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Resumen

RESUMEN

Los terpenos pertenecen a un grupo numeroso de metabolitos secundarios, algunos de los
cuales han presentado actividad antiviral contra la influenza A. Diospyros anisandra (Fam.
Ebenaceae) es una especie endémica de la peninsula de Yucatan, rica en terpenos; entre los
terpenos identificados en estudios previos (1p-hidroxi-4(15),5E,10(14)-germacratrieno, teucdiol
A, selin-4(15)-en-1B3,11-diol, 1B,6a-dihidroxi-4(15)-eudesmeno y 7-epi-selin-4(15)-en-183,11-diol),
ninguno ha sido evaluado contra cepas del virus de influenza A para determinar una posible
actividad antiviral. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad antiviral
contra el virus de influenza A de los terpenoides aislados de corteza de D. anisandra.

Para el aislamiento de los terpenos se partio del extracto hexanico de hojas, raiz y corteza de D.
anisandra, el cual fue fraccionado por diversas técnicas cromatogréaficas y las fracciones
analizadas por CG-EM. Comparando el patron de fragmentacién obtenido en la base de datos
del software NIST MS Search 2.0 y en la literatura se identificé en hoja los terpenos betulina y
lupeol; en raiz taraxerol, lupeol y B-sitosterol; asimismo, en corteza se identificé 1B-hidroxi-
4(15),5E,10(14)-germacratrieno en DC; estigmasterol, y-sitosterol y lupeol en la fraccion DC5; y-
sitosterol en DC7; taraxerol en DC6-3; estigmastan-3,5-dieno, estigmasterol y y-sitosterol en DCf-
2; teucdiol A en DCd-1; y 7-epi-selin-4(15)-en-13,11-diol en DCe-2. Los compuestos 7-epi-selin-
4(15)-en-1B,11-diol, acido betulinico, taraxerol y taraxerona fueron purificados y caracterizados
mediante RMN-!H, RMN-*C, FT-IR y COSY. Los terpenoides y-sitosterol, estigmasterol,
estigmastan-3,5-dieno, taraxerona y taraxerol no se han reportado anteriormente en D.

anisandra.

Los compuestos taraxerol, taraxerona y la fraccioén rica en terpenos (DCt-7) fueron evaluados en
cuanto a su citotoxicidad (en células MDCK) y actividad antiviral con la cepa del virus de influenza
AlYucatédn/2370/09 HIN1pdmO09 empleando el ensayo de reduccién del efecto citopatico (REC).
Como resultado se encontr6 que ni taraxerol (Clso >117.37 pM), taraxerona (Clso >117.92 yM) y
DCt-7 (Clso>50 pg/mL) presentaron actividad citotoxica. Asimismo, en el ensayo REC taraxerol
(CEso >117.37 pM), taraxerona (CEso >117.92 uM) y DCt-7 (CEso >50 pg/mL) presentaron baja

actividad antiviral.

En el ensayo de inhibicién de NA se evaluaron los tres compuestos terpenoides y tres fracciones

obtenidos del extracto hexanico de corteza de D. anisandra: lupeol (identificado en fracciones

X



Abstract

hexénicas de hoja y corteza), taraxerol, taraxerona, DCt7, DCI11-12 (fraccién semipura), DCs14-
15 (fraccion con compuesto mayoritario 7-epi-selin-4(15)-en-13,11-diol). Ademas, como control
positivo se empled Carboxilato de Oseltamivir (CO) y Quercetina (Sigma-Aldrich, 295% pureza).
Ninguna de las muestras presenté mayor actividad que CO y quercetina, utilizada como control
positivo.

XV



Abstract

ABSTRACT

Terpenes belong to a large group of secondary metabolites, some of which have shown antiviral
activity against influenza A. Diospyros anisandra (Fam. Ebenaceae) is an endemic species of the
Yucatan peninsula, rich in terpenes; among the terpenes identified in previous studies (13-
hydroxy-4 (15), 5E, 10 (14) -germacratriene, teucdiol A, selin-4 (15) -en-1p3, 11-diol, 1B, 6a-
dihydroxy- 4 (15) -eudesmen and 7-epi-selin-4 (15) -en-1§, 11-diol), none have been tested
against influenza A virus strains for possible antiviral activity. Therefore, the objective of the
present work was to evaluate the antiviral activity against the influenza A virus of the terpenoids

isolated from the bark of D. anisanda.

For the isolation of the terpenes, we started from the hexane extract of leaves, roots and bark of
D. anisandra, which was fractionated by various chromatographic techniques and the fractions
analyzed by GC-MS. Comparing the fragmentation pattern obtained in the database of the NIST
MS Search 2.0 software and in the literature, the terpenes betulin and lupeol were identified in
leaves; in root taraxerol, lupeol and (-sitosterol; likewise, in the stem bark 13-hydroxy-4 (15), 5E,
10 (14) -germacratriene was identified in DC; stigmasterol, 3-sitosterol and lupeol in fraction DC5;
B-sitosterol at DC7 fraction; taraxerol at DC6-3; stigmastan-3,5-diene, stigmasterol and -
sitosterol in DCf-2; teucdiol A at DCd-1; and 7-epi-selin-4 (15) -en-1f3, 11-diol in DCe-2. The
compounds 7-epi-selin-4 (15) -en-1B3, 11-diol, betulinic acid, taraxerol and taraxerone were
purified and characterized by NMR-'H, NMR-13C, FT-IR and COSY. The terpenoids B-sitosterol,
stigmasterol, stigmastan-3,5-diene, taraxerone, and taraxerol have not been previously reported

in D. anisandra.

The compounds taraxerol, taraxerone and the fraction rich in terpenes (DCt-7) were evaluated for
their cytotoxicity (in MDCK cells) and antiviral activity with the influenza virus strain A / Yucatan /
2370/09 H1IN1pdmOQ9 using the cytopathic effect reduction (CPE) assay. As a result, it was found
that neither taraxerol (IC50 >117.37 uyM), taraxerone (IC50 >117.92 yM) and DCt-7 (IC50 50
pHg/mL) presented cytotoxic activity. Likewise, taraxerol (EC50 >117.37 uM), taraxerone (EC50
>117.92 pM) and DCt-7 (EC50 >25 pug/mL) showed low antiviral activity.
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Abstract

In the NA inhibition test, the three terpenoid compounds and three fractions obtained from the
hexane extract of D. anisandra bark were evaluated: lupeol (identified in hexane fractions of leaf
and bark), taraxerol, taraxerone, DCt7, DCI11-12 (fraction semi-pure), DCs14-15 (fraction with
majority compound 7-epi-selin-4 (15) -en-1f3, 11-diol). In addition, Oseltamivir carboxylate (CO)
and Quercetin (Sigma-Aldrich, 295% purity) were used as positive control. None of the samples

presented greater activity than CO and quercetin, used as a positive controls.
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