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1.- RESUMEN.

El cacalol es un compuesto sesquiterpénico, el cual fue aislado de las raices de la planta
Psacalium decompositum, la cual es conocida popularmente con los nombres de matarique,
mataricue, matariqui, o su nombre en tarahumara (maturi pitawi). Es una planta silvestre

originaria de México, habita en clima semiseco entre los 205 y los 1950 msnm.

Se han aislado y caracterizado algunos de los componentes del extracto hexanico de la
raiz, de los mas abundantes es el cacalol, aunque también en el extracto acuoso se ha

encontrado este compuesto.

Se ha documentado que el cacalol tiene efecto hipoglucemiante, antibacteriano,
neuroprotector, pero también se ha visto que tiene efecto antioxidante, por lo que en este
trabajo se llevd a cabo la obtencion del cacalol de las raices, asi como de una semisintesis
para obtener derivados de este con sustituyentes en la posicion 2, y comparar como se

modifica su actividad antioxidante.

Durante el presente trabajo, se utilizé el extracto hexanico de las raices de Psacalium
decompositum, en el cual se corrobor6 la presencia de cacalol por medio de cromatografia
en capa fina.

Para la obtencién de los derivados se llevaron a cabo los siguientes pasos:

1.-Acetilacion del cacalol con la finalidad de proteger al grupo OH, que es el

responsable de la actividad antioxidante.

2.-Produccion del 2-acetilacetato de cacalol con la finalidad de formar un derivado acetilado
en la posicion 2.

3.-Hidrdlisis alcalina para obtener el fenol libre, con lo que se obtiene el 2-acetil cacalol.

4 .- El 2- acetil cacalol se hizo reaccionar en condiciones basicas con la finalidad de proteger
al grupo hidroxilo con un grupo metoxilo que es mas resistente que el grupo acetato a las
posteriores condiciones de reaccion.

5.- Alquilacién del 2-acetil cacalol con n-butil litio, con lo que se formo un alcohol terciario.

6.- Deshidratacién del alcohol con cloruro de tionilo (SO2Cl,) en medio basico, con el fin de

obtener un doble enlace en la cadena lateral.

7.- Hidrogenacion, con la finalidad de saturar el doble enlace de la cadena lateral resultante
de la deshidratacion.




8.- Desmetilacion para obtener el fenol libre, dando asi el derivado de cacalol con la cadena
hidrocarbonada saturada en la posicion 2.

Al cacalol y a los derivados obtenidos se les realizaron pruebas para determinar su
actividad antioxidante, tales como actividad secuestrante sobre radicales DPPH, actividad
secuestrante sobre radicales metilo ({CH3), hidroxilo (OH) y superéxido (O2), y de inhibicion
de peroxidacién de lipidos en homogeneizado de cerebro de rata por el método de las

especies reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS).




2.- ANTECEDENTES.

2.1.- Antioxidantes.

El estudio de los antioxidantes es interesante por al menos las siguientes razones:
Primera, los antioxidantes pueden proteger a los alimentos del dafo oxidativo especialmente
de la peroxidacion lipidica. Por ejemplo, las especias, que son ricas en antioxidantes han
sido usadas durante siglos para retardar el deterioro oxidativo de los alimentos durante el
almacenamiento o el cocimiento (Cardenas y Packer, 2002). También la suplementacion en
la dieta del ganado con vitamina E puede mejorar la calidad de su carne, haciéndola mas
estable a la oxidacion (Reynoso, 1998). El uso de sustancias tales como el butil hidroxianisol
(BHA), butil hidroxitolueno (BHT) y galato de propilo ha sido ampliamente cuestionado en
cuanto a que promueven efectos negativos en la salud (Kulisic et al., 2004). Estudios
toxicolégicos han demostrado que el BHA promueve el desarrollo de células cancerosas en
ratas ( Khaled et al., 2002), y la adicion de BHT en la alimentacion de las ratas puede resultar
en hemorragias fatales (Azizah et al., 1999), y se ha prestado atencion en sustituir este tipo
de antioxidantes sintéticos por otros de origen natural (antioxidantes del romero,
antioxidantes del olivo, tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides, etc.).

Segunda, los antioxidantes ingeridos en la dieta pueden ser absorbidos por el cuerpo
humano y asi ejercer efectos benéficos (Cardenas y Packer, 2002).

Hasta época reciente se ha ingerido una dieta pobre en grasas poliinsaturadas en tanto
qgue se consumia una dieta rica en compuestos fendlicos, por lo que el contenido de radicales
libres de estas dietas es bajo, pero en las ultimas décadas el consumo de grasas
poliinsaturadas ha ido en aumento especialmente los aceites comestibles, principalmente
para prevenir algunas enfermedades cardiovasculares. Los acidos grasos insaturados se
oxidan facilmente in vivo con la consiguiente formacion de radicales libres. Los radicales
libres producidos por oxidacion lipidica lesionan la pared de los vasos sanguineos y provocan
la formacion de placas ateroescleréticas, también pueden convertir a otras sustancia en
carcinogénicos potenciales. Los radicales libres también atacan los &acidos nucleicos
modificando su estructura y cambiando el cddigo genético lo que los hace agentes
mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos, por lo que es importante la adicion de
antioxidantes a la dieta humana para evitar la formacion de radicales libres o para evitar las

reacciones de oxidacion (Shafiur, 2003).
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Tercera, los antioxidantes derivados de los alimentos pueden ejercer efectos benéficos,
sin ser absorbidos en el tracto gastrointestinal. Los fenoles de las frutas, vino, té y vegetales
pueden ejercer un efecto gastroprotector en situaciones de exceso de produccion de
especies reactivas de nitrégeno como el N,Oj3 el cual puede causar deaminacion de bases de
DNA especialmente guanina (Cardenas y Packer, 2002).

Cuarta, también son de considerable interés, los extractos de plantas con uso
terapéutico. Por ejemplo, un extracto de Ginkgo biloba que ha sido usado por siglos en
medicina tradicional, tiene propiedades antioxidantes in vitro, aparentemente por los
flavonoides que contiene los cuales incluyen a la quercetina, rutina, kaemferol y mirecitina
(Cardenas y Packer, 2002).

2.1.1.- Definiciéon de antioxidante

Un antioxidante es una sustancia que cuando esta presente a bajas concentraciones
comparada con otra de un sustrato oxidable, retrasa o previene significativamente la
oxidacion de ese sustrato. El término sustrato oxidable abarca casi todos los componentes
(excepto el agua) en alimentos asi como en tejidos vivos e incluye a los lipidos, proteinas,
algunas vitaminas, carbohidratos y DNA (Cardenas y Packer, 2002).

