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El destino se muestra en signos e indicios que parecen insignificantes pero que luego
reconocemos como decisivos. Asi, en la vida uno muchas veces cree andar perdido,
cuando en realidad siempre caminamos con un rumbo fijo, en ocasiones determinado por
nuestra voluntad mas visible, pero en otras, quizd mas decisivas para nuestra existencia,
por una voluntad desconocida aun para nosotros mismos, pero no obstante poderosa e
inmanejable, que nos va haciendo marchar hacia los lugares en que debemos
encontrarnos con seres o cosas que, de una manera o de otra, son, o han sido, o van a ser
primordiales para nuestro destino, favoreciendo o estorbando nuestros deseos aparentes,
ayudando u obstaculizando nuestras ansiedades, y, a veces, lo que resulta todavia mas
asombroso, demostrando a la larga estar mas despiertos que nuestra voluntad consciente.

Ernesto Sabato — La resistencia

Nunca te quejes de nadie, ni de nada, porque fundamentalmente tu has hecho lo que
guerias en tu vida. Acepta la dificultad de edificarte a ti mismo y el valor de empezar
corrigiéndote. El triunfo del verdadero hombre surge de las cenizas de su error.

No te amargues de tu propio fracaso ni se lo cargues a otro, acéptate ahora o seguiras
justificandote como un nifio. Recuerda que cualquier momento es bueno para comenzary
gue ninguno es tan terrible para claudicar.

No olvides que la causa de tu presente es tu pasado asi como la causa de tu futuro sera tu
presente.

Aprende de los audaces, de los fuertes, de quien no acepta situaciones, de quien vivira a
pesar de todo, piensa menos en tus problemas y mds en tu trabajo y tus problemas sin
eliminarlos moriran.

Aprende a nacer desde el dolor y a ser mas grande que el mds grande de los obstaculos,
mirate en el espejo de ti mismo y serds libre y fuerte y dejards de ser un titere de las
circunstancias porque tu mismo eres tu destino.

Levantate y mira el sol por las mafianas y respira la luz del amanecer. Tu eres parte de la
fuerza de tu vida, ahora despiértate, lucha, camina, decidete y triunfaras en la vida; nunca
pienses en la suerte, porque la suerte es: el pretexto de los fracasados.

Pablo Neruda - No culpes a nadie
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RESUMEN

En el presente trabajo se reporta el estudio de los extractos de hexano, THF y AcOEt de
duramen y corteza de las maderas: Comocladia engleriana, Cochlospermum vitifolium y
Mimosa aculeaticarpa. Las pruebas realizadas con los extractos, evaluaron la capacidad de
inhibicidon sobre el hongo de pudricion Trametes versicolor (principal degradador de la
madera, por lo cual las normas americanas lo recomiendan para realizar pruebas de
durabilidad en laboratorio) y su poder de reduccién del radical DPPH, con la finalidad de
probar su durabilidad y su poder antioxidante. Siendo los extractos de THF los que
obtuvieron mejores resultados en las pruebas anteriores, estos extractos se emplearon
para realizar pruebas de genotoxicidad e hipoglucemiante in vivo en modelos empleando
ratones. Con lo anterior, se probd que la madera C. engleriana considerada toxica, no
presento actividad genotdxica, ni hipoglucemiante. Y Las maderas de C. vitifolium y M.
aculeaticarpa consideradas maderas medicinales presentaron actividad genoprotectora, y
en el caso de su efecto hipoglucemiante estos causaron una disminucion considerable en
los niveles de glucosa.

Los extractos de THF fueron llevados a purificacion en columna cromatogréfica, con la
finalidad de aislar alguno de sus componentes. De lo cual se logrd aislar del duramen de C.
vitifolium el compuesto naringenina (5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-croman-4-ona), del
duramen de C. engleriana un flavanonol (3,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-croman-4-ona),
gue al reaccionar con anhidrido acético se obtuvo su derivado acetilado, en tanto que, de
la corteza de C. engleriana se aisl6 una chalcona (1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3,4-
dihidroxifenil)-1-propanona).

En nuestro grupo de trabajo se ha aislado la medicarpina de la madera de Andira inermis,
este compuesto es de gran interés debido a que se ha demostrado su actividad inhibitoria
sobre Trametes versicolor, en este proyecto se prepararon siete derivados de este
compuesto, para observar el efecto que presenta la modificacién de un grupo funcional en
su actividad bioldgica, preparando cuatro ésteres alifaticos y tres éteres (dos alifaticos, un
aromatico). Con los derivados de medicarpina y los compuestos aislados se realizaron
pruebas de inhibicidn sobre el hongo Trametes versicolor, de estos, solo la naringeninay la
chalcona presentaron actividad inhibitoria sobre el hongo.



ABSTRACT

In the present work, the study of the extracts of hexane, THF and AcOEt of heartwood and
the bark of the woods is reported: Comocladia engleriana, Cochlospermum vitifolium and
Mimosa aculeaticarpa. The extracts tests were carried out by evaluating inhibitory
capacity of the rot fungus Trametes versicolor (main wood degrader, which is why the
American standards recommend it for carrying out laboratory durability tests) and its
power to reduce DPPH radical, in order to test its durability and its antioxidant power.
Being the THF extracts the ones that obtained better results in the previous tests, these
extracts were used to carry out genotoxicity and hypoglycemic tests in vivo in models
using mice. With the above, it was proved that C. engleriana wood considered toxic, did
not present genotoxic or hypoglycemic activity. And the woods of C. vitifolium and M.
aculeaticarpa considered medicinal woods presented unproductive activity, and in the
case of their hypoglycemic effect they caused a considerable decrease in glucose levels.

The THF extracts were taken to purification on a chromatographic column, in order to
isolate some of its components. From this, the compound naringenin (5,7-dihydroxy-2- (4-
hydroxyphenyl) -chroman-4-one) was isolated from the heartwood of C. vitifolium, a
flavanonol (3.7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-chroman-4-one) was isolated from C.
engleriana, that when reacting with acetic anhydride its acetylated derivative was
obtained, whereas, from the bark of C. engleriana was isolated a chalcone (1-(2,4-
dihydroxyphenyl)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-1-propanone).

In our working group, medicarpine has been isolated from the wood of Andira inermis,
this compound is of great interest because its inhibitory activity on Trametes versicolor
has been demonstrated, in this project seven derivatives of this compound were
prepared, to observe the effect of modifying a functional group on its biological activity,
preparing four aliphatic esters and three ethers (two aliphatic, one aromatic). Inhibition
tests on the fungus Trametes versicolor were carried out with the medicarpine derivatives
and the isolated compounds, of these, only naringenin and chalcone showed inhibitory
activity on the fungus.

\



1. INTRODUCCION

Se llama madera al conjunto de tejidos del xilema que forman el tronco, las raices y las
ramas de los drboles o arbustos. La composicidon quimica de la madera no es posible
establecerla con precisién para una especie de madera, esto debido a que la composicién
varia dependiendo de la parte del arbol (raiz, tallo o rama), zona del tronco, asi como
también tiene influencia la zona geogréfica, el clima y las condiciones del suelo (Zabel y
Morrell, 1992). A grandes rasgos, la madera estd constituida por celulosa (40 a 45%),
lignina (18 a 35%), hemicelulosas (15 a 25%), metabolitos secundarios (4 a 10%) y cenizas
(0.2 a 1.0%) (Browning, 1963; Pettersen, 1984; Salcedo et al., 2012). La madera no es un
material homogéneo, sino que estd formado por un conjunto de células especializadas en
tejidos que llevan a cabo las funciones fundamentales del arbol o arbusto como son: La
conduccién de la savia, la trasformacion y almacenamiento de los productos vitales asi
como sostén del arbol (Garcia et al., 2003).

Durante su crecimiento, el arbol produce cada afio un cierto volumen de madera. En la
mayoria de los arboles la parte interna del lefio cesa en su actividad conductora y sus
células vivas (parénquima y fibras) mueren. Los cambios principales que sufre el lefio son:
emigracion de las sustancias de reserva; reforzamiento de la pared con mas lignina;
acumulacién en el lumen o impregnacién de las paredes con sustancias organicas o
inorganicas como: taninos, aceites, gomas, resinas, colorantes, compuestos aromaticos;
bloqueo de vasos (Murace y Spavento, 2014). El lefio que ha sufrido estos cambios se le
conoce como duramen, el cual es la parte inactiva y por lo general mas oscura. El
desarrollo del color es un proceso lento, que depende de la oxidacién de fenoles
precedida por la desaparicion de almidén (Capuz, 2005). En cambio la porcién clara,
externa, activa con células vivas se le conoce como albura. En algunos darboles con
formacion tardia de duramen (roble, fresno, castaio), la albura tiene dos partes: una
conductora y otros de reserva cuyos vasos estan obstruidos por tilosis cumpliendo solo la
funcién de sostén (Garcia et al, 2003). Uno de los principales aportes de la
duraminizacion, son las acumulaciones y modificaciones de compuestos los cuales suelen
resultar toxicos para los organismos biodegradadores de la madera. Por ello, muchas
veces se puede relacionar el cambio del color, que produce la duraminizacién, con el
aumento de durabilidad natural (Diaz, 2003). A la albura se le considera con menor
durabilidad natural, debido a que en ella suelen encontrarse sustancias de reserva como
azUcares y almidones que lo hacen especialmente preferible para hongos e insectos
xiléfagos (Tuset y Duran, 1979; Darrell, 1989). La proporcién albura-duramen varia en
diferentes especies, asi como el grado de diferenciaciéon entre ambas. Ademas en los



arboles que presentan duramen, este puede variar la cantidad y la coloracion (CONAFOR,
2007).

La corteza del arbol por lo general se refiere a todos los tejidos externos y que rodean el
cambium vascular. Ocupa un volumen mucho mas pequeiio que la madera de un tallo de
arbol maduro porque se producen menos células de corteza que las de madera y porque
las células de corteza mds externas se descartan continuamente en la mayoria de las
especies arboéreas, mientras que las células de madera se retienen y se acumulan a
medida que el arbol crece (Thirakul, 1998). La corteza se divide en dos capas; corteza
externa, es la capa exterior y estad formada por células muertas que protegen el arbol del
daio fisico y de cambios climaticos; y corteza interna, también llamada floema y tiene la
funcion de conducir en forma descendente la savia (productos de la fotosintesis)
elaborada por las hojas. En general, la corteza contiene muchos mas extractivos, un poco
menos de lignina y cantidades mas pequefias de holocelulosa en comparacion con la
madera del mismo arbol (Hon y Shiraishi, 2001).

El término “durabilidad” de las maderas, hace referencia a la capacidad sin tratamiento
del material lefioso para resistir el ataque de los hongos xiléfagos, las bacterias, los
insectos y perforadores marinos como también el desgaste quimico y mecdnico (Zabel y
Morrell, 1992; Gonzales, 2012). Este tipo de resistencia a la degradacion, esta atribuida a
la presencia de sustancias quimicas activas en las paredes celulares de la madera,
conocidos como extraibles a los cuales se les atribuye caracteristicas como la durabilidad,
el color, el olor, la permeabilidad y la reduccidon en contraccion e hinchamiento de cada
especie maderera (Avila, 2012). Flores (2003) afirma que los extraibles que se encuentran
en los tejidos vegetales son sustancias tales como terpenos, fenoles, taninos, azlcares,
hidrocarburos alifaticos y aromaticos, aceites esenciales, acidos grasos, resinas, grasas,
minerales entre otros.

Como caracteristica de los extraibles al ser externos a la madera pueden ser separados
mediante un disolvente adecuado o por la destilacion al vapor, sin afectar la composicién
de la pared celular (Garcia et al., 2003), ademas pueden ser especificos de cada género o
especie, haciendo posible su uso como esquema taxondmico basado en su composicién
guimica (Goldstein, 1991).

Los extraibles también son conocidos como metabolitos secundarios, esto debido a que
no se encuentran involucrados en los metabolismos primarios, es decir, que no poseen
roles reconocidos en los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilaciéon de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos (Taiz y Zeiger, 2002).



1.1. Pudricion de la madera

Entre los numerosos agentes de biodegradacién de la madera, los hongos xiléfagos (los
Basidiomicetos responsables de las pudriciones blancas y castafas) producen el tipo de
deterioro mas frecuente y agresivo de la madera en uso vy, a causa de ello, es comun
asociar la durabilidad con la resistencia a la degradacidn fungica (Wolff, 1989; Highley et
al., 1994). La degradacién fungica resulta de la despolimerizacién enzimdtica de los
principales componentes de la pared celular: celulosa, hemicelulosa y lignina,
descomposicidn que provoca la alteracidn de las propiedades fisicas y mecdnicas del lefio
(Santander, 2007). Dichas alteraciones son de diferente magnitud en funcién de la
actividad enzimatica del hongo responsable del deterioro (determinante del tipo de
pudricién), de las caracteristicas quimico-anatdomicas del lefio como también de la
colonizacion fungica al atravesar los obstaculos/barreras que ofrecen las maderas, como
son de su estructura y composicion quimica (Zabel y Morrell, 1992; Schwarze et dl.,
2000).

Debido a que frecuentemente la durabilidad de las maderas es asociada con la resistencia
a la degradacion fungica, esta puede ser estimada mediante métodos de laboratorio o
pruebas aceleradas, denominadas asi por su corta duracién, como lo es el método
denominado difusidn en placa, en el cual se cultiva una cepa xiléfaga en un medio artificial
(agar extracto de malta) dispensado en cajas Petri, al cual se le aplica los extractos o
metabolitos secundarios a distintas concentraciones y se basa en la medicion del area de
crecimiento del hongo en el medio de control en relacién con el crecimiento con el medio
con extractos (Mori et al., 1995; Rutiaga et al., 1995).

2. ANTECEDENTES

La base fisiolégica y bioquimica de la resistencia de plantas al ataque de patdgenos,
hongos y bacterias; se encuentra relacionado con la biosintesis de compuestos extraibles
implicados en los procesos infecciosos, algunos con actividad antimicrobiana, antifungica y
antioxidante, y otros como precursores de otros compuestos extraibles que se forman
hasta el momento de ser atacadas por algun microorganismo (Rowell et al., 2005;
Sepulveda et al., 2003).

A través del tiempo, el hombre ha hecho uso de los metabolitos secundarios con diversos
propdsitos, entre los que pueden mencionarse el uso como saborizantes, colorantes,
fragancias, insecticidas, drogas medicinales y adictivas, cosméticos, etc. (Salisbury y Ross,
1992; Sierra et al., 2018).



2.1. Actividad antifungica sobre Trametes versicolor

Los hongos de pudricion blanca son capaces de descomponer la lignina y/o
simultdneamente degradar todos los componentes de la madera a CO2y H,0. Su nombre
proviene debido a que al degradar la lignina, solo queda acumulados los carbohidratos y
se observa una coloracion blanquecina (Crawford, 1981; Gonzales et al., 1986; Arana et
al., 2002). Estos hongos también se denominan ligninoliticos por su capacidad de
mineralizar la lignina basados en la produccién de radicales libres, principalmente por
medio de las enzimas extracelulares lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP)
y la lacasa (Quintero, 2006).

El hongo Trametes versicolor es un hongo de pudricidon blanca, el cual desarrolla cuerpos
fructiferos o setas (basidiomas) por todo el arbol y presenta anillos concéntricos de varios
colores que van del pardo al blanco y del marrén al ocre, a veces con iridiscencias
dependiendo del grado de humedad presente en el ambiente (Menéndez, 2006).

El hongo Trametes versicolor es uno de los mas importantes degradadores de la madera
esto debido a que puede degradar y metabolizar la lignina y los carbohidratos
aproximadamente a la misma velocidad (Liese, 1970; Collins y Dobson, 1997; Davila y
Vazquez, 2006). Por estas razones la norma Anual Book of Estandar (ASTM, 1994)
recomienda a este hongo para los ensayos de durabilidad. Este tipo de degradacién se
debe principalmente a la enzima extracelular oxidativa denominada lacasa, la cual es una
glicoproteina extracelular con peso molecular entre 60 y 80 kDa (Thurston, 1994; Shah y
Nerud, 2002), el mecanismo de degradacién se da al reducir una molécula de oxigeno a
dos moléculas de agua, oxidando simultdneamente la lignina y carbohidratos (Von et al.,
1986; Kunamneni et al., 2007)

Se ha comprobado la inhibicién del hongo Trametes versicolor con distintos extractos de
maderas: como lo son los extractos acetdnicos y etandlicos de las maderas de Tabebuia
serratifolia, Peltogyne porphyrocardia, Hymenaea courbaril y Centrolubium paraense
(Velasquez et al., 2006). Ademas, las fracciones etanol-agua obtenidas de Dalbergia
granadillo y Enterolobium cyclocarpum presentaron inhibicion micelial del hongo (Rutiaga
etal., 1995).

En nuestro grupo de trabajo (Quevedo, 2012), se aislé del duramen de A. inermis la
medicarpina (1) (Figura 2), un compuesto perteneciente a la familia de los isoflavonoides,
especificamente a la subdivisién de los pterocarpanos. Ademas este compuesto fue
aislado del duramen de Dalbergia congestiflora Pittier por Martinez (2012), la cual probo
su efecto antifungico sobre el hongo Trametes versicolor al obtener un porcentaje de
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inhibicion del 100% a una concentracion de 150 mg/L. La actividad antifingica que
presentd la medicarpina se le atribuyd a su anclaje molecular en la enzima lacasa del
hongo; mediante un estudio de Docking empleando el software AutoDock, se observd el
acoplamiento de la medicarpina en una cavidad cercana al sitio T2/T3 de la enzima (Figura
1), lo que provoca el bloqueo de entrada de oxigeno, que a su vez interrumpe la
trasferencia de electrones, como consecuencia de esto no se lleva a cabo la degradacion
del sustrato (Martinez, 2015).

Figura 1. Acoplamiento entre la enzima lacasa y la medicarpina.

En ultimos trabajos de nuestro grupo (Quevedo, 2015; Morales, 2016), se prepard un
derivado acetilado y tres derivados de tipo éster aromatico de la medicarpina (Figura 2),
de los cuales el acetil-medicarpina (1a) inhibid al hongo Trametes versicolor en un 100% a
una concentracion de 100 mg/L, concentracion menor que la que necesita la medicarpina
sin acetilar. Y los derivados 1b y 1c presentaron una inhibicién de 75% vy el derivado 1d
solo un 20% a una concentracion de 150 mg/L, concentracion a la que inhibe la
medicarpina totalmente al hongo.

p-Metoxibenzoato de medicarpina (1c) p-Nitrobenzoato de medicarpina (1d)

Figura 2. Derivados de la medicarpina



2.2. Actividad antioxidante

Los radicales libres son aquellas moléculas que en su estructura atémica presentan un
electron desapareado o impar en el orbital externo. Son altamente reactivos y clave para
formar otros radicales libres en cadena, ademds por la vida media que es de
microsegundos, ocurre una rapida propagacidon con moléculas aledafias y mayor dafio
potencial. De hecho un radical libre puede afectar 1 millon de moléculas durante la
reaccion en cadena. Los compuestos en cuestion forman parte de las llamados especies
reactivas del oxigeno (ERO) o ROS (Coronado et al., 2015). El estrés oxidativo es un
término asociado a las células y a la accidn de un radical libre que le afecta, en condiciones
normales se da un equilibrio entre la produccion de radicales libres u otras especies
reactivas con los mecanismos antioxidantes (exdégeno y endégeno). Este equilibrio permite
gue la toxicidad por oxidacion sea menor y con menos dafio celular. Cuando se rompe el
equilibrio, éste se podra asociar con un déficit en el sistema antioxidante o por la
proliferacion descontrolada de los radicales libres (Venereo, 2002; Nunez, 2011). Por esta
razon han sido implicados directamente como mediadores de enfermedades crdnicas
degenerativas y autoinmunes, como son la diabetes, enfermedades vasculares e
hipertension, cancer, hiperplasias, formacidon de cataratas, enfisema, artritis, esclerosis
multiple, debilitacion del sistema inmunoldgico asi como también procesos de
envejecimiento (Mosquera et al., 2009; Fereidoon y Ying, 2015).

Ante el estrés oxidativo generado por los radicales libres el organismo responde con la
defensa antioxidante, que es por definicion toda sustancia que hallandose presente a
bajas concentraciones, con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retarda o
previene la oxidacion de dicho sustrato. El antioxidante al reaccionar con los radicales
libres le cede un electrén oxiddndose a su vez y transformandose en un radical libre débil,
con escasos o nulos efectos téxicos y que en algunos casos pueden regenerarse a su forma
primitiva por la accién de otros antioxidantes (Avello y Suwalsky, 2006, Coronado et al.,
2015).

Los agentes antioxidantes se pueden clasificar como enddgenos, los cuales los produce la
célula para anular y/o inhibir la generacion de radicales libres, esto es mediante la
generacion de enzimas como lo son: superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation
reductasa y catalasa. Y antioxidantes exégenos que provienen de la dieta, y dentro de este
grupo se incluyen la vitamina E, la vitamina C y los carotenoides (Li et al., 2009, Delgado
etal., 2010).

El uso de la medicina tradicional esta muy extendido en México y las plantas son de hecho
la primera fuente para preparar remedios en esta forma de medicina alternativa. La
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busqueda de fuentes naturales de medicamentos para la prevencién y cura de ciertas
enfermedades ha sido atribuida en parte a las propiedades antioxidantes (Khalaf et al.,
2007; Singh et al., 2009). La mayor parte de la capacidad antioxidante de los vegetales
puede ser debida a los polifenoles que poseen caracteristicas bioldgicas extensas v,
particularmente, a su propiedad de secuestramiento de radicales libres (Aquino et al.,
2001, Quifiones et al., 2012). Una gran cantidad de estudios han establecido que los
compuestos fendlicos de las plantas incluyendo los flavonoides son antioxidantes
potentes con efectos antimutagénicos y anticarcinogénicos (Gilgun et al., 2002; Prasad y
Cole, 2002, D Andrea, 2005). La actividad antioxidante de los polifenoles es la propiedad
de mayor interés, ya que ha sido blanco de un sin nimero de estudios; este efecto se debe
a que contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos, los cuales reaccionan con los radicales libres. El nUmero de polifenoles naturales
se ha estimado en casi mds de un millén, porque aparecen generalmente como glicésidos,
y las diferentes especies de azlcares y sus diferentes formas de enlaces generan una gran
variedad. Sin embargo, la bioactividad se atribuye al fragmento aglicona no al azucar
(Sakakibara et al., 2003, Guo et al., 2015).

