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Las enfermedades diarreicas constituyen un factor importante de desnutricion,

1. INTRODUCCION.

morbilidad y mortalidad. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que
cada afio se producen unos dos mil millones de casos de diarrea en todo el mundo.* En
México, las enfermedades diarreicas ocupan uno de los primeros lugares como causa
de morbilidad en nifios menores de cinco afios de edad, lo cual genera el 20% de la
demanda de consulta en los servicios de salud y el 10% de las hospitalizaciones

pediatricas. 2

Entre los principales agentes causales de diarrea se encuentran los protozoarios
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia.® A pesar de contar con farmacos para el
tratamiento de la amibiasis y la giardiasis actualmente existe una creciente necesidad

de nuevos compuestos seguros y biolégicamente més activos que los existentes.*

Por otra parte, las plantas se han utilizado durante muchos siglos en la medicina
tradicional como tratamientos para malestares que van desde dolores de cabeza hasta
distintos tipos de infecciones, por lo que son una fuente de compuestos para el
desarrollo de farmacos.>® En la medicina tradicional mexicana también se usa una
amplia variedad de plantas en el tratamiento de los desérdenes gastrointestinales, por
ejemplo: la prodigiosa (Brickellia paniculata), el arbol de manita (Chiranthodedron
pentadactylon), pata de le6n (Geranium mexicanum), rosa de piedra (Helianthemun
glomeratum), granada (Punica granatum), mora (Rubus coriifolius), epazote de zorrillo

(Teloxys graveolens) y Decachaeta incompta.’

Las propiedades farmacolégicas de estas plantas se deben al contenido y tipo de
metabolitos secundarios presentes en su compaosicion, sin embargo, menos del 10% de
las plantas del mundo han sido investigadas cientificamente por sus propiedades

farmacoldgicas.’
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Las estructuras quimicas de sustancias naturales también, entre otras cosas, han

servido como molde para la sintesis de compuestos® con el fin de mejorar la actividad

biolégica que presentan.

Con base en lo anterior la presente tesis tuvo como propésito la obtencion de
derivados de incomptina B (que es el metabolito mayoritario presente en las hojas de D.
incompta), la determinacién de su actividad antiprotozoaria y el analisis del efecto de
estas modificaciones estructurales sobre dicha actividad en relacion con la actividad de

la incomptina A, sustancia muy activa contra protozoarios.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Generalidades de Entamoeba histolytica.

La amibiasis es definida como la infeccién provocada por el protozoario Entamoeba

histolytica.'®*

Existe discrepancia en el nimero de personas infectadas asi como en los indices de
morbilidad y mortalidad a causa de la amibiasis, debido a que la patogénica Entamoeba
histolytca y la no patogénica Entamoeba dispar, son dos protozoarios
morfolégicamente idénticos.** En 1925 se designé como Entamoeba dispar al tipo de
amiba que infectaba a las personas sin causarles ningin dafio y Entamoeba histolytica
al agente causal de la amibiasis.'® La prevalencia mundial de ambas especies no ha

sido estimada especificamente en la actualidad.*

Entamoeba histolytica se encuentra en todos los paises del mundo, pero sin lugar a
dudas la mayor incidencia de la infeccién se encuentra en los paises con clima célido o
templado y himedo, asi como en comunidades socioeconémicas precarias en donde la

sanidad ambiental y la alimentacion son inadecuadas.>#%*

En México, la amibiasis es uno de los problemas de salud publica mas importantes.
Un estudio seroepidemioldgico reportd que 8.41% de la poblacién tiene anticuerpos
antiamibianos, lo que demuestra la elevada frecuencia de la infeccion en la poblacion

con este parasito.**

La mayoria de las personas se infectan por la ingesta de alimentos o agua
contaminados con heces que contienen quistes de E. histolytica, pero hay otras formas

de transmisién como el sexo oral y/o anal.*®

2. 1. 2 Morfologia.

Entamoeba histolytica es un parasito protozoario microaerofilico presente en la

naturaleza en dos estadios morfoldégicos principales: el trofozoito (forma moévil o

vegetativa) y el quiste (forma infectiva inmévil).***3

e
3
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El trofozoito, es una célula de dimensiones variables cuyas medidas fluctian entre

10 y 60 micras de diametro, con forma irregular y movimiento caracterizado por el uso
de pseudodpodos largos y anchos. En su citoplasma se observa una marcada diferencia
entre el ectoplasma que es hialino y transparente, y el endoplasma que tiene una gran

cantidad de inclusiones.®®

El quiste es una estructura redondeada de 10-15 micras de diametro que posee
cuatro nucleos, tiene una cubierta de cromatina gruesa con granulos uniformes vy finos;
el cariosoma es pequefio y compacto. Presenta gran resistencia al jugo gastrico y a

factores ambientales.**®

2.1. 3 Ciclo de vida.

El ciclo bioldgico de E. histolytica (Figura 1) inicia cuando los quistes se introducen
en el organismo al ingerir alimentos o agua contaminados con heces. Posterior a la
ingestion y el paso hacia el estbmago, se lleva el desenquistamiento por la accién de
los jugos gastricos, para originar finalmente al trofozoito activo en el intestino delgado.
Estos trofozoitos pueden vivir y multiplicarse de manera indefinida dentro de las criptas
de la mucosa del intestino grueso, colonizando ciertas regiones del colon y formando
nuevamente quistes que son expulsados junto con las heces y pueden permanecer

viables durante semanas e incluso meses. %131

2. 1. 4 Manifestaciones clinicas.

El periodo de incubacion del parasito oscila entre algunos dias y varios afios, siendo

una de las parasitosis que pueden presentar un amplio tiempo de latencia.

Existen tres formas principales de infeccion por E. histolytica: la infeccion
asintomatica o colonizacion no invasiva, la amibiasis intestinal y la amibiasis
extraintestinal.”® 1> Cabe mencionar que de todos los individuos infectados, entre un 80-

90% son asintomaticos.*?




[A] - cotonizacién no invasiv
-Enmum
(8] - Enfermedad extraintest]

Figura 1. Ciclo biol6gico de Entamoeba histolytica. Los quistes se ingieren y en el intestino
delgado se lleva a cabo el desenquistamiento y multiplicacién de los trofozoitos que son
expulsados en las heces. Los individuos asintomaticos presentan una infeccion no invasiva y
sélo expulsan quistes. La enfermedad intestinal se presenta cuando los trofozoitos invaden la
mucosa intestinal. Cuando los quistes llegan a sitios fuera del intestino como a pulmones,
higado y cerebro se presenta la enfermedad extraintestinal.
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La amibiasis intestinal se manifiesta clinicamente de varias formas, la mas frecuente
es la diarrea cronica invasiva sin caracteristicas especiales, la diarrea amebiana aguda
que se caracteriza por un inicio temprano (semanas) de dolor abdominal, diarrea,
sangre en las heces, pérdida de peso y tenesmo rectal (presentes en aproximadamente
la mitad de los pacientes); menos frecuente es la colitis fulminante, en este caso el
paciente presenta un aspecto muy grave, con fiebre elevada y dilatacion intestinal
particularmente en la zona del colon transverso. Otra manifestacion de la amibiasis es
el ameboma presente en el 1% de los casos, caracterizado por la presencia de una

masa inflamatoria que afecta una porcién corta del intestino grueso.*

Dentro de las manifestaciones extraintestinales de la amibiasis, la mas frecuente es
el absceso hepdtico, las complicaciones de éste se producen habitualmente en otros

6rganos por contigtiidad como la amibiasis pleuropulmonar y la amibiasis peritoneal.***’
2. 2 Generalidades de Giardia lamblia.

Se denomina giardiasis a la infeccién producida en humanos y otros mamiferos por
protozoos flagelados intestinales del género Giardia.'®?! El principal agente causal es
Giardia duodenalis, también denominada G. intestinalis o G. lamblia.*’

La giardiasis es una de las parasitosis mas frecuentes a nivel mundial, y es mas
comun en &reas en donde las condiciones sanitarias son inadecuadas.*”**
En los paises en vias de desarrollo, especialmente de Asia, Africa y Latinoamérica,
alrededor de 200 millones de personas presentan giardiasis sintomatica y cada afio se

reportan alrededor de 500,000 casos nuevos.*®

En México, la giardiasis es una de las causas de la enfermedad diarreica aguda,
principalmente en nifios.? En un estudio seroepidemiolégico, se documenté una

seroprevalencia del 55.3% para G. lamblia en México.?
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Los grupos de la poblacion mas afectados son los nifios pequefios que son

generalmente mas susceptibles al microorganismo, asi como los viajeros
internacionales. Su mecanismo de transmision es a través de agua y/o alimentos

contaminados y por via fecal-oral.*"*®

2. 2. 1 Morfologia.

Giardia lamblia es un protozoo flagelado microaerofilico, parasito del intestino
delgado de los seres humanos. Presenta dos estadios morfolégicos que son el
trofozoito y el quiste.’

