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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El género Karwinskia es un taxén constituido basicamente de arbustos y
pequefios arboles, los cuales crecen tanto en dreas desérticas como en dareas
tropicales. Incluye 15 especies encontradas desde Texas hasta Colombia(l-2 ¥ 3)_ De
acuerdo con las investigaciones realizadas en el departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina podemos decir que este género se
caracteriza por la toxicidad de sus frutos y contenido de antracenonas diméricas
biol6gicamente activas por lo que ha sido objeto de estudios tanto quimicos como

toxicolégicos(4: 3, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15 y 16) Existen abundantes datos en la
literatura sobre el efecto toxico de una de las especies del género: la K.
humboldtiana‘6- 7+ 8: 12,16, 17) Desde el siglo XVIII se conoce que el agente téxico
se encuentra en la semilla y posteriormente se supuso que era de naturaleza quimica
hidrosoluble(14). Escobar y Nieto observaron y describieron una polineuropatia
desmielinizante segmentaria desarrollada experimentalmente en gatos y ratas
blancas(4). La ingestién del fruto provoca una polineuropatia ascendente, simétrica y
progresiva en el humano(19), Del fruto de esta planta fueron aisladas por Dreyer y
cols. por primera vez en 1975 cuatro toxinas a las que denominaron por su peso
molecular como T 514, T 544, T 516 y T 496 (fig. 1)(12), Se aislaron también del

fruto crisofanol y B-amirina(!3), ademéas de la flavona baicaleina y el flavonol

quercetina que se aislaron de la raiz(7),

Dada la falta de informacién toxicolégica acerca de las toxinas antes

mencionadas, se comenzé en nuestro departamento en el afio de 1981 un proyecto
cuyo primer paso fue la obtencién de los mismos. Se introdujeron sucesivas

modificaciones a la técnica de obtencién original de Dreyer(18) para contar con las
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Fig. 1 Toxinas aisladas del fruto de K. humboldtiana
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sustancias aisladas y puras lo que permitié que posteriormente en el mismo

departamento fueran realizados ensayos de toxicidad aguda “in vivo” en diferentes
especies de animales tanto con el fruto molido de K. humboldtiana, como con las
toxinas purificadas (1 ¥ 20), Con los resultados de dichos ensayos se demostré que la
toxina responsable de la neurotoxicidad es la T 544 y que la T 514 es selectivamente
toxica para higado y pulmén, sin presentar dafio neurolégico periférico a las dosis
ensayadas. Tal selectividad, junto con la forma empinada de las curvas dosis
respuesta en todas las especies animales utilizadas (1) hizo pensar que si hubiera
toxicidad selectiva de la T 514 entre células de origen benigno y células de origen
neoplasico, este compuesto podria tener potencial uso terapéutico. Para comprobar
esto, se estudio la citotoxicidad in vitro en 11 lineas celulares humanas: 3 benignas y
8 de origen neoplasico. Se compararon los resultados obtenidos con 5 agentes
antineoplasicos conocidos. Se logré confirmar la toxicidad selectiva de la T 514 la
cual resulté ser mas téxica para las células neoplésicas que para las células benignas
(fig. 2), ademds mostré mayor selectividad que los medicamentos antineoplasicos de
referencia(?2 ¥ 23), Los resultados fueron corroborados y ampliados por expertos de
las universidades de Berlin y Friburgo en la Republica de Alemania. Por tal razén se

ha solicitado una patente de uso como antineoplasico(4),

En referencia a lo antes mencionado, junto con la necesidad de obtener mayor
cantidad de T 514 y ademads del interés en obtener compuestos estructuralmente
similares, se propuso investigar tanto quimica como toxicolégicamente otras especies
del mismo género que se encuentran en territorio mexicano y de las cuales no se
encontraron datos bibliogréaficos. Se hizo un estudio de toxicidad aguda con 9
especies del género Karwinskia®, las cuales representaban todas las especies
conocidas en México hasta ese momento (fig. 3) y se utilizaron ratones cepa CDI a
los que se les administrd fruto molido por via oral y a diferentes dosis. Con ello se
logré observar que las especies que resultaron mas téxicas fueron K. humboldtiana,
K. umbellata y K. parvifolia (Tabla 1). También se hizo un andlisis quimico de los
extractos cloroférmicos de frutos de las mismas especies, por medio de
cromatografia en capa fina‘4), Las toxinas se cuantificaron espectrofotométricamente
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Tabla 1. LETALIDAD EN RATONES CEPA CD1 CON DIFERENTES ESPECIES

DEL GENERO KARWINSKIA.

DOSIS
ESPECIES 2.5 gr/ Kg peso
% Letalidad Muerte-Dias

K. humboldtiana 1 100.0 2
K. humboldtiana 2 85.7 2-
K. molliis 71.4 2-
K. umbellata 85.7 2-
K. subcordata 14.3 2-
K. latifolia 0 3
K. parvifolia 100.0 2
K. calderonii 21.4 4
K. rzedowskii 28.5 8
K. venturae 0 3
K. tehuacana 28.5 8

1. Villa de Garcia, Nuevo Ledn, México
2. Linares, Nuevo Ledn, México

Waksman y cols., Rev. Latinoam. Quim., (1989)4).

Tabla 2. PORCENTAJE DE TOXINAS PRESENTES EN DIFERENTES

ESPECIES DEL GENERO KARWINSKIA.

ESPECIE

K. humboldtiana 1

K. humboldtiana 2
K. mollis

K. umbellata

K. subcordata

K latifolia

K. parvifolia

K. calderonii

K. rzedowskii

K. venturae

K tehuacana

PORCENTAJE
T 544 T 496
1.6 0.8
0.7 0.58
1.33 1.08
0.75 0.5
1.51 0.98
. 1.1
- 1.58
0.75 2.00
. 1.6
- 0.11
0.83 0.40

1. Villa de Garcia, Nuevo Ledn, México

2. Linares, Nuevo Ledn, México

Waksman y cols., Rev. Latinoam. Quim., (1989)4).




por reflectancia, ya que estos compuestos presentan fuerte absorcién en la region
visible (Tabla 2). Las especies que resultaron con mayor cantidad de T 514 fueron la
K. subcordata y la K. parvifolia. Esto originé que se evaluara a la segunda como

posible fuente de obtencién de T 514 y hasta la fecha, ha resultado la mejor opcion
para este propésito, debido a que contiene menor cantidad de contaminantes y el
porcentaje de T 514 presenta poca variacién con la época y el lugar de

. 2
recoleccion(2),

Al realizar estudios quimicos mas exhaustivos a los extractos semipolares de
los frutos de K. parvifolia, K. tehuacana y K. umbellata, se aislaron y
caracterizaron otros tres compuestos de tipo antracendénico no descritos
anteriormente en la literatura(26 ¥ 27) y se denominaron como diastereoisémero de la
T 514 (Diast. T 514), T 510 e isémero de la T 514 (iso T 514) respectivamente (fig.
4).LaT 514 y el diast. de la T 514 difieren en la posicién espacial de los metilos 3
y/o 3, la T 510 tiene un monémero de tipo antraquindénico y otro mondémero de
tipo antracenénico y el iso T 514 tiene unidos los monémeros en la posicion 7,7" a
diferencia de la T 514 donde la unién es 7, 10’

