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CAPITULO 1
INTRODUCCION

El género Karwinskia, perteneciente al orden de las Rhamnaceas,
incluye diversas especies de drboles y arbustos cuya habitat natural se
extiende desde el sur de los EUA a México, Centroamérica, norte de
Colombia, Cuba, Haiti y Repiblica Dominicana. En México se han
encontrado hasta el momento 11 de estas especies(1),

La especie mds conocida es la K. humboldtiana. Los efectos t6xicos
de esta planta se conocen desde hace muchos afios(2,3.4.5.6),

En el siglo XVIII Francisco J. Clavijero habia ya registrado los
efectos téxicos y de fatales consecuencias que se tienen al ingerir frutos de
K. humboldtiana®. Pero no es hasta mediados de los sesentas y principios
de los setentas de este siglo cuando los quimicos y toxicdlogos,
principalmente norteamericanos, se interesan por realizar estudios més
profundos en plantas del género Karwinskia, particularmente K.
humboldtiana.

Shaver en 1966 estableci6 que el componente neurotéxico se
encuentra contenido en un polvo amarillento, lo cual fue confirmado por
Kim y Camp en 19720),

En 1975 Dreyer y cols. aislaron e identificaron 4 sustancias txicas
en las semillas, a las cuales se les llamé T514, T544, TS16 y T496 (fig. 1), de

acuerdo a su peso molecular y quimicamente las identificaron como
antracenonas diméricas(4),



T 516 T 496

Fig. 1 Toxinas aisladas del fruto de K. humboldtiana
por Dreyer en 1975.



Estas toxinas han sido consideradas como neurotoxinas, pero
también existen reportes de lesiones extraneurales producidas por el fruto,
las cuales consisten en necrosis miocardial, degeneracién grasa y necrosis
del higado(5), asi como hemorragia pulmonar(®),

En el afio de 1981 en el Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina de la UANL, se inici6 una linea de
investigacién, tendiente a aislar estos productos biolégicamente activos, a
partir del fruto de K. humboldtiana(7), También se realizaron estudios “in
vivo” de intoxicacién aguda en diferentes especies de animales tanto con €l
fruto molido como con las toxinas purificadas de esta planta; de los cuales
se demostr6 que la Ts44 (Tullidinol) es la responsable de la
neurotoxicidad®®. La toxina produce desmielinizaciény degeneracién
axonal principalmente en los sitios motores(!®, Las celulas de Schwan y
axones son los sitios blanco del tullidinol(1D,

Entre las sustancias antes mencionadas la llamada T514 o
Peroxisomicina A1, result6 ser un producto de interés farmacoldgico, pues
Pifieyro y cols.demostraron que presenta citotoxicidad selectiva “in vitro”
entre células malignasy benignas de origen humano(12); ello ha motivado
que en los ultimos anos se hayan intensificado los estudios tendientes a
establecer su posible uso como agente antineopldsicoy se solicité una
patente, la cual ya fue otorgada(13), Aidn y cuando no se conoce su
mecanismo de accidn, se demostré que afecta selectiva e irreversiblemente
los peroxisomas de células de levaduras(14); ademas es un inhibidor “in
vitro” no competitivo de la catalasa, enzima de origen exclusivamente
peroxisomal(15),

En base a lo anterior surgié el interés en el Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de obtener sustancias estructuralmente
similares a la Peroxisomicina, realizando para ello estudios quimicos y
toxicolégicos de otras especies del género Karwinskia, con los cuales se
comprobd la presencia de las antracenonas diméricas antes citadas. La
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toxicidad hacia animales de experimentacién fue una caracteristica comun a
todos los frutos estudiados (Tabla 1)(16), De los resultados de estos estudios
se decidié analizar m4s profundamente varias de las especies, entre ellas la
K. parvifolia, que resulté ser de las especies mds t6xicas. Su nombre
comiin es cacachila; su distribucién geogréfica es en los estados de Sinaloa
y Sonora (fig. 2). Standley (1923), cita a K. parvifolia como sinénimo de
K. humboldtiana; sin embargo, la primera se diferencia claramente de la
segunda por tener hojas, sépalos, pétalos y frutos mucho frutos mucho mas
pequeiios(!), En estudios realizados con los frutos de K. parvifolia se
encontraron como componentes principales T514 (Peroxisomicina Al),
T496 y un diasteroisémero de la T514 (Peroxisomicina A2)(17),
Recientemente V. Rivas en su tesis de grado de Maestria en Ciencias, aislo e
identificé como componentes minoritarios, otro diasteroisémero de la T514
(Peroxisomicina A3), un isémero de posicién de la T514 (Peroxisomicina
B1) y la T516(18), Esta planta resulté ser, ademads, una matriz mucho mejor
que la K. humboldtiana para la extraccién de la peroxisomicina Al por lo
cual actualmente se aisla esta sustancia de los frutos de K. parvifolia(19).

Hasta el momento, existen varios estudios sobre la parte aérea del
género Karwinskia, principalmente sobre los frutos de XK. humboldtiana y
K. parvifolia. Pero poco se sabe de la parte subterrdnea de estas especies.
Existe un reporte en la literatura, donde se menciona que el cocimiento de
la raiz de la Tullidora (K. humboldtiana), es el contraveneno para los
efectos del fruto de la misma planta, si se administra luego de que se
presente la pardlisis20), Dominguez en 1975, encontr6 que los extractos
acuosos de la raiz de K. humboldtiana, son neurotéxicos a los ratones,
provocando la muerte de éstos en forma igual a 1a producida por el fruto y
no actdan de antidoto. Lo anterior se comprendié al aislar de estos
extractos 2 de los compuestos neurotéxicos que lleva el fruto. Se consigui6
extraer, aislar e identificar los compuestos neurotéxicos, a los cuales el Dr.
Dominguez les llam¢é Karwinskiona (T544) y Eleuterogonzalona (T516); se
obtuvieron también la flavona baicaleina y el flavonol quercetina, ademas
de otros 2 flavonoides no identificados (fig. 3)21),
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TABLA 1. LETALIDAD OBTENIDA CON DIFERENTES

ESPECIES DE KARWINSKIA.
2.5 g/Kg peso
ESPECIES % LETALIDAD
muerte/dias

K. humboldtiana
K mollis

K. umbellata
K. subcordata
K. latifolia

K. parvifolia
K. calderonii
K. rzedowskii
K. venturensii
K. tehuacana
K. johnstonii

100.0 2
714 2-5
85.7 2-6
14.3 2-4

0.0 30

100.0 2-6
214 411
285  8-14

0.0 30
285 821
100.0 1-2
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Fig. 3. Karwinskiona, Eleuterogonzalona, baicaleina y
quercetina aisladas por Dominguez en 1975.



En otro estudio que se realizé en laraiz de K. humboldtiana en 1985
en la Universidad de Kansas, los investigadores aislaron de la raiz (la cual
fue extraida con CH2Q2 y 95% de etanol en Soxhlet) tres constituyentes
activos: Karwinaftol A, Karwinaftol B y 2-acetil-6,8-dimetoxi-3-metil-1-
naftol (fig. 4); los dos dimetilbenzofuranos presentaron actividad
antimicrobiana2),

En 1993 investigadores de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolégicas, realizaron un ‘Estudio Quimico de la Raiz de tres plantas del
Género Karwinskia. De los extractos realizados con CH2(Q2 sobre K.
umbellata, K. subcordata y K. humboldtiana, aislaron como componente
mayoritario el compuesto 1, el andlogo C-7° desmetoxilado de la
neurotoxina 2 (T544) (fig. 5). El aislamiento de 1 de la raiz de K.
humboldtiana no habia sido descrito, mientras que para las otras 2 especies
no existen estudios previos(16). Recientemente este mismo grupo, publicé
un articulo en el cual, ademés de las tres especies estudiadas, incluyeron a
K. mollis y K. johnstonii, para reportar la relacién de compuestos 1 y 2 en
las cinco especies de Karwinskia. Ademds aislaron2 antraquinonas, 3 y 4
(fig 6)4),

En el aiio de 1993, en el departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina, Waksman y cols. realizaron un
estudio quimico preliminar de hojas, tallo y raiz de XK. humboldtiana y K.
parvifolia, con el propésito de conocer la composicién de las distintas
partes de las plantas en estudio, sefialar cambios importantes en los
metabolitos secundarios durante los distintos meses del afio e identificar
posibles fuentes alternas de peroxisomicina u otras antracenonas
estructuralmente relacionadas con ella. Ellos escogieron estas dos plantas
por ser las mds estudiadas y porque se cuenta con un vivero donde ambas
crecen bajo las mismas condiciones. '

El andlists se realizé dentro de los 15 dias siguientes a la recoleccién
y la metodologia utilizada se muestra en el diagrama 1.
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OCH3 OH CHj;
L4

BOO@"

H

Karwinaftol A

OCH3 OH CHjy

0
CHj;
HzCO \

H
Karwinaftol B
OCH; OH
oo™
HiCO

CHj

2-acetil-6,8-dimetoxi-3-metil-1-naftol

Fig. 4. Karwinaftol A, B y 2-acetil-6,8-dimetoxi-3-
metil-1-naftol. Mitscher y cols. 198S.



