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El significado del éxito

Ganar el respeto de la gente inteligente y el afecto de los nifios;

apreciar la belleza de la naturaleza y de todo lo que nos rodea;

buscar y fomentar las mejores cualidades en los demas;

poder dar un regalo a los demas sin esperar nada a cambio,

porque es al dar que recibimos;

cumplir una tarea, ya sea salvando a un alma perdida, curando a un nifio
enfermo, escribiendo un libro, o arriesgando la vida por un amigo;

haber celebrado y reido con gran alegria y entusiasmo, y haber cantado;
tener esperanza aun en tiempos de desesperacion, porgue mientras tengas
esperanza, tienes vida,

amar y ser amado;

comprender y ser comprendido;

saber que por lo menos una vida ha sido mas facil porque tu has estado ahi;

éste es el significado del éxito.

Ralph Waldo Emerson
Modificado por Ray Serway
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La busqueda de nuevos farmacos es una necesidad del hombre para
resolver los problemas de salud. Sin embargo, actualmente el descubrimiento
y desarrollo de nuevos farmacos es un gran reto para los cientificos por la
dificultad y los costos que conlleva obtenerlos. No obstante, que se han
desarrollado nuevas metodologias para sintetizar compuestos activos, el
tiempo para obtener un farmaco se ha prolongado, dado que en los afios
sesenta tardaba 8 afios y en la Ultima década se ha incrementado entre 12 y
15 afios.

México ocupa el tercer lugar a nivel mundial en flora de climas
templado y calido, seguido de Brasil y Colombia. Nuestro pais tiene cerca de
21 600 especies de plantas vasculares, de las cuales mas de 3 350 son
consideradas como plantas medicinales. Sin embargo, a pesar de su riqueza
y variedad, solo un porcentaje pequefio de las plantas medicinales
mexicanas han sido investigadas desde el punto de vista fitoquimico y/o
farmacoldgico. De este modo, el potencial de las plantas medicinales
mexicanas es una fuente de compuestos bioactivos que permanece en gran
medida inexplorado.

Una alternativa para la busqueda de nuevos compuestos, es el disefio
de moléculas hibridas o farmacos hibridos, que se definen como la union de
dos moléculas diferentes mediante un enlace covalente, que pueden tener la
misma o diferente actividad bioldgica.

En este trabajo se obtuvieron cuatro moléculas hibridas por medio de
la reaccion de esterificacion del cacalol, un sesquiterpeno separado de las
raices de Psacalium decompositum, con acidos carboxilicos.

Dos de los é&cidos carboxilicos utilizados son AINE’s (naproxeno e
ibuprofeno). Estos tienen efectos secundarios adversos, principalmente la
irritacion en el tracto gastrointestinal y en menor medida nefrotoxicidad y

hepatotoxicidad. Se ha descrito en la literatura que la toxicidad



Introduccion

gastrointestinal puede ser disminuida con el enmascaramiento del grupo
funcional carboxilo, mediante la formacion de ésteres y amidas.

Los otros acidos empleados, son el acido cinamico y el acido p-
metoxicindmico, a los que se les ha encontrado propiedades bioldgicas
interesantes como son: hepatoprotectora, antibacterial y antioxidante.
Ademas, algunos de sus ésteres poseen efectos antiinflamatorios.

A las moléculas sintetizadas en el presente trabajo, se les evalud la
actividad antiinflamatoria y antioxidante, con la finalidad de establecer una
posible opcién terapéutica, a partir de los productos naturales de nuestro

pais.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Productos naturales

La palabra natural es un adjetivo que se refiere a algo que esta
presente o es producido por la naturaleza. Cuando se menciona la palabra
natural muchas veces se asume que es algo identificado como bueno o puro.
No obstante, muchos venenos efectivos son productos naturales. En un
sentido estricto, los productos naturales son sustancias originadas por
fuentes microbianas, vegetales o animales.

El interés en los productos naturales se debe a que desde principios
de la historia, éstos han proporcionado tratamientos para el dolor, paliativos o
curativos para diversas enfermedades, siendo una fuente importante de
farmacos desde tiempos antiguos y aproximadamente la mitad de los
farmacos que se utilizan hoy en dia son derivados de productos naturales
(Harvey, 2008).

Gran parte de los compuestos de origen natural con actividad son
importantes porque son dificiles de producir comercialmente por sintesis
quimica. Entre los productos naturales que estan despertando el interés de
los investigadores se encuentran los alcaloides, flavonoides, cumarinas y
terpenoides. Asimismo, de los 20 farmacos mas vendidos en el mercado en
el afio 2000, que no son proteinas, 7 de estos fueron derivados o
desarrollados a partir de moléculas base generadas de productos naturales
(Ahluwalia V. K., 2008; Ahluwalia & Chopra, 2008).

Diversos medicamentos modernos que se derivan de productos
naturales, fueron descubiertos como resultado de la separaciéon de
compuestos activos de plantas usadas en la medicina tradicional.

Ejemplos de la comercializacion de farmacos modernos procedentes de

productos naturales se pueden ver en la tabla 1.
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Tabla 1. Ejemplos de la comercializacion de farmacos modernos de
productos naturales. Modificado al espafiol (Ahluwalia & Chopra, 2008).

Producto Natural (Compaiiia) ~ Afode Indicacién
introduccion
Orlistat (Roche)
O
e
(CH2)10
HiC Q. oy .
HyC g 1999 Obesidad
""uH CH3
NH
o=(
H
Miglitol (Bayer)
Antidiabé-
1996 _ .
tico (tipo II)
L
OH
Topotecan (Smith Kline Beecham)
Antineopla-
1996 _
sico
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2.2 Medicina tradicional

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la medicina
tradicional es la suma de conocimientos, técnicas y practicas, basadas en las
teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, que se
utilizan para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar

trastornos fisicos o mentales.

Existen muchas formas de medicina tradicional, entre las que se
incluyen la medicina tradicional china, el ayurveda hindd, la medicina unani
arabe y las diversas formas de medicina indigena. Su practica varia en gran
medida de un pais a otro y ésta se ve influenciada por factores como la

historia, las actitudes personales y la filosofia.

La OMS ha estimado que mas del 80 % de la poblacién mundial
recurre principalmente a la medicina tradicional para la atencion primaria de
su salud, siendo la herbolaria una de las practicas mas recurridas (Ahluwalia
& Chopra, 2008).

Dependiendo de las terapias implicadas, la medicina tradicional puede
clasificarse en terapias de medicacion (utilizando hierbas, partes de animales
0 minerales) y en terapias sin medicacién (como acupuntura, terapia termal,

yoga y otras terapias fisicas, mentales o espirituales).

En paises donde el sistema de salud dominante se basa en la
medicina alopatica o donde la medicina tradicional no se ha incorporado en el
sistema de salud nacional, la medicina tradicional se clasifica a menudo

como medicina complementaria, alternativa o no convencional.
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2.2.1 Plantas medicinales

Una planta medicinal es cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que son empleadas en el tratamiento tradicional de
enfermedades, su estudio proviene de usos transmitidos.

México estd clasificado como el tercer pais en megadiversidad
después de Brasil y Colombia, con flora de clima tropical y templado (Bye,
1995). Existen en nuestro pais cerca de 21 600 especies de plantas
vasculares, de las cuales mas de 3 350 son consideradas como plantas
medicinales. Sin embargo, a pesar de su riqueza y variedad, so6lo un
porcentaje pequefio de las plantas medicinales mexicanas han sido
investigadas desde el punto de vista fitoquimico y farmacolégico. De este
modo, el potencial de las plantas medicinales mexicanas como una fuente de
compuestos bioactivos permanece en gran medida inexplorada (Tringali,
2001). Ademas, la caracterizacion de los principios activos permite purificar
los compuestos presentes en las plantas y descartar en los estudios con
modelos animales, aquellos que pudieran ser téxicos o generar efectos

secundarios.

2.3 Complejo matarique

Ciertas plantas medicinales mexicanas se agrupan para su
reconocimiento en complejos. Un complejo estd compuesto por especies de
plantas que comparten nombres en comun, caracteristicas morfoldgicas y/o
aromaticas, asi como el uso terapéutico en la medicina tradicional (Linares &
Bye, 1987). El complejo permite explorar las bases etnobotanicas para
entender como la gente reconoce, aprovecha y maneja las plantas para
satisfacer sus necesidades.

Existen cinco especies de la familia Asteraceae nativas de México y
Estados Unidos: Psacalium decompositum, Psacalium peltatum, Psacalium
sinuatum, Psacalium radulifolium y Acourtia thurberi que se agrupan en el
llamado Complejo Matarique. Ademas, todas estas especies son usadas
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como remedio para diabetes, reumatismo, enfermedades gastrointestinales y
del rifidn. Psacalium decompositum es sumamente valorada porque ademas
de emplearse en su ambito natural, se comercializa en mercados a distancia
y es considerada la especie mas efectiva del complejo en el tratamiento de

las afecciones antes mencionadas (Linares & Bye, 1987).

2.3.1 Psacalium decompositum

Es una planta terrestre silvestre originaria de México (figural) que
habita principalmente en la Sierra Madre Occidental y en el centro del pais en
un clima semiseco entre los 1 950 y 2 050 msnm, distribuida en zonas

montafiosas, asociada a matorral xerofilo y a bosque de pino.

Dicha planta llega a medir hasta un metro de altura. Posee un rizoma
fibroso grueso, tallos casi lefiosos, densamente pilosos o hirsutos en la base
y con pelillos. Las hojas estéan divididas y miden hasta 40 cm de largo. Sus

flores son blancas y estan agrupadas en cabezuelas (figura 2).

Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Psacalium

Especie: Psacalium decompositum (Gray) H.E. Robins & Brettell.

Nombre comun: Matarique

Sinonimia: Cacalia decomposita A. Gray, Mesadenia decomposita (A. Gray)

Standley, Odontotric decompositum (A. Gray) Rydberg.
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Figura 1. Psacalium decompositum, ejemplar de Chihuahua (Cronquint,
1980).



Antecedentes

Figura 2. Flores a) y hojas b) de Psacalium decompositum (Alexander,

2006).
0/
o)
O
™ OH
o)
a) cacalona b) maturina
O (o)
(o) o)
W, l/
o (0 OH
c) maturinona d) maturona
OH
o)
/
e) cacalol

Figura 3. Sesquiterpenos naturales de las raices de P. decompositum
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Tradicionalmente el té de sus raices se emplea como remedio para
reumatismo, artritis, dolores musculares, resfriados, dolor de espalda,
ictericia, célicos en bebés, enfermedades renales, como diurético, para el
tratamiento de diabetes, malaria y fiebre (Linares & Bye, 1987). Ademas, las
raices machacadas se utilizan en mordeduras de vibora y la infusion de las

raices como antiséptico en heridas (Bennett & Zingg, 1976).

Estudios fitoquimicos de las raices de P. decompositum han mostrado

que la cacalona, la maturina, la maturinona, la maturona y el cacalol (figura
3), son los principales constituyentes del extracto hexanico.
Los liofilizados del extracto acuoso obtenido de las raices de P.
decompositum exhibieron actividad hipoglucemiante, tanto en ratones
normoglucémicos, como en ratones diabéticos inducidos con aloxana
(Alarcon-Aguilar et al., 2000).

2.3.2 Cacalol

El cacalol (5,6,7,8-tetrahidro-3,4,5-trimetilnafto(2,3-b)furan-9-ol) (figura
3e) es un sesquiterpeno del tipo furanoeremofilano, el cual fue aislado de las
raices de P. decompositum (Romo, 1964). También se ha obtenido este
compuesto de Cacalia delphiniifolia Sleb et Zucc (Shindo et al., 2004).

Entre sus actividades biologicas publicadas, se ha demostrado que el
cacalol tiene actividad antimicrobiana contra Candida albicans, Cryptococcus
neoformans, Staphylococcus aureus, y Streptococcus pyogenes (Jiménez-
Estrada, 1992); posee actividad antihiperglucemiante utilizando ratones de la
linea C57BL-6J (Inman et al., 1999); produjo una inhibicidn significativa en el
crecimiento radial de hongos fitopatdgenos de Alternaria y Fusarium (Anaya,
1996); mostré una potente actividad antioxidante en el modelo de
homogeneizado de cerebro de rata, ademas de ser una potente sustancia
neuroprotectora (Shindo, et al., 2004) y presentar actividad antiinflamatoria

en el modelo de edema en pata de raton, inducido con carragenina y en el
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modelo de edema en oreja de ratén, inducido con TPA (Jimenez-Estrada et
al., 2006).