En la literatura se reporta la existencia de otros compuestos de tipo
antracenénico aislados de diferentes especies de plantas del género Cassia; por
ejemplo de la Cassia torosa se aislaron las flegmacinas A2 y B2 y las
anhidroflegmacinas A2 y B2 9-10 quinonas(?®). Las primeras son estructuralmente
parecidas a la T 514 excepto en los grupos metoxilo en las posiciones 6 y 6 y las
anhidroflegmacinas al igual que la T 510 tienen un monémero antraquinénico (fig.
5). Las flegmacinas fueron patentadas como posibles agentes antineoplésicos(2?). De
la Cassia singueana se aislaron la torosacrisona que presenta actividad
antimicrobiana contra Staphylococus aureus y la Germicrisona que presenta
actividad antimicrobiana contra Corynebacterium equi3?). Estos dos compuestos
son antracenonas monomeéricas (fig. 6). De la Cassia occidentalis se aislaron el
Singueanol-1, el Occidentalol-1 y el Occidentalol-11 (fig. 7); el Singueanol-I resulto
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Fig. 5. Flegmacinas y anhidroflegmacinas aisladas de
Cassia torosa por Takahashi y cols. en 1977
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Fig. 6. Torosacrisona y germicrisona aisladas de
Cassia singueana por Endo y Naoki en 1980¢°).,




tener actividad antimicrobiana contra Staphylococus aureus y mostré también

actividad antiespasmédica(31). De la Cassia torosa también se aislaron el Torosalol-]
y el Torosalol-11 (fig. 8), los cuales mostraron actividad citotéxica contra células

neoplasicas(32),

Dentro de los intentos hechos para dilucidar el mecanismo de accién de la T
514 se puede mencionar el efecto sobre la lipidoperoxidacién microsomal
hepatica33). Aunque ain no se conoce su mecanismo de accidon, ciertas
observaciones experimentales permiten senalar que no actia sobre el nucleo celular
como la mayoria de los antineoplasicos de referencia. Se demostré también que
dicho compuesto produce dafio selectivo e irreversible a los peroxisomas, lo cual fue
comprobado mediante estudios con levaduras (34). Por este motivo a la T 514 se le
ha denominado peroxisomicina.

Dentro de esta misma linea se decidié investigar el efecto “in vitro™ de la
peroxisomicina y otros compuestos afines sobre la actividad de enzimas de origen
peroxisomal. Para ello se utilizd, entre otras, la enzima catalasa, la cual, fuera de la
existente en los glébulos rojos, es exclusiva del peroxisoma y juega un papel muy
importante en los organismos vivos, ya que cataliza la destruccién del exceso de
peroxido de hidrégeno, el cual es altamente téxico para la célula en estas
condiciones. Se comprobé asi que la actividad de dicha enzima es inhibida no
competitivamente por la T 514 y otros compuestos antracendnicos, encontrandose
una relacién estrecha entre estructura y porcentaje de inhibicién(33). Es decir, entre
mas parecidos sean estructuralmente a la T 514, mayor inhibicién presentan. Asi la
T 510 que tiene en su estructura un mondémero antraquinénico, mostrd una
inhibicién significativamente menor que la T 514. Se utilizaron también para este
estudio emodina y crisofanol, los cuales son compuestos antraquinénicos y no
inhibieron la actividad de la enzima catalasa. El aminotriazol se utiliz6 como
referencia debido a que se conoce el efecto inhibitorio que presenta sobre la
actividad de la enzima, sin embargo, la inhibicién producida por éste requirié una
concentracion aproximadamente tres mil veces mayor (Tabla 3).
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Tabla 3. CONCENTRACION DE COMPUESTOS QUE PRODUCEN EL 50% DE
INHIBICION EN LA ACTIVIDAD DE CATALASA

COMPUESTO CONCENTRACION (uM)

T514 3.34 £ 0.99

Diast. T 514 3.64 £ 1.10

Flegmacina 1 6.33+2.79

Flegmacina 2 8.54 £ 3.23

T 544 40.08 £ 1.57

T 496 99.50 + 19.03

T510 120.00 £ 10.44

Aminotriazol 10000.00

Moreno y cols., Planta Médica, en prensa(39).
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Con el fin de aumentar el conocimiento sobre la actividad de este tipo de
compuestos y conocer mas sobre el potencial de las plantas mexicanas, escogimos
para el presente trabajo dos de las especies del género Karwinskia que nos

parecieron de mayor interés: Karwinskia parvifolia y Karwinskia johnstonii.

Hace algunos afnos se identificaron en el extracto semipolar de la K.
parvifolia por medio de CLAR, tres compuestos principales: Diast. T 514, T 514 y
T 496 (Cromatograma 1); sin embargo en colectas posteriores se observé que
ademas de los tres compuestos anteriormente dichos, estaban presentes otros
compuestos de tiempo de retencion semejante al de la T 514 (Cromatograma 2),
especificamente los compuestos con tiempos de retencion de 2.7 y 3.1.

Consideramos de interés conocer la estructura de esos compuestos que antes
no se habian detectado y que podrian resultar ser de importancia farmacoldgica y
toxicologica. Ademas el conocer su estructura y propiedades fisicoquimicas podria
ayudar a la purificacién de la T 514 ya que tienen tiempos de retencién muy
similares a la misma, tanto en fase reversa como en silica, y habitualmente dificultan

el proceso de obtencién.

La otra de las plantas que nos parecid interesante estudiar fue la K.
Jjohnstonii, ya que no habia sido estudiada fitoquimicamente. En 1990 cuando se
hizo una primer colecta de la planta se hicieron ensayos preliminares en las mismas
condiciones que anteriormente se habian hecho para las otras plantas y present6 una
toxicidad elevada en estudios in vivo con ratones cepa CD1 (Tabla 4), y al
determinar el contenido de toxinas presentes en el fruto no se detecté T 514 (con el
método entonces utilizado), solo se cuantific6 T 496 y T 544 (Tabla 5).
Posteriormente al extracto cloroférmico del fruto de esta planta se realizé el ensayo
de letalidad en larvas de camar6n (Artemia salina) y resulté tener actividad
biolégica, este bioensayo es utilizado para la deteccién de productos naturales

bioactivos y fue desarrollado por Jerry Mc. Laughlin(36 ¥ 37), Los resultados
encontrados en el mismo, concuerdan con la toxicidad elevada observada en los

ensayos in vivo con ratones.
13
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OBJETIVO GENERAL

Aislar, purificar y caracterizar compuestos de tipo antracendnico
del fruto de K. parvifolia y analizar las fracciones biologicamente

activas de K. johnstonii.




OBJETIVOS PARTICULARES

1) Aislar y purificar los compuestos de tiempo de retencién similar ala T 514 (tg de
2.7y 3.1 min.), del fruto de K. parvifolia.

2) Determinar su pureza quimica.

3) Determinar sus constantes fisicas y realizar analisis espectroscépicos para la
elucidacién de las estructuras de dichos productos.

4) Valorar la actividad biol6gica de los productos aislados mediante el bioensayo de
letalidad en larvas de Artemia salina, segiin el método descrito por Jerry L. Mc.
Laughlin.

5) Determinr el grado de inhibicién en la catalasa.

6) Fraccionar el extracto activo del fruto de K. johnstonii.

7) Valorar la actividad biolégica de las fracciones obtenidas mediante el bioensayo en

larvas de Artemia salina.

8) Separar y analizar los compuestos que pudieran aparecer en dichas fracciones.

9) Valorar la actividad biolégica (bioensayo en larvas de Artemia salina) de cada uno

de los productos obtenidos.

§ ¥




CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

21 MATERIAL BIOLOGICO

Se trabajé con el fruto de K. parvifolia recolectada en el municipio de Choix
en Sinaloa en Octubre de 1991. Esta planta fue identificada y clasificada por primera
vez por el Bidl. Rafael Ferndndez Nava del 1.PN. y el lote con el que se trabajé fue
recolectado por el Ing. Rubén Lujdn Rangel. Hay un ejemplar depositado en los
herbarios EN.C.B. y MEXU.

El fruto de K. johnstonii fue recolectado en Octubre de 1990 en una zona
perteneciente a la depresion del rio Balsas, localizada entre los municipios de
Arteaga y Huetamo en Michoacén. Esta planta también fue recolectada y clasificada
por el Bi6l. Rafael Fernandez Nava y también existe un ejemplar depositado en los
mismos herbarios.

