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1. INTRODUCCION

Las plantas contienen compuestos con propiedades anti-radicales libres,
fundamentalmente los compuestos antioxidantes de origen natural se dirigen hacia los radicales
hidroxilo y superoxido, especies altamente reactivas implicadas en modificacion de la sintesis de
eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-inflamatoria), de prevenir la agregacion
plaquetaria (efectos antitromboticos), entre otras; se sabe que la capacidad antioxidante de los
productos naturales también puede prevenir la enfermedad de Alzheimer (Martinez-Florez, et al
2002). Es asi que Eysenhardtia platycarpa ha sido estudiada mediante el ensayo del radical libre
DPPH encontrando que su extracto metandlico de las hojas mostré un porcentaje de reduccion
del radical libre de 68.15 % a la concentracion de 1000 ppm (Dominguez-Villegas, et al 2013).
En la presente investigacion se trabajo sobre la fraccion metandlica obtenida de la cromatografia
en columna del extracto metanolico de las hojas de E. platycarpa (F2A-NAT). Debido a la alta
polaridad de los componentes, se decidio realizar la reaccion de acetilacion (Andrade-Carrera, et
al 2017). Tanto la fraccién natural como la acetilada (F2A-NAT y F2A-ACET) fueron evaluadas

sobre su potencial antioxidante con el radical libre DPPH.



2. MARCO TEORICO

2.1 Radicales libres

Los radicales libres (RL) son especies reactivas que poseen un electrén desapareado en su
ultimo orbital, son altamente inestables y reaccionan con biomoléculas, especialmente con
moléculas que componen las membranas bioldgicas, proteinas y los acidos nucleicos. El radical
libre sustrae el electron de una molécula estable, que a su vez queda con un electron desapareado,
este nuevo RL formado tiene la capacidad de abstraer el electron de otro compuesto, iniciando asi

una reaccion en cadena (Saavedra, et al 2010).

Los RL se producen de manera endégena a partir del Oz, por reacciones de transferencia
de electrones que involucran la cadena respiratoria, la fagocitosis, reacciones del reticulo
endoplasmico, la accion enzimaética de xantina oxidasa y la sintesis de prostaglandinas, en la
reaccion de Fenton que involucra metales de transicion como él ion ferroso y otras fuentes
exogenas como la contaminacion ambiental, la exposicion a radiaciones ionizantes, el tabaco, los
medicamentos, los aditivos quimicos en alimentos procesados y algunos xenobidticos como
pesticidas, herbicidas y fungicidas (Saavedra, et al. 2010; Sanchez-Valle, & Méndez-Sanchez,
2018).

2.1.1 Especies reactivas de oxigeno

El oxigeno molecular (O>) tiene dos electrones desapareados en su ultimo orbital, debido
a esto puede dar origen a especies reactivas de oxigeno (ERO), entre los cuales se encuentran: el
anion superoxido (Oz-), el anion peréxido (O2-2), el radical perhidroxilo (HO2), el radical
hidroxilo (*OH), oxigeno singulete (O.) y especies de radicales no libres, tales como peroxido de
hidroégeno (H20.). Las ERO poseen distintos grados de reactividad, siendo el radical *OH el mas
reactivo por su capacidad de reaccionar con casi cualquier molécula: proteinas, acidos nucleicos,
fenoles y azucares, en la tabla 1 se muestran las reacciones de la formacion de las ERO (Torres
2002; Birben et al. 2012).



Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y su ecuacion de reaccion.

Radical libre Formula Reaccion
Anién superoxido Oz NADP + 20, <> NADP* +
202.+ H*
207.+ H" — Oz + H202
Peroxido de hidrogeno H20: Hipoxantina + H20 + O3

Xantina + H20>

Xantina + H20 + Oz acido

arico + H20-
Radical hidroxilo OHe Fe?* + H,02 — Fe®* + OH +
*OH
Acido hipocloroso HOCI H,0 + CI- — HOCI + H0
Radical peroxilo ROO- Re + O2 — ROO-
Radical hidroperoxilo HOO- 02 + H.O HOO: + OH"

2.1.2 Dafios de los Radicales libres sobre las macromoléculas biol6gicas

Las ERO dafian a las estructuras celulares, como los lipidos, proteinas y ADN, que
afectan la permeabilidad y fluidez de la membrana celular, asi como la desestabilizacion de las
funciones de proteinas y mutaciones en &cidos nucleicos, ademés de causar disfunciones
mitocondriales y dafios al ADN mitocondrial (Lin, & Beal, 2006). A continuacién se muestra en

la tabla 1 los posibles dafios causados a las biomoléculas por ERO.



Tabla 2. Dafios a las biomoléculas producido por las ERO

Biomoléculas Dafio Autor
Lipidos Lipoperoxidacion: reaccion en (Venereo-Gutiérrez, 2002; Birben
cadena, desencadenada por la et al. 2012).

oxidacion de acidos grasos poli-
insaturados de la membrana
celular, formando el radical
peroxilo (ROO-) y aldehidos
insaturados, que son capaces de
inactivar proteinas unidas a la
membrana y receptores.

Proteinas Oxidacion de residuos de los (Pedraza-Chaverri & Cardenas-
aminoacidos, rompimiento de los Rodriguez 2006).
enlaces peptidicos, la agregacion
entre proteinas y formacion de
grupos carbonilos.

ADN La 8-hidroxiguanina es el (Torres 2002; Kryston et al.
principal producto de oxidacion 2011).
de las bases nitrogenadas,
también hay rupturas de ADN de
una sola hebra y de doble hebra,
alteracion en la modulacion de la
expresion génica y en la

organizacion de la cromatina.

2.1.3 Estreés oxidativo y disfuncién mitocondrial

El estrés oxidativo se produce por un cambio en el equilibrio entre oxidantes y
antioxidantes, debido al agotamiento de los antioxidantes o la acumulacion de ERO.
El mayor dafio provocado por las ERO en la célula ocurre en la mitocondria, especificamente en
la cadena transportadora de electrones (CTE) en CI, Clll y el flujo de electrones inverso en el

Complejo 11, generando mas Oye (figura 1).



La modificacion del estado redox y el aumento de la produccion de ERO dentro de la
mitocondria, conlleva a dafios en los procesos extramitocondriales y la modulacién de fenémenos

celulares fundamentales como la autofagia y apoptosis (Apostolova & Victor 2014).

Fenton’s
reaction

Fe?* Fe*

Enzymatic antioxidant
defenses

sisauaboyied

Matrix

IMM

!
2H,0 | ADP+ Pi

IMS

H—1

Figura 1. Mecanismo de estrés oxidativo que afecta a la mitocondria
produciendo méas Oye

2.1.4 Enfermedades asociadas al estrés oxidativo

Las células de los tejidos difieren en la susceptibilidad hacia el ataque de las ERO
producidos por la disfuncion mitocondrial, los méas susceptible a este ataque son, el sistema
nervioso central (SNC), musculo liso y cardiaco. Las ERO producidos, tienen implicaciones
importantes en la sefializacion citosélica, como la estimulacién de fosfolipasas A2 (PLA2),
liberacion de acido araquidonico, el flujo intracelular de Ca*?, entre otros, de esta manera se



desencadenan sefiales oxidativas implicadas en distintas patologias como se muestra en el

siguiente esquema (Gilgun-Sherki et al. 2001; Kryston et al. 2011; Apostolova & Victor 2014).

Antioxidantes

enddgenos Sin dafio
molecular

- _ Dafio
ROS - *  oxidativo

Reparacion,
degradacion

{ Dafio )
molecular Pato!oglas
Parkinson,
Alzheimer, artritis

k ? reumatoide,
ADN

enfermedades
Lipidos

cardiovasculares,
Peroxidacion Mutacion, lesion

Antioxidantes
exogenos

diabetes, cancer

Proteinas
Inactivacion, desnaturalizacion

Figura 2. Enfermedades asociadas al estrés oxidativo debido al dafio a las biomoléculas por las ERO.

2.2 Antioxidantes como preventivos de enfermedades

Las células contrarrestan el dafio provocado por las ERO mediante distintos mecanismos
de defensa, incluyendo eliminadores de RL exdgenos adquiridos en la dieta diaria y las enzimas

antioxidantes endogenas (Kryston et al. 2011).



Los antioxidantes son moléculas que pueden prevenir la formacion incontrolada de radicales
libres o inhibir sus reacciones con biomoléculas, con el objetivo de mantener el equilibrio
prooxidante/antioxidante. (Venereo, 2002).

La propagacion y el inicio de la reaccion en cadena de los RL es interrumpida por la donacién de

electrones o de hidrogeno del antioxidante (Hamid et al. 2010).