La forma mas extendida de evaluar la actividad antioxidante de una sustancia es mediante
métodos espectrofotométricos in vitro. Los principales métodos son ORAC, FRAP, TEAC y
DPPH (Gutiérrez et al., 2007; Pisoschi y Negulescu, 2011). El método ORAC se considera
relevante para los sistemas bioldgicos, ya que mide el radical peroxilo, que es el mas
abundante de los radicales libres. El ensayo FRAP mide la capacidad de los antioxidantes
para reducir el complejo férrico tripiridil triazina. La principal limitacion de este método es
que la capacidad de reduccién no refleja necesariamente la actividad antioxidante, dado
qgue el método no proporciona un sustrato oxidable. Por su facilidad de operacién, los
ensayos DPPH y TEAC son los mas extendidos. Por otro lado, el método TEAC se basa en la
capacidad de los antioxidantes para captar el radical 2,20-azonobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) mas conocido como ABTS+; sin embargo este radical no se encuentra en los
sistemas bioldgicos, por lo que el ensayo TEAC ha sido criticado por usar un radical no
fisiolégico. El ensayo de DPPH se basa en la deteccién del radical cromégeno DPPH. El
inconveniente principal de este ensayo es que este radical, que es un radical de nitrégeno
estable, no tiene ninguna similitud con los radicales altamente reactivos y transitorios
formados en la peroxidacion de lipidos (Nur et al., 2012; Vazquez, 2015).



2.3. Deteccidn de genotdxicos mediante prueba de micronticleos

Diversas actividades realizadas por el ser humano, asi como también algunos eventos
naturales contaminan el medio ambiente; debido a la liberacion de agentes
potencialmente toxicos y genotdxicos (Cordoba, 2000; Klaassen y Watkins, 2001). Dentro
de los multiples efectos de los contaminantes se encuentra el efecto genotdxico,
expresado en sus diversas formas, como por ejemplo: teratogénesis, mutagénesis vy
cancerogénesis. Por lo tanto, un agente genotdxico es todo aquel ente capaz de lesionar la
integridad del material genético y/o sus componentes asociados. Entonces, bajo este
término se incluyen los agentes que interaccionan directa o indirectamente con el ADN,
provocando el aumento de mutaciones (mutagénesis); también los que interfieren en
algunos procesos enzimaticos, asi como en la reparacion o en la génesis del material
proteico involucrado en la segregacion cromosémica (Lodish et al.,, 2002; Garcia y
Carreras, 2008), lo anterior puede inducir enfermedades cardiacas, influir en procesos de
envejecimiento y generar mutaciones en células somaticas, todo lo cual puede contribuir
al desarrollo de cancer (Gémez y Zuiiga, 2007).

Por lo anterior, es importante detectar las sustancias mutdgenas, estas se pueden
detectar en pruebas in vivo o in vitro, con micro o macro organismos. Entre estas se
encuentran una variedad de pruebas, entre las que existen algunas muy econdmicas y
rapidas; pero también las hay sumamente costosas: Entre ellas tenemos el cariotipo, el
intercambio de cromatides hermanas, el indice mitdtico, la prueba realizada en
Salmonella typhimurium o prueba de Ames y la prueba de micronucleos (Griffiths et al.,
2000).

La prueba de micronucleos (MN), es un método ampliamente utilizado para la deteccion
del dafio genotodxico, producido por diferentes sustancias quimicas y agentes fisicos. La
prueba de MN se puede realizar en gran numero de especies, ya que la condicion esencial
es que el tejido se divida. Dado que la presencia de MN se traduce en el ambito celular
como perdida de ADN, esta técnica es entonces una alternativa muy eficaz para el
monitoreo de genotdxicos de manera facil, sencilla, rdpida y con resultados contundentes,
debido a que no deja duda del dafio producido en el ADN, ya que es claro que los MN
aumentan cuando los organismos son expuestos a genotdxicos con accion
micronucleogénica (Torres y Ramos, 2013). Esta prueba se realiza en tejido con rdpida
proliferacién celular, sin embargo, la manera mas sencilla es utilizando una gota de
sangre, cuando esto es factible (Zuiiiga et al., 2001).

Los micronucleos son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, que
espontaneamente o por causa de agentes genotdxicos, quedan fuera del nucleo durante

8



la divisidn celular. En hematologia, los micronucleos se conocen como cuerpos de Howell-
Jolly, su forma es generalmente redonda o almendrada y alcanza un didametro entre 0.4 a
1.6 micras (Heddle y Col., 1991; Fuic y Mijic, 1999, Cedano et al., 2012). La prueba de MN
permite detectar agentes clastogénicos y aneunogénicos (Figura 3). Los agentes
aneunogénicos, se caracterizan por bloguear la polimerizacién de microtubulos durante la
formacion del huso mitdtico; originando de esta manera el rezago de cromosomas
completos, que no se incluyen en los nucleos hijos. Mientras que los agentes
clastogénicos, como son las radiaciones y algunos medicamentos antineoplasicos, actian
como analogos de base. Por lo tanto se intercalan en el ADN, e inhiben su sintesis y
ocasionan posteriormente un debilitamiento de enlace entre las bases, lo que termina por
producir una fractura cromosémica. Los compuestos aneunogénicos causan MN mas
grandes que los causados por los agentes clastogénicos (Hatanaka et al., 1992; Baiales,

@. )~ %

O

Figura 3. Formacion de MN a partir de cromosomas o fragmentos cromosémicos por

accion de agentes aneuondgenos o clastogenos

La prueba de MN es de las mds empleadas por su rapidez, debido a que al exponerse a un
toxico se pueden tener resultados a 24 y 48 h de la exposicidn. Debido a que los eritrocitos
policromaticos (EPC) aparecen en la circulacidn en este tiempo; su aparicién o presencia
indica la certeza de que los eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-MN) son
originados por la exposicidon al agente probado. Los eritrocitos policromaticos son los
eritrocitos jovenes que posteriormente maduran a eritrocitos normocromaticos (ENC), y
por esta razén cuando son expuestos a genotdxicos en forma continua, es notable el
incremento de eritrocitos micronucleados, por su acumulacién (Zuahiga et al., 1998;
Lodish, 2002). Por lo tanto la prueba de MN se basa en el conteo de los eritrocitos
policromaticos micronucleados (EPC-MN) vy los eritrocitos normocromaticos
micronucleados (ENC-MN), ya que estos reflejan el dafio producido por el agente toxico
en corto plazo (Arencibia et al., 2009).



En los diferentes sistemas de medicina tradicional del mundo, desde la antigliedad se usan
plantas para tratar y prevenir distintos tipos de cancer (U.S. Congress Office of
Technology, 1990; Sumner, 2001). Desde 1950 se empezaron a evaluar las propiedades
citotoxicas de los extractos de plantas, lo que ha dado como resultado el hallazgo de
medicamentos como los alcaloides vinblastina y vincristina, obtenidos de Catharanthus
roseus L. (Apocynaceae), que se usan para tratar leucemia infantil, asi como el taxol,
aislado de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), que es empleado para el cancer de seno,
cerebro y ovarios entre otras sustancias (Lee, 2004). En México se encontrdé que los
extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de Cuphea aequipetala Cav. (Lythraceae),
una de las llamadas “hierbas del cancer”, mostraron citotoxicidad ligera en la linea de
células de cancer de cérvix y nula en la de carcinoma nasofaringeo y la de colon (Waizel-
Bucay et al., 2003), mientras que las fracciones de un extracto acetona-agua presentaron
actividad sobre la linea DU-145 de carcinoma de préstata (Avila et al., 2004).

2.4. Diabetes mellitus

Cuando las células beta (en los islotes de Langerhans del pancreas) no producen insulina,
se origina la diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) o tipo |; en tanto que si los
receptores de insulina de las células del cuerpo no funcionan, se genera la diabetes
mellitus no insulinodependiente (DMNID) o tipo Il (Murillo et al., 2006). En cualquier caso,
la glucosa no puede penetrar en las células del cuerpo y utilizarse eficazmente; se produce
entonces un desbalance entre la elaboracion de especies reactivas de oxigeno (EROS) vy la
capacidad de defensa antioxidante del cuerpo; desbalance conocido como estrés
oxidativo (Halliwell et al., 1992, Lazalde et al., 2016).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad crénica degenerativa caracterizada
por altos niveles de azucar en la sangre (hiperglucemia), principalmente debido a defectos
de secrecién y/o accion de la insulina. El trastorno esta asociado con un desequilibrio del
indice glucémico y la intolerancia a la glucosa. Las complicaciones de la diabetes, afecta
especialmente ojos, rifones, nervios, corazén y vasos sanguineos (Okoli, 2018). El
paciente diabético presenta un riesgo 40 veces mayor de amputaciéon de sus miembros
inferiores, 25 veces mayor de insuficiencia renal terminal, 20 veces mayor de ceguera, 2 a
5 veces mayor de accidentes cerebro-vasculares y entre 2 y 3 veces mayor de infarto
agudo de miocardio (Mann, 2002). Asimismo, tiene mayor predisposicion de desarrollar
hipertension, dislipidemia y obesidad (Klein et al., 2002).
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La DM2 es un grave problema de salud publica. Segun la Organizacion Mundial de la Salud,
mas de 422 millones de personas en todo el mundo estdn afectadas (World Health
Organization, 2017). Su prevalencia estd aumentando rapidamente, y se estima que el
numero de afectados se duplicara para 2040. La diabetes es una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. En 2015, cinco millones de personas
murieron por complicaciones de la diabetes, lo que hace que la enfermedad y sus
complicaciones sean la principal causa de muerte en la mayoria de los paises. En México,
alrededor del 10% de la poblacién padece diabetes mellitus y se estima que el 90% de los
casos son de tipo Il (Esquivel et al., 2012). Se presenta con mayor frecuencia en adultos
mayores y en personas obesas, por lo que se ha convertido en la principal causa de
muerte con el 12% del total de defunciones (Cabrera-Pivaral et al., 2008).

En nuestro pais y en otros paises con un nivel socioecondmico semejante, un sector
amplio de la poblacién no tiene acceso a modernos esquemas de tratamiento, por las
limitaciones econémicas y culturales, surgiendo entonces la fitoterapia o medicina natural
como una alternativa de igual efectividad, pero con menores efectos secundarios tipicos
de las drogas sintéticas y con la ventaja de ser mas econdmica (Hunt et al., 2000).

Las plantas medicinales o sus extractos pueden optimizar el metabolismo de la glucosa y la
condicion integral de los diabéticos, no sdlo por sus efectos hipoglucemiantes sino
también al mejorar el perfil lipidico, el estado antioxidante y la funcion capilar. A nivel
mundial se han reportado mas de 400 productos que se comercializan para el tratamiento
de la diabetes (Yeh, 2003). En México, existe una gran diversidad de plantas medicinales,
Andrade et al. (1995), informo sobre 306 especies de plantas mexicanas utilizadas como
agentes hipoglucemiantes. A pesar de la gran cantidad de plantas que se han reportado
por su uso empirico como antidiabéticos, solo un pequefio porcentaje de estas plantas se
ha estudiado de manera sistematica, y las moléculas responsables de la actividad bioldgica
de la mayoria de ellas son desconocidas (Alarcén et al., 2008)

La diabetes puede ser inducida por manipulaciones farmacoldgicas, quirdrgicas o
genéticas en varias especies de animales. La mayoria de los experimentos en diabetes se
llevan a cabo en roedores. Ningin modelo Unico presenta la fisiopatologia completa de
DM2. Sin embargo, hay modelos de roedores disponibles que presentan una o ambas de
las dos caracteristicas patogénicas principales de la DM2: la resistencia a la insulina v,
posteriormente, el desarrollo de la disfuncién de las células beta pancreaticas (Arias y
Balibrea, 2007).

La induccidon de diabetes experimental en la rata usando productos quimicos que
destruyen selectivamente las células B pancreaticas es muy conveniente y simple de usar.
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Las sustancias mas usuales para inducir diabetes en ratones son alloxan vy
estreptozotocina, estas sustancias quimicas diabetogénicas son las mas prominentes en la
investigacion de la diabetes. Ambos son andlogos de glucosa citotdxica. Aunque su
citotoxicidad se logra a través de diferentes vias, sus mecanismos de acciéon selectiva de
células beta son idénticos (Szkudelski, 2001, Lenzen, 2008). Estos modelos son de gran
importancia y necesarios para ensayos pre-clinicos controlados, los resultados de los
trabajos durante los uUltimos afios han mostrado resultados positivos, por la eficacia que se
desprende de ellos y por la escasa toxicidad a las dosis recomendadas, por lo que podrian
utilizarse durante largos periodos (Lopez, 2006).

Como es el caso de Musa paradisiaca donde se ha establecido el efecto hipoglucemiante
(Nahar et al., 2000), asi como de Guazuma ulmifolia (Alonso y Salazar, 2008) y Deguelia
rufescen (Pereira et al., 2012). Los extractos acuosos de Passiflora suberosa L (Sudasinghe
y Peiris, 2018). Ensayos preclinica y estudio de estabilidad de los extractos acuosos e
hidroalcoholicos a partir de Momordica charantia Lin (Lagarto et al., 2014). Ensayos
preclinica de teuhetenona aislada de Turnera diffusa (Parra et al., 2017).

2.5. Métodos computacionales: Estudios de simulacién

Cualquier accién farmacoldgica tiene su inicio en la formacion de un complejo entre la
molécula de farmaco vy su sitio receptor en una macromolécula bioldgica. Por lo tanto, la
especificidad de la respuesta a un farmaco dado viene determinada en gran medida por la
capacidad de los distintos receptores celulares para reconocerlo como agonista o
antagonista y evocar o no una respuesta (Garcia et al., 2004). La mayoria de los procesos
biolégicos dependen de las interacciones de los receptores moleculares y sus ligandos, por
lo que el reconocimiento molecular juega un papel clave en los eventos biomoleculares
tales como: interacciones enzima-sustrato, proteina-inhibidor y acido nucleico-inhibidor
(Mohan et al., 2005).

Anteriormente, la busqueda de nuevos compuestos con efectos terapéuticos implicaba la
sintesis a través de varias rutas de los supuestos compuestos con la propiedad buscada o
el cribado de productos naturales, esfuerzos que pueden ser categorizados como
exploraciones aleatorias o al azar, en lugar de orientaciones racionales, en el mejor de los
casos, estaban guiadas por el estudio mds o menos cuantitativo del efecto que diversas
modificaciones introducidas en la estructura de distintos farmacos o ligandos enddgenos
conocidos ejercian sobre una determinada acciéon farmacolégica (Reddy, 2007). En los
ultimos anos se han dado a conocer una serie de grandes avances en los calculos tedricos
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gue han favorecido el uso y la popularidad de los estudios in silico (computacionales) para
el analisis de moléculas de interés bioldgico; ello se ha convertido en parte integral de la
investigacion industrial y académica dirigida al disefio y descubrimiento de farmacos
(Velasquez et al., 2013)

Los métodos que relacionan la estructura quimica con la actividad bioldgica pueden
dividirse en dos grandes categorias: métodos topoldgicos/estadisticos y métodos de
modelado molecular. En la aproximacién topoldgica se utilizan técnicas estadisticas o de
reconocimiento de patrones para encontrar la relacion de la estructura quimica con un
proceso definido como lo es la actividad bioldgica, estos métodos son conocidos como
relacién cuantitativa estructura-actividad (Quantitative structure-activity relationship, o
QSAR) (Soutelo et al., 2016). En cambio en los métodos de modelado, se consideran las
propiedades de las moléculas tomando en cuenta, un analisis conformacional mediante
mecanica cuantica y/o clasica, campos de fuerzas, la termodinamica estadistica, y los
graficos moleculares interactivos. Estos Ultimos permiten la representacién vy
manipulacion de las moléculas en tres dimensiones, lo que proporciona una informacién
espacial que es esencial para comparar moléculas y para estudiar la interaccion entre
ligandos y receptores macromoleculares (Huang et al., 2010).

Dentro de las herramientas de modelado molecular se encuentra el acoplamiento
molecular (docking), técnica de gran utilidad para predecir la estructura de los complejos
intermoleculares que se establecen entre dos o mas moléculas. Uno de los casos mas
estudiados es la interaccion proteina—ligando, cuyo objetivo principal es predecir energias
y modos de enlace, y que suele hacerse previamente a un estudio experimental (Kumary
Nidhi, 2016). En estudios donde se aplica el acoplamiento molecular, el procedimiento en
general es: generar un modo de unién o postura (cada modo de unién es una determinada
posicién y orientacion del ligando en el sitio activo), se considera el mejor modo de unién
gue reporta la menor energia de unidn. Alternativamente, puede ser seleccionada del sitio
mas poblado entre los sitios obtenidos después del acoplamiento molecular (Mahmood y
Mir, 2017).

La identificacion de las conformaciones de unidn mds probables requiere dos pasos: (1)
exploracién de un gran espacio conformacional que representa varios métodos de unién
potenciales; (2) prediccion precisa de la energia de interaccidn asociada con cada una de
las conformaciones de unién prevista (Rao et al., 2009). Los programas de acoplamiento
molecular realizan estas tareas a través de un proceso ciclico, en el que la conformacién
del ligando se evalla mediante funciones de puntuacidon especificas. Este proceso se
realiza de forma recursiva hasta converger en una solucién de minima energia (Durrant y

McCammon, 2010)
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2.6. Maderas propuestas para estudio

El estado de Michoacan presenta casi todos los tipos de vegetacidon que existen en nuestro
pais gracias a su variedad de relieves y climas. En los bosques de este estado se encuentra
una gran diversidad de especies forestales, a las que se les conoce una gran variedad de
propiedades y usos, como son las especies:

2.6.1. Comocladia engleriana

Es un arbol de la familia Anacardiaceae, de nombre comun “Tetlatia” (cosa que quema, en
lengua nahuatl), lo anterior debido a que causa una severa dermatitis la cual es atribuida a
las flores y hojas, sin embargo no se ha comprobado lo anterior. De los pocos estudios de
este arbol, Ruiz et al. (2008), comprobd el gran contenido fendlico y una buena actividad
antioxidante de la parte aérea. Al ser un arbol considerado toxico, la descripcion de este
arbol es casi nula, asi como la bibliografia.

2.6.2. Cochlospermum vitifolium (Willd.) Spreng.

Es un arbol robusto perteneciente a la familia Chochlospermaceae, de tres a 15 m de
altura con un diametro a la altura del pecho de hasta 70 cm.; ramas gruesas con
apariencia desgarrable; tiene corteza lisa ligeramente fisurada; los frutos son capsulas
globosas u ovoides, en forma de pera, de color verde rojizas a moreno rojizas,
pubescentes, valvadas, de 5 a 10 cm de largo (Croat, 1978). Se distribuye en la vertiente
del Pacifico, desde Sonora hasta Chiapas y en la vertiente del Golfo, desde el sur de
Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Yucatan. Crece silvestre en el bosque tropical
perennifolio, bosque tropical subcaducifolio y bosque tropical subperennifolio; en una
altitud de cero a 1,200 msnm.

En Morelos (Sierra de Huautla) se emplea en medicina tradicional, en decoccién para el
tratamiento de varios trastornos como presion arterial alta, hepatitis, ictericia e
hiperglucemia. Las flores en infusiéon se emplean para bajar la temperatura y para la gripa,
para la piel se recomienda para la sarna y quemaduras. En algunos lugares la reportan que
se emplea contra mordeduras de viboras (Cedano y Villasefior, 2004; Monroy y Castillo,
2007)

En estudios en ratas de los extractos hexanicos de la corteza han comprobado su efecto
hipoglucemiante (Sanchez et al., 2007), asi como Ortiz et al. (2009), aseguran que es un
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importante agente antidiabético y puede ser una alternativa para el control de la DM.
Ademads, también se ha probado el efecto antihipertensivo en ratas de los extractos
metandlicos de corteza (Sanchez et al., 2010).

2.6.3. Mimosa aculeaticarpa

Es una especie de arbusto de la familia de las Fabaceae, que puede alcanzar hasta 2 m de
altura, tiene hojas con peciolos de 1 a 3 cm de largo, con 3 a 9 pares de pinas, sus flores son
blancas o blanco-rosaceas, reunidas en cabezuelas axilares de 1 cm de didmetro; fruto en forma
de vaina de color café, en forma linear, curvada o recta, glabra o pubescente (Rzedowski y
Rzedowski, 2001). Es de gran importancia por su capacidad para establecer asociaciones
micorrizicas, nodulacidn bacteriana para fijacion bioldgica de nitrégeno, formar bancos de
semillas, amplia cobertura y ser una especie abundante en las zonas semidridas del centro
de México (Garcia-Sanchez, 2005).

De los extractos cloroférmicos de hojas y metandlicos de tallos se han obtenido
compuestos como taxifolina y quercetina, los cuales presentan una diversidad de
actividades bioldgicas (Cabrera, 2006).
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3. HIPOTESIS

Que la resistencia a la degradacién natural de las maderas durables esta asociada con el
tipo de metabolitos secundarios contenidos en estas maderas, la actividad bioldgica de
estos metabolitos puede aumentar o disminuir al realizar transformaciones estructurales
mediante la funcionalizacion de sus grupos.
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4. OBIJETIVO GENERAL

Aislamiento y caracterizacién estructural por métodos espectroscdpicos de los extraibles
contenidos en la corteza y duramen de al menos tres arboles y que presenten actividad
biolégica, demostrada esta actividad preparar nuevos derivados funcionalizados para
evaluar el efecto del grupo funcional en la actividad del compuesto. Realizar estudios de
simulacion estructura reactividad mediante dindmica molecular tanto de los compuestos
aislados como a los derivados funcionalizados con el objeto de dar una interpretacion
tedrica de las interacciones bioldgicas de las moléculas en estudio.