2.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

K. parvifolia (33)

Familia: Rhamnaceas
Nombre comun; Cacachila
Distribucién geografica: Sinaloa y Sonora

Usos: A este taxon 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
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consumen frutos de esta planta perecen, generalmente por asfixia, a los pocos

minutos de haberlos ingerido.

Descripcion botanica: Arbusto de 2-3 m de alto, ramas glabras. Hojas opuestas o
subopuestas, laminas oblongo-lanceoladas, de 1.4-2 cm de largo, 1-1.2 cm de ancho,
haz y envés glabros, margen crenado, con pequeifias manchas negras, apice obtuso,
base obtusa o redondeada; peciolos delgados de 3-5 mm de largo, glabros; estipulas
deltoides de aproximadamente 1 mm de largo, glabras, persistentes. Inflorescencias
dispuestas en cimas axilares de 3 a 4 flores, pedinculo floral ausente o de estar
presente hasta de 2 mm de largo, con pequefias 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 mm de largo,
carinados; glabros; pétalos blancos, unguiculados y cimbiformes, ligeramente mas
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 mm de largo; semilla ]

por 16culo.

K. johnstonii (1)

Familia: Rhamnaceas

Nombre comun: Cerezo, guanito, huanito.

Distribucion geografica: Michoacén y Guerrero

Usos: Medicinal, en la zona del Infiernillo, Michoacén, se prepara un té a partir de

hojas, que es ingerido para bajar las fiebres provocadas por la enfermedad conocida

como dengue.

Descripcion boténica: Arbusto o arbol de 2-6 m de alto, ramas glabras. Hojas
opuestas, ldaminas ovado-elipticas a ovado-lanceoladas, de 2.5-6 cm de largo, 1-3 cm
de ancho, haz glabro, verde oliva, envés ligeramente mas palido, glabro con 10 a 12

pares de nervaduras secundarias, margen entero, apice agudo a redondeado, base
cordada, peciolos de 1-2 mm de largo, glabro; estipulas deltoides de
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aproximadamente 0.5 mm de largo, cafés claras, glabras, persistentes. Inflorescencias
dispuestas en cimas axilares de 2 a 4 flores, pedinculo floral de 1-2 mm de largo,
glabro; copa floral campanulada, glabra, sépalos deltoides, de mas o menos 1 mm de
largo, glabros; pétalos blancos, del mismo tamaio o ligeramente mas cortos que los
estambres, persistentes; anteras dorsifijas, bitecas, disco no muy evidente, verde
amarillento, estilo dividido en 2 Iébulos pequefios. Fruto drupaceo, verde,
subesférico, de 7-10 mm de largo, indehiscente; 1 semilla por 16culo, blanca con

pequeias motas negras sobre la superficie.

22 MATERIAL Y EQUIPO

Los solventes utilizados para las extracciones, CCF, CC Gravitacional y de
baja presién fueron de grado analitico. Las extracciones y cromatografias fueron
desarrolladas a temperatura ambiente.

Evaporaciones: Rotavapor Biichi a temperatura inferior a los 40° C y protegido de
la luz.

CCF de silica: Cromatofolios AL de Silica gel 60 F,s4, espesor de capa de 0.2
mm, Merck.

Eluentes:
1a. Benceno-Acetona 1:1
2a. Benceno-Acetona 3:1

CCF de Fase Reversa: Cromatoplacas TLC, Silica gel RP-18 F,54 Merck. Eluente:
Metanol-Agua 7:3.

CC Flash: Silica gel 60 para CC, tamaio de particula de 0.063-0.200 mm, Merck.
Eluentes:

1b. Benceno-Acetona 8:1, 5:1, 3:1 y 1:1 (todos con 0.1% de Ac. Acético).

2b. Benceno-Acetona 8:1, 4:1 y 1:1 (todos con 0.1% de Ac. Acético).

CC Gravitacional: Silica gel 60 para CC, tamaio de particula de 0.063-0.200 mm,
Merck.
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Eluentes:

Ic. Benceno-Acetona 10:1, 8:1, 5:1, 3:1 y 1:1 (todos con 0.05 % de Ac.
Acético).

2c. Benceno- Acetona 30:1, 20:1, 15:1, 10:1 y 5:1 (todos con 0.1 % de Ac.
Acético).

3c. Benceno- Acetona 100:1, 80:1, 60:1, 40:1, 30:1, 20:1 y 10:1 (todos con
0.1% de Ac. Acético).

4c. Benceno-Acetona 50:1, 40:1, 30:1, 20:1 y 10:1 (todos con 0.1 % de Ac.
Acético).

CC de baja presion: Columna Lobar Lichroprep RP-18 (0.040-0.063 mm), Merck.
Eluente: Metanol-Agua 7:3, 8:2, 9:1 (todos con 0.1% de Ac. Acético) y Metanol,

CLAR: Cromatégrafo HP 1090 con detector de arreglo de diodos.

Condiciones: Eluente A: Metanol.
Eluente B: Agua ., Acetonitrilo y Acido Acético (70: 30: 1.6).

Flujo: 0.4 mL/min.

Temperatura: 21°C.

Id. Columna C g, 65% de eluente A con 35% de eluente B hasta el minuto

cuatro y se aument6 en forma gradual el porcentaje de A hasta llegar al 100%
en el minuto seis.

2d. Columna Cg, 50% de eluente A con 50% de eluente B hasta el minuto

cuatro y se aument6 en forma gradual el porcentaje de A hasta llegar al 100%
en el minuto seis.

Punto de Fusion: Aparato electrothermal.

Espectro Ultravioleta-Visible: Espectrémetro Beckman DU 7500 con arreglo de
diodos.

Espectro de Masas: Espectrémetro HP 5985.

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear: Espectrémetros Bruker y Varian de
400 MHz.

Bioensayo de Letalidad en Larvas de Artemia salina:
1. Artemia salina (huevecillos de larvas de camaro6n).

2. Sal de Mar “Instant Ocean”.

3. Recipiente pequeio rectangular de plexiglas con medidas interiores de 13.5
cm de largo, 7.8 de ancho y 3.7 cm de altura, dividido a la mitad con una
barrita de plexiglas de 7.8 cm de largo, 2 cm de altura y 0.5 cm de espesor
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ubicada en el borde superior de la caja, de tal manera que exista solucion de
continuidad de 2 cm en el fondo del recipiente. Este recipiente dividido en dos
mitades de la manera antes dicha, tiene un lado cubierto y protejido de la luz
en el que se siembran los huevecillos de Artemia salina.

4. Lampara de luz blanca.
5. Pipetas lineales de 5 y 10 mL y Pipetas automaticas de 500, 50 y 5 pL.

6. Vasos de precipitado de 10 mL (9 por muestra).
Determinacion del Grado de Inhibicion de la Enzima Catalasa:
1. Catalasa de higado bovino Sigma (E.C.1.11.1.6.).
2. Per6xido de hidrégeno 30 % (v/v) Sigma.
3. Solucién amortiguadora de Fosfato de potasio (KH,PO4, K,HPO,4) 50
mM, pH=7.4.
4. Etanol Merck grado analitico.
5. Cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor, 1 mL de capacidad.
6. Espectrometro UV-Visible Beckman DU 7500 con arreglo de diodos.

2.3 METODOS

2.3.1 SEPARACION DE LOS COMPUESTOS DE tg SIMILARALAT
514 DEL EXTRACTO SEMIPOLAR DEL FRUTO DE K. parvifolia.

Diagrama 1.

El fruto molido de K. parvifolia (1 kg) se extrajo 3 veces con 2 L de Acetato
de Etilo cada una. El extracto se evaporé y precipité con Eter de Petréleo (Ppt. I).
El Ppt. I se le hizo una extraccion rapida con Metanol y el sobrenadante resultante
(Sob. I) contenia principalmente T 514, Diast T 514 y los compuestos de ti similar a
laT 514. En el precipitado (Ppt. II) quedé la mayor parte de la T 496. El Sob.I se
evapord y precipité con Eter de Petréleo (Ppt. III). El Ppt. III (6.7 g aprox.) se
extrajo con Benceno-Acetona 10:1 y se obtuvo un precipitado (Ppt. IV) y un
sobrenadante (Sob. II).