2.2.1 Clasificacion de antioxidantes

Estos pueden clasificarse segun el mecanismo de accion en;

a) Primarios, previenen la formacion de RL

b) Secundarios, inactivan los RL ya formados

c) Terciarios, reparan el dafio oxidativo principalmente el ocasionado al ADN.

Los antioxidantes primarios son el primer nivel de proteccion e impiden la formacién de
RL mediante la descomposicion del H202 o la quelacion de los metales. Estos antioxidantes son
enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx),
transferrina o ceruloplasmina. La SOD dismuta el oxigeno para formar H.O; y la CAT o GPx

catalizan la reaccion formando H20 como se muestra en la figura 3 (Saavedra et al. 2010).

oH*
Oy \ |
0 ¢ SOD
\ 4
S 2GSH - Ggsy
CAT "\
GPx
H20 H>.O

Figura 3. Mecanismo de accion de los antioxidantes primarios.



En los antioxidantes que eliminan o secuestran a los RL, se incluyen los agentes de bajo
peso molecular como: glutation, a-tocoferol, bilirrubina, la vitamina A, vitamina E, vitamina C y
compuestos fenolicos como los flavonoides, flavonas, flavononas, antocianinas y
fenilpropanoides. Estos inhiben el inicio de la cadena redox y rompen la propagacion de RL (Bi
Huet Brefia 2017; Pedraza-Chaverri and Cardenas-Rodriguez 2006).
Y por ultimo los de reparacion o “sintesis de novo” reparan los dafios y la reconstruccion de la
membrana como es el caso de las enzimas de reparacion del ADN, proteasas y transferrasas
(Polo de Santos, 2016).

2.2.2 Fuente de origen natural de compuestos antioxidantes

Las plantas son una fuente importante de antioxidantes naturales, que son aportados al
hombre por medio de la dieta. Se han encontrado compuestos antioxidantes en las plantas, como
la vitamina E, la vitamina C, el B-caroteno, compuestos fendlicos, entre otros (figura 4), que
inhiben la formacién de RL. La capacidad antioxidante de los productos naturales puede prevenir
o disminuir el deterioro celular y funcional del organismo, asi como también puede prevenir
diferentes enfermedades entre las cuales se encuentran los procesos inflamatorios, la enfermedad
de Alzheimer y diferentes tipos de cancer, entre otras (Garcia, et al 2001; Martinez-Florez et al
2002).

Tabla 3. Estructura de compuestos antioxidantes

Antioxidante Estructura
HsC CHs CHs CH; O
. . A YN H
Vitamina A
CHjz
Vitamina C
Vitamina E
Flavonoides




2.3 Eysenhardtia platycarpa Pennell & Safford descripcion botanica

Eysenhardtia platycarpa como fuente de agentes antioxidantes es un arbol de 10 m de
altura, con tronco de mas de 25 cm de didmetro, de corteza delgada y esponjosa; planta
moderadamente pubescente; hojas de 10 a 20 cm de largo; foliolos 15 a 25 pares, principalmente
de 10 a 18 mm de largo, pubescentes o casi glabros, con muchas glandulas pequefias, pedicelos
de 1 mm de largo y céliz de 3 a 3.2 mm de largo, siempre pubescente; corola 6 a 8 mm de largo,
los l6bulos al secarse se tornan con manchas o rayas rojizas; fruto 12 a 13 mm de largo o mas por
3.5 a 4 mm de ancho, glabro, glandular-punteado, ascendente en los racimos, se propaga
mediante semillas (Sagarpa, 2011).

Figura 4. Eysenhardtia platycarpa en su habitat

natural en Tetipac, Guerrero (Fotografia propiedad de
Gardufio Ramirez, M.L., tomada en 2007).

Figura 5. Flores de Eysenhardtia
platycarpa  tomado de Sagarpa. Flora
nectarifera y polinifera en el estado de
Chiapas.2011.

2.3.1 Distribucion Geografica

Es una especie caracteristica y abundante de la selva baja caducifolia, se distribuye en los
estados de Sinaloa, Nayarit, Colima, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Puebla y Oaxaca

Figura 6. Mapa de distribucion de E.
platycarpa en la Republica Mexicana
tomado de Enciclopedia of life
http://www.eol.org/pages/416264 2011.



http://www.eol.org/pages/416264

3. ANTECEDENTES
3.1 Productos naturales aislados de E. platycarpa

La especie vegetal Eysenhardtia platycarpa ha sido objeto de estudio anteriormente en el
grupo de investigacion. De esos estudios se logro el aislamiento y caracterizacion de 5 flavanonas
isopreniladas mayoritarias a partir del extracto metandlico de las hojas y las ramas de esta
especie: 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-flavanona (1) 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-
flavanona (2) 5,7-dihidroxi-6-prenil-flavanona (3), 5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-metoxi-flavanona
(4), 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenil-flavanona (5). Posteriormente se aislaron y se caracterizaron
otros compuestos de E. platycarpa: 3-O-Acetil-11a, 12a-epoxioleanan-28, 13B-olido (6), (+)
catequina (7), (+) catequina 3-O-B-D-galactopiranosido (8) en la figura 7 se muestran las
estructuras quimicas de estos compuestos (Narvaez-Mastache et al., 2006 & Narvaez-Mastache et
al., 2007),

Figura 7. Estructura quimica de los compuestos naturales
aislados de E. platycarpa
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3.1.2 Evaluaciones farmacoldgicas sobre extractos y productos puros de E. platycarpa

Se han reportado estudios sobre la actividad antioxidante con diferentes métodos de los extractos
metanolicos y compuestos de especies del género Eysenhardtia que incluyen a E. platycarpa y E.
subcoriacea (Narvaez-Mastache et al., 2008). Como se muestra en las tablas 4 y 5. De las 5
flavanonas preniladas aisladas, se han realizado estudios hipoglucemiantes, anti-inflamatorios,
actividad citotdxica y antioxidante, como se muestra en las tablas 6, 7 y 8 (Dominguez-Villegas
et. al 2013), asimismo se determind la actividad antioxidante de los compuestos 6, 7 y 8 (tabla 9)
y ademas se ha evaluado el efecto antidiabético de los extractos metanolicos de la planta E.
platycarpa (Narvéez-Mastache et al., 2007).

Tabla 4. Actividad antioxidante de los extractos de especies del género Eysenhardtia con el radical DPPH

tomado de Narvaez-Mastache et al., 2007.

Plant species part used AOA (ECso)? DPPH (ECsp)?
() CH2CI2 MeOH CH2CI2 MeOH
E. platycarpa Leaves (300) nd 28.3+£3.8 nd 102.3+£34
Branches (2500) nd 278+5.1 nd 79.6 £35
Bark (500) nd 216+29 nd 212+01
E. punctata Leaves (373) >100 86.4+11.2 690.2 + 8.7 946+48
Branches (1522) 88.6+6.9 56.7+7.3 476.7 £ 6.8 55.1+6.1
E. subcoriacea Leaves (1300) >100 26.2+5.8 >1000 435%05
Branches (920) 58.3+7.7 20847 113.5+28 39.8+05
Bark (550) 269+49 222+37 96.5+4.6 9.2+0.1

ECso= la concentracion de los extractos (ppm) requerida para reducir el 50% de a) la peroxidacion pancreatica
lipidica (expresada como actividad antioxidante= AOA) y b) absorcion del DPPH a 517nm.
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Tabla 5. Actividad antioxidante reportada para cumarinas y compuestos de tipo flavonoide de

Eysenhardtia subcoriace, tomado de Narvaez-Mastache et al., 2008.

Compound AOA ECso = SEM (uM) DPPH ECso + SEM (UM) GSH + SEM (ug GSH mg protein 1)
Untreated (0.88 + APPH (0.22 =
0.05) 0.06%)
Subcoriacin 9.11+11 51.2+23 0.99 + 0.05* 0.92 £ 0.05*
Epicatechin 11.4+£0.3 10.1+£25 1.02 £ 0.03* 1.09 £ 0.24*
Afzelechin 11.2+0.3 712+13 1.15+0.02* 1.01 +0.02*
Eriodictyol 37.1+£0.7 325+1.2 0.87£0.01 0.85+0.02
Quercetin 3-O-B-D-
) 7.3+0.6 16.8+2.3 0.86 £+ 0.09 0.85+0.06
galactopyranoside
Quercetin
18.1+11 143+1.1 0.88+£0.01 0.86 £ 0.02
(reference)

Cada valor representa la media de tres ensayos independientes + el error estandar de la media (SEM). * Turkey es una

prueba de comparacion multiple que muestra la diferencia significativa comparado con el grupo no tratado ( p < 0.001).

