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1. INTRODUCCION.

Desde el principio de los tiempos, el ser humano ha tomado del medio los
recursos basicos necesarios para su desarrollo y cuidado de su salud, de tal
manera que las antiguas culturas prehispanicas se convirtieron en asiduos
observadores de la flora y fauna. En México a la llegada de los espanoles,
encontraron poblaciones en las cuales se cazaban animales, cultivaban plantas y
procesaban productos, es asi que los mexicanos de aquel entonces construian
albergues funcionales y elegantes usando madera, hojas, tallos de palma,
zacates, tules, otates; ademas cuidaban su cuerpo con tejidos de fibra de algodon

0 agave y acolchados con piel de conejo o plumas finas.

Para los indigenas, el cuidado de la salud, como otras de sus actividades
estaban ligadas con los dioses, guardando un halo de misterio y magia. La
medicina indigena controlaba las enfermedades tanto fisicas como mentales con
infusiones, enjuagues, emplastos y lociones hechos a base de hierbas y productos
de animales, al tiempo que alzaban oraciones a los dioses Ixtliton, Toci y Petécatl,
Figura 1. El legado de las culturas prehispanicas ha sobrevivido a través de
compendios como el Codice Badiano y el Coédice Florentino, asi como la

ensefianza de generacion en generacion.’

-

Figura 1. I5etécatl, Dios azteca de las medicinas.
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El legado histérico que respalda nuestro Pais ha despertado el
interés para estudiar los compuestos activos que poseen las plantas,
mismas que desde niflos nuestros abuelos nos recomiendan para mitigar
algun padecimiento.1 Muchos de estos compuestos han sido identificados
de tal manera que hoy se comercializan en forma de farmacos o principios
activos, mismos que se sintetizan quimicamente en el laboratorio. Es asi
que surge la Fitoquimica, rama de la quimica cuyo objetivo principal es el
estudio de los constituyentes quimicos de las plantas, abarcando su
biosintesis, metabolismo, distribucién natural, funcién bioldgica, aislamiento,

purificacion y estructura quimica.

El estudio fitoquimico de las plantas permite aislar e identificar los
compuestos presentes en ellas, para identificar los que pudieran tener
alguna actividad bioldgica benéfica para la sociedad.? Dichos constituyentes
activos de las plantas son producidos con moléculas de agua, dioxido de
carbono y energia solar y son conocidos como metabolitos secundarios. Por
lo tanto, un metabolito secundario es un compuesto organico sintetizado por
las plantas mediante rutas metabdlicas especializadas que no tienen un rol

directo en el crecimiento o reproduccion de las mismas.

Dentro de estos metabolitos encontramos compuestos que ayudan
en el tratamiento de enfermedades, por ejemplo dentro del género Perezia,
el cual esta constituido por mas de cuarenta especies distribuidas por Norte
América y de las cuales treinta y siete se localizan en nuestro pais; existen
reportes de la evaluacion de su actividad biolégica como antimicrobianos
por ejemplo las lactonas sesquiterpénicas. Dentro de los sesquiterpenos
con propiedades antiinflamatorias, encontramos el bisabolol: y como parte

de los compuestos antioxidantes observamos a las moléculas polifendlicas.?

Debido a que diversas plantas de este género son utilizadas en la
medicina tradicional, el presente trabajo esta enfocado a la extraccion de la
parvifolina (1), Figura 2. A partir de Acourtia humboldtii, antes Perezia
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alamanii; asi como el analisis de su actividad antioxidante in vitro en presencia de

un radical libre.

(A)

Z
-
-
-
-
Z
-

10

Figura 2. (A)Estructura de la parvifolina (1); (B) Modelo tridimensional de 1
obtenido mediante Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) a un nivel de
calculo BLYP/DGDZVP.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Sesquiterpenos.

Los sesquiterpenos pertenecen al grupo de los terpenos, la mayoria
de estas moléculas son especificas del reino vegetal. Sin embargo, se
pueden encontrar en los animales, por ejemplo: en las feromonas y
hormonas juveniles sesquiterpénicas de los insectos; también en algunos

organismos marinos se han encontrado sesquiterpenos.*

De los terpenos se puede considerar que estan formados por la
uniéon de un numero entero de unidades pentacarbonadas ramificadas
derivadas del 2-metilbutadieno, esta idea fue considerada desde 1887,
cuando O. Wallach® pensaba que los terpenos debian estar constituidos a
partir de unidades de isopreno y, algunos anos despues, en 1953, Ruzicka®,
trasformé esta hipétesis en regla, la cual dice “Cada grupo de terpenos es el
resultado de la condensacién cabeza-cola de un numero variable de

unidades isoprénicas” (ver Esquema 2, vide infra).

Esta misma regla postula que la diversidad estructural no es mas que
aparente, en cada grupo de terpenos, un unico precursor conduce a los
diferentes constituyentes conocidos por una sucesion de reacciones

clasicas (ciclizaciones, funcionalizaciones, reordenamientos).

En la actualidad se sabe que los precursores de los principales tipos
de terpenos son formados mediante reacciones catalizadas por enzimas
dentro de las células vegetales, por medio de las rutas del acido mevalonico
y del metileritritol fosfato, la primera de ellas se lleva a cabo en el
citoplasma; mientras que la ruta del metileritritol fosfato se lleva a cabo en el
cloroplasto, en donde las moléculas de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato
son transformadas en metileritritol fosfato. En cada una de estas rutas se
forman terpenos de cadenas mas grandes en ésteres pirofosféricos de

alcoholes en (Cs),, Esquema 1.




[ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE PARVIFOLINA AISLADA DE Acourtia humboldtii]

0]

0
I _con 04\|/\0P

-
he™ 8 Ok HsC” “COOH

Acetil-CoA (3x) Gliceraldehido-3-P |Piruvat0 |
& \ J
h'd

o COOH oH
2 o
H3C OH OH OH
[ Acido mevalonicol | Metileritritol fosfato |
CHs CH;
PP
HZC)\/\O’PP H3CA\/\O’ 05
[1sopentenil difosfato (1PP)| | Dimetilalil difosfato (DMAPP)| ——3 1SOPRENO
RUTA DEL Y | RUTADEL
ACIDO /I\/\)\/\ METILERITRITOL
MEVALONICO X X ~-FP |  FOSTATO c
L 10
| Geranil difosfato (GPP)| > MONOTERPENOS
CHs
chdv*oppﬂ
\ \ PP Cos
Farnesil difosfato (FPP) > SESQUITERPENOS
CH R)
S e TRITERPENOS
2
c30
PP
N Sy NS NS o” CZO
| Geranilgeranil difosfato (GGPP)| > DITERPENOS
xﬁ TETRATERPENOS
c40

Politerpenos

Esquema 1. Biosintesis de terpenos.
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A) ViA DEL MEVALONATO.

El proceso inicia con la condensacion de tioéteres del acido acético,
formando acetilcoenzima A, a través de la enzima
hidroximetilglutarilcoenzima A sintetasa (HMG-CoA sintetasa). Otra enzima,
hidroximetilglutarilcoenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa) transforma
el producto de la reaccion anterior en el acido (3R)-mevalénico (MVA). La
conversidon de este acido comienza con una doble fosforilacion, a través de
las cuales se introduce el grupo pirofosfato cuya eliminacion permite la
descaboxilacién, la cual es inducida por la 5-difosfato-descaboxilasa; con lo

cual se genera la formacién del isopentenil difosfato (IPP).
B) VIA DEL METILERITRITOL. (GAP/piruvato)

Esta via comprende la siguiente secuencia de reacciones: Primero la
condensaciéon de una unidad Dbicarbonada procedente de la
descarboxilacion de una molécula de piruvato sobre el carbono del grupo
carbonilo del gliceraldehido 3-fosfato (GAP); seguido de una transposicion y
reduccion del primer intermediario en Cs, para formar el 2-C-metil-D-eritrol-

4-fosfato, probable precursor del IPP.

La adicién de mas moléculas de IPP se lleva a cabo por medio de
una segunda condensacion de unidades en Cs, esta reaccion es catalizada
por la enzima preniltransferasa, la cual puede continuar con la adicién de
geranil difosfato (GPP) sobre un IPP lo que lleva al farnesil difosfato (FPP) y
asi sucesivamente para formar la serie de pirofosfatos homoélogos. La
elongacion dependera de enzimas preniltransferasas, algunas de las cuales

son especificas para una longitud de cadena determinada.*

Ahora bien, teniendo una idea del origen biosintético, tenemos que
los sesquiterpenos son moléculas de férmula CisHo4, es decir, son
derivados de tres moléculas de isopreno, el precursor de toda la serie es el
2E,6E-FPP; son compuestos no saturados.
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De acuerdo a su estructura, los sesquiterpenos se clasifican en: aciclicos, el
mas representativo de ellos y descrito en 1913 es el farnesol; ahora bien, los
monocliclicos, son sesquiterpenos donde el esqueleto comun posee
insaturaciones y grupos funcionales, como la perezona; también existen

sesquiterpenos biciclicos, y triciclicos.”