El uso de antioxidantes es uno de los métodos mas comunes para controlar la oxidacion

de los lipidos.

2.1.2.- Mecanismo de accion de los antioxidantes.

En general existen dos mecanismos fundamentales que se utilizan para evitar el
deterioro oxidativo de los lipidos: los donadores de electrones y los secuestradores o
quelantes (Santamaria, 2002).

El mecanismo de accion de los antioxidantes fendlicos consiste en inhibir la formacion
de radicales libres durante la etapa de iniciacion o interrumpiendo la propagacion de la
cadena de radicales libres. El radical libre resultante no debe iniciar por si mismo la
formacion de nuevos radicales libres o ser sujeto de una rapida oxidacién por una reaccién
en cadena. Los antioxidantes fendlicos son excelentes donadores de electrones o de
hidrégeno y sus radicales intermedios son relativamente estables debido a la deslocalizacion
por resonancia y a la falta de posiciones adecuadas para ser atacadas por el oxigeno

molecular (Fennema, 1993).
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En el caso del mecanismo de accion de los secuestradores o quelantes, cabe mencionar
que las sustancias quelantes no son antioxidantes en el sentido de que impidan la oxidacion
por que actuen de consumidores de oxigeno, sino que se comportan como valiosos
antioxidantes sinergistas por que eliminan los iones metalicos que catalizan el proceso de
oxidacion formando complejos y alterando sus propiedades y efectos. Los acidos citrico y
fosforico, los polifosfatos y el acido ascorbico son ejemplos de agentes complejantes de
metales (Santamaria, 2002).

Mecanismo de accion de los antioxidantes fendlicos

OH Re Oe° RH
R1 R2 Ri R2 I
. + (0]
+ 0 —
R-O-O-H
R-O-0O°
R3 R3
Oe O O
Ri R2 Ri R2 Ri R2
-~ I —— - » etc.
Rs R3 R3

2.1.3.- Clasificacion de los antioxidantes.

Dependiendo del mecanismo de accidon y del origen de los antioxidantes estos se

clasifican en tres grupos: sintéticos, sinergistas y naturales (Santamaria, 2002).

2.1.3.1.- Sintéticos.

Muchos compuestos sintéticos son activos como antioxidantes, pero solo muy pocos se
utilizan debido a las rigurosas normas sobre su seguridad. La mayoria son derivados
fendlicos usualmente sustituidos por mas de un grupo hidroxilo o metoxilo. Los antioxidantes
fendlicos sintéticos son en su mayoria p-sustituidos, en tanto que los compuestos fendlicos
naturales son en su mayoria o-sustituidos. Los compuestos sustituidos en meta son inactivos
(Shafiur, 2003).
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Los antioxidantes fendlicos sintéticos, tienen siempre sustituyentes alquilo para mejorar
su solubilidad en grasas y aceites, y también para reducir su toxicidad (Omura, 1993).

Dentro de los antioxidantes sintéticos mas utilizados en la industria alimentaria se
encuentran el butilhidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroxiquinona
(TBHQ) y el galato de propilo (GP).

La concentracion total de estos antioxidantes, bien individualmente o en combinacion, no
debe exceder el 0.02% del peso basado en la grasa contenida en el alimento. Otra
caracteristica de estos antioxidantes es que deben ser inocuos para el consumidor
(Fennema, 1993).

A continuacion se muestran ejemplos de antioxidantes sintéticos.

OH OCHs OCHs OH
R R R
+
CHs OH OH OH
BHT BHA TBHQ
|CH3
R= H(lj— CH:
CH:s

CO-0O-CH2-CH2-CHs3

HO OH

OH
Galato de Propilo
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2.1.3.2.- Sinergistas.

El sinergismo se produce cuando una mezcla de antioxidantes tiene una actividad mas
pronunciada que la suma de las actividades de los antioxidantes individuales utilizados
separadamente. Se conocen dos tipos de sinergismo, uno que implica la accion de aceptores
de radicales libres mezclados y otro que implica la accibn combinada de un aceptor de
radical libre y un quelante de metales. Como ejemplo de sinergistas se tienen al acido citrico
y sus ésteres isopropilicos, al acido tartarico y a las lecitinas (Flores, 2003).

A continuacion se muestran ejemplos de agentes sinergistas.

COOH
I COOH
CH>
| H— G—OH
HO— C— CcOOH

HO— C—H

CH2
COOH
COOH
Acido citrico Acido tartérico
ﬁ) CH.20—/ C—R
R—C—o0—C—pq |
| +

CH20——P—— O0— CH:CH:N(CH3 )s

o O-

Lecitina

2.1.3.3.- Naturales.

Casi todas las plantas, microorganismos, hongos e inclusive los tejidos animales
contienen antioxidantes de diversos tipos, los cuales por razones diversas (disponibilidad,
seguridad del alimento y econdémica) pueden utilizarse como fuentes de antioxidantes
solamente en ciertos casos (Shafiur, 2003).

Las plantas es donde se han encontrado la mayoria de antioxidantes de origen natural.
(Madhavi, 1996). Ellas absorben la radiacion solar, y producen altos niveles de oxigeno como
metabolito secundario de la fotosintesis. El oxigeno es facilmente activado por la radiacion
ultravioleta proveniente de los rayos solares para producir especies reactivas de oxigeno

(EROS), las cuales son toxicas para las plantas. Estas especies reactivas de oxigeno, son

14



mas reactivas que el oxigeno en su estado basal de triplete, entre estas se hayan las
especies de oxigeno que se encuentran parcialmente reducidas, esto es, el superdxido (Oy),
el peréxido de hidrogeno (H20) y el radical hidroxilo (OH") (Hansberg, 2002).

Las plantas producen varios compuestos antioxidantes para contrarrestar los efectos de
las EROS (Mohd, et al., 2002).

Los antioxidantes naturales son importantes no solo por su efecto protector contra la
oxidacion de los lipidos en los alimentos, sino también por que ayudan al mecanismo de
defensa de la células vivas contra el dafno oxidativo (Mohd, et al., 2002) . El efecto protector
de los antioxidantes naturales se debe a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura
quimica (Kulisic, et al., 2004)

En el caso de la industria alimentaria, en afos recientes se ha incrementado el
conocimiento y la promocion para el uso de los antioxidantes de origen natural sobre los
antioxidantes sintéticos tales como el BHA y el BHT (Madhavi, 1996). Sin embargo el uso de
los antioxidantes naturales esta limitado debido a que mucha veces no existe la informacion
acerca de su composiciéon molecular, de los compuestos activos presentes en los extractos
crudos y a la falta de datos toxicolégicos (Amarowicz et al., 2004).