Tabla 6. Actividad anti-inflamatoria del extracto metandlico y flavanonas preniladas (1-5) tomado de

Dominguez-Villegas et. al., 2013.

Samples Percentage of anti-inflammatory activity (1mg/ear)
Methanolic Ext. Leaves 775+£10
1 122+1.1
2 68.4+15
3 66.7+1.1
4 46.4+15
5 75.3+15
Indomethacin 91.35+0.47
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Tabla 7. Actividad citotoxica (Artemia salina) tomado de Dominguez-Villegas et. al., 2013.

Samples Cytotoxic activity (Artemia salina)
Methanolic Ext. Leaves <17.78 ppm
1 >100 uM
2 >100 uM
3 >1000 pM
4 >10um
5 >100 pM
Vehicle No cytotoxic

Tabla 8. Actividad antioxidante con el radical DPPH de las flavanonas preniladas (1-5) tomado de

Dominguez-Villegas et. al., 2013.

Compounds Concentration
10 uM 100 uM 1000 pM
1 3.1+17 -11.0+10 174+21
2 4.0+0.08 46+1.0 20120
3 0.08£0.0 ©-21+07 79+ 1.7
4 0.2+0.0 21+0.9 7.7+ 12
5 -6.6+£0.1 -19+£10 43.1+£3.9*
Quercetina 2.7+0.9 74. £ 4.4* 92.9+0.0*
1 mM 10mM 100 mM
a-Tocopherol 21.6+4.3 60.0 £ 2.9* 63.5+3.1*

Cada valor representa la media de tres ensayos independientes + el error estandar de la media (SEM). * Turkey es una

prueba de comparacion multiple que muestra la diferencia significativa comparado con el grupo no tratado ( p < 0.001).
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Tabla 9. Actividad antioxidante con el radical DPPH y su efecto en el GSH pancreéatico de compuestos

aislados de E. platycarpa, tomado de Narvaez-Mastache et al., 2007.

GSH (ug GSH mg protein-1)

AOA DPPH
Compound 9 b
(ECs0) (ECs0) Untreated APPH
(0.89+0.15) (0.32 0.06%)
3-0O-Acetil-11a, 120~
) ) 21.2+22 >100 1.35+0.18* 1.13+0.17*
epoxioleanan-28, 13p-olide
(+) catequina 74+11 8.1+0.3 1.04 £0.22* 1.01+0.14*
catequina 3-O-B-p-
] ] 115+15 11.3+0.3 0.88 +0.07 0.87 £ 0.08
galactopiranoside
Quercetin 18.1+21 143+1.1 0.89+0.11 0.90+0.12
a-Tocoferol 395+15 103+2.4 1.06 £ 0.09* 0.99 + 0.06*

Cada valor representa la media de tres ensayos independientes + el error estandar de la media (SEM). * Turkey es una

prueba de comparacion multiple que muestra la diferencia significativa comparado con el grupo no tratado ( p < 0.001).
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4. JUSTIFICACION

Eysenhardtia platycarpa ha sido estudiada por el grupo de investigacion, se han aislados
compuestos de tipo flavonoide en el extracto metandlico; sin embargo, la fraccion méas polar del
extracto integro metandlico ain no ha sido estudiada. La presente investigacion busca
compuestos novedosos de la fraccion mas polar del extracto integro metanolico de E. platycarpa,
que presenten actividad antioxidante, debido a que los compuestos antioxidantes ayudan a
prevenir o disminuir el deterioro celular y funcional del organismo. Ademas se tiene como
finalidad, profundizar en el conocimiento quimico de la especie y caracterizar los compuestos por
medio de la reaccion de acetilacion de la F2A-NAT, permitiendo disminuir la polaridad de los
compuestos y poder aislar los que presenten mayor actividad antioxidante para futuras

investigaciones de uso farmacolégico.

5. HIPOTESIS

H1. La fraccion polar cuenta con metabolitos secundarios con actividad antioxidante
demostrada con el modelo de reduccion del radical libore DPPH y éstos compuestos pueden
resultar novedosos a partir de esta especie.

H2. La reaccion de acetilacion permitira la caracterizacion de los compuestos presentes en
la fraccion polar como derivados acetilados, debido a la sustitucion del grupo hidroxilo por el

grupo acetato, permitiendo la separacion de los compuestos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante del extracto integro metandlico de hojas de E.
platycarpa (EMEp), la fraccion polar metandlica natural (F2A-NAT), la fraccion 2A acetilada
(F2A-ACET) y los compuestos naturales y acetilados aislados, empleando el modelo de
reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

6.2 Objetivos particulares

6.2.1 Realizar la reaccion de acetilacion de la fraccion F2A-NAT

6.2.2 Determinar la actividad antioxidante del extracto integro metanolico de hojas de E.
platycarpa (EMEp), la fraccion polar metandlica natural (F2A-NAT) y la fraccion 2A acetilada
(F2A-ACET), empleando el modelo de reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH).

6.2.3. Aislar los compuestos presentes en ambas fracciones.

6.2.4. Determinar la actividad antioxidante de los compuestos aislados, empleando el modelo de
reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

6.2.5. Caracterizar el compuesto con mayor actividad antioxidante empleando las técnicas

espectroscopicas de resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN tH).
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7. DISENO EXPERIMENTAL

Del extracto metandlico de E. platycarpa, se realizdé un fraccionamiento con diferentes

disolventes: hexano (Hex), acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH), en las proporciones que

se presentan en las figuras 8 y 9, la fraccién en estudio se obtuvo con 100% MeOH.

Extracto
metandlico
|

— 100:00:00

— Ceras
BN 5 flavanonas

— 96:04:00
— 90:10:00

— 80:20:00

Eysenhardtia
platycarpa

(Hex:AcOEt:MeOH)

— 70:30:00

— 60:40:00

— 50:50:00

Fraccion mas
polar en estudio

(F2A-NAT)

Figura 8. Diagrama de disefio experimental, fraccionamiento del extracto
metandlico de E. platycarpa
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Fraccién polar del
extracto
metandlico de

E. platycarpa

Reaccién de Fraccion
acetilacion metandlica

F2A-ACET F2A-NAT

> . Purificacion de
Recuperacion de Concentracion en compuestos en

la fase organica el rotavapor CCEP

Obtencién de 6 Obtencion de 6
franjas de la franjas de la
F2A-ACET F2A-NAT

Procedimiento de la reaccion de

acetilacién

Determinacion de
Procedimiento de la fraccion la actividad
F2A-NAT antioxidante

Actividad antioxidante

Resonancia magnética nuclear

Resonancia
Magnética Nuclear

de los compuestos
mas activos

Figura 9. Diagrama de disefio experimental, purificacion de compuestos,
actividad antioxidante y resonancia magnética nuclear.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Consideraciones Generales

El monitoreo de las fracciones analizadas y el aislamiento de los productos de reaccion se
llevd a cabo por cromatografia en capa fina (CCF) en cromatofolios de aluminio TLC de silica-
gel 60 Foss Merck. Las cromatografias en capa fina preparativa (CCFP) se efectuaron en
cromatofolios de vidrio de alta resolucion HPTLC de silica-gel 60 Fzs4 de Merck de 2 mm de
espesor. Los métodos de visualizacion utilizando luz ultravioleta originada por una lampara
portatil Mineralight 254/366 nm modelo UVGL-25; y como reactivo cromogénico, una solucion
de 12 g de sulfato sérico amoniacal y 22 ml de &cido sulfarico concentrado en 350 g de hielo. Los

puntos de fusion se determinaran en un equipo Fisher-Johns.

Los espectros de resonancia magnética nuclear RMN de *H de los compuestos naturales
se obtuvieron a 500 MHz en un espectrometro Bruker, utilizando metanol deuterado (CD3sOD) y
los acetilados se obtuvieron a 500 MHz en un espectrometro Bruker utilizando cloroformo
deuterado (CDCl3) como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en partes por millon; las constantes de

acoplamiento (J) se encuentran en Hertz.

8.2 Técnicas de separacion cromatografica

La separacion de los compuestos se realizd por cromatografia en capa fina preparativa
(CCFP), tanto para los componentes de la fraccion natural (F2A-NAT) como de los componentes
de la fraccion acetilada (F2A-ACET), de acuerdo a la figura 10. El seguimiento de la separacién
de los compuestos de la F2A-NAT y F2A-ACET se llevo a cabo por cromatografia en capa fina

(CCF), reveladas con sulfato cérico amoniacal.