Refiriéndonos a los biciclicos, pueden dividirse en dos grupos: del naftaleno

y del azuleno, debido a las estructuras aromaticas que producen por

A

deshidrogenacion, Esquema 2.’

| |SESQUITERPENOS|
Naftaleno
HOH,C /g)j/fi @/ /Q:%
Tipo Guayazuleno Tipo Eudaleno
Farnesol Perezona Iresina

H# 0
o

Tipo Vetivazuleno
' Tipo Cadaleno Guayandlidas

Tipo Zierazuleno

Eudesmandlidas

Esquema 2. Clasificacién de los sesquiterpenos.
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El estudio de los sesquiterpenos ha tomado relevancia debido a que son
constituyentes habituales de los aceites esenciales de vegetales superiores y, en
calidad de tales, puede intervenir en las propiedades farmacoldgicas, tal es el caso
del bisabolol y sus derivados que se encuentran en el aceite esencial de
manzanilla. Ademas otro grupo de sesquiterpenos, como las sesquiterpenlactonas
han mostrado tener actividad antibacteriana, entre otras mas. Sin embargo,
algunas otras moléculas han mostrado actividad antiinflamatoria ¢ anti-oxidante,

tal es el caso del cacalol, Figura 3, y la parvifolina (1).2

OH

Figura 3. (A) Estructura del cacalol; (B) Modelo tridimensional del cacalol obtenido
mediante Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) a un nivel de calculo
B3LYP/DGDZVP.

La parvifolina (1) es un sesquiterpeno biciclico que se encuentra como
metabolito secundario en plantas de la familia Asteraceae, principalmente en
Coreopsis sp., Perezia carpholepis, Perezia longifolia y Perezia alamanii, esta

ultima ha sido reclasificada como Acourtia humboldtii.®

La familia Asteraceae, también llamada Compuesta reine mas de 23,000
especies, pertenece a las Angiospermas, es decir, se trata de plantas que
producen frutos con semilla; se caracterizan por flores en forma de estrella, Figura
4. Debido a la variedad de especies la familia ha sido dividida en 12 subfamilias, y

éstas a su vez en 23 tribus, esto de acuerdo a los estudios filogenéticos.™
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Figura 4. Flor de la familia de las Asteraceae.

Las asteraceas estan ampliamente distribuidas, abarcan desde regiones
polares hasta los tropicos, dentro de ella podemos encontrar hierbas perennes,
anuales o bienales, en cuanto a los compuestos quimicos aislados se han descrito
sesquiterpenos, sesquiterpenlactonas, poliacetilenos.!" Algunas especies de esta
familia son comestibles, un ejemplo es la lechuga (Lactuca sp.), otras usadas en

medicina tradicional se enumeran en la Tabla 1."?

Tabla 1. Ejemplos de plantas medicinales de la familia Asteraceae y sus
aplicaciones.

. USO EN MEDICINA | COMPUESTOS <
ESPECIE NOMBRE COMUN TRADICIONAL AISLADOS DISTRIBUCION
Aperitivo
Antiemético
Diurético Esteroides Hidalgo
o Zacachichic Eupéptico Triterpenos Morelos
Conyza filaginoides Prodiai Analgésico Sesquiterpenos Michoacan
rodigiosa Antitusi ) i
ntitusigeno Flavonoides Guanajuato
Antipirético Hidrocarburos Estado de México
Carminativo
Astringente
Coapatli Benzoquinonas
Perezia hebeclada, | Hierba del diablo Laxante deri\?ados de Morelos
Acourtia hebeclada Cola de zorra Y . Estado de México
Benzoquinonas
Zazamaca
Antidiarreico Chiapas
Antidisentérico Morelos
Pericén Antiemético Terpenos Jalisco
. Santa Maria Antirreumatico . Oaxaca
Tagetes lucida . . " Cumarinas
Jericon Antiasmatico Fenilpropanoides Puebla
Hierbanis Antitifoidea Estado de México
Antihelmintico Guerrero
Enemagogo Michoacan
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Ahora bien, Acourtia humboldtii es una planta herbacea perenne de 30 a 80
cm de alto, con tallos por lo general ramificados, glandular; cuyas hojas son
sésiles, de 3 a 12 cm de largo y 1.8 a 7.5 cm de ancho, espinuloso-dentadas o
reticuladas en el margen, las inferiores adheridas al tallo, rigidas; las
inflorescencias son compuestas por cabezuelas, ubicadas en los extremos de las
ramillas, sobresaliendo poco de las hojas subyacentes; el numero de flores por

cabezuela va de 7 a 12, sus corolas son de 8 a 12 cm de Iargo.8

La parvifolina (1) como otros sesquiterpenos, es sintetizada a partir de una
ruta metabdlica secundaria a través de la cual, las plantas producen y acumulan

compuestos de diversa naturaleza quimica.

Desde el punto de vista quimico, la parvifolina (1), asi como derivados de
ella, la isoparvifolinona y el isovalerato de parvifolina, son los unicos ejemplos de
sesquiterpenos con estructuras de benzocicloocteno que se aislan de manera

natural a partir de fuentes vegetales.’

Analizando la estructura de la parvifolina (1), vemos que posee un
ciclooctano lo cual le confiere una gran movilidad, de tal modo que cuando Subhas
y colaboradores, ' propusieron una ruta sintética para determinar la configuracion
absoluta por medio de una correlacion quimica fue necesario revisar dos rutas

posibles de sintesis.

La primera de ellas podia llevarse a cabo por medio de una ciclizacién
intramolecular resultante de la sulfonacion y oxidacion del 1-iodo-2-(2-iodoetil)-
benceno; con esta metodologia se logra formar el benzaciclooctano, pero faltarian
los sustituyentes, hidroxilo (-OH) y un par de metilos (-CH3)."> Ahora bien, la
sintesis de parvifolina (1) a partir del (R)-(+)-Citronelal proporciona una ventaja
enantioselectiva, es decir, que se ve favorecida la sintesis de la (-)-Parvifolina,
ademas de incorporar el doble enlace al anillo de ocho miembros, permitid

mantener el grupo quiral del anillo de benceno, Esquema 3.M
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!““

AcO, RCM /
cHo J — i —> O
° |

(R)-(+)-Citronelal (~=)-Parvifolina
Esquema 3. Sintesis de la parvifolina (1) a partir del citronelal.

Algunos otros sesquiterpenos identificados dentro del género Perezia son el
cipereno, el curcuquinol3 yla perezona,15 este ultimo compuesto puede observarse
en forma de cristales amarillos anaranjados. La perezona, al ser sometida a
condiciones de calentamiento, forma los derivados sesquiterpénicos denominados
pipitzoles. El mecanismo de transformacion de la perezona a los pipitzoles se

muestra en el Esquema 4.°

4 on R

Perezona ¢

Perezona 2 3

Esquema 4. Transformacion de perezona a pipitzol.

Tanto el a-pipitzol (2) y B-pipitzol (3), poseen la misma férmula molecular
(C15H2003), la misma secuencia de atomos enlazados pero difieren en la

estereoquimica de los C-1 y C-7. Los pipitzoles son cristales blancos

11
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transparentes en forma de pequehos prismas que se obtienen del extracto
hexanico de las raices de las plantas del género Perezia. En contraste con la
perezona, que son cristales amarillo-anaranjados; ambos compuestos han sido
extraidos en el extracto hexanico de las raices de algunas plantas de este

género.™

Los pipitzoles, al ser estereoisomeros poseen varias caracteristicas
similares y espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con un patréon de
senales muy semejante. Sin embargo, otro dato que ayuda a la identificacién de
una manera mas clara es la rotacion especifica, la cual se basa en la desviaciéon
producida de un haz de luz polarizada al pasar por una sustancia Opticamente

activa.

De manera que, un compuesto se considera opticamente activo si la luz
linealmente polarizada sufre una rotacion cuando pasa a traves de dicho
compuesto en solucién. De acuerdo con lo reportado por Walls et al., el a-pipitzol
posee una rotacion de [a]p +192, mientras que el B-pipitzol gira la luz polarizada
[a]po =172, mientras que la mezcla de ambos posee una rotacion especifica de [a]p
+14."% Los pipitzoles son sesquiterpenos triciclicos que pertenecen al grupo de los
cedrandlidos, cuyo esqueleto general es 3,6,8,8-tetrametil-3a,7-

metanoperhidroazuleno.

2.2. Radicales Libres.

Los radicales libres o moléculas pro-oxidantes son estructuras definidas,
que tienen uno 0 mas electrones no apareados, caracterizada por su elevada
reactividad y capacidad de formar otros radicales libres por reacciones quimicas

en cadena.

A diferencia de los iones que son estructuras quimicas que poseen una
carga eléctrica al igual que los radicales libres, estas ultimas son inestables, por lo

que tienden a reaccionar rapidamente con otros componentes quimicos,
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generalmente moléculas cercanas, de una forma relativamente rapida; esto se

traduce en una corta vida media, caracteristica de estas moléculas."’