El cacalol se oxida facilmente en presencia de la luz y del oxigeno,
aun a temperatura ambiente, por lo que se debe mantener en refrigeracion y

protegido de la luz (Gonzélez, 2007).

2.4 Proceso inflamatorio y su terapéutica

La inflamacion constituye la reaccién a un estimulo nocivo. Puede ser
desencadenado por diversos agentes lesivos (como infecciones, anticuerpos
o lesiones fisicas). Al estar en contacto un organismo vivo con patégenos
ambientales o sufrir una lesion, la capacidad de desencadenar una reaccién
inflamatoria resulta esencial para la supervivencia. Sin embargo, algunas
veces, la respuesta inflamatoria normal puede ser demasiado intensa y
sostenida, sin beneficio manifiesto e incluso conlleva graves consecuencias
adversas, entre ellas procesos de enfermedad.

Sea cual sea el estimulo inicial, el proceso inflamatorio clasico
consiste en calor, dolor, rubor y tumefacciéon (hinchazén). La respuesta
inflamatoria surge en tres fases cronoldgicas precisas, cada una al parecer
mediada por mecanismos diferentes:

1) Fase aguda. La cual se caracteriza por vasodilatacion local
transitoria y mayor permeabilidad capilar.

2) Fase subaguda tardia. Caracterizada por infiltracion de leucocitos
y células fagociticas.

3) Fase proliferativa créonica. Donde hay degeneraciéon y fibrosis
histicas (Brunton, 2007).

Existen diferentes medicamentos para el tratamiento de la inflamacion,
éstos generalmente se clasifican en dos grupos: los esteroideos, como los
glucocorticoides y los no esteroideos (AINE"s), como el acido acetilsalicilico.
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2.4.1 Glucocorticoides

Los glucocorticoides son los agentes inflamatorios mas potentes
disponibles. Varios son los mecanismos responsables de estas acciones. Los
glucocorticoides inhiben el acceso de los leucocitos al foco inflamatorio y
suprimen la produccion de numerosos mediadores quimicos de la
inflamacion o sus efectos.

Los glucocorticoides interfieren con todas las etapas de la respuesta
inflamatoria. Ademas, tienen una amplia influencia y afectan cada célula en
el sistema inmune.

Sus efectos adversos, estan relacionados a la cantidad de farmaco
administrado diariamente y la duracién del tratamiento. Entre los efectos
adversos se incluyen: incremento de apetito, aumento de peso, indigestion,
ansiedad, hirsutismo, diabetes mellitus, osteoporosis, Ulcera péptica,
hipertension, depresion, glaucoma, entre otros (Hitner & Nagle, 2012).

2.4.2 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s)

El principal mecanismo de accion de los AINEs es la inhibicion de la
actividad metabolizadora del 4cido araquiddnico de la enzima ciclooxigenasa
(COX).

Existen dos isoenzimas COX: COX-1 y COX-2. COX-1 es una enzima
constitutiva con funciones de vigilante, implicada en la homeostasis celular;
COX-2 es una enzima inducida en las células inflamatorias y produce los
mediadores prostanoides de la inflamacion.

Las enzimas ciclooxigenasas son bifuncionales ya que presentan dos
actividades diferentes: la accion principal, que da lugar a la prostaglandina E,
(PGE>) y una acciéon de peroxidasa, la cual convierte la prostaglandina G,
(PGG,) en prostaglandina H, (PGH,). Tanto los inhibidores de COX-1 como
los de COX-2 inhiben Unicamente la reaccion principal de peroxidacion.

12



Antecedentes

La inhibicién de la COX-1 en general, es instantanea e irreversible por
competividad. La inhibicién de la COX-2 es independiente del tiempo.
Otras acciones ademas de la inhibicion de la COX pueden contribuir a los
efectos antiinflamatorios de algunos AINE’s. Los radicales de oxigeno
reactivos producidos por los neutréfilos y macrofagos, estan implicados en la
lesion tisular de algunas enfermedades y los AINE’s que presentan efectos
eliminadores de radicales de oxigeno especialmente potentes, asi como

actividad inhibidora de la COX, pueden reducir la lesidn tisular.

Los AINE’s presentan tres acciones principales farmacol6gicamente
deseables, que resultan de la inhibicibn de la ciclooxigenasa del acido
araquidénico en las células inflamatorias (isoenzima COX-2) vy el
consiguiente descenso de la sintesis de prostanoides. Sus efectos consisten
en:

1) Accion antiinflamatoria, el descenso de las prostaglandinas
vasodilatadoras significa menos vasodilatacion e indirectamente menos
edema. La acumulacion de células inflamatorias no se ve reducida.

2) Efecto analgésico, la menor generacién de prostaglandinas origina
una menor sensibilizacion de las terminales nerviosas nociceptoras por los
mediadores inflamatorios, como bradicinina y 5-hidroxitriptamina. El alivio de
la cefalea es probablemente el resultado de una menor vasodilatacion
mediada por prostaglandinas.

3) Efecto antipirético, se debe principalmente a un descenso de la
prostaglandina mediadora (generado en respuesta al pirogeno inflamatorio
IL-1) que es el responsable de la elevacion del punto de ajuste de la
temperatura hipotalamica, lo que causa fiebre (Rang et al., 2004).

Todos los AINE’s, incluidos los inhibidores selectivos de la COX-2, son
farmacos antipiréticos, analgésicos y antiinflamatorios, con excepcién del
acetominofén, el cual es antipirético y analgésico, con una actividad

antiinflamatoria minima.
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La administracion de los AINES debe ser cuidadosamente valorada,
ya que producen una gran variedad de efectos secundarios como nauseas,
vomitos, dolor abdominal, ulceraciones en

tracto digestivo, diarrea,

antiagregacion plaquetaria, ictericia, cefalea, mareos, insomnio e
hipertension. Por su recurrencia y trascendencia clinica, la patologia
digestiva que incide sobre la mucosa gastrointestinal es la que mas destaca
(Espinds et al., 2009).

La toxicidad gastrointestinal de los AINE’s esta relacionada con la
supresion de la sintesis de prostaglandinas mediante la inhibicion de la
actividad de la COX. Las prostaglandinas inhiben la secrecién de &acido
gastrico estimulada por la alimentacion, la histamina o la gastrina, y
aumentan la secrecién de la mucosa en el estbmago y el intestino delgado.
Estos efectos ayudan a mantener la integridad de la mucosa gastrica,
promover la curacion y contribuir asi a la citoproteccion del epitelio gastrico
(Kourounakis et al., 2000).

En la tabla 2 se indica la clasificacion de los AINE s de acuerdo con Brunton

et al.
Tabla 2. Clasificacion de los AINE’s (Brunton et al., 2007).
Clase Farmacos
.. Acido acetilsalicilico, benorilato,
Salicilatos

diflunisal

Derivado paraaminofenol

Acetaminofén

Derivados del acido propidnico

Ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno,
ketoprofeno

Derivados del acido acético

Indometacina, sulindac, tolmetina,
diclofenaco, etodolaco, ketorolaco

Fenamatos

Acido mefenamico, meclofenamato,
acido flufenamico

Derivados del oxicam

Piroxicam, meloxicam, tenoxicam

Inhibidores selectivos de la COX2

Celecoxib, valdecoxib, parecoxib
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2.4.2.1 Naproxeno e ibuprofeno

En Estados Unidos se ha aprobado el uso de los derivados del acido
propionico en el tratamiento sintomatico de artritis reumatoide, osteoartritis,
espondilitis anquilosante y artritis gotosa aguda. También se les utiliza como
analgésicos en tendinitis, bursitis agudas y en la dismenorrea primaria.

Dentro de este grupo se encuentran varios compuestos (ejemplos en
Tabla 2), entre ellos el naproxeno (acido S-2-(6-metoxinaftil) propanoico) y el
ibuprofeno (acido R, S-2-(4-isobutilfenil) propanoico); los cuales estan entre
los farmacos AINE’s mas prescritos comunmente para el control de la
inflamacion y el dolor (figura 4a 'y 4b).

El ibuprofeno es el AINE de mayor uso en Estados Unidos y fue el
primer miembro de la familia de los derivados de acido propionico en ser una
alternativa mejor tolerada que el acido acetilsalicilico (Brunton, et al., 2007).
El naproxeno y el ibuprofeno bloguean las enzimas COX-1 y COX-2 que
producen prostaglandinas, en consecuencia reducen la inflamacién, el dolor
y la fiebre. Ademas, el ibuprofeno actia como un analgésico central e inhibe
la actividad fungica. Sin embargo, estos farmacos estdn asociados con
importantes efectos secundarios adversos, especialmente complicaciones de
Ulcera gastrointestinal (Katritzky et al., 2009). La presencia del grupo
carboxilico es parcialmente responsable de esta toxicidad (Jankowski et al.,
2004).

a)

b)
OH OH

o
No 0)

Figura 4. a) Estructura del naproxeno y b) estructura del ibuprofeno (z)

Varias estrategias han sido usadas para reducir el dafo

gastrointestinal ocasionado por estos farmacos. Estas incluyen el uso
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racional de los AINE’s, el uso de co-terapia para prevenir la toxicidad
asociada a ellos, asi como la sintesis de nuevos y mejores candidatos.

Enmascarar el grupo carboxilico de los AINE's reduce
significativamente la accion irritante topica. Por lo tanto, la utilizacion de
profarmacos que protegen temporalmente los grupos funcionales acidos de
estos antiinflamatorios, deberia reducir o suprimir la irritacion debido al
contacto directo y el aumento en su absorcion. La amidacion del carboxilo es
una posibilidad, aunque también puede ser hecho por la via de diferentes
esterificaciones (Jankowski, et al., 2004). Ademas nuevos profarmacos,
ésteres de ibuprofeno derivados de a- alquil-glucopiranésido y otros
azucares, han demostrado poseer un incremento de actividad anti-
inflamatoria y analgésica con reduccion de la Ulcera gastrointestinal
(Katritzky, et al., 2009). También, varios derivados sintetizados de naproxeno
en forma de ésteres, amidas y glicolamidas se han descrito (Halen et al.,
2007; P. C. Sharma et al., 2011).

2.5 Acido cinamico y acido p-metoxicinamico

El 4cido cinamico (figura 5a) es un compuesto que se encuentra
naturalmente en muchas especias (por ejemplo, canela y clavo), arandanos y
ciruelas pasas.

Los acidos cinamicos son abundantes en muchas fuentes naturales y
usados también como precursores para la sintesis de ésteres cinAmicos de
importancia comercial.

Se ha descrito que poseen varias propiedades biolégicas incluyendo
las actividades hepatoprotectora (Perez-Alvarez et al., 2001), antimalarica
(Wiesner et al., 2001) y antioxidante (Natella et al., 1999).

El &cido cinamico se utiliza como saborizante en la industria
alimentaria y los ésteres cindmicos que son obtenidos de diversas fuentes
naturales tienen aplicacion en perfumeria, industrias cosméticas Yy

farmacéuticas (P. Sharma, 2011). Esteres derivados del acido cinamico con
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acido betulinico, acido oleandlico y &cido ursdlico presentaron alta actividad
antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis HzyRa (Adisakwattana
et al., 2004). Asimismo, resulta interesante la actividad antiinflamatoria
encontrada en los ésteres cinamato de pulegilo y cinamato de mentilo
(Godoy et al., 2000).

El cinamato de isobutilo exhibi6 una fuerte actividad antibacterial
contra bacterias Gram positivas (Staphylococus aureus y Bacillus subtilis) y
Gram negativo (Escherichia coli), asi como propiedades antifingicas
(Narasimhan et al., 2004).

El acido p-metoxicindmico (figura 5b) exhibe una potente accién
protectora en hepatocitos de rata, induciendo toxicidad con tetracloruro de
carbono (CCl,) (Lee et al., 2002), una potente actividad inhibitoria de la a-
glucosidasa (Adisakwattana, et al., 2004); propiedad antihiperglucemiante
(Adisakwattana et al., 2005), asi como actividad antidiabética, ya que mostré
buena actividad en la secrecion de insulina cuando se usé glibenclamida
como control positivo (Yibchok-anun et al., 2008).