8.2.1 Separacion de compuestos de la F2A-NAT en CCFP

De la fraccién natural F2A-NAT se emplearon 200 mg que se aplicaron en una CCFP,
eluyendo en un sistema de disolventes 25:75 AcOEt: MeOH. Por consiguiente los compuestos

obtenidos de la CCFP se procesaron de acuerdo a lo estipulado en la figura 10.
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Cromatografia en capa fina preparativa

Aplicacion de la muestra en la CCFP

Colocacion de la CCFP dentro de la
camara de vidrio

Elucidacion de la fraccion en la

camara de vidrio

Seleccidn de los componentes en luz
ultravioleta

«

Raspado de las franjas seleccionadas
con los componentes de la CCFP

«

Agitacion de las franjas de silica en un
matraz bola por 24 horas.

Filtracion de la silica en un embudo de
vidrio ordinario de tallo corto,
empleando un filtro Whatman Num 1

Eliminacion del disolvente a través de
destilacion a presion reducida en un
rotavapor BUCHI

Figura 10. Diagrama de separacion de compuestos en CCFP
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8.3 Reaccidn de acetilacion de la fraccion F2A-NAT

La reaccion de acetilacion de los componentes, se realizo de acuerdo con lo descrito por
Andrade-Carrera, B. 2017, empleando 0.250 mg de la F2A-NAT, anhidrido acético (Ac20) y
piridina (Py). A continuacién se describe el procedimiento:

1. Con una espatula se coloco la materia prima en un matraz bola.
2. Se agrego: a) 2 ml de anhidrido acético, b) 1 ml de piridina, c) se utilizé un agitador

magnético y d) se coloco en una parrilla de calentamiento.

a) 2 ml de Ac,O con
pipeta (coloracion
blanco lechoso)

b) 1 ml de Py
(cambia a color
amarillo)

c¢) Colocar un
agitador magnético y
tapon septum

d) Se sujeta el matraz con pinzas
sobre una parrilla de
calentamiento y se deja en
agitacion durante 48 hrs a
temperatura ambiente

3. Transcurrido el tiempo de reaccion, detener la agitacion.

4. Destapar cuidadosamente el matraz de reaccion manteniendo el extractor y la luz prendida
de la campana.

5. Tomar con un capilar de vidrio largo un poco de la muestra de la reaccion y realizar una
cromatografia en capa fina, aplicando la materia prima y el producto de la reaccion.

6. En el matraz de reaccion se agregan a proximadamente 20 gr de hielo. Se formaran
solidos amorfos.

7. Seretira el agua y Py (residuos acuosos).
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8. Se lava el solido delgado en las paredes del matraz con acetato de etilo.
9. Se agrega sulfato de sodio anhidro.
10. Sin agitar se vacian los productos acetilados en un nuevo matraz lavando con AcOEt,

hasta tener 50 ml en el nuevo matraz.

8.3.1 Mecanismo de la reaccion de acetilacion

El mecanismo de la reaccidn propuesto para este tipo de reaccién, se muestra en la figura
11. El anhidrido acético es atacado por el par de electrones de la piridina, formando el intermedio
zwitterion 1a.l, asimismo conforma el intermedio 1a.ll debido a la pérdida de un ion acetato. Este
a su vez es atacado por el par de electrones del oxigeno del grupo hidroxilo de la posicion 6 del
compuesto por acetilar (en este ejemplo se trata de una flavanona) para proporcionar el
intermedio la.lll, que por abstraccion del proton forma el intermedio 1a.lV mas una piridina
protonada, la cual es neutralizada mediante el acetato que regenera la piridina neutra y el &cido
acético para formar el intermedio 1a.V que corresponde a un compuesto monoacetilado. Este
mismo mecanismo se espera para el caso de los compuestos que presenten hidroxilos acetilables
de la fraccion F2A-NAT.

s

OH (o}

Figura 11. Mecanismo de reaccion de la acetilacion de alcoholes.
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8.3.2 Recuperacion de la fase organica de la reaccion de acetilacion.

Para tratar de recuperar mas producto de la reaccion, se hace un lavado en un embudo de

separacion, en el cual se agrega hielo y se adicionan 50 ml de acetato de etilo, posteriormente se

realiza el procedimiento como se muestra en la figura 12.

Fase acuosa
contiene Py

Fase acuosa de HCI (1)

Fase acuosa de HCI (2)

Fase acuosa de Na,COs (1)

Fase acuosa de Na,COs (2)

Se mide el pH, si ain noes 7, se
lava con 50 mL de Na,COs3

Fase acuosa (1)

Fase acuosa (2)

Medir pH

Mezcla de reaccion
(volimenes iguales)

$

Fase
organica

4

Fase
organica

4

Fase
organica

L 2

Fase
orgénica

4

Fase
orgénica

$

Fase
orgénica

4

Fase
organica

Agregar 50 ml de sol. HCI al
10%
Neutraliza la piridina

Agregar 50 ml de sol. HCI al 10%

Agregar 50 ml de sol.
concentrada de Na,COs

Agregar 50 ml de sol. concentrada
de Na2COs3

Agregar 50 ml de sol.
concentrada de Na,COs

Agregar 50 ml de H20

Agregar sulfato de sodio anhidro.
Concentrar en el rotavapor.

Figura 12. Tratamiento para la recuperacion de la fase organica de la reaccion de

acetilacion.
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8.3.4 Concentracion de las fracciones obtenidas en el rotavapor

Conectar

Poner hielo en el agua donde esta el recirculador del agua.

Poner hielo en la trampa del disolvente.

En el bafo debe haber agua destilada.

Poner el bafio maria a una temperatura por debajo del punto de ebullicion del disolvente .

Revisar si hay vacio.

N o a &~ w Db oe

Poner el matraz con los productos acetilados en el rotavapor.

Nota:

Debe tener solo el 50% del liquido en su interior.

No sumergir completamente, solo 1/3 del matraz.

Sugetarlo con las pinzas.

8. Prender para rotacion .

9. Apagar cuando haya poca cantidad (5 mL aprox) del disolvente en el matraz:
- Quitar vacio.

- Desprender el matraz.

8.3.5 Separacidn de los componentes de la F2A-ACET en CCFP.

Una vez concluida la reaccion se procedié al pesado de la muestra seca, de la cual se
tomaron 200 mg para purificar sus componentes mediante CCFP. Esta CCFP se eluy6 en un
sistema de disolventes 25:75 Hex: AcOEt. Una vez concluida la CCFP se prosigui6é con el

protocolo estipulado en la figura 10.

8.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

La prueba de reduccion del radical libre DPPH se realizd de acuerdo con lo descrito por
Dominguez-Villegas, V. 2013. Se determind la actividad antioxidante del extracto integro
metanolico (EMEP), las fracciones (F2A-NAT y F2A-ACET) y quercetina como referencia en
las concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm, por triplicado.
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La prueba de reduccion del radical libre de los componentes aislados en la CCFP, asi
como quercetina, se evaluaron en las concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm, por triplicado.

02N N02 OQN NO:

AH A

(Agente Antioxidante)
NO;,

NO-
VIOLETA AMARILLO
Fuente: Molyneux. |. Sci. Technol.,2004
Figura 13. Método del 2, 2 -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

La determinacion del porcentaje de reduccion del radical libre DPPH se realizé empleando un
espectrofotometro genesys UV mediante la lectura de las absorbancias con respecto a un control

blanco que contiene el radical libre sin ningln antioxidante.

La férmula empleada para esta conversion se muestra a continuacion.

% de Reduccion del DPPH = [Ag — Aa/Ag] X 100

En donde Ag es la absorbancia de la muestra blanco; Aa es la absorbancia de la muestra de

prueba.

8.5 Caracterizacion de los componentes de las fracciones 2A-NAT y 2A-ACET.

Los componentes aislados de la fraccion natural (F2A-NAT) y acetilada (2A-ACET)
fueron enviados a su andlisis por RMN 'H, para obtener su perfil de sefales por resonancia
magnética nuclear de hidrégeno, una vez obtenidos los espectros experimentales fueron
comparados con los espectros calculados obtenidos a través del programa computacional Chem
Sketch.
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Los compuestos considerados para los espectros calculados fueron aquellos que ya
previamente se han obtenido de especies vegetales del género Eysenhardtia y por su naturaleza

polar de acuerdo a la busqueda exhaustiva realizada mediante el buscador cientifico SciFinder.
La similitud en cuanto al perfil espectroscopico permitio establecer la estructura base de

los compuestos pero ain no se ha logrado la caracterizacion definitiva de los componentes

aislados ya que hacen falta méas datos espectroscopicos y espectrométricos por obtenerse.
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9. RESULTADOS

9.1 Separacion de compuestos de la F2A-NAT por CCFP,

Se obtuvieron 6 distintos componentes de la CCFP de la F2A-NAT (figura 14), las cuales
fueron raspadas y procesadas de acuerdo a la metodologia mencionada. Una vez obtenidos los 6
componentes del matraz bola, se traspasaron a viales, los cuales fueron pesados con anterioridad,
de modo que se obtuvo el rendimiento de cada componente, como se muestra en la tabla 10.
Posteriormente se aplicdé una muestra de cada componente en una CCF para un analisis
cualitativo, revelada con sulfato cérico (figura 15).