Dentro de la célula existen radicales libres que participan en el metabolismo
como transportadores de electrones, tal es el caso de la cadena respiratoria que

se lleva a cabo en las mitocondrias.®

De manera general, en la naturaleza la mayoria de los radicales libres son
generados por moléculas que poseen en su estructura atomos de oxigeno, a estas
entidades se les denomina Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), de sus siglas

en inglés Reactive Oxygen Species.

Estas pueden ser producidas de manera exdgena y enddgena, e incluyen a
radicales superoéxido (O27), que se forma dentro de la cadena respiratoria; por su
parte el peroxido de hidrogeno (H20;), acido hipocloroso (HCIO), radical hidroxilo
(OH™), y el singulete de oxigeno ('O,) son generados tras la activacion de los
leucocitos polimorfonucleares.'® En el metabolismo del &cido araquidénico y en las
reacciones catalizadas por enzimas podemos encontrar el anion-radical

superoxido, peréxido de hidrégeno y el 6xido nitrico (NO), Figura 5.°
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102 L 02 RNHZ
Oxigeno l
singulete 0,”

Anion
superoxido ‘ON
ROOO™ H,0, ONOO-
o+,
Radical Perdxido de Peroxinitrito on

de proteinas.

peroxilo hidrégeno
l Nitrosacion

OH

P idacié Radical Oxidacion de
eroxicacion &= nidroxilo proteinas
lipidica

Oxidacion de
ADN

Figura 5. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS).

Por lo tanto podemos observar que el organismo produce ROS necesarias
para el funcionamiento y balance armoénico de diversos sistemas, sin los cuales se
pueden producir desordenes fisioldgicos o alteraciones en el sistema inmune,
dando lugar a diversas enfermedades o permite su evolucion y desarrollo hacia

diferentes estados patoldgicos.

2.3. Daino Oxidativo

Cuando el equilibrio entre antioxidantes y pro-oxidantes se rompe, es decir,
existe una mayor concentracion de radicales libres en la célula con respecto a la
cantidad o actividad de los antioxidantes se genera el Estrés oxidativo, Figura 6;
este desequilibrio puede ser resultado de factores exdgenos como son la
contaminacion ambiental, las radiaciones de todo tipo, el consumo de alcohol,
tabaco, drogas; asi como los habitos alimenticios, la exposicion a sustancias

téxicas, el metabolismo de algunos farmacos y un elevado estrés fisico y mental.
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Xenobioticos

GSSG €— GSH

NADP* s3> NADP

GSH &> GSSG

Radicales libres
intermediarios

PHS
P-450

NADPH P-450
reductasa

Enlace covalente
« ADN
* Proteina

Catalasa

Fe 2+3* @

y
Dario Oxidativo
« ADN
+ Proteina
+ Lipidos

Figura 6. Especies Reactivas de Oxigeno y Dafio Oxidativo.

El resultado del dano oxidativo se observa en la alteracion estructural de las

macromoléculas,

lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN), las

reacciones quimicas que sufren estas biomoléculas resultan irreversibles y alteran

su funcionamiento. Dichas reacciones generan derivados que propagan el Dafo

Oxidativo.
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e DANO OXIDATIVO DE LiPIDOS.

Al reaccionar los radicales libres con los cuerpos lipidicos de la célula, se
genera la peroxidacion de los acidos grasos que los componen, Esquema 5. Los
acidos grasos se encuentran principalmente en las membranas, por lo tanto al
oxidarse se ve alterada la entrada y salida de elementos importantes para la
homeostasis celular, asi como la formacion de radicales libres con efectos

citotoxicos.

Desde el punto de vista quimico, los lipidos poseen enlaces dobles es decir,
la union carbono-carbono esta dada por un enlace o y otro 1, caracteristicos de la
hibridacion sz. Ahora bien, esta disposicidén en el espacio los hace susceptibles
ante los radicales libres debido a que se ve favorecida la sustraccién de los
electrones del enlace 1 por parte del agente oxidante. El contenido celular de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que puedan terminar la cadena de

reaccion como por ejemplo la enzima glutatién peroxidasa.

Algunos de los radicales libres con los que suele reaccionar los acidos
grasos son el oxigeno, el singulete de oxigeno, el peréxido de hidrégeno y el

radical hidroxilo."
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R H,0 R
\ + OH —L» \ Lipido radical
H Iniciacion )

Lipido insaturado

Propagacion l

R R R
\ \ + \

HOO H ‘00

Lipido peroxido Lipido peroxil radical

Esquema 5. Peroxidacion de Lipidos.

o DANO OXIDATIVO DE PROTEINAS.

El dafio provocado por los radicales libres en las proteinas se lleva a cabo
por medio de la oxidacién de un grupo de aminoacidos, tales como fenilalanina,
tirosina, histidina y metionina. A partir de las proteinas oxidadas se generan
compuestos relativamente estables como los hidroperéxidos protéicos; ahora bien,
estos compuestos pueden llevar a la produccién de nuevos radicales al entrar en
contacto con metales de transicion. En el caso de los residuos de los aminoacidos
azufrados como la lisina, se suelen generar grupos disulfuro; los cuales, favorecen
la formacion de puentes covalentes cruzados en las cadenas peptidicas. Cuando
son oxidados los residuos de los aminoacidos de prolina, arginina o aspartato hay
formacién de grupos carbonilo, esta serie de cambios en la estructura de las

proteinas lleva a la fragmentacién de las cadenas polipeptidicas.?
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e DANO OXIDATIVO AL ADN.

En la molécula de ADN los grupos de la desoxirribosa y las bases
nitrogenadas son de naturaleza nucleofilica, por lo tanto son susceptibles a
ataques electrofilicos de las ROS; estos radicales libres generan modificaciones
en la estructura del ADN, lo que se traduce en la alteracion de las funciones de
esta molécula, la modificacion de las bases de ADN, generacion de sitios
apurinicos o apirimidinicos por la ruptura del enlace glicosidico, alteracion de la
cadena de ADN debido al rompimiento del enlace fosfodiéster, mutaciones,
activacién de oncogenes e inhibicion de genes supresores de tumores, asi como

induccién de metastasis. Figura 7.2’

X\ Y >  Ataque hidrolitico

Y \’ - Dafio oxidat
N \</ I afo oxidativo
RVAN

=*  Alquilacién

P 4
\/O # H :I Condensacion
O=R-0
% o, YN N
- (—0
N N <=
Ny
R
= CH
o=P O\CHZH i 3
N (e}
Ny o 4»——N\<;_
O:E, H O H
s SOt
\
CH, § **
-
S FN NH,
N _Z
Ly

Figura 7. Sitios susceptibles del ADN a las reacciones de radicales libres.
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2.4. Antioxidantes.

Los antioxidantes son sustancias que retardan o previenen el deterioro,
dafo o destruccién que puede ser causado por los radicales libres, de tal modo
que un producto con propiedades antioxidantes puede estimular los mecanismos
de reparacion endogenos al dafio causado por el ataque de los radicales libres; o
bien, suministra entidades quimicas que aumenta la capacidad endogena de
secuestro de radicales libres formados en exceso en el organismo. Toda sustancia

donadora de electrones es un agente reductor, por lo tanto es un antioxidante.

Los antioxidantes pueden clasificarse de distintas formas, por ejemplo, de
acuerdo a su estructura quimica, en terpenos y polifenoles, ejemplos de estos
ultimos son: antocianidinas, acido elagico, taninos, estilbenos, flavonoides e
isoflavonoides. Dentro de los terpenos encontramos xantofilas, y carotenoides,
compuestos coloridos que poseen excelentes propiedades antioxidantes, asi como
algunas vitaminas que contrarrestan el efecto de los radicales libres, tal es el caso

de la Vitamina E, la Vitamina C y la Vitamina A, Esquema 6. Todos los

compuestos antes mencionados pueden encontrarse en los alimentos como la
2

soya, cebolla, aceituna, café, zanahoria, frutas y verduras verdes entre otros.?

TANINOS [FLAVONOIDES]|
HIDROLIZABLES

OH HO
HO O X O HO
OH HO
[ISOFLAVONOIDES| [ESTILBENOS]| [VITAMINAS]

Esquema 6. Tipos de antioxidantes de acuerdo a su estructura quimica.
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De acuerdo con el papel que desempefian dentro del cuerpo se pueden
clasificar como antioxidantes enzimaticos o no enzimaticos. Como ejemplos de
antioxidantes enzimaticos tenemos la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa
(GPx) y la superéxido dismutasa (SOD). Dentro de los antioxidantes no
enzimaticos encontramos las vitaminas, como la Vitamina A, la Vitamina C y la

Vitamina E; asi como algunos péptidos, entre ellos el glutation.

o CATALASA.

Es una enzima ampliamente distribuida en el organismo humano,
especificamente en las mitocondrias, peroxisomas y citosol, su efecto
reductor se ve favorecido cuando existen altas concentraciones de peroxido
de hidrogeno, catalizando la reaccion para formar agua y oxigeno,

Esquema 7.