Los laboratorios de investigacién y desarrollo han mostrado gran interés en explorar
nuevos antioxidantes naturales, en especial por que les trae beneficios el hecho de que estos
antioxidantes estén sometidos a menos regulaciones legales (Shafiur, 2003).

Debido a la gran cantidad de antioxidantes de origen natural, solo se mencionan en este
trabajo algunos de los mas significativos, siendo algunos de ellos: los tocoferoles (vitamina
E), carotenos, ascorbatos (vitamina C), acidos cinamicos, flavonoides y otros antioxidantes
presentes en la especias, frutas y semillas oleaginosas.

Tocoferoles (Vitamina E).

Los tocoferoles son los antioxidantes mas comunes, ya que estan presentes al menos en
trazas, en casi todos los alimentos, siendo la principal fuente los aceites de origen vegetal.
Son derivados del cromano, con una cadena diterpénica (fitol); el sitio activo es el grupo
fendlico (Shafiur, 2003). El tocoferol tiene tres carbonos asimétricos por lo que tiene ocho

estereoisdmeros, siendo el mas activo de ellos el d-a-tocoferol (Hansberg, 2002).
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A continuacion se muestra la estructura de algunos tocoferoles.

Ri
H CHs
R4 H
R» O CH3
Rs
R’ R? R3
CHs; CHs; CHs; a-tocoferol
CH3 H CH3 B-tocoferol
H CH3 CH3 y-tocoferol
H H CHs; O-tocoferol

El a-tocoferol neutraliza el oxigeno singulete, captura radicales hidroxilo, neutraliza
perdxidos y captura anidén superoxido (Rodriguez y Menéndez, 2001).

La vitamina E es considerada por algunos autores como la primera linea de defensa
contra la peroxidacioén de lipidos en el cuerpo, protegiendo las membranas de la células en
una etapa temprana del ataque por radicales libres (Cardenas y Packer, 2002).

Los tocoferoles que se afiaden a los productos alimenticios pueden ser sintéticos o
concentrados naturales, obtenidos de los lodos de desodorizacién del refinado de aceites, o
de los gérmenes de trigo y maiz o de otras fuentes, inclusive por sintesis. Los tocoferoles
naturales tienen actividad optica en tanto que los sintéticos no.

En los alimentos, los tocoferoles actian como antioxidantes relativamente débiles
(Shafiur, 2003).

Son los mas efectivos antioxidantes liposolubles presentes en la naturaleza, protegen a
los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares. Estan implicados en la

proteccion contra enfermedades en las que estan implicados los radicales libres tales como
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cancer, ateroesclerosis, cataratas, enfermedades pulmonares y proceso de envejecimiento
(Cardenas y Packer, 2002).

En la industria alimentaria se usan como antioxidantes en grasas animales, grasas
vegetales, pollo, puré de papas, deshidratados, etc. (Reynoso, 1998).

El tocoferol al igual que el ascorbato, puede reducir el Fe3* y el Ccu?' por lo que pude ser
prooxidante en presencia de estos metales de transicion (Hansberg, 2002).

Se almacena protegiéndolo de la luz, el calor y se le inyecta gas inerte (Reynoso, 1998).

El acetato de tocoferol se utiliza en vez del tocoferol libre por que es mas resistente a la
oxidacion durante el almacenamiento.

En la semillas oleaginosas, cereales y otros productos vegetales, los tocoferoles estan
acompanados por dehidrotocoferoles, tocodienoles y tocotrienoles que tienes 1, 2 y 3 dobles

enlaces en la cadena lateral, respectivamente (Shafiur, 2003).

Acido ascérbico (Vitamina C).

El acido L-ascorbico es una lactona provista de un grupo enodiol (éster ciclico de un
acido hidroxicarboxilico) (Wong, 1989).

Se encuentra ampliamente distribuido en frutas y vegetales, es muy soluble en agua. El
ser humano lo obtiene de la dieta y se encuentra ampliamente distribuido en todos los
tejidos, especialmente en el ojo y en el pulmén. Se utiliza para desechar el H,O, por la
peroxidasa de ascorbato, reacciona con el superéxido, los radicales peroxilo (Hansberg,
2002), y regenera la forma oxidada de la vitamina E (Rodriguez y Menéndez, 2001). El acido
ascorbico es un excelente antioxidante siempre y cuando no este en presencia de fierro o de
cobre, pues en esas condiciones se genera el ‘'OH (Hansberg, 2002).

Intracelularmente, la vitamina C puede actuar como antioxidante previniendo la oxidacién
de las proteinas intracelulares. Puede proteger a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de
la oxidacion (Cardenas y Packer, 2002) con lo que actua contra enfermedades
cardiovasculares, ademas actua contra el cancer, cataratas, envejecimiento, entre otras Se
almacena protegiéndolo de la luz y el aire (Reynoso, 1998).

En la industria alimentaria el acido ascérbico se utiliza en el curado de carne de res,
puerco y salsas; en aceites de pescado y soya es inhibida la autooxidacion a una
concentracion de 0.2% de acido ascorbico (Reynoso, 1998).
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A continuacion se muestra la estructura del acido ascoérbico.

P 0]
H
H OH

Acido L-ascorbico

Carotenoides.

Los carotenoides son una clase de compuestos relacionados estructuralmente entre si,
se encuentran en plantas, algas y diversos organismos (Cardenas y Packer, 2002). Se trata
de un grupo de 500-600 pigmentos en donde el mas representativo es el 3-caroteno, el cual
tiene actividad predominante de provitamina A (formando dos moléculas de retinol) (Sies y
Stahi, 1995). Estos compuestos contienen un sistema de dobles ligaduras conjugadas que
son las responsables de algunos de los colores encontrados en ellos como el anaranjado y el
amarillo, les dan ademas la propiedad de ser excelentes desactivadores del oxigeno
singulete y de radical peroxilo (Cardenas y Packer, 2002 y Hansberg, 2002).

Los carotenoides pueden actuar inhibiendo las reacciones en cadena de radicales en
solucion, membranas y organelos celulares, también son componentes importantes del
sistema de defensa del plasma contra el dafo oxidativo, especialmente contra la
modificacion por dafio oxidativo de las lipoproteinas de baja densidad.