Fig. 5. Compuestos 1 y 2 aislados por Fernandez
y cols. 1993.

3:R=H
4: R=OCH,

Fig. 6. Compuestos 3 y 4 aislados por Fernandez
y cols. 1995.
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DIAGRAMA 1
ESTUDIO QUIMICO PRELIMINAR

K. humboldtiana o K. parvifolia
hoja, tallo o raiz
seco y molido
05g

éter de
petréleo

Y Y

EEP Residuo

Cloroformo

ECHCI3

secar,
recuperar en
metanol (1 mL)
filtrar

CLAR

V. Inyeccién: 1pL

Columna: C-18

Eluente: MeOH, H20, AcCN, AcOH
Detector: UV-Visible con arreglo de dicdos.
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En el andlisis de hojas, tallos y raices de las plantas de K. parvifolia
recolectadas en la misma fecha se encontré un patrén cromatografico

constante entre ellas; asf mismo, dicho patrén fue repetitivo a lo largo de los
distintos meses de estudio.

Ademas los resultados que arrojaron las raices examinadas fueron los
siguientes:

- Un producto con t; idéntico a la peroxisomicina; sin embargo el andlisis
espectral, asi como la cocromatografia, permitieron afirmar que se trata
de otro compuesto que posiblemente debe tener mucha semejanza
estructural con la T514.

- En las raices de ambas especies se encontré como componente principal
un compuesto, que en CCF tenia el mismo R, color y caracteristicas de
fluorescencia de la T544 (se debe hacer notar que en los frutos de K.
parvifolia 1a T544 estd ausente). Cuando se analizaron los extractos de
raices por CLAR, se encontré que no se trataba de una sola sustancia,
sino de una mezcla de entre 2 y 4 componentes con caracteristicas
espectrales idénticas entre si, de los cuales no se conoce la identidad.

Es preciso aclarar que este mismo resultado obtuvo Rivas cuando al
analizar por CLAR el compuesto, obtenido del extracto cloroférmico del
fruto de K. johnstonii caracterizado por CCF como T544, observé 4
compuestos, y al analizar de la misma forma el estdndar que se dispone de
la T544, aislado originalmente por Dreyer de frutos de K. humboldtiana, se
observé que no era una sustancia pura sino que también estaba formado
por una mezcla de 4 compuestos, con las mismas caracteristicas que
presentaban los compuestos encontrados tanto en los frutos de K.
Jjohnstonii como en las raices estudiadas (fig 7).

En vista de la ausenciade datos fitoquimicos sobre la raiz de la K.

parvifolia y en base a nuestros resultados preliminares nos pareci6
interesante hacer un estudio quimico de la misma y probar la actividad

bioldgica de los metabolitos mediante el bioensayo de letalidad de larvas de

12



Artemia salina. Este bioensayo es un método preliminar para detectar la
toxicidad de productos naturales. Es una técnica sencilla y réapida,
facilmente adaptable a los laboratorios convencionales, resultando ser una
herramienta muy (til para seguir una ruta biodirigida en la separacién de
los extractos de productos naturales. Esto nos ayudaria a tener una idea de
la actividad de los extractos, asi como de los compuestos aislados, ya que se
ha observado una correlacién entre la toxicidad celular y la toxicidad que se
presenta en este bioensayo(25.26),

Ademds se plantea determinar la actividad de los compuestos sobre la
catalasa. Como ya se mencion6 en la pdgina 3, la Peroxisomicina A1l es un
inhibidor no competitivo de la catalasa; ademas se ha encontrado una
estrecha relacion entre estructura y grado de inhibicién; las estructuras de
tipo antracendnico presentan el mayor porcentaje de inhibicién, habiéndose
encontrado que los compuestos de tipo antraquinénico, como el crisofanol
y la emodina, no inhiben la actividad de la catalasa, utilizdndolos como
control negativo (Tabla 2)(15), La determinacién de la actividad de catalasa
se realiza actualmente en forma rutinaria como parte del control de calidad
de la Peroxisomicina Al.

Con este trabajo se pretende conocer los principales componentes

activos de la raiz de K. parvifolia, para en un futuro contribuir también a
establecer una posible via fisiolégica de transformacién de estos productos.

13



mAU : DAD1A, Slg=41§g Ref=550,100 of 022-C222C
"

364
314
2.€ -
27 2
1.0 =

81 e At o)

0.4 =

\v

.

3

2 4

6

Fig. 7. Cromatograma de la T5.4,

TABLA 2. COMPUESTOS QUE PRODUCEN EL 50% DE
INHIBICION EN LA ACTIVIDAD DE LA

CATALASA.

COMPUESTO ID30 (uM)
Peroxisomicina Al 3.34 £ 0.99
Peroxisomicina A2 364 + 1.10
Flegmacina Al 627 + 2.79
Flegmacina A2 8.65 £+ 3.23
Peroxisomicina A3 907 £ 0.54
Peroxisomicina Bl 17.59 £ 1.00
T544 40.08 =+ 1.57
Ts16 69.77 + 1.99
T496 99.50 +19.03
T510 120.00 +10.44
Aminotriazol 10000.00

14



OBJETIVO GENERAL

Estudio fitoquimico y valoracién biolégica de
la raiz de K. parvifolia.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extraccién de los componentes de la raiz de K. parvifolia, con
solventes no polares (éter de petréleo), poco polares (AcOEt) y
polares (metanol).

Evaluacién de la actividad biolégica de los extractos mediante el
bioensayo de letalidad de las larvas de Artemia salina, segin el
método descrito por Jerry L.Mc.Laughlin.

Aislamiento de los compuestos que resulten activos o de interés
fisiolégico, desde el punto de vista botdnico, de los extractos de la raiz
de K. parvifolia.

Determinacién de la pureza de los compuestos de interés.

Determinacién de constantes fisicas y andlisis espectroscépicos para la
elucidacién de la estructura de dichos productos.

Prevaloracidn de la actividad biolégica de los compuestos aislados.

16



CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO:

Se trabajé con laraiz de K. parvifolia proveniente del municipio de
Choix en Sinaloa, la cual fue recolectada por Lujén Rangel el 17 de
diciembre de 1992. Esta planta fue identificaday clasificada por primera
vez por Ferndndez Nava del I.P.N. Existe un ejemplar depositado en los
herbanos E.N.C.B. y MEXU.

2.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE K. parvifolia:

Familia: Rhamniceas

Nombre comiin: Cacachila

Distribucion geogrifica: Sinaloa y Sonora

Usos: A este tax6n no se le conoce uso alguno. En el Noroeste de México
se le teme mucho, ya que se ha visto que animales, principalmente ganado
caprino, que consumen frutos de esta planta perecen, generalmente por
asfixia, a los pocos minutos de haberlos ingerido.

