlacionan apoyan la propuesta de estructura antes mencionada, y




Tabla 5. asignaciones de "°C y *H NMR para el compuesto CNQ-525-512, hechas con base en los experimentos de HMQC. s=

simple, dd= doble de dobles, m= muitiple, br= ancha ppm partes por mu!lon J= constante de acoplamiento, Hz= unidades Hertz

Carbon# | “Co(ppm). | 'HS ppm. h Hz) MeHSQC COSY “'H -"C HMBC ROESY " Asig.
1 72.2 H—21, H-22, H-23, H-2b, H-3, H-7b
2 42.5 1.76-1.82m CH; c-22 H-2a
1.52-1.66 m H-2b
3 31.¢ 1.75-1.79m CHa C-22, H-23, H-24, H-10 H-3a
1.79-1.85m H-3b
4 721 3.67 dd (12.0, 4.0) CH H-3-H-4 ; C-23 H-3b, H-B6, H-22
5 41.8 H-21
6 51.9 1.55 d(6.5) CH C-8, C-1, C-5, C-21, C-23, H-11b, H-12, H-4, H-2a, H-7b, H-
H-22
7 41.3 1.82 d {16.0) CHz H-7a
2.083 dd (16.0, 6.5) C-20, C-8, C-4, C-10, C-12, C-8, H-2b, H-3, H-7b
H-22, H-23
8 81.6 -
9 81.2 - H-24, H-25, H-7, H-11
10 62.5 4.09dd {12.0,4.11) CH H-10-H-11 | C-9, C-11, C-24, C-25 H-12, H-11b, H-25
11 35.3 2.06 q(13.0) CHz C-20, C-8, C-1, C-10, C-12, C-6, H-12 H-11a
C-9, C-10, C-12, H-12, H-10
2.37 dt (13.0, 4.0) H-10, H-11a, H-12 H-11b
12 58.4 3.36 dd (13.0, 4.0) CH H-12-H-11 | C-18, C-13, C-20, C-8, C-10, C-7, C-11, H-18 H-10, H-11a, H-
11b, H-7a
13 196.1
14 108.0 -
15 162.6 H-26
16 120.2 - H-18, H-26
17 164.7 H-26
18 109.6 7.08s CH C-20, C-18, C-16, H-12,
19 133.4 - H-26
20 196.2 H-7, H-12
21 24.7 1.15s CHa C-1, G-, C-2, H-22, H-23, H-21, H-23, H-6, H- | H-2a, H-7b, H-23 Me3
2a, H-3b
22 29.5 0.44 CHs C-1, C-B, C-5, C-23, H-23, H-21, H-6, H-2a, H- | H-4, H-B, H-7a, H- Met
3b 18, H-23
23 16.6 0.68 CHs G-1, C-8, C-5, C-22, H-23, H-21, H-6, H-2a, H- | H-3b, H-2a, H-7b, Me2
3b H-21, H-22
24 214 1238 CHs C-9, C-10, C-25, H-24, H-25, H-9 H-11a, H-25 Me4
25 283 1.44 CHa C-9, C-10, C-24, H-25, H-10, H-11b, H-12 H-10, H-24 Meb
26 8.4 2.13 CHa C-15, C-17, C-16 Me6

47
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a la vez establecen claramente todas las conecciones existentes entre los anillos
B y el metileno de unién con ef anillo A. Algunas otras interacciones son las que
corresponden al H-9 con H-7, H-11, H-24 y H-25; entre H-6 con C-1, C-5, C-8,
C-20, C-23, H-11b y H-12; entre H-2 con C-22; entre H-5 con C-21; entre H-22
con C-1, C-2, C-6, H-2a, H3b, H-6, H-21 y H-23; entre H-25 con C-9, C-10, H-10
y C-24, entre H-23 con C-1, C-5, C-8, C-21, H-23 H-3b, H-6, H-21 y H-23. La
estereoquimica absoluta del compuesto CNQ-525-512 fue determinada
mediante la interpretacion del espectro de 2D 'H NMR ROESY, en donde se
encontro que el protén H-22 correlaciona con los protones H-23, H-6, H-7a, H-4
y H-18, indicando la correcta posicién de estos protones. El protén H-23
correlaciona con H-22, H-3b, H-7a, H-7b y H-21, mientras que la posicién de los
metilos C-22 y C-23 se observa que es axial y ecuatorial, respectivamente. Los
protones del metilo 21 correlacionan con H-2a, H-23 y H-7b. También se
observan correlaciones entre H-6 con H-7a, H-4, H-21 y H-22, asi como las
correlaciones geminales tipicas entre los protones H-7a y H-7b (J=16.0 Hz). El
proton H-7 también correlaciona con H-22, H-23 y H-21, y el protén H-4 con H-
3b y H-3a, cada uno de los cuales presentd constantes de acoplamiento tipicas
para una disposicion axial-axial y axial-ecuatorial (/=12.0, 4.0 Hz). Estos datos
confirman la posicion correcta de todos los protones del anillo D, el cual tiene la
disposicion de un geranilo. En el anillo B, el proton H-10 también presentd
correlacion con los protones H-12 y H-25, el proton H-11a con los protones H-10,
H-11b y H-12, congruente con una disposicion axial-axial (/= 13.0 Hz). El protén

H-12 se correlaciono con el H-11a en una disposicion axial-axial (J= 13.0 Hz) y
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con el protén H-11b en una disposicion axial-ecuatorial (U= 4.0 Hz), asi como
con el H-24. Esta estructura corresponde a un derivado de la anterior, pero con
la tnica diferencia que esta contiene un cloro menos en la posicién 12 (Figura 4).
Al igual que el compuesto
anterior, este también es similar a las esfructuras reportadas previamente para
algunas napyrodiomicynas (Fakuda et al. 1990 a,-b; Shiomi ef al. 1987). Sin
embargo, una blsqueda en AntiBase™ produjo resultados negativos para
compuest-os con las caracteristicas de CNQ-525-512, por lo que se dedujo que
era un compuesto nuevo, el cual sera sometido para su publicacion a Journal of
Natural products.

La estructura se confirmé mediante difraccién de rayos X de monocristal

(Fig. 5). Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla No. 6. Datos cristalograficos de Rayos X de la estructura cristalina del compuesto

CNQ-525-512.