La mayor fuente de carotenoides en la dieta del humano son las frutas y los vegetales,
encontrandose a-caroteno, B-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina y B-criptoxantina.

Los carotenoides estan implicados en la prevencion de la ateroesclerosis (Cardenas y
Packer, 2002).
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A continuacion se presentan ejemplos de algunos carotenoides:

G U e W G Y N

—caroteno
OH
G e e G\ Ve U N
H
Zeaxantina
OH
G U e U G Y U N
H

Luteina

Acidos cinamicos.

Los acidos hidroxicinamicos son compuestos fendlicos derivados de la fenilalanina y
juegan un papel central en el metabolismo fendlico de las plantas, contribuyen también a la
estructura de las plantas como componentes de la pared celular y son precursores de los
flavonoides. Usualmente estos acidos fendlicos estan presentes como esteres, o combinados
con azucares, acidos organicos y lipidos. Debido a su amplia distribucion, los acidos
fendlicos son parte integral de la dieta humana; se encuentran en frutas, vegetales, flores,
semillas y productos derivados de las plantas tales como vino, té, café y aceite de oliva. El
acido cafeico, clorogenico y p-cumarico estan entre los acidos fendlicos mas ampliamente
distribuidos en la naturaleza.

Los hidroxicinamatos estan presentes en la naturaleza en su configuracion mas estable
(trans), pero se isomerizan a la configuracion cis por exposicion a la luz ultravioleta. Diversos

estudios han demostrado la capacidad antioxidante de estos compuestos, contra la oxidacion
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de las LDL, el acido cafeico tiene gran poder de inhibir la peroxidacion de lipidos in vitro en
homogeneizado de cerebro de rata; el acido clorogenico inhibe la peroxidacion lipidica
inducida con fierro en microsomas de bovino y el acido cafeico inhibe eficientemente la
oxidacion de LDL catalizada con Cu®".

El proceso por el cual actuan para ejercer su actividad antioxidante, puede ocurrir en
varios niveles; ya sea previniendo inicialmente los procesos de oxidacion secuestrando
radicales ‘OH, a través de reacciones que incluyen la transferencia de electrones y
posiblemente por quelacién de metales de transicion; sea inhibiendo el progreso de las
reacciones en cadena estabilizando el radical peroxilo en la forma de peréxido a través de la
donacion de atomos de hidrégeno, o por regeneracion del a-tocoferol por reduccion del
radical a-tocoferoxilo (Cardenas y Packer, 2002).

Enseguida se representan las estructuras de algunos acidos cinamicos.

OH OH
OH
N N N
OH O OH OH
Acido cindmico Acido p-cumarico Acido cafeico
OH
HO /

HO -
0 COOH

Acido clorogenico
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Flavonoides.

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, frutas, té negro, el
café, la cocoa, la cerveza y el vino tinto, y que protegen al organismo del dafio producido por
agentes oxidantes como los rayos ultravioletas, la contaminacién ambiental, sustancias
quimicas presentes en los alimentos, etc. (Martinez y Gonzalez, 2002).

Existen trece subclases de flavonoides con un total de mas de 5000 compuestos, todos
presentando un esqueleto hidrocarbonado del tipo C6-C3-C6 (difenil-propano) derivado del
acido shiquimico y de tres restos de acetato (Pérez, 2003).

Los flavonoles son los flavonoides mas ampliamente distribuidos en la naturaleza y los
principales son quercetina, kaemferol y mirecitina. La quercetina es el principal constituyente
fendlico de las plantas, y cuantitativamente el mas importante flavonoide de la dieta
(Cardenas y Packer, 2002).

Los flavonoides poseen actividades antiinflamatorias, antitrombodticas, antimicrobianas,
antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas, inhibidoras de enzimas y antioxidantes, siendo
esta ultima la que ha despertado mayor interés, ya que se han realizado numerosos estudios
principalmente de corte clinico y nutricional para tratar de aclarar dicha actividad.

El efecto antioxidante de los flavonoides es debido principalmente a sus propiedades
quelantes de metales de transicion y sus capacidad secuestradora de radicales libres ‘OH y
O, pueden aumentar la disponibilidad de antioxidantes endoégenos, asi como la actividad de
enzimas antioxidantes, al mismo tiempo son capaces de inhibir enzimas involucradas en la
generacion de EROS. (Perez, 2003).

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides son:

- Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor estabilidad a la
forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones.

- Doble ligadura, en conjuncién con la funcién 4-oxo del anillo C.

- Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A 'y C necesarios para ejercer el maximo
potencial antioxidante.

Siguiendo estos criterios, la quercetina es el que mejor reune los requisitos para ejercer

una efectiva funcién antioxidante.
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Se representan a continuacion las estructuras de los flavonoides quercetina, kaemferol y

mirecitina.

Estructura basica de los
flavonoides y sistema de

numeracion.
OH
oH OH
HO 9] O/
H @) |
| oH
OH
OH O OH O
Quercetina Kaemferol
OH
OH
HO o
| OH
OH
OH O
Mirecitina

Antioxidantes de hierbas aromaticas y especias.

Las hierbas aromaticas son principalmente hojas o tallos de diversas plantas utilizados
para la preparacion de infusiones, extractos o sopas. Muchas especias de este grupo de
productos alimenticios son activas, debido principalmente a su contenido de compuestos
fendlicos. Los representantes mas importantes de este tipo de sustancias son las hojas de té
(Camelia sinensis), tanto verde como fermentado. El té verde contiene una alto porcentaje

(alrededor del 20%) de catequinas y compuestos emparentados. Por tanto, los extractos de
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té verde son muy activos, en tanto que los extractos de las hojas de té verde fermentado son
menos activos, por que durante la fermentacion del té, las catequinas se oxidan parcialmente
a sus respectivas quinonas, que se dimerizan a pigmentos del té.

Las especias han sido utilizadas por mucho tiempo para ayudar a preservar alimentos,
pero también se usan para condimentar comidas y productos horneados; muchos de los
ingredientes derivados de las especias son potentes antioxidantes ya que inhiben la
peroxidacién de lipidos, lo que explica su uso para la preservacion de alimentos. Estos
derivados son de gran interés por que pueden ayudar a proteger al cuerpo humano contra
el dafio de las EROS.