Descripcion botdnica: Arbusto de 2-3 m de alto, ramas glabras. Hojas
opuestas 0 subopuestas, ldminas oblongo-lanceoladas, de 1.4-2.0 cm de
largo, 1.0-1.2 cm de ancho, haz y envés glabros, margen crenado, con
pequefias manchas negras, dpice obtuso, base obtusa o redondeada;
peciolos delgados de 3-4 mm de largo, glabros; estipulas deltoides de
aproximadamente 1 mm de largo, glabras, persistentes. Inflorescencias
dispuestas en cimas axilaresde 3 a 4 flores, pediinculo floral ausente o de
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Fig. 8. K. parvifolia. Fernindez Nava®,
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estar presente hasta de 2 mm de largo, con pequeiias motas negras sobre la
superficie, glabro; pedicelos en la fructificacién de 4-5 mm de largo; copa
floral infundibuliforme, de 2 mm de largo, glabra; sépalos deltoides, de 0.5-
1.0 mm de largo, carinados; glabros; pétalos blancos, unguiculados y
cimbiformes, ligeramente méds cortos que los estambres, persistentes, disco
delgado, verde a café-oscuro, estigma 2-lobado, persistente en los frutos
maduros. Frutos axilares, frecuentemente solitarios, verdes en la juventud,
café-claros en la madurez, de 4.5-5.0 mm de largo; semilla 1 por 1éculo (fig.
8).

2.2 MATERIAL Y EQUIPO:

Molino: Thomas-WILEY, LABORATORY MILL, modelo 4, malla 2 mm.
Extracciones: Eter de petréleo, acetato de etilo y metanol grado analitico.
Evaporaciones: Rotavapor Buchi a temperatura inferior a los 40 °C.
CCF: Cromatofolios AL de Silica gel 60 F254, espesor de capa de
0.2 mm, Merck.
Eluentes: 1a. Benceno-acetona 1:1
1b. Benceno-acetona 3:1
1c. Benceno-acetona 10:1
1d. Eter de petrdleo-acetona 3:1
Revelador: KOH en etanol.
Lampara UV: GELMAN SCIENCES, INC. Modelo No. 51438 de 253.7
y 375.0 nm.
CCF de Fase Reversa: Cromatoplacas de Silica gel RP-18 F254 Merck.
Eluentes: 2a. Metanol
2b. Metanol-agua 9:1
CCP: Silica gel 60 G Merck, para cromatografia en placa, espesor de capa
de 0.5 mm. .
Eluente: Eter de petréleo-acetona 3:1
CC Flash: Silica gel 60 para CC, tamaiio de particula 0.063-0.200 mm,
Merck.
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Eluente: Benceno-acetona 10:1, 3:1 (con 0.1% de 4cido acético) y
acetona. '

CC gravitacional: Silica gel 60 para CC, tamafio de particula 0.063-0.200
mm, Merck.
Eluente Eter de petréleo-acetona 10:1, 8:1, 1:1 y acetona.

CC de baja presion: Columna Lobar Lichroprep RP-18 (0.040-0.063
mm), Merck.
Eluente: Metanol-agua 7:3.
Flujo: 1.3 mL/min.

CLAR Preparativo: Se realizé en un Cromatégrafo Waters Prep LC
2000. Columna de 8 mm X 100 mm Radial-Pak™ Liquid
Chromatography cartridge, tipo S8MBC18 10m.

Condiciones:

A= Metanol.

B= Agua-acetonitrilo-4c. acético (70:30:1.6)

Flujo=4 mL/min,

Tiempo %A %B Curva*

50 50
1 50 50 8

12 60 40 8
14 60 40 10
15 100 0 10
20 100 0 10

*Ver apéndice.

CLAR Analitico: Cromatografo de liquidos HEWLETT-PACKARD
Modelo 1090 con arreglo de diodos. Columna FR ODS de 100 x
2.1 mm con tamaiio de particula de 5 mm.
Condiciones:
Eluente A=Metanol
Eluente B=Agua-acetonitrilo-4c. acético
(70:30:1.6).
Flujo: 0.4 mL/min.
Temperatura: 26.9 °C.
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Programa:3a. A-B 80:20 hasta el minuto 4, en el minuto 6 llega a
100:0 y se mantiene hasta los 8§ minutos,
regresando a 80:20 a los 10 minutos.

3b. A-B 65:35 hasta el minuto 4, en el minuto 6 llegaa
100:0 y se mantiene hasta Jos 8 minutos,
regresando a 65:35 a los 10 minutos(27),

Puntos de fusién: Se tomaron en un Electrothermal 9100.

Espectros UV-Visible: Fueron obtenidos usando un espectrofotémetro
BECKMAN DU 7500 con arreglo de diodos y controlador de
temperatura Peltier.

Espectros de Masas: Obtenidos en un espectrémetro HP 5985 por
impacto electrénico, ionizacién FAB.

Espectros de RMN: Obtenidos en un aparato BRUKER (400.13 MHz 'H,
100.62 MHz 13C), usando CDCl, como solvente.

Bioensayo de Letalidad de Larvas de Artemia salina:

- Huevecillos de Larvas de Artemia salina.

- Sal de mar “Instant Ocean”.

- Lampara de luz blanca.

- Recipiente pequerio rectangular de plexiglas.

- Pipeta lineal de 10 mL.

- Pipetas automaticas de 500, 50 y S mL.

- Vasos de precipitado de 10 mL.

Determinacién de la actividad de los compuestos sobre la catalasa:
- Catalasa de higado bovino Sigma (E.C.1.11.1.6).

- Peréxido de hidrégeno 30 % (v/v) Sigma.

- Solucién amortiguadora de fosfato de potasio (KH2PQa4,

K2HPO4) 50mM a un pH de 7.4.
- Cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor, ImL de capacidad.
- Etanol grado analitico Merck.
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2.3 METODOS

23.1. EXTRACCION DE LA RAIZ DE K. parvifolia.

DIAGRAMA 2.

Antes de la extraccién se procedi6 a hacer una molienda de la raiz,

la cual por ser muy dura primero se requiri6 hacer aserrin para poder

pasarla por el molino y obtenerla pulverizada.

Una vez molida la raiz se hicieron las extracciones. Se utilizaron éter

de petréleo, acetato de etilo y metanol en forma sucesiva para obtener los

respectivos extractos (EEP, EAcOEt y EM). Todas las extracciones se
realizaron mediante agitacién mécanica y a una temperatura de 25°C.

23.2. PREVALORACION BIOLOGICA DE LOS EXTRACTOS

10
20

30

4°

50

60

MEDIANTE EL BIOENSAYO DE LETALIDAD DE LARVAS
DE Artemia salina(25.26);

Se prepard el agua de mar, disolviendo 38 g de sal en 1L de agua.

Se agregd el agua en el recipiente rectangular y en uno de los lados se
depositaron los huevecillos de larvas de Artemia salina protegiéndolos
de la luz.

Se dejaron 48 horas bajo luz blanca para que crecieran las larvas.

Se prepard una soluciénde cada uno de los extractos a ensayar con
una concentracién de 20 mg en 2mL de cloroformo. Se tomaron de
esta solucion 500, 50 o 5 mL y se afiadieron a vasos de precipitado
rotulados 1000, 100 y 10 ppm respectivamente. Se realizé por
triplicado.

Se evapord con nitrégeno el solvente. El material se disolviécon 50
mL de DMSO.

Se afiadieron 5 mL de agua de mar y 10 larvas a cada vaso.

Se cont6 y registr6 en niimero de larvas sobrevivientes a las 24 horas.
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8° Se analizaron los datos con el programa de computadora Finney para
determinar la DLso y el intervalo de confianza del 95%.
9°  Se hicieron diluciones adicionales en los casos necesarios.

Se considera una actividad positiva cuando los valores son menores
a 1000 ppm.

2.3.3. AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS.

2.3.3.1. Aislamiento a partir del extracto obtenido
del éter de petroleo. Diagrama 3:

El extracto de éter de petr6leo (EEP) primero se sometié a una
columna Flash, para separar “a grosso modo” las fracciones de diferente Rf
en CCF (eluente 1c); las fracciones con mayor Rf se intentaron separar y
purificar por medio de CC gravitacional, pero sélo se logré separacién
parcial de los compuestos y no se obtuvieron puros. Se utilizé entonces
cromatografia en placa preparativa (CPP) y mediante el raspado de las
diferentes bandas separadas y posterior elucién con acetato de etilo con
0.1% de dc. acético se obtuvieron las fracciones, las cuales se evaporaron y
se resuspendieron en el minimo volumen de cloroformo para
posteriormente precipitarlas con éter de petrdleo; los compuestos
mayoritarios obtenidos fueron 3, a los cuales se les designé como A, B y E.