2H,0, Catalasa > 2H,0 + O,

Esquema 7. Reaccién de la catalasa con el perdxido de hidrogeno.

e GLUTATION PEROXIDASA.

Es una enzima dependiente del selenio, cataliza la reduccién del
peréxido de hidrogeno e hidroperdoxidos organicos (ROOH), usando como
agente reductor el glutation reducido (GSH), transformandolos en derivados

hidroxilados. Esquema 8.
GPx
2GSH+2H,0, —— GSSG + 2 H,O
2GSH +ROOH —SPX_  GSSG + ROH + H,0

Esquema 8. Reaccidn de la glutation peroxidasa con el peroxido de hidrégeno.
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El glutation oxidado es reducido por accion de la glutation reductasa,
enzima que utiliza NADPH como donante de equivalentes de reduccion,

Esquema 9.
GRd

GSSG + NADPH + HY ———  2GSH + NADP”
Esquema 9. Reaccidn enzimatica de la glutation reductasa con el glutation

oxidado.

El glutation se localiza en el citosol de los eritrocitos y lisosomas de
las células del sistema inmune principalmente. Esta enzima tiene tres
formas, GPx-c o forma celular, tiene mayor afinidad por el peroxido de
hidrogeno que por el lipoperoxido; GPx-p o forma extracelular, que posee
afinidad para ambos sustratos; GPx-PH, que presenta una afinidad

especifica para los lipoperoxidos.

e SUPEROXIDO DISMUTASA.

Esta enzima esta formada por un grupo de metaloproteinas: Cu-SOD
y Zn-SOD, que contienen cobre y zinc en su sitio activo, se localizan en el
citosol y en el espacio intermembranal de las mitocondrias. La Mn-SOD,
presenta un ion manganeso y se encuentra en la matriz mitocondrial.
Mientras que la enzima Fe-SOD que contiene hierro se halla en el espacio
periplasmatico de la Escherichia coli. Este grupo de enzimas dismutan el
oxigeno para formar peroxido de hidrégeno, su principal funcion es la
proteccion ante el anién superoxido,®® Esquema 10.

20, + 2H" m’ O, +H>0;

Esquema 10. Reaccion general de la enzima SOD con el anion superéxido.
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o VITAMINA A.

La vitamina A o retinol, Figura 8, es un carotenoide ampliamente
distribuido en la naturaleza, y uno de los nutrientes mas importantes para el
ser humano. Es un antioxidante liposoluble que aumenta la eficiencia del
sistema inmunologico. Se obtiene de la dieta en gran parte de las hortalizas

verdes y amarillas como la lechuga, las espinacas y la zanahoria.?*

N e a3
OH

Figura 8. Estructura de la Vitamina A (Retinol).

e VITAMINA C.

La vitamina C o acido ascérbico es un poderoso antioxidante que
actua en los ambientes acuosos de cuerpo, tales como los pulmones y el
cristalino. El acido L-ascorbico cede dos de sus hidrégenos con gran
facilidad a los radicales libres, produciendo el radical libre tricarbonil
ascorbato, éste ultimo se estabiliza por resonanacia; a pH fisiolégico el 99%
de la vitamina C esta presente como ascorbato. El proceso inverso
involucra al glutation en su forma reducida, formandose el radical tiilo,

Esquema 11.
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Acido L-Ascérbico Radical a-tocoferilo
Vitamina C (Vitamina E semi-oxidada)
H OH
(o) O
WOH B
HO OH
A a-tocoferol
(Vitamina E)
oH +0;” cs

/' Fe3* 'OH
N\

H,0, GSH

' Glutation-S' Fe?* ———»Reaccion de Fenton
(radical tiilo)

H OH

H S
o o H O k/GIutatlon SH 4 o
WOH - WOH
)
o o /—\ o

Semi-Deshidroascérbico 2H+0,”  H,0,

Esquema 11. Reaccion de la Vitamina C frente a los radicales libres.

e VITAMINAE.

La vitamina E, es una molécula de naturaleza lipofilica y presenta
ocho formas, de las cuales el a-tocoferol es la forma mas activa y es
considerada como el principal antioxidante unido a membranas empleado
por las células. Participa como protector en la peroxidacion de lipidos.'™
Cuando la vitamina E reacciona en presencia de un radical libre forma el a-
tocoperoxilo, estabilizando su reactividad, el radical formado de tocoferol es
equilibrado al aceptar un protdn del ascorbato, restituyendo la estructura de
a-tocoferol. Esta misma secuencia se lleva a cabo con el radical lipo-

peroxilo, Esquema 12.
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H:

© - O~ Radical
lipoperoxilo
OH Radical

hidroxilo

HO Anion o~ O~ g Hidro-peroéxido
hidréoxido
(@] R
o a-Tocoperoxilo
e N
Ascorbato
a-Tocoferol

Semi-Deshidroascorbato

(e R
a-Tocoferol
0

Esquema 12. Reaccion de la Vitamina E frente a los radicales libres.
GLUTATION.

El glutation es un tripéptido formado por glutamato, cisteina y glicina,
es considerado como el principal antioxidante hidrosoluble en la célula, se
encuentra en altas concentraciones en los compartimentos celulares. La
forma reducida del Glutation es GSH, mientras que la forma oxidada es

denominada disulfuro de glutation (GSSG), Figura 9.
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SH
O O @)
J v A
N
HO N OH
H
NH, @)
Figura 9. Estructura del Glutation.

En el caso de los antioxidantes no enzimaticos se puede mencionar a las
vitamina E, es un acido graso poliinsaturado que se encuentra en las membranas
celulares, ademas de nutrirla, el a-tocoferol, se encarga de detener las reacciones

en cadena generadas por la oxidacién de los radicales libres.?

Asi mismo, los mecanismos antioxidantes con que cuenta el organismo
humano para reducir el exceso de ROS, causado por factores endégenos o

exogenos, son los siguientes:

I. Mecanismo preventivo.

Este mecanismo esta basado en la accion que ejercen proteinas que
poseen nucleos coordinados o con capacidad de enlace de metales, tales como la
albumina, metalotioneina y ceruloplasmina que poseen un nucleo central de cobre
(Cu) o fierro (Fe) como es el caso de la ferritina, transferrina y mioglobina. Asi se
previene la formacion de ROS muy daninas, como por ejemplo, los radicales

hidroxilo, a partir de otras moléculas.

Il. Mecanismo secuestrador.

Consiste en la eliminacion de ROS formadas en el organismo, lo cual puede
lograrse por la accion de enzimas tales como la superoxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx), catalasa y otras metaloenzimas o la presencia de otras
entidades quimicas con capacidad secuestradora de radicales libres, tales como
los &cidos grasos poliinsaturados, vitamina C, tocoferoles (Vitamina E), bilirrubina,
carotenoides y flavonoides.
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I1l. Mecanismo reparador.

Como su nombre lo dice se trata de enzimas que reparan a las
biomoléculas que han sido dafiadas por los radicales libres, tales como la GPx,
glutation reductasa (GRd) y metionina-sulfoxido reductasa (MRS). Estas enzimas
actuan como intermediarias en el proceso reparador del dafo oxidativo, por el
ataque de ROS producidas en exceso. Todo factor del medio que inhiba o
modifique su actividad se convierte en una condicién que favorece la aparicion o

reforzamiento del estrés oxidativo.'®

2.5. Anélisis de la Actividad Antioxidante in vitro.

Para el analisis de la actividad antioxidante in vitro de un compuesto existen
diversos ensayos, estos se pueden clasificar como pruebas basadas en
reacciones de transferencia de un atomo de hidrégeno (TAH), son los mas
comunes y miden la capacidad del antioxidante para neutralizar un radical por
donacioén de un atomo de hidrogeno. Las reacciones TAH son independientes del
pH y del disolvente, por lo que se llevan a cabo rapidamente. Ahora bien, las
pruebas basadas en la transferencia de electrones (TE) miden la eficacia de un
antioxidante para transferir un electron y reducir un compuesto. Las reacciones TE
son lentas, dependen del pH, por ello los resultados se cuantifican de acuerdo a la

disminucién del porcentaje del radical.®®

La Actividad Antioxidante Total, denominada TAOC por sus siglas en inglés
(Total Antioxidant Capacity) es una prueba espectrofotométrica que nos permite
observar la actividad antioxidante no enzimatica a través de la reduccion de
fosfomolibdeno, a diferentes concentraciones (0.24, 1.0, 5.0 y 10 mg/mL), a cada
una de ellas se le agrega un volumen conocido del compuesto que se desea
evaluar; el estandar utilizado para esta técnica es acido ascorbico, por lo tanto la

TAOC se expresa como equivalentes de acido ascorbico.
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De tal modo, se puede hacer una bateria de pruebas con diferentes
radicales libres, por ejemplo, se pueden realizar ensayos tomando el anién
superoéxido, aniéon hidroxilo y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), Figura 10. Para
cada uno de ellos se realizan estudios a diferentes concentraciones y un volumen
constante del compuesto a evaluar. Cada uno de estos radicales libres aporta
informacion especifica y tangible sobre la respuesta que presenta el antioxidante
frente a ellos, ya que se va cuantificando colorimétrica o espectroscépicamente la

concentracion de radical libre reducido.