Algunos de los compuestos de las especias que tienen actividad antioxidante son: acido
carnosico y carnosol (Salvia officinalis), acido rosmarinico (Rosmarinus officinalis), timol
(Thymus vulgaris), eugenol (Eugenia caryophyllata), gingerol y zingerona (Zingiber
officinalis), curcumina (Curcuma longa), capsaicina (Chile).

Antioxidantes de las semillas oleaginosas.

Diversas semillas oleaginosas importantes son fuente de antioxidantes distintos de los
tocoferoles. De los mejores inhibidores de la oxidacién conocidos son los que estan
presentes en la olivas, que son el fruto de la (Olea europea), el aceite virgen de oliva
contiene diversos antioxidantes derivados del hidroxitirosol, un derivado de la tirosina.

Las semillas de sésamo (Sesamum indicum), contienen sesamol el cual posee actividad
antioxidante; las semillas de girasol poseen &cido clorogénico y derivados fendlicos
emparentados; los cacahuates (Arachis hypogaea L.) contienen flavonoides, taninos y
diversos compuestos fendlicos; las semillas de algoddon (Gossypium hirsutum) contiene
gosipol, un compuesto con actividad antioxidantes pero que es toxico; las semillas de colza
(Brassica napus) y su pariente la semillas del nabo (Brassica rapa) contienen compuestos
fendlicos como el acido sinapico.

La lista de antioxidantes de origen natural es larga, sin embargo no todos los
compuestos que presentan actividad antioxidante son seguros para su consumo, tal es el
caso del acido nordihidroguaiarético (NDGA), extraido del arbusto de la creosota, el cual se
uso originalmente en la estabilizacién de alimentos, especialmente grasas comestibles, pero
en la actualidad no esta permitido puesto que no ha pasado los ensayos de seguridad

realizados mas recientemente (Shafiur, 2003)
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Cacalol.

El cacalol (5,6,7,8-tetrahidro-3,4,5-trimetilnafto(2,3-b)furan-9-ol) fue aislado en 1964 por
Romo y col.(Tafoya, 1984). Es un compuesto sesquiterpénico, que se encuentra en las
raices de la planta Psacalium decompositum (Jiménez et el., 1992), la cual es conocida
popularmente con los nombres de matarique, mataricue, matariqui o por su nombre en
tarahumara (maturi pitawi). Es una planta silvestre originaria de México, habita en clima
semiseco entre los 205 y los 1950 msnm (Argueta y Zolla, 1993).

Las raices de matarique se usan en medicina tradicional como remedio para el
reumatismo, colicos, resfriados, dolor de espalda, neuralgias, Ulceras, ictericia y como
diurético. (Argueta y Zolla, 1993 y Tafoya, 1984).

Se han aislado y caracterizado algunos de los componentes del extracto hexanico de la
raiz, de los mas abundantes es el cacalol (Jiménez et al.,, 1992), aunque también en el
extracto acuoso se ha encontrado este compuesto (Alarcon et al., 1997).

El papel bioldgico del cacalol en la plantas no es conocido, pero probablemente actua
como un agente aleloquimico (metabolito secundario sintetizado por la planta en forma
natural como respuesta al ataque de depredadores tales como hongos, bacterias e insectos,
a las condiciones ambientales, asi como para tratar de mantener libre de otras plantas su
medio vital) (Tafoya, 1984).

Se ha documentado que el cacalol tiene efecto hipoglucemiante, antibacteriano pero
también se ha visto que tiene efecto antioxidante, aunque no se sabe de que forma actua,
sobre que radicales y si tiene una alta o una baja actividad.

Por otro lado el cacalol se autooxida facilmente en presencia de la luz 'y del oxigeno aun
estando a temperatura ambiente, por lo que se debe mantener en refrigeracion, protegido de
la luz y bajo una atmdsfera de nitrégeno hasta su utilizacion.

Se presenta a continuacion la estructura del cacalol.

OH

O

Cacalol
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2.1.4.- Actividad antioxidante.

Existen diversos métodos para determinar la actividad antioxidante de un compuesto o
un extracto, estos métodos difieren en la cualidad que miden, ya que puede ser la capacidad
de secuestrar radicales libres, la capacidad de quelar metales, etc.

Los ensayos de actividad antioxidante son usados para darse una idea de la relativa
actividad antioxidante en diferentes fluidos corporales, alimentos y bebidas y como cambian
ellos por ejemplo, en la enfermedad o después del procesamiento de alimentos o en su
almacenamiento (Cardenas y Packer, 2002).

Dentro de estos métodos se encuentran los que en este trabajo se estudiaron, los cuales
son el método del radical DPPH, el método de resonancia paramagnética del electrén (RPE)
para medir la capacidad de secuestrar radicales ‘OH, CH; y O, y el método de especies

reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS) para medir inhibicién de la peroxidacion lipidica.

2.1.4.1.- Método del radical DPPH (1,1-difenil,2-picrilhidrazil).

Este método se basa en la reduccion de una solucion alcoholica de radical DPPH en la
presencia de un antioxidante donador de hidrégeno (Kulisic, 2004), es decir mide la actividad
secuestrante del compuesto para reducir al radical mediante la donacion de iones de H, esta
medida puede realizarse por dos métodos diferentes, siguiendo espectrofotométricamente la
decoloracion que sufre el reactivo (DPPH) del purpura al amarillo a 520 nm, (esta
decoloracion se manifiesta en la disminucion de la absorbancia contra el tiempo en la
reaccion) (Flores, 2003); o por la técnica de RPE. En el caso de RPE después de la adicion
de una muestra antioxidante a la solucion metanodlica de DPPH, la disminucion de la
concentracion de radical es monitoreada en el espectrometro de RPM al final de la reaccién
entre el radical libre y el antioxidante; lo que se determina es la concentracion de DPPH
remanente por doble integral de la sefial y se compara contra un blanco.

Los radicales formados por el antioxidante son raramente vistos en el espectro de RPE
(Ancerewics et el., 1998).

Los resultados pueden ser dados como % de actividad secuestrante, % de reduccién del
DPPH 6 % de inhibicién de DPPH. Otro parametro introducido para la interpretacién de los
resultados por el método de DPPH, es la ICsg, la cual esta definida como la concentracién de
sustrato que causa el 50% de pérdida de actividad del radical DPPH (Molineux, 2004).