2.3.3.2. Aislamiento a partir del extracto de
acetato de etilo. Diagrama 4:

El extracto de acetato de etilo (EAcOEt) se someti6 a una columna
Flash para separar “a grosso modo” las fracciones de diferente Rf en CCF
(eluente 1b); las fracciones de Rf intermedio se sometieron a CC de baja

presidn, de la cual se obtuvieron por precipitacién con éter de petréleo, un
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compuesto que se denominé G y una mezcla H. La mezcla H se separd
utilizando CLAR preparativo; las fracciones obtenidas se monitorearon por
medio de CLAR analitico (eluente 3b). Cabe aclarar que se realizaron varias
corridas en CLAR preparativo y de acuerdo con el monitoreo se
agruparon en 2 fracciones puras, que fueron evaporadas y precipitadas con
éter de petr6leo; a estas se les design6 compuestos H1 y H2.
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DIAGRAMA 2
EXTRACCION DE LOS COMPONENTES DE LA RAIZ

Raiz de K. parvifolia

1° Aserrado

2° Molienda

3° Extraccién con
éter de petréleo
(25°C)

\J Y

EEP Residuo

Extraccién con
AcOEt. (25°C)

\2 /

EAcOEt Residuo
Extraccién con
metanol (25°C)
EM Residuo
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DIAGRAMA 3

AISLAMIENTO DE COMPUESTOS DEL
EXTRACTO ETEREO

EEP

Columna
Flash

Y Y

Rf mayor Rf intermedio

1° CC gravitacional

2°CPP
3° Raspado y elucién
con AcOEt

4° Evaporacidn y resuspensién
en CHCl3

5° Precipitacion con
éter de petréleo

Y

E

Y«
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DIAGRAMA 4

AISLAMIENTO DE COMPUESTOS DEL
EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

EAcOEt
Columna
Flash
Rf mayor Rf intermedio
CFR (C-18)
Baja presion
Mezcla H G
CLAR Preparativo
Evaporacién,
resuspension
con CHCl3 y
precipitacién con
éter de petréleo
H1 H2
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234. DETERMINACION DE LA PUREZA DE LOS
COMPUESTOS DE INTERES.

a. Determinaci6n del punto de fusién.

b. CCEF utilizando el sistema 1c para los compuestos A, B y E; se observé
al visible, UV y revelando la placa con KOH. El sistema 1b se utiliz6
para los compuestos G, H1 y H2.

c. CCF de fase reversa utilizando el sisterha 2a para los compuestos A, B y
E. El sistema 2b para los compuestos G, H1 y H2.

d. CLAR utilizando el sistema 3a para los compuestos A, B y E. El sistema
3b para los compuestos G, H1 y H2.

2.3.5. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA.

a. Bamdo UV-Visible.

b. Espectro TH RMN.

c. Espectro 13C RMN.

d. Espectro RMN de doble dimensién.

e. Espectro de Masas.

2.3.6. PREVALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

2.3.6.1. Bioensayo de letalidad de larvas de
Artemia salina(25:26);

Se llevd a cabo como se describe en 2.3.2., 1a diferencia esté en las
concentracion que se utiliza para los compuestos ya puros.

Se preparé una soluciénde 2 mg por mL de solvente por cada uno
de los compuestos a ensayar. Se tomaron de esta solucién 500, 50 o 5 mL
y se afiadieron a vasos de precipitado rotulados 100, 10 y 1 ppm
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respectivamente. Se realiz6 por triplicado.

Se considera actividad positiva cuando los valores son menores a
100 ppm de sustancias puras.

2.3.6.2. Determinacién de la actividad de los
compuestos sobre la catalasa;

La actividad de la catalasa fue medida a través de un método
espectrofométrico basado en la medicién de la disminucién del peréxido de
hidrogeno a 240 nm, pH de 7.4 y 25 °C(28),

A). Determinacion de la actividad de la catalasa. En una
cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto Optico se agregaron las siguientes
soluciones:

- 950 pL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM a

un pH de 7.4.

- 40 pL de la solucién de catalasa (dilusién 1:70 de solucién patrén
de la enzima 10 mg/mL en solucién amortiguadora de fosfato de
potasio).

- Se agit6 y ley6 a 240 nm (Blanco).

- Se dispar6 la reaccion agragando 10pL de H20:2 (dilusién 1:5 de
peréxido de hidrégeno al 30% en solucién amortiguadora de
fosfato de potasio).

- Se mezclé y ley6 a 240 nm cada minuto durante 6 minutos.

- Lo anterior se hizo por triplicado para obtener el valor promedio.

La actividad enzimdtica de la catalasa se expres6 como U/mL (UM
de peréxido de hidrégeno utilizado/min/mL).Las tasas de reaccién
enzimatica se midieron en un espectrémetro Beckman DU 7500 equipado
con paquete de cinética enzimatica.
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B). Determinacion del grado de inhibicién sobre la actividad
de la catalasa. En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto 6ptico se
agregaron las siguientes soluciones:

- 930 pL de solucién amortiguadora de fosfatode potasio SO0 mM a

pHde 74.

- 40 pL de la solucion de catalasa (dilusién 1:70).

- 20 pL de 1a solucién del compuesto a probar.

- Se agit6 y ley6 a 240 nm durante 6 min.

- Lo anterior se hizo por triplicado para cada compuesto o sustancia

problema y en base a ello se calcul6 el grado de inhibiciénde la
catalasa causado por la adicién del compuesto.
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CAPITULO 3
RESULTADOS

3.1. EXTRACCION DE LA RAIZ DE K. parvifolia.

Una vez molida y pulverizada la raiz de K. parvifolia se pesé
(997.00 g). Se realizaron las extracciones con éter de petréleo, acetato de
etilo y metanol sucesivamente para obtener los extractos (EEP, EAcOEt y
EM) (fig. 9). El EEP y EAcOEt se rotacvaporarony se recuperaron en
minima cantidad de cloroformo, posteriormente se precipitaron con éter de
petréleo resultando un pesode 2.32 y de 2.97 g respectivamente. El1 EM se
rotaevaporod y se pes6, resultando 32.68 g.

32. PREVALORACION BIOLOGICA DE LOS
EXTRACTOS MEDIANTE EL BIOENSAYO DE
LETALIDAD DE LARVAS DE Artemia salina.

De los extractos de éter de petrdleo, acetato de etilo y metanol, que
se obtuvieron de laraiz de K. parvifolia, se realiz6 el bioensayo de letalidad
de larvas de Artemia salina resultando:

EEP DLso = 301.73 ppm (743.89- 124.42 ppm)
EAcOEt  DLso =272.36 ppm (522.01-87.17 ppm)
EM No activo.

31



Current Chromatogram(s)
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Fig. 9. Cromatogramas en CLAR (programa 3b).
a) EEP, b) EAcOEt, c¢) EM.
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33. COMPUESTOS OBTENIDOS DEL EEP.

El extracto de éter de petrdleo se fraccioné de acuerdo al diagrama
3, obteniéndose tres compuestos, los cuales se designaron A, B y E. Los
pesos aproximados que se obtuvieron de éstos fueron: 50.5 mg de A, 24.0
mg de By 53.0 mg de E.

3.3.1. COMPUESTO A.

3.3.1.1. Determinacion de la pureza:

Punto de fusién: 160 + 2 °C.

. CCF: Se utiliz6 el sistema 1c.

Rf de 0.57. Se revel6 con KOH.

CCEF de fase reversa: Se utiliz6 el sistema 2a.
R¢ de 0.52.