Ademas, este acido es un inhibidor no competitivo de la a-glucosidasa,
mientras que el p-metoxicinamato de etilo muestra una mayor actividad
inhibitoria de la a-glucosidasa microbiana, en comparacion con varios

derivados de acido cindmico (Adisakwattana, et al., 2004).
a) 0 b) o)
N OH X OH

~o

Figura 5. Estructura del acido cinamico a) y acido p-metoxicinamico b)
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2.6 Modelo de edema en oreja de raton inducido con acetato de 12-O-
tetradecanoil-forbol (TPA)

En la busqueda de nuevos compuestos antiinflamatorios es importante
el empleo de modelos experimentales en animales, ya que dependiendo del
protocolo experimental, los resultados se pueden en parte extrapolar al
posible comportamiento en humanos. Existen varios tipos de protocolos en
funcion de la forma de aplicacion; del agente irritante utilizado o de la
duracion del proceso inducido. Dentro de los modelos de inflamacién aguda
se encuentran el edema en pata de raton inducido por carragenina, el edema
en oreja de raton inducido con TPA y el protocolo experimental por aceite de
croton (Gomez-Estrada et al., 2011).

El modelo de edema en oreja de raton inducido con TPA (por sus
siglas en inglés) usa este compuesto, ya que es un potente agente
proinflamatorio y promotor de tumores que se encuentra en el aceite de
croton (Croton tiglium L.). La administracién tépica de TPA provoca un
edema agudo con infiltracion leucocitaria (Hetter, 2000). Tras la aplicacion de
TPA en oreja de ratdn, se produce un eritema y vasodilatacion entre 1-2 h, y
a las 3-4 h aumenta el grosor como consecuencia de la extravasacion de
liguido. A nivel histolégico se observa agregacién plaquetaria a las 2 h.

La evaluacion del efecto farmacolégico se hace mediante la medicién
de la diferencia de peso entre una oreja inflamada y la oreja no inflamada,
para lo cual se requiere el sacrificio previo del animal. El porcentaje de
inhibicion del edema es el incremento de peso de la muestra de la oreja
derecha con respecto a la izquierda.

La ventaja del método es la rapidez y se necesita poca muestra para
desarrollar un estudio e incluso una curva dosis-efecto. El principal
inconveniente radica en la falta de selectividad, ya que un elevado namero de
farmacos y sustancias objeto de analisis, suelen dar resultados positivos en
esta prueba (Young & De Young, 1989).
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2.7 Actividad antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que inhiben o retardan los procesos
oxidativos, abatiendo la iniciacion de las reacciones oxidantes, las cuales son
efectuadas por especies reactivas del oxigeno (ROS por sus siglas en inglés)
y especies reactivas del nitrégeno (RNS) principalmente. Los mecanismos de
accion antioxidante implican el atrapamiento de radicales libres, la capacidad
de quelar iones oxidantes y la liberacibn de moléculas antioxidantes
mediante la expresion de genes. En la actualidad las moléculas oxidantes
cumplen una funcibn muy importante en el area médica, ya que algunos
trastornos crénico-degenerativos como la artritis reumatoide, ateroesclerosis,
diabetes mellitus, carcinoma cutaneo, ciertos desordenes
neurodegenerativos y algunas enfermedades debilitantes del sistema
inmune, se han relacionado con el estrés oxidativo. Este fenémeno lo
experimentan un gran ndmero de moléculas en los sistemas biologicos,
como los lipidos (peroxidacion), las proteinas y el ADN (Dominguez et al.,
2005).

Los antioxidantes ademas tienen aplicacion en otras areas como la
fabricacion de cosméticos y en la industria alimentaria, como conservadores
de alimentos ricos en lipidos.

Existen diferentes métodos para determinar la actividad antioxidante
de un compuesto, los cuales difieren en el mecanismo de accion. Dentro de
éstos se encuentran el método del radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(representado como DPPHe+) y método de especies reactivas del &cido
tiobarbitlrico (TBARS) para medir la peroxidacion lipidica, los cuales se

realizaron en el presente trabajo.

2.7.1 Método de reduccién del radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH?)

Es un método espectrofotométrico basado en la capacidad de un
compuesto para reducir al radical DPPHe (Huang et al., 2005). Este radical
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presenta un maximo de absorcion UV-visible a 515 nm donde su color es
parpura y al adicionar un neutralizador de radicales libres o un compuesto
antioxidante, el DPPHe« (figura 6a) se reduce pasando a un color amarillo
(Molyneux, 2004).

El porcentaje de DPPH- (figura 6b) remanente es proporcional a la
actividad antioxidante. La concentracion de antioxidante que provoca una
disminucion del 50 % en la concentracion inicial de DPPH- se define como
ICs0.

? O ’ @
2 NO o
/ H
O2N N—N O3N N—N
e

NO2

Figura 6. a) 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, b) 2,2-difenil-1-picrilhidrazina

Este método es rapido y de mucha ayuda en la investigacion, ya que
mide la actividad atrapadora de radicales libres por compuestos puros,
compuestos naturales aislados, extractos crudos de plantas y alimentos

(Amarowicz et al., 2004).

2.7.2 Método de las especies reactivas del acido tiobarbitarico
(TBARS)

La peroxidacion de lipidos es una consecuencia principal del estrés
oxidativo y se considera generalmente como el resultado de una interaccién
de las especies reactivas de oxigeno con lipidos poliinsaturados en
membranas celulares.

Un método extensamente adoptado y sensible para la medida de
peroxidacién de lipidos es el ensayo de sustancias reactivas del &cido
tiobarbitdrico (TBARS por sus siglas en inglés).
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El ensayo TBARS cuantifica el estrés oxidativo midiendo el dafio
peroxidativo a lipidos, que ocurre con la generacion de radicales libres. Como
resultado de la peroxidacion de lipidos se forma entre otros productos el
malondialdehido (MDA), el cual reacciona con el acido tiobarbitarico (TBA)
cuando es calentado a pH bajo, para producir un cromoforo rosa que puede
ser medido espectrofotométricamente a 535 nm (Esterbauer & Cheeseman,
1990).

2.8 Sintesis Hibrida

La investigacion médica esta en constante blsqueda de mejorar la
eficacia de los farmacos. A veces un farmaco simple no siempre es capaz de
controlar la enfermedad, por lo que se requiere la combinacion de farmacos
con diferentes perfiles terapéuticos (Schellenberg et al., 2006). Uno de los
avances medicos para resolver esta problemética involucra el uso de los
llamados farmacos hibridos, los cuales constan de la incorporacion de dos
farmacoforos en una sola molécula, con el propdsito de ejercer una accién
dual. Una de las partes hibridas puede ser incorporada para contrarrestar los
efectos secundarios asociados con la otra parte de la molécula o para
amplificar sus efectos a través de la accidén en otro blanco biologico (Saadeh
et al., 2009).

Por ejemplo, el paracetamol con propiedades analgésicas y el acido
acetilsalicilico con propiedades analgésicas y antiinflamatorias, forman la
molécula hibrida de benorilato (figura 7) mediante su union covalente,

teniendo asi un farmaco con accién dual (Avendafio, 2001).

OJ\NHO/ OH+ (E( o\[ol/—» OJ\NH’O é/c’\g/

paracetamol aspirina benorilato

Figura 7. Benorilato, farmaco hibrido.
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Las moléculas hibridas estdn formadas por dos porciones
estructurales o moléculas que constituyen principios activos; estos
componentes son capaces de desencadenar respuestas biologicas por
mecanismos distintos.

Bésicamente, los farmacos hibridos pueden convertirse en moléculas
nuevas con identidades independientes de sus precursores (Saadeh, et al.,
2009).

La calificacion de hibrido s6lo se aplica a moléculas constituidas por
componentes diferentes (Meunier, 2008).

En la literatura se mencionan diversas moléculas que se han
desarrollado como moléculas hibridas. Entre ellas se encuentra la trioxaquina
PA1103 (figura 8), molécula hibrida antimalaria (Muregi & Ishih, 2010).

.______/__\ ey, O
S NHT AT T A
\\-- '\< ):)"

o-0

Figura 8. Trioxaquina PA1103
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3. JUSTIFICACION

Los AINE’s son farmacos que se utilizan ampliamente en la medicina
para el tratamiento de los procesos inflamatorios. Sin embargo, los grupos
carboxilicos que contienen algunos de estos compuestos son parcialmente
responsables de los efectos secundarios adversos como la toxicidad
gastrointestinal. Se ha demostrado que esta toxicidad se ve disminuida
cuando se enmascara el grupo carboxilo obteniendo derivados de ésteres y
de amidas.

En este trabajo se estudia al cacalol, un sesquiterpeno que se obtiene de
las raices de P. decompositum, el cual posee actividad antiinflamatoria;
tomando como base a este compuesto, se pretende obtener moléculas
hibridas que sean derivados esterificados de naproxeno e ibuprofeno, con la
propuesta de mejorar la actividad antiinflamatoria del cacalol y por
consiguiente disminuir la toxicidad gastrointestinal que generan estos AINE’s.

Ademas, se ha encontrado recientemente que el acido cinamico y acido
p-metoxicinamico tienen efecto antiinflamatorio. Por ello, se tiene interés en
obtener también ésteres de cacalol con &cido cinamico y &acido
p-metoxicinamico, para probarlos como antiinflamatorios.

Diferentes grupos de investigacion proponen que la actividad
antiinflamatoria de algunos compuestos se debe a su actividad antioxidante,
es por ello que a las moléculas hibridas también se les evalu6 su actividad

antioxidante.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Obtener por semisintesis ésteres de cacalol con naproxeno,
ibuprofeno, &cido cindmico y &cido p-metoxicindAmico y llevar a cabo la

evaluacion de su actividad antiinflamatoria y antioxidante.

4.2 Objetivos particulares

e Obtener cacalol del extracto hexanico de las raices de P.
decompositum.

e Sintetizar los derivados de cloruro de acilo de naproxeno, ibuprofeno,
acido cinamico y acido p-metoxicinamico.

e Obtener por semisintesis los ésteres de cacalol con naproxeno,
ibuprofeno, acido cinamico y acido p-metoxicinamico.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria de los ésteres de cacalol
obtenidos, mediante el modelo de TPA vy la actividad antioxidante por
medio de los modelos de DPPH y TBARS.
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5. METODOLOGIA

La metodologia general del estudio se muestra a continuacion:

Raices de P.
decompositum

Maceracion con hexano

v
Extracto hexanico

Eliminacion del disolvente

A 4
Residuo del
extracto hexanico

Fraccionamiento 0 .
por CCFV / \ Acetilacion

Cacalol Residuo del extracto
hexanico acetilado

Naproxeno Fraccionamiento
i or CCFV
- Ibuprofeno P
- Acido cinamico A4
- Acido p-metoxicinamico Acetato de cacalol
SOCl; Hidrolisis
\ 4

Cacalol

Cloruros de acilo [€

Esterificacion

Derivados

esterificados |

Identificacion por analisis
espectroscopico

Evaluacion biolégica

25



Metodologia

5.1 Material, reactivos y equipo

La cromatografia por adsorcién en columna abierta se realiz6 en gel
de silice, tamafio de malla 70-230. La cromatografia en columna flash con
vacio se realiz6é con gel de silice, tamafio de malla 230-400 en una columna

de vidrio con filtro, capacidad de 500 mL y 3.5 cm de diametro.

Para la cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron placas de
aluminio recubiertas de gel de silice 60 (ALUGRAM SIL G/UVgs4
MACHEREY-NAGEL) de 0.20 mm de espesor y para la cromatografia en
placa preparativa se usaron placas de vidrio de 10 x 20 cm, recubiertas de
gel de silice 100 (ALUGRAM SIL G/UV24 MACHEREY-NAGEL).

El monitoreo de las fracciones se realiz6 mediante placas
cromatograficas visualizadas a la luz UV con longitud de onda 254 nm y 356
nm. El revelado de las placas se realizé por aspersién con una solucién de
sulfato cérico al 1% en &cido sulfarico 2 N, seguido de un calentamiento

hasta la visualizacién de los compuestos.

Los disolventes hexano (Hx), diclorometano, acetato de etilo (AcOEt),
acetona y etanol, fueron destilados antes de utilizarse.

e Acido trans-cinamico, 97%, Aldrich-Chemistry

e Acido p-cumaérico, 98.0% (HPLC), Sigma

e Anhidrido Acético, 97% para analisis, Merck

e Carbonato de Potasio, 99.5%, Técnica Quimica, S.A.
e Cloruro de tionilo, para sintesis, Merck

e Dimetil sulfato, 99+%, Aldrich

e |buprofeno, 98% (GC), Sigma

¢ Naproxeno, USP, Sigma-Aldrich

¢ Piridina anhidra, 99.8%, Sigma-Aldrich
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5.2 Determinacion de constantes fisicas, espectroscopicas Yy
espectrométricas.