Este método solo reconoce actividad secuestrante de radicales libres y no actividad

prooxidante (Amarowicz, 2004); es rapido y de mucha ayuda en la investigacién de nuevos
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antioxidantes, mide la actividad secuestrante de radicales libres de compuestos sintéticos
puros, compuestos naturales aislados, extractos crudos de plantas y alimentos (Cavin y
Hostettmann 1998 y Amarowicz, 2004). Con este método se intenta tener una idea de la
capacidad de inactivar radicales libres en un sistema oxidante como en el que se lleva a cabo
en la oxidacion de lipidos.

El radical DPPH es estable en virtud de la deslocalizacion de su electrén desapareado
sobre la molécula, la estequiometria esta dada por las moléculas de DPPH reducidas por
moléculas reductoras (antioxidantes) (Molineux, 2004).

Otros radicales estables son usados para la caracterizacion de antioxidantes, por
ejemplo, el ABTS" (2,2-azino-bis(etilbenzotiazoline)-6 sulfonato) y el radical galvinoxil
(Cardenas y Packer, 2002).

El mecanismo de reaccién del radical DPPH es el siguiente:

C6H5\ /C6H5 C()HS\ /C6H5
| |
—H
(@) NO
02 N02 . ROH = 2 L R-O®
N02 N02
DPPH (radical) DPPH (reducido)

2.1.4.2.- Método de Resonancia Paramagnética del Electrén (RPE).

Este método puede ser aplicado al estudio de deteccién de radicales libres ya que
detecta la presencia de electrones desapareados, es un método muy sensible ya que detecta
concentracién de radicales a concentraciones menores a 10° M o menores (Okezie, 1991).
Este método de deteccidn de especies reactivas por atrapador de espin (AE), involucra el
atrapar radicales libres de vida media corta por el uso de un compuesto diamagnético via
adicion del radical libre a un doble enlace del AE para producir un producto radical mas
estable, ya que un radical muy reactivo dificulta observar se espectro de RPE (Cardenas y
Packer, 2002). Los aductos de espin son paramagnéticos y tienen un espectro de RPM con

constantes de acoplamiento hiperfino y valores de g caracteristicos del tipo de radical
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atrapado. El atrapador de espin DMPO (5,5-dimetilpirroline-N-6xido) secuestra especies de
radicales libres via adicion al carbono localizado en la posicion alfa al nitrogeno (Yoshimura
et el., 1999).

Para determinar la actividad antioxidante sobre radicales centrados en carbono y
oxigeno estos se generan inmediatamente antes de la medicion por la mezcla de DMSO,
NaOH, Y H,O; la que genera radicales ‘'OH, CHs y Oy, la formacion de estos radicales se
hace evidente por la adicion de un AE.

El mecanismo del radical y el AE es el siguiente:

+
H, N/ H X H;C N H
0

DMPO (diamagnético) DMPO-X (paramagnético)

X =-CHs;, ‘OH, - OOH

2.1.4.3.- Método de las especies reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS).

El método de TBARS es un método espectrofotométrico que es usado para la
determinacion de la concentracion de productos de peroxidacion lipidica entre los que se
encuentran el malondialdehido (MDA), hidroperoxidos y aldehidos conjugados; dicha
concentracion se determina por la reaccién de estos productos con acido tiobarbiturico
(TBA) (Dotan et al., 2004 y Kusilic, 2004).

Esta reaccion da un complejo colorido y por espectrofotometria UV visible se confirma
Su presencia a una absorbancia de 532-535 nm (Fernandez y Pérez, 1997).

El MDA es creado durante el ensayo por descomposicion de peréxidos lipidicos durante el
calentamiento a bajo pH (Cardenas y Packer, 2002).

El MDA reacciona en una proporcion molar 1:2 con TBA para dar el complejo colorido,
esta reaccion ocurre por ataque de la forma monoendlica del MDA sobre los grupos metileno
activos del TBA (Wheatley, 2000).

Se extrapolan los valores de absorbancia del complejo en una curva estandar de
MDA para obtener la concentracion. En la realizacion de la curva se usa como precursor
tetrametoxipropano (TMP), el cual se hidroliza en medio acido para dar MDA en una reaccién

equimolar (Fernandez, 1997).
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Este método ha sido de los mas ampliamente usados para medir la peroxidacion de

acidos grasos en membranas y alimentos (Cusilik, 2004).

A continuacion se muestra el mecanismo de peroxidacion lipidica en el ensayo y la

reaccion del MDA con el TBA.

‘OH, - OOR, - OR, etc.

especie reactiva

+
(RH) — — — —
l o
Re —~ — —
|-
i
O
ROO- SN — —
radical peroxilo
RH radical peroxilo
IO—H
NN —_—— COOH /\/\/\/\/(CE G N —""COO0H
hidroperoéxido de lipido cicloperéxido

F62+ |

/\/\/\/\/ﬁ/WOOH

|

’\J/\/\/\/COOH
o SN
e

ciclo endoperoxido

radical alcoxilo Fo3+
+ Fe** + OH- 0,
hidrélisis
?. m + otros productos
NS —_— OOH 0 O
radical peroxilo MDA

+ FeZ* + HY
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OH OH OH
N NN\ A
m . jj\ NJI\/\ JN\
0O O HS N OH N/ OH H \N SH

MDA TBA COMPLEJO COLORIDO

Las pruebas para determinar actividad antioxidante antes mencionadas, son las que se

realizaron con los compuestos obtenidos en este trabajo.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En los ultimos afios se han incrementado, tanto la importancia como el interés en el
estudio de los antioxidantes de origen natural, debido a que algunos de ellos protegen del
dafo oxidativo a los lipidos en un sistema alimentario; este dano modifica tanto el sabor asi
como algunas veces la estructura del producto. También, estos antioxidantes pueden actuar
como mecanismo de defensa de las células contra el dafio oxidativo en los lipidos de los
organismos Vivos.

Este interés ha ido en aumento debido al hecho de que se ha cuestionado el uso de
antioxidantes  sintéticos (butilhidroxitolueno BHT, terbutilhidroquinona  TBHQ,
butilhidroxianisol BHA) en alimentos debido a que promueven efectos negativos en la salud.
En cuanto a organismos vivos se refiere, el dafio causado por la peroxidacion de lipidos se
asocia a un amplio rango de enfermedades degenerativas tales como diabetes, cancer,
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, y, la ingesta de antioxidantes en la
dieta puede ayudar a prevenir estas enfermedades, asi como su adicion en un sistema
alimentario podria prevenir del dafio producido por los productos de degradacién de la
peroxidacion lipidica.