. CLAR analitico: Utilizando el programa 3a.

t de 5.15 (fig. 10)

3.3.1.2. Elucidacion de la estructura:

Espectro UV-Visible en metanol Merck (fig. 11)

. Espectro de Masas por impacto electrénico (fig. 12)

Espectro de TH RMN, usando CDCl; como solvente
(figs. 13, 14, 15, 16, 17, 18)

. Espectro de 13C RMN, usando CDCl, como solvente

(figs. 19, 20)
Espectro DEPT 135 (fig. 21).
Espectro COSY (figs. 22, 23, 24)

. Espectro HMQC (fig. 25).
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Current Chromatogram(s)
wmAl

DADT A, =404 RT‘“("W‘ D
COMPUESTO A

2.1 4

1.8 5

0.6

e \
3) .'\M WN‘F W / TOLPRE /W

Fig. 10. Cromatograma del compuesto A en
CLAR (programa 3a).
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Fig. 13. Espectro 'H RMN del compuesto A (0-13 ppm).
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Fig. 26. Compuesto A ( 7-( 3',4'-dihidro-7',9'-dimetoxi-1',3'-
dimetil-10'-hidroxi-1'H-nafto (2',3'-¢")pirano-5'-il)-
3metil-1,8-dihidroxi-antraquinona).
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La estructura propuesta para este compuesto A es 7-(3’,4’-dihidro-
7°,9’-dimetoxi-1",3’-dimetil-10’-hidroxi-1’H-nafto(2’,3’-c’)pirano-5’-il)-3-
metil-1,8-dihidroxi-antraquinona, la cual se muestra en la figura 26.

3.3.2. COMPUESTO B.

3.3.2.1. Determinacién de la pureza:

Punto de fusién: 17312 °C.

. CCF: Utilizando como eluente ic.

R¢ de 0.61. Se revel6 con KOH.
CCF de fase reversa; Utilizando como eluente 2a.
R¢ de 0.45.

. CLAR analitico: Utilizando el programa 3a.

tp de 5.76 (fig. 27).

3.3.2.2. Elucidacion de la estructura:

. Espectro UV-Visible en metanol Merck (fig. 28).
. Espectro de Masas por impacto electrénico (fig. 29).

Espectro de 'H RMN, usando CDCl; como solvente
(figs. 30, 31, 32, 33, 34, 35).

. Espectro de 13C RMN, usando CDCl; como solvente

(fig. 36).
Espectro DEPT 135 (fig. 37).
Espectro COSY (fig. 38, 39, 40).

La estructura propuesta para el compuesto B es 7-(3’,4’-dihidro-9’-
metoxi-1’,3’-dimetil-10’-hidroxi-1’"H-nafto(2’,3’-c’)pirano-5’-il)-3-metil-1,8-
dihidroxi-antraquinona, la cual se muestra en la figura 41.
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Current Chromatogram(s)
= M4

BADT A, S=410.4 Ref=550 50 10401 D

4.9 4

COMPUESTO B

304

2.1 4

|

06~

3 o
. o
| WM\
0.1
N ..J\‘ J‘M
| i
] I 3 -

Fig. 27. Cromatograma del compuesto B en
CLAR (programa 3a).
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Fig. 31. Espectro 'H RMN del compuesto B (0.0-4.5 ppm).
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Fig. 36. Espectro 13C RMN del compuesto B (0-200 ppm).
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Fig. 41." Compuesto B ( 7-( 3'4'-dihidro-9'-metoxi-1',3'-
dimetil-10'-hidroxi-1'H-nafto (2',3'-c')pirano-5'-il)-
3metil-1,8-dihidroxi-antraquinona).
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3.3.3. COMPUESTO E

3.3.3.1. Determinaci6n de la pureza:

a). Punto de descomposicion: 240 °C.
b). CCF: Usando como eluente lc.

Ry de 0.42. No se revel6 con KOH.

¢). CCF en fase reversa; Usando como eluente 2a.
Rf de 0.02

d). CLAR analitico: Utilizando el programa 3a.
tr de 7.98 y 8.07 (fig. 42).

34. COMPUESTOS OBTENIDOS DEL EAcOEt.

El extracto de acetato de etilo se fraccion6 de acuerdo con el
diagrama 4. Se obtuvieron 3 compuestos a los cuales se les designé G, H1

y H2. De los cuales se obtuvieron 25.0 mg de G, 25.6 mg de H1 y 30.4 mg
de H2.

34.1. COMPUESTO G

3.4.1.1 Determinacién de la pureza:

a). Punto de fusion: 148 £ 2 °C.

b). CCF: Usando como eluente 1b.
Ry de 0.28

c). CCF en fase reversa: Utilizando como eluente 2b.
Rpde 0.53

d). CLAR analitico: Utilizando el programa 3b.
ty de 2.89 (fig. 43).
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Ccurrent Chromatogram(s
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Dﬁl A, Sig=410 4 Ref=550,5) of 000-0
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6.2 4
5.2
80 4 :
4.2 4 ]
2.2 4
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| W
124
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| S J A
al o Y
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4 g 20- '] ¢
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04— Baaad ¥ﬁ\_
N 2 4 8 & o

Fig. 43. Cromatogramas del compuesto G y estandar T516.
Recuadro con espectros sobrepuestos.

69



3.4.1.2. Elucidacion de la estructura:
- Espectro de TH RMN en CDClI,; (fig. 44).

La estructura propuesta para el compuesto G es la 7-(2’-acetil-6’,8'-
dimetoxi-3’-metil-1’-hidroxinaftol-4’-il)-3,4-dihidro-3-metil-3,8,9-trihidroxi-
1(2H)-antracenona que se muestra en la figura 45.

34.2. COMPUESTO H1.
3.4.2.1. Determinacién de la pureza:

a). Punto de descomposicién: 175 °C.
Punto de carbonizacién: 225 °C.,
b). CCF: Utilizando como eluente 1b.
Rgde 0.36

¢). CCEF de fase reversa: Utilizando como eluente 2b.
R¢de 0.47

d). CLAR analitico: Utilizando el programa 3b.
tg de 3.79 (fig. 46).

3.4.2.2. Elucidacion de la estructura:

a). UV-Visible en metanol Merck (fig. 47).

b). Espectro de Masas por impacto eléctronico (fig. 48).

¢). Espectro de 'H RMN, usando CDCl; como solvente
(figs. 49, 50, 51). ,

d). Espectro de 13C RMN, usando CDCl; como solvente
(fig. 52, 53).

e). Espectro DEPT 135 (fig. 54).

f). Espectro COSY (figs. 55, 56,57).
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Fig. 45. Compuesto G (7-(2'-acetil-6',8'-dimetoxi-3'-
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Current Chromatogram(s)
mAT ] DAD1 A, Sig=#10,4 Ref=550,50 of 010-0101.D

¢

) 2.5 5 7.5
mAU DADTA, Sig=a§_a4aef=sso.so of 015-0101.D

17.5
15
12.5 -

b 10-:

7.5 1

2.5 3 j

0 At . : ﬁ\;\,—‘*ﬁ—x
255 - 7.5 i
mAU ] DAD1 A, Sig#ﬁ.«i Ref=550,50 of 027-0201.D

1.1 4

e

064 . ¥

0.1 4

|
25 - s 15 min

Fig. 46. Cromatogramas en CLAR (programa 3b).
a) Compuesto H1, b) Mezcla H,
¢) Compuesto H2.
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Fig. 49. Espectro 'H RMN del compuesto H1 (0-17 ppm).
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Fig. 50. Espectro TH RMN del compuesto H1 (0.0-4.5 ppm).
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Fig. 52. Espectro 13C RMN del compuesto H1 (0 -205 ppm).
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CH, OH

Fig. 58. Compuesto H1 (7-(3',4'-dihidro-7",9'-dimetoxi-1',3'-dimetil-
10'-hidroxi -1'H-nafto (2',3'-c') pirano-5'-il) -3,4-dihidro-3-
metil-3,8,9-trihidroxi-1(2H)-antracenona).
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La estructura propuesta para el compuesto H1 es 7-(3’,4’-dihidro-
7°,9’-dimetil-10’-hidroxi-1’H-naftol(2’,3’-c’)pirano-5’-il)-3,4-dihidro-3-
metil-3,8,9-trihidroxi-1(2H)-antracenona como se muestra en la figura 58.

3.4.3. COMPUESTO H2.

3.4.2.1. Determinacion de la pureza:

Punto de descomposicién: 175 °C.
Punto de carbonizacién: 225 °C.