N—N NO,

Figura 10. Estructura del DPPH.

Como se ha revisado anteriormente, una molécula antioxidante es un
agente reductor, por lo tanto es posible observar la capacidad reductora que tiene
por medio de radicales libres de origen metalico como es el Fierro (Fe*?); en este
caso el compuesto que se estudia se hace reaccionar con el metal y por medio de
espectrofotometria se cuantifica la actividad quelante, teniendo como control

positivo el acido etilendiaminotetraacético (EDTA).?’

A nivel celular existen algunas pruebas para analizar los efectos de los
radicales libres sobre las biomoléculas, en estos experimentos el objetivo principal
es observar la viabilidad de la célula, generalmente esta determinacién se hace
sobre lineas celulares cancerosas; a las células a evaluar se les agrega una
solucion de concentracion conocida del compuesto en evaluacion por un tiempo

determinado y por medio de espectrofotometria, se establece la cantidad de
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células viables. Para esta determinacion se toma como estandar la densidad
optica de las células antes de ser tratadas y después de ser sometidas a un

antioxidante fuerte, control positivo.%

Por medio de ensayos de quimioluminiscencia o electroluminiscencia, se
pueden cuantificar las ROS intracelulares, en células tratadas con la molécula en
estudio y como control positivo la muestra que recibié un tratamiento con
antioxidantes enzimaticos como puede ser la SOD, el resultado se reporta en
funcién de la enzima usada como control, en este cado en unidades de superoxido

dismutasa.?®

Para observar la accién de una molécula antioxidante sobre biomoléculas
en especifico se realizan pruebas con homogenado de higado o cerebro de rata.
Por ejemplo, el primero se usa cuando se evalua la accion del antioxidante frente
a la peroxidacion de lipidos, teniendo ademas, la posibilidad de comparar los
resultados obtenidos frente a la muestra no tratada, ya que las células hepaticas

poseen una importante concentracion de la enzima GSH.?
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3. JUSTIFICACION.

Se ha observado que en enfermedades cronico-degenerativas como la
Ateroesclerosis, en donde las lipoproteinas de baja densidad (LDL) que forman la
placa arteriosclerdtica son oxidadas por los radicales libres se generan productos
con un mayor poder aterogénico.29 Otra patologia en donde se ha sugerido la
implantacion de moléculas pro-oxidantes es el cancer, ya que durante el desarrollo
tumoral se producen o6xidos radicalarios de nitrogeno, los cuales se unen a
proteinas carcinogénicas como son las nitrosaminas, destruyendo las sustancias
citoprotectoras de los tejidos sanos; dicha asociacidon entre proteinas y radicales

libres se observa en el cancer gastrico.

Ademas, en padecimientos en donde el paciente esta sometido de manera
constante a una alta concentracién de radicales libres y un aumento del estrés
oxidativo, se observan signos y sintomas agravados; algunos de estos
padecimientos son: la Catarata senil; la Insuficiencia Renal Aguda (IRA), Crénica
(IRC) y Dialisis; la Diabetes mellitus; la Hipertension arterial; la Cirrosis,
Insuficiencia hepatica y Hepatopatia alcohdlica; Artritis; inflamacion y

envejecimiento celular.?*

Por lo tanto, teniendo como perspectiva la riqueza natural y el conocimiento
herbolario con el que cuenta nuestro Pais, en particular, el Estado de Michoacan;
aunado al conocimiento que se tiene sobre la importancia de mantener el equilibrio
oxido-reduccion entre radicales libres y antioxidantes, surge el interés por estudiar
a la parvifolina (1) aislada de Acourtia humboldtii como una posible molécula para

evitar la oxidacion por radicales libres.
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4. HIPOTESIS.

La parvifolina (1) al presentar un grupo hidroxilo y enlaces dobles en su
estructura, semejantes a los antioxidantes no enzimaticos, neutralizara radicales

libres mediante un mecanismo secuestrador.

La semejanza estructural de la parvifolina (1) con los antioxidantes no

enzimaticos indica que podria utilizarse como antioxidante.

5. OBJETIVO GENERAL.

El presente trabajo tiene como objetivo llevar a cabo la reacciéon de la
parvifolina (1) con el radical libore DPPH, asi como aislar e identificar el

producto de dicha reaccion.

5.1. Objetivos especificos.

e Aislar la parvifolina (1) del extracto hexanico de las raices de Acourtia
humboldtii.

e Realizar la reaccién de la parvifolina (1) con el radical libre DPPH para
determinar los productos de la reaccion que se genera con esta
interaccion.

e Aislar e identificar los productos de la reaccion de la parvifolina (1) con

DPPH por métodos espectroscopicos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

Con el propdsito de obtener la parvifolina (1), fue macerada a temperatura
ambiente durante cinco dias la raiz molida de Acourtia humboldtii, la cual fue

colectada el 2 de octubre de 2010, en el km 63 de la carretera Morelia-Zacapu.

Cuando fue obtenido el extracto hexanico se observo la formacion de dos
tipos de cristales, unos en forma de agujas transparentes, ligeramente amarillos; y
otros en forma de prismas, blancos transparentes. El extracto total fue purificado
por medio de cromatografia en columna. Obteniéndose a la parvifolina (1) en

forma de una miel transparente e identificada por medio de RMN.

En las primeras fracciones obtenidas de la purificacion del extracto
hexanico total, eluidas con hexano fueron aislados unos cristales blancos
transparentes en forma de prisma, semejantes a los observados en el extracto;
dichos cristales fueron analizados por RMN de 'H, Figura 11. Las sefiales
resultaron semejantes a los pipitzoles 2 y 3, los datos espectroscopicos

experimentales obtenidos se compararon con los reportados.'® *°

Es necesario hacer notar que después de una busqueda bibliografica
minuciosa hasta ahora no se han reportado su presencia en Acourtia humboldtii

hasta ahora.
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Figura 11. Espectro de RMN de "H a 400 MHz en CDCl; de los pipitzoles 2 y 3.

En la fraccién 24, se logré aislar e identificar por medio de RMN de 'H el a-
pipitzol, el cual fue comparado con los datos espectroscopicos reportados en la
bibliografia,*® En el espectro de RMN de 'H de 2 se observo, a campos bajos la
sefal caracteristica para el proton del grupo hidroxilo ubicado en C-9, mientras
que a campos altos, a 2.83 ppm, se observo una sefal simple correspondiente a
H-7; de igual manera, para H-2, H-3 y H-4 se observaron sefales multiples, en
242 ppm, 1.90 ppm y 1.77 ppm respectivamente, por ultimo las sefales
correspondientes a los protones de los metilos H-12, H-13 y H-14 se observaron

como sefiales simples en 1.08 ppm, 1.03 ppm, 2.06 ppm cada una, Figura 12.
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; de 2.

El espectro de RMN de 'H de la parvifolina (1), Figura 13, en la regién de
los protones aromaticos se encontraron las sefales de los protones H-4 y H-1 en
6.89 ppm y 6.61 ppm respectivamente, en 5.36 ppm se observdé una sefal
caracteristica para un proton vinilico (H-12), mientras que en 4.58 ppm se
encontré una sefial simple ancha correspondiente al proton del grupo hidroxilo del
C-6. Para los protones a y  de C-14 se observo un sistema AB, con sefales en
3.53 ppm y 3.02 ppm; en 3.10 ppm se observo una sefal multiple atribuida a H-8.
Los CH3-7, CH3-15 y CH3-9, se encontraron en campos altos en 2.20 ppm, 1.75
ppm y 1.31 ppm; para confirmar la asignacion de los metilenos CH»-10 y CH»-11
se realizar6 un analisis con el experimento bidimensional de correlacion
homonuclear (COSY).
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En el espectro COSY, se observo la correlacion que existe entre el proton

H-12 y H-11, mientras que H-8 presentd correlaciones con H-9 y H-10q; este

ultimo, presenté también una correlacion con H-108, Figura 14.
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Figura 14. Espectro de COSY de la parvifolina (1).
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En el espectro de RMN de C de la parvifolina (1), se observaron las

quince senales caracteristicas de los sesquiterpenos, la sefiales desplazadas a

campos bajos correspondieron a los carbonos cuaternarios C-6, C-3, C-13 en

152.9 ppm, 144.2 ppm, y 137.8 ppm, respectivamente. Los CH-1 y CH-4 del anillo

aromatico se observaron en 111.1 ppm y 131.8 ppm. Entre 41.6 ppm y 15.2 ppm

se observaron las sefiales caracteristicas para los CHs- yCH,- presentes en la

molécula, Figura 15.

T
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-7.0
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Figura 15. Espectro de RMN de C a 100 MHz en CDCl; de la parvifolina (1).