Clave: CNQ-525- 512 Reflecciones colectadas: 19874

Formula empirica: CagH34Ch0s Reflecciones

Peso formula: 512.74 independienles: 5288[R(int}=0.0221]
Temperatura: 213(2°K Incompleto a to theta

|ongitud de onda: 0.71073 A =28.00°, 95.6 %

Grupo espacial; P2(12(1h2(1) Corrector de absorcion: Semiempirica de eq
Sistema cristalino: Tetragonal Transmis, Max. y min. 1.000 y 0.522

Dimensiones de la:

Celda unitaria

a=21.4200 (10) A a= 90°
b=21.4200 (10) A B=90°

Método de refinamiento;

Full-matrix least-

Cuadrados Sobre F*

c= 125774 (1) A y=090° Datos/ rest./param.. 5288/1/307
Volumen: 5770.7(7) A® Ajustes sobre FZ 0.834
Z: 8 indices R finales
Densidad calculada: | 1.279gem™ [I=2sigma(i)]: R1=0.0448, wR2=
Coeficiente de abs.: | 0.267 mm” 0.1238

Tamafo del cristal:

0.70X0.45X0.45 mm®

indices R (fodos los

R1=0.0467, wR2=

F(000): 2364 datos): 0.1258
Rangos de indices: -28<=h<=28, -28<=k<=28 - Parametro de estructura
15<=1<=16 absoluta; 0.07(6)

Rango teta parala

Coleccion de datos:

1.88 to 28.24°

Los mas grandes dic.

Pesk y completo:

0.457 y -0.243 e A*

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, se propone la
siguiente estructura cristalina para esta molécula:




Figura 5. ORTEP del compuesto CNQ-525-512, obtenido mediante difraccién de
Rayos X de monocristal.

El nhombre del compuesto, segln la UIQPA, es. 3-cloro-10a-(3-cloro-8-hidroxi-
2,2 ,6-trimetil-ciclohexilmetil)-6,8-dihidroxi-2,2,7-trimetil-1,3,4,4a,10a-tetrahidro-
2H-benzo[g]cromeno-5,10-dicna. Las tablas referentes a las coordenadas de
todos los atomos, las longitudes y los angulos de enlace, asi como los
desplazamientos anisotrdpicos, se encuentran descritos en el Anexo 2.

Al realizar las pruebas de bioactividad de esta estructura se encontré que
presentd actividad tanto anticancerigena, como antibiética, con valores de [Csp =
2.404 pg mL” contra células de carcinoma colorectal HCT 1186, y una MIC=
1.953 ug mL™ para el bioensayo de antibiosis contra MR S. Aureus y de MIC=
3.906 pg mL" para el bioensayo contra VR E. Faeacium. Como se puede ver,

las propiedades de este compuesto son prometedoras por o que actualmente se
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continta con su estudio, sobre todo en lo concerniente a algunas otras

actividades biolégicas como actividad antifungal y antivirus. Su estructura fue

sometida para su publicacién en el Journal of Natural Products.

Fraccion no. 8

La fraccion 8 marcada en el cromatograma de la Figura 2 con el nimero
210 fue aislada como un compuesto aceitoso de color amarillo palido, cuya
formula molecular es CypHaClOs , la cual fue establecida mediante
espectrometria de masas de alta resolucion ESI-TOF. En base a este mismo
analisis se obtuvo la presencia de un idn molecular ademas de un sodio a
[M+Na]" m/z (obsd.)= 533.1470 (Fig. 22, Anexo). Esta férmula sugirio diez
grados de insaturacidon, razén por la cual se dedujo que debia tener una
insaturacion adicional al de fas moléculas estudiadas anteriomente. Su rotacion
especifica mostré un valor [a]*p= -6.25° (¢, 0.128 g/100 mL CH3OH) y presenté
longitudes de maxima absorcion en el UV a Amax 268 nm MeOH (¢ = 13,008), a
325 nm (¢ = 6,485) y a 352 nm (g = 5,770). Por otro lado, el espectro de IR
mostrdé absorciones para grupos hidroxilos, insaturaciones, alcancs, carbonilos,
eteres y la banda caracteristica para cloruros de alquilo a vmax 3360, 3110-3030,
2920-2860, 1750, 1630, 1280-1120 y 800-700 cm™’, respectivamente (Fig. 16,
Anexo).

Analisis de 'H y °C NMR (Tabla 3 y 7) (Fig. 17 y 18, Anexo) mostraron
desplazamientos quimicos similares a ios del compuesto CNQ-525-512, pero

con diferencias en los carbonos No. 11 y 12, ademas de la existencia de un
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doble enlace entre estos dos carbonos. La doble ligadura fue faciimente
reconocida por la pérdida de las sefiales para el hidrogeno del metino en la
posicion 11 (2.73 dt y 2.06 q) del compuesto CNQ-525-512 y la de los protones
del metileno para el carbono 12 (3.36 dd) de ese mismo compuesto en lugar de
la cual aparecié una sefial doble a & 6.94 (J = 1.8 Hz) en el carbono 12. El
espectro de C NMR mostré también desplazamiento a campo bajo para los
carbonos C-11 y C-12, el primero de los cuales se convierte en un metino
mientras que el segundo se convierte en carbono cuaternario. Lo anterior fue
confirmado mediante el espectro 2D 'H-"°C MeHSQC NMR (Fig. 20, Anexo).
Analisis 'H-"H-COSY NMR presentaron correlaciones entre dos sistemas de
spin, uno involucrando a los protones del carbono C-4 y C-3 y la otra con los
protones de C-10 y C-11 (Fig. 19, Anexo). La interpretacion del espectro 2D
HMQC y HMBC NMR permitieron llevar a cabo las asignaciones para todos los
carbonos y protones. Podemos resaltar las numerosas correlaciones obtenidas
mediante HMBC (Fig. 21, Anexo), como lo fueron las correlaciones de H-4 con
H-3b, H-2a, H-21; de C-6 con H-2a; de H-10 con C-11, C-24, H-25, H-24 y H-7b
y de H-11 con H-10, H-24 y H-25, estableciendo de manera clara las conexiones
asignadas a la molécula, las cuales se pueden observar en la Tabla 7.

La estereoguimica absoluta de esta molécula fue confirmada mediante el
experimento ROESY NMR, en el cual se encontraron correlaciones entre el
protén H-11 con H-10, H-24 y H-25 y entre el protén H-10 con H-11, H-24, H-25
y H-7b, indicando que la posicién correcta para el doble enlace era C11=C12.