. CCF: Utilizando como eluente 1b.

R¢de 0.36
CCF de fase reversa: Utilizando como eluente 2b.
Rede 0.43

. CLAR analitico: Utilizando como eluente 3b.

ta de 4.08 (fig. 46).

3.4.2.2. Elucidacion de la estructura:

UV-Visible en metanol Merck (fig. 59).

. Espectro de Masas por impacto eléctronico (fig. 60).

Espectro de 'H RMN, usando CDCl; como solvente
(fig. 61, 62, 63).

. Espectro de 13C RMN, usando CDClg como solvente

(fhig. 64, 65).
Espectro COSY (fig. 66, 67, 68).
Espectro HMQC (fig. 69).

La estructura propuesta para el compuesto H2 es 7-(3’,4’-dihidro-
7°,9’-dimetil-10’-hidroxi-1’H-naftol(2’,3’-c’ )pirano-5’-il)-3,4-dihidro-3-
metil-3,8,9-trihidroxi-1(2H)-antracenona como se muestra en la figura 70.
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Fig. 61. Espectro 1H RMN del compuesto H2 (0 -17 ppm).
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Fig. 70. Compuesto H2 (7-(3',4'-dihidro-7',9'-dimetoxi-1',3'-dimetil-
10'-hidroxi -1'H-nafto (2',3'-c') pirano-5'-il) -3,4-dihidro-3-
metil-3,8,9-trihidroxi-1(2H)-antracenona).
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35. PREVALORACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA.

35.1. BIOENSAYO DE LETALIDAD DE LARVAS DE Artemia
salina:

Este bioensayo se realiz6 a los compuestos puros A, B, H1 y H2, asi
como a la mezclas Hy E.

Compuesto A DLso =49.99 ppm (73.08 - 26.12 ppm).
Compuesto B DLso = 4.44 ppm ( 8.64 - 1.35 ppm).
Compuesto H1 DL50 = 12.30 ppm (58.00 - 8.30 ppm).
Compuesto H2 DLso = 9.88 ppm (14.60 - 5.40 ppm).
Mezcla H DLso = 7.20 ppm (15.90 - 3.50 ppm).
Mezcla E DLso = No activa.

3.5.2. DETERMINACION DEL GRADO DE INHIBICION DE LOS
COMPUESTOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATALASA.

Se determiné el 100 % de actividad de la catalasa sin el compuesto,
resultando 28.378 U/mL y en base a ello se calculé el porcentaje de
inhibicién del compuesto sobre la catalasa. Esta determinacién se realizé a
los compuestos puros A y B, asi como a la mezcla H.

El compuesto A en una concentracion de 37.037 M, origin6 un

16.81 % de inhibicién.
El compuesto B en una concentracién de 19.607 pM, mostré un

4.56 % de inhibicién.
La mezcla H en una concentracién de 36.764 UM, no presenté

inhibici6n.
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CAPITULO 4
DISCUSION

41. OBTENCION Y PREVALORACION DE LOS
EXTRACTOS.

En el presente trabajo se realiza un estudio quimico biodirigido de la
raiz de K. parvifolia, para lo cual se realizaron extracciones utilizando
solventes no polares, poco polares y polares para obtener la mayoria de los
componentes de la raiz de esta planta. Se obtuvo el extracto de éter de

petréleo (EEP), el extracto de acetato de etilo (EAcOEt) y el extracto
metandlico (EM) respectivamente; las extracciones se realizaron por

agitacién mecénica y a una temperatura de 25°C, ya que se ha observado
que a temperaturas mayores de 40°C los compuestos obtenidos de frutos de
plantas del género Karwinskia presentan descomposicién.

Debido a que se realizd el bioensayo de letalidad de larvas de
Artemia salina como un método preliminar para detectar la toxicidad, se

pudo seguir una ruta biodirigida en la separacién de los extractos obtenidos
de la raiz de K. parvifolia, de los cuales los EEP y EAcOEt resultaron

activos, por lo que se escogieron para proseguir con nuestra investigacion.

4.2. COMPUESTOS OBTENIDOS DEL EEP.

El extracto de éter de petréleo se fraccioné de acuerdo con el
diagrama 3, obteniéndose los compuestos A, B y E, los cuales se
sometieron a la determinacién de la pureza. Los compuestos A y B en CCF
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se revelaron con KOH en etanol, lo que nos indicé la presencia de
hidroxiantraquinonas.

El compuesto E al ser analizado por CCF (eluente 1c), asi como por
CCF en fase reversa (eluente 2a), se observé como una sola mancha; sin
embargo en base al anilisis por CLAR (t; y pureza espectral) demostré ser
una mezcla de 2 compuestos con tg muy cercanos (fig. 42). Dado que esta
mezcla no resulté ser activa no se prosiguié con su purificacién e
identificacién.

42.1. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL
COMPUESTO A:

En el Espectro de Masas del compuesto A se observa un ién
molecular de 540 (fig. 12), con lo que supusimos que se trataba de una
molécula dimérica; ademds aparecen picos a 525 que es pérdida de metilo y
a 226 que nos indica la pérdida de uno de los monémeros. Esto, junto con
el resultado del revelado con KOH y el conocimiento de otros metabolitos
semejantes aislados previamente, permiti6 sugerir que se trataba de algin
derivado hidroxiantraquinénico de la T544 con férmula molecular de
C32H280s, con lo que nos resulta un total de 19 insaturaciones.

Al analizar el espectro de 'TH RMN (figs. 13, 14, 15, 16, 17, 18) se
observaron 17 sefiales, 3 estdn a campos muy bajos (9.71, 12.02 y 12.38
ppm) que corresponden a los oxidrilos fen6licos 10°, 1 y 8 respectivamente
de la estructura propuesta, siendo el 1 y 8 menos apantallados por su
atraccién con el grupo carbonilo. Después se observa la zona de los H
arométicos entre 6.15 y 8.00 ppm: menos desplazados se observan 2
dobletes con una J pequeifia (2.1 Hz, particién meta) y que corresponden a
los H de las posiciones 8’ y 6’ y més desplazados estan dos dobletes con
una J = 7.6 Hz a 7.67 y 8.00 ppm que corresponden a los H de las
posiciones 5 y 6. También en esta zona se observan a 7.15 un singulete y
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7.73 un doblete (particion en meta), que integran cada uno paraun H y
corresponden a los H de las posiciones 2 y 4 (fig. 15). La zona de los H
alifsticos comprende de 1.26 a 5.27 ppm, siendo la sefial mas desplazada un
cuarteto que integra para un H (J=6 Hz) que corresponderia al H-1’
(fig. 18). Se observan dos singuletes que integran para tres H cada uno a
4.07 y 3.64 ppm que corresponden a los H de los metoxilos (9’ y 7°) (fig.
14). A 3.73 ppm, se observa un multiplete que integra para un H (3’) (fig.
17). A mayor campo (2.51 ppm) se observa un singulete que integra para
tres H que corresponde a el metilo de la posicién 3, luego se observa un
doble doblete distorsionado (2.25 ppm) que integra para dos H que
corresponderia a los H quimicamente diferentes del CH2 de la posicion 4’
(fig.16). A 1.70 y 1.26 ppm se observan dos dobletes que integran para tres
H cada uno y corresponderian a los metilos de las posiciones 1’ y 3’
respectivamente, de la estructura propuesta.

El espectro de 13C RMN (fig. 19, 20) muestra 32 sefiales. Las mds
desplazadas estdn a 182.46 y 193.23 ppm que corresponden a los grupos
carbonilo de las posiciones 10 y 9. Se observa la zona aromética de 97.58 a
163.25 ppm y por debajo de 80 ppm se encuentra la zona alifatica donde se

aprecian las seifiales de los C metoxilos 9" y 7’ (56.75 y 55.59 ppm).

En el espectro DEPT 135 (fig. 21) se observa una sefial negativa a
37.25 ppm que corresponderia al inico CH2 de la molécula.

En el espectro COSY (fig.22, 23, 24) se observan las correlaciones
entre 1’H-1’CH3,-3’H-3’CH3, 3’'H4’CH2, 6’H-8’H (posici6n meta), SH-
6H, 2H-4H (posicién meta), las cuales nos ayudaron a establecer las
correlaciones para asignar las sefiales de la estructura propuesta.