La entidad patogénica o vegetativa conocida como trofozoito, es piriforme mide de 9
a 20 micras de longitud por 5 a 12 micras de ancho, tiene una cara dorsal convexa y
una cara ventral plana, ésta Ultima ocupada en su mayor parte por dos depresiones
adyacentes que constituyen un “disco succionador” el cual funciona de manera
semejante a una ventosa y mediante el cual el microorganismo se adhiere a las
vellosidades del intestino ocasionando los sintomas de la giardiasis. También posee
dos nucleos dispuestos a los lados de la linea media y cuatro pares de flagelos situados

a una corta distancia del borde anterior de la célula.*®

El quiste es ovoide, mide de 4 a 10 micras de largo y tiene 4 nucleos, es una forma
de resistencia del parasito y constituye su fase infectante debido a que las
caracteristicas de la pared del quiste le permiten sobrevivir en el medio externo aun y
cuando se presenten variaciones drasticas de pH y de tipo osmotico, asimismo la
eficiencia de la transmision de Giardia depende en forma decisiva de la formacion

adecuada de la pared del quiste.">**

2.2.2 Ciclo de vida.

El ciclo biolégico (Figura 2) se inicia con la entrada de quistes por via oral, en el

duodeno se produce la desenquistacion mediada por el pH acido, proteasas intestinales
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IContaminacidn Ge agua, alimentos.
imanos/fomites con quistes
infoctantes

Los trofozoitos tambsén son
oliminados en heces fecales
pero no sobreviven en of

Figura 2. Ciclo biolégico de Giardia lamblia. Tras ingerir los quistes, en el intestino delgado se
lleva a cabo el desenquistamiento que da origen a los trofozoitos que se dividen por fision
binaria. Los trofozoitos y quistes se expulsan en las heces.
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y proteasas producidas por el propio pardsito. En el intestino se produce la
multiplicacion de los trofozoitos por division binaria, los trofozoitos se fijan a las
microvellosidades del epitelio intestinal mediante el disco succionador. Posteriormente
se realiza la enquistacion a lo largo del ileon atribuida al descenso de la concentracion
de sales biliares y a la disminucion de la concentracion de colesterol, el enquistamiento
es un paso vital en el ciclo de vida parasitaria, ya que permite al organismo sobrevivir
en el ambiente externo. Finalmente, los quistes salen al medio ambiente a través de las

heces pudiendo transmitirse a un nuevo hospedero.***°

2 .2. 3 Manifestaciones clinicas.

La adquisicion de la infeccibn se denomina giardiasis y es considerada altamente
contagiosa. A pesar de que la mayoria de las infecciones son asintomaticas, los
sintomas varian dentro de un espectro clinico muy amplio, que va desde los casos que
presentan diarrea con pocas evacuaciones diarias sin otras manifestaciones

importantes, hasta aquellos donde el sindrome de mala absorcién es severo.'*>#2!

El periodo de incubaciéon dura en promedio diez dias y las molestias mas frecuentes
son: diarrea, nausea, vomito, dolor en el epigastrio, distension abdominal y anorexia.
Los sintomas pueden desaparecer espontaneamente después de varias semanas y

rara vez persisten durante meses.*’
2. 2. 4 Farmacos utilizados en el tratamiento de la giardiasis y la amibiasis.

Hay varios farmacos (Figura 3) ampliamente utilizados en el tratamiento de la
giardiasis como son el metronidazol, el tinidazol o el albendazol, que son los de primera
eleccion. ElI metronidazol y el tinidazol pertenecen al grupo de los 5-nitroimidazoles
cuyo mecanismo de accion se basa en la reduccion del grupo nitro del farmaco que
dafian el ADN del microorganismo. No obstante estos compuestos presentan efectos
adversos como nauseas, vomito, diarrea, dolor de cabeza y rara vez provoca

neuropatias sensoriales, vértigo, convulsiones y encefalopatia, ademas en el caso del

e
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metronidazol también se presenta leucopenia, sabor metalico en la boca y se ha

informado que es un cancerigeno, teratogénico y mutagénico, aunque esto no ha sido

probado clinicamente 10132426

Por su parte el albendazol pertenece al grupo de los carbamatos bencimidazolicos,
es un farmaco eficaz contra varios tipos de protozoos y helmintos, aunque para
alcanzar el nivel suficiente de eficacia se requieren dosis multiples, mientras que las
dosis Unicas elevadas de metronidazol son una ventaja para el tratamiento. El
albendazol tiene baja solubilidad acuosa por lo que su absorcion en el tracto
gastrointestinal es baja. Sus efectos adversos son nauseas, vomito, dolor abdominal,

diarrea, cefalea, menos frecuentes son la leucopenia, exantema y alopecia.'”?*?°

N
O5N g\j/ H;CO
H N S o)
%\ N /\/O \_\ SN N\>_N>H:
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CHs o\ H
Metronidazol Tinidazol Albendazol
OH
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Ho_ ©
o )i
% N (@]
OH O,N J\
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Figura 3. Farmacos utilizados en el tratamiento de la amibiasis y la giardiasis.

Paromomicina Nitazoxanida
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También se ha demostrado la utilidad de la paromomicina con una eficacia del 60 al

70%. La paromomicina es un aminoglucosido que inhibe la sintesis de proteinas del
microorganismo al interactuar con las subunidades 30S y 50S ribosomales, lo que
resulta en una mala lectura de los codones de ARNp. La diarrea, nauseas, vomito y
espasmos son sus principales efectos adversos y al igual que otros aminoglucésidos la

absorcién sistémica de paromomicina puede causar ototoxicidad y nefrotoxicidad.***’

La nitazoxanida también se ha propuesto como alternativa terapéutica, la cual
aparentemente actla inhibiendo enzimas clave en el metabolismo anaerobio como la
piruvato-ferredoxina  oxidorreductasa, ocasionando importantes  alteraciones
estructurales tanto en la membrana celular como en el citoplasma de los protozoarios.

Provoca trastornos gastrointestinales, cefalea e hipotension.*”?°

Para el caso de la amibiasis el tratamiento depende del lugar donde se desarrolla la
infeccion, la infeccién asintomética es tratada con amebicidas luminales como la
paromomicina o el yodoquinol que es una 8-hidroxiquinolina, su mecanismo de accién
es desconocido, tiene mala absorcién y puede causar dolor de cabeza, nduseas, vomito
y espasmos abdominales. Con el uso prolongado o dosis superiores a las
recomendadas puede provocar neuropatia éptica y periférica.***"**?* Con el uso de la
paromomicina o el yodoquinol se busca erradicar a las amibas luminales y prevenir una
subsecuente invasion al tejido asi como la diseminacion de la infeccion a través de los

quistes.?**

La enfermedad invasiva intestinal y extraintestinal son procesos aerobicos por lo que
son tratadas con amebicidas tisulares, como los 5-nitroimidazoles (por ejemplo,

metronidazol).?

11
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2. 3 Las plantas como fuente de compuestos para el desarrollo potencial de

farmacos.

Las plantas han constituido la base de sofisticados sistemas de medicina tradicional
qgue han existido desde hace miles de afios, estos sistemas han dado lugar al

descubrimiento de algunos farmacos que se utilizan actualmente en la terapéutica.??’

El papel que desempefian las plantas medicinales es sumamente importante, la
OMS estimé que en 1985 aproximadamente el 65% de la poblacion del mundo se baso
principalmente en medicinas tradicionales de origen vegetal para su atencién primaria

de salud.?’

A pesar de la intensa investigacion de la flora terrestre, se estima que solo el 6% de
las aproximadamente 300,000 especies (algunas estimaciones son tan altas como
500,000 especies) de plantas superiores han sido investigados farmacolégicamente y

s6lo un 15% fitoquimicamente.?

Las plantas pueden ser agentes terapéuticos directos o bien puntos de partida para
la elaboracion de compuestos semisintéticos que se pueden preparar en los intentos de

mejorar la solubilidad en agua, su perfil farmacolégico y/o toxicolégico.*°

Los compuestos de origen natural también son modelos de nuevos compuestos
totalmente sintéticos debido a que algunas especies de plantas se encuentran en
peligro de extincion o los costos de la recoleccion, extraccion y aislamiento pueden
resultar demasiado altos para su comercializacion. En algunos casos, los compuestos
obtenidos de plantas son marcadores taxonémicos para el descubrimiento de nuevas

sustancias.?*°

En un estudio reciente®! se analizaron las fuentes de nuevos medicamentos en el
periodo comprendido entre enero de 1981 y diciembre de 2010 (Figura 4). Estos

compuestos se clasificaron como N (un producto natural sin modificar), ND (un producto

12
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natural modificado), S (un compuesto sintético, no inspirado en los productos
naturales), S *, S */NM (un compuesto sintético con un farmacoéforo de producto

natural; / NM, indica inhibicibn competitiva) y S/INM (un compuesto sintético que

muestra la inhibicion competitiva por un sustrato de productos naturales). Por lo tanto,
sblo el 36% de los 1073 nuevos farmacos aprobados se pueden clasificar como

verdaderamente sintético S.

N, 59, 6%

S*NM, 122, 11% .
| NB, 5, 0%,

£, 55, 5° .
§ ’ ND, 299, 282,

SNM, 146, 14%

S, 387, 36%

N mNE aND 8§ 0 8SNM m§* 0 SUNM

Figura 4. Clasificacion de las fuentes de nuevos medicamentos en el periodo comprendido

entre enero de 1981 y diciembre de 2010.*

Para el descubrimiento y desarrollo de farmacos antiparasitarios, las plantas juegan
un papel muy importante ya que de éstas se han obtenido un gran numero de
alcaloides, terpenoides y compuestos fendlicos®, entre otros, que presentan actividad
antiprotozoaria. Algunos de los ejemplos méas importantes de compuestos

antiprotozoarios de origen vegetal son la quinina y la artemisinina. >2"3%:3?
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El aislamiento del alcaloide quinina, de la corteza de la Cinchona se report6 en 1820.