Figura 14. Cromatografia en capa fina preparativa de la F2A-NAT en un sistema de
disolventes 3:7 AcOEt: MeOH.

Figura 15. Compuestos obtenidos de la CCFP de la a) fraccién natural, las cuales fueron
nombradas 1) EPSEN-A NAT, 2) EPSEN-B NAT, 3) EPSEN-C NAT, 4) EPSEN-D
NAT, 5) EPSEN-E NAT y 6) EPSEN-F NAT y b) CCF de los compuestos en fase normal
en un sistema de disolventes 25:75 AcOEt: MeOH.

(Considerar las siguientes equivalencias: 1=A, 2=B, 3=C, 4=D, 5=E y 6=F)
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Tabla 10. Pesos de los componentes obtenidos de la fraccion F2A-NAT

NUmero de muestra Clave asignada Peso (mg) Rendimiento (%)
1 EPSEN-A NAT 7.8 3.90
2 EPSEN-B NAT 26.9 13.45
3 EPSEN-C NAT 42.5 21.25
4 EPSEN-D NAT 52.1 26.05
5 EPSEN-E NAT 49 24.50
6 EPSEN-F NAT 24.2 12.10

Los compontes que presentaron un mayor peso Yy rendimiento fueron las muestras 3
EPSEN-C NAT, 4 EPSEN-D NAT y 5 EPSEN-E NAT, con un peso de 42.5, 52.1 y 49 mg,
dando como resultado un rendimiento de 21.25 %, 26.05 % y 24.50 %.

9.2 Reaccion de acetilacion de la fraccion F2A-NAT

Se pesaron 200 mg de la fraccion F2A-NAT y se colocaron en un vial adicionando 2 ml de

anhidrido acético y 1 ml de piridina dejando la reaccion por 48 horas en agitacion.

Como resultado se logro acetilar la F2A-NAT, lo que dio origen a una mezcla de
compuestos de mediana polaridad ahora nombrada F2A-ACET. Se aplicé una muestra de la
fraccion en una CCF para un analisis cualitativo, en el cual se observo una mayor separacion de

los compuestos como se muestra en la figura 16.

—b) o

Figura 16. a) Fraccion F2A-NAT y b) fraccion de media polaridad F2A-ACET,
obtenida de la reaccion de acetilacion, c) CCF de la F2A-NAT en un sistema de
disolventes 3:7 AcOEt: MeOH y d) CCF de la F2A-ACET en un sistema de
disolventes 3:7 Hex: AcOEt.
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9.2.1 Recuperacion de la fase orgénica de la reaccion de acetilacion.

Se recuperd mas producto de reaccion durante el lavado de la F2-ACET de acuerdo con
la metodologia antes mencionada.

En la mezcla de reaccion se obtuvo una fase acuosa con Py y otra fase organica, que
contiene los compuestos acetilados (figura 17).

Lavado de la fase organica con 50 Filtracion de la fase acuosa con sulfato de
ml de H20. sodio anhidro.

Figura 17. Recuperacion de la fase organica de la fraccion F2A-ACET
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9.2.2 Separacién de compuestos de la F2A-ACET.

Una vez concluida la reaccion y seca, se procedid a realizar una CCFP para la purificacion
de los componentes (figura 18a). Posteriormente se aplicé una muestra de cada componente en
una CCF para un andlisis cualitativo de los compuestos presentes en cada una, revelada con
sulfato cérico (figura 18 b).

Los componentes aislados fueron nombrados con las siguientes claves: 1) EPSEN-A-
ACET, 2) EPSEN-B-ACET, 3) EPSEN-C-ACET, 4) EPSEN-D-ACET, 5) EPSEN-E-ACET
y 6) EPSEN-F-ACET. La tabla 11 muestra los pesos obtenidos y el rendimiento para cada uno

de los componentes.

Figura 18. a) CCFP de la F2A-ACET en un sistema de disolventes 3:7 Hex: AcOEt
vista bajo una lampara de Luz UV y b) CCF de los compuestos separados en la CCF.
(Considerar las siguientes equivalencias: 1=A, 2=B, 3=C, 4=D, 5=E y 6=F)
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Tabla 11. Pesos de los componentes obtenidos de la fraccion F2A-ACET

Numero de Clave asignada Peso (mg) Rendimiento (%)
muestra
1 EPSEN-A-ACET 17.3 8.65
2 EPSEN-B-ACET 1.2 0.6
3 EPSEN-C-ACET 3.8 1.9
4 EPSEN-D-ACET 11.2 5.6
5) EPSEN-E-ACET 25.5 12.75
6 EPSEN-F-ACET 17.8 8.9

Los componentes de los cuales se obtuvo mayor cantidad de peso y rendimiento fueron la

muestra 4. EPSEN-D-ACET, 5. EPSEN-E-ACET y 6 EPSEN-F-ACET con un peso de 11.2,

25.5y 17.8 mg, obteniendo un rendimiento de 5.6 %, 12.75% y 8.9 %.

A continuacién se muestra la CCF de la F2A-NAT y de la F2A-ACET, en la cual se
observa que los compuestos de alta polaridad ahora son de mediada polaridad, logrando una

mayor separacion de compuestos. Sin embargo, el peso y el rendimiento obtenido de la F2A-

NAT es mayor comparado con los pesos de la F2A-ACET, como se muestra en la tabla 12.

a)

b)

Figura 19. CCF de los compuestos separados de las fracciones a) F2A-NAT en un sistema de
disolventes 25:75 AcOEt: MeOH y b) F2A-ACET en un sistema de disolventes 3:7 Hex:

AcOEt.
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Tabla 12. Comparacidn de los pesos y el rendimiento de la F2A-NAT y F2A-ACET

Numero de Peso (mg) Rendimiento (%)
muestras F2A-NAT F2A-ACET F2A-NAT F2A-ACET
1 7.8 17.3 3.9 8.65
2 26.9 12 13.45 0.6
3 42.5 3.8 21.25 1.9
4 52.1 11.2 26.05 5.6
5 49 25.5 24.5 12.75
6 24.2 17.8 12.1 8.9

9.3 Prueba de la actividad antioxidante

9.3.1 Evaluacion del extracto metandlico de las hojas de E. platycarpa y las fracciones F2A-
NAT y F2A-ACET.

Se determind la actividad antioxidante de acuerdo con lo expuesto en el apartado de
materiales y métodos, el % de reduccion del extracto metanolico, la fraccion F2A-NAT y F2A-

ACET se muestran en la tabla 13 y las imagenes obtenidas de esta determinacion se muestran en

la figura 20.
Tabla 13. Porcentaje de reduccion del radical libre DPPH

MUESTRA 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Blanco (EtOH) 0.00 0.00 0.00

Extracto Metandlico de las hojas

de E. platycarpa 17.568* 71.815* 68.147*
F2A-NAT 13.14 £ 2.63 63.41 + 1.356 33.44 + 0.497
F2A-ACET -0.65+£1.128 11.40 + 0.564 -0.22 £ 0.188
Quercetina 88.42+0.9 87.10+44 90.86 + 0.00

*Datos obtenidos de Carrillo, M. 2004
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Figura 20. Determinacion de la actividad antioxidante de las fracciones, F2A-NAT a una
concentracion de a) 10 ppm b) 100 ppm ¢) 1000 ppm y F2A-ACET a una concentracion
de d) 10 ppm €) 100 ppm f) 1000 ppm.

La fraccion F2A-NAT mostré mayor capacidad de reduccion del DPPH, logrando un
63.41 % a la concentracion de 100 ppm y la fraccion F2A-ACET mostré un 11.40 % de
reduccion a la misma concentracion. A 1000 ppm en ambas fracciones se observo una
disminucion de su capacidad antioxidante, esto es posible explicarlo de acuerdo con las
interacciones moleculares que podrian ocurrir entre los componentes al incrementarse su
concentracion y con ello interferir en la transferencia de hidrogenos al radical libre DPPH. Por su
parte, quercetina como antioxidante de referencia mostrd un porcentaje de reduccién de 88.42 %

a 10 ppm.