Los analisis se efectuaron en el Instituto de Quimica de la UNAM.

Los puntos de fusion fueron medidos en un aparato Fisher-Johns y no se
encuentran corregidos.

Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotometro FT-IR
Bruker Tensor 27, en solucion de cloroformo.

Los espectros de masas generados por la técnica de impacto
electrénico se determinaron en un espectrofotometro Jeol JMS-AX505 HA
(70 eV).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN
'H) y de Carbono 13 (RMN **C) se realizaron en los equipos Varian Unity
Inova (500 MHz) y Bruker Avance Il (400 MHz), utilizando en todos los
experimentos CDCl; como disolvente y tetrametilsilano (TMS) como

referencia interna.

5.3 Obtenciéon de material vegetal.

Las raices de matarique (Psacalium decompositum) se compraron en
el mercado de Sonora, ubicado en la Delegacién Venustiano Carranza del
Distrito Federal.

La identificacion se llevo a cabo mediante comparacion del perfil
cromatografico de un ejemplar previamente identificado proveniente del
Estado de Chihuahua.

5.4 Obtenciodn del residuo del extracto hexanico

El proceso de extraccion se hizo mediante maceracion de las raices
en hexano. Se pesaron 1 000 g de raices secas de P. decompositum, las
cuales se trituraron en un molino de cuchillas con tamiz de 2 mm. Se colocé

el material vegetal molido en un matraz de bola, con 3 L de hexano, a
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temperatura ambiente, durante 24 horas. Posteriormente, se filtré para
separar el material vegetal y se eliminé el disolvente del extracto organico por
destilacion, a presién reducida en un rotaevaporador. El proceso de
extraccion se repiti6 8 veces en las condiciones descritas. El monitoreo de

las maceraciones se hizo por cromatografia en capa fina (CCF).

5.5 Obtencién de cacalol

5.5.1 Cromatografia en columna flash al vacio del residuo del

extracto hexanico

3 g del residuo del extracto organico de P. decompositum se
sometieron a un fraccionamiento mediante cromatografia en columna flash al
vacio (CCFV). El residuo se disolvio con 5 mL de diclorometano (CH.Cl) y
se le afiadieron 3 g de gel de silice para pre-adsorberse. Se eliminé el
disolvente con agitacion constante hasta la obtencion de un polvo.

La columna se empacé utilizando 15 g de gel de silice (previamente
mezclado con hexano) como fase estacionaria. Posteriormente, el residuo
adsorbido se afiadi6 a la columna, formando una capa uniforme. El desarrollo
de la columna se realiz6 empleando como fase movil mezclas de hexano y
acetato de etilo en polaridad creciente.

Se colectaron 45 fracciones de 20 mL, las cuales fueron monitoreadas
por CCF. Las fracciones que presentaron similitud cromatogréfica se

reunieron y fueron concentradas al vacio.

5.5.2 Hidrélisis del acetato de cacalol

5.5.2.1 Reaccion de acetilacion del residuo del extracto
hexanico de P. decompositum

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 9 g del residuo del extracto

hexanico de P. decompositum, se le afiadieron 8 mL de piridina anhidra y 10
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mL de anhidrido acético. La mezcla de reaccion se dejo 48 h a temperatura
ambiente.

Posteriormente a dicha mezcla de reaccion, se le afiadieron 15 mL de
agua y 15 mL de acetato de etilo. El contenido del matraz se trasvasé a un
embudo de separacion y se le afiadieron 10 mL de una solucién de HCI al
10%. La fase acuosa se llevd hasta pH neutro con una solucion de
bicarbonato de sodio (NaHCOg3) al 10%. Se recupero la fase orgénica y se le
agrego sulfato de sodio (Na,SO,) anhidro para eliminar los residuos de agua,

se filtré y se concentr6 a presion reducida.

5.5.2.2 Cromatografia en columna flash al vacio, del residuo
del extracto hexanico acetilado

El producto de la reaccion de acetilacion se separ6 mediante CCFV.
Se tomaron 5 g del residuo acetilado, se disolvieron con 7 mL de CH,Cl, y se
le afiadieron 5 g de gel de silice. Se elimind el disolvente con agitacion
constante hasta que se obtuvo un polvo.

La columna se empacé utilizando 15 g de gel de silice (previamente
mezclado con hexano) como fase estacionaria. Una vez empacada la
columna, el residuo acetilado adsorbido se agregd a la columna formando
una capa uniforme. Se colectaron fracciones de 20 mL cada una, empleando
hexano como fase movil.

Se obtuvieron 131 fracciones en total. El fraccionamiento fue
monitoreado por cromatografia en capa fina, reuniendo las fracciones que

mostraron similitud. Estas fracciones se concentraron en el rotaevaporador.

5.5.2.3 Reaccién de hidrélisis de acetato de cacalol

El acetato de cacalol se sometié a una reaccion de hidrdlisis, para lo
cual se colocaron en un matraz Erlenmeyer 120 mg (0.4411 mmol) del
compuesto, 10 mL de etanol y 8 mL de solucién de KOH al 10%. La mezcla

de reaccidon se calentdé en bafio de agua durante 20 minutos, enseguida se
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vertio a un embudo de separacion donde se adicionaron 10 mL de AcOEt y
10 mL de agua y se tratdo con solucion acuosa de HCI al 10% hasta pH
neutro. Se separo la fase organica y se le agregd Na,SO, anhidro, después
se filtr6 y se concentr6 en un rotaevaporador hasta eliminar todo el

disolvente. En el matraz bola se observé la formacion de un sélido amarillo.

5.6 Obtencién de derivados de cacalol

5.6.1 Esterificacidén de cacalol con naproxeno

En un matraz bola (matraz A) se colocaron 96.4 mg (0.4191 mmol) de
naproxeno y 0,5 mL de cloruro de tionilo (SOCI,). La mezcla de reaccion se
mantuvo con agitacion constante, a reflujo a 70 °C, en un bafio de aceite. Se
instal6é una trampa de cloruro de calcio (CaCl,) en el extremo superior del
refrigerante y la mezcla se mantuvo en reaccion durante una hora y media.

Terminado el tiempo de reaccion, la mezcla se dej6 enfriar y el exceso
de SOCI; se destilé a presion reducida.

Se pesaron 113,6 mg (0.4176 mmol) de acetato de cacalol y se realizé
la hidrdlisis como se describe anteriormente. Los cristales de cacalol
obtenidos se disolvieron en 6 mL de piridina anhidra y esta solucion se vertio
al matraz A, al cual se le se adapto un refrigerante en posicion vertical, con
una trampa de CaCl, y se mantuvo a temperatura ambiente, con agitacion
constante durante 15 horas.

Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se colocd en un
embudo de separacion y se le afiadieron 10 mL de agua, 10 mL de AcOEt y
5 mL de una solucion de HCl al 10 %. Se separ0 la fase organica y se extrajo
dos ocasiones mas con solucion de HCI al 10 %. La fase acuosa se llevo a
pH neutro, utilizando una solucion de NaHCOg3; al 10 %. Separada la fase
organica, se tratd con Na,SO, anhidro, se filtré6 y se concentré a presion

reducida. Se procedid a purificar el residuo por cromatografia en placa
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preparativa de gel de silice, empleando como eluyente la mezcla de
disolventes Hx:AcOEt (8:2).

5.6.2 Esterificacion de cacalol con ibuprofeno.

En un matraz bola (matraz B) se colocaron 91.1 mg (0.4416 mmol) de
ibuprofeno y 0,5 mL de SOCI,. La mezcla de reaccibn se mantuvo con
agitacion constante, a reflujo a 70 ° C, en un bafio de aceite. Se instal6é una
trampa de CaCl, en el extremo superior del refrigerante y la mezcla se
mantuvo en reaccion durante una hora y media. Transcurrido este tiempo, la
mezcla se dej6 enfriar y el exceso de SOCI; se destilé a presion reducida.

Se pesaron 119.8 mg (0.4404 mmol) de acetato de cacalol y se realizé
la hidrdlisis como se describe previamente. Los cristales de cacalol obtenidos
se disolvieron en 6 mL de piridina anhidra y esta solucion se trasvaso al
matraz B, al cual se le adapté un refrigerante en posicion vertical, con una
trampa de CaCl, y se mantuvo a temperatura ambiente, con agitacién
constante durante 15 horas.

Después de este tiempo, la mezcla de reaccién se vertio en un
embudo de separacion y se le afiadieron 10 mL de agua, 10 mL de AcOEt y
5 mL de una solucién de HCI al 10 %. Se separé la fase organica y se extrajo
dos ocasiones mas con solucion de HCI al 10 %. La fase acuosa se llevo a
pH neutro con una solucién de NaHCOg3 al 10 %. Separada la fase orgéanica,
se tratdé con Na,SO, anhidro, se filtr6 y se concentré a presion reducida. Se
purifico el residuo por cromatografia en placa preparativa de gel de silice,
empleando como eluyente la mezcla de disolventes Hx:AcOEt (8:2).

5.6.3 Esterificacién de cacalol con acido cinamico.

En un matraz bola (matraz C) se colocaron 62.4 mg (0.4216 mmol) de
acido cinamico y 0,5 mL de SOCI,. La mezcla de reaccién se mantuvo con

agitacion constante, a reflujo a 70 ° C, en un bafo de aceite. Se instalo una
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trampa de CaCl, en el extremo superior del refrigerante y la mezcla se
mantuvo en reaccion durante una hora y media. Terminado el tiempo de
reaccion, la mezcla se dejo enfriar y el exceso de SOCI, se destilé a presion
reducida.

Se pesaron 113,6 mg (0.4176 mmol) de acetato de cacalol y se realiz6
la hidrélisis como se describe previamente. Los cristales de cacalol obtenidos
se disolvieron en 6 mL de piridina anhidra y esta solucion se trasvaso al
matraz C, al cual se le adapté un refrigerante en posicién vertical, con una
trampa de CaCl, y se mantuvo a temperatura ambiente, con agitacion
constante durante 15 horas.

Transcurrido este lapso, la mezcla de reaccion se coloc6 en un
embudo de separacion y se le afladieron 10 mL de agua, 10 mL de AcOEty
5 mL de una solucion de HCl al 10 %. Se separé la fase organica y se extrajo
dos ocasiones mas con solucion de HCI al 10 %. La fase acuosa se llevo a
pH neutro con NaHCO3; al 10 %. Separada la fase organica, se tratd con
Na,SO, anhidro, se filtr6 y se concentr6 a presion reducida. Se procedié a
purificar el residuo por cromatografia en placa preparativa de gel de silice,

empleando como eluyente la mezcla de disolventes Hx:AcOEt (8:2).

5.6.4 Esterificacion de cacalol con acido p-metoxicinamico

5.6.4.1 Metoxilacion de acido p-hidroxicinamico

La metodologia seguida para la sintesis del acido p-metoxicinamico
fue tomada de (Bisogno et al., 2007). En un matraz bola se pesaron 500 mg
(3.0458 mol) de acido p-hidroxicinamico y se disolvieron en 80 mL de
acetona anhidra, se afiadieron 1,7 g de carbonato de potasio (K,COs3) y 4 mL
de dimetil sulfato anhidro ((CH3).SO,), la mezcla de reaccion fue calentada
en reflujo a 80 °C por 4 horas. Terminado el tiempo de reaccion, la mezcla
se filtr6 y se concentrd en el rotaevaporador. El producto obtenido se coloco
en un matraz Erlenmeyer, se le adicionaron 15 mL de solucion de KOH al

10%, 20 mL de etanol y se colocé en bafio de agua durante 20 minutos.
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Posteriormente se vertié a un embudo de separacion donde se afiadieron 15
mL de AcOEt, se traté con solucion acuosa de HCl al 10% y se llevé a pH de
6. Se agreg6 Na,SO, anhidro a la fase organica, se filtré y se concentr6 a

presion reducida hasta eliminar todo el disolvente.

5.6.4.2 Esterificacion de cacalol con acido p-
metoxicinamico

En un matraz bola (matraz D) se colocaron 74,1 mg (0.4158 mmol) de
acido p-metoxicinamico y 0,5 mL de SOCI,. La mezcla de reaccion se
mantuvo con agitacion constante, a reflujo a 70 ° C, en un bafio de aceite. Se
instal6 una trampa de CaCl, en el extremo superior del refrigerante y la
mezcla se mantuvo en reaccion durante una hora y media. Terminado el
tiempo de reaccién, la mezcla se dejé enfriar y el exceso de SOCI, se destild
a presion reducida.