La corteza de esta planta se ha utilizado durante mucho tiempo por los grupos
indigenas de la region amazonica para el tratamiento de fiebres, y fue introducido por
primera vez en Europa a principios del siglo XVI para el tratamiento de la malaria. La
quinina constituy6 la base para la sintesis de los medicamentos comiunmente usados
contra la malaria, como son la cloroquina y la mefloquina.?’ (Figura 5)

K

N
N—

HO,,
H

sl

- CF3
Quinina Cloroquina Mefloquina

Figura 5. El antimalarico quinina y algunos de sus derivados.

La artemisinina fue aislada en 1971 por cientificos chinos de Artemisia annua
(Asteraceae), una planta que se ha utilizado en la medicina tradicional para el

tratamiento de la fiebre y la malaria desde la antigtiedad.?’

La artemisinina es una lactona sesquiterpénica que contiene un grupo endoperoxido
y a diferencia de la mayoria de los antimalaricos, carece de nitrogeno (Figura 6).
Muchos anéalogos de la artemisinina se han sintetizado en los intentos para mejorar su
actividad. El grupo carbonilo de la artemisinina, puede ser facilmente reducido a la
dihidroartemisinina, el cual a su vez ha conducido a la preparacién de una serie de
analogos semisintéticos de primera generacion que incluyen el arteméter, arteéter,

artesunato de sodio, y el artelinato de sodio.3*?
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Arteméter R =CHj,

Arteéter R=CH2CH3

Artesunato de sodio R=COCH,CH2COONa
Artelinato de sodio R=COCH,CgH,COONa

Artemisinina

Figura 6. El antimalarico artemisinina y algunos de sus derivados.

2. 3. 1 El papel de la medicina tradicional mexicana en el descubrimiento de

compuestos antiprotozoarios.

En todo el territorio nacional, desde la época prehispanica el uso de las plantas
medicinales ha estado muy arraigado. Se estima que en México se cuenta con una
riqgueza vegetal de aproximadamente 26,500 especies, ubicandolo en el cuarto lugar en
biodiversidad a nivel mundial, de dichas especies, a cerca de 4000 (15%), se les
atribuyen propiedades medicinales.*

La medicina tradicional mexicana hace uso de una gran variedad de las plantas
medicinales para tratar trastornos gastrointestinales como la diarrea y la disenteria, que
son especialmente frecuentes en zonas rurales del pais. Sin embargo, la mayoria de
estas especies vegetales no han sido investigadas desde un punto de vista

farmacolégico para validar su uso.®®

Con el fin de evaluar y encontrar el(los) compuesto(s) responsable(s) de la actividad
bioldgica atribuida a las plantas, se llevan a cabo estudios de los extractos, fracciones y

compuestos puros de las mismas.>**’

Por ejemplo, los extractos de 26 plantas medicinales mexicanas fueron probados por

su actividad antiprotozoaria, y se encontré que los extractos de Chiranthodendron pen-
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tadactylon, Annona cherimola, Punica granatum, Dorstenia contrajerva, Senna villosa,
Ruta chalepensis, y Geranium mexicanum, mostraron un efecto antiprotozoario

significativo contra G. lamblia y E. histolytica.®**

Otro estudio de la actividad antiprotozoaria de Geranium mexicanum contra en E.
histolytica y G. lamblia indic6 que el extracto, la fraccion organica y un flavonoide puro,

eran activos contra los protozoos.%®

Tres flavonoides (kaempferol, tilirésido y (-)-epicatequina) aislados de Geranium
mexicanum, Pinetorum cuphea, Helianthemum glomeratum y Rubus coriifolius, se
sometieron a ensayos®’ para demostrar su actividad antiprotozoaria in vivo, utilizando
una infeccion experimental de Giardia lamblia en ratones hembra. El flavonoide mas
activo fue la (-) epicatequina, su actividad fue mayor que la del metronidazol y la

emetina, los medicamentos utilizados como controles positivos.
2. 4 Género Decachaeta

Es un género de plantas de la familia Asteraceae, tribu Eupatorieae, subtribu

Hebecliniinae, a la que pertenecen las siguientes especies: 2

e Decachaeta haenkeana DC.

e Decachaeta incompta (DC.) R. M. King & H. Rob.

o Decachaeta ovandensis (Grashoff & Beaman) R. M. King & H. Rob.

e Decachaeta ovatifolia (DC.) R. M. King & H. Rob.

e Decachaeta perornata (Klatt) R. M. King & H. Rob.

e Decachaeta pyramidalis (B. L. Rob.) S. D. Sundb., C. P.Cowan & B. L.Turner.
e Decachaeta scabrella (B. L. Rob.) R. M. King & H. Rob

e Decachaeta thieleana (Klatt ex Klatt) R .M. King & H. Rob.
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Del género Decachaeta se han reportado estudios quimicos sélo de cinco

2. 4.1 Quimica del género Decachaeta.

especies®®*°® estas son: Decachaeta haenkeana, D. incompta (cuya composicion

quimica se mencionard méas adelante), D. ovatifolia, D. scabrella y D. thieleana.
Los tipos de compuestos presentes en las especies del género son:

e Lactonas sesquiterpénicas, principalmente guaiandlidas, pero también se han
encontrado eudesmandlidas y germacrandlidas.

e Glucosidos de flavonoles.

¢ Flavonoides.

e Acidos sesquiterpénicos con esqueleto carbonado de guaiano.

Decachaeta haenkeana® tiene en su composicion flavonoides (Figura 7) entre los
que se encuentra la 6, 7, 4’-O-trimetilquercetagetina (1), spinacetina (2), 3-sulfato de 6,

7, 4-O-trimetilquercetagetina (3) y el 3-glucdsido de eupatolitina (4).

Figura 7. Compuestos aislados de D. haenkeana.
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%940 5e han aislado la lactona sesquiterpénica pinnatifidina (5)

De Decachaeta ovatifolia
asi como las lactonas 7a-hidroxisesquiterpénicas: 7oa-hidroxicostunodlida (6), 4a-15-
dihidro-7a-hidroxi-3-desoxizaluzanina C (7), 7a-hidroxisantamarina (8), 7a-
hidroxireynosina (9) asi como tres flavonas metoxiladas en C-6 que son la 6-
metoxiacacetina (10), 6-metoxiapigenina (11), 6-metoxiapigenina-7-metiléter (12) asi
como glicosidos de flavonoles metoxilados en C-6 identificados como 3-galactosido de
patuletina (13), 3-glucésido de patuletina (14) y 3-glucésido del 6-metoxikaempferol
(15). (Figura 8)

12 13 R=Galactosa 15
14 R=Glucosa

Figura 8. Compuestos aislados de D. ovatifolia.

e
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Las lactonas sesquiterpénicas que presenta Decachaeta scabrella®* son del tipo

guaiandlida, las cuales son la xerantholida (15), 8-epixerantholida (16), la 11la-13
dihidroepixerantholida (17) y la 11B-13-dihidroepixerantholida (18). También se han
aislado de esta planta el acido pachueloico (19) y el acido 11,13-dihidropachueloico
(20). (Figura 9)

De Decachaeta thieleana se han aislado diferentes guaianélidas****

entre ellas se
encuentra la thieleanina (21) que ha sido sometida a diferentes evaluaciones para
determinar su actividad citotéxica*, antioxidante* y antiinflamatoria.***®

De esta planta también se han aislado la 4-epi-thieleanina (22), 11a-13-dihidrothieleaina
(23), 2-oxo0-1(5)-guaien-cis-8,12-6lida (24), 4, 5-dehidro-1, 2-dihidro-8-epi-thieleanina

(25) y la decathieleandlida (26). (Figura 9)

15 R=CH, 16 R=CH, 19 R=CH, R’=H
18 R=p-Me,H 17R=a-Me,H 20 R=Me,H R'=H

Figura 9. Compuestos aislados de D. scrabella y D. thieleana.

e
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2. 4. 2 Decachaeta incompta.

Decachaeta incompta es una planta herbacea que pertenece a la familia

Astareaceae, tribu Eupatorieae, subtribu Hebeccliniiae, subgénero Polydenia.®

En México®® (Figura 10) esta especie se encuentra distribuida principalmente en los

estados de Oaxaca, Jalisco, Michoacan, Puebla y el Estado de México.

DECACHAETA

e incompta

Figura 10. Distribucion geogréfica de D. incompta.*®

2.4.2.1Quimicade D. incompta.

Decachaeta incompta, tiene en su composicién cuatro lactonas sesquiterpénicas de
tipo heliangdlida, denominadas incomptinas A-D (Figura 11), estas lactonas fueron

aisladas del extracto de diclorometano de las partes aéreas de la planta.®®>2
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La incomptina A tiene una formula molecular de C;7H2005 Yy la incomptina B CisH1g

Os, la incomptina A es el acetato de la incomptina B. Por su parte la incomptina B es el

metabolito que se aisla en mayor cantidad de la planta.®*>?

Por su parte, las incomptinas C y D son epimeros, difieren entre si por la orientacion
del grupo acetato en C-3 del anillo de germacrano, y son diferentes de las incomptinas
A y B porque carecen de una doble ligadura en la posicion C-2 del anillo de
germacrano.>?

O
B OAc

1) Incomptina A: R= Ac 3) Incomptina C Ry= OAc R,=H
2) Incomptina B: R=H 4) IncomptinaD Ry=H Ry,=0Ac

Figura 11. Estructura quimica de las incomptinas de D. incompta.

2.4. 2.2 Actividad biol6gica de D. incompta.