4.1. Objetivos especificos

e Obtener los extraibles crudos de la corteza y duramen de los arboles a estudiar con
disolventes organicos como hexano, tetrahidrofurano (THF), y acetato de etilo
(AcOEt) empleando un equipo Soxhlet.

e Evaluar la actividad bioldgica inhibitoria sobre Trametes versicolor de los extraibles
crudos obtenidos con hexano, THF y AcOEt.

e Fraccionar los extraibles crudos que presenten actividad bioldgica mediante
cromatografia en columna empleando mezclas de disolventes en polaridad
creciente.

e Aislar el o los compuestos que presenten actividad mediante cromatografia en
columna, capa fina (TLC) o HPLC de las fracciones.

e Caracterizacidon estructural del compuesto mediante métodos espectroscopicos
como RMN, y sus experimentos COSY, NOESY, HETCOR, HMBC, HMQC, IR y Masa.

e Preparar nuevos derivados funcionalizados a partir de los compuestos aislados y de
la medicarpina para evaluar el efecto del grupo funcional en la actividad bioldgica.

e Realizar estudios de acoplamiento de simulacion estructura reactividad mediante
LAMP y Autodock tanto de los compuestos aislados como de los derivados
funcionalizados.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos y los compuestos
aislados.
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5. MATERIALES Y METODOS

De la muestra de cada madera se tomd el duramen y la corteza, los cuales fueron
reducidos de tamafio con formdén y martillo en forma de astillas, para poder llevar a un
molino pulverizador (marca IPHARMACHINE YF3-1 con capacidad de 5 kg/h) y obtener
harina de duramen vy corteza, las cuales se dejaron expuesta al aire libre para perdida
humedad.

Posteriormente la harina fue sometida a extracciones en un equipo Soxhlet por 4 horas
por cada disolvente, empleandolos en polaridad creciente: hexano, tetrahidrofurano (THF)
y acetato de etilo. Los extractos obtenidos fueron llevados a evaporacién mediante un
rotavapor, con lo cual se obtuvieron los extractos crudos.

5.1 Determinacion de la actividad inhibitoria de los extraibles sobre Trametes versicolor.

Las pruebas fueron preparadas en cajas Petri, empleando como medio de cultivo agar
papa-dextrosa, este fue sometido a un proceso de esterilizacién en autoclave, al término
de este proceso se incorporaron los extractos de corteza y duramen a concentraciones de
250 y 500 mg/L de cada uno de los arboles de estudio. Una vez solidificado el agar se
inoculd con el micelio del hongo Trametes versicolor y se incubd por 7 dias a 28+2 °C,
realizandose por triplicado cada prueba. De igual manera se prepard un control el cual
consistio en el agar sin tratamiento. Posteriormente transcurrido el tiempo de incubacidn,
se determind el porcentaje de inhibicion que presentaron los extractos con la siguiente
formula (Rutiaga, 2001; Martinez, 2012):
Crecimiento control - Crecimiento tratamiento

% de inhibicion = x 100

Crecimiento control

Los compuestos aislados de los extractos, se probaron a distintas concentraciones debido
a que presentaron distinta actividad inhibitoria.

En el caso de las pruebas con los derivados éster y éter de la medicarpina, se emplearon
concentraciones de 100, 150 y 200 mg/L, con la finalidad de observar el aumento o
disminucién de la actividad inhibitoria sobre el hongo de estudio con respecto a la
reportada por la medicarpina.
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5.2. Determinacion de la actividad antioxidante mediante el método de DPPH.

Este método fue desarrollado por Brand-Willams et al. (1995); se basa en la reduccién de
la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPHe por antioxidantes. Esta metodologia
fue modificada por KIM et al. (2002), la cual se basa en la medida de la absorbancia del
radical DPPHe disuelto en metanol, a la longitud de onda de 517 nm.

Para realizar este ensayo se prepard una solucion de DPPH disuelto en metanol, la cual se
mantuvo en refrigeracidon y posteriormente fue utilizada para obtener una curva de
calibraciéon, ademas, para la preparacion de las muestras. El dcido ascérbico fue empleado
como captador de radicales libres estandar y la actividad de los extracto se comparé con
esta. Las muestras fueron preparadas empleando 1850 pL de metanol, 10 plL de extractoy
140 pL de DPPH, estas diluciones fueron preparadas en celdas de cuarzo, realizdndose por
duplicado, para continuar con su medicién a una absorbancia de 517 nm. Se realizé una
medicidn anterior a agregar la muestra (Ao) y posterior de agregarla, se continuo con las
mediciones a los tiempos 5, 10, 15, 30, 60 y 90 minutos (As). La actividad antioxidante “%
de inhibicidon” de la muestra se calcula a partir de:
Abs (DPPH t=0) - Abs (Muestra t=o)

% de Inhibicion = Abs (DPPH =0, x 100

5.3. Evaluacion de la actividad antibacteriana

Las cepas de Escherichia coli (ATCC ER2523) y Staphylococcus aureus (ATCC 2754) se
obtuvieron del cepario del Mddulo 3, del Centro Multidisciplinario de Estudios en
Biotecnologia (CMEB) de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (UMSNH).

Previo a la realizacién de los ensayos, las bacterias fueron cultivadas por 24 h en 10 mL de
caldo nutritivo (CN) liquido a 28 °C. Para los ensayos se utilizé el método Kirby-Bauer, el
cual consiste en aplicar 50 uL de cada suspensidn bacteriana en la caja Petri para realizar
un estriado masivo sobre toda la superficie del agar, para estos ensayos se empled el agar
Muller-Hilton. Posteriormente al estriado, se colocaron discos de 5 mm de didmetro, los
cuales fueron impregnados con los compuestos de estudio a diferentes concentraciones.
Como control positivo se utilizdé el antibiético ampicilina, aplicando 10 pL a una
concentracién de 10 mg/mL; el control negativo fue DMSO 5% aplicando un volumen de
50 pL. Los halos de inhibicion se determinaron a las 24 y/o 48 horas, con estos datos se
obtuvo los porcentajes de inhibicion y a su vez, la concentracion minima inhibitoria (CMI),
la CLso y CL10o (ROjas et al., 2005).
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5.4. Evaluacion de la actividad genoprotectora in vivo.

La evaluacién de la actividad genotdxica in vivo, se realizé administrando antraceno como
agente genotodxico en ratones y se evalud la formacién de micronucleos en sangre
periférica de raton (frotis sanguineos) como una forma indirecta de evidenciar dafo al
ADN, pues en un eritrocito maduro no debe haber nucleo, pero si el animal esta ante un
agente toéxico que altere los procesos de duplicacién del material genético, entonces esto
podria reflejarse con la aparicidon de restos de cromatina en donde no debe haberlos
(micronucleos). Esto se compard con ratones administrados con antraceno y con los
extractos del producto natural con la finalidad de observar una protecciéon ante el
genotoxico, siendo esto la ausencia de micronucleos (genoproteccién).

La evaluacion genoprotectora se realizd mediante la técnica de micronucleos (MN) en
sangre periférica, en la cual se emplearon ratones albinos de la cepa NIH machos (25 - 30
g de peso corporal). Inicialmente los ratones fueron pesados (administracion por peso),
para continuar con la administraciéon del antraceno (toxico) a una dosis de 10 mg/kg
empleando aceite como vehiculo por via intragastrica y posteriormente se administraron
los extractos de THF obtenidos de los diferentes arboles por la misma via, en dosis de 250
y 500 mg/kg utilizando como vehiculo solucidn salina a pH entre 7-8.

Anterior a la administracion del toxico y los extractos, y en el trascurso de las semanas de
administracion, se cortd aproximadamente 1 mm del extremo terminal de la cola de cada
animal para obtener una gota de sangre, la cual se colocd directamente en un
portaobjetos para realizar un frotis sanguineo. Cada laminilla se fijo con metanol absoluto
por 6 minutos a temperatura ambiente; posteriormente se tifié durante 30 minutos con
una solucion de Giemsa diluida en solucién buffer fosfato (pH 6.8). Después, las laminillas
fueron sumergidas en agua, secadas a temperatura ambiente y observadas en el
microscopio. El potencial genotdxico y citotdxico se determind por el conteo del nUmero
de eritrocitos policromaticos micronucleados en 1000 eritrocitos policromaticos
(EPMN/EP) y la proporcion de eritrocitos policromaticos en 1000 eritrocitos
normocromaticos, en diez campos observados al microscopio por ratén respectivamente
(Schmid W., 1975; McGregor et al., 1980).

5.5. Evaluacion de la actividad hipoglucemiante en un modelo de diabetes en ratones

Para este estudio se utilizaran ratones machos cepa NIH (25-35g). Se formaran lotes con
un n=6, los cuales se dejaron en ayuno por un periodo de 12-18 h, a cada uno se les midio
peso corporal y los niveles de glucosa en sangre periférica basales, realizando un corte del
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extremo distal de la cola mediante un dispositivo comercial (Optium Freestyle, Abbott).
Posteriormente, se aplicaron tratamientos diferentes con los lotes formados como son:

l.- Lote control o normoglucémico; Se administrd agua destilada, via intragastrica cada dos
dias, y se le midié glucosa sanguinea y peso corporal semanalmente (con ayuno previo de
12 - 18 h), durante 6 semanas.

Il.- Control diabético; Después de la primera medicién de peso y glucosa, se procedid a
diabetizar a los ratones, administrando estreptozotocina (STZ; solubilizada en buffer de
citratos 0.1 M, pH=4.5) via intraperitoneal (120 mg/kg); una semana después se midi6 el
peso y glucosa, tomando en consideracidon que el criterio de hiperglucemia en ratén es
>150 mg/dL. Los ratones diabéticos fueron administrados via intragastrica cada dos dias, y
se midid glucosa sanguinea y peso corporal semanalmente, durante 6 semanas.

I1l. Diabético + Extractos; Después de la primera medicién de peso y glucosa, se procedié a
diabetizar los ratones, administrando estreptozotocina (STZ; solubilizada en buffer de
citratos 0.1 M, pH=4.5; dosis de120 mg/kg, via i.p.), una semana después se midié peso y
glucosa. Los ratones diabéticos fueron administrados con los extracto de THF de los
arboles resuspendidos en un vehiculo a una dosis de 500 mg/kg (via i.g.) cada dos dias, y
se midid glucosa sanguinea y peso corporal semanalmente, durante 6 semanas.

Con los datos de peso y glucosa generados durante las 6 semanas de tratamiento, estos se
sometieron en un software estadistico (Sigma stat 3.5) y se empled la prueba de ANOVA
bifactorial de medidas repetidas y la prueba de comparaciones multiples de Student-
Newman-Keuls cuando fue necesario. En todos los casos se empled un nivel a= 0.05, como
criterio de decisidn para establecer diferencias significativas entre las comparaciones.

5.6. Preparacion de derivados funcionalizados de medicarpina

La Medicarpina (1) fue obtenida del duramen de Andira inermis, mediante maceracién en
AcOEt por 7 dias, posteriormente se evaporo el disolvente para obtener el extracto crudo.
El extracto se purific6 mediante columna cromatografica y su obtenciéon se corroboro
mediante RMN-1H.

Empleando 1 se prepararon distintos derivados como son (Figura 4); cuatro derivados
éster de tipo alifatico, empleando los cloruros de acido butirico (2), acido 2-dietilbutirico
(3), acido isobutirico (4) y acido dietilcarbomaoil (5). Y tres éteres dos de tipo alifatico y un
aromatico, empleando los haluros de alquilo yoduro de metilo (6), bromuro de etilo (7),

bromuro de bencilo (8). Lo anterior con la finalidad de probar el aumento o disminucidn
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de la actividad inhibitoria sobre el hongo Trametes versicolor de los derivados, respecto a
la actividad inhibitoria reportada de la medicarpina sobre el hongo (150 mg/L).

Figura 4. Preparacion de cuatro derivados éster (empleando cloruros de acido) y tres
derivados éter (empleando haluros de alquilo) de medicarpina

5.7. Modelado molecular y simulacion

El modelado molecular es una herramienta que nos ayuda a predecir la interaccion de una
macromolécula con un ligando, por lo que se empled en el andlisis de la interaccion que
existe entre la enzima lacasa del hongo Trametes versicolor con la medicarpina y los
derivados funcionalizados que han sido preparados. Lo anterior con la finalidad de dar una
explicacion a la actividad inhibitoria de la medicarpina y los derivados sobre Trametes
versicolor.

Para la preparacidon de las estructuras de medicarpina y los derivados, se empled un
analisis conformacional mediante métodos computacionales, esto se llevé acabo al aplicar
el método teoria de funcionales de la densidad (DFT) empleando el funcional hibrido
B3LYP, con un conjunto de funciones de base 6-311G**, con el cual se obtuvo el
conférmero de mayor estabilidad (menor energia). Este analisis estructural se basé
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principalmente en un comparativo con el diagrama de rayos X reportada para la
medicarpina (Deesamer et al., 2009).

La estructura tridimensional de la enzima lacasa del hongo Trametes versicolor se obtuvo
de la base de datos Protein Data Bank (PDB), con la clave 1GYC (Piontek et al., 2002).

El software utilizado para la simulacién de la interaccidn enzima-ligando fue AutoDock,
por ser de licencia libre ademas de su amplia difusidn y aceptacién en el campo cientifico.
Dicho software medird la energia libre del sistema (enzima-ligando) para una funcién que
estard basada en el analisis de regresion lineal, con el campo de fuerza AMBER (Assisted
Model Building with Energy Refinement). Ademas se empleé AutoDocktools como
software de visualizacién.

23



6. RESULTADOS
6.1. Analisis de extractos crudos
6.1.1. Obtencion de extraibles de Cochlospermum vitifolium (Willd.) Spreng.

Al someter a Soxhlet tanto la corteza y duramen de C. vitifolium se obtuvieron los
extractos crudos correspondientes, los cuales presentaron una consistencia mielosa y una
coloracion oscura, a excepcion del extracto de duramen de hexano, que presentd una
coloracién rojiza, ademas de obtener los siguientes resultados (Tabla 1).

Tabla 1. Obtencidn de extractos de C. vitifolium de lotes de 14 g, en Soxhlet por 4 h.

Disolvente Peso de % % Tot,al de
extracto (g) extraibles
Hexano 0.125 0.90
Duramen THF 0.468 3.35 7.15
AcOEt 0.406 2.9
Hexano 0.203 1.45
Corteza THF 0.857 6.12 13.12
AcOEt 0.777 5.55

6.1.2. Analisis de los extractos de Cochlospermum vitifolium mediante RMN-H.

Los espectros de los extractos de hexano de corteza y duramen se obtuvieron en
cloroformo deuterado (Figura 4 y 5), en los cuales se observan sefiales a campo bajo de
1.0 a 2.5 ppm y aproximadamente a 5.5 ppm, estos hidrégenos de tipo alifatico que
indican compuestos de tipo acidos grasos, este conjunto de compuestos no fueron de
interés para este proyecto.

Los espectros de THF y AcOEt del duramen y corteza se obtuvieron en acetona deuterada,
en los espectros del duramen tanto THF y AcOEt (Figura 5), se pueden observar sefales a
campo bajo de 6.5 a 7.5 ppm que indican la presencia de hidréogenos aromaticos, y a
campo alto de 1.0 a 3.0 ppm hidrégenos alifaticos, asi como de 3.0 a 5.5 ppm para
hidrogenos alilicos y heteroatomos.

24



En los espectros de la corteza (Figura 6), en el de THF se observan sefiales muy similares
en todo el espectro con las descritas en los espectros del duramen, y en el espectros de
AcOEt solo se observan sefiales definidas de 3.0 a 4.0 ppm.

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 5. Espectros de RMN-H de los extractos del duramen de Cochlospermum vitifolium
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Figura 6. Espectros de RMN-H de los extractos de la corteza de Cochlospermum vitifolium
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6.1.3. Obtencion de extraibles de Mimosa aculeaticarpa

Los extractos de Mimosa aculeaticarpa obtenidos mostraron distintas caracteristicas
como fueron; los extractos de hexano de corteza y duramen presentaron una consistencia
mielosa de color negro, mientras que los extractos de THF y AcOEt tanto de la corteza
como de duramen se obtuvieron unos solidos amorfos de una coloracion rojiza, de los
cuales se obtuvieron en las siguientes cantidades (Tabla 2).

Tabla 2. Obtencidn de extractos crudos de M. aculeaticarpa mediante lotes de 18 gr, en
Soxhlet por 4 hrs.

Disolvente Peso de % % Tot,al de
extracto (g) extraibles
Hexano 0.107 0.59
Duramen THF 1.855 10.3 11.57
AcOEt 0.122 0.68
Hexano 0.103 0.57
Corteza THF 1.561 8.6 9.83
AcOEt 0.119 0.66

6.1.4. Anilisis de los extractos de Mimosa aculeaticarpa mediante RMN-*H.

De los extractos antes mencionados se obtuvieron sus espectros de RMN-H, de los cuales
los de hexano de corteza y duramen (Figura 7 y 8) se obtuvieron en cloroformo
deuterado, en estos espectros se observan sefales de 1.0 a 3.0 ppm y de 5.0 a 5.5 ppm,
como se menciond estas sefiales son caracteristicas de compuestos de tipo alifaticos.

Los extractos de THF y AcOEt se obtuvieron en acetona deuterada, de los cuales los del
duramen presentaron sefales de 3.5 a 5.0 ppm caracteristicos para hidrégenos alilicos y
de heterodtomos, ademas de observase sefiales que van de 6.0 a 8.0 ppm lo que indica la
presencia de hidrégenos de tipo aromatico (Figura 7). Y en los espectros de corteza se
observan sefiales a campo alto que van de 0.5 a 2.5 ppm las cuales indican la presencia de
hidrogenos de tipo alifatico, asi como sefales de hidrégenos alilicos que van de 3.5 a 5.0
ppmy de 6.0 a un poco mads de 8.0 ppm caracteristicos de hidrégenos alifaticos. (Figura 8).
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Figura 7. Espectros de RMN-'H de los extractos del duramen de Mimosa aculeaticarpa
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Figura 8. Espectros de RMN-H de los extractos de la corteza de Mimosa aculeaticarpa
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6.1.5. Obtencidn de extraibles de Comocladia engleriana

De los extractos obtenidos del duramen de C. engleriana, el de hexano presentd una
consistencia mielosa de color blanco, y los extractos de THF y AcOEt se obtuvieron en
forma sélida con una coloraciéon naranja. En el caso de los extractos de corteza, todos
presentaron una consistencia mielosa de una coloracion negra. Como se muestra a
continuacién la mejor extraccion se obtuvo con los extractos de THF (Tabla 3).

Tabla 3. Obtencidn de extraibles de C. engleriana mediante lotes de 20 gr, en Soxhlet por
4 hrs.

Disolvente Peso de % % Tot,al de
extracto (g) extraibles
Hexano 0.042 0.21
Duramen THF 3.15 15.8 25.9
AcOEt 1.975 9.9
Hexano 0.226 1.1
Corteza THF 0.91 4.6 6.7
AcOEt 0.218 1

6.1.6. Analisis de los extractos de Comocladia enlgeriana mediante RMN-H

Como en los extractos de los dos arboles antes mencionados, los espectros de RMN-H de
hexano se obtuvieron en cloroformo deuterado y los espectros de THF y AcOEt se
obtuvieron en acetona deuterada. Como se puede observar en los espectros de hexano de
corteza y duramen se observan sefiales de hidrégenos tipo alifaticos a campo alto de 1.5 a
2.5 ppm y seiales de hidrégenos alilicos de 3.5 a 5.5 ppm (Figura 9y 10).

En los extractos de THF y AcOEt del duramen (Figura 9), se observan la similitud de
sefiales a campo bajo de 6.0 a 8.5 ppm, caracteristico para hidrégenos de tipo aromatico,
al igual que las sefiales de 3.5 a 5.5 ppm para hidrégenos de tipo alilicos, y la poca
presencia de hidrégenos a campo alto de 3.0 a 1.2 ppm. En los extractos de THF y AcOEt
de la corteza (Figura 10), se observan nuevamente la similitud de sefiales a campo alto de
6.0 a 8.0 ppm, y en aproximadamente en 13 ppm una sefial simple que indica la presencia
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de puentes de hidrogeno, al igual que las sefales que van de 3.5 a 4.5 ppmy de 3.5a 2.0
ppm.

Hexano
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Figura 9. Espectros de RMN-'H de los extractos del Duramen de Comocladia engleriana.
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Figura 10. Espectros de RMN-'H de los extractos de la corteza de Comocladia engleriana.
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6.2. Ensayos antifungicos de los extractos crudos sobre Trametes versicolor
6.2.1. Actividad inhibitoria de los extractos de Cochlospermum vitifolium

Los extractos de corteza y duramen obtenidos de Cochlospermum vitifolium se emplearon
en los ensayos de inhibicion sobre Trametes versicolor, los cuales mostraron los siguientes
resultados: los extractos de hexano no presentaron actividad inhibitoria por lo cual fueron
descartados para otras pruebas, y los extractos de AcOEt presentaron poca actividad a
concentraciones altas (500 mg/L), sin embargo los extractos de THF presentaron mas del
60% de inhibicion a concentraciones altas, la cual se puede considerar una actividad
regular (Grafica 1).
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Grafica 1. Porcentaje de inhibicidon de los extractos obtenidos del duramen y corteza de
Cochlospermum vitifolium sobre el hongo Trametes versicolor

6.2.2. Actividad inhibitoria de los extractos de Mimosa aculeaticarpa

Los extractos obtenidos de Mimosa aculeaticarpa, presentaron los siguientes resultados;
los extractos de THF y AcOEt tanto del duramen como de corteza presentaron el 100% de
la inhibicién a la concentracion de 500 mg/L, y en 250 mg/L se observaron porcentajes de
mas del 60% de inhibicidn del crecimiento del hongo, los extractos de hexano fueron los
porcientos mas bajos al obtener un 30% de la actividad a 500 mg/mL, por lo que se
sugiere el descarte de estos extracto en pruebas siguientes (Grafica 2).
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Grafica 2. Porcentaje de inhibicidn de los extractos obtenidos del duramen y corteza de
Mimosa aculeaticarpa sobre el hongo Trametes versicolor.