DIAGRAMA 1

Karwinskia parvifolia
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Purificacién del compuesto de tg =2.8 (Compuesto X).

El Ppt. IV (600 mg aprox.) fue lavado cuatro veces con Acetona (5 mL en cada
lavado) para eliminar la T 514 remanente ya que ésta es soluble en Acetona y el
compuesto X no lo es. Se obtuvieron 300 mg del compuesto X puro.

Purificacion del compuesto de tg =3.1 (Compuesto Y).

El Sob. II fue sometido a separaciéon por CC Flash con el eluente 1b. Se
obtuvieron cuatro fracciones principales con las proporciones de eluentes que se
detallan en el diagrama. La Fraccién 4 (F4) contenia principalmente el
compuesto Y; y se le hizo una CC Gravitacional con el eluente 1c. El
compuesto Y eluy6 principalmente con las proporciones 5:1 y 3:1 y se obtuvo
impuro. Posteriormente se purificé por medio de CC de baja presion. Este
ultimo paso se hizo dos veces. Se obtuvieron 41 mg del compuesto Y, puro.

Purificacion del compuesto C (tg igualala T 514 =2.5).

La Fraccion 2 (F2) resultante de la separacién del Sob. II, contenia el
compuesto C impuro. La F2 se sometié a purificacién por medio de CC
Gravitacional dos veces con el eluente 2¢ para obtener 35 mg del compuesto C
puro el cual eluy6 con la proporcién 15:1.

2.3.2 FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ACTIVO DEL FRUTO DE
K. johnstonii. Diagrama 2.

El fruto de K. johnstonii (1 kg) se extrajo tres veces con Eter de Petréleo (2 L
en cada extraccion) para desengrasarlo y al fruto molido residual se le hicieron tres
extracciones con Cloroformo de 2 L cada una. El extracto cloroférmico se fraccioné
por CC Flash con el eluente 2b. Se obtuvieron asi tres fracciones principales con las

proporciones que se detallan en el diagrama; las fracciones, segin el Rf en CCF de




DIAGRAMA 2

Karwinskia johnstonii
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silica con el eluente 2a, se denominaron Fraccién de Rf mayor (200 mg), intermedio
(10 g) y menor (160 mg).

Obtencion de los componentes O y P.

Estos componentes se encontraron en la fracciéon de Rf intermedio la cual se
someti6 a separacién por medio de CC Gravitacional con el eluente 3¢. Con esta
cromatografia se obtuvo el componente P solo en la proporcién 40:1 y el

componente O mezclado con un poco del componente P en la proporcién 30:1,
por lo que fue sometido a CC Gravitacional con el eluente 4¢ para obtener el

componente O solo con la proporcién 30:1.

23.3 DETERMINACION DE LA PUREZA DE LOS COMPUESTOS
OBTENIDOS

a. Determinacién del punto de fusién.

b. CCF en silica con el sistema 1a para los compuestos X y Y;. El sistema 2a se
utiliz6 para los compuestos C, O y P.

¢. CCF en fase reversa. Esta cromatografia solo se utilizé para los compuestos X y
N

d. CLAR en fase reversa con detector de arreglo de diodos con las condiciones 1d
para los compuestos X, Y;, O y P. Las condiciones 2d se utilizaron para los
compuestos C, X y Y.

2.3.4 ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA

a. Espectro UV-Visible.

b. Espectro de RMN 13C.

¢. Espectro de RMN 1H.




d. Espectro de RMN de doble dimensidn.

¢. Espectro de Masas.

g.?.S ENSAYO DE LETALIDAD EN LARVAS DE Artemia salina(36y
7

. Se prepar6 agua de mar (38 g de sal por litro).

2.Se coloc agua de mar en el recipiente rectangular descrito y se anadieron huevos
de larvas de Artemia salina en el lado cubierto.

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

4, Se prepararon los vasos de precipitado para 1000, 100 y 10 ppm. Se utilizaron
tres vasos por concentracion. Se prepard una solucién de 20 mg en 2 mL de
solvente. De esta solucién se transfirieron 500, 50 o 5 pL a los vasos

correspondientes a 1000, 100 y 10 ppm respectivamente.

5. Se prepararon los vasos de precipitado para 100, 10 y 1 ppm. Se utilizaron tres
vasos por concentracion. Se prepar6 una solucién de 2 mg en 2 mL de solvente.
De esta solucién se transfirieron 500, 50 o 5 pL a los vasos correspondientes a
100, 10 y 1 ppm respectivamente.

6. El solvente fue evaporado con Nitrégeno. El material se disolvi6é en 50 pL de
DMSO, por cada 5 mL de solucién con larvas.

1. Después de 2 dias (cuando las larvas ya maduraron), se anadieron 5 mL de agua
de mar y 10 larvas a cada vaso (30 larvas por dilucion).

8. Se contd y anot6 el nimero de larvas sobrevivientes a las 24 horas.

9. Se analizaron los datos con el programa de computadora Finney para determinar
la DLs y el intervalo de confianza del 95%.

10. Se hicieron diluciones adicionales en los casos necesarios.

Se considera actividad positiva cuando los valores son menores a 1000 o 100
ppm para extractos o sustancias puras respectivamente.
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23.6 DETERMINACION DEL GRADO DE INHIBICION DE LA
CATALASA(35)

23.6.1 Preparacion de reactivos.

-Solucién amortiguadora de Fosfato de potasio 50 mM, pH 7.4: dilucién 1:20
de solucion patrén 1 M de KH,POy4, K,HPO4,.

-Solucién de catalasa: dilucién 1:200 de solucién patrén de la enzima 10
mg/mL en solucion amortiguadora de Fosfato de potasio, pH 7.4.

-Per6xido de hidrégeno 1 M: Dilucién 1:10 de Peréxido de Hidrégeno al 30
% en solucion amortiguadora de Fosfato de potasio, pH 7.4.

-Dilucién 1:10 en etanol de cada compuesto probado a partir de una solucién
patrén de 1 mg/mL.

2.3.6.2 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.
-40 uL de la solucién de catalasa
-Se agitd y leyé a 240 nm (Blanco).

-Se dispar6 la reaccién agregando 10 pl. de Peréxido de hidrégeno. Se
mezcld y ley6 a 240 nm cada minuto durante 6 minutos.

-Lo anterior se repeti6 tres veces para obtener el valor promedio.

La actividad enzimdtica de la catalasa se expresé como U/mL (uM de
Peroxido de hidrogeno utilizado/min/mL). Las tasas de reaccién enzimatica se
midieron en un espectrometro Beckman DU 7500 equipado con paquete de cinética
gnzimatica.
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2.3.6.3 Determinacion del grado de inhibicion sobre la actividad
de la catalasa.

En una cubeta de cuarzo de 1 cm de trayecto dptico se agregaron las
siguientes soluciones:

-930 UL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio.
-40 puL de la solucién de catalasa.

-20 pL de la solucién del compuesto a probar.

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

-Se disparé la reaccién con 10 pL de la solucién de Perdéxido. Se agité
rapidamente y ley6 a 240 nm durante 6 min.

-Lo anterior se repetié tres veces para cada compuesto evaluado y se
promediaron los resultados.

Se determiné el 100% de actividad sin el compuesto o sustancia problema y
en base a ello se calcul6 el grado de inhibicién de la catalasa causado por la adicion
del compuesto.

2.3.6.4 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media
(Clsp).

Se hicieron curvas de inhibicién para cada compuesto utilizando varias
concentraciones y graficandolas versus el logaritmo de la actividad de cada una de
ellas.