Las evaluaciones biol6gicas de la incomptina B indican que ésta inhibe la
germinacion de semillas de lechuga var. Parris Island y la formacion de raicillas en
cebolla y ajo. Respecto a la toxicidad aguda preliminar de la incomptina B, ésta se
evalu6b en ratones y se obtuvo una DLsy; entre 100 y 150 mg/kg, la prueba de
sensibilidad en piel de conejo, no mostr6 inflamacion ni edema después de 72 horas y
la piel se volvio a cubrir de pelo. La incomptina B también presenta una actividad

espermaticida a una dosis de 5 pg/mL.>*>3

En un estudio del extracto de CH,Cl, de las hojas de D. incompta y las incomptinas A

y B, el extracto presento actividad antiprotozoaria contra E. histolytica y G. lamblia pero
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mostro actividad antibacteriana débil contra Escherichia coli, Shigella sonnei, y Shigella
flexneri. La incomptina A resulté ser un compuesto antiamiba y antigiardia con valores
de Clsp de 2.6 pg/mL para E. histolytica y 18.1 ug/mL para G. lamblia. La potencia
contra E. histolytica fue comparable a la de la emetina (Clso de 1.05 pg/mL) pero menor
que la del metronidazol (Clsp de 0.04 pg/mL). La incomptina B mostré deébil actividad
contra los dos protozoarios usados, sin embargo exhibié actividad contra todas las
cepas de bacterias empleadas con concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en el

rango de 0.4 a 0.8 mg/mL, su actividad fue superior al cloranfenicol (CIM>1).%%%3

>456 se evaluaron las propiedades antidiarreicas de ocho especies

En otros estudios
de plantas, entre ellas D. incompta, usadas en la medicina tradicional para tratar este
padecimiento. Para ello se determiné el porcentaje de inhibicién de la hiperperistalsis
utilizando diferentes modelos farmacoldgicos. Los resultados indicaron que el extracto
de CH.CI, de D. incompta, asi como sus metabolitos, incomptinas A y B, son potentes

inhibidores de la motilidad intestinal.

Por su parte, las incomptinas C y D sélo han sido evaluadas respecto a su actividad
antiprotozoaria contra G. lamblia y E. histolytica®, los valores de Clso estan intermedios

entre los de las incomptinas Ay B como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Actividad antiprotozoaria de las incomptinas presentes en D. incompta.>

Compuestos E. histolytica G. lamblia
Extracto de CH,Cl, 132.5(132.9-132.0) 141.4(141.6-141.3)
Incomptina A 2.6(2.7-2.4) 18.1(18.4-18.3)
Incomptina B 137.6(138.3-136.9) 256.7(257.8-255.9)
Incomptina C 82.2(82.6-81.9) 85.0(85.2-84.9)
Incomptina D 69.8(70.0-69.5) 73.4(73.6-73.2)
Metronidazol 0.04(0.1-0.03) 0.21(0.27-0.14)
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2.5 Lactonas sesquiterpénicas.

Las lactonas sesquiterpénicas (LS) constituyen un grupo numéricamente importante
de metabolitos secundarios con alrededor de 4,000 estructuras conocidas que se

encuentran distribuidas mayoritariamente en la familia Asteraceae.®

Las LS son una subfamilia de terpenoides, son compuestos incoloros, amargos y de
caracter lipofilico. La mayor concentraciéon de lactonas se encuentra en las hojas y
cabezas de flores y su porcentaje en la planta puede variar cuantitativamente en cada

especie desde el 0.005 al 5 % en peso seco.*®®°

Son compuestos de 15 atomos de carbono (prefijo sesqui) resultado de la
condensacion cabeza — cola de tres unidades de isopreno y su consecuente ciclacion y
oxidacion para producir una lactona fusionada, en su nomenclatura se afiade el sufijo

6lida, indicando asi el caracter lacténico.>”>*%

Una caracteristica importante de las LS es la presencia de una 6, 12 o 8, 12 y-
lactona, que en muchos casos contiene un metileno exociclico conjugado. Otras
modificaciones comunes son la incorporacion de hidroxilos en forma libre o acilados y el

grupo epéxido. Pocas LS forman glicsidos y algunas contienen azufre o halégenos.>”®

2. 5. 1 Biogénesis del anillo de germacrano de las lactonas sesquiterpénicas.

El anillo de germacrano es el producto de ciclacién del pirofosfato de farnesilo (FPP)
57,58

et

PPF Germacrano

(Esquema 1).

Esquema 1. Biogénesis del esqueleto de germacrano.

e
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2. 5. 2 Biogénesis del anillo de lactona.

Se han sugerido dos posibles rutas biogenéticas para la formacion del anillo de la

lactona de estos sesquiterpenoides.®>®

La biogénesis de la costundlida y la inundlida (Esquema 2) es un proceso en

el cual a partir del germacrano se llevan a cabo una serie de reacciones de

oxidacion en C-12 y C-6 o C-8 respectivamente.

O,/Enzimas
7 : . ~ /i—OOH

Germacrano

l

=
COOH
1 9
0
‘\0(\
3 P \d'a‘c'
2 “_—13 OF
oy
15 O
Costunodlida

Esquema 2. Biogénesis del anillo de lactona por la via de la costundlida y la inundlida.
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Biogénesis del anillo de lactona por la via furanosesquiterpenos (Esquema
3): Las lactonas sesquiterpénicas comunmente son derivados de

furanosesquiterpenos como resultado de reacciones de autooxidacion.

o) o)
| ) - | 0o

Furanosesquiterpeno Lactona sesquiterpénica

Esquema 3. Biogénesis del anillo de lactona por la via furanosesquiterpenos.

El primer tipo de lactona sesquiterpénica que se forma a partir del germacrano, es el

de las germacrolidas. Estas sustancias son las mas numerosas y tomando en cuenta la

estereoquimica de las dobles ligaduras C-1 y C-4 se originan cuatro subtipos de

compuestos®’:

Germacrélidas. Ambas dobles ligaduras trans-trans
Heliangdlidas. Doble ligadura C-1 trans y C-4 cis.
Melampdlidas. Doble ligadura C-1 cis y C-4 trans.

Cis, cis — germacrolidas. Ambas dobles ligaduras cis.

Los principales esqueletos de las LS derivan de la via de las germacrélidas como se

observa en el esquema 4 y presentan diferentes estructuras que dependen de la

conformacion inicial adoptada por el macrociclo y de la posicion de los dobles enlaces

gue permiten ciclaciones intramoleculares electrofilicas variadas.

57,61,62
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Elamanélldas Seco-eudesmandlidas
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“1: /
—_—
/ Eudesmandlidas Eremofilandlidas Bakkendlidas
[8)

Germacrandlidas Gumnélldas Seco-gualanélldas EOO-PSBUdOQUﬂlaﬂﬁl'das

C@f—i”?i

Saoo-garmacrandlldas Pseudogualandlldas Seco-psaudoguaiandlidas

0 o)
O ()

Cadidandlidas Crimorandlidas

Esquema 4. Relaciones biogenéticas entre las estructuras de las lactonas
sesquiterpénicas.

e e
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2. 5. 3 Actividad biol6gica de las LS.

La actividad bioldgica de las lactonas sesquiterpénicas es variada y comprende
desde actividad antifungica, antihelmintica, antiprotozoaria, antiinflamatoria, antitumoral,

antibacteriana, citotéxica, alergénica hasta genotéxica.>"®*

La actividad biologica de estos compuestos es atribuida a la presencia de la o-
metilén-y-lactona®®®® que reacciona por una adicién de tipo Michael con los nucleéfilos
biol6gicos (los mas reactivos son los residuos de cisteina de las proteinas que

contienen grupos tiol) alquilandose de forma irreversible.>48°7-65

La diferencia en la actividad entre las LS se puede explicar por las diferencias en el

namero de elementos alquilantes, lipofilicidad, la geometria molecular y el entorno

quimico del grupo sulfhidrilo entre otros factores.>*°
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2. 6 Modificacién molecular de compuestos naturales.

La optimizacion de la actividad farmacologica de un compuesto es el principal
objetivo de su modificacién estructural a fin de disponer de farmacos mas selectivos y
menos toxicos, con mejor farmacocinética o sin problemas de formulacién debidos a

una baja solubilidad o a su inestabilidad.

Por otra parte, existe una gran probabilidad de que una molécula obtenida por
modificacion de un prototipo activo presente propiedades utiles e incluso si no llegan a
conseguirse analogos de gran actividad, las correlaciones cualitativas y cuantitativas
gue pueden establecerse entre las modificaciones estructurales realizadas y los datos
de actividad biolégica son de gran utilidad para avanzar en el conocimiento de un grupo
farmacoforo (porcion de la estructura del compuesto que interactia con su diana

biolégica y por lo tanto explica la accion biolégica a nivel molecular).
2.6 .1 Modalidades del procedimiento de modificacion molecular.
Los cambios en la estructura de un compuesto se pueden realizar por:

Simplificaciéon del prototipo.
Asociacién de dos moléculas.
Modificacion sistematica (replicaciéon moduladora):

e Homologia y ramificaciones de cadena: un homdlogo de un determinado
compuesto es el analogo a este, que resulta de la adicion (o sustraccion) de un
carbono, una cadena o anillo.

e Introduccién de grupos aromaticos.

e Apertura o formacion de anillos.