Se pesaron 114.1 mg (0.4194 mmol) de acetato de cacalol y se realizé
la hidrélisis como se describe previamente. Los cristales de cacalol obtenidos
se disolvieron en 6 mL de piridina anhidra y esta solucion se trasvaso al
matraz D, al cual se le adapt6 a un refrigerante en posicién vertical, con una
trampa de CacCl,, a 70 °C, con agitacion constante durante 15 horas.

Posteriormente, la mezcla de reaccion se vertid6 en un embudo de
separacion y se le afiadieron 10 mL de agua, 10 mL de AcOEty 5 mL de
una solucion de HCI al 10 %. Se separo la fase organica y se extrajo dos
ocasiones mas con solucion de HCI al 10 %. La fase acuosa se llevé a pH
neutro con una solucién de NaHCO3; al 10 %. Separada la fase organica, se
tratd con Na,SO, anhidro, se filtr6 y se concentré a presion reducida. Se
procedié a purificar el residuo por cromatografia en placa preparativa de gel

de silice, empleando como eluyente la mezcla de disolvente Hx:AcOEt (8:2).
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5.7 Actividad antiinflamatoria y antioxidante de los derivados.

Las actividades antiinflamatoria y antioxidante de los ésteres de

cacalol obtenidos, fueron evaluadas en el laboratorio de pruebas bioldgicas
del Instituto de Quimica de la UNAM.
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6. DATOS ESPECTROSCOPICOS DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS

Compuesto 1.
Ester de naproxeno con cacalol
(C29H3004)

M.M. 442 g/mol

IR Vmax cm™ (CHCls): 3008 (C-H aromatico), 2935 (C-H alifatico), 2871 (C-H
alifatico), 1753 (C=0), 1606 (C=C conjugado), 1454 (C-H alifatico), 1393 (C-
H alifatico), 1237 (C-O-C) y 1173 (C-O-C).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.): 442 [M]* (11), 230 [M-C14H1205]* (38), 215 [M-
CisH1s02]" (24), 212 [M-Ci5H150,]" (100), 185 [M-C16H1703]" (100).

RMN *H (CDCI3), 400 MHz, & ppm: 7.77 (s, 1H, H-C12), 7.65-7.69 (m, 2H, H-
Cs, H-Ci¢), 7.49 (dd, J=8.5, 1.8 Hz, 1H, H-Cy), 7.18 (s, 1H, H-Cyy), 7.09-7.12
(m, 1H, H-Cy), 7.07 (s, 1H, H-C7), 4.15 (g, J=7.1 Hz, 1H, H-C>), 3.86 (s, 3H,
H-C1s), 3.09-3.13 (m, 1H, H-Cy), 2.46 (s, 3H, H-C14), 2.28 (d, J=1.3 Hz, 3H,
H-Cy3), 2.13-2.17 (m, 1H, H-C4), 1.68 (d, J=7.2 Hz, 3H, H-C13) 1.04 (d, J=7.0
Hz, 3H, H-Cys).

RMN C (CDCls), 100 MHz, & ppm: 172.13 (C=0), 157.68 (Cg), 145.21 (Cg),
141.40 (Cyp), 135.38 (Cyg), 135.32 (C3), 133.81 (Cg), 131.40 (Co), 129.33
(C1o), 129.01 (C117), 127.03 (Cs), 126.66 (C7), 126.52 (Cs’), 126.38 (C4, C12),
125.06 (Cg), 118.94 (Cg), 116.59 (Cy1), 105.67 (C7), 55.31 (Cis), 45.44
(Cx), 29.86 (C3), 28.85 (C4), 23.19 (C4), 21.35 (C1s), 18.79 (C13), 16.46 (C>),
14.22 (Cy4), 11.27 (C13).
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Compuesto 2.
Ester de ibuprofeno con cacalol
(C2gH3403)

M.M. 418 g/mol

IR Vmax cm™ (CHCls): 3027 (C-H aromatico), 2958 (C-H alifatico), 2870 (C-H
alifatico), 1753 (C=0), 1628 (C=C conjugado), 1455 (C-H alifatico), 1381 (C-
H alifatico), 1240 (C-O-C) y 1140 (C-O-C).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.): 418 [M]" (5), 230 [M-C13H160]" (100), 215 [M-
C14H160]" (32), 188 [M-C15H1505]" (13), 161 [M-C16H1703]" (36).

RMN *H (CDCls), 300 MHz, 5 ppm: 7.34-7.38 (m, 2H, H-C4, H-Cg), 7.25 (s,
1H, H-C1,), 7.14 (d, J=8.4 Hz, 2H, H-Cs, H-C7), 4.06 (q, J=7.6 Hz, 1H, H-
C2), 3.17-3.20 (m, 1H, H-C,), 2.53 (s, 3H, H-C14), 2.48 (d, J=7.2 Hz, 2H, H-
Ci10), 2.35 (s, 3H, H-C13), 1.82-1.89 (m, 1H, H-C11), 1.68 (d, J=6.9 Hz, 3H, H-
Cy), 1.14 (d, J=7.2 Hz, 3H, H-C45), 0.91 (d, J=6.9 Hz, 6H, H-C1, H-C13).

RMN *3C (CDCls), 75.4 MHz, 5 ppm: 172.11 (C=0), 145.25 (Cg), 141.38
(C12), 140.69 (Ce), 137.32 (Cz), 135.41 (Cyo), 131.35 (Cy), 129.30 (C4, Cg),
127.52 (Cs,, C7), 127.01 (Cs), 126.58 (C7), 125.09 (Ce), 116.54 (Cy1), 45.07
(C2), 45.06 (C10),  30.24 (Ci1), 29.91 (C3), 28.87 (C4), 23.04 (C4), 22.33
(C1z, Ci13), 21.36 (C1s), 18.36 (Cy), 16.49 (C»), 14.22 (C14), 11.27 (C13).
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Compuesto 3
Ester de acido cinamico con cacalol
(C24H2403)

M.M. 360 g/mol

IR Vmax cm™ (CHCls): 2931 (C-H alifatico), 2856 (C-H alifatico), 1724 (C=0),
1637 (C=C conjugado), 1451 (C-H alifatico), 1310 (C-O-C) y 1142 (C-O-C).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.): 360 [M]* (32), 230 [M-CeHsO]" (39), 215 [M-
C1oHeO]" (18), 131 [M-C1sH170,]* (100), 103 [M-C1sH1704]" (22).

RMN 'H (CDCls), 400 MHz, & ppm: 7.92 (d, J=16.0 Hz, 1H, H-Cy), 7.57-7.60
(m, 2H, H-Cs, H-Cg) 7.39-7.41 (m, 3H, H-Cg, H-C7, H-Cg), 7.23 (s, 1H, H-
Ci), 6.72 (d, J=16.0 Hz, 1H, H-C»), 3.22-3.28 (m, 1H, H-C,), 2.87 (dd,
J=16.7, 5.7 Hz, 1H, H-Cy), 2.57 (s, 3H, H-Cys), 2.37 (d, J=1.3 Hz, 3H, H-Cy3),
1.77-1.80 (m, 2H, H-Cy), 1.19 (d, J=7.0 Hz, 3H, H-C1s).

RMN *3C (CDCls), 100.62 MHz, & ppm: 164.53 (C=0), 146.77 (Cs), 145.32
(Cs), 141.50 (Cy2), 135.41 (Cig), 134.30 (C4), 131.42 (Cg), 130.63 (C7),
128.96 (Cs, Cg), 128.33 (Cs, Cg), 127.15 (Cs), 126.85 (C;), 125.15 (Cs),
116.84 (Cy), 116.72  (Ci1), 30.01 (Cs), 28.96 (C4), 23.55 (C1), 21.42 (C1s),
16.62 (Cy), 14.29 (Cy4), 11.31 (C1a).
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Compuesto 4

Ester de 4cido p-metoxicinamico con

cacalol
(C25H2604)

M.M. 390 g/mol

IR Vmax cM™ (CHCIs): 3069 (C-H aromatico) 2930 (C-H alifatico), 2868 (C-H
alifatico), 1728 (C=0), 1602 (C=C conjugado), 1458 (C-H alifatico), 1396 (C-
H alifatico), 1254 (C-O-C) y 1134 (C-O-C).

EMIE 70 eV m/z (Int. Rel.): 390 [M]* (13), 230 [M-C1oHsO:]" (4), 215 [M-
C11H1102]" (5), 161 [M-C15H170,]" (100), 133 [M-C16H1703]" (15).

RMN 'H (CDCls), 400 MHz, & ppm: 7.89 (d, J=16.0 Hz, 1H, H-Cg), 7.55 (d,
J=8.6 Hz, 2H, H-Cs, H-Cy), 7.25 (s, 1H, H-C1,), 6.93 (d, J=8.8 Hz, 2H, H-Cs,
H-Cg), 6.60 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-Cy), 3.85 (s, 3H, H-C1¢), 3.24-3.29 (m, 1H,
H-C.), 2.88 (dd, J=16.8, 5.5 Hz, 2H, H-Cy), 2.58 (s, 3H, H-C14), 2.38 (s, 3H,
H-C13), 1.78-1.80 (m, 2H, H-Cy), 1.20 (d, J=7.0 Hz, 3H, H-Cys).

RMN **C (CDCls), 100.62 MHz, & ppm: 164.87 (C=0), 161.67 (C;) 146.47
(Cz), 145.36 (Cg), 141.45 (Cyz), 135.41 (Cyo), 131.46 (Co), 130.04 (Cs),
129.70 (Cy), 127.08 (C4), 127.02 (Cs), 126.73 (C7), 125.19 (C¢), 116.68 (C11),
115.25 (Cz), 114.39 (Cg), 114.31 (Cg), 55.38 (Cio), 29.99 (Cs), 28.94 (C.),
23.54 (C4), 21.40 (C15), 16.60 (C5), 14.27 (C14), 11.30 (Cia).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencién de cacalol

Después de ocho extracciones, se obtuvieron 63.8 g del residuo del
extracto hexénico de 1 000 g de raices secas de P. decompositum, lo que
corresponde al 6.38 % de rendimiento de peso seco.

3 g del residuo del extracto hexanico de P. decompositum fueron separados
en CCFV usando como sistema de elucion Hx:AcOEt en polaridad creciente,
obteniéndose 45 fracciones. De las fracciones 23 a la 26 cristalizaron 63 mg
de un solido amarillo con punto de fusion de 91-92 °C y un Rf de 0.51 en un
sistema de eluciébn de Hx:AcOEt (8:2). Dicho compuesto fue caracterizado
mediante IR, EM y RMN *H como cacalol.

En el espectro de infrarrojo se observd una banda caracteristica del grupo
OH en 3495 cm™, que corresponde al fenol.

En el espectro de masas, el valor del i6n molecular (M*) es de 230 m/z, que
corresponde a la masa molar del compuesto.

Respecto al espectro de RMN-'H, se presenta a 5.12 ppm la sefial
correspondiente al hidrégeno del grupo OH y a 7.22 ppm se distingue la
sefal perteneciente al hidrogeno del Cy».

El cacalol fue guardado en un vial &mbar en el refrigerador para tenerlo como
referencia y realizar pruebas bioldgicas (actividad antiinflamatoria y

antioxidante) posteriormente.

7.1.1 Obtencién de acetato de cacalol

Como se describié anteriormente, el cacalol se oxida con facilidad, lo
que dificulta su obtencion, por ello, se propuso hacer una proteccion al grupo
fendlico del cacalol mediante una reaccion de acetilacion (Nathan et al.,
1970). La reaccion se llevo a cabo directamente sobre el residuo del extracto

hexanico de P. decompositum y el acetato de cacalol se separ6 mediante
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cromatografia en columna flash al vacio. Se colectaron 131 fracciones,
utilizando Unicamente hexano como fase movil. De la fraccién 33 hasta la 81

se obtuvo acetato de cacalol (figura 9).
o)
O)k
o)

Figura 9. Estructura de acetato de cacalol

A partir de 8.9 g del residuo del extracto hexanico acetilado, se
obtuvieron 498 mg de acetato de cacalol, que corresponde al 5.6 % de
rendimiento del peso del residuo acetilado. El acetato de cacalol se presento
como un sdlido color beige, con punto de fusion de 105-106 °C y un Rf de
0.63 en Hx:AcOEt (8:2).

Mediante el espectro de IR y RMN *H se corrobord la identidad del
acetato del cacalol. En el espectro de infrarrojo se observé una banda en
1764 cm™ que corresponde al grupo carbonilo del acetato, ademas que
desaparecié la banda en 3495 cm™, perteneciente el grupo hidroxilo del
fenol. Ademas de observar la sefial del carbonilo, la presencia de la vibracion
C-O en 1107 cm™ nos da la confirmacién de que existe un grupo éster en la

molécula.