(Figura 8). En este compuesto se observaron las sefiales para dos protones de
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grupos oxhidrilos: el OH-1 en & 5.65 ppm y el OH-4 en d 12.78 ppm. En el
espectro ROESY también se observaron interacciones entre estos dos oxhidrilos
con sus vecinos espaciales, el OH-1 mostré correlacién entre H-2a, H-24 y H-25

y el OH-5 mostré correlacién con el H-26, (Figura 6)

Figura 6. Representacion del compuestc CNQ-525-510, donde las flechas
indican las interacciones ROESY NMR.

Esta estructura se puede considerar como correspondiente a un nuevo
compuesto que no ha sido reportado en la literatura. Su actividad frente a
ceélulas de cancer colorectal humano HCT 116 fue bastante prometedora (ICsg =
0.969 pg mL™), razén por la cual se considera un anticancerigeno mucho mas
potente que los compuestos CNQ-525-546 y CNQ-525-512. Sin embargo, su
actividad antibidtica contra MR S. aureus y contra VR E. faecium fue muy baja
(MIC = 15.625 pg mL™ y MIC = 15.625 ug mL™", respectivamente), por lo que se
puede considerar que el compuesto CNQ-525-510 es mejor anticancerigeno que
antibiotico. Cabe mencionar que este fue el compuesto que se obtuvo en menor

proporcién debido a que se descompone muy rapidamente, ya que es sensible a




Tabla 7

7. asignaciones de °C y 'H NMR para el compuesto CNQ-525-510, hechas con base en los experimentos de HMQC. s=
simple, dd doble de dobles m= muitiple, br— ancha. ppm partes por _mlilon J= constante de acoplamiento.
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-+ Carbon # | “C & (ppm)* ’H B ppm{J,"Hz) | MeHSQC i =COSY =} CHAPCHMBC o [ ROESY: Aslig. "
1 70.9 C H- 22 H-23
40.9 1.95-2.0 m CH, C-8, C-5, C-7, C-21, C-23, H-8 H2a
2 1.34-1.40 m H2b
30.02 1.9-1.95 m® CH, H-21, H-2a, H-3b H3a
1.73-1.79 m H-2b, H-22, H-23 H3b
4 71.6 3.44 dd (12.0, 3.0) CH H-4-H-3 | H-21 H-21, H-2a, H-3b
5 40.7 C
6 52.7 14 m CH C-4, C-2, H-21, H-22, H-23 H-2b
7 40.13 2.0-2.02m° CH, C-20, C-8, C-4, H-7b H-7b, H-21, H-23, H-10 | H7a
2.07-2.11 m° H-7a, H-22, H-23, H-2b | H7b
8 82.8 C H-11, H-7a
9 79.0 C H-10, H-25, H-24
10 58.7 4.56 d(1.8) CH H-10-H-11 | C-9, C-11, C-12, C-24, C-25 H-11, H-25, H-24, H-7b
11 135 6.94 d (1.8) CH C-13, C-8, H-7a H-10, H-24, H-25
12 133.4 C
13 187.4 C
14 110.2 C
15 163 C
16 119.2 C HO(4), H-18, H-26
17 163.4 C H-26
18 108.14 7.37 s CH C-16, C-18, C-20 H-8, H-22
19 138 C
20 192.3 C
21 23.9 125s CHa C-4, C-6, C-5, H-6, H-7a, H-7b | H-23, H-3a, H-3b, H-7b,
HO(1)
22 28.49 0.48 s CH, C-23,C-5, C-6, C-1, H-23, H-7a | H-23, H-6, H-7a, H-4
23 15.8 068s CHs C-22, C-7, C-6, C-1, H-7a, H- | H-22, H-21, H-7b, H-7a,
22, OH-1 H-3a
24 20.55 1.23s CH,4 C-10, C-9, C-25, H-25, H-10 H-25, H-10, H-11
25 27 1.59s CH, C-10, C9, C-24, H-10 H-24, H-10
26 8.26 2225 CH, C-17, C-16, H-18, OH-2
o(1) 5.65 OH H-25, H-24, H-2a
O(4) 12.78 OH C-16, C-14 H-26

55
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la luz, al calor, a la humedad y, en general a cambios bruscos de las condiciones
ambientales, debido posiblemente a la doble ligadura que presenta. Como las
moleculas anteriores, esta estructura esta siendo sometida para su publicacion

en el Journal of Natural Products.

Fraccion 20

El compuesto de la fraccidn 20, que en el cromatograma de la Figura 2
aparece con el nimero 492, se presentd mezclado con el compuesto de la
fraccion 19 (que aparece con el nimero 528). Aunque se colectaron separados,
eventualmente ambos se juntaron, para ser separados posteriormente mediante
HPLC utilizando una columna de fase normal, debido a su baja polaridad. La
mezcla de disolventes que se emple6 fue CgHi4:AcOEL 3.2:1 y la separacion se
llevé a cabo en un tiempo maximo de 10 minutos, durante la cual Gnicamente se
obtuvieron los compuestos 19 y 20 mencionados anteriormente.

El compuesto 492 (fraccion 20) se obtuvo como un compuesto cristalino
de color blanco con un punto de fusién de 179-181° C, para el cual se ébtuvo la
formula molecular CyeH30Cl0s, determinada mediante el espectro de masas de
alta resolucién ESI-TOF High-Acc, con el cual se obtuvo un ién a m/z 491.1395,
que correspondi6 al fragmento [M-H]" (Fig. 36, Anexb). Esta formula representa
11 grados de insaturacion, por lo que se pensé que era una estructura similar a
la anterior, pero con una insaturacion adicional. El compuesto presentd una
rotacion especifica [a)’p= -7.7319° (c, 0.388 g/100 mL CHsOH), y se

determinaron las longitudes de onda de maxima de absorcion, las cuales
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resultaron ser AmaxMeOH 272 nm (e = 3420), a 327 nm (e = 1613) y a 356 nm (&
= 1460). El espectro IR presenté la banda caracteristica para HO™ a Vpay 3320
cm™, la sefial caracteristica de anillos arométicos a Vmax 3100 cm™!, sefales
caracteristicas para alcanos a vmax 2930 y 2870 cm™, asi como sefales
caracteristicas para carbonilos a vmax 1720, 1650 y 1620 cm’!, éteres a Vimayx 1280
y 1100 em™ y cloruros de alquilo a vmax 800-700 ecm™ (Fig. 30, Anexo). Los
analisis de 'H y ®C NMR (Tablas 3 y 8) (Fig. 31 y 32, Anexo) presentaron
desplazamientos quimicos similares a los del compuesto CNQ-525-510, pero
con diferencias localizadas en los carbonos C-1 y C-21, en donde se presentd
un segundo doble enlace. Estos resultados son congruentes con las 11
insaturaciones estimadas al principio de la descripcion de este compuesto. Este
doble enlace fue facilmente asignado, ya que se observé claramente la
desaparicion del grupo metilo C-21 (de las moléculas anteriores) asi como la
sefial para el HO en ese mismo carbono. Para este dltimo carbono se
presentaron dos singuletes anchos a 8 4.77 ppmy a 8 4.33 ppm (Tablas 3 y 8).
El espectro de °C NMR presento sefiales a campo bajo para los carbonos C-21
y C-1.