¢ Introduccién de enlaces multiple. Vinilogia.

e Bioisosterismo: grupos o moléculas que tiene propiedades fisicas y quimicas

semejantes y que producen efectos fisioldgicos aproximadamente similares.®®
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Las enfermedades diarreicas causadas por protozoarios son un problema de salud

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

publica en nuestro pais y a nivel mundial por lo que es necesario contar con nuevas
alternativas terapéuticas seguras y biolégicamente mas activas que las existentes. En la
basqueda de nuevos compuestos de fuentes naturales se han realizados diversos
estudios a la planta Decachaeta incompta de donde se han aislado las incomptinas A-
D, los compuestos con mayor y menor actividad son las incomptinas A y B,
respectivamente, que Unicamente difieren por el sustituyente en C-8, bajo la premisa
anterior, se planted lo siguiente ¢Es posible que mediante la modificacion estructural

del sustituyente en C-8 se mejore la actividad antiprotozoaria de la incomptina A?

4. HIPOTESIS.

La modificacion del sustituyente en C-8 de la estructura de la incomptina B dara
origen a moléculas con diferente actividad contra E. histolytica y G. lamblia, comparada

con la incomptina A.
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5. OBJETIVOS.

5. 1 Objetivo general:

e Sintetizar derivados de incomptina B y comparar su actividad antiprotozoaria
contra Entamoeba histolytica y Giardia lamblia respecto a la que presenta la
incomptina A.

5. 2 Objetivos especificos:

e Sintetizar los siguientes derivados de incomptina B:

Esteres

R (I) R=-CF3 8-O-trifluroacetil incomptina B
II) R=-CH,-CH; 8-0O-propanoil incomptina B
Ill) R=-(CH, ),-CH3; 8-O-butanoil incomptina B
IV) R=-CH-(CH3),  8-O-isobutanoil incomptina B
V) R=-(CH,)3-CH; 8-O-pentanoil incomptina B
VI) R= -ﬁ:-CH:; 8-0O-metacriloil incomptina B

(
(
(
(
(
(

(VIl) 8-dehidroincomptina B

(VIR= -CH3 8-O-metil incomptina B
(IX) R=-CHx-CH; 8-0O-¢etil incomptina B

(X) R=-(CH, ),-CH3; 8-O-propil incomptina B
(XI) R=-CH-(CH3),  8-O-isopropil incomptina B

e Determinar las propiedades fisicas y el rendimiento de los compuestos
sintetizados.

e Caracterizar los compuestos sintetizados mediante métodos espectroscopicos
(IR, RMN de *H y ®* C) y espectométricos (Masas).

e Determinar la actividad antiprotozoaria de los compuestos derivados de
incomptina B.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL g

6. 1 Métodos de separacion.

El monitoreo del avance de la reaccion y de la purificacion de cada compuesto, se
hizo por cromatografia en capa fina (CCF) de gel de silice 60 G UVys4 (Macherey-Nagel,
20 x 20, 25 um). La placa se observé por exposicion a luz UV (254 nm) y finalmente se

reveld con una solucién de sulfato cérico 2N y H,SO4.

Para la separacion del producto de cada reaccién se utilizé cromatografia en
columna abierta (CC) de gel de silice (kieselgel 60 G, 90 % < 4.5 um) con diferentes

sistemas de elucion que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Sistemas de elusion utilizados en CC y CCF.

1 Hexano/Acetato de etilo 75:25
2 Hexano/Acetato de etilo 70:30
3 Hexano/Acetato de etilo 50:50
4 CHCIs/ Acetato de etilo 95:5
5 CHCIs/ Acetato de etilo 90:10

6. 2 Determinaciones de las constantes fisicas, espectroscOpicas vy
espectrométricas.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher Johns y se expresan sin
corregir. Los espectros en el IR se obtuvieron de un equipo Brucker Tensor 27, la
rotacién oOptica de los compuestos fue determinada en un polarimetro Jasco DIP-360.
Los espectros de RMN de *H y de *3C fueron adquiridos en un espectrémetro Varian
Unity 500 y los espectros de masas fueron obtenidos por la técnica electroespray en
modalidad positiva (MS-ESI *) en el equipo Bruker Esquire 6000.
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6. 3 Sintesis de derivados de incomptina B

Los derivados de incomptina B que se prepararon fueron; ésteres, un compuesto de

oxidacion en posicién C-8 y éteres, su sintesis se describe a continuacion.
6. 3. 1 Sintesis de ésteres de incomptina B.

Con el proposito de observar el efecto del tamafio del sustituyente sobre la actividad
antiprotozoaria se realizé la sintesis del compuesto | producto del reemplazo
bioisostérico del grupo —CHj; presente en el acetato en C-8 de la incomptina A por el
grupo —CF3. Los ésteres homodlogos (compuestos 11-V) tuvieron el objetivo de poner de
manifiesto el efecto de tamafio y lipofilia del sustituyente; y el compuesto VI muestra el

efecto estereoelectrénico.

Incomptina B Anhidrido de acido Ester de incomptina B

(1

(I R=-CH,-CHj3
(1) R=-(CH, ),-CH3
(IV) R=-CH-(CH3),»
(V) R=-(CH3)3-CH3
(

Esquema 5. Sintesis general de ésteres de incomptina B utilizando anhidridos de acido.
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En un matraz de bola de 25 mL se disolvieron 100 mg (0.38 mmol) de incomptina B

en piridina (0.2 mL) posteriormente se adicionaron los mL equivalentes a 0.38 mmol del
anhidrido en cuestion. La mezcla de reaccién se mantuvo a una temperatura de 50°C,

con agitacion constante durante 24 hrs.

Transcurrido el tiempo de reaccion, se agregaron 3 mL de H,O destilada y 5 mL de
AcOEt, posterior a esto la fase organica se lavé con tres porciones de 5 mL de HCI 10%
cada una y a continuacion con tres porciones de 5 mL de una solucién saturada de
NaHCO:s.

La fase organica se concentrg al vacio y el residuo se sometié a CC, eluida con el
sistema 2. El seguimiento de la separacion del producto de interés se llevd a cabo
mediante el uso de CCF con el sistema de elucion 2. La purificacion del producto se
realiz6 mediante recristalizacion por par de disolventes usando una mezcla de acetona-

hexano.
6. 3. 2 Oxidacion de laincomptina B en la posiciéon C-8.

La sintesis del producto de oxidacion tuvo como proposito observar el efecto que
tiene el grado de oxidacion del sustituyente en C-8 en la actividad antiprotozoaria sobre
E. histolytica y G. lamblia.

PCC
—_—
CH,Cl,

Incomptina B (VI

Esquema 6. Sintesis general de la oxidacion de la incomptina B con PCC.
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En un matraz de bola de 25 mL se agregaron 200 mg (0.76 mmol) de incomptina B y

409 mg (1.9 mmol) de PCC (Clorocromato de piridinio), se disolvieron en 4 mL de
CH.CI, anhidro y la mezcla de reaccibn se mantuvo a temperatura ambiente con
agitacion constante durante 4 hrs. Posterior a esto, el crudo de la reaccién se hizo
pasar a través de una columna de silice, la cual se lavd con 50 mL de metanol, el
disolvente se evaporé a presion reducida y el residuo se recristalizd con una mezcla de
CHCl,-hexano.

6. 3. 3 Sintesis de éteres de incomptina B.

Los éteres homdlogos (compuestos VIII-XI) tendran el objetivo de poner de
manifiesto el efecto del tamafio y lipofilia del sustituyente sobre la actividad

antiprotozoaria.

Agzo
CH5CN

Incomptina B Haloalcano Eter de incomptina B

(VIlIl) R=-CHs

(IX) R=-CH2-CH,
(X) R=-(CH2)>-CHj3
(XI) R=-CH-(CH,),

Esquema 7. Sintesis general de éteres de incomptina B utilizando haloalcanos.

En un matraz de bola de 25 mL se disolvieron 200 mg (0.76 mmol) de incomptina B
en 10 mL de CH3CN, posteriormente se agregaron 1.76 g de Ag,0O (7.6 mmol), y en
condiciones de agitacion constante se adiciond por goteo el haloalcano equivalente a
15.2 mmol. La mezcla de reaccion se mantuvo a una temperatura de 60°C durante 36

hrs.
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El crudo de la reaccion se filtr6 a través de una columna de celita lavando con el

sistema de elucion 3 y se concentrd al vacio. El residuo obtenido se disolvié en acetona
y se someti6 a CC utilizando el sistema de elucion 2 para los compuestos VIIl y IX y el

sistema 4 para los compuestos X y XI.

El seguimiento de la separacion del producto de interés se llevd a cabo mediante el
uso de CCF utilizando el sistema de elucion 1 para los compuestos VIl y IX y el sistema
5 los compuestos X y XI. La purificacion del producto se realiz6 mediante

recristalizacién con una mezcla de acetona-hexano.

6. 6 Determinacion de la actividad antiprotozoaria.

Entamoeba histolytica HM-1 IMSS se cultivd a 37 °C en medio TYI-S-33
suplementado con 10 % de suero bovino (inactivado con calor). Giardia lamblia IMSS:
8909:1 se cultivd en medio TYI-S-33 modificado, suplementado con 10% de suero de
ternera y bilis bovina. Los trofozoitos se mantuvieron en condiciones axénicas, para los
ensayos se utilizaron trofozoitos en fase log de crecimiento. Los ensayos de
susceptibilidad in vitro se llevaron a cabo incubando trofozoitos de E. histolytica (6 X
10% o G. lamblia (5 x 10%) a 37 °C durante 48 hrs en presencia de los compuestos
puros a evaluar, disueltos en DMSO a diferentes concentraciones (2.5-200 pg/mL).
Después de la incubacion se tomo un inéculo de 50 pL de cada tubo y se transfirid en
medio fresco para ser incubado durante 48 hrs mas en ausencia de compuesto a

evaluar.