Concentraciones utilizadas de cada compuesto:
Compuesto X : 1.945, 3.891,9.727, 11.673 y 15.564 uM.
Compuesto Y, : 1.945, 3.891, 5.836, 7.782 y 9.727 uM.
Compuesto C : 3.875, 7.7519, 15.504 y 23.256 uM.

Para cada concentracién se hicieron tres determinaciones del porcentaje de
actividad de tal forma que se graficé el valor promedio de las mismas. Para el
andlisis estadistico se utiliz6 el método de los minimos cuadrados con el programa
Mystat. Se obtuvo asi la ecuacién de la curva para calcular de ella la Cly,.




CAPITULO 3

RESULTADOS

31 Karwinskia parvifolia

Se separaron y purificaron tres compuestos antracenénicos a partir del fruto
de K. parvifolia. La purificacién se llevé a cabo de acuerdo al diagrama 1. Los
compuestos fueron denominados como X, Y, y C para fines de este trabajo.

3.1.1 COMPUESTO X

3.1.1.1 Determinacién de la pureza.

Punto de Fusién: 271 - 273 °C.
Caracteristicas Cromatograficas:
CCF de Silica con el eluente 1a.
Rf: 0.22
Fluorescencia a 375 nm: Naranja obscura.
CCF de Fase Reversa.
Rf: 0.28
Fluorescencia a 375 nm: Negra.
CLAR con las condiciones 1d (Cromatograma 3).
tg: 2.7
CLAR con las condiciones 2d (Cromatograma 4).
tg: 2.8
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31.1.2 Elucidacion de la estructura.

Se realizaron los siguientes espectros para la elucidacion de la estructura del
compuesto X:

-Espectro UV - Visible en Etanol Merck (fig. 9).

-Espectro de Masas con Ionizacién Electrénica (fig. 10).

-Espectro de RMN 13C en Dimetilsulféxido (fig. 11).

-Espectro DEPT en Dimetilsulféxido (fig. 12).

-Espectro de RMN 1H en Cloroformo Deuterado (fig. 13, 14 y 15).
- Espectro HETCOR en Cloroformo Deuterado (fig. 16, 17 y 18).

Con la ayuda de estos espectros, se propone para el compuesto X la estructura
expuesta en la figura 19.

3.1.2 COMPUESTO Y, i

3.1.2.1 Determinacién de la pureza.

Punto de Fusiéon: 250 - 255 °C (Carbonizé).
Caracteristicas Cromatograficas:
CCEF de Silica con el eluente 1a.
Rf: 0.27
Fluorescencia a 375 nm: Amarilla.
CCF de Fase Reversa.
Rf: 0.34
Fluorescencia a 375 nm: Amarillo-Naranja.

CLAR con las condiciones 1d (Cromatograma 3).
tr: 3.02

CLAR con las condiciones 2d (Cromatograma 4).
tg: 3.6
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31.2.2 Elucidacién de la estructura.

-Espectro UV - Visible en Metanol Merck (fig. 20).
-Espectro de Masas con lonizacion FAB (fig. 21).

-Espectro de RMN !H en Cloroformo Deuterado (fig. 22).
-Espectro HMQC en Dimetilsulféxido (fig. 23).

Se propone para el compuesto Y, la estructura expuesta en la figura 24.

31.3 COMPUESTO C

3.1.3.1 Determinacion de la pureza.

Punto de Fusidén: 145 - 146 °C.
Caracteristicas Cromatograficas:
CCF de Silica con el eluente 2a.

Rf: 0.4
Fluorescencia a 375 nm: Verde-Amarillo.

CLAR con las condiciones 1d (Cromatograma 3).
tr: 2.4

CLAR con las condiciones 2d (Cromatograma 4).
tg: 3.3

3.1.3.2 Elucidacion de la estructura.

- Espectro UV - Visible en Metanol Merck (fig. 25).

- Espectro de Masas con lonizacion FAB (fig. 26).

-Espectro de RMN 13C en Cloroformo Deuterado (fig. 27).
- Espectro DEPT en Cloroformo Deuterado (fig. 28).
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.Espectro de RMN !H en Cloroformo Deuterado (fig. 29).
-Espectro HETCOR en Cloroformo Deuterado (fig. 30).

Se propone para el compuesto C la estructura que se muestra en la figura 31.

31.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA EN EL BIOENSAYO DE LETALIDAD
EN LARVAS DE Artemia salina

Compuesto X: no present6 actividad.
Compuesto Y;: no presenté actividad.

Compuesto C: present6 actividad con una DLsy= 4.49 ppm.

31.5 DETERMINACION DEL GRADO DE INHIBICION PRODUCIDO
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA

3.1.5.1 Grado de inhibicion producido sobre la actividad de la
catalasa por efecto de los compuestos antracendnicos

evaluados a una concentracion fija (3.9 mM).

-100% de la actividad de catalasa sin compuesto =28.628 U/mL.

Compuesto Actividad de % de inhibicion
catalasa (U/mL)
21.687 24.24

18.024 37.04
25.372 11.37




115.2 Determinacion de la Clg.

.Las curvas de inhibicién obtenidas para los compuestos X, Y; y C se muestran en
s figuras 32, 33 y 34 respectivamente.

-Las ecuaciones obtenidas de las curvas son las siguientes:

Compuesto X Log Actividad = 1.910 - 0.012 Concentracion
Compuesto Y, Log Actividad = 1.826 - 0.014 Concentracion
Compuesto C Log Actividad = 1.978 - 0.004 Concentracion

-La Cl5, calculada para cada compuesto fue la siguiente:
Compuesto X = 17.59 £ 1.00 uM
Compuesto Y; =9.07 £ 0.54 uM

Compuesto C = 69.77 £ 1.99 pyM
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Fig. 17. Ampliacién de la zona de aromaticos del espectro
HETCOR del compuesto X.




Fig. 18. Ampliaciéon de la zona de alifaticos del espectro
HETCOR del compuesto X.
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Fig. 19. Estructura y nombre quimico del compuesto X.
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3.2 Karwinskia johnstonii

El extracto etéreo no presenté actividad en el ensayo de letalidad en larvas de
Artemia salina. El extracto activo del fruto de K. johnstonii (extracto cloroférmico)
¢ fraccion6 con ayuda de la CC Flash en tres fracciones principales denominadas
fraccion de Rf mayor, de Rf intermedio y de Rf menor de acuerdo a la CCF de
silica. A partir de la fraccién de Rf intermedio se obtuvieron los componentes O y
P.

32.1 VALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS
FRACCIONES OBTENIDAS MEDIANTE EL BIOENSAYO EN LARVAS

DE Artemia salina

Rf mayor: no present6 actividad.

Rf intermedio: present6 actividad con una DLs, de 37.1 ppm.

Rf menor: no presentd actividad.

3.2.2 ANALISIS DE LA FRACCION DE Rf INTERMEDIO

A partir de esta fraccion se obtuvieron 2 componentes a los que se denominé
OyP.

Punto de Fusién del componente O: 256 - 258 °C.

Punto de Fusién del componente P: 228 - 230 °C.
Espectro UV-Visible del componente O en Metanol Merck (fig. 35).
Espectro UV-Visible del componente P en Etanol Merck (fig. 36).

Caracteristicas Cromatograficas.

CCF de Silica con el solvente 2a:

Rf componente O: 0.46

Rf componente P: 0.48




Fluorescencia a 375 nm:

Componente O: Amarillo-Naranja.
Componente P: Naranja-Obscuro.
CLAR con las condiciones 1d:

tg componente O: 4 picos a4.2,4.4,4.9 y 5.4 min.(Cromatograma 5).

tg componente P: 7.05 min (Cromatograma 6).

' 3.2.3 VALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS

PRODUCTOS OBTENIDOS (ENSAYO EN LARVAS DE Artemia
salina)

Componente O: Presenté actividad con una DLsy de 13.2 ppm.