7.1.2 Hidrélisis del acetato de cacalol

Al hacer la hidrolisis del acetato de cacalol in situ, se observé un sélido
amarillo en el matraz bola. Al hacer la CCF del solido se presenté una uUnica

mancha con el mismo Rf del cacalol de referencia.
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7.2 Obtencion de los ésteres de cacalol

Para obtener los ésteres de cacalol, se procedié inicialmente a la
formacion del cloruro del &cido correspondiente, con el propdsito de activar el
grupo carbonilo y facilitar la reaccion de esterificacion.

Se empled SOCI, ya que es uno de los reactivos mas utilizados para formar
los cloruros de acilo, pues los subproductos que se forman son gases que se
liberan facilmente del medio de la reaccion.
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) + HCI

R

10 08 {08 0x« -
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Figura 10. Mecanismo para la formacién de cloruro de acilo

En el mecanismo de la reaccién de formacién de cloruros de acilo, el
par libre de electrones del oxigeno del hidroxilo forma doble enlace C=0O y a
su vez, un par de electrones del doble enlace del carbonilo ataca
nucleofilicamente al atomo de azufre y se libera un i6n cloruro, mismo que
ataca al carbonilo, formando finalmente el cloruro de acilo asi como &cido
clorhidrico (HCI) y diéxido de azufre (SO,).
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Los cloruros de acilo reaccionan con una gran variedad de nucleofilos
generalmente a través de un mecanismo de adicion-eliminacion de
sustitucion nucleofilica del grupo acilo.

En la esterificacion de los cloruros de acilo con cacalol se empled piridina

como base para neutralizar el HCI que se forma en el proceso.

El mecanismo que se sigue para la formacion de ésteres de cacalol,
es el mecanismo general que se describe para la esterificacion de un cloruro

de acilo y un alcohol en presencia de piridina.

(*H—Cl Car | XN R ?2
I RN Z
P
+oH
SN cr
=

Figura 11. Mecanismo de esterificacion de un cloruro de acilo y un
alcohol en piridina

El par de electrones libre del nitrégeno de la piridina ataca al carbonilo,
asi un par de electrones del doble enlace del carbonilo migra al oxigeno,

formando el intermediario 1. Este intermediario expulsa al ién cloruro,
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formando el intermediario 2, el cual sufre un ataque del par de electrones del
oxigeno del alcohol al carbonilo, seguido del desplazamiento del par de
electrones del doble enlace del carbonilo al oxigeno.

Posteriormente, el par de electrones del oxigeno forma de nuevo el
doble enlace del carbonilo, expulsando la piridina, dando origen al éster
protonado. El proton del éster reacciona con el i6n cloruro, para formar el
éster neutro y HCI. La piridina toma el proton del HCI formado, originando asi
el cloruro de piridinio.

En la tabla 3 se presentan los rendimientos de los ésteres de cacalol, asi

COmo sus caracteristicas fisicas.

Tabla 3. Datos de los ésteres de cacalol obtenidos

*

Compuesto Aspecto Rf Rendimiento (%)
1 Ceroso blanquecino 0.53 37.67
2 Ceroso amarillo 0.75 39.08
3 Ceroso beige 0.60 30.26
4 Ceroso beige 0.45 31.79

* Determinado en Hx:AcOEt (8:2).
7.2.1 Ester de naproxeno con cacalol

El espectro de infrarrojo presenta una banda en 3008 cm™ debida a la
vibracién C-H aromatico y en 1606 cm™ por la vibracién de C=C conjugados.
En 2935 cm™ y 2871 cm™ se observan sefiales debidas al estiramiento de C-
H saturado, la confirmacién se presenta en las bandas en 1454 cm™ para
metilenos y 1393 cm™ para metilos.

En 1753 cm™ se aprecia una banda de intensidad fuerte que corresponde al
estiramiento C=0, mientras que las bandas en 1237 cm® y 1173 cm®
pertenecen al estiramiento C-O-C, lo que nos confirma la presencia de un

grupo éster en la molécula.
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El espectro de masas distingue al i6n molecular (M) en 442 m/z, el
cual concuerda con la masa molar del compuesto.

Se observan dos pico base en (M-230) 212 m/z y en (M-257) 185 m/z que
corresponden a las especies [C14H1,02]" y [C13H130]" respectivamente.

Se tienen pérdidas caracteristicas en (M-212) 230 m/z que pertenece a la
especie [C15H180,]" y en (M-227) 215 m/z que corresponde a [C14H1505]".

En espectro de RMN 'H se muestra una sefial simple en 7.77 ppm que
se asigna al H-Ci,. Se aprecia una sefal multiple en 7.65-7.69 ppm que
integra para dos hidrégenos, los cuales se atribuyen a los hidrégenos H-Cs e
H-Cyo.

Se presenta una sefial doble de dobles en 7.49 ppm que integra para un
hidrégeno que pertenece al H-Cj».

Se distingue una sefal multiple en 7.09-7.12 ppm que corresponde al
hidrogeno H-Cy. En 7.07 ppm se observa una sefial simple que se asigna al
hidrégeno del C+. Aparece una sefial cuadruple en 4.15 ppm que pertenece
al hidrégeno del Cy-.

Los hidrogenos del metilo en Cy14 se muestran con una sefial simple en 3.86
ppm por la influencia del oxigeno, mientras que los hidrogenos del metilo en
Ci3 aparecen en 1.68 ppm con una sefial doble.

En 3.09-3.13 ppm se observa una sefial maltiple que se atribuye al hidrégeno
H-C,. Se aprecia una sefial multiple en 2.13-2.17 ppm que por medio del
experimento HSQC se asigno a un hidrégeno de C;.

Las sefiales de los metilos del furanoeremofilano se observan en 2.46 ppm
(H-C14), 2.28 ppm (H-C13) y 1.04 ppm (H-Cj5).

En el espectro de RMN *3C se aprecia a campo bajo la sefial del
carbonilo C; en 172.13 ppm.
Respecto a los anillos aromaticos del naproxeno, se distinguen las siguientes
sefales en 157.68 ppm para el Cg, en 135.32 ppm para Cjz, 133.81 ppm
para Cg, 129.33 ppm para Cio, 129.01 ppm para Cjy1, 126.52 ppm Cs,
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126.38 ppm para C4 y Ci12 que son carbonos equivalentes, 118.94 ppm para
Cy y 105.67 ppm para C-.
El carbono del metoxilo aparece en 55.31 ppm. La sefial en 45.44 ppm
pertenece al C, y la sefal en 18.79 ppm al metilo del Cy3-.
Las sefales correspondientes a la estructura del cacalol se encuentran en
23.19 ppm para C;, 16.46 ppm para C,, 29.86 ppm para Cz, 28.85 ppm para
C4, 127.03 ppm para Cs, 125.06 ppm para Cg, 126.66 ppm para C;, 145.21
ppm para Cg, 131.40 ppm para Cg, 135.38 ppm para Cio, 116.59 ppm para
Ci11Yy 141.40 ppm para Cjy.
Los carbonos asignados a los metilos de la estructura estan en 11.27 ppm
para Ci3, 14.22 ppm para Cy4 y 21.35 ppm para Cjs.

El experimento DEPT 90 y 135 (anexo 3.5) corresponde con los tipos
de carbono que tiene la estructura de la molécula, ya que presenta sefales

para cinco metilos (CH3), tres metilenos (CH;) y nueve metinos (CH).

7.2.2 Ester de ibuprofeno con cacalol.

El espectro de infrarrojo muestra una sefial en 3027 cm™ para la
vibracién C-H aromatico y en 1628 cm™ para C=C conjugados.
En 2958 cm™ y 2870 cm™ se observan sefiales debidas al estiramiento del C-
H saturado, la confirmacién se distingue en 1455 cm™ para metilenos y en
1381 cm™ para metilos.
Las sefiales que nos indican la presencia del grupo éster en la molécula son
la banda en 1753 cm™ debida al estiramiento del enlace C=0 y las bandas
en 1240 cm™ y 1140 cm™ que pertenecen a C-O-C.

El espectro de masas presenta una sefial en 418 m/z que pertenece al

ibn molecular (M)*. El pico base se encuentra en (M-188) 230 m/z que

corresponde a la especie [C15H150,]".
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Se muestran pérdidas representativas que son (M-203) 215 m/z y (M-257)
161 m/z que pertenecen a las especies [CisHi50]" y [CioHi7]"

respectivamente.

En el espectro de RMN *H para la estructura del ibuprofeno se exhibe
una sefal multiple en 7.34-7.38 ppm que integra para dos hidrégenos que se
atribuyen a H-C4 e H-Cg, también se aprecia una sefal doble en 7.14 ppm
que integra para dos hidrégenos que corresponden a H-Cs e H-C-, ambas
sefales pertenecen al anillo aromatico.

En 4.06 ppm aparece una sefal cuadruple que integra para un hidrégeno y
se asigna al H-C,. Se distingue una sefal doble en 2.48 ppm que se atribuye
a los hidrégenos del Cip- y una sefial multiple en 1.82-1.89 ppm que se
asigna al H-Cy;-.

Se observa en 1.68 ppm una sefal triple que en realidad son dos sefales
dobles que se juntaron debido a la estereoquimica de la mezcla, la cual
pertenece a los hidrogenos del Cg. Los hidrogenos de los metilos
pertenecientes al Cy,- y Ci13- son equivalentes, por lo que solo se aprecia una
sefal doble en 0.91 ppm.

Para la otra parte de la molécula, la estructura del cacalol, se observa una
sefal simple en 7.25 ppm y se atribuye al H-Cj».

En 3.17-3.20 ppm se presenta una sefial mdltiple que integra para un
hidrogeno, el cual corresponde al H-C,.

Las sefiales de los metilos del furanoeremofilano se observan en 2.35 ppm
(H-C13), 2.53 ppm (H-C14) y 1.14 ppm (H-C,).

Por medio del experimento HETCOR se percibié una interaccion de un

hidrogeno del C,, el cual se traslapa con la sefial del hidrogeno del Cg-.

En el espectro de RMN *3C se presenta a campo bajo la sefial en
172.11 ppm que corresponde al carbonilo Cy-.
Para el anillo aromatico del ibuprofeno se presentan las siguientes sefales:

140.69 ppm para el Cg y 137.32 ppm para el C3. Se aprecia una sola sefial
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en 129.30 ppm y en 127.52 ppm que se atribuyen la primera sefal para C4 y
Cg VY la segunda para Cs y Cs, para cada par anterior se ha demostrado
experimentalmente que debido a su entorno quimico son considerados
carbonos equivalentes (SDBS(1)).

El C, aparece en 45.07 ppm, el Cy en 18.36 ppm, el C1p en 45.06 ppm y el
C11- en 30.24 ppm; mientras que los carbonos Ci» ¥ C13- son equivalentes y
Su respectiva sefial se encuentra en 22.33 ppm.

Las sefales correspondientes a la estructura del cacalol se observan en
23.04 ppm para C;, 16.49 ppm para C,, 29.91 ppm para Cz, 28.87 ppm para
C4, 127.01 ppm para Cs, 125.09 ppm para Cg, 126.58 ppm para C;, 145.25
ppm para Cg, 131.35 ppm para Cg, 135.29 ppm para Cio, 116.54 ppm para
C11y 141.38 ppm para Ci».

Los carbonos pertenecientes a los metilos de la estructura se encuentran en

11.27 ppm para Ci3, 14.22 ppm para C14 y 21.36 ppm para Cgs.

El experimento DEPT 90 y 135 (anexo 4.5) mostré sefiales para seis metilos
(CHg), cuatro metilenos (CH,) y ocho metinos (CH), los cuales concuerdan

con el compuesto.

7.2.3 Ester de acido cinamico con cacalol

El espectro de infrarrojo presenta una banda en 2931 cm™ vy otra en
2856 cm™ para la vibracién de C-H alifatico. La confirmacion se observa en la
banda en 1451 cm™.
La banda en 1637 cm™ pertenece al estiramiento de C=C conjugado.
En 1724 cm™ se aprecia una banda de gran intensidad que corresponde al
estiramiento C=0, mientras que las bandas en 1310 cm™ y 1142 cm™
pertenecen al estiramiento C-O-C, lo que nos confirma que tenemos el grupo

éster en la molécula.
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El espectro de masas distingue al i6n molecular (M)* en 360 m/z, el
cual concuerda con la masa molar del compuesto (Cz4H2403).
El pico base se encuentra en (M-229) 131 m/z que corresponde a la especie
[CoH,O]".
Se tienen pérdidas caracteristicas en (M-130) 230 m/z que pertenece a la
especie [C15H180,]" y se debe a la ruptura heterolitica, en (M-257) 103 m/z
que corresponde a la especie [CgH-]".