Cada evaluacion incluyé metronidazol y emetina como referencias, un control
(medio de cultivo, trofozoitos y DMSO) y un blanco (medio de cultivo). EI nimero final
de parasitos se midi6 con un hemocitometro y el porcentaje de inhibicion del

crecimiento de los trofozoitos se determin6 por comparacion con el control.
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Adicionalmente los resultados se confirmaron por el método colorimétrico de

produccion de formazan: lavando y cultivando los trofozoitos durante 45 min a 37 °C en
un buffer salino conteniendo bromuro de 3-[4,5 —dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tretrazolio y
metosulfato de fenazina. El formazan producido durante el ensayo se extrajo y se
cuantifico a 570 nm. Cada ensayo se realizdé por duplicado y se repitid6 un minimo de
tres veces. Los datos obtenidos se manejaron por andlisis probit y el porcentaje de
trofozoitos sobrevivientes se determind por comparacion con el control. Los valores de
concentracion inhibitoria media (Clso) se obtuvieron de la curva probit versus log de la

concentracion y posterior analisis de regresion.
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Se obtuvieron once derivados de incomptina B cuya caracterizacion se llevo a cabo

7. RESULTADOS Y DISCUSION.

mediante la determinacion de su punto de fusion, rotacidon Optica, espectroscopia de

infrarrojo, resonancia magnética nuclear de *H y **C, y espectrometria de masas.

En los espectros de IR, RMN de 'H y de **C, los derivados presentaron las bandas,
sefiales y desplazamientos quimicos correspondientes al esqueleto base de la
incomptina B (Tablas 3 y 4). Las sefiales adicionales que cada derivado present6 fueron

consistentes con la estructura esperada y se discuten para cada uno mas adelante.
7.1 Sintesis de ésteres de incomptina B.

La sintesis de los ésteres se llevd a cabo segun la metodologia descrita en la
literatura®” para lo cual se utilizaron diferentes anhidridos de &cido (trifluoroacético,
propanoico, butanoico, isobutanoico, pentanoico y metacrilico) que reaccionaron con el
grupo hidroxilo en C-8 de la incomptina B mediante una sustitucion acilnucleofilica en
presencia de una base débil como lo es la piridina para dar como producto los

compuestos I-VI.

Todos los ésteres presentaron en su espectro en el IR (Espectros 1-6) tres bandas
caracteristicas, una correspondiente a la vibracién de estiramiento del enlace C=0 de la
y-lactona o,p insaturada cuyos valores oscilaron entre 1754-1762 cm™, la segunda
banda fue para la vibracién de estiramiento del enlace C=0 del grupo éster unido al C-8
entre 1707 y 1794 cm™ y en un intervalo de 1631-1655 cm™ se observé la banda
correspondiente a las dobles ligaduras.

Los desplazamientos quimicos de las sefales de los compuestos |-V observadas en
los espectros de RMN de *H y **C correspondientes al esqueleto base de la incomptina
B>2 fueron similares a los del material de partida (Tablas 3 y 4). En el espectro RMN de
'H de la incomptina B: la sefial correspondiente al protén H-8 aparece como un ddd
5.21 ppm a (J =4.5, 3.0, 0.5 Hz) y la sefial del hidrogeno del hidroxilo en C-8 (o =
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2.28 ppm, 1H, d, J = 4.5 Hz) de la incomptina B no se observa en ninguno de los

espectros de los derivados.

Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN de **C (CDCl; 125 MHz, 8 = ppm)

de incomptina B.

1(CH) 60.5
2(CH) 128.3
3(CH) 132.3
4(C) 135.6
5(CH) 126.3
6(CH) 75.8
7(CH) 50.1
8(CH) 77.0
9(C) 43.0
10(C) 61.2
11(C) 137.2
12(C) 169.2
13(CH,) 124.8
14(CHa) 19.7
15(CHj) 23.7
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Tabla 4. Datos espectroscopicos de RMN de *H (CDCl; 500 MHz, 8=ppm, J = Hz)

de incomptina B.>?

1(dd) 3.24(7.5, 1.0)
20(dd) 5.55(11.5, 7.5)
3a(d) 6.11(11.5)
5(dq) 5.28(10.5, 1.5)
6(dd) 5.07(11.0, 1.5)
7 (m) 2.83

8 (br s) 4.18
90(dd) 1.34(14.5,2.0)
9B(dd) 2.54(14.5-4.5)
13(dd) 6.39(2.0, 0.5)
13°(d) 5.8(2.0)

14 (s) 1.2

15 (d) 1.88(1.0)
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Se obtuvieron 49.5 mg (47.3 %) de un solido cristalino de color

O 1 CF3
70( amarillo palido, con Pf de 177-178 °C y [0]®pb= -383.8 (c 0.16,
. CHCI3). Su formula molecular C;7H;70sF3, fue deducida del ion

¢ molecular [M + Na]" de m/z 381.1 observado en el espectro de

masas ESI" (Espectro 1.1).

En el espectro de RMN de **C (Espectro 1.2) se observan dos sefiales; a 156.2 y a
81.2 ppm, la primera es caracteristica de un carbono de carbonilo (C-1") y la otra

corresponde al C-2"unido a los tres atomos de flaor.

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 1.3) no se observan sefiales adicionales a

las del esqueleto base de incomptina B.
7. 1.2 Compuesto Il. 8-O-propanoil incomptina B:

Se obtuvieron 17.4 mg (17.3 %) de un sélido cristalino
o 3
\g/\ incoloro con Pf 146-147°C y [a]®s= -486.9 (c 0.13, CHCls), su

férmula molecular CigH2,0s y fue consistente con el i6n

15 13

molecular [M + Na]* de m/z 341.2 observado en el espectro de

masas ESI" (Espectro 2.1).

En el espectro de RMN de *C (Espectro 2.2) se observan tres sefiales: el C- 3" se
asigno a la sefial a 9.3 ppm, el C- 2" adyacente al carbonilo se observa a 28.1 ppmy la
sefal del C-1", correspondiente al carbonilo del éster se encuentra a 173.5 ppm.

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 2.3) a 1.1 ppm se observa una sefial triple
que integra para tres protones (J = 7.5 Hz) esta sefal se asigno al metilo 3°, cuatro
sefales cuadruples a 2.30 ppm que integran para dos protones corresponden a los
hidrogenos del metileno 2° en un sistema de acoplamiento ABX3 (Jag = 16.5 Hz, Jaxz =
7.5 Hz, Jgx3= 7.5 Hz).
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7. 1. 3 Compuesto lll. 8-O-butanoil incomptina B:

@

o)
masas ESI" (Espectro 3.1).

, Se obtuvieron 64.3 mg (61.0 %) de un solido cristalino
W incoloro con Pf de 103-105°C y [o]®o= -475.0 (c 0.24, CHCs),

su féormula molecular Ci9H-4O0s5 fue consistente con el i6n

" 13

molecular [M + Na]* de m/z 355.2 observado en el espectro de

En el espectro de RMN de **C (Espectro 3.2) la sefial del C-4" aparecié a 13.6 ppm,
las de los carbonos 2" y 3" se observan a 36.2 y 18.2 ppm, respectivamente; la sefal

del carbonilo C-1"aparecié a 173.3 ppm.

En el espectro de RMN de *H (Espectro 3.3) a 0.9 ppm se observo una sefial triple
(2H, J = 10.5 Hz) que corresponde al metilo 4, los hidrégenos del metileno 3" aparecen
como una sefial séxtuple a 1.6 ppm (2H, J = 7.5 Hz. Los dos pares de sefales triples a
2.25 ppm se asignaron a los hidrégenos del metileno 2 (2H, ABX5, Jag =16.0, Jax2 = 7.5,
Jaxz2 = 7.5 Hz).

7. 1.4 Compuesto IV. 8-O-isobutanoil incomptina B:

Se obtuvieron 13.6 mg (13.6 %) de un sdlido cristalino
incoloro con Pf de 143-144°C y [0]® b= -617.9 (c 0.14, CHClIy).
El ion molecular [M + Na]* de m/z 355.2 observado en el

espectro de masas ESI* (Espectro 4.1) fue concordante con la

formula molecular esperada C19H240s.

Cuatro sefiales en el espectro de RMN de *3C (Espectro 4.2) a 19.32, 18.93, 34.6 y
172.16 ppm corresponden a los metilos de los carbonos 3y 47, al metino C-2" y al del
carbonilo C-1", respectivamente. En el espectro de RMN 'H (Espectro 4.3) las dos
sefales dobles a 1.13y 1.11 ppm (3H, J = 2.0 Hz) se asignaron a los hidrégenos de los

metilos 3y 4°; la sefial séptuple a 2.5 ppm (1H, J = 7.0 Hz) corresponde al H-2".
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7.1.5 Compuesto V. 8-O-pentanoil incomptina B:

@a

o)
de masas ESI" (Espectro 5.1)

Se obtuvieron 23.6 mg (22.9 %) de un sélido cristalino
W incoloro con Pf de 66-67°C y [0]*p= -475.0 (c 0.24, CHCly).

La formula molecular CyoH2605 fue consistente con el i6n

5 13

molecular [M + Na]* de m/z 369.2 observado en el espectro

En el espectro de RMN de *C (Espectro 5.2) la sefial C-5" se observé a 13.6 ppm,
los carbonos de los metilenos (2, 3y 4°) se encuentran a 22.1, 26.6 y 34.0 ppm

respectivamente y la sefial del carbonilo C-1"a 176.12 ppm.