6.2.3. Actividad inhibitoria de los extractos de Comocladia engleriana

Los extractos obtenidos de C. engleriana, demostraron las siguientes actividades; los
mayores porcientos de inhibicién se obtuvieron con los extractos del duramen los cuales
mostraron 90% de inhibicion a concentraciones de 500 mg/L, ademas, de mas del 50% de
la inhibicién a 250 mg/L. La mayor actividad que demostraron los extractos de la corteza
se obtuvo con el extracto de AcOEt a 500 mg/L. Los extractos de hexano no presentaron
ninguna actividad inhibitoria, y al no presentar la actividad buscada estos extractos fueron
descartados para pruebas siguientes (Grafica 3).
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Grafica 3. Porcentaje de inhibicién de los extractos obtenidos del duramen y corteza de
Comocladia engleriana sobre el hongo Trametes versicolor.

6.3. Ensayos de la actividad antioxidante de los extractos mediante el método del
radical DPPH

Como se menciond en los espectros de RMN-'H de cada uno de los extractos de hexano
de las diferentes maderas, tanto de duramen como de corteza, estos presentan
compuestos de tipo alifatico (acidos grasos) los cuales no son de interés para este
proyecto. Ademas, como se demostréd en las pruebas de inhibicién sobre Trametes
versicolor estos extractos fueron los que presentaron nula o poca actividad, por lo que
todos los extractos de hexano fueron descartados para las pruebas que a continuacién se
mencionan.

6.3.1. Ensayo de la actividad antioxidante de los extractos de Cochlospermum vitifolium

Los ensayos de la actividad antioxidante de los extractos de C. vitifolium presentaron
resultados que se consideran de regulares a buenos, esto debido, a que en el extracto de
THF de duramen se obtuvo un 80% de actividad reductora a una concentracién de 6.25
mg/mL (Grafica 5), y con el extracto de AcOEt se obtuvo el mejor resultado en estos
extractos al obtener un 85% de reduccién a una concentracion de 3.125 mg/mL, a partir
de estas concentraciones comenzd a decaer la actividad de estos extractos (Grafica 6).
Con los extractos de la corteza se obtuvieron mejores resultados con el extracto de THF,
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esto debido a que presento una reduccion del 77% a 3.125 mg/mL (Grafica 7), y en el
extracto de AcOEt se observa un actividad regular al reducir en un 80% a la concentracién
de 6.25 mg/mL a partir de la cual disminuye la actividad (Grafica 8).
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6.3.2. Ensayo de la actividad antioxidante de los extractos de Mimosa aculeaticarpa

De las pruebas antioxidantes realizadas con los extractos de Mimosa aculeaticarpa tanto
de duramen como de corteza de los extractos de THF y AcOEt, se observaron actividades
antioxidantes muy bajas (Graficas 9-12), esto debido a que los extractos presentaron un
90% de reduccién a una concentracion de 50 mg/mlL, la cual se considera una
concentracion muy elevada, y a partir de esta concentran comenzé a decaer la actividad.
Ademas, el extracto de corteza de AcOEt mostré que a concentraciones de 25y 12.5
mg/mL se obtuvo mas de un 90 % de reduccidn, sin embargo, alin estas concentraciones
son consideras muy elevadas por lo que la actividad antioxidante es muy baja (Grafica 12).
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Grafica 9. Porciento de reduccion del radical DPPH del extracto de duramen de Mimosa

aculeaticarpa con THF.
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Grafica 10. Porciento de reduccion del radical DPPH del extracto de duramen de Mimosa
aculeaticarpa de AcOEt.
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Grafica 11. Porciento de reduccidon del radical DPPH del extracto de corteza de Mimosa

aculeaticarpa con THF.
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Grafica 12. Porciento de reduccidon del radical DPPH del extracto de corteza de Mimosa

aculeaticarpa con AcOEt.
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6.3.3. Ensayo de la actividad antioxidante de los extractos de Comocladia engleriana

De los extractos del duramen, con el de THF se obtuvo su mejor porciento de reduccion
(90%) a una concentracién de 6.25 mg/mL considerada una actividad de buena a regular
(Grafica 13). Para el crudo de AcOEt su mejor porciento fue de 12.5 mg/Ll y a
concentraciones mads bajas decae esta actividad (Graficas 14). Para los extractos de la
corteza, con el de THF se obtuvo un 80% de reduccidn a una concentracién de 25 mg/LI
(Grafica 15), y para el extracto de AcOEt se obtuvo un 91% de reduccién a una
concentracién de 12.5 mg/mL (Graficas 16), los resultados anteriores demuestran una

actividad que se considera baja.
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Grafica 13. Porciento de reducciéon del radical DPPH del extracto de duramen de

Comocladia engleriana con THF.
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6.4. Ensayos de la actividad genoprotectora in vivo de los extractos

Para las pruebas de genoproteccidn solo se emplearon los extractos de THF de cada una
de las maderas de estudio, esto debido a la semejanzas entre los extractos de THF y AcOEt
observadas en las pruebas antioxidantes y en sus espectros de RMN-'H de cada una de las
maderas, ademas de que los extractos de THF se obtienen en mayor proporcion, lo cual es
de importancia debido a la continua administracidén que se realizé de los extractos.

Para las pruebas de genoproteccion, los extractos de duramen y corteza de C. engleriana,
se probaron a una dosis de 500 mg/kg sin la administracién del toxico (antraceno), esto
debido a que el arbol de C. engleriana se considera toxico, por lo que se requeria
comprobar si los extractos generaban un tipo de genotoxicidad, sin embargo, como se
muestra en la Grafica 17, se comprobd que los extractos no generaban una formacién
significativa de micronucleos. Por lo que se probd una dosis de 500 mg/kg con los dos
extractos, con lo que se demostré que el extracto de duramen generd un aumento
considerable de micronucleos y mediante un analisis estadistico se comprobd que no
existia una diferencia significativa con los resultados obtenidos del tratamiento con
antraceno, lo cual sugiere que este extracto no genera ningun tipo de actividad esto
debido a los resultados con la administracién solo del extracto (ni genoproteccion ni
genotoxicidad); en cambio el extracto de corteza a una dosis de 500 mg/kg mostré una
inhibicion en la formacién de micronucleos en los dias de administracién, sin embargo se
observé un aumento en los dias posteriores lo que dejo dudas de la actividad de este
extracto, por lo que se realizé otro tratamiento, el cual fue administrar el extracto a una
dosis de 250 mg/kg, con lo cual no se observd una formacion significativa de
micronucleos, lo cual sugiere que el extracto presenta una actividad de genoproteccién a
dosis bajas (Grafica 17).

A diferencia del arbol anterior, los arboles de M. aculeaticarpa y de C. vitifolium son
considerados arboles medicinales por sus diversas actividades descritas en Ia
etnobotdanica. Por esta razdon no se realizaron pruebas de genotoxicidad de sus extractos.
De estos arboles sus extractos fueron probados a dosis de 500 y 250 mg/kg frente al
antraceno en pruebas de genoproteccidn. En estas pruebas los extractos presentaron una
formacidn no significativa de micronucleos a las dos dosis anteriores, lo cual sugiere una
actividad de genoproteccién a bajas y altas concentraciones, frente al antraceno (Grafica
17).
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Grafica 17. Actividad genoprotectora de los extractos de THF de C. engleriana, M.
aculeaticarpa y C. vitifolium de duramen y corteza.

6.5. Ensayos de la actividad hipoglucemiante de los extractos

Para las pruebas de la actividad hipoglucemiante se empled el extracto de THF a dosis de
500 mg/kg de cada uno de los arboles de estudio. Para esta actividad se realizaron dos
controles; uno negativo, en el cual se administré agua destilada a ratones y se midio sus
niveles de glucosa, el cual mostro en promedio niveles normales de 100 mg/dL ; y un
control positivo o diabético el cual presento niveles elevados de glucosa de 500 mg/dL.

Posterior a la diabetizacidn de los ratones (o alcanzar niveles 2150 mg/dL) se procedié a la
administra de los diferentes extractos. Los extractos de C. engleriana tanto duramen y
corteza, asi como el extracto de Mimosa de corteza no presentaron una gran variacion en
sus valores de glucosa, esto sugiere que estos extractos no presentan una actividad como
hipoglucemiante, sin embargo no permiten elevar los niveles de glucosa por lo que se
puede decir que estabiliza estos niveles al no aumentarlos. En el caso del extracto de C.
vitifolium corteza, se observé un aumento similar al presentado por el control y mediante
un analisis estadistico este no presentd diferencia significativa con el control, por lo que se
sugiere que este extracto no presenta ninguna actividad como hipoglucemiante. En
cambio, los extractos de duramen de M. aculeaticarpa y C. vitifolium duramen
presentaron una disminucién en los niveles de glucosa, sin embargo estos extractos
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mostraron una disminucién de estos niveles por debajo de los valores normales, lo que
sugiere que una administracidn prolongada podria causar hipoglucemia a un grado
crénico o el deceso de los ratones (Grafica 18).
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Grafica 18. Actividad hipoglucemiante de los extractos de THF de C. englerian, M.
aculeaticarpa y C. vitifolium de corteza y duramen.

Para las pruebas hipoglucemiente, el peso es de interés debido a que al administrar la STZ,
esta genera una perdida de peso en los ratones. Lo que llevo a observar si en la
administracion de los extractos estos pueden reducir esta perdida o mantener pesos
estables.

Como se puede observar en los reultados obtenidos, los ratones diabéticos (administrados
con STZ) presentaron una perdida significativa de peso. Sin embargo, los ratones
administrados con STZ y la posterior administracién de los extractos mantuvieron los
pesos con poca variacion entre las semanas de administracion, sugieriendo que los
extractos no tienen ningun efecto sobre la perdida de peso. Lo anterior, a excepcion del
extracto de C. vitifolium duramen (PanDur) en el cual se observa una disminucion de los
pesos a un grado considerabale, esto puede ser por lo observado en la activida
hipoglucemiante, donde la administracidon del extracto por periodos largos puede tener
efectos negativos y llegar al deceso de los ratones (Grafica 19).
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Grafica 19. Medicion de peso en la actividad hipoglucemiante de los extractos de THF de
corteza y duramen de C. englerian, M. aculeaticarpa y C. vitifolium, de corteza y duramen.

6.6. Aislamiento de compuestos mediante cromatografia en columna cromatografica de
los extractos crudos

Como se ha hecho mencidn en el andlisis espectroscopico y las distintas pruebas con los
extractos crudos, los extractos de THF fueron los que resultaron de mayor interés, debido
a los resultados ya mencionado en cada uno de sus ensayos. Por esta razén los extractos
de THF de cada uno de los arboles fueron los Unicos en someterse a columna
cromatografica, con la finalidad de aislar uno o varios de sus componentes.

6.6.1. Cromatografia en columna del extracto de THF de Mimosa aculeaticarpa

Los extractos de THF de corteza y duramen de Mimosa aculeaticarpa, se obtuvieron en
forma sdlida como se hizo mencidn, los cuales presentaron una solubilidad parcial en
diclorometano y AcOEt, y en acetona y metanol una solubilidad total. Esto se hace
mencion debido a que al someterse a columna cromatografica en polaridad creciente
hexano:AcOEt (Hex, 9:1, 8:2, etc.), se llegaron a obtener fracciones gruesas las cuales se
analizaron mediante RMN-'H y cromatografia de placa fina, con la finalidad de observar
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algin compuesto mayoritario. Sin embargo, se observaron una gran variedad de
compuestos con poca intensidad, que al someterse nuevamente a columna
cromatogréfica no se detectaban en cromatografia de capa fina ni en RMN-!H. Lo que
sugiere una posible descomposicién en la columna cromatografica, o en el ambiente, y/o
la posibilidad de que los compuestos sean volatiles. Por lo anterior, del arbol de M.
aculeaticarpa no se logré el aislamiento de ninguno de sus componentes.

6.6.2. Cromatografia en columna del extracto de THF de Cochlospermum vitifolium

Después de someter a purificaciones en columna cromatografica 3 g del crudo de
duramen con mezclas de hexano y AcOEt, en una polaridad 8:2 hexano:AcOEt, se logrd
aislar una miel de color blanco. De la cual se obtuvo su espectro de RMN-!H en acetona
deuterada, el cual mostro los siguientes desplazamientos quimicos (Figura 11); a campo
alto en 2.72 y 3.18 ppm se observan dos sefiales doble de dobles que integran para un
hidrogeno cada una, con una J=17.1, 3.0 Hz y J=17.1, 12.9 Hz asignadas como H-3a y H-3
respectivamente, y a 5.45 ppm se observa una sefal doble de dobles con una J=12.9, 2.8
Hz que integra para un hidrogeno asignada como H-2, estas sefiales conforman el anillo C
de un flavonoide. También se observé una sefial doble a 5.94 ppm que integra para dos
hidrogenos, en esta sefial los hidrogenos correspondientes son los asignados como H-7 y
H-9 que conforman el anillo A del flavonoide. Y un poco mas a campo bajo, a 6.89 ppm y
7.39 ppm se observaron dos sefales dobles, con J=8.4 Hz y J=8.6 Hz que integran para dos
hidrogenos cada una de ellas, las cuales generan un sistema aromatico para que
conforman el anillo B del flavonoide y que fueron asignadas como H-3", H-5" y H-2", H-6’
respectivamente. Y por ultimo se observé una sefial simple a 12.8 ppm la cual sugiere un
puente de hidrégeno entre el hidroxilo del anillo A con la cetona del anillo C.

El espectro de dos dimensiones COSY, nos sirvié para corroborar la asignacion de sefales
del anillo C, esto debido a que se demostré una correlacidn de la sefial asignada como H-2
con las sefiales asignadas como H-3a y H-3B. Y también se corroboré la asignacién de las
sefiales del anillo B al correlacionarse, las cuales fueron asignadas como H-2’, H-6"y H-3’,
H-5" (Figura 12).

43



H-2

_ N I { T . ‘

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

Figura 11. Espectro de RMN-'H del compuesto aislado del duramen de C. vitifolium

En el espectro de RMN-3C del compuesto aislado, se observaron 13 de las 15 sefiales que
conforman el flavonoide propuesto, esto debido a que las sefiales observadas a 116.7 ppm
y 130.1 ppm integran para dos carbonos, siendo estos los que conforman el anillo B del
flavonoide propuesto y asignados como C-3, 5'y C-2°, 6". Ademas, se observa una sefial a
197.2 ppm que se asignd al carbono de la cetona (C=0) del anillo C, y las seiales a 43.4
ppm y 79.9 ppm que fueron asignadas como C-3 y C-2 que conforman el anillo C del
flavonoide, las demds sefiales observadas complementan la estructura propuesta del
flavonoide (Figura 13). Con la obtencidon de los espectros de RMN, y realizando una
busqueda bibliografica se llegd a la conclusién de que el compuesto aislado es la
flavanona naringenina o 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-croman-4-ona, la cual ha sido
identificada debido a que es muy abundante en las frutas citricas y el tomate (Salehi et al.,
2019). Ademas de ser un compuesto ampliamente estudiado por sus diversas actividades
farmacolégicas comprobadas, esto debido a que es un buen antioxidante,
antiinflamatorio, anticancerigeno (distintas lineas celulares) y antimutagénico (Patel et al.,
2019).
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Figura 12. Espectro COSY del compuesto aislado del duramen de C. vitifolium.
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Figura 13. Espectro de RMN-3C del compuesto aislado del duramen de C. vitifolium.
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6.6.3. Cromatografia en columna del extracto de duramen de THF de Comocladia
engleriana

Después de someter a purificaciones en columna cromatografica 3 g del crudo de
duramen con mezclas de hexano y AcOEt, en una polaridad 85:15 hexano:AcOEt, se logré
aislar un sélido amorfo de color blanco con un punto de fusion de 147-149 °C, el cual
presentd fluorescencia. De este solido se obtuvo su espectro de RMN-'H en acetona
deuterada, el cual mostré los siguientes desplazamientos (Figura 14); en campo bajo, a
7.72 ppm se observa una sefial doble con una J= 8.7 Hz que integra para un hidrogeno
asignada como H-6, asi como una senal doble de dobles que integra para un hidrogeno
con una J= 8.7, 2.2 Hz observada a 6.62 ppm asignada a H-7 y la sefial doble que integra
para un hidrogeno a 6.39 ppm con una J=2.2 Hz asignada como H-9, las cuales pertenecen
al anillo A del flavanonol propuesto. También se observan dos sefiales dobles a 7.43 y 6.89
ppm que integran para dos hidrogeno cada una con J=8.5 y 8.6 Hz respectivamente
asignadas como H-2", H-6" y H-3’, H-5’, las cuales pertenecen al anillo B del flavanonol. Y a
5.05y 4.57 ppm se observan dos sefales dobles asignadas como H-3 y H-2, pertenecientes
a los hidrogenos del anillo C, las cuales integran para un hidrogeno cada una, con una
J=12.0y 11.9 Hz respectivamente.
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H-9 H-3 H-2
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Figura 14. Espectro de RMN-'H del compuesto aislado del duramen de C. engleriana.

El experimento COSY, fue de gran ayuda para asignar protones vecinos que correlacionan
debido a su cercania, en este caso la sefial asignada como H-6 a 7.72 ppm que
correlaciona con la seflal a 6.62 ppm asignada como H-7 en el anillo A, y también se
observé la correlacién de las seiial asignadas como H-3°, 5" y H-2", 6" del anillo B (Figura
15).

46



f1 (ppm)

7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4

62 6.0
f2 (ppm)

Figura 15. Espectro COSY del compuesto aislado del duramen de C. engleriana

De igual manera se obtuvo su espectro de RMN-3C (Figura 16), en el cual se observan 13
sefiales de carbono de las 15 que conforman la estructura del flavanonol propuesto, esto
debido a que las sefales a 130.2 y 115.7 ppm se encuentran integradas por dos carbonos
cada una, asignadas como C-2’, H-6" y C-3°, H-5" respectivamente, las cuales conforman el
anillo B del flavanonol. Ademas de observarse a 193.1 ppm una sefial asignada como C-4
para el carbonilo de acetona del anillo C, y las demas sefiales que se observan en el
espectro complementan la estructura propuesta. Con la obtencién de los espectros de
RMN, y realizando una busqueda bibliografica se llegd a la conclusion de que el
compuesto aislado es el 3,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-croman-4-ona, el cual fue aislado
de un caldo de fermentacién de la bacteria Micromonospora sp. P1068 (Gutiérrez et al.,

2005).
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Figura 16. Espectro de RMN-3C del compuesto aislado del duramen de C. engleriana.

6.6.3.1. Derivado acetilado de 3,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-croman-4-ona

Previo a la identificacidon del flavanonol, y con la finalidad de comprobar si la estructura
presentaba grupos hidroxilos, se realizd una reaccién de acetilacion, con lo cual se obtuvo
el derivado triacetilado de flavanonol (1a). La reaccion de realizé empleando el flavanonol
(30 mg), dejando reaccionar con anhidrido acético y piridina como base a temperatura
ambiente por 24 horas. Al término de reaccidn, se extrajo con acetato de etilo, y se lavd
con solucién de HCI (10%), solucion de NaHCO; (Saturado) y solucién de NaCl (Saturado),
para posteriormente evaporar el disolvente y obtener el crudo de reaccién. El crudo de la
reaccion fue purificado mediante cromatografia en columna con una polaridad 9:1
Hex:AcOEt, obtenido un sélido de color blanco (15 mg) con un punto de fusion de 110-111
°C, de este compuesto se obtuvo sus espectros de RMN de 'H y ™C en cloroformo
deuterado.

En el espectro de RMN-H del derivado acetilado, se observa a campo alto la aparicién de
dos sefales, una sefial simple a 2.04 ppm que integra para tres hidrégenos los cuales
fueron asignados como Me-9" correspondientes a un grupo acetilo en el anillo C y otra
sefal a 2.32 ppm que integra para seis hidrégenos, correspondientes a dos grupos acetilos
en los anillos A y B del derivado de flavanonol asignados como Me-7'y Me-8
respectivamente. Con lo cual sugerimos que el derivado formado es el triacetilado. Las
demads sefiales observadas en el espectro corresponden a las antes mencionadas para la
estructura del flavanonol (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de RMN-'H del derivado acetilado del favanonol.

También en el espectro de RMN-13C, se observan nuevas sefiales que aportan evidencia
para sugerir la formacion del derivado triacetilado. Las cuales son, la sefial a 20.4 ppm
asignada al metilo Me-9” perteneciente a un grupo acetilo en el anillo C, asi como la sefial
a 21.1 ppm la cual estad integrada para dos carbonos los cuales se asignaron para los
metilos Me-7" y Me-8'de los grupos acetilos en los anillos A y B respectivamente, ademas
de observarse a 169.1 ppm una sefial la cual integra para dos carbonos asignados como C-
7’y C-8’, y también se observd la sefial a 168.4 ppm asignado como C-9’ siendo estos los
carbonos de carbonilo de los tres grupos acetilos. Las demas sefiales corresponden a la
estructura del derivado triacetilado del flavanonol (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de RMN-3C del derivado acetilado del flavanonol.