En espectro de RMN *H se muestra una sefial doble en 7.92 ppm que
se asigna al H-Cy,
Para el anillo aromatico del cinamato se aprecia una sefal multiple en 7.57-
7.60 ppm que integra para dos hidrogenos, los cuales se atribuyen a los
hidrogenos equivalentes H-Cs e H-Cg'.
Se presenta también una sefial multiple en 7.39-7.41 ppm que integra para
tres hidrégenos, los cuales pertenecen a los hidrogenos H-Cg, H-C7- € H-Cg-.
Se distingue una sefial simple que integra para un hidrégeno en 7.23 ppm
qgue corresponde al hidrégeno vinilico del Cj».
En 6.72 ppm se observa una sefial doble que se asigna al hidrégeno del C,-.
Aparece una sefal maltiple entre 3.22-3.28 ppm que pertenece al hidrégeno
del C,.
Las sefiales de los metilos de la estructura del furanoeremofilano se
observan en 2.57 ppm (H-C14), 2.37 ppm (H-C13) y 1.19 ppm (H-C;s).
Para los dos hidrogenos diasterotopicos del C; se presenta una sefial doble
de dobles en 2.87 ppm para un hidrégeno y una sefial multiple que se
traslapa con la sefial de los hidrogenos del Cy4, ésta Ultima se determiné al
analizar el experimento HSQC. En 1.77-1.80 ppm se observa una sefial
multiple que corresponde a los dos hidrégenos del C,. Se aprecia para los
hidrogenos diasterotépicos del C3 una sefial multiple en 1.75-1.79 ppm para
un hidrégeno y por medio del experimento HSQC se distingue que hay una
sefal que se traslapa con la sefial multiple de los hidrogenos del C..
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En el espectro de RMN *C se aprecia a campo bajo la sefial del
carbonilo C; en 164.53 ppm.
Respecto al anillo aromético del cinamato se distinguen las siguientes
sefales en 134.30 ppm para el C,, en 130.63 ppm para C;, en 128.96 ppm
se encuentran Cg y Cg, los cuales son carbonos equivalentes; mientras que
la sefial en 128.33 ppm se atribuye a los carbonos Cs y Cg, ya que en la
literatura se ha mostrado que tienen un desplazamiento quimico similar
porque su entorno es el mismo (SDBS(2), 1997).
Las sefiales en 146.77 ppm y 116.84 ppm corresponden a los carbonos
vinilcos C3 y C, respectivamente de la estructura del cinamato.

Las sefales correspondientes a la estructura del cacalol se encuentran en

23.55 ppm para el Cq, 30.01 ppm para el C3, 16.62 ppm para el C,, 28.96
ppm para el C4, 127.15 ppm para el Cs, 125.15 ppm para el Cg, 126.85 ppm
para el C7, 145.32 ppm para el Cg, 131.42 ppm para el Cg, 135.48 ppm para
el Cqo, 116.72 ppm para el Cy1 y 141.50 ppm para el Cy». Los carbonos
asignados a los metilos de la estructura estan en 11.31 ppm para C3, 14.29

ppm para Ci14y 21.42 para Cys,
El experimento DEPT 90 y 135 (anexo 5.5) corresponde con los tipos de
carbono que tiene la estructura de la molécula, ya que presenta sefales para

tres metilos (CHy), tres metilenos (CH,) y nueve metinos (CH).

7.2.4 Ester de acido p-metoxicinamico con cacalol

El espectro de infrarrojo muestra sefales para la parte aromatica en
3069 cm™ debido a la vibracién Ar-C-H y en 1602 cm™ debido a la vibracién
C=C conjugados. En 2930 y 2868 cm™ se observan sefiales debidas al
estiramiento de C-H saturado; la confirmacion se presenta en las bandas

1458 cm™ para metilenos y en 1396 cm™ para metilos.
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Las sefiales que nos indican la presencia del grupo éster son la banda en
1728 cm™ debida al estiramiento de C=0 y las bandas que aparecen a 1134

y 1254 cm™ correspondientes a C-O-C.

El espectro de masas tiene una sefial en 390 m/z que corresponde al
ion molecular (M)".
Se observan dos pérdidas caracteristicas de este derivado, en (M-229) 161
m/z que es el pico base, corresponde a la especie [C1oHgO]" y es debida a la
ruptura heterolitica de la pérdida de la molécula del cacalol sin un hidrégeno
y en (M-160) 230 m/z que corresponde a la especie [CisH1g05]" la cual

sugiere una transposicion de tipo McLafferty.

En el espectro de RMN-'H se observé una sefial doble en 7.89 ppm
que se atribuye al hidrégeno del C3-.

Para el anillo aroméatico del metoxicinamato se muestra una sefal doble en

7.55 ppm que integra para dos hidrégenos, los cuales corresponden a los
hidrogenos Cs y Cg, su sefial se traslapa debido a que son equivalentes. De
igual forma en 6.93 ppm se traslapan las sefiales de los hidrégenos
pertenecientes al Cg" y al Cg'.

En 7.25 ppm se aprecia una sefial simple correspondiente al hidrogeno
vinilico en C12. La sefal doble en 6.60 ppm se atribuye al hidrogeno del Cy-.
Se nota una sefal simple en 3.85 ppm que pertenece a los tres hidrogenos
del metilo del C1¢.

Entre 3.24 y 3.29 ppm se observa una sefial multiple que corresponde al
hidrogeno del Ca.

Las sefales de los metilos de la estructura del furanoeremofilano se aprecian

en 2.58 ppm (H-C14), 2.38 ppm (H-C13) y en 1.20 ppm (H-C15).
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En 2.88 ppm se presenta una sefial doble de dobles que integra para un
hidrégeno y corresponde a un hidrégeno del Cj, el experimento HSQC nos
permitié apreciar que hay otra interaccion en 2.58 ppm con una sefial multiple

gue se traslapa con la sefial de los hidrégenos pertenecientes al C14, por lo

que las sefales corresponden a los dos hidrégenos diasterotopicos del C1.
Entre 1.78 y 1.80 ppm se observa una sefial multiple, que corresponde a los

hidrogenos del Co.

Los hidrégenos diasterotépicos que pertenecen al C3 se distinguieron por
medio del experimento HSQC, de los cuales, un hidrégeno se encuentra

traslapado con la sefial del hidrogeno del C» y el otro hidrégeno presenta una

sefal que se traslapa con la sefal de los hidrégenos pertenecientes al C1s.

En el espectro de RMN-3C se presenta una sefial en 164.87 ppm que
corresponde al carbonilo C1-.
Para el anillo aromatico del metoxicinamato se presentaron las siguientes

sefales: 161.67 ppm que pertenece al C7, 130.04 ppm y 129.70 ppm se
atribuyen a los carbonos Cg y Cgo'. De igual manera, los valores en 114.39

ppm y 114.31 ppm se atribuyen a los carbonos de las posiciones Cg" y Cg’,

experimentalmente se ha demostrado que dichos carbonos son equivalentes

y su desplazamiento quimico es muy parecido y por ello no se pueden
asignar (SDBS(3)). La sefial en 127.08 ppm pertenece al Cy4-.
En 55.38 ppm se aprecia una seial que se asigna al carbono del metoxilo.

Para los carbonos vinilicos se tiene una sefial en 146.47 ppm para el C3" y

en 115.25 ppm que pertenece al C,".

51



Resultados y discusion

Las sefales correspondientes a la estructura del cacalol son las siguientes:

23.54 ppm para C1, 16.60 ppm para Cp, 29.99 ppm para C3 28.94 ppm para
C4, 127.02 ppm para Cs, 125.19 ppm para Cg, 126.73 ppm para C7, 145.36
ppm para Cg, 131.46 ppm para Cg, 135.41 ppm para C10, 116.68 ppm para
C11y 141.45 ppm para C12. Los carbonos pertenecientes a los metilos de la
estructura se encuentran en 11.30 ppm para C13, 14.27 ppm para C14 y

21.40 ppm para C1s.

El experimento DEPT 90 y 135 (anexo 6.5) presenta sefiales para cuatro
metilos (CHs3), tres metilenos (CH;) y ocho metinos (CH), los cuales

concuerdan con la estructura del compuesto 4.
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7.3 Pruebas de actividad bioldgica

7.3.1 Resultados de las pruebas de actividad antiinflamatoria

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de los ésteres obtenidos se
utilizé el bioensayo de edema inducido en la oreja de raton con TPA.

La tabla 4 muestra los resultados de la actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema en oreja de raton inducido con TPA y expresados como
porcentaje de inhibicion de la inflamacién de los diferentes compuestos

sintetizados a la concentracion de 1 mg compuesto/oreja.

Tabla 4. Actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con

TPA
Compuesto Inhibicion (%) Compuesto Inhibicion (%)
Cacalol 22.48

(1) Ester cacalol-

Naproxeno 67.57 45.43
naproxeno

(2) Ester cacalol-

Ibuprofeno 8.99 24.80

ibuprofeno

o S (3) Ester cacalol-
Acido cinamico 21.50 L 30.52
ac. cinamico

Acido p- (4) Ester cacalol-4c.
L 6.37 L 25.46
metoxicinamico p-metoxicindmico

Los datos representan el promedio de tres animales + el error estandar de la media. Los
resultados se analizaron mediante una prueba t de Student y los valores de p<0.05y p <
0.01 se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos observar que
todos los ésteres tuvieron mayor actividad antiinflamatoria que el cacalol. Los
compuestos 2, 3 y 4 mostraron mayor actividad que sus respectivos acidos
precursores. La actividad del ibuprofeno bajo este modelo fue baja, esto se
puede deber a que la via de administraciéon es tdpica, ya que es mas eficaz

cuando la via de administracion es intraperitoneal (Metwally et al., 2007).
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El compuesto 1 sintetizado posee menor actividad que el naproxeno,
sin embargo, al tener el compuesto en forma de éster, dicho compuesto
podria ser una alternativa como antiinflamatorio sin el efecto secundario de

irritacion de la mucosa géstrica (Katritzky, et al., 2009).

7.3.2 Resultados de las pruebas de actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos, uno de los
métodos empleados es la capacidad de reducir el radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPHe) (Niki, 1987), siendo un procedimiento efectivo para
estimar si los compuestos en estudio presentan actividad atrapadora de
radicales (actividad antioxidante).

En la tabla 5 se muestran los resultados del ensayo para medir la
actividad atrapadora del radical DPPHe del cacalol y los compuestos

obtenidos.

Tabla 5. Actividad antioxidante en el modelo de DPPH-

Muestra Concentracion A % de reducciéon
(UM) 515 nm del DPPH-
Blanco 100 0.717 0
1 0.698 2.70
Cacalol 10 0.572 20.31
100 0.096 86.57
. 1 0.702 2.14
1) n?:g;gﬁgam" 10 0.693 3.44
P 100 0.595 17.01
) 1 0.711 0.93
(2) iEjtfgfeancj'o" 10 0.698 2.74
P 100 0.669 6.78
. 1 0.711 0.93
(g)éCESCtienré‘;f‘i‘éi'o" 10 0.709 1.16
: 100 0.693 3.39
) 1 0.705 1.77
e 10 0.654 8.78
P 100 0.341 52.42

54



Resultados y discusion

El cacalol tiene una actividad antioxidante de 86.57 % a una
concentracion de 100 uM en el modelo de DPPH-.

A la concentracion de 100 uM, los compuestos 1, 2 y 3 no tuvieron actividad
por el mismo modelo.

Por otra parte, a la misma concentracion, el compuesto 4 present6 una
actividad antioxidante de 52.42 % de reduccion de DPPH+ en comparacion
con el compuesto 3, el cual no mostré actividad significativa.

El compuesto 4 difiere del compuesto 3 s6lo en el grupo metoxilo (O-
Me), por lo que la actividad de 4 puede deberse a que el enlace C-O es débil
en presencia de radicales libres, de ahi que se tendria una facilidad de
reaccionar con el radical DPPHe« y se formaria un radical mas estable que

con los demé&s compuestos, al presentar dobles enlaces conjugados.

Actividad antioxidante en el modelo TBARS

La mayoria de macromoléculas biol6gicas, como los carbohidratos,
lipidos, proteinas y ADN pueden sufrir dafio en presencia de ROS, siendo los
lipidos de las membranas especialmente sensibles a la oxidacion (Diplock et
al., 1998).