También se comprobé la presencia de un CHz y un carbono cuaternario
para C21 y C1, respectivamente, mediante el espectro 2D NMR MeHSQC (Fig.
34, Anexo). El andlisis de 2D 'H-'"H COSY NMR (Fig. 33, Anexo) mostro
correlaciones para tres sistemas de spin, uno correlacionando los protones de C-
4 y C-3, ofra correlacionando los protones de C3 y C2, y un dltimo

correlacionando los protones de C-10y C-11. La interpretacién de los espectros
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2D HMQC y HMBC NMR (Fig. 35, Anexo) permitié realizar la asignacion a todos
los protones y carbonos. Se encontrd una gran cantidad de correlaciones en el
espectro HMBC, como las observadas para el H-4 con C-5, C-6, C-23 H-22 y H-
23, las del H-7 con C-1, C-5, C-8, C-8, C-11, H-6, H-2a y H-21, las de H-10 con
C-9, C-24, H-25y C-24; y las de H-8 con C-5, C-11 y H-7, entre H-2 con C-1, C-
6, C-2 y H-21, entre H-21 con C-2, C-6 y H-21, asi como entre H-26 con C-15, C-
16 y C-17. Con estas correlaciones se establecieron las conexiones asignadas
mediante el espectro COSY.

La estereoquimica absoluta se determiné mediante el andlisis por NOESY
NMR, en el cual se observo que el protdn H-21 correlacioné con el H-8, el H-3
con el H-4 y H-6, y el H-4 con el H-3, indicando la correcta posicién de la doble
ligadura (Figura 7).

Este compuesto, que presentd actividad contra MR Sfaphylococcus
aureus (MIC = 1,953 ug mL™") y contra VR Enterococcus faecium (MIC = 1.953
ng mL™), es muy parecido al reportado por Shiomi et al., (1986b) para la
napyradiomycina B2. La diferencia, de nuevo (al igual que en el caso del
compuesto CNQ-546 con respecto a la Napyradiomycina B4), fue el metilo en la
posicién No. 16 de esta estructura. De esta manera, la Napyradiomycina B2
contiene dos protones aromaticos en su estructura y carece del metilo marcado
en nuestra estructura como Me 6. Los datos espectroscépicos son bastante
similares, aunque se observé que el compuesto CNQ-525-492 presentd una

actividad antibacteriana mayor que la mostrada por la napyradiomycina B2 para.
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la misma bacteria S. aureus, (Shiomi et al., 1986). Esta estructura esta siendo

sometida para su publicacion en el Journal of Natural Products.

..::,’//Ha
\ "“""Hb
H Ha

Figura 7. Representacion de la estructura del compuesto CNQ-525-492,




Tabla 8. asignaciones de '*C y 'H NMR para el compuesto CNQ-525-492, hechas con base en los experimentos de HMQC. s=
or m|IEon J= constante de acoplamlento _

ancha

_‘m=partes

60

s:mple dd doble de dobles m= multlpie br=
3 : H ”C HMBC o Asig.

1 .

2 36.7 2.09m CH, C-1,C-6, C-2, H-21 H2a,

226m H2b

3 35.1 1.7m CH, H3-H2 C-4, H-23, H-22 H-4, H-6

4 71.45 4.2 dd{11.1, 4.8) CH H4-H3 | C-6, C-5, C-23, H-22, H-23 H-3

b 42.7 - C H-22, H-23

6 48.26 207brs CH

7 37.3 1.86brs CH; C-1, C-11, C-8, C-6, C-5, H-2a, H-21 H7a,

1.9brs H-23 H7b

8 83.24 - C C-6, H-11, H-7b

9 76.74 - C H-24, H-25

10 60.4 4.97 d(1.5) CH H10-H11 | C-9, C-24, H-24

11 137.7 6.78 d (1.5) C-13, C-8

12 137.2 C

13 169.4 C

14 111.21

15 163.8 C

16 118.8 C H-18, H-26

17 164.09 - C

18 107.7 7.15s CH C-20, C-15, C-19, C-18, C-14, H-26

19 133.8 - C

20 194.7 C

21 109.4 4.77 brs; 433 brs =CH, C-6, C-2, H-21 H-6 =CH,
22 27.06 1.11 CHjs C-4, C-6, C-5, H-7a, H-7b, H-2a, M-

21, H-23

23 14.6 0.61 CHj C-4, C-6, C-5, C-22, H-22, H-21

24 20.69 1.02 CHs C-9, C-10, C-25, H-25, H-10

25 27.24 1.49 CHs; C-9, C-10, C-24, H-10, H-24 H-21

26 8.19 214 s CH; C-15, C-16, C-17
o4 12.98 OH
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Fraccion 19
La fraccion 19, una vez purificada mediante HPLC en fase normal, tenia

la apariencia de un aceite viscoso de color amarillo que, al ser analizada
mediante espectrometria de masas de alta resolucion ESI-TOF high-acc,
presentd un ion a m/z 527.1153 que correspondié al fragmento [M-H]™ (Fig. 29,
Anexo). De acuerdo a estos datos, la férmula molecular del compuesto seria
C26H31Cl0s, la cual sugiere diez grados de insaturacién. Este compuesto
present6 una rotacion especifica [a]*p= -71.57° {c, 0.584 g/100 mL CH;0OH) y la
siguiente informacion espectroscopica: absorciones en el UV . MeOH a 264
nm (e 21,380), 327nm (& 8107) y 351 nm (& 8894). El espectro de IR también
presentd absorciones caracteristicas para grupos hidroxilos, aromaticos,
insaturaciones (hay que instaurar una semana dedicada a las insaturaciones de
las moléculas), alcanos, carbonilos, éteres y el grupo de los cloruros de alquilo a
Vmax 3360, 3040, 2920- 2820, 1700-1600, 1270-1120 y 750-670 cm™,
respectivamente (Fig. 23, Anexo).