Debido a que la reaccion de acetilacién procedid a condiciones normales, se propuso la
idea de preparar otros derivados. De los derivados propuestos para su preparacion fueron
los derivados p-nitrobenzoato y el derivado benzoato, esto al ser estructuras voluminosas
y con la finalidad de obtener cristales que fueran optimos para la obtencién de difraccidon
de rayos X'y asi comprobar la estructura propuesta. Otros derivados propuestos fueron los
éteres de metilo y bencilo.

Por lo que el flavanonol se sometié a reaccion con los cloruros de p-nitrobenzoilo y
benzoilo. Las condiciones empleadas fueron, utilizando piridina como base, THF como
disolvente y bajo atmdsferas de nitrégeno, a temperatura ambiente por 24 horas y a
reflujo por 3 horas, con cada uno de los cloruros de acido. Sin embargo ninguna de las
reacciones procedié. Las condiciones para los derivados éter fueron, empleando hidréxido
de sodio como base, metanol como disolvente, a temperatura ambiente por 24 horas, con
yoduro de metilo y bromuro de bencilo respectivamente. Sin embargo ninguna de estas
reacciones procedio (Tabla 4).
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Tabla 4. Condiciones de reaccidn empleadas para obtener derivados de flavanonol.

. . Tiempo
Flavanonol Reactivo Base Disolvente = Atm Temperatura (h)
Cloruro de p-
20 mg . ,p Piridina THF S/D N2 Ambiente Ref 24 3
Nitrobezoilo
Cloruro de L .
20 mg , Piridina  THF @ S/D N> Ambiente Ref 24 3
Benzoilo
Yoduro de .
20 mg ) NaOH Metanol Ambiente 24
Metilo
Bromuro de .
20 mg . NaOH Metanol Ambiente 24
Bencilo

6.6.4. Cromatografia en columna del extracto de corteza de THF de Comocladia
engleriana

Después de someter a purificacién en columna cromatografica 2 g del crudo de corteza
con mezclas de hexano y AcOEt, en una polaridad 6:4 hexano:AcOEt, se aislé un polvo de
color amarillo, el cual al ser disuelto en metanol o acetona presenta fluorescencia. De este
polvo de obtuvo su espectro de RMN-'H en acetona deuterada, del cual se observaron los
siguientes desplazamientos (Figura 19); a campo alto se observan dos senales triples, una
a 2.85 ppm que integra para dos hidrégenos con una J=9.5 Hz y otra a 3.22 ppm que
integra para dos hidrégenos con una J=9.8 Hz las cuales fueron asignadas como H-3 y H-2
respectivamente, asi como también se observa, la seial doble a 6.31 ppm con una J=2.4
Hz que integra para un hidrogeno asignada como H-3’, la sefial doble de dobles a 6.41
ppm que integra para un hidrogeno con una J=8.8, 2.4 Hz asignada como H-5" y la sefial
doble a 7.82 ppm asignada como H-6" que integra para un hidrogeno con una J=8.8 Hz,
siendo estas las sefiales que conforman el anillo A de una chalcona. Ademas se observaron
las sefales, doble de dobles a 6.59 ppm con una J=8.0, 2.1 Hz que integra para un
hidrogeno asignada como H-9, la sefial doble que integra para un hidrogeno con una J=8.0
Hz asignada como H-8 a 6.71 ppm y la sefial doble a 6.75 ppm asignada como H-5 con una
J=2.0 Hz que integra para un hidrogeno, estas sefiales conforman el anillo B de la
chalcona. Y a campo bajo en 12.81 ppm se observa una sefial simple la cual es un puente
de hidrogeno entre el hidrogeno del grupo hidroxilo del anillo A y el oxigeno de la cetona
de la cadena alifatica de la chalcona.
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Figura 19. Espectro de RMN-'H del compuesto aislado de la corteza de C. engleriana.

Mediante el espectro de dos dimensiones COSY, se asignod las sefiales correspondientes a
los anillos aromaticos, esto debido a su correlacion con sus protones vecinos. Como es el
caso de la sefal del anillo A asignada como H-5" observada a 6.41 ppm que correlaciona,
con la sefial asignada como H-3" y la sefial asignada como H-6". Para el anillo B de la
chalcona, la sefial a 6.59 ppm asignada como H-9 correlaciona con los hidréogenos que
fueron asignados como H-5 y H-8 (Figura 20).
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Figura 20. Espectro COSY del compuesto aislado de la corteza de C. engleriana

Del compuesto aislado de corteza también se obtuvo su espectro de RMN-3C (Figura 21),
en el cual se observa una sefial a 205.0 ppm la cual fue asignada al carbono del carbonilo
de la cetona, ademas en 133.62 y 133.66 se observan las sefiales asignadas a C-6" y C-4
respectivamente las cuales casi se traslapan en el espectro sin embargo estas se pueden
distinguir, y a campo bajo se observan las sefiales de la cadena alifatica de la chalcona,
como es la sefial a 40.3 ppm asignada al carbono alfa a la cetona C-2 y en 29.8 ppm se
traslapo la sefial del carbono beta a la cetona C-3, con las sefales del disolvente empleado
para obtener el espectro de resonancia. Las demas sefiales observadas complementan la
estructura propuesta de la chalcona.
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Figura 21. Espectro de RMN-3C del compuesto aislado de la corteza de C. engleriana.

Con la obtencién de los espectros de resonancia, se realizé una busqueda bibliografica con
la finalidad de identificar el compuesto aislado de la corteza de C. engleriana, de lo cual se
identific6 como el compuesto 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3,4-dihidroxifenil)-1-propanona el
cual fue sintetizado por Komazawa et al. (1992) con fines de fungir como medicamento
antiulceroso, Ohnogi et al. (2007) lo sintetizaron y emplearon en pruebas sobre la
enfermedad de Alzheimer y Hilmer et al. (2016) produjo la reduccién de flavanonas
empleando microorganismo con lo cual obtuvo diversas chalconas asi como la antes
mencionada.

Previo a la identificacion de la chalcona obtenida de la corteza, se realizaron dos
reacciones, una con la finalidad de comprobar si la molécula presentaba grupos hidroxilos
y otra con la finalidad de comprobar la presencia de un grupo cetona en la estructura de la
molécula. Por lo que se realizd una reaccién de acetilacidon, empleando anhidrido acético y
piridina a temperatura ambiente y en reflujo, sin embargo la reaccién no procedid.
También se sometid a reaccidn con borohidruro de sodio (NaBHs) y metanol a
temperatura ambiente, lo cual tampoco procedid, esto posiblemente al puente de
hidrogeno que presenta la molécula, lo cual pudo impedir que se llevara a cabo la
reduccion de la cetona a alcohol secundario. Con la finalidad de probar si los alcoholes de
la molécula reaccionaban, se sometié a reaccion con el cloruro de acido p-nitrobezoilo,
yoduro de metilo y bromuro de bencilo, de lo cual a ninguna de las condiciones a las que
se sometid y a los distintos reactivos, la reaccién procedié (Tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones de reaccidn empleadas para obtener derivados de la chalcona.

. . Tiempo
Chalcona Reactivo Base Disolvente =@ Atm Temperatura (h)
Anhidrido L .
20 mg L. Piridina S/D Ambiente Ref 24 3
acético
Borohidruro Metanol .
20 mg ) Ambiente
de Sodio Etanol
Cloruro de p-
20 mg , P" " piridina  THF S/D N, Ambiente Ref 24 3
Nitrobezoilo
Yoduro de .
20 mg ) NaOH Metanol Ambiente 24
Metilo
Bromuro de .
20 mg i NaOH Metanol Ambiente 24
Benzoilo

6.7. Evaluacion de la actividad inhibitoria de los compuestos aislados sobre Trametes
versicolor

Las pruebas de inhibicion se realizaron por el método de difusién en placa el cual fue
antes descrito, estas pruebas se llevaron a cabo con los compuestos obtenidos de corteza
y duramen de C. engleriana, y la naringenina. Las concentraciones que se empleé con el
compuesto chalcona fueron a 100, 150 y 200 mg/L, esto debido a que en esta ultima
concentracién se obtuvo el 100% de la inhibicién del hongo. En cambio con el compuesto
flavanonol se realizaron un mayor nimero de concentraciones esto debido a que presento
baja actividad inhibitoria sobre Trametes versicolor, de lo cual se obtuvo la inhibicién del
hongo a una concentracion de 1000 mg/L siendo esta una concentracion demasiado
elevada y por lo tanto demuestra la poca actividad de este compuesto. Con el compuesto
naringenina se obtuvo una inhibicion del 100% sobre el hongo a una concentracién de 200
mg/L (Grafica 20).

55



% de Inhibicion

100%
80%
60%
40%
20% I .
0%

100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L 300 mg/L 500 mg/L 700 mg/L 1000 mg/L

B Chalcona ™ Flavanonol ™ Naringenina

Grafica 20. Porcientos de inhibicion de los compuestos chalcona, flavanonol y
naringenina, sobre Trametes versicolor.

6.8. Evaluacion de la actividad antibacteriana con los compuestos aislados

Las pruebas antibacterianas solo se realizaron con la chalcona y el flavanonol, en este caso
la naringenina fue excluida debido a que existen reportes de este compuesto sobre
diversas bacterias, entre las cuales se encuentran las empleadas en este trabajo.

Como se menciond para los ensayos sobre bacterias se probaron distintas
concentraciones, con las cuales se obtuvo los porcentajes de inhibicion, estos porcentajes
fueron utilizados para realizar curvas mediante las cuales se obtuvieron las CMI, CL50 y
CL100 para cada compuesto y cada bacteria (Apéndice F1, F2 y F3) Los resultados
obtenidos muestran mayor efecto por la chalcona sobre las dos bacterias que el
flavanonol esto al inhibirlas a una menor concentraciéon. Ademds el flavanonol no
presentd efecto sobre S. aureus. Sin embargo, las concentraciones de inhibiciéon se
consideran buenas (Tabla 6).
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Tabla 6. Concentraciones CMI, CLso y ClLioo de inhibicidn con la chalcona y el flavanonal,

sobre E. coliy S. aureus.

Chalcona Flavanonol
Bacteria Ml CLso ClL1oo CMI Clso Cl1oo
mg/ml
Escherichia coli 0.01 0.16 0.67 0.05 033 0.86
Staphylococcus aureus 0.01 036 1.06 Sin Efecto

6.9. Evaluacion de la actividad reductora del radical DPPH de los compuestos aislados

De las pruebas antioxidantes, mediante el método de reduccion del radical DPPH los
mejores resultados los presento la chalcona, esto debido a que a concentraciones de 20 y
10 mg/ml se observd mas del 90% de la reduccion del radical DPPH, y a 5 mg/ml esta
actividad decae reduciendo solo un 60%, por lo que estos resultados son considerados
regulares (Grafica 21). En cambio con el flavanonol se obtuvieron malos porcientos de

reduccion, esto debido a que a una concentracion de 15 mg/ml solo se obtuvo un 15% de
la reduccidn del radical (Grafica 22). Debido a que existe en la bibliografia una gran
cantidad de estudios referentes al compuesto naringenina y su actividad como

antioxidante, y al no contar con gran cantidad del compuesto no se realizaron en este

trabajo las pruebas antioxidantes.
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Grafica 21. Porciento de reduccion del radical DPPH con el compuesto chalcona.
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Grafica 22. Porciento de reduccién del radical DPPH con el compuesto flavanonol.
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6.10. Obtenciéon de medicarpina a partir del extracto de AcOEt de Andira inermis

1 g de extracto de acetato de etilo se sometid a purificacion en columna cromatografica,
eluyendo con hexano y mezclas de hexano-acetato de etilo 9:1. De lo anterior se observa
la formacién de cristales de una coloracién amarillo claro, de los cuales se obtuvo su
espectro de RMN de 'H con la finalidad de comprobar la obtencién de la medicarpina
(Figura 22).
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H de los cristales obtenidos en la fraccién 9:1 hexano-
acetato de etilo de Andira inermis.

6.10.1. Obtencidon de derivados éster alifaticos de medicarpina

La medicarpina se empled para la obtencién de los derivados, por lo que se probaron
diferentes condiciones de reaccién para obtener los ésteres alifaticos, empleando los
cloruros de acido (butirico, 2-etilbutirico, isobutirico y dietilcarbomaoil), bajo atmosferas de
nitrogeno a diferentes temperaturas, tiempos y empleando piridina y TEA (trietilamina)
como base y disolvente (Tabla 6).

De las condiciones probadas los mejores resultados para obtener los derivados éster
fueron; empleando 30 mg de medicarpina, 0.1 ml de cloruro de acido, 2 mL de piridina
empleados como base y disolvente, a condiciones de reflujo, bajo atmdsferas de
nitrégenos durante 3 horas. Trascurrido el tiempo de reaccidn, se realizaron extracciones
con acetato de etilo, y lavados con soluciéon de acido HCl (10 %), solucion de NaHCOs3
(Saturado) y con solucién de NaCl (Saturado). Los crudos de reaccién fueron sometidos a

59



purificacién en columna cromatografica empleando una polaridad 95:5 de hexano:AcOEt,
con la finalidad de obtener sus espectros de RMN de H y 13C.

Tabla 6. Condiciones de reacciones para la obtencion de los derivados de medicarpina

Medicarpina L. .
Cloruro de acido T/°C Atm Base Tiempo
(mg)
30 30 mg 4° N> Pyr TEA 24 h
30 30 mg T.A N> Pyr TEA 24 h
30 30 mg 30° N2 TEA 4h
30 45 mg 70° N, Pyr 2h
30 0.1 ml Ref N> Pyr 3h

De los derivados éster de medicarpina obtenidos caben destacar las siguientes
caracteristicas y desplazamientos con los cuales se comprobé la obtencién de cada uno de
estos derivados.

El derivado butirato se obtuvo en una consistencia mielosa, con un fuerte aroma a queso,
y los desplazamientos de identificacion fueron, una sefial triple a 2.53 ppm (H-1'), una
senal séxtuple a 1.78 ppm (H-2") y una sefial tiple a 1.04 ppm (H-3") (Figura 23).

El derivado 2-etilbutirato se obtuvo en una miel trasparente con una aroma frutal, y las
sefiales de identificacion fueron, una multiple a 2.44 ppm (H-1"), dos sefales multiples a
1.76 ppm y a 1.65 ppm respectivamente (H-2") y una seiial triple a 1.01 ppm (H-3") (Figura
24).

Del derivado isobutirato se obtuvieron cristales en forma de aguja de color blanco, con un
punto de fusién de 70-72 °C, las sefales de identificacion fueron, una sefia doble a 1.31
ppm (H-2") y un séptuple a 2.79 ppm (H-1") (Figura 25).

Del derivado dietilcarbamato se obtuvieron cristales amorfos de color blanco, con una
aroma a menta, y se identificé por las sefiales, una a 1.22 ppm (H-2") y otra a 3.40 ppm (H-
1’) (Figura 26).

Con la finalidad de ser mas descriptivos se crearon tablas de los desplazamientos quimicos
de RMN-!H (Tabla 7) y RMN-"C de cada derivado (Tabla 8).
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Figura 23. Espectro de RMN-'H del derivado butirato de medicarpina.
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Figura 24. Espectro de RMN-H del derivado 2-etilbutirato de medicarpina.
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Figura 25. Espectro de RMN-'H del derivado isobutirato de medicarpina.
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Figura 26. Espectro de RMN-H del derivado dietilcarbamato de medicarpina.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de RMN—'H de los derivados éster de medicarpina.

Medicarpina Butirato de 2-Etilbutirato de Isobutirato de Dietilcarbamato
Experimental Medicarpina Medicarpina Medicarpina de Medicarpina
1.04 1.01
------------------ (t,J=7.4Hz, | (t,J=7.4Hz, 6H, | --reeeereemm
3H, H-3") H-3')
1.65
1.78 1.31
_ (m, 2H, H-2") _ 1.22
""""""""" Uiy '|_|7_‘§',)HZ' 2H, 1.76 (6 'H7Lg,')"z' ®H, | (m (), 6H, H-2")
’ (m, 2H, H-2")
2.53 2.79
2.44 3.40
R Zl‘j,';z' 2H 1 (m, 1H, 11 (heplt;d H_71',()J H2, 1 (m (@), 4H, H-1%)
3.53
(ddd, J= 11.0, 3.54 3.53 3.54 3.56

6.7, 5.0 Hz, 1H,

(m, 1H, H-6a)

(m, H1, H-6a)

(m, 1H, H-6a)

(m, 1H, H-6a)

H-6a)
3.62 3.65 3.65
3.64 3.63
(t, /=11.0 Hz, (t,/=10.9 Hz, (t,J=10.9 Hz, 1H,
1H, H-6p) 1H, H-6 B a) Wi, S FHETE H-6B) (m, 1H, H-6B)
3.77 3.77 3.76 3.77 3.77
(s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe)
4.24 4.26 4.6 4.26 4.27
(dd, J=11.0,5.0, | (dd,J=11.2,4.6 m - en) (dd,J=11.1,4.9 | (dd,J=10.6,4.6
1H, H-6a) Hz, 1H, H-60) e ! Hz, 1H, H-6a) Hz, 1H, H-6a)
5.27
(@, 1H,0H) | | T T
5.50 5.50 5.51 5.50 5.52
(d,J=6.7Hz, 1H, | (d,J=7.0Hz, 1H, | (d,J=6.8Hz, 1H, | (d,J=7.0Hz, 1H, | (d,/=6.5 Hz, 1H,
H-11a) H-11a) H-11a) H-11a) H-11a)

6.41 6.71 6.70 6.71 6.74
(d,J=2.5Hz, 1H, | (d,J=103Hz, | (d,J/=10.5Hz (d,J=13.5Hz, | (d,J=2.3Hz 1H,
H-4) 1H, H-4) 1H, H-4) 1H, H-4) H-4)

6.45 6.44 6.43 6.44 6.45
(s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10)
6.46 6.46 6.46 6.46 6.46
(dd,)=5.8,2.2 | (dd,J=7.4,19 | (dd,J=6.8,2.2 | (dd,J=6.8,2.1 | (dd, /=57 2.3
Hz, 1H, H-8) Hz, 1H, H-8) Hz, 1H, H-8) Hz, 1H, H-8 ) Hz, 1H, H-8)
6.55 6.78 6.77 6.78 6.84
(dd,/=8.4,2.5 | (dd,/=8.4,2.4 | (dd,J=5.7,2.6 (dd,/=8.4,25 | (dd,/=8.4,2.3
Hz, 1H, H-2) Hz, 1H, H-2) Hz, 1H, H-2) Hz, 1H, H-2) Hz, 1H, H-2)
7.13 7.14 7.13 7.14 7.14
(d,/=8.8Hz, 1H, | (d,J=9.1Hz, 1H, | (d,J=9.0Hz, 1H, | (d,/=8.9Hz, 1H, | (d, )= 8.8 Hz, 1H,
H-7) H-7) H-7) H-7) H-7)

7.37 7.51 7.53 7.50 7.51
(d,/=85Hz,1H, | (d,J=8.4Hz, 1H, | (d,/=8.4Hz, 1H, | (d,/=8.4Hz, 1H, | (d, )= 8.4 Hz, 1H,
H-1) H-1) H-1) H-1) H-1)
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos de RMN-'3C de los derivados éster de medicarpina.

Medicarpina Butirato de 2-Etilbutirato Isobutirato de | Dietilcarbamato
Experimental medicarpina de medicarpina medicarina de medicarpna
13.5 11.7
"""""""" (C-3)) (C-3))
18.3 25.0 18.8 13.3,14.1
"""""""" (c-2) (c-2) (c-2Y) (C-2)
36.1 48.8 34.1 41.8,42.2
"""""""" (c-1) (C-1) (C-1) (C-1)
394 40.1 40.1 39.8 39.5
(C-6a) (C-6a) (C-6a) (C-6a) (C-6a)
55.4 55.4 55.4 55.4 55.4
(MeO) (MeO) (MeO) (MeO) (MeO)
66.4 66.5 66.4 66.5 66.5
(C-6) (C-6) (C-6) (C-6) (C-6)
78.5 78.0 77.9 78.0 78.1
(C-11a) (C-11a) (C-11a) (C-11a) (C-11a)
96.8 93.7 93.7 93.8 96.8
(C-10) (C-10) (C-10) (C-10) (C-10)
103.6 110.6 110.7 110.6 110.6
(C-4) (C-4) (C-4) (C-4) (C-4)
106.3 104.6 104.6 104.6 106.4
(C-8) (C-8) (C-8) (C-8) (C-8)
109.7 115.3 115.3 115.2 115.5
(C-2) (C-2) (C-2) (C-2) (C-2)
112.5 117.6 117.5 117.5 116.9
(C-11b) (C-11b) (C-11b) (C-11b) (C-11b)
119.1 118.7 118.7 118.7 118.8
(C-6b) (C-6b) (C-6b) (C-6b) (C-6b)
124.7 124.7 124.7 124.7 124.7
(C-7) (C-7) (C-7) (C-7) (C-7)
132.1 131.6 131.6 131.6 131.4
(C-1) (C-1) (C-1) (C-1) (C-1)
156.5 151.6 151.7 151.8 152.5
(C-10a) (C-10a) (C-10a) (C-10a) (C-10a)
157.0 156.1 156.1 156.1 156.0
(C-9) (C-9) (C-9) (C-9) (C-9)
160.5 160.5 160.5 160.5 160.5
(C-4a) (C-4a) (C-4a) (C-4a) (C-4a)
161.0 161.1 161.1 161.1 161.0
(C-3) (C-3) (C-3) (C-3) (C-3
171.8 174.3 175.3 153.7
"""""""" (C=0) (c=0) (c=0) (C=0)
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6.10.2. Obtencidon de derivados éter de medicarpina

Para la preparacién de los derivados éter, se emplearon haluros de alquilo, dos de ellos
alifaticos (yoduro de metilo, bromuro de etilo) y un haluro aromatico (bromuro de
bencilo). Las condiciones de reaccién que se emplearon para la preparacion de los éteres
fueron iguales para los tres derivados las cuales fueron, empleando medicarpina (30 mg),
hidroxido de sodio empleado como base (100 mg), THF como disolvente (2 mL) y el haluro
de alquilo correspondiente (0.1 mL), lo anterior a temperatura ambiente por 24 horas.
Trascurrido el tiempo de reaccidn, se realizé extracciones con acetato de etilo, y lavados
con solucién de acido HCI (10 %) y soluciéon de NaHCOs (Saturado). Los crudos de reaccion
fueron sometidos a purificacién en columna cromatografia empleando una polaridad 98:2
de hexano: AcOEt, de cada uno de los derivados se obtuvo su espectro de RMN de H y
13C, con la finalidad de comprobar la formacion de estos.