En el espectro de RMN de *H (Espectro 5.3), se observé a 0.89 ppm una sefial triple
(3H, J = 7.5 Hz) correspondiente a los hidrogenos del metilo 57, una sefial multiple a
1.27 ppm que integra para dos protones se asigno a los hidrogenos del metileno 47, a
1.54 ppm se observé una sefial quintuple (2H, J = 7.5 Hz) propia de los hidrogenos del
metileno 3". También se observan dos pares de sefiales triples (ABX,) a 2.27 ppm que
integra para dos protones asignados a los hidrégenos del metileno 2° (Jag = 16.0, Jaxz =
7.0, Jgxo= 7.5 Hz).

7. 1.6 Compuesto VI. 8-O-metacriloil incomptina B:

Se obtuvieron 14.1 mg (13.7 %) de un soélido cristalino
OWJ\ incoloro con Pf de 150-152°C y [a]®p= -744.0 (c 0.15, CHClIy),
su formula molecular C;9H2,0s, fue deducida del ibn molecular

13 [M + Na]* de m/z 353.1, MS-ESI" (Espectro 6.1).

15

En el espectro de RMN de *C (Espectro 6.2) la sefial del C-3" aparecié a 18.12
ppm, las sefales de los carbonos vinilicos (2°y 4°) se observaron a 136.1 y 128.3 ppm

respectivamente, y la sefial del C- 1’ apareci6 a 165.9 ppm.
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En el espectro de RMN de ‘H (Espectro 6. 3), la sefial dd a 1.89 ppm (J = 1.0, 0.5
Hz) se asigno a los hidrogenos del metilo 3", dos sefiales multiples a 5.6 y 6.11 ppm,

gue integran cada una para un proton se asignaron a los hidrégenos del metileno 4°.
7. 2 Oxidacién de laincomptina B en la posicion C-8.

La metodologia de la oxidacién de la incomptina B (posicién C-8) se llevo a cabo de
acuerdo a lo reportado en la literatura®’, para lo cual se utiliz6 PCC (clorocromato de
piridinio), que reaccion6 con el hidroxilo libre en C-8 de la incomptina B para dar el

producto de oxidacion en esta posicion.
7.2 .1 Compuesto VII. 8-dehidroincomptina B:

Se obtuvieron 33.4 mg (13.7 %) de un sélido cristalino amarillo con
Pf de 155-157 °C y [0]? b= -763.0 (c 0.12, CHCls).

Este compuesto presentd en el IR (Espectro 7) tres bandas

caracteristicas: a 1760 cm™ una banda correspondiente a la vibracion
de estiramiento del enlace C=0 de la y-lactona o,p insaturada, a 1711 cm™ otra banda
se debe a la vibracion de estiramiento del enlace C=0 del grupo carbonilo en C-8 y en
1647 cm™ se observé la banda de vibracién correspondiente al enlace C=C. El i6n
molecular [M + Na]* de m/z 283.1 observado en el espectro de masas ESI* (Espectro

7.1) coincidié con la férmula molecular C,19H2405 esperada para este compuesto.

En el espectro RMN de **C (Espectro 7.2) se observé un desplazamiento de la sefial

de C-8 a campo bajo (¢ = 202.5 ppm), caracteristica de un carbonilo de cetona.

En el espectro RMN de 'H (Espectro 7.3) no esta la sefial del H-8; por su parte las
sefales de los hidrégenos 9a y 9B aparecen como sefales dobles a 3.93 ppm (J = 1.5

Hz) y a 2.5 ppm (J = 11.0 Hz), respectivamente.
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7. 3 Sintesis de éteres de incomptina B.

La preparacion de los éteres se realizd segln la técnica reportada en la literatura®®
mediante una reaccion que es una modificacion de la sintesis de Williamson en la que
se utiliza 6xido de plata como catalizador. El hidroxilo de la incomptina B reaccion6 con
los haloalcanos (yodometano, yodoetano, yodopropano, y 2-yodopropano) para dar

como producto los compuestos VIII-XI.

Todos los éteres presentaron en el IR dos bandas -caracteristicas, una
correspondiente a la y-lactona o, insaturada cuyos valores oscilaron entre 1741-1759

cm™, la otra banda se observé en intervalo de 1654-1658 cm™ corresponde a C=C.

En el caso de estos compuestos (VIII-XI) se utilizaron las técnicas de espectrometria
de masas de: IE* (impacto electronico), FAB* (bombardeo de atomos rapidos) y ESI™ y
ningunas de las tres formas de ionizacién proporciond espectros con relacion masa
carga que indicara la presencia del ibn molecular esperado.

Los compuestos VIII-XI en los espectros de RMN de *C y H presentaron las
sefales del esqueleto base de la incomptina B (Tablas 3 y 4) ya descritos en la
literatura >%. En el caso de la sefial correspondiente al protén en C-8 aparece a 5.21
ppm como un ddd (J = 4.5, 3.0, 0.5 Hz) y la sefial del hidrégeno del hidroxilo en C-8 (64
= 2.28, 1H, d, J = 4.5 Hz) de la incomptina B no se observé en ninguno de los espectros

de los derivados.

7.3 .1 Compuesto VIII. 8-O-metil incomptina B:

? Se obtuvieron 46 mg (61.0 %) de un solido cristalino incoloro con

' ™" Pfde 201-203°C. Con []*° = -518.6(c 0.14, CHCIs).

En el espectro de RMN de '3C (Espectro 8.1) se observé una
o} N sefal a 58.00 ppm correspondiente al carbono 1 unido a oxigeno.

En el espectro de RMN de *H se observé solo una sefial a 3.29 ppm (3H, s) asignado a

los hidroégenos del metilo 1°. (Espectro 8.2)
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7.3 .2 Compuesto IX. 8-O-etil incomptina B:

Se obtuvieron 7.5 mg (3.4 %) de un sélido cristalino incoloro con
~
+ Pfde 138-140 °C. Con [a] ®p= -523.1 (¢ 0.15, CHCl5).

” En el espectro de RMN de *3C, la sefial que apareci6 a 58.0

ppm caracteristica de carbono unido a oxigeno, se asigné al
metileno 1°, mientras que la sefial a 14.11 ppm se asigno al metilo 2".(Espectro 9.1)

En el espectro de RMN de *H (Espectro 9.2) se observé a 1.27 ppm una sefial triple
que integré para tres protones (3H, J = 7.0 Hz) y se asigné al metilo 2°. La sefal
cuadruple de cuédruples a 4.16 ppm (ABX3 Jag = 10, Jaxz = 7.0, Jgxz = 7.0) se asigno al

metileno 1",
7. 3. 3 Compuesto X. 8-O-propil incomptina B:

Se obtuvieron 15.1 mg (7.5%) de un sdlido cristalino incoloro
con Pf de 182-184°C. Con [a]® p= -497.5 (c 0.16, CHCl).

En el espectro de RMN de *3C (Espectro 10.1), la sefial del

metilo 3" y la del metileno 2" aparecieron a 10.0 y 21.8 ppm
respectivamente. Por su parte la sefial del metileno 1", unido a oxigeno mostré un

desplazamiento quimico de 70.1 ppm.

En el espectro de RMN de 'H se observé una sefial a =0.91 ppm (3H, t, J = 7.5
Hz), asignada al metilo 3". También hay una sefal séxtuple a 1.65 ppm (2H, J = 7.5 Hz)
que corresponde a los hidrégenos del metileno 2°. Dos pares de sefales triples (ABX5)
aparecieron a 4.06 ppm (2H, Jas = 10, Jax2 = 7.0, Jsx2 = 6.5 Hz) y se asignaron a los

hidrogenos del metileno 1°. (Espectro 10. 2)
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7. 3.4 Compuesto Xl. 8-O-isopropil incomptina B:

o o2 Se obtuvieron 11.0 mg (6.4 %) de un sélido cristalino incoloro
E 8 1
Y con Pfde 148-150°C.Con [a]® o= - 465.6 (C 0.09, CHCly).

3’

1 En el espectro de RMN de *3C se observan tres sefiales que se
0 asignaron de la siguiente manera: las sefiales a 21.67 y 21.51 ppm
corresponden a los carbonos 2y 3" de los metilos y la sefal del carbono del metino

unido a oxigeno aparecio a 72.7 ppm. (Espectro 11.1).

En el espectro de RMN de 'H (Espectro 11.2) se observé una sefial un doble de
dobles a 1.25 ppm que integra para tres protones (J = 10.5, 10.5 Hz) y una sefal

séptuple a 4.81 ppm (1H, J = 6.5 Hz), esta sefial se asign6 al metino 1".
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7. 4 Resultados de la actividad antiprotozoaria.

Los compuestos preparados tuvieron el propésito de optimizar la actividad
antiprotozoaria de la incomptina A, para tal fin, se evaluaron contra E. histolytica y G.
lamblia, ambos protozoarios son causa importante de enfermedades gastrointestinales
y son contra los que en estudios previos la incomptina A ha mostrado una actividad

bioldgica significativa.

En los ensayos de evaluacion biolégica se incluyé el metronidazol como control

positivo, por ser éste el farmaco antiprotozoario de primera eleccion.

Los ésteres obtenidos (compuestos I-VI) presentaron una actividad antiprotozoaria
menor que la incomptina A, pero mayor que la incomptina B, ademas es importante
resaltar que todos estos compuestos son mas activos contra E. histolytica que contra G.
lamblia. (Tabla 5)

Tabla 5. Actividad antiprotozoaria de los ésteres de incomptina B.