El analisis de los espectros de 'H y "*C NMR (Fig. 24 y 25, Anexo) permitié
realizar todas las asignaciones a los protones y a los carbonos de la molécula
(Tablas 3 y 9). De manera similar al compuesto anterior, se encontré una doble
ligadura entre el C-1 y el C-21. El espectro >°C NMR mostro sefiales para C-21
y C-1 a & 110.2 y 146.9, respectivamente correspondientes al sistema de la
olefina. Este compuesto mostrd diferencias con el compuesto CNQ-525-492 en
los carbonos C-11, C-12 y en el protén H-12. Sin embargo, mostrd similitud con

el compuesto CNQ-525-546 en esta parte de la molécula. El eSpeciro 2D
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MeHSQC NMR (Fig. 27, Anexo) permitidé asignar al carbono C-11 como un
metileno y al carbono Q-12 como un carbono cuaternario, de manera similar al
compuesto CNQ-525-546, incluso con la presencia de desplazamiento quimicos
bastante parecidos (5 82.6 ppm para CNQ-525-528 y & 82.5 ppm para CNQ-
525-546). El analisis de 2D 'H-'H COSY NMR (Fig. 26, Anexo) mostro
correlacion para tres sistemas de spin: uno involucrando a los protones de C-4,
C-3 y C-2, otro involucrando a los protones de C-6 y C-7, y un Gltimo a los
protones de C-10 C-11. También se observaron una gran cantidad de
correlaciones en el espectro HMBC NMR (Fig. 28, Anexo), como aquellas entre
H-1 con H-21, H-7 y H-3a, entre H-3 con C-1, C-4, C-5, C-6 y C-7, entre H-6 con
H-3, H-22, H-23, H-7, H-21, entre H-7 con C-1, C-6, C-8, C-12, C-20 y H-21,
entre H-8 con H-2, H-7, H-11 y H-25, entre H-9 y C-10 con H-11, H-24 y H-25,
entre H-16 cdn H-16, entre H-18 con C-20, C-17, C-19, C-16 y H-7, asi como la
interaccion entre los grupos metilos del grupo ciclohexanilo, entre H-21 con C-1,
C-3, C-6, H-3%, H-3b, H-7 y H-11, entre H-22 con C-4, C-6, C-23, H-2, H-33 y H-
21, enfre otras estableciendo las conexiones asignadas anteriormente.

La estereoquimica absoluta fue determinada mediante analisis por
NOESY NMR por medio del cual se observd que el protén H-25 correlaciona
con H-21, el proton H-4 correlaciona con H-2b, H-3a, H-22, H-23, y los protones
H-21 correlacionan con H-2a, H-2b, H-24 y H-25, indicando que la posicidn
correcta del doble enlace se encuentra entre C-1 y C21 (Figura 8). Este
compuesto presentd una fuerte actividad contra células de carcinoma colorectal

HCT 116 de ICsp = 1.84 pg mL™, mientras que la actividad antibacterial contra




Tabla 9. asignaciones de *C y 'H NMR para el compuesto CNQ-525-528, hechas con base en los experimentos de HMQC. s=

simple, dd= doble de dobles m= mdltiple, brm ancha. ppm partes por mlllon_ J- constante de acoplamlento
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“Carbon# - [:7C 8 (ppm) | THS. ppm (J, Hz) [ MeHSQC: |/ COSY: “TH-®C HMBC TNOESY : . | Asig."
1 146.97 H21 H7, H3a
P 35.0 2.03-2.06 m CHa 2a
2.27-2.3m 2b
3 35.2 1.67-1.756 m CH> H3-H2 C-1, C-4, C-5, C-6, H-7 3a
1.68-2.03 m° 3b
4 77 3.90dd (12.0, 4.0) CH H4-H3 C-3, C-23, C-22, H-7 H-2b, H-3a, H-7, H-
22, H-23
B 43.3 C
5] 46.3 2.10-2.14 m CH H6-H7 H-3, H-22, H-23, H-7, H-21,
7 34 .1 2.64-2.74 m CH- C-20, C-1,C-8, C-12, C-6, H-21 H-6, H-25
8 84.9 H-7, H-11, H-2, H-25
9 79 H-11, H-24, H-25
10 60.14 4,47 dd (12.0, 4.0) CH H10-H11 | H-11, H-24, H-25 H-11, H-7, H-24, H-
25
11 42 2.47-2.52 m CH; H11-H10 | C-8, C-12, C-8, C-10, H-7 11a
2.56-2.64m 11ib
12 82.6 H-7, H-11
13 193,56
14 108.0
15 163.8
16 119.3 H-18
17 164.15
18 108.35 7.23s CH C-20, C-17, C-19, C-16, C-18, H-7
19 132.7
20 194,35
21 110.21 484d{4.2) CH-» H-21-H-6 | C-1, C-6, C-3, H-11, H-7, H-3a, H- H-2a, H-2b, H-24,
3b H-25
22 26.6 066 s CHa C-4, C-6, C-23, H-21, H-3a, H-2
23 15.5 0.56s CHj C-4, C-6, C-22, H-3a, H-22
24 22,6 125 CHs C-9, C-10, C-25, H-25, H-7,
25 27.7 1.3s CH, C-9, C-10, C-24, H-10, H-11, H-24 H-21
26 8.386 2.14s CHs C-17, C-16,C-19, H-18
O4) 12.39 OH

03
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contra MR Staphylococcus aureus y VR Enterococcus faecium fue de MIC = 1.9
ng mLty MIC = 3.9 ng mL", respectivamente. Esta actividad, asi como los
espectros de 'H y °C NMR, fueron muy similares a los reportados por Fakuda et
al. (1990a,b) mediante un diagrama tridimensional para la molécula con
propiedades antibidticas AB0915A. Sin embargo, al igual que para el caso del
compuesto CNQ-525-546, no se encontré publicada la elucidacién absoluta
estructural de la molécula, por lo que su elucidacion se sometera a publicacién

junto con las demas estructuras descritas anteriormente.

OH O

Figura 8. Representacion de la estructura del compuesto CNQ-525-528.




Cepa Bacteriana CNQ-904

La cepa bacteriana CNQ-904 fue identificada como un actinomiceto que
pertenece a la familia Streptomycetaceae. Al término del cultivo y concentracién
de la muestra, se obtuvieron 4 g de extracto crudo, el cual se separé mediante
cromatografia en columna fase reversa con gel de silice C-18. En total se
obtuvieron 7 fracciones, de las cuales las mas abundantes fueron la de H,O
100% (1.1 g) y la de MeQOH 100% (1.8 g). La primera de ellas contenia en su
mayoria sales, razén pér la cual se descart6. Sin embargo, la segunda, resultd
ser la mas interesante con respecto a su espectro de '"H NMR y a su bioactividad

ante celulas de cancer de colon HCT116 (Tabla 10).