De acuerdo con la informacién proporcionada por el espectro de dos
dimensiones de correlacién heteronuclear (HETCOR), se observé que el carbono
correspondiente al el proton vinilico H-12 se localizé6 en 123.3 ppm. Teniendo
ubicadas las sefales que se observan a campo alto en el espectro de hidrogeno
fue realizada una expansion a la regién de los protones alifaticos. De tal modo que
para C-14 ubicado 41.6 ppm se observaron dos sefales que corresponden a H-
14a y H-1483; este mismo patrén se presenté para C-10 en 40.0 ppm. En cambio,
para el C-11 en 23.7 ppm, solo se distinguié una sola senal por lo tanto, H-11a y
H-11B se localizaron en la misma sefial multiple en 1.62 ppm en la RMN de 'H.
Revisando las sefales asignadas con las que no mostraron ninguna correlacion

con el espectro de protdn, se concluye que se tratan de los carbonos cuaternarios
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C-2 y C-5, los cuales se observan a 130.8 ppm y 120.0 ppm, respectivamente,

Figura 16.
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Figura 16. Espectro de HETCOR de la parvifolina (1).

Por medio del experimento NOESY, Figura 17, se localizaron los hidrogenos de la

molécula que interaccionan en el espacio, ademas de identificar los protones que

se encuentran en posicion alfa o beta; de tal forma que se observa la correlacion

de H-4 con el H-14a, mientras que H-14[3 se acopla con los protones del metilo 15.

Por su parte los protones H-10a y H-10B muestran correlacion entre ellos y con el

metilo 9.

3.8
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Una vez aislada la parvifolina (1), se observdé que contenia una impureza
asociada a ella, asi que se sometido a una reaccion de acetilacion con anhidrido
aceético y piridina; esta reaccion fue purificada logrando obtener cristales puros del
acetato de parvifolina. Posteriormente el acetato se sometid a hidrdlisis alcalina
con hidroxido de potasio (KOH) y metanol (MeOH) mediante el reactor de
microondas a 100 watts, por 10 minutos y a 80°C, para obtener nuevamente la
parvifolina (1) pura y caracterizarla, Figura 16 y 17. A partir de 1 se procedi6 a
realizar la reaccion frente al DPPH bajo las siguientes condiciones: 1 Eq. de DPPH
y 6.2 mL de CH,Cl, usando el reactor de microondas a 200 watts, por 15 minutos y
a70°C.

El crudo de la reaccion fue purificado por cromatografia en columna
utilizando gel de silice de 230-400 mallas como soporte y mezclas de Hexano-
AcOEt en orden de polaridad ascendente; de las fracciones 13 a 18 mostraron en
su espectro de RMN de "H un compuesto mayoritario contaminado con DPPH
reducido, por lo que se procedid a realizar una purificacion mediante cromatografia
en placa preparativa. El compuesto puro fue identificado y caracterizado por medio
de RMN de "H 'y "*C como el dimero 4, Figura 18.

(A)
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Figura 18. (A) Estructura del dimero de la parvifolina (4); (B) Modelo tridimensional
de 4 obtenido mediante Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) a un nivel de
calculo B3LYP/DGDZVP.

En el espectro de proton, se presentd un sistema de sehales doble con
respecto a la parvifolina (1), de tal modo que mientras H-4 y H-1 conservaron sus
desplazamientos en 6.89 ppm y 6.61 ppm, y sus homélogos H-4" y H-1’ se
observaron como senales simples en 6.79 ppm y 6.30 ppm respectivamente. Los
protones vinilicos H-12 y H12’ se mostraron ligeramente desplazados en 5.50 ppm
y 5.30 ppm, en comparacion con la sefial de la materia prima que se observaba en
5.36 ppm. La sefal correspondiente a H-14a ubicada en 3.00 ppm se encontrd
ligeramente traslapada con la sefial de H-8 en 3.05 ppm y H-14’3 en 2.97 ppm;
mientras que su equivalente H-14’a se observo en 2.36 ppm. Los seis metilos se
encentraron en 2.24 ppm (H-7), 1.91 ppm (H-7°), 1.72 ppm (H-15), 1.61 ppm (H-
15’), 1.00 ppm (H-9) y 0.71 ppm (H-9’), Figura 19.

Con el objetivo de localizar los protones de C-10 y C-11, ademas de sus
homodlogos, se realizaron experimentos de dos dimensiones COSY, HETCOR y
NOESY.
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En el espectro de RMN de '°C, se observan las treinta sefiales lo que nos
confirma la presencia de un producto dimérico 4, de manera semejante al espectro
de RMN de ™C del mondémero de parvifolina (1) se observaron patrones vy
desplazamientos semejantes en el producto de reaccién. Sin embargo dentro de
los carbonos cuaternarios, se distinguié C-6’ base de cetona en 186.5 ppm y C-3’
en 80.7 ppm, esto como resultado de la union de los mondémero de 1. Ademas
este espectro mostré varias sefales anchas, las cuales corresponden a C-2’ en
172.6 ppm, C-4’ en 150.3 ppm, C-5’ en 134.8 ppm, C-12’ 127.1 ppm, C-1" en 125.8
ppm, C-8 en 35.6 ppm y C-15" en 26.8 ppm aproximadamente, este efecto podria
deberse a un efecto dinamico que estuviese experimentando la molécula, Figura
20.
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Figura 20. Espectro de RMN de ™C a 100 MHz en CDCl; del dimero de la

parvifolina (4).
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En el experimento COSY, se observan las correlaciones semejantes a las del espectro
de la parvifolina (1), por ejemplo, si el H-4 se acoplaba con H-7, la sefial
correspondiente a H-4" mostré una correlacion con H-7’. Estas semejanzas fueron

observadas para el resto de las senales del dimero de la parvifolina, Figura 21.
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Figura 21. Espectro COSY del dimero de la parvifolina (4).
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El espectro HETCOR permitié identificar con mayor certeza los protones
correspondientes al C-10 y C-11, asi como sus homologos C-10" y C-11’, ya que
algunos de estos hidrogenos mostraron sefiales multiples o traslapadas con otras;
tal es el caso de H-10a y H-10pB, pertenecen a C-10 ubicado en 39 ppm. Ademas a
través de una expansion se observd la correspondencia entre cada carbono
ubicado entre 15 ppm y 45 ppm con su respectivo hidrégeno, ya que se observaba

un juego de senales bastante cercanas. Figura 22.
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Figura 22. Espectro HETCOR del dimero de la parvifolina (4).

Con la finalidad de observar la conformacién del dimero de la parvifolina (4),
se realizd un experimento NOESY. Al igual que en los espectros anteriores, se
observd que las interacciones en el espacio entre cada uno de los atomos de los

monomeros de parvifolina se conservabam. Sin embargo, se observan algunas
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interacciones entre los protones de ambos mondmeros, tal es el caso de H-10a
con H-9’, que por medio del analisis tedérico se sabe que se encuentran a 2.97
Angstrom (A). También se observa la relacion entre H-7 y H-8' que estan a una
distancia de 2.77 A y el H-12 con H-9” con 2.8 A de longitud. Figura 23.
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Figura 23. Espectro NOESY del dimero de la parvifolina (4).

En base a los datos espectroscépicos obtenidos en el NOESY vy los
obtenidos a través de los calculos teéricos de Analisis Conformacional empleando
el programa Gaussian03 mediante Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) a
nivel de calculo BALYP/DGDZVP, el conférmero del dimero de la parvifolina (4)
que se propone en la Figura 22, contribuye con un 97.16% de poblacion de
acuerdo con la Distribucidon de Boltzmann y concuerda con el compuesto
identificado por RMN, Tabla 3.
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Tabla 3. Conformeros obtenidos para la parvifolina (1) y el dimero de la parvifolina

(4).

dimero de 1 (4).

. POBLACION.
MOLECULA. MODELDO. ENERGIA. (Dist. De
(hartrees*)
Boldtzman)
Confccj)rmero 1 44.4110223 63.34%
el.
Conférmero 2 44.7352870 36.65%
de 1.
Conférmero 1 del °
dimero de 1 (4). 143.5057539 97.16%
Conférmero 2 del 145.601733 2.83%

* 1 hartree = 627.509 kcal/mol.
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Figura 24. Modelo tridimensional del conférmero 1 de 4 obtenido mediante Teoria
de Funcionales de la Densidad (DFT) a un nivel de calculo BALYP/DGDZVP.

Al término del analisis espectroscopico de RMN del dimero de la parvifolina
(4) se observd la aparicion de un pequefno sistema de sefales que resultaban
semejantes a la materia prima, motivo por el cual se monitoreo por medio de
RMN-"H hasta que la muestra no presentara cambios en su patrén de sefales y

tener asi la certeza si el dimero 4 era estable o no.