Compuesto E. histolytica G. lamblia

I. 8-O-trifluroacetil incomptinaB  37.7 £ 0.31 43.3+0.25
II. 8-O-propanoil incomptina B 51.6 £ 0.30 68.8 £ 0.35
[ll. 8-O-butanoil incomptina B 49.1 +0.35 51.7 £ 0.46
IV. 8-O-isobutanoil incomptinaB 52.7 + 0.42 62.2 £0.25
V. 8-O-pentanoil incomptina B 51.7 £ 0.36 58.3+£0.31
VI. 8-O- metacriloil incomptinaB 32.7 £ 0.45 44.2 +0.78
Incomptina A 2.6+0.15 18.1£0.15
Incomptina B 137.6 £ 0.70 256.7 £ 0.95
Metronidazol 0.04 +0.04 0.21 £ 0.07

El reemplazo bioisostérico del grupo —CH3; presente en el acetato en C-8 de la
incomptina A por el grupo —CF3 resulté en un compuesto antiprotozoario (Compuesto )
gue fue el mas activo de todos los ésteres contra G. lamblia.
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La actividad de los ésteres homdlogos (compuestos II-V) no aumenté respecto a la
de incomptina A pero fue superior a la de incomptina B como se muestra en la grafica 1,
lo que permite suponer que con el aumento de tamarfio y lipofilia del sustituyente, la

actividad bioloégica no aumenta.

En la actividad antiprotozoaria de los homélogos (compuestos II-V) también se
observa el impacto de la ramificacion de la cadena sobre la actividad bioldgica; la 8-O-
isobutanoil incomptina B presenta una actividad antiprotozoaria menor que la de su

isémero la 8-O-butanoil incomptina B.

De todos los ésteres la 8-O-metacriloil incomptina B (compuesto VI) es la que resultd
mas activa contra E. histolytica, lo que permite sugerir que el efecto estereoelectrénico
del doble enlace en el sustituyente podria ser un criterio importante para la actividad

antiprotozoaria.

Actividad antiprotozoaria de los ésteres de incomptina B
sobre E. histolyticay G. lamblia
260 -
240 -
220 -
200 -
180 - _ :
B E. histolytica
7160 - _
?E» 140 - B G. lamblia
=120 -
O 100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 .
N N ) Q 2 J \s Q
O o
& &
& &8
Q Q
Compuestos \Qo \Qo

Gréfica 1. Actividad antiprotozoaria de los compuestos |- VI.
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La actividad antiprotozoaria de la 8-dehidroincomptina B (compuesto VII), no
aumento respecto a la incomptina A sin embargo sigue siendo mayor que la de la
incomptina B como se observa en la tabla 6 y al igual que los ésteres, este compuesto

es menos activo contra G. lamblia que contra E. histolytica. (Grafica 2)

Tabla 6. Actividad antiprotozoaria del compuesto de oxidacion de la incomptina B en

la posicion C-8.

Compuesto E. histolytica G. lamblia
VII.8-dehidroincomptinaB  34.9 + 1.06 30.6 £0.31
Incomptina A 2.6 +£0.15 18.1+£0.15
Incomptina B 137.6 £ 0.70 256.7 £ 0.95
Metronidazol 0.04 £0.04 0.21 £0.07

Actividad antiprotozoaria de la 8-dehidroincomptina
B sobre E. histolyticay G. lamblia.

260 -
240 -
220 4 ME. histolytica
200 | mG. lamblia

180 -
160 -
140 -
120 A
100 -
80 -
60 -
40 -

20 -
o [ ==

Vi Incomptina A Incomptina B
Compuestos

CI50(ung/mL)

Gréfica 2. Actividad antiprotozoaria del compuesto VII.
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De los cuatro éteres preparados sélo a dos de ellos se les determiné su actividad
antiprotozoaria y los resultados se presentan en la tabla 7; ninguno de los estos
compuestos supero en actividad a la incomptina A.

La 8-O-metill incomptina B tiene una actividad mayor contra E. histolytica pero
menor contra G. lamblia comparada con la 8-O-propil incomptina B. En ambos casos el
tamafio y lipofilia del sustituyente son factores importantes para la actividad biolégica.
(Gréfica 3)

Tabla 7. Actividad antiprotozoaria de los éteres de incomptina B

Compuesto E. histolytica G. lamblia
VIII. 8-O-metil incomptina B 29.4+ 0.31 35.2+0.35
X. 8-O-propil incomptinaB  35.9+ 0.50 31.2+ 0.50
Incomptina A 2.6 +£0.15 18.1+£0.15
Incomptina B 137.6 £ 0.70 256.7 £ 0.95
Metronidazol 0.04 £ 0.04 0.21 £ 0.07

280 , Actividad antiprotozoaria de los éteres de incomptina
260 - B sobre E. histolyticay G. lamblia.

240 -
220 - B E. histolytica
E G. lamblia

CI50(ng/mL)

e e = )
N A OO 00 O N D O O O
O O O O O O o o o o

M e

VIII X Incomptina A Incomptina B
Compuestos

o
!

Graéfica 3. Actividad antiprotozoaria de los éteres de incomptina B.
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En la grafica 4 se compara la Clsy de los compuestos mas activos de cada grupo
(ésteres, compuesto de oxidacion y éteres de incomptina B) contra E. histolytica y es la
8-O-metil incomptina B (compuesto VIII) la que presenta la mayor actividad contra éste

microorganismo.

Actividad antiprotozoaria de los compuesto mas
activo de cada grupo sobre E. histolytica.
140

130 -
120 - E E. histolytica
110 -
100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

30 -

20 -

10 -

0 - . e
Vi Vil

Vil Incomptina Incomptina
A B

Clso(ug/mL)

Compuestos

Gréfica 4. Actividad antiamiba de los compuesto VI, VIl y VIII.

La Clso de los compuestos mas activos de cada grupo contra G. lamblia se comparan
en la grafica 5 y en este caso fue la 8-dehidroincomptina B (compuesto VII) la mas

activa contra este parasito.
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Gréfica 5. Actividad antigiardia de los compuestos I, VIl y X
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Se sintetizaron once derivados de incomptina B: seis ésteres, una cetona y

8. CONCLUSIONES.

cuatro éteres, su caracterizacion se llevo a cabo mediante la determinacién de su
punto de fusion, rotacion Optica, espectroscopia de infrarrojo, resonancia

magnética nuclear de *H y 3C, y espectrometria de masas.

La actividad antiprotozoaria de todos los derivados evaluados fue menor que la
de incomptina A por lo que el grupo acetato en C-8 es el sustituyente 6ptimo

para generar la actividad biolégica contra E. histolytica y G. lamblia.

Los ésteres producen una actividad antiprotozoaria menor que los éteres y el

compuesto de oxidacion.
Las Clso de los derivados, son menores para E. histolytica que para G. lamblia.

Todos los derivados a excepcion de la 8-O-propil presentan una potencia mayor

contra E. histolytica que contra G. lamblia.
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Espectro 8. 1 RMN **C (CDCl; 125 MHz) del Compuesto VIII. 8-O-metil incomptina B.
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Espectro 8. 2 RMN *H (CDCl3; 500 MHz) del Compuesto VIII. 8-O-metil incomptina B.

92




—=——  JZGlp
T — PB'BLY

— .
=" ww..u..ﬁm i
H s 86889 Loses
———=— IVELl
w9808
C—91'I58 ﬁlmlmm 19’796
e —— AL
) S =—annamesinl ————— §@8'080}
—— __gL8ll ) Z0'8IZI
T————— 80'9vZI
E——— YA
— 99LIEl
= weer 8,0,
e — BL'ESK
-|l|....||| -
PM,[ ._ _ : BEELS)
o
— —_— . 08'hirLl
W
Y - £9'GL62
N‘\W - ZE'OYOE
<
o
o0b 98 96 ¥ W 08 %0 @ ¥

[8%) eouBpWEURL|

Espectro 9. IR (KBr/pastilla) del Compuesto IX. 8-O-etil incomptina B.
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Espectro 9. 1 RMN **C (CDCl; 125 MHz) del Compuesto IX. 8-O-etil incomptina B.
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Espectro 9. 2 RMN **C (CDCl; 125 MHz) del Compuesto IX. 8-O-etil incomptina B.
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Espectro 10. IR (KBr/pastilla) del Compuesto X. 8-O-propil incomptina B.
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Espectro 10. 1 RMN **C (CDCl; 125 MHz) del Compuesto X. 8-O-propil incomptina B.

s —
97




15 3’
3 22 o -
| |
|
| =
1
| -
13 o |
13 | 3 '
. ; - P l
3 3 5 jl 1 9B
‘ :-Ii ! 8 | | _‘}ri |
| “ l '[‘ ]II ' j ﬂ '-!\ |
| | | A . A __.I.__ A M R §E
— E — —— A o e ——— -

Espectro 10. 2 RMN *H (CDCl; 500 MHz) del Compuesto X. 8-O-propil incomptina B.
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Espectro 11. IR (KBr/pastilla) del Compuesto Xl. 8-O-isopropil incomptina B.
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Espectro 11. 1 RMN *C (CDCIl; 125 MHz) del Compuesto XI. 8-O-isopropil incomptina B.
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spectro 11. 2 RMN “H (CDCl3; 500 MHz) del Compuesto Xl. 8-O-isopropil incomptina B.
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