Tabla 10. Fracciones obtenidas del extracto de la cepa bacteriana CNQ-904,
mediante cromatografia en columna fase reversa con gel de  silice C-18.
NA= no analizada, ANS= actividad no significativa.

Fraccion Disolventes Peso Bioactividad
No. empleados v/v (@) (ug mL™")

1 H-0 100 % 1.1 NA

2 H,O:MeOH 2:1 0.266 ANS
3 H>O:MeOH 1:1 0.281 72.89
4 H,O:MeOH 1:2 0.310 72.34
5 MeOH 100 % 1.8 16.9
6 MeCN 100 % 0.137 ANS
7 AcOEt 100 % 0.020 ANS

Una vez que se elimind el disolvente, la fraccion extraida con MeOH
100%, se disolvid en la misma mezcla que se empled en la separacion por
HPLC (H,O:MeCN 2:8) para tener 6 mL de solucién con una concentracion final

de 50 mg mL™". Una vez hecho lo anterior, la solucién se pasé a través de filtros
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millipore de 0.2 um de tamafio nominal de poro. Los 6 mL de fraccién fueron
separados mediante HPLC con una columna de fase reversa C-18 y utilizando
una mezcla de H,O:MeCN 2:8 como fase mévil. En cada ocasién, se inyectaron
50 UL de muestra hasta terminar con los 6 mL de solucion disponible. En total
se obtuvieron siete fracciones en un tiempo de 50 minutos (Figura 9). Todas las
fracciones se concentraron, se pesaron, se les determind su bioactividad contra
células de cancer de colon HCT118, y sus espectro de 'H NMR y de masas de

baja resolucién.
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Figura No. 9. Cromatograma de la fracciéon CNQ-409-5 obtenida por medio de
HPLC en una columna C-18 con agua:acetinitrilo en la relacién 2:8.

Las fracciones No. 512 y 510 se obtuvieron a los 23 y 43 minutos

respectivamente. Estas 2 fracciones resultaron ser las mas interesantes tanto
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desde el punto de vista espectroscopico, como por su bioactividad. La fraccion
CNQ-904-512 presentd una bioactividad contra células de carcinoma colorectal
HCT1186, ICs de 1.915 ug mL"’ y fa fraccion CNQ-904-510 un ICsp < 0.076 pg
mL™"
Fraccion No. 512

La fraccion 512 se obtuvo como un compuesto cristalino de color amarilio
palido con un punto de fusion de 197-198°C. Los datos anteriores sugieren qu.e
se trataba del compuesto obtenido de la cepa CNQ-525, el cual presentd un
punto de fusion de 198°C. El compuesto se corrié en LC/MS y se encontré que
presentd el mismo peso molecular que el compuesto CNQ-525-512, obteniendo
un ion molecular a m/z 535 que correspondid al M*+Na. Su espectro de
uitravioleta resulté ser idéntico. Al comparar los dos compuestos mediante TLC,
ambos resultaron con la misma relacién frontal, forma y color. Asimismo, se
determin que su rotacién Optica era [a]*°p = -25.2° (c, 0.153 g/100mL en
CH30H), la cual coincide con el compuesto CNQ-525-512. Este compuesto
también presentd un espectro de *HRMN bastante similar al compuesto CNQ-
925-510, quiza con la presencia de algunas impurezas en la region de 3.1 ppm,
mismas que son observadas también en el espectro de masas. Sin embargo, en
este trabajo se supondra que se trata del mismo compuesto. Sus espectros de

"HRMN, masas y UV, se encuentran en el Apéndice 1.
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Fraccién No. 510

La fraccidon 510 se obtuvo como un compuesto aceitoso de color amarillo
palido, el cual se analiz6 por medio de LC/MS, dando como resuitado el mismo
peso molecular que el compuesto CNQ-525-510, con un ién molecular a m/z 533
que correspondié al M*+Na. Su espectro de ultravioleta resultd ser idéntico.
Este compuesto también fue comparado con el compuesto CNQ-525-510
mediante TLC y estos resultados indicaron que ambos poseian la misma
relacion frontal y la misma forma y color. Asimismo, se determind su rotacién
6ptica, la cual fue [a*p = -10.5° (c, 0.143 g/10.0mi_ en CH30H), cuyo valor
coincide con el obtenido para el compuesto CNQ-525-510. Este compuesto
también presentd un espectro de 'HRMN bastante similar al compuesto CNQ-
525-510, por lo que' se deduce que se trata del mismo compuesto. Sus

espectros de "HRMN, masas y UV se encuentran descritos en el Apéndice 1.
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CONCLUSIONES

1.- Las cepas CNQ-525 y CNQ-904 fueron identificadas como actinomicetos
de la familia Streptomycetaceae, la primera de ellas perteneciente a un

nuevo género de actinomiceto.

2.- A partir del actinomiceto marino CNQ-525 obtenido de sedimentos de la
Bahia de San Diego, se aislaron tres compuestos nuevos con estructuras
base de dihidroquinonas con pesos moleculares de 512, 510 y 492 uma y
dos compuestos conocidos, con estructuras de hidroguinonas y reconocidos

como napyradiomycinas con pesos moleculares de 546 y 528 uma.

3.- A partir del actinomiceto marino CNQ-904 obtenido de sedimentos de la
Bahia de San Diego, se aislaron dos de los compuestos nuevos obtenidos en

la cepa CNQ-525, los compuestos con peso molecular 512 y 510 uma.

4 .- Los compuestos de peso molecular 546, 512, 510 y 528 aislados de la
cepa bacteriana CNQ-525, presentaron actividad citotoxica ante células de
carcinoma colorectal HCT 116 de 4.22, 2.404, 0.969 y 1.84 pg mL"

respectivamente, como concentracion inhibitoria media.