En el espectro HMQC (fig. 25). Se observan las correlaciones H-C
de 3’-CH3, 1’-CH3, 4’-CHz2, 3-CH3, 7’-OCH3, 3’H-C, 9°-OCH3, 1'H-C, 8’
H-C, 6’H-C, 2H-C, 5H-C, 4H-C, 6H-C, que nos ayudaron a establecer la
estructura.
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Con los datos espectroscopicos se llegd a establecer que el
compuesto A (fig. 26) es el 7-(3°,4’-dihidro-7’,9’-dimetoxi-1’,3’-dimetil- 10’-
hidroxi-1"H-nafto(2’,3’-C’)pirano-5’-il)-3-metil-1,8-hidroxiantraquinona.

422, ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL
COMPUESTO B:

En el espectro de masas (fig. 29) que se realizé para el compuesto B,
resulté un ién molecular de 510, que seria una diferencia de m/e 30
(posiblemente un CH30-) con respecto al obtenido para el compuesto A,
también se observa pico base de 495 que seria pérdida de metilo. La
férmula molecular propuesta es C31H2607, con lo que resultaron 19
insaturaciones en la molécula.

En el espectro de TH RMN (figs. 30, 31, 32, 33, 34, 35) se observan
17 sefiales al igual que en el compuesto A pero la diferenciacon respecto a
éste es la desaparicién de una seiial en la zona alifética, la de 3.64 ppm (fig.
31), que corresponderia al metoxilode la posicién 7° y la aparicién de una

sefial en la zona aromdtica que integra para 1H como doble doblete con
J=7.9y 8.8 (fig. 32).

El espectro de 13C RMN (fig. 36) muestra 31 sefiales, una sefial
menos que para el compuesto A en la zona de los C alifiticos,en donde
aparece s6lo una sefial del metoxilo (9°).

En el espectro DEPT 135 (fig. 37) se observa a 37.22 ppm una seiial
negativa que corresponderia al inico CH2 de la molécula.

En el espectro COSY (figs. 38, 39, 40) se obsefva las correlaciones
entre 1’H-1CH3, 3’H-3’CH3, 3’H-4’H, 7"H-6’H-8’H, 4H-2H.
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Con los datos espectroscépicos se llegé a establecer que el
compuesto B (fig. 41) es el 7-(3’,4’-dihidro-9’-metoxi-1’,3’-dimetil-10’-
dimetil-10’-hidroxi-1’H-nafto(2’,3’-c’)pirano-57-il)-3-metil-1,8-
hidroxiantraquinona.

43. COMPUESTOS OBTENIDOS DEL EAcOEt.

El extracto de acetato de etilo se fraccion6 de acuerdo con el
diagrama 4, obteniéndose los compuestos que se denominaron G, H1 y H2,
a los cuales se les determiné la pureza. Aunque los compuestos H1 y H2

presentaron Ry iguales en CCF, al ser analizado en el CLAR analitico
(programa 3b) se observa (fig. 46) que presentan diferente tp, por lo que no

se tratan de la misma molécula.

El compueto G al ser analizado por CLAR (programa 3b) presentd
un ty de 2.894 y al correr un estandar de T516 en las mismas condiciones,
se observé que presentaba el mismo tg, por lo cual se realizé un andhisis
espectral de ambos compuestos, observidndose la sobreposicién de los
mismos (fig, 43).

4.3.1. VERIFICACION DE LA IDENTIDAD DEL COMPUESTO G.

Para confirmar la identidad del compuesto G, que como ya se
mencion6, de acuerdo con el andlisis cromatografico y espectral (arreglo de
diodos) resulté ser la T516, se realizé un TH RMN.

En el espectro 1H RMN (fig. 44) se observan 135 sefiales. Las sefiales
a campos bajos (16.05, 9.91 y 9.66 ppm) corresponden a los oxidrilos
fenélicos de las posiciones 9, 8 y 1°, siendoel 9 el menos apantallado por
ser atraido por el grupo carbonilo. En la zona aromaética, de 7.36 a 6.24
ppm, se observan 5 sefiales (6H, 5H, 10H, 7°H, 5’H) y a mayores campos
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se observan 7 sefiales ( 8’-OCH3, 6’-OCH3, 2-CHz2, *-CH3, 3’-CH3, 4-CHz,
3-CH3) en la zona alifética por debajo de 4.08 ppm.

4.3.2. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DE H1'Y H2.

Los compuestos H1 y H2 en el espectro de masas (figs. 48 y 60),
presentan el mismo ién molecular de 544, asi como los iones 526 (-Hz20), el
511 (-CH3) y el 240 que nos indica la pérdida de un mondmero. La férmula
molecular propuesta es C32H320s con lo que resultan 17 insaturaciones.

En el espectro de 'H RMN los compuestos H1 (figs.49, 50, 51) y
H2 (figs. 61, 62, 63) presentan 18 seiiales las cuales estdn distribuidas de la
siguiente manera: a campos bajos encontramos tres singuletes que integran
para un H cada uno y que corresponden a los oxidrilos fenélicos de las
posiciones 9, 8 y 10’ (H1: 10.00, 9.78, 9.58 ppm) (H2: 16.07, 9.86 y 9.67
ppm), siendo el 9 el menos apantallado por ser atraido por el grupo
carbonilo. La zona aromaética comprende de 7.50 a 6.00 ppm, con 5
sefiales: dos dobletes que integran para un H cada uno y corresponden a los
H de las posiciones 5 y 6 (H1: 7.36, 7.24 ppm) (H2: 7.44, 7.32 ppm) y tres
singuletes que integran para un H cada uno, que corresponderian a 10, 8’ y
6’ (H1:7.20, 6.37, 6.20 ppm) (H2: 7.15, 6.44 y 6.25 ppm). A campos altos
encontramos la zona alifdtica por debajo de 5.50 ppm, con 10 seiiales; la
mds desplazada es un cuarteto que integra para un H y corresponde a el H
de la posicién 1’ (H1: 5.19 ppm) (H2: 5.27 ppm). Se observa un multiplete
que integra para un H y corresponderia al H-3’ (H1: 3.65 ppm) (H2: 3.73
ppm), dos singuletes que integran para tres H cada uno que
corresponderian a los metoxilos de las posiciones 9° y 7° (H1: 3.98, 3.52
ppm) (H2: 4.05, 3.59 ppm). Otros dos singuletes que integran para dos H
cada uno se observan y corresponden a los CH2 de las posiciones 4 y 2
(H1:3.11, 2.85 ppm) (H2: 3.18, 2.92 ppm), asi como un doble doblete que
también integra para dos H y corresponde al 4’ (H1: 2.28 ppm) (H2: 2.38
ppm). También en esta zona, m4s apantallados, se observan dos dobletes
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que integran para tres H cada uno de los metilos de las posiciones 1’ y 3’
(Hi: 1.63,1.16 ppm) (H2: 1.71, 1.23 ppm) y un singulete que integra para
tres H y corresponderia al metilo de la posicién 3 (H1: 1.46 ppm) (H2: 1.54

ppm).

En el espectro de 13C RMN ambos compuestos, H1 (figs. 52, 53) y
H2 (figs. 64, 65), presentan 32 seiiales. A campos muy bajos se observa la
sefial del carbonilo de la posicién 1 (H1: 203.41 ppm) (H2: 203.35 ppm), de
la estructura propuesta. En la zona aromdtica, de 170.00 a 95.00 ppm, se
observan 21 sefiales y en la zona alifatica, de 75.00 a 0.00 ppm, se observan
10 senales. En la figura se ven las asignaciones, faltando algunas de C
cuaternarios que para asignarlas correctamente se necesita de técnicas de
RMN de acoplamientos H-C a larga distancia, como el HMBC, que durante
el transcurso de la tesis no se pudieron llevar a cabo.

En el espectro DEPT 135 , tanto en H1 (fig. 54) como en H2, se
observan los tres CH2 (como sefiales negativas) que presenta la molécula en
las posiciones 2,4y 4.