En cada uno de los derivados se observan las sefiales de medicarpina y como se menciondé
cada uno de los derivados mostro sefiales con las cuales se identificaron, y caracteristicas
gue a continuacion se mencionan.

El derivado metil éter de medicarpina se obtuvo en forma de cristales amorfos de color
blanco, con un punto de fusion de 131-132 °C. Y la sefial con la cual se identifico su
obtencion fue la sefal simple observada a 3.79 ppm asignada como H-1" (Figura 27).

El derivado etil éter de medicarpina se obtuvo en forma de laminas cristalinas
trasparentes, con un punto de fusion de 113-115 °C. Las sefiales de identificacién fueron,
una sefal cuadruple a 4.01 ppm asignada a H-1" y la seial triple a 1.40 ppm asignada
como H-2 (Figura 28).

El derivado bencil éter de medicarpina se obtuvo en forma de cristales amorfos de un
color blanco, con un punto de fusion de 100-101 °C. Las sefiales de identificacion del
derivado fueron, una sefial simple a 5.05 ppm asignada como H-1" y la sefial multiple a
7.40 ppm que integra para cinco hidrégenos, correspondientes al anillo aromatico (Figura
29).

De igual manera que en los derivados éster y con la finalidad de ser mds descriptivos se
crearon tablas de los desplazamientos quimicos de RMN-'H (Tabla 9) y RMN-C de cada
derivado éter de medicarpina (Tabla 10).

65



12
1" || OMe
OMe

H-4 . H-68

H-1 H-2 H-11a
B H-6a
H-7 H-6a

7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4

il I,

Figura 27. Espectro de RMN-'H del derivado metil éter de medicarpina.
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Figura 28. Espectro de RMN-H del derivado etil éter de medicarpina.
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Figura 29. Espectro de RMN-H del derivado bencil éter de medicarpina.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de RMN-'H de los derivados éter de medicarpina

Medicarpina Metil éter de Etil éter de Bencil éter de
Experimental Medicarpina Medicarpina Medicarpina
1.40
---------------------------------- (t,J=7.0 Hz,
3H, H-2').
3.53 3.50 350 350

(ddd,J=11.0,6.7,5.0
Hz, 1H, H-6a)

(m, 1H, H-6a)

(m, 1H, H-6a),

(m, 1H, H-6a)

3.62 3.64 3.63 3.63
(t,J= 11.0 Hz, 1H, H-6B) | (m, 1H, H-6PB) (m, 1H, H-6p) (m, 1H, H-6B)
3.77 3.76 3.77 3.76
(s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe (s, 3H, OMe) (s, 3H, OMe)
________________ St (q JA—L(;lo Hz S —
(s, 3H,0Me") 2H, H-1)
4.24
4.23 4.24 4.23
=11. .0,1 -
(et 2(’1)5 0, 1M, H (m, 1H, H-6a) (m, 1H, H-6a) (m, 1H, H-6a)
527 | 5.05
(a, 1H, OH) (s, 2H, H-17)
550 5.48 5.48 5.51
a ) (d,J=7.0Hz, (d, J=6.9 Hz, (d,/=6.8 Hz, 1H,
o= 07 In%, b 3H2E) 1H, H-11a) 1H, H-11a) H-11a)
6.41 6.71
6.72 6.72
(d, J/=2.5 Hz, 1H, (dd,J=8.1,3.1
H-4) (s, 1H, H-4) (s, 1H, H-4) Hz, 1H, H-4)
6.45 6.43 6.43 6.43
(s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10) (s, 1H, H-10)
6.46 6.45 6.45 6.45
(dd, J=5.8, 2.2 Hz, 1H, (dd,/=6.8,1.7 7 1i_| H-8) (dd,/=4.3,2.1
H-8) Hz, 1H, H-8), Py Hz, 1H, H-8)
6.55 6.63 (dd6j.6—28 5 6.55
(dd, J=8.4, 2.5 Hz, 1H, (dd,/=8.5, 2.6 26 I-,|Z _1H. I-,|— (d,J=2.2 Hz, 1H,
H-2) Hz, 1H, H-2) S H-2)
713 7.13 7.13 7.13
ool (d,J=8.8Hz,1H, | (d,J=8.8Hz, | (d,/=8.8Hz 1H,
(d, J=8.8 Hz, 1H, H-7) H7) 1HL 17} Ho7)
737 7.40 7.39 7.33
I (d,J=8.7 Hz, (d,J=8.6Hz, | (d,J=7.0Hz 1H,
(d, J= 8.5 Hz, 1H, H-1) 1H, Hot), 1H, HA1) HA1)
7.40
------------------------------------------------ (m, 5H, H-3, 4,
5,6%,7)
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos de RMN—3C de los derivados éter de medicarpina

Medicarpina Metil éter de Etil éter de Bencil éter de
Experimental medicarpina medicarpina medicarpina
14.7
(c2y | T
39.4 39.5 40.1 39.5
(C-6a) (C-6a) (C-6a) (C-6a)
55.4 55.4 55.4 55.4
(MeO) (MeO) (MeOQ) (MeO)
55.3 63.5 66.5
"""""""" (Me'0) (C1) (C-1)
66.4 66.5 66.4 70.0
(C-6) (C-6) (C-6) (C-6)
78.5 78.4 78.5 78.5
(C-11a) (C-11a) (C-11a) (C-11a)
96.8 93.7 93.7 93.8
(C-10) (C-10) (C-10) (C-10)
103.6 104.6 104.6 104.6
(C-4) (C-4) (C-4) (C-4)
106.3 106.3 106.3 106.3
(C-8) (C-8) (C-8) (C-8)
109.7 109.2 109.6 109.8
(C-2) (C-2) (C-2) (C-2)
112.5 112.3 112.4 112.6
(C-11b) (C-11b) (C-11b) (C-11b)
119.1 117.8 117.9 117.8
(C-6b) (C-6b) (C-6b) (C-6b)
124.7 124.6 124.7 124.7
(C-7) (C-7) (C-7) (C-7)
127.4
"""""""" (Cc-3°,7)
127.9
"""""""" (C-5)
128.5
"""""""" (Cc-4',6%)
132.1 131.7 131.6 131.8
(C-1) (C-1) (C-1) (C-1)
136.6
"""""""" (C-2))
156.5 148.0 148.0 148.0
(C-10a) (C-10a) (C-10a) (C-10a)
157.0 156.5 156.4 156.5
(C-9) (C-9) (C-9) (C-9)
160.5 160.6 160.3 160.1
(C-4a) (C-4a) (C-4a) (C-4a)
161.0 160.9 161.9 160.6
(C-3) (C-3) (C-3) (C-3)

69



6.11. Evaluacion inhibitoria de los derivados de medicarpina sobre Trametes versicolor

Las pruebas de inhibicién se realizaron por el método de difusién en placa el cual fue
antes descrito, estas pruebas se llevaron a cabo con los derivados alifaticos de
medicarpina, las concentraciones que se emplearon para estas pruebas fueron a 100, 150
y 200 mg/L, esto debido a que se ha reportado que la medicarpina presenta un 100% de la
inhibicién del hongo a una concentracién de 150 mg/L, el principio de estas pruebas es
observar si los derivados éster y éter presentan una disminucién o un aumento en la
concentracion para inhibir a Trametes versicolor, con respecto a la medicarpina.

Los resultados obtenidos de las pruebas de inhibicién con los diferentes derivados,
mostraron una disminucién considerable de la actividad inhibitoria sobre T. versicolor,
como en el caso de los derivados etil y bencil éter los cuales no presentaron actividad, y
los mejores resultados se obtuvieron con los derivados dietilcarbamato y metil éter de
medicarpina obteniendo un 40% de la actividad inhibitoria a una concentracion de 200

mg/L, sin embargo estos resultados no se acercan a la actividad presentada por la
medicarpina (Grafica 23).
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Grafica 23. Porcientos de inhibicion de los derivados éster y éter de medicarpina sobre
Trametes versicolor.
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6.12. Analisis conformacional de los compuestos aislados y los derivados de medicarpina

Previo a llevar a cabo un analisis computacional de la interaccion molecula-ligando, se
contruyeron las extructuras a emplear de los compuestos aislados como son el flavanonol,
la chalcona y naringenina mediante un analisis conformacional (Figura 30), ademas se
constuyeron las estructuras de los derivados de la medicarpina antes obtenidos como son
los ésteres alifaticos (Figura 31) y éteres de medicarpina (Figura 32), y los reportados por
nuestro grupo de trabajo, derivado acetilado y los derivados éster aromaticos p-
metoxibenzoato, p-nitrobenzoato y benzoato de medicarpina (Figura 33), de los cuales se
obtuvo el conformero de menor energia, con el funcional hibrido B3LYP y un conjunto de
base 6-311G** de cada uno de los derivados.

Se eligio el funcional B3LYP al llevarse a cabo un comparativo entre las distancias de la
estructura de rayos X de la medicarpina, y las distancias de las estructuras optimizadas
con los funcionales, Hartree-Fock (HF), B3LYP y MP2 con un conjunto de base 6-311G**,
de los cuales el metodo B3LYP (6-311G**) reprodujo los datos mas cercanos a los
obtenidos mediante rayos X, obteniendo una R?= 0.9, mientras que el metodo MP2
obtuvo una R?= 0.87 y HF obtuvo una R?=0.83. En cuestiones energeticas, con el funcional
MP2 se obtuvo mejores resultados que empleando B3LYP, sin embargo como se acaba de
demostrar los resultados mas semejantes a la parte practica fueron reflejados mediante el
funcional B3LYP y con la finalidad de reflejar mejores resultados se tomo este funcional y
el conjunto de base antes mencionado.

Elegido el funcional y el conjunto de base, se llevo a cabo el analisis conformacional de
cada uno de los derivados y de los compuestos obtenidos de las maderas de estudio, de
los cuales se contruyeron diferentes conférmeros y de estos se eligio el conférmero de
mayor estabilidad (menor energia).

Figura 30. Conféormeros de menor energia Naringenina (lzq), Chalcona (Cen), Flavanonol
(Der).
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Figura 31. Conférmeros de menor energia Butirato (lzg Sup), Isobutirato (Der Sup), Dietil-
carbamato (lzq Inf), 2-Etilbutirato (Der Inf).

Figura 33. Conférmeros de menor energia Etil-eter (Izq), Metil-eter (Cen), Bencil-eter de
medicarpina (Der).

Figura 32. Conféormeros de menor energia p-metoxibenzoato (lzq Sup), p-nitrobenzoato
(Der Sup), Benzoato (lzq Inf), Acetilado de medicarpina (Der Inf).
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6.13. Estudio de simulacidn interaccion enzima-ligando

El estudio de simulacion se realizé con la finalidad de explicar los resultados obtenidos de
las pruebas de inhibicién sobre el hongo Trametes versicolor, con los compuestos aislados
flavanonol, chalcona y naringenina, ademas de los derivados de medicarpina obtenidos en
este trabajo (derivados éster y éter) y los reportados por nuestro grupo de trabajo
(acetilado, benzoato, p-nitrobenzoato y p-metoxibenzoato). Las simulaciones enzima-
ligando, se llevaron a cabo empleando la enzima lacasa (debido a que es la principal
enzima degradadora que produce T. versicolor para obtener nutrientes, esto al degradar
los principales componentes de la madera) y como ligando los compuestos antes
mencionados.

El software empleado fue AutoDock, en el cual se realizé una estrategia de busqueda, lo
cual es un andlisis de todos los modos posibles de unién entre ligando y receptor,
empleando un grid total de la enzima con 800 poses por cada compuesto, con la finalidad
de tener un numero representativo de cada simulacién y observar los sitios de mayor
frecuencia y afinidad. La estructura tridimensional de la enzima lacasa se obtuvo de la
base de datos Protein Data Bank (PDB), con la clave 1GYC.

La base principal de la discusion de los resultados obtenidos en este trabajo se basa en la
descripcion bibliografica existente de la enzima lacasa; la cual es una enzima
oxidorreductasa que produce agua mediante reduccién de oxigeno, esto gracias a que
presenta 4 atomos de cobre, que estan clasificados en tres tipos (1, 2 y 3) con diferentes
propiedades. De los cuales el cobre tipo 1 (T1), es el responsable de la oxidacién de
sustratos. Los cobres T2 y T3 forman un cluster trinuclear (TNC) que es el lugar donde se
reduce el oxigeno (Thurston, 1994; Gochev y Krastanov, 2007). El mecanismo de este
proceso se da, en el cobre T1 al ser el primer aceptor de electrones de los sustratos.
Después los electrones se transfieren secuencialmente al centro T2-T3 que al recibir
cuatro electrones reducen una molécula de oxigeno a agua (Solomon et al., 2008; Gétze y
Biihl, 2016) (Figura 34). Por lo que esta enzima presenta un amplia especificidad de
sustratos ya que cataliza la oxidacién de difenoles, aminofenoles, acidos metoxifenolicos,
iones organicos, diaminas, aril aminas, aminas aromaticas, dimeros de lignina fendlicos e
incluso no fendlicos (Madhavi y Lele, 2009; Stoilova et al., 2010).

En algunos de los estudios que han presentado inhibicién sobre la lacasa, sugieren que los
compuestos inhibidores son moléculas pequenas que son capaces de unirse a los iones de
Cu del TNC, interrumpiendo asi el proceso interno de transferencia de electrones. Los
inhibidores que han presentado esta actividad son: azida sddica (Johannes y Majcherczyk,
2000) haluros pequefios, metales pesados y EDTA (Xu, 1996).
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Figura 34. Mecanismo de oxido-reduccién de la lacasa (Der) y flujo de agua (flecha
amarilla) del Cu-T1 al TNC y su salida (Izq) representado en bolas rojas.

Sin embargo, los compuestos orgdnicos voluminosos, tales como la medicarpina
(Martinez, 2015), también han demostrado inhibir la actividad de la lacasa. En el trabajo
de Martinez se sugiere que el efecto inhibidor, se debe al bloqueo de la entrada del
sustrato (oxigeno) hacia el TNC por la medicarpina, siendo este lugar donde se llevé a cabo
el mejor acoplamiento (menor energia de unidn) de este estudio de simulacién (Figura
35).

Figura 35. Efecto inhibidor de la medicarpina bloqueo de unién de sustrato.
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El andlisis de resultados que a continuacion se realiza es en base a lo descrito en la bibliografia, lo cual sefiala que el bloqueo del sitio
de unidn del sustrato, es el que lleva a cabo la inhibicién de la enzima lacasa, por lo tanto los resultados obtenidos en este trabajo se
basan en la descripcidn de la interaccidon de cada compuesto en este sitio de union. Los resultados de las simulaciones se muestran
en la Tabla 11, los cuales describen la unidn de la enzima lacasa con cada uno de los compuestos antes mencionados, la energia de
unién (binding), la energia intermolecular (intermol), la energia de Van der Waals (vdw) y los aminoacidos especificos que
interaccionan con cada derivado en el sitio de unidn, proporcionados por el software Autodock.

Tabla 11. Interaccion de los derivados de medicarpina con la lacasa, en el sitio de unién del sustrato.

Complejo Binding Intermol vdw Docking Flexible Vina Interaccion de AA en el sitio de unidén de sustrato
kcal/mol kcal/mol
Medicarpina -8.31 -8.9 -8.66 -11.032 ALAB80, HIS111, SER113, ASN336, PRO346, LEU459, GLU460
Benzoato -8.34 -9.53 -9.42 9.2 P R oo A agd rvmagy o CLN499
Butirato -6.83 -8.32 -8.11 -8.3 PRO346, GLU460, PHES1, LEU459,HIS11, PHE344,PHE450
Acetilado -6.63 -7.52 -7.74 -7.9 ALA80, SER110, SER113, ARG157, PRO346, ASP456, LEU459, GLU460
p-MeO -8.18 -9.67 -9.64 -9.0 ALA80, PHES81, HIS111, PRO346, LEU459, GLU460
p-NO2 -7.94 -9.43 -9.23 -9.2 ALAB80, HIS111, PHE344, THR345, PRO346, LEU459, GLU460
Bencil éter -8.25 -9.45 -9.46 -9.0 ALA80, PRO346, PRO347, PHE450, LEU459, GLU460
Metil éter -6.40 -7.0 -7.26 -7.8 ALAS80, HIS111, SER113, PRO346, ASP456, LEU459
Dietilcarbamato -7.29 -8.78 -8.81 -8.2 HIS111, SER113, PHE344, PRO346, PHE450, LEU459, GLU460, VAL82
2-Etilbutirato -7.51 -9.3 -9.2 -8.8 PHES81, HIS111, PHE344, PRO346, PHE450, LEU459, GLU460
Etil éter 715 8.05 _8.06 79 HIS109, HIS111, SER113, TYRllﬁLZEOOS%, ASP456, LEU459, GLU460,
Isobutirato -7.43 -8.62 -8.54 -8.3 HIS111, LEU112, PHE344, PRO346, THR348, PHE450, LEU459, PHES1
Flavanonol -7-76 -8.95 -8.82 -9.0 GLU460, PRO346, ALA80,HIS11, LEU459, PHE344,GLY462
Chalcona -7.70 -10.09 -9.58 -7.9 LEU549, GLY462, PRO346, GLU460, HIS111, SER113, LEU112
Naringenina -7.62 -8.82 -8.48 -8.7 ARG157, PRO346, LEU459, ALA8O, HIS111, SER113,GLU460
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En el sitio de unidn del sustrato, el que obtiene un mayor nimero de conférmeros en este
sitio es la medicarpina el cual presenta un aproximado de 180 conférmeros, lo cual
representa un 20% de los conférmeros del analisis, recordando que para este analisis se
realizé con un total de 800 conférmeros. Los derivados de la medicarpina llegan a
presentar una gran variacién en el nimero de conférmeros que se unen en este sitio,
como son; acetilado 30 conformeros, metil éter 25 conférmeros, etilbutirato 60
conformeros, dietilbutirato 140 conformeros, butirato 65 conférmeros, isobutirato 190
conférmeros, dietilcarbamato 110 conférmeros, p-metoxibenzoato 20 confdrmeros, p-
nitrobenzoato 30 conférmeros, benzoato 30 conférmeros, bencil éter 85 conféormeros,
chalcona 65 confdrmeros, flavanonol 130 conféormeros y naringenina 160 conférmeros, en
general se considera un numero bajo de conférmeros que se anclan en este sitio, y que no
nos proporciona datos de relevancia para fundamentar la diferencia de la inhibicidn de
observada en las pruebas de inhibicidn sobre T. versicolor.

Para este estudio de simulacién, la energia de unidon es uno de los resultados mas
interesantes, ya que nos proporciona informacion de la estabilidad de unién entre el
ligando y la enzima en este sitio, lo cual se referiria a una menor energia. Sin embargo,
como se muestra en la Tabla 11 los valores no proporcionan este tipo de informacién
contundente o que se esperaria conforme a la inhibicion presentada por cada derivado en
los estudios de inhibicion sobre T. versicolor, esto se demuestra al presentar menores
energias de unién por todos los derivados de medicarpina y los compuestos aislados,
sobre el derivado acetilado siendo este el menos estable en el sitio de estudio, pero el
cual presento los mejores resultados en las pruebas de inhibiciéon sobre T. versicolor.
Ademas se puede observar menores energias entre los derivados de medicarpina mas
voluminosos (aromadticos), sin embargo el derivado bencil éter en las pruebas de
inhibicién no presenta actividad, y los nimeros de conférmeros de aromaticos son los mas
bajos para el sitio de unién.

Con la finalidad de mejorar la energia de unidn, se realizd un andlisis Docking Flexible, el
cual es un analisis que permite al ligando sea mds flexible (mdvil) en el sitio de unidn, lo
cual mejora las interacciones y por consiguiente las energias de union, con este analisis se
esperaba una mejor correlacién de la energia de unién (menor energia) con respecto a los
derivados con mayor actividad inhibitoria, sin embargo los resultados contintan con el
patron descrito de los resultados obtenidos inicialmente (Tabla 11).

Otro estudio de simulacién que se realizé para llevar a cabo un comparativo energético,
fue mediante dinamica molecular empleando el programa LAMMPS, con un campo de
fuerza reactivo (ReaxFF), este potencial empirico emplea quimica cudntica y permite

calcular interacciones interatémicas en sistemas complejos, el cual es dependiente de la
76



formacién y/o ruptura de las interacciones en un sistema, con lo cual se puede calcular la
energia del sistema en funciéon de las posiciones atémicas e interacciones. Lo anterior, se
realizd empleando la forma mas sencilla de dindmica molecular, que es la colectividad
microcandnica (NVE), la cual esfisica estadistica empleada en el estudio de sistemas
macroscopicos aislados en equilibrio, con un volumen determinado, en los que la energia
permanece constante, al no existir intercambio con el medio exterior, lo cual genera un
conjunto de microestados y una energia potencial mediante las atracciones y repulsiones
entre los atomos o moléculas, debido al tipo de enlace, las interacciones electrostaticas,
fuerzas de Van der Waals, entre otro.