5.- Los compuestos de peso molecular 546, 512, 492 y 528 aislados de la
cepa bacteriana CNQ-525, presentaron actividad antibidtica ante la cepa

bacteriana MR Staphylococcus aureus de 1.953 pg mL™, asi como actividad




70

contra la cepa bacteriana VR Enterococcus feacium de 3.906, 3.906, 3.906 y

1.953 pg mL " respectivamente, como concentracion minima inhibitoria,
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ESPECTROS CNQ-525-546
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Figura 1. Espectro de Infrarrojo del compuesto CNQ-525-546.
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Figura 2. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear proténica 'H (RMN) del compuesto CNQ-525-546 (400MHz) en CD,0OD.
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Figura 3. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear carbono 13 *C (RMN )Ydel compuesto CNQ-525-546 a 400 MHz en CD;0D.
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CNQ-525-546(300MH=z)CDL0D
Pulse sequence: DEPT

|

i
H
. baon WHRTTIRA crbs p : AR e i o WY
T e T e

e | Lo o et MR e s ]
a0 20 pamn

60

200 180 160 L40 izo 100

Figura 4. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear DEPT RMN del compuesto CNQ-525-546 a 300 MHz en CD30D.
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CNQ-525-546(300MHZ)}TD 0D
Pulse sequence: COSY

£

1o 9 &8 z & 5 4
FL {ppm)

Figura 5. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D "H-'"H RMN(COSY) del compuesto CNQ-525-546 a 300
MHz (CDs;0D})
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CMNQ-525-346(300M M2 )CI 050
Pulse scquence: AMQOC

F2 :
{ pps ).

. D :

o

160 150 140 £E30

120

-5
<
s =
= B
=
= 2
o
=
[
E=2
11a 1040 S0 aa G G0 Hil “@§ 0 30 28 i

Fi (ppm)

Figura 6. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"°C RMN(HMQC) del compuesto CNQ-525-546 a 300

MHz (CDOD)
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CNQ-525-3406(300MHzYC14010
Pulse sequence: HMBO

Vi

Fig LG 160 140 LrLz2a 10 &0 G alr 20

F1 {ppm)

Figura 7. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D "H-*C RMN(HMBC) del compuesto CNQ-525-546 (300
MHz en CD;0D.
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“ESI-TOF Sample Name: UN(-325-546 Printing Fime: 01:33:02 PM
Polarity/Scan Type: Negative Printing Date: 231/04/2004
TEHITOF MS: 0555 min from 042104036 wifl Agilert o ' i pMax. 2.286 counts.

2206 - 500.7566

Z el
2.0u8
1.0eG
£11.1600
1. 8eaf} -
1.7a6
1,686
1.506
1. 466 -
1.30f-
1.2c6

1,166

Intensity, counts

1.0e8

0.625
{M-H]-
545,1271

8.085 -
516.15838
.. B47.1245

7.0a6

G.0ub

I
Py
1

-
[F
'y
«Q

5.0e5
4.,0e5
3.Gub -

H5A9.1220

2 0657

1.0e8
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00 g S e,
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Figura 8. Espectro de Masas de alta resolucion ESI-TOF (Electrospray) del compuesto CNQ-525-546 en CD30D.



ESPECTROS CNQ-525-512
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Figura 9. Espectro de Infrarrojo del compuestoc CNQ-525-512

89



CHQ~525-512 (300 MHz, CDCL3)

Pulse Saguence: s2pul

7 © 5 4 3 2 1 ppm

Figura 10. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear proténica: 'H (RMN ) del compuesto CNQ-525-512 a 300 MHz en CD;OD.
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SHOGZE - 512 ~cd3od

archive directory:
Sample direciory:

Fite: CARBON

Pulise Sequence:

220

SZ2pul

Fuxpori/hone/Tenicaisstira
CHO525~ 312 =cdIad _AaFehi2d0d

180

160

ngae/ynaroys /data
1

144

ooy B o
g
oo oo
I Y
TS

-
=
=

it o

P

= =

o L

2

21 8} [

120 1oq 80 gl 40

Figura 11. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13: *C (RMN ) del compuesto CNQ-525-512 a 500 MHz en

CD30D.
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CNQ-525-512 (300 MHz, CD30D} 2

Pulse Sequence: gCOSY

1.0';
1.5
2.0 ==
E5E
2.5
3.0
B es m
3.5
4.0 "
2= 5
4.5
5.0
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
¥1 (ppm)

Figura 12. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D "H-"TH RMN(COSY) del compuesto CNQ-525-512 a 300
MHz en CD30D.
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CNQ~525~512 {300 MHz, CD30D}

Pulese Saquence: masHSQC

F2 -
{(ppm)- -

1 -
il E-d

&g

=3

: . A e e SRR . o ;
110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 10

F1 (ppm)

Figura 13. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"*C RMN(MeHSQC) del compuesto CNQ-525-512 a
300 MHz en CD30D.



CNQ-525-512 (300 Az, B8ciy) |

Pulse Segquén¢e: gHWBC

{(ppm).
i

200

180

£
o @ - = ? @
“©n £=3 a
o a . <
- _ 0!: % 3 8 2 ]
& 0
Hl Lo I : : [ AR
160 140 120 100 80 60 40 20
i (ppm)

Figura 14. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"C RMN(HMBC) del compuesto CNQ-525-512 a 300

MHz en CD30D.
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Base Fornmiuta: G2t 1M L2 S -
Plus Adducts: (i
Minoe Frogmec Lovses:
Catovtated lstune Gictotuion CNGQ-525-512 gl
et

LB HIEOLRCIZ +1
Alanaizsolopic kMass S13 18062 ass Redobang Power: 350
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s Eakadator

& 513,180 10D.BY
Ari H11 tE3Y 2871
A2 515, 1779 Y511
Aid S10.1811  t5.G3
A HI7 3750 114a%
Ard 514 178G 312
Al B14. 1812 2.54

100y
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Figura 15. Espectro de Masas de alta resolucion (MALDI) del compuesto CNQ-525-512 en Metanol.
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ESPECTROS CNQ-525-510
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Figura 16. Espectro de Infrarrojo del compuesto CNQ-525-510
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CNG-525-510 {300 dHz, CDCL13)

Pulse Ssguenca; sapul

i t : : : H ) 1 ¥ e 1T H " H B R i ' i B ‘

i3 12 11 10 g 8 7 & 5 4 3 2 1 Ppm

Figura 17. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear proténica: 'H (RMN ) del compuesto CNQ-5256-510 a 300 MHz en CDCl,.
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CNQ-525-510-"C (S0UMHAICHCH
Palse sequeiee: s2pul

Figura 18. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13:
CDCls..