La muestra fue observada por veintidés dias, cada tercer dia, teniendo diez
espectros, en los cuales se observo que entre los tripletes de los protones vinilicos
H-12 y H-12’ en 5.50 ppm y 5.30 ppm, una sefal triple en 5.36 ppm, misma que
corresponde al desplazamiento de la materia prima al tiempo que los tripletes del

dimero van desapareciendo.

Ademas, la sefial multiple correspondiente a el proton H-8 que se

observaba en 2.72 ppm, va decreciendo, hasta el punto que deja de observarse en
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el espectro; este mismo patron se observa en las sefales de H-1’, H-4', H-7’, H-
15, H-9’, H-10’a, H-10'B, H-11’aB, H-14’a y H-14'3.

Por otro lado, la sefial de protdén del grupo hidroxilo que posee la parvifolina
(1) en la posicion C-6 aparece en 4.58 ppm, mientas se van desapareciendo las
senales originadas por la dimerizacion de la parvifolina; por lo tanto, las sefiales al

final del monitoreo corresponden a las del monémero de parvifolina (1), Figura 23.

Se probo la estabilidad del dimero de la parvifolina (4) utilizando el
antioxidante TROLOX (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico),
aumentando poco a poco los equivalentes quimicos; cuando se coloco 0.25 Eq. se
recuperd una mezcla uno a uno del mondémero de la parvifolina (1) y el dimero de
la parvifolina. En cambio, al aumentar la cantidad del TROLOX hasta 1.1 Eq. se

obtuvo casi en su totalidad el monomero de la parvifolina (1).

Este efecto de reversibilidad, podria deberse a que la quinona que forma
parte de la estructura del dimero tiende a aromatizarse, por lo que el enlace entre
C-3 y el oxigeno de C-6, podria romperse, ganando un protéon y formando

nuevamente la parvifolina (1).

48



‘() euljoyiated e| ap o1aWIP |9 PEPIIQISIOAa] B] 8p E[DAD US ZHIN 00% B H, @P NINY op sosoads3 'Sz eanbid

wdd
S0 01 ST 0z 5S¢ 0'E S'E [ S 0's S5 09 5’9 o
1 1 1 i i 1 I 1 1 1 1 1 i J

TJ ? J%g @3 - Ml{ﬁ .F; ﬁﬁ
» %Jﬁg W ' Ty

At

y

. - M

mu[J 7 !_ : : Jlﬂjj

R1/A I ] AR

8 _ %Jnjaw}ﬁ S il - W ijdl
Y

=
e
:
*
*
*
|
)

*
-—

0T

[1nploguwiny e1N0dY 3@ VAVISIV YNITOHIAYYd 3A FLNVAIXOILNY AVdIAILOV]



[ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE PARVIFOLINA AISLADA DE Acourtia humboldtii]

7. CONCLUSIONES.

De la raiz de Acourtia humboldtii, se obtuvo a la parvifolina (1), la cual se
hizo reaccionar con el radical liore DPPH. De esta reaccion se logro aislar e
identificar el dimero de la parvifolina (4) por medio de Resonancia Magnética
Nuclear. Ademas se observd que la reaccion de dimerizacion de la parvifolina es
reversible, esto debido a la capacidad que tiene la quinona del dimero de
aromatizarse, generando una migracién electronica, lo que a su vez favorece la

regeneracion de su grupo hidroxilo de la molécula de parvifolina (1).

%

*
*

Dimero de la parvifolina (4).

De la misma raiz, se aislaron los pipitzoles 2 y 3, ambos fueron identificados
por medio de RMN, los datos espectroscépicos experimentales obtenidos se
compararon con los reportados, ademas es necesario hacer notar que una
busqueda bibliografica exhaustiva revelé que hasta ahora no se ha reportado su

presencia en Acourtia humboldtii.
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13

12

a-pipitzol (2) B-pipitzol (3)

8. PERSPECTIVAS.

Para observar el potencial antioxidante de la parvifolina (1), se podria
plantear una metodologia por medio de la cual se cuantificase la cantidad de
dimero formado ante los radicales libres presentes en lineas celulares
transformadas. O bien, realizar otras pruebas in vitro sobre homogenado de

higado o cerebro de rata.

En cuanto al aspecto fitoquimico, se torna interesante realizar el estudio
completo y minucioso para identificar los compuestos presentes en cada una de
las partes de la planta, de tal modo que se logre aislar e identificar los pipitzoles y
su precursor. Ya que la presencia de los sesquiterpenos 2 y 3 sugiere que en
determinado momento la perezona forma parte del grupo de metabolitos

secundarios presentes en Acourtia homboldtii.
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9. PARTE EXPERIMENTAL.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y *C fueron
obtenidos a 400 MHz y 100 MHz respectivamente, asi como los diagramas bi-
dimensional es de correlacion *C/'H (HETCOR), 'H/'"H (COSY) se determinaron
en un aparato Varian Mercury Plus-400. En todas la determinaciones se utilizé
como disolvente cloroformo deuterado (CDCl3), tomando como referencia interna
el tetrametil silano (TMS).

Para las técnicas de cromatografia en columna abierta se utilizé gel de
silice de la marca Merck 230-400 mallas. Mientas que para la separacion

cromatografia en placa se us6 TLC silica gel 60 F254 de 20 cm por lado.

OBTENCION DEL EXTRACTO HEXANICO.

La maceracién 500 g de raiz molida de Acourtia humboldtii colectada el dos
de octubre de 2010, se realiz6 durante 5 dias a temperatura ambiente usando
como disolvente 1.5 litros de hexano. El extracto obtenido se concentré en
rotavapor, lograndose extraer 3 g, con un rendimiento de 5%. La extraccion de

extracto hexanico fue repetido en varias veces.

AISLAMIENTO DE PARVIFOLINA (1).

5 g de extracto hexanico se colocd en una columna de vidrio usando como
fase estacionaria gel de silice 230-400 mallas de 5 cm de diametro y 10 cm de
alto, fue eluida con disolventes en orden creciente de polaridad. Debido a que la
parvifolina (1) es sumamente apolar las mezclas hexano-acetato de etilo utilizadas
llegaron hasta una proporcion 97:3. Las fracciones se evaporaron a temperatura
ambiente, y por medio de cromatografia en capa fina se determiné la semejanza
por comparacion de su Factor de retencion (R;), con lo que se identificd las
fracciones contenian parvifolina (1) en los viales 24 a 36 de forma impura, razén

por la cual estas fracciones se sometieron a una recromatografia. El rendimiento
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total de parvifolina (1) fue de 1%. Este proceso se continuo hasta obtener un

gramo de parvifolina.

RMN "H (400 MHz, CDCls) & 6.89 (1H, s, H-4), 6.61 (1H, s, H-1), 5.36 (1H, t, J =
7.9 Hz, H-12), 4.58 (1H, sa, -OH) 3.53 (1H, da, J = 18.6 Hz, H-14B), 3.10 (1H, m,
H-8), 3.02 (1H, da, J = 18.2 Hz, H-14q), 2.20 (3H, s, H-7), 1.78 (1H, m, H-10B),
1.75 (3H, s, H-15), 1.62 (1H, m, H-11), 1.31 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-9), 1.10 (1H, m,
H-10a).

RMN '3C (100 MHz, CDCl3) & 152.9 (C-6), 144.2 (C-3), 137.8 (C-13), 131.8 (C-4),
130.8 (C-2), 123.3 (C-12), 120.0 (C-5), 111.1 (C-1), 41.6 (C-14), 40.0 (C-10), 33.0
(C-8), 26.4 (C-15), 23.7 (C-11), 19.3 (C-9), 15.2 (C-7).

ACETILACION DE PARVIFOLINA (1)

Se colocd un gramo de parvifolina disuelta con 9 mL piridina y 11 mL
anhidrido acético en el reactor de microondas a 200 watts, por 15 minutos y a
120°C. Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se vertid sobre hielo, se
extrajo con AcOEt, la fase organica se lavd dos veces con agua, cuatro veces con
acido clorhidrico (HCI) al 10%, dos veces con agua, cuatro veces con solucién
saturada de bicarbonato de sodio (NaHCO3), dos veces con agua, se secd sobre
sulfato de sodio anhidro (Na,SO,), se filtré y se evaporé en el rotavapor,
obteniéndose una miel color café obscuro, la cual se sometié a cromatografia en
columna de cristal de 2.5 cm diametro interno, usando como fase estacionaria gel
de silice 230-400 mallas a una altura de 10 cm. El acetato de parvifolina se aislo
en las fracciones 5 y 6 que fueron eluidas con una mezcla 9:1 de Hexano-AcOEt.
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HIDROLISIS DEL ACETATO DE PARVIFOLINA.

500 mg del acetato de parvifolina, 5 mL de MeOH y 300 mg KOH disueltos
en la minima cantidad de agua, se dejaron en el reactor de microondas a 100
watts, por 10 minutos y a 80°C. Transcurrido este tiempo, el crudo de reaccion se
vertio sobre hielo, se adicionaron unas gotas de HCI y se extrajo con AcOEt, la
fase organica se lavo dos veces con agua, se seco con sulfato de sodio anhidro,
se filtr6 y se evapord en el rotavapor, el residuo se sometié a cromatografia en
columna de cristal de 2.5 cm diametro y 7 cm de altura, empacada con gel de
silice 230-400 mallas. La parvifolina (1) se obtuvo en las fracciones 13 a 17, como
una miel amarillo claro, las cuales se eluyeron con una mezcla de disolventes 19:1
Hexano-AcOEt.