9.3.2 Evaluacion de los componentes de la fraccion F2A-NAT

Se realiz6 la determinacion de la actividad antioxidante de los componentes de la fraccion

natural F2A-NAT de acuerdo a lo estipulado en el apartado de materiales y métodos. En la tabla
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14 se presentan los % de reduccion del radical libre DPPH, los datos obtenidos fueron graficados
(figura 21). Las celdas en las que se realizé la lectura de las absorbancias con el radical libre y los
compuestos aislados se muestran en la figura 23.

Tabla 14. % de reduccion del radical libre DPPH de los compuestos naturales aislados.

MUESTRA 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Blanco (EtOH) 0.00 0.00 0.00
EPSEN-A-NAT 2.99+0.23 3.69 +0.23 -30.20 = 2.07
EPSEN-B-NAT -4.33+0.44 -4.58 +1.33 -16.55+0.23
EPSEN-C-NAT -1.15+2.25 -8.06 + 8.64 -4.38 £ 1.25
EPSEN-D-NAT -0.42 £ 1.36 9.84 +0.68 10.05+0.44
EPSEN-E-NAT 3.23+0.21 15.04 +1.84 6.75%0.53

EPSEN-F-NAT* -19.35 + 15.86 -16.94 + 2.81 -16.94 +1.11

Quercetina 88.42+0.9 87.10+44 90.86 = 0.00

*La muestra EPSEN-F-NAT se descarta para el analisis de RMN-'H debido a que en una segunda
cromatografia en capa fina preparativa tanto la muestra EPSEN-F-NAT como la EPSEN-E-NAT aparecen
reunidas en la franja denominada EPSEN-E-NAT de esa nueva cromatografia.

En la concentracion de 10 ppm (figura 21a) la fraccién F2A-NAT y el extracto metandlico
presentaron un % de reduccion de 13.14 y 17.568 mientras que el control quercetina (Q),

presento un % de reduccion de 88.42. Los compuestos naturales aislados no presentaron actividad
antioxidante a esta concentracion.

El extracto metandlico y la F2A-NAT a 100 ppm (figura 21b) presentaron mayor
actividad antioxidante con un % de reduccion de 71.815 y 63.41+ 1.35 con respecto a la
concentracion de 10 ppm. Los compuestos naturales aislados a la concentracién de 100 ppm con

mayor % de reduccion fueron EPSEN-D-NAT de 9.84 + 0.68 y el compuesto EPSEN-E-NAT de
15.04 £ 1.84.
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El % de reduccion del extracto metandlico y la F2A-NAT a la concentracion de 1000 ppm
(figura 21c), disminuyo a 68.147 y 33.44 + 0.497. Los compuestos naturales aislados con mayor
% de reduccion fueron EPSEN-D-NAT de 10.05 + 0.44 y EPSEN-E-NAT de 6.75 £ 0.5.
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Figura 21. % de Reduccién del radical libre DPPH a una concentracién de a) 10 ppm

b) 100 ppm y ¢) 1000 ppm del extracto integro metandlico, la fraccién natural F2A-
NAT y los compuestos naturales aislados.
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El extracto metanolico y la F2A-NAT a 100 ppm presentaron mayor actividad

antioxidante con respecto a la concentracion de 10 y 1000 ppm.

Los compuestos naturales aislados con mayor actividad antioxidante fueron EPSEN-D-
NAT a una concentracion de 1000 ppm siendo dependiente de la concentracion y el compuesto
EPSEN-E-NAT a la concentracion de 100 ppm (figura 22).
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Figura 22. % de Reduccion del radical libre DPPH en las concentraciones de 10, 100 y 1000
ppm del extracto integro metanolico, la fraccion natural F2A-NAT y los compuestos
naturales aislados.
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EPSEN-F-NAT

Figura 23. Celdas con DPPH y los compuestos naturales aislados a las concentraciones de a) 10, b) 100
y ¢) 1000 ppm, cuyas absorbancias fueron leidas en un espectrofotdmetro genesys UV.
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9.3.3 Evaluacion de los componentes de la fraccion F2A-ACET.

Se determind la actividad antioxidante con el radical libore DPPH de los compuestos
acetilados aislados en las concentraciones de 10, 100 y 1000 ppm. En la tabla 15 se muestra el %
de reduccion de los compuestos acetilados aislados y en la figura 24 se muestran las celdas en las

que se realiz6 la lectura de las absorbancias del radical libre con los compuestos aislados.

Tabla 15. Porcentaje de reduccién del radical libre DPPH de los compuestos acetilados.

Muestra 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Blanco (EtOH) 0.00 0.00 0.00
EPSEN-A-ACET -41.38 -15.79 55.35
EPSEN-B-ACET -37.02 -1.63 7.80
EPSEN-C-ACET -36.84 -29.40 21.78
EPSEN-D-ACET -24.14 -28.13 49.00
EPSEN-E-ACET -35.75 -17.06 -8.71
EPSEN-F-ACET -31.58 -13.43 -3.81

La fraccion acetilada presento un % de reduccién de -0.65 + 1.128 a una concentracion de

10 ppm, ningun compuesto acetilado aislado presento actividad antioxidante a esta concentracion.

En la concentracion de 100 ppm la fraccion acetilada presento un % de reduccion de
11.40 + 0.564, los compuestos acetilados aislados no presentaron actividad antioxidante a esta

concentracion.
En la concentracion de 1000 ppm la fraccion acetilada F2A-ACET presento un % de

reduccion de 0.22 + 0.188, los compuestos aislados con mayor % de reduccién fueron el EPSEN-
A-NAT y EPSEN-D-NAT con 55.35 y 49 respectivamente.
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Figura 24. Celdas con DPPH y los compuestos naturales aislados a las concentraciones
de a) 10, b) 100 y c) 1000 ppm, cuyas absorbancias fueron leidas en un espectrofotometro
genesys UV (continuacion).
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9.4 Caracterizacion de los componentes
9.4.1 Caracterizacion del compuesto EPSEN-A-NAT de la fraccion F2A-NAT

Una vez obtenidos los componentes de la fraccion F2A-NAT se procedi6 a su analisis por
RMN !H; se analizaron el compuesto EPSEN-A-NAT y el compuesto EPSEN-C-NAT.

Se establecié el perfil estructural del compuesto EPSEN-A-NAT a partir de la
comparacion de su espectro experimenta obtenido con el espectro calculado del inositol (figura
25y 27).

El espectro calculado del inositol se hizo en el programa Chem Sketch. La estructura
quimica del inositol se muestra en la figura 26 y los datos de la tabla 16 muestran los

desplazamientos quimicos del espectro calculado del inositol.
o
S
L
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Figura 25. Espectro calculado de RMN *H del compuesto inositol.
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Figura 26. Estructura quimica del inositol.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos del espectro calculado de inositol.

Hidrdgeno 6 (ppm)
(-OH) 4.80
-H 3.74
1,2,3,4,5,6

En el espectro de hidrogeno simulado de un compuesto inositol se encuentran dos tipos de
sefiales, en 6 54.80 ppm se encuentran los hidrogenos correspondientes a los hidroxilos de la

molécula y en & 3.74 ppm se encuentran los hidrgenos de las posiciones 1 a 6 del anillo.
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El espectro experimental del compuesto EPSEN-A-NAT se obtuvo en metanol deuterado
a 500 MHz como se muestra en la figura 27.

MGR0202

1H-RMN ‘ :
BRUKER AVANCE III HD 500 MHz

CD30D oto .?o
DRA. GARDUNO

23-08-19 4

C
CMRN CeNTio D
INVESTIGACIONES QUibicas

6 18 14 13 12 1N 10 9 8 7 6 5 s 3 2 1 0 -1 -2 ppm

Figura 27. Espectro experimental de RMN *H del compuesto
EPSEN-A-NAT

Comparando el espectro simulado del inositol con las sefiales que se presentan para el
compuesto EPSEN-A-NAT se observan las sefiales en 6 3.57 ppm como una sefial simple que
puede ser asignable a los hidrogenos del anillo de un inositol, sin embargo, la presencia de otras
sefiales limita a dar una caracterizacion inequivoca Unicamente con el analisis del espectro de
hidrogeno unidimensional, por lo tanto solo es posible mencionar que puede corresponder a un

inositol pero que probablemente se encuentre en mezcla con otros compuestos.
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9.4.2 Caracterizacion del compuesto EPSEN-C-NAT de la fraccion F2A-NAT

Se establecio el perfil estructural del compuesto EPSEN-C-NAT por medio de la
comparacion de su espectro experimental obtenido y los espectros calculados de coatlina B y del

isoflavano, que es otro componente que posiblemente se encuentre en mezcla con coatlina B.