¥C (RMN ) del compuesto CNQ-525-510 a 500 MHz en
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CNQ-525-510 {300 MHz, CDCl13) B2
{ppm) ;

Pulze Saguence: goOsY

! !
4 —_—
3
!
4
: e e E
1
5 |
6 i)
7 =Y emome
l e —
_‘g?
e e !
7 6 5 4 3 2 Y
Fl {ppm}

Figura 19. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D "H-'H RMN(COSY) del compuesto CNQ-525-510 a 300

MHz en CDCl..
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CHQR-525-510 {300 Mz, CDRCL3) F2

Pulse Sagquence: gHMBC

10

11

12
200 180 160 140 120 100 80 60 20 20

Fl (ppm)

Figura 20. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"C RMN(HMBC) del compuesto CNQ-525-510 a 300
MHz en CDCl,.
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ONQ-525-510 (300 MHz, B'8c13)

m)
Pulsa Sagiranceas me}isgc(pp )

1] -
|

140 130 120 110 100 90 B8O 70 60 50 40 30 20 10
¥1 {(ppm}

Figura 21. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"*C RMN(MeHSQC) del compuesto CNQ-525-510 a
300 MHz en CDCl;.
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*ES I—-®"0F H
Sample Wame: CNQ-525.310 Printing Time: 11:1H8:48 AM
Printing Date: 2170472004

Polar1 ty/Soan Type: Positive
FII *TOF MS: 0.8817 lo 0.672 min frarn 042104007 Wil Agilent MIN Max, 6.5ed counts,
a- 2. G.5e counts,
533. 1470

2871
2800 -

2700
2600 .
2500 |
2400 -
2300
2200 -
2100
2000

1800 535.1440
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1700
1600
1500 -
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1300 |
1200 |
110D
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900

800 - 53l 1dsg

700 483.9095 5325"3 - B3G. 1514

GO0 - H
‘ 80,3538 j 3 fﬁ[..

Intenstly, counts

S0

Aa0n 4551r18
9.y
4751479 i 520.1825
i

300
zaoh

1 i l i i
” %i J\ ‘}‘J .'\,,-f ‘!t'i' Iﬁ&xl '!t} Ly !i 'L{; Lg ‘?* 1{;'.1&'!-,L1 Y"-,‘JM&J,J{J“% }\i!l,}- {‘ 'lt’s‘ fiy }{J;glji ;

o

7. 1635 507.3140

L] o

> :?’L,Lnl..;u W
455 460 465 470 #7585 480 485 490 495 500 805 J10 515
miz, g

A53.2874

nE '\J ‘i;ledw"f-'ﬁJU iy, J Mt e .I!,é,lsﬁ a}u%gilaj

520 '545 B30

Figura 22. Espectro de Masas de alta resolucion ESI-TOF (Electrospray) del compuesto CNQ-525-510 en Metano!.
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ESPECTROS CNQ-525-528
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Figura 23. Espectro de Infrarrojo del compuesto CNQ-525-528
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CNQ-525-528 (300 NHz, acatone)

Pulne Seguonce: s2pul

ik

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 i pm

Figura 24, Espectro de Resonancia Magnética Nuclear proténica: 'H (RMN ) del compuesto CNQ-525-528 a 300 MHz en AcetDs,
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CNUY-§25-528 LACetoRne 13C LyMaczoin

Fulse Boquencel sZpid

Figura 25. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13: °C (RMN ) del compuesto CNQ-525-528 a 500 MHz en
AcetDs.
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CNQ-525-528 {300 MHz, acetons) F2 }

Pulso Sagquence:; glOSY

exmen
et
T
RO

i i
6

[ ——% i
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Figura 26. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D "H-'H RMN(COSY) del compuesto CNQ-525-528 a 300
MHz en AcetDs.
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CNG-525-526 {300 Mitz, acatone) 2

Pulse Seguence: maBSEC (p ). -

1

&

g @

[ R

110 100 920 80 70 60 50 40 30 20 10

Fl1 (ppm)

Figura 27. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"*C RMN{MeHSQC) del compuesto CNQ-525-528 a
300 MHz en AcetD8.
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CHG-525-528 (300 MHz, acetona) F2
(ppm}

Pulge Seqguence: gHHBC : 8 8 g e o
1
-] b ]
] ] N ]
! 2 %
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=3
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Figura 28. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D "H-*C RMN(HMBC) del compuesto CNQ-525-528 a 300
MiHz en AcetD6.

110



*ESI-TOF
Polarity/Scan Type: Negative

Sample Name: CTNO-525-528

Printing Time:
Printing bate:

02:46:00 PM
13/04/2004

“HlTTOF MS: 0.543 tin from 08 13U4064.wilf Agilent

9.2ab
a.0eb

7.0es6
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8.005 1
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3 £l .

0 5
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B2 120

£31.1400

30.1151

32.1128

,‘%33.1096
q 3

Yo R

——

Q.0 Sy — e s e

&0 502 504 5646 508 510

8512

514

516

518

i
527 524 526 528 330

iz, ami

520

532 G634 G936 538 540 542 544

"848 548

550

Figura 29. Espectro de Masas ESI-TOF (Electrospray) del compuesto CNQ-525-528 en Metanol.

111



ESPECTROS CNQ-525-492
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Figura 30. Espectro de Infrarrojo del compuesto CNQ-525-492.



CHO-525-492 (300MHx ) AcetonaDé

pitlas Bagquenge: mipul
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Figura 31. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear proténica: 'H (RMN ) del compuesto CNQ-525-492 a 500 MHz en AcetDe.
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CNQ-325-492 | acetona_13G_17Har2094
Pulse Saquencek s2pul

!
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Figura 32, Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de carbono 13: ¢ (RMN ) del compuesto CNQ-525-492 a 500 MHz en
AcetDs.
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CNG525-492{300MHz ) AcetoneDE

Pulsea Sequence: gtosSy 72
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Figura 33. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-"H RMN(COSY) del compuesto CNQ-525-492 a 300
MHz en AcetDeg.
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Figura 34. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-*C RMN{MeHSQC) del compuesto CNQ-525-492 a
300 MHz en AcetD6.
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CNQ-525-452 (300MHz ) AcaetoneDs

Pulse Sequendcei gHMEC

F2 .
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Figura 35. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear bidimensional: 2D 'H-">C RMN(HMBC) del compuesto CNQ-526-492 a 300

MHz en Acetonels.
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4

*ESI-TOF

Polarity/Scan Type: Negative

Sample Name: GNG-525-492

Printing Time:

Printing Date:

08:50:36 AM
16/D4/2004
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4.6e5 1
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Figura 36. Espectro de Masas de alta resolucion ESI-TOF (Electrospray) del compuesto CNQ-525-492 en Metanol.
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