El analisis mediante ReaxFF, implicé el calculo de cada una de las energias del sistema
enzima-ligando, las cuales fueron; la enzima lacasa (proteina), cada uno de los
compuestos y derivados obtenidos (ligando), y el complejo enzima-ligando, recordando
gue cada sistema fue obtenido del analisis docking realizado en el software Autodock. La
diferencia energética de cada sistema se obtuvo con la siguiente ecuacidn, la cual nos dice
gue al restarle la energia del complejo, la suma de la energia de la proteina y de la energia
del ligando por separado, da como resultado la energia interatdmica o energia de unién
del complejo enzima-ligando (Tabla 12).

Eint = Ecomplex‘(Eprotein+Elig)

Los resultados obtenidos con ReaxFF, mostraron menores energias de unién en todos los
complejos. Sin embargo, se muestra una mayor variabilidad energética en estos
resultados, esto debido a que las energias obtenidas por los derivados y compuestos van
de los -8 a los -90 kcal/mol. La enorme variabilidad energética de estos resultados
nuevamente no ayuda a dar una explicacidn de la actividad inhibitoria que presenta cada
compuesto, ademds de que no se observa entre compuesto similares algun tipo de
similitud de energia, haciendo referencia a los derivados aromdticos o alifaticos, ni los
derivados de tipo flavonoide como son el flavanonol, la chalcona y la naringenina.
Tampoco se observa una similitud entre los compuestos que presentaron la mejor
actividad que son la medicarpina (-62.4) y el derivado acetilado (-28.5), en cambio se
observa una diferencia muy grande de energia (Tabla 12).
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Tabla 12. Analisis de energia mediante dinamica molecular, empleando ReaxFF y NVE en

kcal/mol.

Proteina Ligando Complejo | Protein+Lig Eint
Medicarpina -729841.31 | -3898.5438 @ -733802.29 | -733739.85 @ -62.436
Benzoato -5398.7398 | -735291.51 | -735240.05 | -51.460
p-MeO -5793.8071 = -735664.2 | -735635.12 | -29.083
p-NO2 -5552.0493 | -735401.83 | -735393.36 -8.471
Bencil éter -5435.5185 = -735309.15 | -735276.83 | -32.321
Butirato -5030.6032 | -734962.01 | -734871.91 | -90.097
Acetilado -4457.5203 | -734327.37 | -734298.83 | -28.540
Metil éter -4193.0094 | -734098.75 | -734034.32 | -64.431
Dietilcarbam -5535.6405 -735431.84 | -735376.95 | -54.889
2-Etilbutirato -5590.7168 | -735511.77 | -735432.03 -79.743
Etil éter -4475.103 | -734377.09 | -734316.41 -60.677
Isobutirato -5030.4629 | -734900.42 | -734871.77 | -28.647
Flavanonol -3780.1611 = -733643.9 | -733621.47 | -22.429
Chalcona -3888.1085 | -733741.82 | -733729.42 | -12.401
Naringenina -3769.5023 = -733639.41 | -733610.81 | -28.598

Debido a que ni las energias por los diferentes métodos empleados, ni el nimero de
conférmeros en el sitio de unidn pudieron dar una explicacion del porqué de las
diferencias de la actividad de inhibicion de los derivados y los compuestos aislados, asi
como tampoco se observd una similitud o ldgica en los resultados entre los derivados de
estructura similares, o los compuestos aislados, por esto se optd por una revision mas
especifica, la cual es la interaccion de los aminoacidos con cada derivado respecto al sitio
de unién. Como se puede observar en la Tabla 11, no existd una gran variacién con el

78



numero de aminodcidos que interactlan con cada derivado, esta variacidén va de los seis a
los nueve aminodcidos. Sin embargo, las interacciones con aminoacidos similares entre
derivados confirman que es el mismo sitio de unién en el que se lleva acabo el anclaje.

Para este andlisis se empled el software BIOVIA - Discovery Studio Visualizer, el cual
proporciona informacion de una gran variedad de interacciones, distancias y tipos de
enlace que presenta cada aminodcido respecto al ligando.

En analisis realizado con la medicarpina mostro dos puentes de hidrogeno entre los
aminoacidos ALA80 y HIS111 con el hidroxilo de la molécula, ademds de presentar
interacciones no covalentes entre los anillos aromaticos con los aminodcidos SER113 vy
GLU460, interacciones covalentes con los aminoacidos PHE344 y ASN336 con los
hidrégenos del grupo metilo e interaccién consideradas débiles con los aminoacido
PRO346 y LEU459 (Figura 36).

El andlisis con el derivado acetilado, también presenta dos puentes de hidrogeno entre los
aminoacidos ARG157 y SER113 con el oxigeno del acetilo, ademas de interacciones
covalentes con los aminodacidos ASP456, SER110 y ALA8O con hidrégenos de la molécula y
la interaccion covalente de GLU460 con el oxigeno del furano, e interacciones débiles con
LEU459 y PRO346 con los anillos aromaticos (Figura 37).

Recordando que la medicarpina y el derivado acetilado presentaron las mejores
actividades sobre T. versicolor, y los resultados en comun que presentan en este analisis
son las interacciones por puentes de hidrogeno de los aminoacidos, esto sucede de igual
manera en analisis con los compuestos chalcona y naringenina, estos dos compuestos
también presentaron actividad inhibitoria sobre del hongo. La chalcona presenta cuatro
puentes de hidrogeno con los aminoacidos LEU459, SER113, HIS 11 y GLU460, ademas de
interacciones no covalentes con los aminoacidos PRO346 y LEU112 (Apéndice E1). Y la
naringenina presenta tres puentes de hidrogeno con los aminoacidos HIS11, ARG157 y
GLU460, asi como también interacciones no covalentes con los aminoacidos LEU459,
PRO346 y SER 113 (Apéndice E2).

Tomando en cuenta lo antes mencionado, los puentes de hidrogeno son el comun
denominador entre los compuestos que presentaron actividad, lo cual queda demostrado
con los resultados mostrados por los demds derivados de medicarpina los cuales no
presentan este tipo de interacciones a excepcidn del derivado benzoato que presenta solo
un puente de hidrogeno, sin embargo la actividad del derivado benzoato esta reportada
en un 75% a una concentracidon de 200 mg/ml (concentraciéon que requiere la chalcona y
el naringenin para inhibir el 100%). Esto sugiere que la actividad estd dada por los puentes
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de hidrogeno generados entre el ligando y el sitio de unién, lo que podria conllevar un
mejor anclaje en el sitio o que estas uniones impidieran la movilidad del ligando del sitio
de unidn, por lo tanto no permitirian la unién del sustrato (oxigeno) con el TNC,
impidiendo asi el mecanismo de degradacién de la enzima y por consecuencia su
inhibicidn.

Como se mencioné el derivado benzoato de medicarpina presenta un puente de
hidrogeno con SER113, asi como interacciones covalentes con PHE450 y PHE81 con los
anillos aromaticos e interacciones no covalentes con los aminodcidos ALA80, LEU459,
PRO346, GLU460, GLN499 y TYR491 (Figura 38).

En cambio el derivado bencil éter de medicarpina, no presenta puentes de hidrégenos, y
solo presenta una interaccién covalente con la PHE450 con el anillo aromatico del bencilo,
y las demads interacciones son no covalentes (débiles) con los aminodcidos LEU459,
GLU460, PRO347, PRO346 y ALASO (Figura 39).

El derivado p-nitrobenzoato, solo presentd una interaccién covalente entre THR345 y el
oxigeno del pirano, e interacciones no covalentes con los aminoacidos PRO346, GLU460,
HIS111, ALA8O, LEU459 y PHE344 (Apéndice E11). También el derivado p-metoxibenzoato,
solo presenta una interaccién covalente entre PHE81 y un anillo aromaticos y las de mas
interacciones no covalentes (Apéndice E10).

Los derivados metil éter, etil éter, isobutirato y dietilcarbamato, solo presentan
interacciones no covalentes, en el caso de metil con seis aminoacidos (Apéndice E8), el etil
con nueve aminodacidos (Apéndice E9), isobutirato con ocho aminoacidos (Apéndice E6) y
el dietilcarbamato con siete aminoacidos (Apéndice E7).

En el caso del butirato, se observaron seis interacciones de Van der Waals (consideradas
interacciones débiles) con los aminodcidos THR345, LEU112, HIS111, SER113, PHE344 vy
ARG157, ademas de la interacciones no covalentes con PRO346, ALA80 y GLU460
(Apéndice E4). El derivado 2-etilbutirato presento solo un enlace covalente entre GLU460
y un anillo aromatico y seis interacciones no covalentes (Apéndice E5).
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7. CONCLUSIONES

De los extractos de los tres arboles de estudio, mediante el analisis de RMN vy las pruebas
de inhibicion se descartaron los extractos de hexano al no presentar compuestos de
interés, en los extractos de THF y AcOEt se observaron semejanzas en sus sefiales
(compuestos) de RMN. Con las pruebas antioxidantes estas semejanzas entre extractos
fueron mds notorias al observarse similares resultados, por esta razén y al obtenerse en
mayor proporcién, solo se emplearon los extractos de THF para las pruebas de
genoproteccion e hipoglucemiante. También cabe mencionar que solo estos extractos se
emplearon para llevar a cabo columnas cromatograficas.

En la pruebas de inhibicién los extractos de duramen de THF y AcOEt de M. aculeaticarpa,
obtuvieron buenos porcientos de inhibicién y los de corteza presentaron porcientos de
inhibicion bajos, mientras que los extractos de C. engleriana duramen obtuvieron
porcientos de inhibicion altos y los de corteza solo un 40% de esta inhibicion, en cambio
para C. vitifolium THF tanto para duramen como para corteza obtuvieron buenos
porcientos de inhibicidon, y los demas extractos presentaron poca actividad. En general los
extractos de hexano presentaron poca actividad inhibitoria, y como se ha mencionado
fueron descartados para las pruebas antioxidantes.

Para la actividad antioxidante, los extractos de C. engleriana y C. vitifolium obtuvieron
resultados considerados de buenos a regulares al inhibir al radical DPPH, a
concentraciones de 6.25 y 3.15 mg/ml. Sin embargo, los extractos de M. aculeaticarpa
presentaron bajo poder de reduccion, esto al reducir al radical a una concentracion de 50
mg/ml, y el Unico que presento buen porciento de reduccion fue el extracto de AcOEt de
corteza (6.25 mg/ml).

Mediante las pruebas de genoproteccion se comprobd que los extractos de C. engleriana
no son genotoxicos a pesar de considerarse el arbol como toxico, y el extracto de corteza
presento actividad de genoproteccién a dosis bajas. Ademds, se comprobd que los
extractos de M. aculeaticarpa y C. vitifolium tanto de duramen como de corteza
presentaron una actividad de genoproteccion a concentraciones altas y bajas.

Para la actividad hipoglucemiante, los extractos de M. aculeaticarpa duramen y C.
vitifolium duramen presentaron una disminucién por debajo de los niveles normales de
glucosa, lo que sugiere que a dosis elevadas y por largos periodos de administracion estos
extractos puede causar hipoglucemia en un grado mortal para el modelo murino usado en
este trabajo. En cambio, los extractos de C. engleriana de duramen y corteza, y M.
aculeaticarpa corteza no presentaron actividad hipoglucemiante sin embargo se observo
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gue mantienen los niveles de glucosa (sin aumento o disminucién). Y el extracto de C.
vitifolium corteza no presenté actividad alguna para estas pruebas.

De someter a purificacién en columna cromatografica los extractos de THF de las 3
maderas, se aislé de C. vitifolium tanto de corteza como de duramen, un compuesto
denominado naringenina el cual presento actividad inhibitoria sobre T. versicolor
(200mg/ml) y del cual existe una gran variedad de actividades bioldgicas comprobadas,
entre ellas la de ser un buen antioxidante. Del extracto de C. engleriana duramen, se aislé
un flavanonol sin actividad inhibitoria sobre T. versicolor y con una baja actividad
antioxidante, ademds, de este compuesto se generd un derivado triacetilado. De la
corteza de C. engleriana se aislé una chalcona la cual presento actividad inhibitoria sobre
T. versicolor (200mg/ml) y presento una actividad antioxidante considerada como regular.
Y de los extractos de M. aculeaticarpa no se logré el aislamiento de ninglin compuesto.

Por otra parte, se logré la formacién de 7 derivados de medicarpina, 4 ésteres alifaticos y
3 éteres (2 alifaticos, 1 aromatico), los cuales fueron empleados para llevar a cabo pruebas
de inhibicién sobre Trametes versicolor, mostrando una disminucidén de esta actividad con
respecto a la medicarpina sin modificar, y en el caso de los éteres esta actividad
desaparecio.

Con la finalidad de explicar los resultados obtenidos de la actividad inhibitoria sobre T.
versicolor tanto de los compuestos aislados como de los derivados de medicarpina
formados en este trabajo (7 derivados) como los realizados en nuestro grupo de trabajo
(derivados PMT, PNT, benzoato y acetilado). Se realizdé un estudio de simulacidon enzima-
ligando, generando inicialmente las estructuras mediante un analisis conformacional, para
continuar con el estudio de simulacién (docking) empleando el programa AutoDock.

Con los estudios de simulacién de los compuestos obtenidos en este trabajo y lo
reportado para la inhibicion de la enzima lacasa, se planted, que esta actividad es
atribuida principalmente al bloqueo de la entrada del sustrato (oxigeno) al TNC, lo cual
generaria la interrupcién del mecanismo de reduccién, mecanismo por el cual se lleva a
cabo la degradacion de los compuestos y por el que se genera nutrientes para la enzima, y
por consiguiente se llevaria a cabo la inhibicién del hongo T. versicolor.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Cochlospermum vitifolium: Naringenina o 5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-croman-4-
ona

14 gr de harina de duramen y de corteza fueron colocados en un dedal para llevar a reflujo
con 250 ml de THF, en un equipo Soxhlet por 4 horas para obtener los extractos crudos.
Cada uno de los extractos obtenidos se sometid a purificacién e columna cromatografica
utilizando gel de silice (malla 70-230) como fase estacionaria y mezclas de Hex: AcOEt
(8:2) como eluente, con lo cual se obtuvo una miel de color blanco, la cual fue identificada
como naringenin; *H RMN (400 MHz, COCDs) § 12.18 (s, OH-H), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-
3',H-5), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-2",H-6"), 5.94 (d, J = 1.8 Hz, 2H, H-7,H-9), 5.45 (dd, J =
12.9, 2.8 Hz, 1H, H-2), 3.18 (dd, J = 17.1, 12.9 Hz, 1HH-38), 2.72 (dd, J =17.1, 3.0 Hz, 1H, H-
3a). 3C RMN (101 MHz, CDCls) 6 197.24 (C=0), 167.25 (C-8), 165.25 (C-6), 164.34 (C-10),
158.66 (C-4°), 130.74 (C-1"), 129.00 (C-3/, C-57), 116.7 (C-2°, C-6"), 103.17 (C-5), 96.73 (C-7),
95.76 (C-9), 79.90 (C-2), 43.46 (C-3). Rf: 0.32 (Hex: AcOEt, 6:4).

Naringenina
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8.2. Comocladia engleriana (corteza): Chalcona o 1-(2,4-dihidroxifenil)-3-(3,4-
dihidroxifenil)-1-propanona

20 gr de harina de corteza fueron colocados en un dedal para llevar a reflujo con 250 ml
de THF, en un equipo Soxhlet por 4 horas para obtener el extracto crudo. Este extracto
obtenido, se sometié a purificacién en columna cromatografica utilizando gel de silice
(malla 70-230) como fase estacionaria y mezclas de Hex: AcOEt (6:4) como eluente, con lo
cual se obtuvo un polvo de color amarillo, con el cual se identificé el compuesto siendo
este una chalcona; *H RMN (400 MHz, COCDs) § 12.81 (s, HO-H), 7.82 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-
6°), 6.75 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-5), 6.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-8), 6.59 (dd, J = 8.0, 2.1 Hz, 1H, H-
9), 6.41 (dd, J=8.8, 2.4 Hz, 1H, H-57), 6.31 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H3"), 3.22 (t, /= 9.8 Hz, 2H, H-
2), 2.85 (t, J = 9.5 Hz, 2H, H-3). 3C RMN (101 MHz, CDCl;) & 205.0 (C=0), 166.2 (C-4"),
165.4 (C-2), 145.7 (C-6), 144.0 (C-7), 133.6 (C-4), 133.6 (C-6"), 120.3 (C-9), 116.3 (C-5),
115.9 (C-8), 113.8 (C-1), 108.6 (C-5), 103.5 (C-3°), 40.3 (C-2), 29.8 (C-3). Rf: 0.4 (Hex:
AcOEt, 6:4).
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8.3. Comocladia engleriana (duramen): Flavanonol o 3,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-
croman-4-ona

20 gr de harina de duramen fueron colocados en un dedal para llevar a reflujo con 250 ml
de THF, en un equipo Soxhlet por 4 horas para obtener el extracto crudo. Este extracto
obtenido, se sometié a purificacién en columna cromatografica utilizando gel de silice
(malla 70-230) como fase estacionaria y mezclas de Hex: AcOEt (85:15) como eluente, con
lo cual se obtuvo un sélido amorfo de color blanco con un punto de fusién de 147-149 C,
el cual se identificé como un compuesto de tipo flavanonol; *H RMN (400 MHz, COCDs) &
7.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-6), 7.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2", H-6), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3’,
H-5°), 6.62 (dd, J = 8.7, 2.2 Hz, 1H, H-7), 6.39 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-9), 5.05 (d, J = 12.0 Hz,
1H, H-3), 4.57 (d, J = 11.9 Hz, 1H, H-2). 13C RMN (101 MHz, CDCls) § 193.1 (C-4), 165.6 (C-
8), 164.4 (C-10), 158.7 (C-4"), 130.2 (C-2°, C-6"), 129.7 (C-6), 129.3 (C-1"), 115.7 (C-3’, C-5’),
113.0(C-5), 111.6 (C-7), 103.5 (C-9), 84.7 (C-2), 73.8 (C-3). Rf: 0.35 (Hex: AcOEt, 7:3).
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8.3.1. Derivado triacetilado del flavanonol

30 mg del flavanonol se sometieron a reaccionar con 0.4 ml de anhidrido acético y 0.4 ml
de piridina como base, a temperatura ambiente por 24 horas. Al término de reaccion, se
realizaron lavados con acetato de etilo, una solucion de HCl (10%), una solucién de
NaHCOs (Saturado) y una solucién de NaCl (Saturado), para posteriormente evaporar el
disolvente y obtener el crudo de reaccion. El crudo de la reaccidn fue purificado mediante
cromatografia en columna empleando como fase estacionaria gel de silice y como fase
movil Hex: AcOEt (9:1), obtenido un sélido de color blanco con un punto de fusién de 110-
111°C, correspondiente al triacetilado del flavanonol; *H RMN (400 MHz, CDCls) & 7.95 (d,
J=8.6 Hz, 1H, H-6), 7.51 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-2", H-6" ), 7.17 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-3’, H-5),
6.87 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H, H-7), 6.83 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-9), 5.78 (d, J = 12.3 Hz, 1H, H-3),
5.46 (d, J = 12.3 Hz, 1H, H-2), 2.32 (s, Me-8’, Me-7’), 2.04 (s, Me-9°). 3C RMN (101 MHz,
CDCl;) 6 187.21 (C-4), 169.13 (C=0 7’, 8’), 168.41 (C=0 9°), 161.70 (C-10), 156.92 (C-8),
151.39 (C-47), 132.65 (C-1"), 128.98 (C-6), 128.59 (C-2°, C-6"), 121.89 (C-3’, C-5), 117.47 (C-
5), 116.49 (C-7), 111.08 (C-9), 81.36 (C-2), 73.61 (C-3), 21.13 (Me-8’, Me-7°), 20.34 (Me-
9). Rf: 0.4 (Hex: AcOEt, 8:2).
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8.4. Andira inermis (Duramen): Medicarpina o 3-hidroxi-9-metoxipterocarpan