REACCION DE LA PARVIFOLINA (1) CON DPPH.

En un matraz baléon de 20 mL se colocaron 200 mg de parvifolina (1) por
separado se pesaron 200 mg del reactivo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), los
cuales se disolvieron en 1.5 mL de CH,Cl,. Se prepard una disolucion de DPPH,
disolviendo 200 mg del reactivo en 1.5 mL de CH,Cl,, posteriormente la disolucion
se adiciond al matraz que contenia la parvifolina (1). EI matraz se protegio de la
luz y se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante tres
horas. Una vez transcurrido este tiempo, la reaccion se extrajo con CH.Cl, y fue
lavada con agua, solucion saturada de NaHCO3; y agua. La fase organica se sec6
sobre Na,SO, anhidro y se evapord a temperatura ambiente con flujo de argén y
protegida de la luz. El crudo de reaccion fue sometido a purificacion por medio de
una cromatografia en columna abierta, se eluyeron 160 mL de hexano seguidos
de 100 mL de Hexano-AcOEt 19:1, de las fracciones 29 a 32 se obtuvieron 6 mg el
dimero de la parvifolina (4).
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REACCION DE LA PARVIFOLINA (1) CON DPPH USANDO EL REACTOR DE
MICROONDAS.

186 mg de parvifolina (1), 360 mg (1 eq.) de DPPH y 6.2 mL de CH,ClI,
usando el reactor de microondas en las siguientes condiciones: 200 watts, por 15
minutos y a 70°C. El crudo de reaccion se evaporé a sequedad a presion reducida
y el residuo fue sometido a purificacion por medio de una cromatografia en
columna abierta, se eluyeron 160 mL de hexano seguidos de 100 mL de Hexano-
AcOEt 19:1, de las fracciones 18 a 23 se obtuvo el dimero de la parvifolina (4). Sin
embargo debido a las impurezas observadas estas fracciones se sometieron a una

purificacion en placa preparativa.

Las fracciones 18 a 23 se juntaron y aplicaron en una placa preparativa de
20 cm por 20 cm, eluida en dos ocasiones usando una polaridad de 49:1 de
hexano-AcOEt. La banda mayoritaria denominada “B” mostré un Factor de
Retencién (R¢) de 0.54, fue dividida en dos partes (B1 y B2), para su extraccién de
la silice se usd una mezcla de Hexano-AcOEt, en una proporcién 9:1. Cada una
de las fracciones (B1 = 60 mg y B2 = 40 mg) fue evaporada bajo corriente de
nitrégeno y almacenada en frasco ambar en condiciones de refrigeracion; el
dimero de parvifolina (4) se obtuvo como una miel translicida ligeramente

amarrilla.

RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 6.88 (1H, s, H-4), 6.79 (1H, s, H-4’), 6.62 (1H, s, H-1),
6.30 (1H, s, H-1"), 5.50 (1H, t, J = 8.07 Hz, H-12"), 5.31 (1H, t, J = 9.0 Hz, H-12),
3.48 (1H, da, J = 18.44 Hz, H-14B), 3.04 (1H, m, H-8), 3.02 (1H, da, J = 17.1 Hz,
H-14a), 2.98 (1H, da, J = 10.1 Hz, H-14'B), 2.72 (1H, m, H-8"), 2.36 (1H, da, J =
13.3 Hz, H-14'a), 2.24 (3H, s, H-7), 2.04 (2H, m, H-11’a y H-11°B), 1.95 (1H, m, H-
10'8), 1.91 (3H, s, H-7), 1.72 (3H, s, H-7"), 1.70 (3H, sa, H-15"), 1.65 (1H, m, H-
10B), 1.50 (2H, m, H-11a y H-11B), 1.26 (1H, m, H-10'a), 1.00 (3H, d, J = 6.81 Hz,
H-9), 0.88 (1H, m, H-10a), 0.71 (3H, d, J = 6.85 Hz, H-9).

RMN "3C (100 MHz, CDCls) 3 186.5 (C-6"), 172.6 (C-2’), 154.6 (C-6), 150.3 (C-4"),
143.1 (C-3), 137.3 (C-13), 134.8 (C-5'), 133.2 (C-13’), 131.6 (C-4), 130.7 (C-2),
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127.1 (C-12), 125.8 (C-1’), 123.4 (C-5), 123.2 (C-12), 110.0 (C-1), 80.7 (C-3"),
44.4 (C-14’), 41.6 (C-14), 39.2 (C-10), 35.6 (C-8'), 32.8 (C-8), 31.6 (C-10), 26.8
(C-15'), 26.4 (C-15), 25.2 (C-11’), 23.4 (C-11), 21.5 (C-9’), 19.2 (C-9), 16.4 (C-7),
15.2 (C-7)).

REACCION GENERAL DE ESTABILIDAD DEL DIMERO DE PARVIFOLINA (4)
CON TROLOX.

En un matraz balén de 20 mL se pesaron 132 mg de parvifolina (1), en el
mismo matraz se pesaron 264 mg de DPPH. La mezcla se disolvié en 1.5 mL de
CHyCl,, y se agregd 1.5 mL de la disolucion de DPPH previamente preparada. La
reaccion se mantuvo en agitacion constante durante tres horas. El matraz se
protegio de la luz. Al término de las tres horas se detuvo la agitacion y se agregoé
170 mg (1.1 Eq.) TROLOX. La agitacién continué por treinta minutos mas. Al
transcurrir el tiempo de reaccion, se extrajo con CH,Cl, y se lavd con agua,
NaHCO3; y agua, se sec6 con Na,SO4 anhidro. La fase organica se filtré y se dejé
evaporar bajo atmodsfera de argén y protegiendo de la luz. Se tomé una alicuota de
5 mL y se evapord bajo corriente de argén para analizarla por RMN-'H,
observandose como producto principal parvifolina (1). Los 309 mg obtenidos del
crudo de reaccion fueron cromatografiados en una columna de 0.5 cm de diametro
interno y empacada con gel de silice 230-400 mallas, hasta una altura de 22 cm.
La columna fue empacada usando como fase movil una mezcla Hexano-AcOEt en
proporcion 97:3, misma polaridad con la que se eluyeron las fracciones. En la
misma columna de vidrio se coloco la mezcla. En las fracciones obtenidas del
hexano se obtuvo la mezcla del dimero con la parvifolina (4) con la materia prima.

Esta mezcla fue dificil de separar aun realizando cromatografias sucesivas.
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OBTENCION DE a Y B PIPITZOLES.

5 g del extracto hexanico de Acourtia humboldtii, se coloc6 en una columna
de vidrio usando como fase estacionaria gel de silice 230-400 mallas de 5 cm de
diametro y 10 cm de alto, de las fracciones eluidas con hexano se obtuvo la

mezcla del a y B pipitzol, solo una fraccién correspondié al a-pipitzol puro.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 6.09 (1H, s, OH), 2.83 (1H, s, H-7), 2.42 (1H, m, H-2)
2.11 (1H, t, J = 8.64 Hz, H-5), 2.06 (3H, s, H-14), 1.90 (2H, m, H-3), 1.77 (2H, m,
H-4), 1.38 (3H, d, J = 7.1 Hz H-11), 1.08 (3H, s, H-12), 1.03 (3H, s, H-13).

RMN "C (100 MHz, CDCl3) & 204.0 (C-10), 194.0 (C-9), 144.7 (C-8), 127.4 (C-1),
75.0 (C-6) 69.0 (C-7), 57.5 (C-5), 38.3 (C-3), 34.9 (C-2) 26.4 (C-12), 26.0 (C-4),
25.6 (C-13), 17.8 (C-14) 14.9 (C-11).%°

ANALISIS CONFORMACIONAL in silico.

Para realizar el modelado molecular se construyeron las moléculas en el
programa Spartan’08.v1.2.0, en este mismo paquete computacional se realizé una
busqueda conformacional por el método de Monte Carlo empleando Mecanica
Molecular. A partir de los datos obtenidos, a cada uno de los conférmeros se le
optimizd la geometria en el programa Gaussian03 empleando la Teoria de
Funcionales de la Densidad (DFT) a un nivel de calculo B3LYP/6-31G; tomando
como base los modelos obtenidos de la optimizacién, se aumentd el nivel de
calculo a B3LYP/DGDZVP. Tanto la parvifolina (1) como su dimero (4)
presentaron dos conférmeros principales cuyos datos se observan en la Tabla 3,
para el estudio se tomé como prioritaria la molécula cuyo valor en la distribucién
de Boltzmann fuese mayor, ya que este guarda una relacion directa con el aporte
poblacional de cada conférmero.
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