En este trabajo se estudia al cacalol, que es un compuesto que se encuentra en las
raices de Psacalium decompositum, y al cual se le han encontrado propiedades
hipoglucemiantes, antimicrobianas, neuroprotectoras y también actividad antioxidante.

Sin embargo el propésito es llevar a cabo una semisintesis para obtener derivados del
cacalol con sustituyentes en la posicion 2, y comparar como se modifica su actividad
antioxidante y si aumenta su estabilidad a la autooxidacion, ya que bajo condiciones
ambientales el cacalol se autooxida facilmente.

Dependiendo de los resultados obtenidos, en futuros trabajos se realizarian los ensayos
de pruebas biolégicas para analizar si otras propiedades no se ven afectadas, asi como

también realizar los estudios de toxicidad que sean necesarios.
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4.- HIPOTESIS.

- Los derivados con sustituyentes en la posicion o en el carbono 2 del cacalol, le daran

mayor estabilidad o retardaran su autooxidacion, manteniendo su actividad antioxidante.

5.- OBJETIVOS

5.1.- Generales.

- Obtener derivados con sustituyentes en la posicion 2 del cacalol.

- Determinar y comparar la actividad antioxidante del cacalol y sus derivados.

5.2.- Particulares.

- Obtener el cacalol a partir de la raices de Psacalium decompositum.

- Llevar a cabo la proteccién del grupo fendlico del cacalol.

- Obtener derivados del cacalol, por medio de una reaccion de acilacién y una de
alquilacion en la posicion 2.

- Determinar la estructura de los compuestos obtenidos en cada reaccién por medio de
RMN, IR y/o EM.
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6.- MATERIAL Y METODOS.

6.1.- Material y reactivos.

- Las raices de Psacalium decompositum fueron compradas en el mercado de Sonora
de la Ciudad de México.

- K2COs3, Ac,0; (anhidrido acético), H3PO4 (99%), KOH, piridina (reactivos de Bayer).

- THF, BBr3, n-BuLi 2.25 M, CHsl, (CH3),SO4 (reactivos de Sigma-Aldrich).

- SOCI; (reactivo de Merck).

6.2.- Equipo utilizado.

Para el aislamiento y caracterizacién de los productos obtenidos en este trabajo se
utilizaron la cromatografia en capa fina (CCF), en placas de gel de silice 60 G UV 254 20 x 20
cm y 0.25 mm de espesor; la cromatografia en placa preparativa (CPP) en cromatoplacas
ALUGRAM SIL 100 G/UV 254 y 200 G/UV3250 de 20 x 20 cm; y la cromatografia en columna
(C.C) utilizando columnas de diferentes longitudes y diametros y gel de silice (SiO;) 230/400
y 70/230.

Los disolventes fueron destilados en un rotavapor BUCHI R-114 y bafio de agua BUCHI
B-480.

El monitoreo de las placas cromatograficas se llevo a cabo mediante la exposicién a luz
UV con dos longitudes de onda (254 nm y 365 nm) y posterior revelado por aspersion de la

placas con una solucion de sulfato cérico al 1% en acido sulfurico 2 N.

Los puntos de fusion se llevaron a cabo en un aparato de punto de fusion Fisher-Johns
serie No. 591.

Los datos espectroscopicos de RMN- 'H y RMN- C se obtuvieron en equipos Varian-
Unity 300 Mhz, Varian-Gemini 200 Mhz, utilizando en cada caso disolventes deuterados y

tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.
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Los espectros de IR se obtuvieron en los equipos Perkin-Elmer 337 y Broker Tensor 37.

Los espectros de masas por la técnica de impacto electronico se obtuvieron en el
espectrofotometro JEOL JMS-AX5505HA (70 eV).

Las mediciones por RPE se llevaron a cabo en un espectrofotometro Jeol JES-TE300
en banda X, y 100 Khz de frecuencia de modulacion, con una actividad TEg+4 (cilindrica). La
adquisicién, medicion de las constantes y calculo de la concentracién se realizé con el

programa ESPIRIT 382 series V1.916, conectado en linea con el espectrofotémetro.
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6.3.- Diagrama de la obtencién del cacalol y del acetato de cacalol.
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6.4.- Diagrama general de sintesis de los derivados del cacalol.
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6.5.- PARTE EXPERIMENTAL.

6.5.1.- Obtencion de los extractos.
Las raices de Psacalium decompositum se compraron en el mercado de Sonora de la

Ciudad de México.

Se identificaron por comparaciéon con un ejemplar del herbario del IMSS, asi como por
comparacion por CCF.

Las raices fueron secadas al aire, después se limpiaron de materias extrafias y se
trituraron en trozos de aproximadamente 1 cm, quedando aproximadamente 960 g de raices
limpias y trituradas.

Los extractos hexanico y metandlico se obtuvieron por maceracién en un matraz de
fondo plano a temperatura ambiente.

Primero se pusieron las raices en contacto con hexano por una semana, después se
filtr6 la solucion y se destild el hexano a presién reducida en un rotavapor. El extracto
hexanico era un aceite café rojizo de olor caracteristico cuyo peso fue de 31.7 g.

El extracto metandlico se obtuvo siguiendo el mismo proceso, su apariencia también era
de un aceite café rojizo con olor caracteristico y su peso fue de 108.3 g.

Por comparacion en CCF usando una mezcla eluyente de hexano-acetato de etilo (8:2) y
CeSO,4 como revelador, se corrobord la presencia de cacalol en los dos extractos.

Los resultados se expresan a partir de que se trabajo con el extracto hexanico para la
obtencion del cacalol y sus derivados, ya que en este extracto es donde se encuentra mayor

cantidad de cacalol.

6.5.2.- Obtencion de los compuestos

6.5.2.1.- Obtencion del cacalol".
Se obtuvo de acuerdo al método usado por (Soto, 2002). Se tomaron 4 g del extracto

hexanico y se fraccionaron por cromatografia en columna utilizando silica gel como
adsorbente y un gradiente de polaridad de una mezcla eluyente de hexano-acetato de etilo.
Se realizé la CCF utilizando una muestra como referencia para confirmar la presencia de
cacalol en las fracciones obtenidas, en la placa se presenta una mancha azul caracteristica

del cacalol.
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Se purificé el compuesto por CC, utilizando SiO; gel y una mezcla de hexano-acetato
de etilo (9.9:0.1).

El producto obtenido se recristalizd en hexano y se obtuvieron 0.55g (13.75% de
rendimiento), en formas de cristales ligeramente amarillos con p.f = 72-74°C, Rf = 0.65 en
Hex-AcOEt (8:2, v/v).