16 g de harina de duramen de Andira inermis fueron colocados en un dedal para llevar a
reflujo con 200 ml de hexano y posteriormente con acetato de etilo, en un equipo Soxhlet
por 4 horas para obtener los extractos crudos. El extracto de acetato de etilo se sometié a
purificacién en columna cromatografica utilizando gel de silice (malla 70-230 ASTM) como
fase estacionaria, y mezclas de hexano: acetato de etilo (9:1) como eluente, con lo cual se
obtuvo 65 mg de cristales amorfos de un color amarillo-blanquecino con un punto de
fusién de 117-118 °C, posteriormente identificados como medicarpina; *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 3.52 (ddd, J = 10.2, 7.5, 4.1 Hz, 1H, H-6a), 3.62 (t, J = 10.9 Hz, 1H, H-6a), 3.77 (s,
3H, OMe), 4.24 (dd, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H, H-6B), 5.07 (s, 1H, OH), 5.50 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-
11a), 6.41 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 6.45 (s, 1H, H-10), 6.46 (dd, J = 5.8, 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.55
(dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-7), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1). 13C
RMN (101 MHz, CDCl;) 6 39.4 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-6), 78.5 (C-11a), 96.8 (C-10),
103.6 (C-4), 106.3 (C-8), 109.7 (C-2), 112.6 (C-11b), 119.0 (C-6b), 124.7 (C-7), 132.1 (C-1),
156.6 (C-10a), 156.9 (C-9), 160.6 (C-4a), 161.0 (C-3). C [a]*°p = +216.86 (C=0.064, CH,Cl,),
Rf: 0.32 (Hex: AcOEt, 8:2), IR Umax 3393 cm™ (O-H Amplio y fuerte), 3063 a 3012 (C-H del
Aromatico), 2958 a 2881 (C-H del Metilo), 1620, 1495 y 1472 (C=C estiramiento
Aromatico), EM (20 ev): m/z (int. Rel.): [M*] 270.0, 106 (3), 148 (20), 253 (30), calculado
para 270 m/z (Ci6H1404).
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8.4.1. Derivado acetilado de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccionar con 0.4 ml de anhidrido acéticoy 0.4 ml|
de piridina como base, a temperatura ambiente por 24 horas. Al término de reaccion, se
realizaron lavados con acetato de etilo, una solucién de HCl (10%), una solucién de
NaHCOs (Saturado) y una solucién de NaCl (Saturado), para posteriormente evaporar el
disolvente y obtener el crudo de reaccion. El crudo de la reaccidn fue purificado mediante
cromatografia en columna empleando como fase estacionaria gel de silice y como fase
movil Hex: AcOEt (9:1), obteniendo cristales blancos en forma de agujas con un punto de
fusién de 105-106°C correspondientes al éster de medicarpina. *H RMN (400 MHz, CDCls)
6 2.30 (s, 3H, OAc), 3.56 (ddd, J = 10.2, 7.2, 3.8 Hz, 1H, H-6a), 3.63 (t, / = 9.2 Hz, 1H, H-6PB),
3.77 (s, 3H, OMe), 4.27 (dd, J = 10.7, 4.8 Hz, 1H, H-6a), 5.52 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-11a), 6.45
(s, 1H, H10), 6.47 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-8), 6.71 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-4), 6.80 (dd, J = 8.4, 2.3
Hz, 1H, H-2), 7.13 (dd, J = 8.6, 0.7 Hz, 1H , H-7), 7.54 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1). 13C RMN (101
MHz, CDCl3) & 21.0 (Me), 39.4 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-6), 78.0 (C-11a), 96.8 (C-10),
106.5 (C-8), 110.7 (C-4), 115.2 (C-2), 117.7 (C-11b), 118.7 (C-6b) 124.7 (C-7), 131.7 (C-
1),151.5 (C-10a), 156.1 (C-9), 160.5 (C-4a), 161.1 (C-3), 169.1 (C=0), C. [a] 2°p= +310.84
(c=0.048, CH,Cl,), Rf: 0.39 (Hexano: Acetato de etilo, 8:2), IR Umax 3070 cm™ (C-H del
Aromatico), 2969 a 2856 cm~! (C-H del Metilo tanto del acilo como del metoxi), 1743 cm-!
(C=0 del Acetilo), 1617, 1492 y 1429 cm~1 (C=C estiramiento Aromatico), 1194 cm-1 (O=C-
O del Acetilo), EM (20 eV) m/z; [M*] de 312.1, 43 (100), 148 (8), 253 (12), 270 (48) m/z,
calculada para 312 (CigH160s).
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8.4.2. Derivado butirato de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccién con 0.1 ml de cloruro de acido butirico, 2
ml de piridina empleados como base y disolvente, a condiciones de reflujo, bajo
atmosferas de nitrégenos durante 3 horas. Trascurrido el tiempo de reaccién se realizaron
lavados con acetato de etilo, una solucién de acido HCl (10 %), una soluciéon de NaHCOs;
(Saturado) y con una solucidon de NaCl (Saturado). El crudo de reaccidon fue sometido a
purificacién en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel de silice y
como fase moévil Hex: AcOEt (95:5), obteniendo una miel de color amarillo, con aroma a
queso, correspondiente al derivado éster butirato de medicarpina; H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 1.04 (t,J = 7.4 Hz, 3H, H-3°), 1.78 (h, J = 7.5 Hz, 2H, H-2°), 2.53 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
H-1°), 3.54 (m, 1H, H-6a), 3.65 (t, J = 10.9 Hz, 1H, H-6 B a), 3.77 (s, 3H, OMe), 4.26 (dd, J =
11.2, 4.6 Hz, 1H, H-6a), 5.50 (d, / = 7.0 Hz, 1H, H-11a), 6.71 (d, J = 10.3 Hz, 1H, H-4), 6.44 (s,
1H, H-10), 6.46 (dd, J = 7.4, 1.9 Hz, 1H, H-8), 6.78 (dd, J = 8.4, 2.4 Hz, 1H, H-2), 7.14 (d, J =
9.1 Hz, 1H, H-7), 7.51(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1). 3C RMN (101 MHz, CDCl5) § 13.5 (C-3"), 18.3
(C-27),36.1(C-1), 40.1 (C-6a), 55.4 (Me0), 66.5 (C-6), 78.0(C-11a), 93.7 (C-10), 110.6 (C-4),
104.6 (C-8), 115.3 (C-2), 117.6 (C-11b), 118.7 (C-6b), 124.7 (C-7), 131.6 (C-1), 151.6 (C-
10a), 156.1 (C-9), 160.5 (C-4a), 161.1 (C-3), 171.8 (C=0). IR Umax 3067 (C-H de
aromaticos), 2967 a 2877 (picos de mediana intensidad, C-H de metilo), 1750 (C=0 de
acilo), 1620, 1590 y 1496 (Picos de mediana intensidad, C=C estiramiento Aromatico),
1496 a 1431 (Picos de intensidad media, C-CH). EM [M*] de 340.1 m/z, calculado para 340
m/z (C20H200s).
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8.4.3. Derivado 2-etilbutirato de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccidon con 0.1 ml de cloruro de 4acido 2-
etilbutirico, 2 ml de piridina empleados como base y disolvente, a condiciones de reflujo,
bajo atmosferas de nitrégenos durante 3 horas. Trascurrido el tiempo de reaccién se
realizaron lavados con acetato de etilo, una solucién de acido HCI (10 %), una solucion de
NaHCOs (Saturado) y con una solucidn de NaCl (Saturado). El crudo de reaccion fue
sometido a purificacion en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel
de silice y como fase movil Hex: AcOEt (95:5), obteniendo una miel trasparente con aroma
frutal, correspondiente al éster 2-dietilbutirato de medicarpina; *H RMN (400 MHz, CDCls)
§ 1.01 (t, J = 7.4 Hz, 6H, H-3"), 1.65 (m, 2H, H-2), 1.76 (m, 2H, H-2’), 2.44 (m, 1H, H-1"),
3.53 (m, H1, H-6a), 3.64 (m, 1H, H-6B), 3.76 (s, 3H, OMe), 4.26 (m, 1H, H-6a), 5.51 (d, J =
6.8 Hz, 1H, H-11a), 6.70 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H, H-10), 6.46 (dd, J = 6.8, 2.2 Hz,
1H, H-8), 6.77 (dd, J = 5.7, 2.6 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-7), 7.53 (d, J = 8.4 Hz,
1H, H-1). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 11.7 (C-3°), 25.0 (C-2’), 48.8 (C-1’), 40.1 (C-6a), 55.4
(Me0), 66.4 (C-6), 77.9 (C-11a), 93.7 (C-10), 110.7 (C-4), 104.6 (C-8), 115.3 (C-2), 117.5 (C-
11b), 118.7 (C-6b), 124.7 (C-7), 131.6 (C-1), 151.7 (C-10a), 156.1 (C-9), 160.5 (C-4a), 161.1
(C-3), 174.3 (C=0). IR Umax 2964 a 2875 (picos de mediana intensidad, C-H de metilo),
1753 (C=0 de acilo), 1617 y 1592 (Picos de mediana intensidad, C=C estiramiento
Aromatico), 1497, 1473, 1458 y 1432 (Picos de intensidad media, C-CH y C-CH;). EM [M*]
de 368.1 m/z, calculado para 368 m/z (C22H250s).
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8.4.4. Derivado isobutirato de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccién con 0.1 ml de cloruro de acido isobutirico,
2 ml de piridina empleados como base y disolvente, a condiciones de reflujo, bajo
atmosferas de nitrégenos durante 3 horas. Trascurrido el tiempo de reaccién se realizaron
lavados con acetato de etilo, una solucién de acido HCl (10 %), una soluciéon de NaHCOs;
(Saturado) y con una solucidon de NaCl (Saturado). El crudo de reaccidon fue sometido a
purificacién en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel de silice y
como fase movil Hex: AcOEt (95:5), obteniendo cristales en forma de aguja de color
blanco, con un punto de fusién de 70-72°C, correspondientes al derivado éster isobutirato
de medicarpina; *H RMN (400 MHz, CDCls) 6§ 1.31 (d, J = 7.0 Hz, 6H, H-2"), 2.79 (hept, J =
7.0 Hz, 1H, H-1), 3.54 (m, 1H, H-6a), 3.65 (t, J = 10.9 Hz, 1H, H-6B), 3.77 (s, 3H, OMe), 4.26
(dd, J = 11.1, 4.9 Hz, 1H, H-6a), 5.50 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-11a), 6.71 (d, J = 13.5 Hz, 1H, H-4),
6.44 (s, 1H, H-10), 6.46 (dd, J = 6.8, 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.78 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H, H-2), 7.14
(d, ) = 8.9 Hz, 1H, H-7), 7.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 18.8 (C-
2°), 34.1 (C-1°), 39.8 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-6), 78.0 (C-11a), 93.8 (C-10), 110.6 (C-4),
104.6 (C-8), 115.2 (C-2), 117.5 (C-11b), 118.7 (C-6b), 124.7 (C-7), 131.6 (C-1), 151.8 (C-
10a), 156.1 (C-9), 160.5 (C-4a), 161.1 (C-3), 175.3 (C=0). IR Umax 2974 a 2871 (picos de
mediana intensidad, C-H de metilo), 1754 (C=0 de acilo), 1614 y 1593 (Picos de mediana
intensidad, C=C estiramiento Aromatico), 1495, 1462 y 1432 (Picos de intensidad media,
C-CH), 1380 (Pico de baja intensidad, CH-(CHs);). EM [M*] de 340.1 m/z, calculado para
340 m/z (C20H200s).

CH3
| 12

Isobutirato de Medicarpina

93



8.4.5. Derivado dietilcarbamato de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccion con 0.1 ml de cloruro de acido
dietilcarbamoil, 2 ml de piridina empleados como base y disolvente, a condiciones de
reflujo, bajo atmosferas de nitrégenos durante 3 horas. Trascurrido el tiempo de reaccion
se realizaron lavados con acetato de etilo, una solucién de acido HCI (10 %), una solucidn
de NaHCOs (Saturado) y con una solucién de NaCl (Saturado). El crudo de reaccion fue
sometido a purificacidon en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel
de silice y como fase movil Hex: AcOEt (95:5), obteniendo cristales amorfos de color
blanco con un punto de fusién de 75-76°C, correspondientes al éster dietilcarbamato de
medicarpina; 'H RMN (400 MHz, CDCl3) & 1.22 (m (a), 6H, H-2), 3.40 (m (a), 4H, H-1'),
3.56 (m, 1H, H-6a), 3.63 (m, 1H, H-6pB), 3.77 (s, 3H, OMe), 4.27 (dd, J = 10.6, 4.6 Hz, 1H, H-
60a), 5.52 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-11a), 6.74 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-4), 6.45 (s, 1H, H-10), 6.46 (dd,
J=5.7,2.3 Hz, 1H, H-8), 6.84 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H, H-2), 7.14 (d, ) = 8.8 Hz, 1H, H-7), 7.51
(d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1). 13C RMN (101 MHz, CDCls) & 13.3, 14.1 (C-2°), 41.8, 42.2 (C-1'),
39.5 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-6), 78.1 (C-11a), 96.8 (C-10), 110.6 (C-4), 106.4 (C-8),
115.5 (C-2), 116.9 (C-11b), 118.8 (C-6b), 124.7 (C-7), 131.4 (C-1), 152.5 (C-10a), 156.0 (C-
9), 160.5 (C-4a), 161.0 (C-3) 153.7 (C=0). IR Umax 2974 a 2836 (picos de mediana
intensidad, C-H de metilo), 1715 (C=0 de acilo), 1617 y 1593 (Picos de mediana intensidad,
C-N), 1494, 1459 y 1420 (Picos de intensidad media, C-CH). EM [M*] de 369.1 m/z,
calculado para 369 m/z (C21H240sN3).
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8.4.6. Derivado metil éter de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccién con 100 mg de hidréxido de sodio
empleado como base, 2 ml de THF como disolvente y 0.1 ml de yoduro de metilo, lo
anterior a temperatura ambiente por 24 horas. Trascurrido el tiempo de reaccidn se
realizd lavados con acetato de etilo, continuando con una solucién de acido HCI (10 %) y
una solucion de NaHCOs (Saturado). Los crudos de reaccién fueron sometidos a
purificacién en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel de silice y
como fase mévil Hex: AcOEt (98:2), obteniendo cristales amorfos de color blanco, con un
punto de fusién de 131-132 °C, correspondiente al derivado metil éter de medicarpina; *H
RMN (400 MHz, CDCls) & 3.50 (m, 1H, H-6a), 3.64 (m, 1H, H-6B), 3.76 (s, 3H, OMe), 3.79 (s,
3H,0Me’), 4.23 (m, 1H, H-6a), 5.48 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-11a), 6.72 (s, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H,
H-10), 6.45 (dd, J = 6.8, 1.7 Hz, 1H, H-8), 6.63 (dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d, J = 8.8
Hz, 1H, H-7), 7.40 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-1). 3C RMN (101 MHz, CDCls) & 39.5 (C-6a), 55.4
(Me0), 55.3 (Me’0), 66.5 (C-6), 78.4 (C-11a), 93.7 (C-10), 104.6 (C-4), 106.3 (C-8), 109.2 (C-
2), 112.3 (C-11b), 117.8 (C-6b), 124.6 (C-7), 131.7 (C-1), 148.0 (C-10a), 156.5 (C-9), 160.6
(C-4a), 160.9 (C-3).
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8.4.7. Derivado etil éter de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reacciéon con 100 mg de hidréxido de sodio
empleado como base, 2 ml de THF como disolvente y 0.1 ml de bromuro de etilo, lo
anterior a temperatura ambiente por 24 horas. Trascurrido el tiempo de reaccion se
realizd lavados con acetato de etilo, continuando con una solucién de acido HCl (10 %) y
una solucion de NaHCOs (Saturado). Los crudos de reaccién fueron sometidos a
purificacién en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel de silice y
como fase movil Hex: AcOEt (98:2), obteniendo cristales en forma de l|daminas
trasparentes, con un punto de fusion de 113-115°C, correspondiente al etil éter de
medicarpina; *H RMN (400 MHz, CDCls) § 1.40 (t, J = 7.0 Hz, 3H, H-2"), 3.50 (m, 1H, H-6a),
3.63 (m, 1H, H-6B), 3.77 (s, 3H, OMe), 4.01 (g, J = 7.0 Hz, 2H, H-1'), 4.24 (m, 1H, H-6q),
5.48 (d, ) = 6.9 Hz, 1H, H-11a), 6.72 (s, 1H, H-4), 6.43 (s, 1H, H-10), 6.45 (m, 1H, H-8), 6.62
(dd, J = 8.5, 2.6 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d, J = 8.8 Hz, 1H, H-7), 7.39 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-1). 13C
RMN (101 MHz, CDCl3) & 14.7 (C-2°), 40.1 (C-6a), 55.4 (MeO), 63.5 (C-1°), 66.4 (C-6), 78.5
(C-11a), 93.7 (C-10), 104.6 (C-4), 106.3 (C-8), 109.6 (C-2), 112.4 (C-11b), 117.9 (C-6b),
124.7 (C-7),131.6 (C-1), 148.0 (C-10a), 156.4 (C-9), 160.3 (C-4a), 161.9 (C-3).

1" 2

Etil éter de Medicarpina
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8.4.8. Derivado bencil éter de medicarpina

30 mg de medicarpina se sometieron a reaccién con 100 mg de hidréxido de sodio
empleado como base, 2 ml de THF como disolvente y 0.1 ml de bromuro de bencilo, lo
anterior a temperatura ambiente por 24 horas. Trascurrido el tiempo de reaccion se
realizd lavados con acetato de etilo, continuando con una solucién de acido HCI (10 %) y
una solucion de NaHCOs (Saturado). Los crudos de reaccién fueron sometidos a
purificacién en columna cromatografia empleando como fase estacionaria gel de silice y
como fase movil Hex: AcOEt (98:2), obteniendo cristales amorfos de color blanco con un
punto de fusidon de 100-101°C, correspondiente al bencil éter de medicarpina; *H RMN
(400 MHz, CDCl3) 6 3.50 (m, 1H, H-6a), 3.63 (m, 1H, H-6B), 3.76 (s, 3H, OMe), 4.23 (m, 1H,
H-6a), 5.05 (s, 2H, H-1"), 5.51 (d, J = 6.8 Hz, 1H, H-11a), 6.71 (dd, J = 8.1, 3.1 Hz, 1H, H-4),
6.43 (s, 1H, H-10), 6.45 (dd, J = 4.3, 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.55 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d, J
= 8.8 Hz, 1H, H-7), 7.33 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-1), 7.40 (m, 5H, H-3', 4°, 5", 6", 7'). 3C RMN
(101 MHz, CDCI3) & 39.5 (C-6a), 55.4 (MeO), 66.5 (C-1°), 70.0 (C-6), 78.5 (C-11a), 93.8 (C-
10), 104.6 (C-4), 106.3 (C-8), 109.8 (C-2), 112.6 (C-11b), 117.8 (C-6b), 124.7 (C-7), 127.4 (C-
3,7, 127.9 (C-5), 128.5 (C-4', 6"), 131.8 (C-1), 136.6 (C-2"), 148.0 (C-10a), 156.5 (C-9),
160.1 (C-4a), 160.6 (C-3).

Bencil éter de Medicarpina
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9. APENDICE DE ESPECTROS
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A2. Espectro de RMN de 13C de naringenina
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Apéndice B1. Espectro de RMN de *H de la chalcona.
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Apéndice B2. Espectro de RMN de 3C de la chalcona

H-3°

Apendice B3. Espectro COSY de la chalcona.
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Apéndice C1. Espectro de RMN de H del flavanonol.
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Apéndice C2. Espectro de RMN de *3C del flavanonol.
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Apéndice C3. Espectro COSY del flavanonol
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Apendice C4. Espectro de RMN de H del derivado triacetilado del favanonol.
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Apendice C5. Espectro de RMN de 3C del derivado triacetilado del flavanonol.

- OMe -
H-1 H-11a H-6B
H-7
?H H-6a H-6a
T - - T T 73 ° T T - T - - F‘\
7.5 7.0 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

Apéndice D1. Espectro de RMN de *H de la medicarpina.
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Apéndice D3. Espectro de RMN de 3C del derivado butirato de medicarpina
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Apéndice D4. Espectro de RMN de de 'H del derivado 2-etilbutirato de medicarpina
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Apéndice D5. Espectro de RMN de 3C del derivado 2-etilbutirato de medicarpina
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Apéndice D7. Espectro de RMN de 3C del derivado isobutirato de medicarpina
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Apéndice D8. Espectro de RMN de *H del derivado dietilcarbamato de medicarpina
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Apéndice D9. Espectro de RMN de *3C del derivado dietilcarbamato de medicarpina
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Apéndice D10. Espectro de RMN de 'H del derivado metil éter de medicarpina
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Apéndice 11. Espectro de RMN de 3C del derivado metil éter de medicarpina
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Apéndice D12. Espectro de RMN de 'H del derivado etil éter de medicarpina
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Apéndice D13. Espectro de RMN de 3C del derivado etil éter de medicarpina
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Apéndice D15. Espectro de RMN de 3C del derivado bencil éter de medicarpina
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10. APENDICE DE IMAGENES
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Apendice E1. Interraciones de la chalcona obtenidas con Discovery Studio

LEU -

A:459 d
! HIS .
PRO 74 A:lll

A:346 P

Y
SER
o A/ A:113
' ~H

Reee.. gy
GLU
A:460
Interactions
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[T carbon Hydrogen Bond [T Pi-Donor Hydrogen Bond
[] Pi-Akyl

- Unfavorable Donor-Donor

Apendice E2. Interraciones de la naringenina obtenidas con Discovery Studio
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- Conventional Hydrogen Bond
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Apendice E3. Interraciones del flavanonol obtenidas con Discovery Studio
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[] carbon Hydrogen Bond
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14

D Alkyl
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Apendice E4. Interraciones del derivado butirato de medicarpina obtenidas con Discovery

Studio
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Apendice E5. Interraciones del derivado 2-Etilbutirato de medicarpina obtenidas con

Discovery Studio
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[T ] carbon Hydrogen Bond
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Pal H
-
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[] Pi-alkyl

Apendice E6. Interraciones del derivado Isobutirato de medicarpina obtenidas con

Discovery Studio
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Apendice E7. Interraciones del derivado Dietilcarbamato de medicarpina obtenidas con

Discovery Studio
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’m:tera:::}:: Hydrogen Bond [ Alkyl
Pi-Sigma [ Pi-alkyl

Apendice E8. Interraciones del derivado Metil éter de medicarpina obtenidas con
Discovery Studio
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Apendice E9. Interraciones del derivado Etil éter de medicarpina obtenidas con Discovery

Studio
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[] carbon Hydrogen Bond [ Alkyl
[ Pi-Anion [] Pi-Alkyl
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Apendice E10. Interraciones del derivado p-Metoxibenzoato de medicarpina obtenidas
con Discovery Studio

115



THR
A'459 e3P
ALA
A:80 H o 4
__Q\ 4 i
HIS N
Alll P —C{
H
H
/ H
g ~d
0
Agzlfgo A:346
Interactions
|:| Carbon Hydrogen Bond |:| Alkyl
[ Fi-Denor Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

Apendice E11. Interraciones del derivado p-Nitrobenzoato de medicarpina obtenidas con
Discovery Studio

11. APENDICE DE GRAFICAS

Apendice F1. Curva de concentracion de la chalcona, para calcular ClLsg y CLioo de los
porcentajes de inhibicion sobre E. col
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Apendice F2. Curva de concentracion de chalcona, para calcular CLsg y CLioo de los
porcentajes de inhibicion sobre S. aureus.

~J
o

y=71.232x+ 24.036
R%2=0.982 .

B Y B =) ]
o O O

% de Inhibicion
= (=) (V8]
o o o

o

mg/ml

Apendice F3. Curva de concentracion del flavanonol, para calcular CLsp y CL1go de los
porcentajes de inhibicion sobre S. aureus.
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