Componente P: Present6 actividad con una DLy, de 42.3 ppm.
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Fig. 35. Espectro UV-Visible del componente O en Metanol.
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i DAD1 A, Sig= 4156 Ref=550,100 of 022-0402.D

|'.V

Cromatograma 5. CLAR del componente O; las condiciones son

1d.

mAU ] DAD1 A, Sig=410,4 Ref=550,100 of 023-{%201.[‘)
.

Cromatograma 6. CLAR del componente P; las condiciones son

1d.
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CAPITULO 4

DISCUSION

En el presente trabajo se estudian en forma independiente dos plantas del

género Karwinskia: K. parvifolia y K. johnstonii.

En el caso de K. parvifolia el estudio se centré en aislar, purificar y conocer la
estructura y actividad de los componentes de tg similar a la T 514 encontrados en el

extracto semipolar del fruto. En K. johnstonii nos abocamos a indicar los
compuestos responsables de la elevada toxicidad del fruto, utilizando una

purificacion biodirigida mediante el bioensayo en larvas de Artemia salina.

4.1 K. parvifolia

El aislamiento y purificacién de los componentes que estin en menor
proporcion en el fruto de K. parvifolia (tg similar a la T 514) se hizo de acuerdo a la
metodologia descrita en el Diagrama 1. En dicho diagrama se observa que el Ppt. |
se lavé con Metanol con el fin de quitar la mayor parte de la T 496 debido a que es
insoluble en dicho solvente(25). De esta manera obtuvimos el Sob. I enriquecido en
Diast. T 514, T 514 y los compuestos de tz similar a la T 514. Posteriormente se
senala que el Ppt. III se extrajo con una mezcla de Benceno-Acetona 10:1
obteniendo asi el Ppt. IV (X impuro) el cual se lavé con Acetona para obtener al
compuesto X puro. Esta forma de purificar al compuesto X se debe a la

insolubilidad del mismo en Acetona.

En la purificacion del compuesto Y; fue necesario hacer dos CC

gravitacionales y dos CC de baja presion para poder obtenerlo puro, pero en poca
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cantidad debido a la pérdida de material durante los procesos cromatograficos. En la

obtencion del compuesto C se necesitaron tres CC Gravitacionales.

Es importante mencionar que se probaron diferentes formas de purificacion
para cada compuesto, siendo las descritas las que resultaron mas eficientes. Ademas
los tres compuestos se deben trabajar a temperaturas bajas, secarlos bien y quitarles
por completo la acidez ya que se descomponen fécil y rapidamente, sobre todo el

e 7
compuesto Y.

4.1.1 DETERMINACION DE LA PUREZA DE LOS COMPUESTOS X,
Y;YC

Para la determinacion de la pureza de los compuestos X y Y, resultaron muy
importantes las caracteristicas cromatogréficas debido a que tienen valores de Rf
muy similares en CCF de silica con el solvente 1a, de tal manera que a veces
resultaba dificil decidir el grado de pureza sobre todo con el compuesto Y;: con el
uso de la CCF de fase reversa se pueden distinguir bien ya que el compuesto X
presenta fluorescencia negra en la misma. Ademas en CLAR con las condiciones 1d
los iempos de retencién de los dos compuestos son muy cercanos, sin embargo, con
las condiciones 2d si se separan. Esto es importante para seguir el proceso de
purificacién porque como se ve en los cromatogramas 3 y 4, en las condiciones 1d
el orden de elucién es T 514, X y Y, y en las condiciones 2d el ordenes X, T 514 y

Y,.

En la determinacién de la pureza del compuesto C se utilizé la CCF con las
condiciones 2a resultando el Rf y fluorescencia al igual que el punto de fusién
coincidentes con un estdndard de T 516. En CLAR con las condiciones 1d, el
compuesto C tiene el mismo tiempo de retencién que la T 514, pero eso no
representa problemas ya que durante el proceso de purificacion (Diagrama 1) se
separan por medio de CC Flash en silica quedando el compuesto CenlaF2yla T
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514 en las Fracciones 3 y 4. Ademas con las condiciones 2d en CLAR los tiempos
de retencién son diferentes (Cromatogramas 3 y 4).

4.1.2 ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO X

Debido a los datos de solubilidad del compuesto X, se escogio el Etanol como
solvente para el espectro UV - Visible (fig. 9); presenta maximos de absorcion a 230,
272 y 429 nm. La forma del espectro y los méximos de absorcién son muy similares

) S 7 i . (19
alos encontrados en los compuestos de tipo antracenénico anteriormente aislados (12

. . ; ; ; "
26 y 27), Ademais en el espectro realizado en medio alcalino se observé un
desplazamiento batocrémico lo cual indica la presencia de grupo fenol en la

molécula.

El espectro de masas (fig. 10) proporciona un ién molecular de 514 y las
pérdidas caracteristicas de agua en la molécula con los iones 496 y 478. Se observa
también el i6n 239 correspondiente al ménomero producto de la fragmentacién del
dimero deshidratado. La férmula molecular propuesta es C33H,¢0g.

En el espectro de RMN !3C (fig. 11) encontramos solo 15 sefiales de carbono
y corresponden a la mitad de carbonos en la formula molecular propuesta, lo que
indica una molécula simétrica. El espectro revela la presencia de un grupo carbonilo
a 206 ppm (C 1), diez carbonos aromaticos entre 105 y 170 ppm y cuatro carbonos
alifaticos por debajo de 70 ppm. Los carbonos 8 (153 ppm) y 9 (164 ppm) son los
més desplazados de los aromaticos por la unién directa con el oxhidrilo fendlico. El
carbono 3 (69.6 ppm) es el mas desplazado de los no aromaticos debido a la union
directa con el alcohol terciario. El carbono 2 estd més desplazado que el carbono 4
por la influencia del grupo carbonilo. El grupo metilo aparece a 28.9 ppm debido a
la cercania del grupo alcohol. Las asignaciones se hicieron de acuerdo a cdalculos

basados en tablas(®) y por comparacién con otros espectros de antracenonas




|

diméricas previamente analizadas(26 ¥ 27). Por medio del espectro DEPT (fig. 12)

asignamos los metilos (1), metilenos (2), metinos (3) y carbonos cuaternarios (9).

En el espectro de RMNH (fig. 13) encontramos once sefales de hidrégeno
correspondientes a la mitad de las senales esperadas de acuerdo al nimero de
hidrogenos en la férmula molecular propuesta y cada sefal integra para doble
nimero de hidrégeno, lo que nos confirma la simetria de la molécula. Los
hidrégenos el y e2 estan muy desplazados en éste tipo de moléculas (16 y 10 ppm)
a diferencia de los grupos fenélicos normales. El hidrégeno el se encuentra mas

desplazado que el e2 debido a que es fuertemente atraido por el oxigeno del grupo
carbonilo a través de unién puente de hidrégeno. Los hidrégenos a, b1 y b2 son
aromaticos (fig. 14), pero b1 y b2 forman parte del mismo anillo y se acoplan entre
si resultando un doblete para cada uno a 7.2 y 7.5 ppm respectivamente (J= 8 Hz).
El hidrégeno a presenta un singulete a 7.1 ppm. La sefal que se observa a 5 ppm es
debida al alcohol (hidrégeno d). Los hidrégenos f a pesar de que estan en el mismo
carbono, dan un doblete cada uno porque son hidrégenos diasterotépicos (J= 17
Hz). Lo mismo sucede con los hidrégenos g (J= 16 Hz). Las asignaciones de los
dobletes de f y g se hicieron por medio de los acoplamientos de las senales (fig. 15).
La senal del metilo aparece a 1.3 ppm como singulete.

Con el espectro HETCOR (Fig.16, 17 y 18) se lograron corroborar las

asignaciones hechas en los espectros anteriores. Es decir, se observan las
correlaciones del Ha-C10, Hb1-C5, Hb2-C6, He-CMe, Hf-C2 y Hg-C4.