Esté descrito que muchas plantas medicinales contienen antioxidantes
que capturan radicales libres o inhiben la peroxidacion de lipidos (Anderson
et al., 2001).

Por este motivo, empleando el ensayo TBARS se evalu6é la
lipoperoxidacién en un homogeneizado de cerebro de rata, el cual es rico en
lipidos y por lo tanto, sensible a sufrir peroxidacion.

En la tabla 6 se observa el porcentaje de inhibicién de la peroxidacion de
lipidos del cacalol, de los derivados de éste y de sus precursores a las

concentraciones de 1, 10 y 100 uM.
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Tabla 6. Inhibicion de la peroxidacion de lipidos de homogeneizado de
cerebro de rata evaluada por la técnica de TBARS.

Concentracion TBARS Inh|b|_C|on_q|e

Muestra (M) (nmol/mg prot.) peroxidacion

H g prot. lipidica (%)

Basal 0.36
FeSO, 100 8.09

1 0.34 95.79
Cacalol 10 0.24 97.01
100 0.32 95.99
1 8.32 -1.21
Naproxeno 10 8.84 - 3.85
100 9.01 - 9.62
1 8.27 -0.56
Ibuprofeno 10 8.40 -2.13
100 8.38 -1.93
' 1 8.22 0.04
Acido cinamico 10 8.24 -0.28
100 8.12 1.29
- 1 7.89 3.94
-met(?)zlc(:jiﬁémico 10 7.99 2.82
P 100 8.09 1.53
) 1 7.94 1.88
(1) n';Str‘f)rX‘;?]%a'o" 10 1.78 77.93
P 100 0.33 95.83
) 1 7.93 1.96
(2) iEjtergfgﬁga'o" 10 7.36 8.99
P 100 0.42 94.73
) 1 6.46 20.14
(3)éCE5Ctif]%f§‘igi'°" 10 2.74 66.16
: 100 0.29 96.40
) 1 1.34 83.40
O B
P 100 0.21 97.30

Como se puede observar, el cacalol por si solo tiene una actividad
antioxidante de 95.79 % a una concentracion de 1 uM por el método de
TBARS. Se ha descrito que el cacalol es muy reactivo a la oxidacién
electroquimica, debido a la presencia del fenol y del anillo del furano (Aguilar
et al., 1996) . La actividad inhibitoria de peroxidacion lipidica podria resultar
del mismo efecto (Shindo, et al., 2004).

A la concentracion de 1 yM los compuestos 1, 2 y 3 no presentan
actividad antioxidante significativa por este método. Esto podria atribuirse a
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que ya no se tiene el fenol libre del cacalol, pues se tiene un derivado
esterificado. Ademas, al hacer el ensayo a sus precursores, se observé que
dichos acidos tienen una minima actividad prooxidante.

Sin embargo, el compuesto 4 a la misma concentracibn mostro
83.40 % de inhibicién de peroxidacion lipidica. Este resultado se podria deber
a que el grupo metoxilo (O-Me) que posee el compuesto, se fragmenta
facilmente via radicales libres y por su conjugacion de dobles enlaces dicho
compuesto forma un radical que reacciona con los radicales generados en la
cadena de lipoperoxidacion, inhibiendo asi la propagacién de la cascada.
El 4cido precursor de 4, fue el Unico que presentd una minima actividad

antioxidante, lo cual también contribuye al efecto.
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. CONCLUSIONES

e EIl método de mayor rendimiento para obtener cacalol, fue por medio
de la acetilacion del residuo del extracto hexanico de las raices de
Psacalium decompositum y posterior hidrélisis.

e Se prepararon por semisintesis ésteres de cacalol con naproxeno,
ibuprofeno, &cido cinamico y acido p-metoxicinamico, los cuales se
caracterizaron por espectrometria de masas y por las técnicas
espectroscopicas de IR, RMN 'Hy RMN *3C.

e Se determind la actividad antiinflamatoria de los derivados
esterificados con cacalol, con el modelo de edema en oreja de raton
inducido con TPA, donde se observé que el éster de cacalol con
naproxeno fue el Unico con una actividad significativa (45.43 % de
inhibicion).

e Se determindé también la actividad antioxidante de los ésteres de
cacalol con dos metodologias. Los resultados fueron los siguientes:

e EIl éster de cacalol con acido p-metoxicinamico y el cacalol a la
concentracion de 1 uM presentaron actividad antioxidante significativa,
con el modelo de DPPH- con un porcentaje de reduccion del 52.42 %
y 86.57 % respectivamente.

e En el modelo de TBARS, el éster de cacalol con &cido
p-metoxicinamico y el cacalol a la concentracion de 1 pM presentaron
importante actividad antioxidante con un porcentaje de inhibicién del
83.40 %y 97.79 %.
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9. PERSPECTIVAS

A pesar de que el AINE naproxeno presenta una mayor actividad
antiinflamatoria (67.57 % de inhibicion), el éster de cacalol con naproxeno es
una buena alternativa de molécula hibrida que podria ayudar a disminuir la

toxicidad géstrica que genera el naproxeno.

Con base a las investigaciones descritas en la literatura, acerca de la
actividad antimicrobiana y antifingica que presentan algunos derivados del
acido cinamico, seria conveniente evaluar esta actividad en los ésteres de

cacalol con &cido cindmico y de cacalol con acido p-metoxicinamico.
De igual manera, para complementar este trabajo, se propone evaluar

otras actividades bioldgicas en los cuatro ésteres, para proponerlos como

farmacos hibridos.
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Anexo 2.1. Espectro de IR (CHCI3, disolucion) de acetato de cacalol.
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Anexo 7
Las siguientes metodologias fueron proporcionadas por el laboratorio de

pruebas bioldgicas del Instituto de Quimica.

Actividad antiinflamatoria por método de TPA

El ensayo de edema en oreja de ratdon inducido con TPA se realizo
siguiendo la metodologia descrita anteriormente (Paya et al., 1996; Rao et
al., 1993). Se emplearon ratones macho de la cepa CD1 (25 — 30 g). Los
animales (n = 5) se colocaron en cajas de acrilico transparente a
temperatura constante de 24 °C, con un fotoperiodo de 12 horas
luz/oscuridad, con agua y alimento ad libitum. Cada grupo fue anestesiado
con pentobarbital sédico (PBS) a una dosis de 31.5 mg/kg por via
intraperitoneal. Posteriormente a los ratones se les aplicaron 10 pL de
solucion etandlica de TPA (0.25 mg/mL) en la oreja derecha. Diez minutos
después, en la misma oreja se aplicé 1.0 umol de cada compuesto disuelto
en 20 uL del vehiculo (diclorometano). La oreja izquierda fue utilizada como
control y se le aplicaron solamente 10 uL de etanol y 20 uL del vehiculo del
compuesto. Cuatro horas después, los animales se sacrificaron con CO,,
para tomar una muestra de 7 mm de didmetro de ambas orejas. El
incremento de peso de la muestra de la derecha con respecto a la izquierda
representa el edema. La inhibicién del edema se calcula con la formula:

% de inhibicién = [(C — E)/ C] 100

En donde:

C = Edema del grupo de control (tratado con TPA)

E = Edema del grupo experimental (TPA mas el compuesto)

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguida de una prueba de Dunnett de comparacién multiple, para

aislar los grupos con diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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Actividad antioxidante
Método de DPPHe

La actividad antioxidante de los compuestos se realizd siguiendo la
metodologia descrita (Cavin et al., 1998; Cotelle et al., 1996; Gamez et al.,
1998). Se tomaron por triplicado 50 pL de las soluciones de cada uno de los
compuestos a diferentes concentraciones y se depositaron en una
microplaca de 96 pozos, posteriormente se agregaron 150 pL de una
solucion etandlica de DPPH+ 133.33 uM (concentracion final de 100 pL). La
mezcla se protegié de la luz y se agitd6 durante 30 minutos a 37 °C,
posteriormente se realizaron las lecturas de las absorbancias a 515 nm en
lector de microplacas (Biotek ELx808).

La actividad sobre DPPH+ se expresa como porcentaje de reduccion
del radical y se calcula con la formula:

% de reduccion = (C-E/C)100
En donde:
C = es la DO promedio del control (DPPHe 100 pL)
E = es la DO promedio de la solucion problema + DPPHe« 100 uL
% de reduccion = al porcentaje de DPPH- reducido por el compuesto en
estudio.
Método TBARS

Este ensayo se llevé a cabo en tres etapas:
Primera etapa. Homogeneizacion del cerebro de rata

Se anestesiaron las ratas (hembras Wistar) con éter y se sacrificaron
por dislocacion cervical. Se realizé la diseccion para extraer el tejido cerebral
completo y se colocé en una disolucion de buffer de fosfatos (PBS) fria (se
conservl a -70 °C hasta el inicio del experimento). El cerebro se lavé con
abundante agua destilada para eliminar los eritrocitos presentes en el tejido.

El cerebro se pesé y se le agregaron 10 mL de PBS (9.5 mM, pH = 7.4) por
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cada gramo de cerebro. Posteriormente, se homogeneiz6 por 60 segundos,

se centrifugd 10 min a 3000 rpm y se recuperdé el sobrenadante.

Segunda etapa. Cuantificacion de proteina por el método de Lowry y ajuste
de concentracion.

Se tomaron por duplicado 5 pL del sobrenadante del homogeneizado
de cerebro de rata y se colocaron en una microplaca de 96 pozos,
posteriormente se afadieron 20 yL de agua destilada y 150 yL de una
mezcla de reacciéon (0.98 mL de una solucidbn de carbonato de sodio
(NaxCOs3) al 2 % en NaOH 0.1 N, 0.01 mL de una solucién de tartrato de
Na/K al 2 % y 0.01 mL de una solucion de sulfato de cobre (CuSQO,) al 1 %),
se homogeneizaron e incubaron por 10 min a temperatura ambiente.
Terminado el tiempo de incubacion, se adicionaron 25 uL de reactivo de
Folin (acido fosfomolibdotungstico) disuelto en agua (1:1) y se incubaron por
30 min a temperatura ambiente. La absorbancia se midi6 a 540 nm y se

obtuvo el contenido de proteina en el homogeneizado, mediante la ecuacion:

Protefna (mg/mL) = (M) 40

0.0028

Se ajustod el contenido de proteina a 2.666 mg/mL con PBS (9.5 mM, pH =
7.4).

Tercera etapa. Induccion de la oxidacién con sulfato de hierro (FeSO,)

Todo el procedimiento se llevé a cabo en bafio de hielo. Se colocaron
por duplicado para cada muestra, 375 pL de sobrenadante del
homogeneizado de cerebro de rata (2.666 mg prot/mL) en tubos Eppendorf
de 1.5 mL. Posteriormente se agregaron a todos los tubos 50 yL de una
solucion 20 uM de EDTA en PBS y enseguida se adicionaron 25 yL de la
muestra (20 veces mas concentrada) y se incubaron 30 min a 37 °C con

agitacion.
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Terminado el tiempo de la primera incubacién se agregaron 50 pyL de una
solucion de FeSO,4 100 uM y se incubaron por segunda vez durante 1 h a 37
°C con agitacion. Finalizando el segundo tiempo de incubacién se afiadieron
500 pL de reactivo TBA (acido tiobarbiturico al 0.5 % disuelto en NaOH 0.05
N : &cido tricloroacético al 30 % [1:1]) y se colocaron en bafio de hielo por 10
min. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a 12000 rpm, a temperatura
ambiente, por 5 min y posteriormente se incubaron 30 min en bafio de agua
a 80 °C. En la tabla 3 se observan los voliumenes de las soluciones utilizadas

para cada experimento. El volumen final es de 1 mL.
Volumenes de las soluciones utilizadas para cada experimento de TBARS.

Tubos para cada experimento

Volumen Blanco Basal FeSO, FeSO, + Muestra
(ML) vehiculo
375 PBS HC HC HC HC
50 EDTA EDTA EDTA EDTA EDTA
25 Vehiculo PBS PBS Vehiculo Compuesto
50 FeSO,4 Agua FeSO, FeSO, FeSO,
500 TBA TBA TBA TBA TBA

TBA: Acido tiobarbitarico, HC: Homogeneizado de cerebro de rata,
EDTA: Acido etilendiamino tetracético, PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos.

Pasado el tiempo de incubacién a 80 °C se tomaron por duplicado 200 pL de

cada tubo y se midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector de microplacas.
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