El espectro de RMN-tH de coatlina B se calculd en el programa Chem Sketch (figura 28),
los datos de la tabla 17 muestran los desplazamientos quimicos de coatlina B natural y en la

figura 29 se muestra su estructura quimica.
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Figura 28. Espectro calculado de RMN *H de coatlina B.

2 OAc OAc

Figura 29. Estructura quimica de coatlina B.
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Tabla 17. Desplazamientos quimicos del espectro calculado de
RMN *H de coatlina B.

Hidrégeno 6 (ppm)

2 7.67
5 6.87
(-OH) 6.71
2 6.66

3 6.52

a 5.19
1" 4.99
2" 4.1
6"-B 3.7
6" 3.48
32 3.24
5" 3.21
4 3.19
Bb 3.03
Ba 2.66

En el espectro simulado de coatlina B natural a campo bajo se observa una sefial en & 7.67
ppm que corresponde al hidrégeno de la posicion 2’ en el anillo aromatico A, posteriormente se
observa en & 6.87 ppm el hidrogeno aroméatico H-5 del anillo B y centrado en & 6.87 ppm se
presentan todos los hidrogenos del hidroxilo de la molécula, a 6.66 ppm asignado al hidrégeno de
la posicion 2, en & 6.52 ppm aparece el hidrogeno de la posicion 3’ que corresponde a un
hidrégeno aromatico, continuando al centro se observa una sefial en & 5.19 ppm se muestra el
desplazamiento quimico del hidrogeno o, en & 4.99 ppm aparece la sefial correspondiente al
hidrogeno base de oxigeno, continuando a 6 3.70 ppm se observa la sefial del hidrogeno f6” del
azucar y en 6 3.48 ppm la sefial correspondiente al hidrogeno 6”a, en 6 3.24, 3.21 y 3.19 ppm se
observan las sefales de los hidrégenos del azucar correspondientes a las posiciones 37, 57y 4” y
finalmente a campo alto se observa en 6 3.03 y 2.66 ppm las sefiales de los hidrogenos b y Pa

respectivamente.
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El espectro del isoflavano (35)-7-hidroxi-2’,3”,4°,5°,8-pentametoxi-isoflavano aislado de
E.polystachya, se calculd en el programa Chem Sketch (figura 30) y la estructura quimica se

muestra en la figura 31.
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Figura 31. Estructura quimica de isoflavano natural
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Se realizo la superposicion de los espectros calculados de coatlina B y del isoflavano con

el compuesto EPSEN-C-NAT, esto nos permiti6 identificar similitudes de senales en los

espectros como se muestra en la figura 32.
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Figura 32. Superposicion de los espectros calculados de RMN-!H de coatlina B

e isoflavano con el espectro experimental de EPSEN-C-NAT.
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9.4.3 Caracterizacion del compuesto EPSEN-D-NAT de la fraccion F2A-ACET

Se obtuvieron seis componentes de la fraccion F2A-ACET, por medio de CCF y analisis
espectroscopico por RMN H, se observo que adn hay mezcla de compuestos en las fracciones

obtenidas.

Posteriormente se establecid el perfil estructural del compuesto EPSEN-D-ACET a partir
de la comparacién de su espectro experimental obtenido y los espectros calculados de coatlina B
(figura 33).

El espectro calculado de coatlina B y del Inositol se realizaron en el programa Chem
Sketch, estos compuestos han sido aislado de la especie vegetal Eysenhardtia polystachia
reportado ya en la literatura (Beltrani, E. et al 1982).

La reaccion de acetilacion de la coatlina natural a coatlina B acetilada se muestra en la
figura 34, los desplazamientos quimicos de las sefiales de hidrogeno en el espectro calculado se

muestran en la tabla 18.
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Figura 33. Espectro calculado de RMN *H de coatlina B acetilada
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Figura 34. Coatlina B aislada de Eysenhardtia polystachia y su reaccion de acetilacion

Tabla 18. Desplazamientos quimicos de las sefiales para los hidrdgenos del espectro calculado

para Coatlina B acetilada.

Hidrégeno & (ppm) Hidrogeno d (ppm)
o 5.93 57 3.84
Ba 3.29 6" a 3.98
Bb 3.4 6"b 4.44
2 7.23 a OAc 2.08
5 7.3 3-OAc 2.29
6 7.01 4-OAc 2.31
5 7.19 2"-OAc 2.42
6 8.13 4 - OAc 2.31
17 4.85 2""-OAc 2.03
2" 5.78 37-0OAc 2.01
37 531 4""-0OAc 2.03
4~ 5.17 6" "-OAcC 2.06

En el espectro de hidrogeno simulado de coatlina B se observa a campo bajo un doblete
en O 8.14 ppm correspondiente al hidrogeno aromatico en 6 2°, en 7.32 ppm se observa la sefial
para el hidrogeno aromatico de la posicion 5, en & 7.23 ppm se observa la sefial del hidrogeno de
la posicion 2, en & 7.18 ppm la posicion 3* y en 6 7.01 ppm aparece la sefial correspondiente al
hidrégeno aromatico de la posicion 6. Al centro del espectro se observa en & 5.93 ppm el
hidrégeno a, en 6 5.78 ppm se observa la sefial correspondiente al hidrégeno 5, en 6 5.31 ppm la
sefial correspondiente al hidrégeno de la posicion 37, para el hidrogeno 4 se observa la sefial de
0 5.17 ppm, el hidrogeno anomerico del azucar del compuesto se observa en un desplazamiento

quimico de 4.85 ppm esto es el hidrogeno 4”, en 6 4.44 ppm se observa la sefal correspondiente
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al hidrégeno 6”, en d 3.98 ppm la sefial correspondiente al hidrégeno 6 a, en 6 3.84 ppm, en 6 3.4

ppm se encuentra la sefial del hidrogeno b y en & 3.29 ppm la sefial para Pa.

Continuando con el analisis espectroscopico en o 2.42 ppm se observa la sefial para los
hidrégenos del metilo del grupo acetato en posicion 6°, en § 2.31 la sefial para el metil éster de la
posicion 4 y en & 2.29 ppm la sefial del metil éster de la posicion 4°, en 6 2.29 ppm la sefial
correspondiente a los hidrégenos del metilo del acetato en la posicion 3 y para el de los acetatos
del azicar las sefiales aparecen en 6 2.03, 2.01, 2.03 y 2.06 ppm para los metilos en las posiciones

27.37.4” y 6, respectivamente.

En la figura 35 se muestra el espectro simulado del isoflavano acetilado, se observa una
sefial en & 6.88 ppm asignada para el hidrégeno aromatico de la posicion 5, en 6 6.60 ppm se
observa otra sefial correspondiente al hidrogeno de la posicion 6 y en & 6.31 ppm la sefial del
hidrogeno de la posicion 6°. En & 4.28 ppm se encuentra la sefial asignada al hidrégeno 2 y en 6
4.22 ppm la sefial del hidrogeno 2a del metilo del anillo heterociclico, en & 3.95 ppm se
encuentra la sefal de los hidrogenos del metoxilo de la posicion 3°, posteriormente en 3.90 ppm
el metoxilo de la posicion 8 y en & 3.89, 3.83 y 3.79 ppm las sefiales de los deméas metoxilos en
posiciones 4°, 2> y 5°, respectivamente. La estructura quimica del isoflavano acetilado se

encuentra en la figura 36.
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Figura 35. Espectro calculado de RMN-*H del isoflavano acetilado
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Figura 36. Estructura quimica de isoflavano acetilado

9.4.4 Caracterizacion del compuesto EPSEN-E-NAT de la fraccion F2A-ACET

El espectro experimental del componente EPSEN-E-ACET se obtuvo en cloroformo

deuterado a 500 MHz (figura 37).
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Figura 37. Espectro experimental de RMN *H del componente EPSEN-E-ACET
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Se realizd la superposicion de los espectros de coatlina B e inositol y el compuesto
EPSEN-E-ACET, esto nos permitio identificar similitudes de sefales en los espectros (Figura
38)..