Cabe aclarar que ya se habia aislado un compuesto con la misma estructura
planar que el compuesto X a partir de K. humboldtiana; sin embargo las
caracteristicas cromatograficas y de solubilidad, hacen pensar que se trata de un par

de isomeros y no de moléculas idénticas.
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41.3 ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO Y,

El espectro UV-Visible (fig. 20) se hizo en Metanol y presenta maximos de
absorcion a 227, 270, 314 y 433 pmm. Tal y como esperabamos para la estructura
fen6lica propuesta, se observd también un desplazamiento batocrémico en medio
alcalino.

El espectro de Masas (fig. 21) se hizo utilizando varias técnicas como Impacto
Electrénico, Ionizacién Quimica y FAB con diferentes matrices, pero la que resultd
mejor fue la Ionizacién FAB con matriz de glicerol, ddndonos un i6n molecular de
514. Se observan también pérdidas de agua y la senal del monémero producto de la
fragmentacion del dimero deshidratado. La férmula molecular propuesta es
C3gH,60g, al igual que para la T 514 o peroxisomicina Al, Diast. T 514 o

peroxisomicina A2 y el compuesto X.

RMN!H (fig. 22). Se observan cuatro sefiales muy desplazadas
correspondientes a los oxhidrilos fendlicos. Los hidrégenos de los OH de los
carbonos 9 y 9’ (16.1 y 16.4 ppm) son los més desplazados por la atraccion con el
grupo carbonilo, mientras que los OH de los carbonos 8 y 8’ se encuentran a 10.0 y
10.1 ppm respectivamente. Se observan las sefiales de los hidrégenos aromaticos
entre 6.5 y 7.5 ppm. Los hidrégenos S, 6’ y 6 se encuentran entre 7.4 y 7.3 ppm,
son sefiales muy confusas y poco distinguibles pero, se pudieron asignar con el
espectro HMQC (fig. 23). El hidrégeno 10 aparece como singulete a 7.2 ppm y los
hidrégenos 7’ y 5§’ se observan como dobletes cada uno a 6.8 y 6.7 ppm (J= 8 Hz).
Los hidrégenos alifaticos 2, 2°, 4 y 4’ se observan entre 2.5 y 3.5 ppm. Estos
hidrégenos son diasterotépicos, por lo que cada hidrégeno aparece como doblete.
Los hidrégenos del carbono 4 son los mas desapantallados, lo cual hace que
aparezcan mas desplazados que los otros. En cambio los hidrégenos del carbono 4’
al ser lo mas apantallados aparecen menos desplazados. Las senales de los alcoholes
se observan a 1.95 y 1.6 ppm. Los metilos 3y 3’ se observan a 1.5y 1.3 ppm. Las
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asignaciones se hicieron en base a calculos y por comparacién con los espectros de
laT 514 y del Diast T 514 los cuales son casi idénticos al del Y, (Apéndice).

El espectro HMQC (fig. 23) nos permitié comprobar algunas asignaciones
hechas sobre todo en los carbonos 7° (107.4 pmm), 5§’ (111.6), 10 (114.6), 5 (115),
6’ (129.4) y 6 (131.6). Esta modalidad de doble dimensién es una correlacion
indirecta carbono-hidrégeno, mucho mas sensible que el HETCOR, por lo que
resulté muy util ya que el material puro obtenido fue muy escaso y no se pudo

hacer el espectro de RMN!3C.

El compuesto Y, resulté otro diasteroisémero de la T 514 que no ha sido

descrito en la literatura y podria ser llamado peroxisomicina A3.
4.1.4 ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTO C

Se observa en el espectro UV-Visible (fig. 25) el mismo tipo de croméforos
observados en los compuestos antracenénicos. Los maximos de absorcion, aparecen

a 232,272 y 436 nm.

En el espectro de masas (fig. 26) observamos el i6n molecular 516. El
espectro se hizo por ionizacién FAB utilizando como matriz el alcohol 3-
Nitrobencilico. Se observa un pico de m/e 501 debido a la pérdida de metilo. La

formula molecular propuesta es C33H,g0Og.

El espectro RMN!H (fig. 27) se hizo en un aparato Varian de 400 MHz y

coincide con el espectro de la T 516 publicado por Dreyer en 1975(12), Las sefiales
mds desplazadas son las de los oxhidrilos fendlicos, como la senal del hidrégeno 9 a
15.0 ppm. Los OH fendlicos 8 y 1’ se encuentran a 9.6 y 10.0 ppm. Estas
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posiciones se asignaron asi basdndonos en los datos obtenidos por Dreyer que

coloco el grupo metoxilo en la posicién 8’ debido a datos de espectros del éter
monometilo de taracrisona. Sin embargo nosotros observamos que el metilo puede
estar en la posicion 9’ por célculos, pero atin no encontramos datos que confirmen
una u otra posicion. Los hidrégenos aromaticos se encuentran entre 6 y 8 ppm.
Observamos las sefiales del hidrégeno 6 y del hidrogeno 5 como dobletes cada uno,
a7.44y 741 ppm y la senal del hidrégeno 10 como singulete a 7.2 ppm. Los
hidrégenos 5’ y 7’ se encuentran a 6.3 y 6.5 ppm siendo el hidrégeno 5’ el mas
apantallado. Las sefiales observadas a 3.6 y 4.1 ppm como singuletes son debidos a
los metoxilos 6’ y 8’ respectivamente. Los metilos unidos a los carbonos 3, 3’ y
carbonilo de 2’ se encuentran a 1.6, 2.1 y 2.7 ppm, siendo el dltimo mas desplazado

por la unién directa con el carbonilo.

En el espectro de RMN13C (fig.28) se observan las sefiales de los carbonilos a
203 y 207 ppm. Las sefiales de los 20 carbonos aromaticos se observan entre las 90
y 170 ppm y las senales de los carbonos alifdticos entre los 15 y 75 ppm. Los
carbonos unidos a hidrégeno fueron determinados con ayuda del espectro DEPT
(fig. 29) y asignados con el espectro HETCOR (fig. 30). Todos los demas carbonos
se asignaron por cdlculos.

Por todos los datos cromatograficos y espectroscépicos descritos se puede
decir que el compuesto C es la T 516 aislada previamente de K. humboldtiana por
Dreyer y cols. en 1975.

4.1.5 BIOENSAYO DE LETALIDAD EN LARVAS DE Artemia salina

El ensayo en larvas de Artemia salina es un bioensayo preliminar para
detectar toxicidad de productos naturales en una forma rapida y simple y asi mismo
guiar el fraccionamiento de extractos de plantas con cierta actividad (36. 37y 40) Ep
el caso de sustancias no polares o extractos insolubles en agua es conveniente contar
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¥ las larvas sobrevivientes a las 24 horas de exposicion con lo que resulta una medida
cronica como la DL 5, en cambio para sustancias polares se recomienda contar a las

6 horas de exposicién obteniendo asf la concentracién letal media (CL)(4).

En K. parvifolia utilizamos el ensayo para darnos una idea de la actividad de
los compuestos aislados y se determiné la DLs, por ser no polares. Segun los
resultados obtenidos, los compuestos X y Y; no son activos a las dosis probadas
(hasta 200 ppm.) y el compuesto C presenté una actividad muy elevada (4.49 ppm.).
El ensayo se hizo cuatro veces para cada compuesto. Ademads se envid una muestra
de cada compuesto y de la T 514 al Instituto de Quimica de la UNAM para que se
evaluaran con el mismo ensayo; los resultados obtenidos corroboraron los datos

presentados en esta tesis. La T 514 present6 una actividad de 105.6 ppm.

Es importante sefialar que en el trabajo realizado por Pifieyro en 1994(25), se
reportd una citotoxicidad selectiva de la T 514 sobre células de origen neoplasico y
células de origen benigno. Asi se encontré para el Hepatoma 3B una DL+, de 7.1
pg/mL, mientras que para las células de Chang (benignas) la DL, fue de 113.0
ug/mL. Si comparamos esto con el valor obtenido de 105.6 ppm en el ensayo de
larvas de Artemia salina, podemos concluir que en nuestro caso existe una
correlacion entre la toxicidad celular y la toxicidad que presenta este ensayo.