En el espectro COSY (figs. 55, 56, 57, 66, 67, 68) se observan las
siguientes correlaciones: 6H-5H, 8'H-6’H (posicién meta), 1’H-1’CH3, 3’'H-
3’CH3, 3’'H-4’H y 4CH2-2CH2 (posicion meta). Estas nos ayudaron a
establecer las posiciones de la estructura propuesta.

En el espectro HMQC (fig. 69) se observan las correlaciones C-H de
3’-CH3, 3-CH3, 1’-CH3, 4’-CHz2, 2-CH2, 4-CHz, 7°-OCH3, 9’-OCH3, 1’-CH,
6’-CH, 8’-CH, 10-CH, 5-CH, 6-CH que nos ayudaron a establecer la
estructura.

Con los datos espectroscépicos llegamos a establecer que los
compuestos H1 (fig. 58) y H2 (fig. 70) tienen la misma estructura planar,
que es 7-(3’,4’-dihidro-7’,9’-dimetoxi-1’,3’-dimetil-10’-hidroxi-1’H-
nafto(2’,3’-c’)pirano-5°-il)-3,4-dihidro-3-metil-3,8,9-trihidroxi-1(2H)-
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antracenona (T544, tullidinol), pero diferente arreglo espacial que puede
originarse en los carbonos quirales 1°, 3’, 3 o en el impedimento rotacional
alrededor de la unién bifenilica5’, 7 (atropoisomerismo). Para llegar a
establecer la estereoquimica de estos compuestos, se deberén realizar otros
estudios de RMN de doble dimensién como el NOESY y la difraccién de
rayos X.

Con el aislamiento e identificacionde H1 y H2 se confirma la
presencia del complejo T544 en las raices de K. parvifolia, ademés de T516.
Se debe tener presente que la T544 estd ausente en los frutos de esta
especie, como se menciona en la introduccién. Ademas, éste es el primer
trabajo donde se aislan e identifican dos isémeros de 1a T544. Por otra parte
no se encontraron cantidades perceptibles de peroxisomicina Al,
peroxisomicina A2 ni T496 que son los compuestos mayoritarios en los

frutos de K. parvifolia.

44. PREVALORACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS.

44.1. BIOENSAYO DE LETALIDAD DE LARVAS DE Artemia
salina.

Esta es una técnica sencillay rdpida, facilmente adaptable a los
laboratorios convencionales, resultando una herramienta itil para tener una
idea de la actividad de los compuestos aislados, ya que se ha observado una
correlacién entre la toxicidad celular y la toxicidad que presenta este
bioensayo(25:26),

Este bioensayo se realiz6 con los compuestos A, B y E aislados del
EEP. El compuesto E, que result6 una mezcla de dos compuestos, no

presenté actividad en el rango de concentraciones probadas, por lo que no
se prosigui6 con su purificaciény elucidacién de la estructura. Se puede
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concluir que los responsables de la actividad en este extracto son los
compuestos hidroxiantraguinénicos A (DLso = 49.99 ppm) y B (DLso =
4.44 ppm), que son idénticos a los aislados en México por Fernandez y cols.

en 199524 y de los cuales ellos no reportan actividad biol6gica para los
mismos.

De los compuestos aislados del EACOEt, se realizé el ensayo tanto
con la mezcla H, como con los compuestos puros H1 y H2, de los cuales
todos resultaron activos en el rango de las concentraciones probadas. Dado
que es la primera vez que se aislan estos isémeros y debido a la actividad
reportada para el complejo T544(10, 11)  resultard interesante realizar mas
bioensayos en cultivo celular y animales de laboratorio para establecer la
neurotoxicidad de cada uno de ellos.

4.4.2. DETERMINACION DEL GRADO DE INHIBICION DE LOS
COMPUESTOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE CATALASA.

Este se realizé a los compuestos A y B, asi como a la mezcla H. Los
compuestos A (37.037 uM) y B (19.607 uM), originaron un 16.81 y 4.56
porciento de inhibicién respectivamente; a concentraciones mayores el
H202 interfiere oxidando los compuestos. El porcentaje de inhibicién es
muy bajo, lo cual era de esperarse por ser compuesto de tipo
antragquinénico como lo son el crisofanol y la emodina los cuales se usan
como control negativo en la inhibicién de la catalasa.

En cuanto a la mezcla H se lleg6 a una concentracién de 36.764 pM

sin presentar inhibicién apreciabley a concentraciones mayores el H202
oxida los compuestos.

Esta determinacién como ya se mencioné en la introduccidn, se
utiliza de rutina en el control de calidad de la T514 o Peroxisomicina Al, la
cual a una concentraciénde 10 pM inhibe al 100 por ciento la catalasa. Se

108



ha demostrado que a mayor semejanza estructural con ésta mayor grado de
inhibicién, lo cual se reafirma con los resultados obtenidos para los

compuestos probados A, B y H (Tabla 2).

Cabe mencionar que en las raices examinadas no se encontrd el
compuesto 7° desmetoxilado de la T544 reportado por Yussim y cols.(24)
quienes sefialan, que el porcentaje de este compuesto el cual encontraron en
las raices de las diferentes plantas estudiadas es muy dependiente de la
especie, de esta forma se puede pensar que en la raiz de la K. parvifolia
esté ausente o en cantidades por debajo de nuestro limite de apreciacién.
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CONCLUSIONES

- Se siguié una ruta biodirigidaen la separacién de Jos extractos
obtenidos de la raiz de K. parvifolia, de los cuales los EEP y EAcOEt
resultaron activos.

- Apartir del EEP se aislaron, purificaron y caracterizaron dos
compuestos hidroxiantraquinénicos.

- El compuesto A con un PM de 540 es el 7-(3’,4’-dihidro-7",9’-
dimetoxi-1’,3’-dimetil-10’-hidroxi-1’H-nafto(2’,3’-c’)pirano-5’-il)-3-metil-
1,8-hidroxiantraquinona.

- El compuesto B con un PM de 510 es el 7-(3’,4’-dihidro-,9’-
metoxi-1°,3’-dimetil-10’-hidroxi-1’H-nafto(2’,3’-c’)pirano-5’-il)-3-metil-1,8-
hidroxiantraquinona.

- El compuesto E aislado también del EEP, result6 ser una mezcla de
2 compuestos con tR muy cercanos. No es una hidroxiantraquinonas y no
presenté actividad biolégica.

- A y B resultaron con actividad en el bioensayo de letalidad de
larvas de Artemia salina, pero no inhibieron significativamente la actividad
de la catalasa.

- A partir del EAcOEt se aislaron, purificaron y caracterizaron tres
COMPpUESLOs antracenonicos.

- El compuesto G resulté ser la T516 ya descrita en la literatura por
Dreyer y col. en 1975.

- El componente principal de la raiz que en CCF tiene el mismo Rf,
color y caracteristicas de fluorescencia de la T544 descrita por Dreyer
result$ ser una mezcla de 2 estereoisémeros (H1 y H2).

- H1 y H2 se aislaron e identificaron por primera vez y resultaron
muy activos en el bioensayo de letalidad de larvas de Artemia salina.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios en cultivos celulares a los compuestos que
resultaron activos en el bioensayo de letalidad de larvas de Artemia salina
(A, B, H1 y H2) y correlacionar los resultados obtenidos.

Realizar estudios para establecer la estereoquimica de H1 y H2
mediante el empleo de técnicas de RMN (como el NOESY) y/o la
difraccién de Rayos X.

A partir del conocimiento de la estructura de los compuestos de la

raiz de la K. parvifolia, seria interesante realizar otros estudios que llevena
establecer las posibles vias fisiolégicas de transformacion de los mismos.
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PERFILES DE CURVA DE GRADIENTE

Condiciones finales

Composicién

de eluente 0 12345 6

velpcidad de

i 7 87910 11

Condiciones iniciales ///
6
Tiempo

Numero de curva Efecto

1

2a5

7al0

11

Inmediatamente toma las
condiciones especificadas.

Curva de gradiente convexa.

Curva de gradiente lineal.
Curva de gradiente concava.

Mantiene las condiciones iniciales
hasta la siguiente etapa.
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