Figura 38. Superposicion de los espectros calculados de RMN-H de coatlina B y del
isoflavano junto con el espectro experimental de RMN-'H EPSEN-E-ACET

Para el caso de EPSEN-E-ACET se considera que posiblemente otro componente se
encuentre en mezcla con coatlina B que corresponde a un isoflavano, se ha calculado el espectro
de RMN-tH del isoflavano (3S)-7-acetil-2’, 3°, 4°, 5°, 8’-pentametoxi-isoflavano aislado de E.
polystachya. Las ampliaciones comparadas del espectro calculado de coatlina B y el espectro

experimental de RMN-'H del compuesto EPSEN-E-NAT. Las ampliaciones comparadas tanto
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del espectro simulado como el espectro experimental se encuentran a continuacion en las figuras

39 a la 43; en ellas es posible evidenciar la similitud de las sefiales que permiten comparar
coatlina B con EPSEN-E-NAT. (Figuras 39-43)
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Figura 39. Ampliaciones a) del espectro calculado de coatlina B y b) del espectro
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experimental del componente EPSEN-E-ACET de 1.8 a 3 ppm.
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Figura 40. Ampliaciones a) del espectro calculado de coatlina B y b) del espectro
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experimental del componente EPSEN-E-ACET de 1.8 a 3 ppm.
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Figura 41. Ampliaciones a) del espectro calculado de coatlina B y b) del espectro
experimental del componente EPSEN-E-ACET de 4.5 a 6 ppm.
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Figura 42. Ampliaciones a) del espectro calculado de coatlina B y b) del espectro
experimental del componente EPSEN-E-ACET de 6.5a 7.5 ppm.
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Figura 43. Ampliaciones a) del espectro calculado de coatlina B y b) del espectro

experimental del componente EPSEN-E-ACET de 8.0 a 8.5 ppm.
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La figura 44 muestra los espectros experimentales, la actividad antioxidante y la CCF de
los componentes obtenidos de la fraccion acetilada F2A-ACET.
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Figura 44. Espectros experimentales de RMN-1H en CDs;OD de los componentes
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10. DISCUSION

Los compuestos antioxidantes pueden ser definidos como neutralizadores de radicales que
protegen el cuerpo humano contra los radicales libres involucrados en condiciones patologicas
como la anemia, artritis, inflamacion, neurodegeneracion, Parkinson y enfermedades
cardiovasculares entre otras. La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos es debido
principalmente a sus propiedades redox, que juegan un papel importante en la absorcion y
neutralizacion de radicales libres o descomponiendo perdxidos (Venereo, 2002, Hamid et al.
2010).

El efecto de los compuestos antioxidantes en el método del radical DPPH se debe a la capacidad
de donar su electron o hidrogeno. EI DPPH es un radical libre que acepta un electron o un
hidrogeno para convertirse en una molécula mas estable. La capacidad de reduccién del radical
DPPH fue determinado por la disminucion en la absorbancia de 515 nm inducida por
antioxidantes y su visualizacion remarcable como una decoloracion de morado a amarillo. El
DPPH se usa usualmente como sustrato para evaluar la actividad antioxidante de productos

naturales (Guija-Poma et al. 2015).

La actividad antioxidante del extracto integro metanolico de las hojas de E. platycarpa fue
previamente reportado, obteniendo un porcentaje de reduccion de 71.815 en el método del radical
DPPH (100 ppm). Entre los compuestos anteriormente aislados de E. subcoriaceous, E. punctata
y E. platycarpa se encontraron compuestos del tipo cumarinas, flavonoides y flavanonas
preniladas (Narvaez-Mastache et al., 2007, Narvaez-Mastache et al., 2008, Dominguez-Villegas
et. al., 2013).

En la evaluacion de la actividad antioxidante con el radical DPPH, la fraccion natural mostro una
mayor actividad con 63.41 £+ 1.356 porcentaje de reduccion del radical libre DPPH (100 ppm),
mientras que la fraccion F2A-ACET presento un porcentaje de reduccion de 11.40 £ 0.564 a la
misma concentracion. La disminucion de la actividad antioxidante de la F2A-ACET frente a la
fraccion F2A-NAT puede deberse a la sustitucion del grupo hidroxilo por el grupo acetato
formado en la reaccién de acetilacion, de forma que el hidrogeno ya no puede ser transferido al
radical DPPH, sin embargo, estd modificacion estructural permitié una mayor separacion de los

compuestos (Andrade-Carrera, et al., 2017).
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Los compuestos de la F2A-NAT aislados con mayor porcentaje de reduccion fueron el EPSEN-
A-NAT con 3.96 + 0.23 (100 ppm), EPSEN-D-NAT con 10.05 + 0.44 (1000 ppm) y EPSEN-E-
NAT con 15.04 + 1.84 (100 ppm). Cabe notar que en el analisis cualitativo de la cromatografia en
capa fina y el espectro de RMN-H?, se observo que los compuestos EPSEN-D-NAT y EPSEN-E-
NAT pueden ser el mismo compuesto.

La actividad antioxidante de los compuestos aislados disminuyo frente a la fraccion natural,
considerando un efecto sinérgico sumativo (la suma de la actividad individual de los compuestos
teniendo un mayor efecto juntos) de los compuestos que determinan la actividad antioxidante.
Como en el caso de los antioxidantes, la vitamina E y C que administradas simultaneamente

ejercen un potente efecto antioxidante.

Por otro lado se obtuvieron absorbancias mayores al blanco con el RL DPPH sin antioxidante
dandonos como resultado valores negativos, esto puede ser a que la capacidad antioxidante
excede el valor limite de la lectura del 100 % de reduccién del RL o que la absorbancia de la
sustancia se solapa con la del R por lo que se debe considerar hacer otras pruebas de

determinacion de la actividad antioxidante.

Como se observa en las celdas que presentan una coloracion amarillo verdoso a una
concentracion de 1000 ppm (mg/L) y debido a esta interferencia se tendrian que realizar otras
pruebas de actividad antioxidante como ORAC (siglas en ingles es Capacidad de Absorcion de
Radicales de Oxigeno), TRAP (Potencial de Captacion de Radicales Totales utilizando a Trolox

(antioxidante) como referencia).

Los compuestos aislados de la F2A-ACET con mayor actividad antioxidante fueron EPSEN-A-
ACET, EPSEN-B-ACET, EPSEN-C-ACET y EPSEN-D-ACET.

Esto puede ser debido al atrapamiento de RL por quelatacion por medio de enlaces de
coordinacion entre los oxigenos de hibridacion sp2 al contener ™ pi que atrapan a los RL. Como
en el caso del inositol fosforilado que presenta un comportamiento de quelatacion sobre radicales

de hierro.
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11. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, la fraccion natural F2A-NAT presento actividad
antioxidante a la concentracion de 100 ppm con un % de reduccion de 63.41 = 1.356. La
actividad antioxidante de los compuestos naturales aislados se reparte entre los compuestos
EPSEN-A-NAT, EPSEN-D- NAT y EPSEN-E- NAT, sin embargo la capacidad antioxidante se
atribuye a un sinergismo sumativo de los compuestos aislados debido a la disminucion del % de
reduccion del radical libre DPPH frente a la fraccion natural (F2A-NAT).

La fraccion acetilada F2A-ACET presento una menor actividad antioxidante con respecto a la
F2A-NAT obteniendo un % de reduccion del radical libre de 11.40 + 0.564 a una concentracion
de 100 ppm. Por otra parte los compuestos acetilados aislados presentaron mayor actividad
antioxidante frente a la fraccion F2A-ACET y a los compuestos aislados naturales, esto se
atribuye a la capacidad de secuestrar radicales libres correspondiente a la quelatacion por medio
de enlaces de coordinacion entre los oxigenos de hibridacion sp2 al contener electrones pi que
atrapan a los radicales libres.

Cabe mencionar que se observé un viraje de coloracién amarillo verdoso en las concentraciones
de 1000 ppm de los compuestos naturales aislados que dieron resultados negativos en la actividad
antioxidante, esto debido a que la capacidad antioxidante excede el valor limite de la lectura del
100 % de reduccion del radical DPPH, por lo tanto se considera necesario realizar otras pruebas

de actividad antioxidante.

En cuanto a la reaccion de acetilacion, se obtuvo una mayor separacion de los compuestos que
por medio de un andlisis en CCF se observé que estos no estan altamente puros, no obstante para
la caracterizacion de los compuestos por medio de RMN-1H, fue posible definir la estructura base
de dos compuestos a través de los espectros naturales y acetilados, sin embargo se obtuvieron
sefiales mas definidas en los espectros de los compuestos naturales con respecto a los espectros

acetilados debido al bajo rendimiento de los compuestos acetilados aislados.

Finalmente se logro caracterizar al componente EPSEN-A-NAT correspondiente al componente
EPSEN-A-ACET que presentan una estructura base del compuesto Inositol, asi como también se
caracteriz6 al componente EPSEN-C-ACET correspondiente al componente EPSEN-D-ACET
los cuales presentan una mezcla de la estructura base de los compuestos coatlina B y (3S)-7-

hidroxi-2’,3°,4’,5”,8-pentametoxi-isoflavano.
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escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

zo7ncW

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/EDyhHI5BzrAS2f4Qgk900eWjGKP481Ic

Una unlv



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/EDyhHl5BzrAS2f4Qgk9oOeWjGKP481Ic