4.1.6 GRADO DE INHIBICION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS
SOBRE LA CATALASA.

Se hizo la determinacién del porcentaje de la actividad de la catalasa, como
referencia para calcular posteriormente el grado de inhibicién que producen los
compuestos a probar y la Cls; de cada uno. La actividad de la catalasa inicial se
expresa en U/mL y eso corresponde al 100% de actividad. Una vez que se obtiene
este dato, se hace la determinacién del grado de inhibicién producido por efecto de
cada compuesto a la concentracién en la cual la peroxisomicina Al o T 514 produce
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alrededor del 50% de inhibicién en la enzima (3.9 uM). Esto se hace con el fin de

|

tener una idea rapida del grado de inhibicién de la enzima producido por cada
compuesto y posteriormente decidir las concentraciones a utilizar en la

determinacién de la Cls,.

El intervalo de concentraciones utilizadas en la determinacién de la Cls, se
escogid, como antes se menciona, en base al resultado obtenido en el ensayo
anterior. Cada medicién se hizo por triplicado con el fin de obtener un promedio del
porcentaje de actividad. Tal y como se menciona en un trabajo anterior(3) se

transform6 matematicamente porcentaje de actividad en logaritmo para linearizar la

funcion.

En el caso del compuesto C se utilizaron sélo cuatro concentraciones debido a
que se presentaron problemas de interferencia en las lecturas de las concentraciones
elevadas de tal forma que sélo se pudo leer hasta 23.256 uM.

Con el compuesto X se analizaron cinco concentraciones, pero no se pudieron

obtener buenos datos a concentraciones mayores de 15.564 uM debido también a
interferencias en las lecturas. Se hizo un andlisis estadistico de regresién con el

método de los minimos cuadrados para obtener la mejor recta y con la ecuacion de

cada recta se calcul6 la Cls, para cada compuesto.

Con los datos obtenidos para cada compuesto observamos que se cumple tal
y como sefialamos anteriormente la relacién que hay entre estructura y porcentaje

de inhibicién (Tabla 6). Es decir, en el caso del compuesto Y, el resultado es similar a
los resultados obtenidos con la T 514, Diasteroisomero de la T 514 y Flegmacinas 1

y 2, ya que éstos cuatro compuestos son muy parecidos estructuralmente al Y. El
compuesto X presenta diferencia en la unién de los mondémeros antracendnicos (7,

7’ en lugar de unién 7, 10) con respecto a los compuestos antes mencionados por lo




COMPUESTO

T514

Diast. T 514
Flegmacina 1
Flegmacina 2
Y1

X

T 544

C

T 496

T510
Aminotriazol

CONCENTRACION (uM)
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que observamos una inhibicién menor, pero sigue siendo elevada por ser los dos

mondmeros de tipo antracendnico.

En cambio en el caso del compuesto C s6lo uno de los monémeros es
antracendnico y esto correlaciona bien con la poca inhibicién presentada. Sin
embargo el resultado no es tan bajo como con la T 496 o laT 510 los cuales tienen
un mondémero antraquinénico y otro antracenénico. Cabe senalar que dos

antraquinonas (Crisofanol y Emodina) utilizadas como referencia no tuvieron
practicamente accidn inhibitoria sobre la actividad de la enzima

4.2 K. johnstonii

El estudio en K. johnstonii, como antes se menciond, se enfoco en tratar de
aislar los compuestos responsables de la toxicidad mediante una separacion

biodirigida de los mismos con el ensayo en larvas de Artemia salina.

Los extractos etéreo y cloroférmico del fruto de esta planta se evaluaron con
el ensayo y el inico que presento actividad fue el extracto cloroférmico, de tal forma
que solo ese extracto se fracciond por medio de CC Flash en silica, obteniéndose asi
tres fracciones principales denominadas segun el Rf en CCF de silica en el solvente
2a como fraccién de Rf menor, Rf intermedio y Rf mayor. De las tres fracciones
unicamente la de Rf intermedio presenté actividad en el ensayo en larvas, por lo que
solo esa fraccion se someti6 a separacion en CC Gravitacional. Las fracciones de Rf
menor y mayor, aparte de ser inactivas en el ensayo, se obtienen en muy poca

cantidad (160 y 200 mg respectivamente) por lo que no se fraccionaron.

A partir de la fraccién de Rf intermedio se obtuvieron los componentes O y
P. Estos componentes mostraron una sola mancha cada uno en CCF de silica con




diferentes sistemas de eluentes y un solo pico en CLAR en condiciones diferentes a
las 1d y 2d. En el espectro UV-Visible de ambos componentes se observan maximos
en las zonas donde absorben en general los compuestos de tipo antracenonico. El

punto de fusién del componente P tiene el mismo valor y coincide con el del
estandar de la T 496. En cambio, el componente O a pesar de tener las mismas
caracteristicas cromatograficas que el estindard de la T 544, tiene un punto de
fusién diferente. Esto nos hizo pensar en la posibilidad de que se trataran de distintos
compuestos y en buscar nuevas condiciones de anélisis cromatografico para aclarar
esta interrogante.

Asi se encontré en CLAR que con las condiciones 1d, el componente O
muestra cuatro picos entre los 4 y 5.5 minutos (Cromatograma 5). Cabe aclarar que
en el andlisis por CLAR la T 544 aislada originalmente por Dreyer de K.
humboldtiana resulté tener cuatro picos con los mismos tiempos de retencion,
aunque en distinta proporcién que el componente O. Podemos suponer, por las
caracteristicas cromatograficas y espectroscopicas, que se trata de una mezcla de
isomeros. Para un futuro trabajo queda el separar e identificar cada uno de ellos. En
estas mismas condiciones (1d), tanto el componente P como la T 496, muestran un
solo pico a los 7.05 minutos (Cromatograma 6).

Una vez analizados los componentes O y P se evaluaron en el ensayo de
letalidad en larvas de camarén y los dos presentaron actividad elevada, sobre todo €l
componente O; podemos deducir entonces que dichos compuestos son los
responsables de la toxicidad del fruto de esta planta.

Nota: Durante el desarrollo de esta tesis, tuvimos informes de una intoxicacion
masiva en Morelia debido a la ingesta del fruto de K. johnstonii*!), lo cual

corrobora lo aqui expresado.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Se aislaron, purificaron y caracterizaron tres compuestos antracenénicos a
partir del fruto de K. parvifolia.

Uno de los compuestos (Y,) no habia sido descrito en la literatura y es un
diasteroisomero de la T 514. El compuesto X es un isomero de posicion de la T 514,
del cual ya se habia descrito un isémero con la misma estructura planar a partir de la
K. humboldtiana. El compuesto C es la T 516 aislada previamente por Dreyer en
1975 a partir del fruto de K. humboldtiana.

Los tres compuestos antracenénicos aislados resultaron inhibidores de la
catalasa. Con los resultados obtenidos se observé que se cumple la relacion
propuesta entre estructura antracenénica y porcentaje de inhibicién de la enzima.

La T 544 result6 ser una mezcla de probables isémeros. Tanto ellos como la T
496 son responsables de la toxicidad encontrada en el fruto de K. johnstonii.

El bioensayo de letalidad en larvas de Artemia salina resultd una herramienta
util en el fraccionamiento biodirigido en K. johnstonii. En K. parvifolia se observo
cierta correlacién entre los resultados del ensayo y la actividad bioldgica de los
compuestos aislados.
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RECOMENDACIONES

En un futuro resultar4 importante e interesante separar los isémeros de la T

544. asi como elucidar las estructuras de los mismos.

Por otra parte serd interesante también hacer mas pruebas con el bioensayo
en larvas de Artemia salina usando este tipo de compuestos para posteriormente

decidir el grado de correlacién entre el bioensayo y el cultivo celular.
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