(¢))
IR (Vmax) CM ™" 3400 (-OH fenol), 2929,2868,1451 (C-H alifatico)
EM miz 230; (M*, 66), 215 (M*-15, 100), 200 (M*-30, 13).

CDCl; TMS 200 MHz

5 1.18 (d, 3H, CH3 — 12); 1.8 (m, 4H, 2CH, —6-7); 2.37 (sa, 3H, CH3 — 10); 2.52
RMN "H | (s,3H, CHs — 11); 2.6 y 3.0 (m, 2H, CH — 8); 3.20 (m,1H, CH — 5); 5.0 (s, 1H,
—OH); 7.35 (m,1H, CH — 2).

6.5.2.2- Obtencion del acetato de cacalol®.
Se pesaron 5 g del extracto hexanico después de verificar la presencia de cacalol™ por

CCF y se colocaron en un matraz erlenmeyer de 500 mL, se le agregaron 20 mL de piridina y
se calentaron en bafio maria hasta disolver totalmente el extracto. Posteriormente se llevo a
temperatura ambiente y se adicionaron 8 mL de anhidrido acético escurriendo
cuidadosamente por las paredes del matraz. La mezcla de reaccion se dejo a temperatura

ambiente por 24h.

Después en un matraz erlenmeyer de 500 mL se puso hielo hasta la mitad y se adicion6
la mezcla de reaccion, enseguida se lavo la mezcla con agua y se extrajo el producto con
acetato de etilo. Se elimind el exceso de piridina con una solucién acuosa de HCI al 10%. El
exceso de acido se eliminé con agua hasta llegar a un pH aproximadamente neutro. La

muestra se seco con Na;SO4 anhidro, se filtrd y destild el acetato de etilo en el rotavapor.
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Se purificd el compuesto por CC, utilizando SiO, gel y una mezcla de hexano-acetato de
etilo (9.8:0.2).
Se recristalizo en diclorometano-hexano, obteniéndose 0.664 g (13.28 % de rendimiento)

en forma de cristales blancos con p.f = 105-106 °C, Rf=0.72 en Hex-AcOEt (8:2, V/v).
@)

o
o
YV

2

EM miz; 272 (M*, 25); 230 (M*-42, 100); 215 (M*-57, 98).

CDCI3 TMS 200 MHz

6 1.18 (d, 3H, CH; — 12); 1.8 (m, 4H, 2CH; —6-7); 2.36 (sa, 3H, CH3 — 10); 2.39
RMN 'H | (d,3H, CH3 — 11); 2.56 (s, 3H, CH3; — metilo acetato); 2.8 (m, 2H, CH, — 8); 3.20
(m,1H, CH -5); 7.23 (m,1H, CH - 2).

6.5.2.3.- Obtencion del 2- acetilacetato de cacalol®.
Se obtuvo de acuerdo al método usado por (Jiménez et al., 1992). El acetato de

cacalol® (500 mg) se disolvi6 en anhidrido acético (8 mL) y se afiadi® 1 mL de &cido
fosforico al 99%. La mezcla se calenté a reflujo durante 15 min. y se dejé reposar durante
una hora a temperatura ambiente. Posteriormente la mezcla se vertié en agua fria (100 mL) y

la muestra aceitosa se extrajo con éter (3 extracciones).

La fase organica se lavd con una solucion acuosa de NaHCO3; hasta obtener un pH
neutro, enseguida se lavd con agua para quitar el exceso de bicarbonato, después se seco
con Na;SO4 anhidro y se destilo el éter, recibiendo el éter en un matraz colocado en un bafo

de hielo.

Se purificd el compuesto por CC utilizando SiO; gel y una mezcla de hexano-acetato de
etilo (9.8:0.2).

Se recristalizé el compuesto de hexano-acetona, obteniéndose 355 mg (71% de
rendimiento) en forma de cristales ligeramente amarillos con p.f = 131-134 °C, Rf = 0.61 en
Hex-AcOEt (8:2, v/v).
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Q)

EM miz; 314 (M", 19); 272 (M*-42, 100); 257 (M*-57, 72).

CDCI3 TMS 300 MHz

6 1.18 (d, 3H, CH; — 12); 1.8 (m, 4H, CH, — 6-7); 2.42 (s, 3H, CH3 -10); 2.54
RMN 'H (s, 3H, CH; -11); 2.6 (s, 3H, CH3; — metil cetona); 2.8 (s, 3H, CH3 — metilo
acetato).

CDCI3 300 MHz

RMN *C |5 191.4 (C=0); 29.8, 23.7, 16.5 (3CH, — 6-7-8); 29.0 (CH — 5); 27.8 (CH3 — 11);
21.3 (CH3z — 12); 20.3 (CH3 — 10); 14.5 (CH3 — metil cetona); 12.0 (CH3; — metilo
acetato).

6.5.2.4.- Reaccion de alquilacion del 2-acetilacetato de cacalol con n-butil litio
Se colocaron 200 mg de 2-acetilacetato de cacalol en un matraz de bola de 25 mL, se

tapd con un septum, se le puso una jeringa de salida y se le inyecto nitrogeno al matraz para

desplazar el aire presente, y se coloco el matraz en un bano de hielo seco.

Enseguida se inyect6 THF seco al matraz y con agitacion se disolvié totalmente la
muestra, después de 5 min. se inyectaron 1 mL de n-BuLi 2.5 M a la mezcla de reaccién y se
dejo transcurrir la reaccion por 3 h. La mezcla de reaccion se mantiene en agitacion durante

todo el tiempo.

Se monitored la reacciéon por CCF usando una mezcla eluyente de hexano-acetato de
etilo (8:2) y CeSO,4 como revelador, y tomando como referencia el producto de la reaccion
anterior. Transcurrido el tiempo de reaccion, se llevo la muestra hasta un pH de 7 y se le
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agrego agua para desplazar al litio y protonar los oxigenos para obtener el producto final, el

cual se extrajo con diclorometano.

El siguiente paso fue secar la muestra con Na,SO4 anhidro, filtrarla y concentrarla en el
rotavapor para posteriormente separar los productos por CPP, eluyendo con una mezcla de

hexano-acetato de etilo (9:1).

Ninguno de los compuestos separados corresponde al esperado, sin embargo se
identifico uno de ellos como 2-acetil cacalol®, lo que indica que hubo una hidrélisis del grupo
acetato protector debido a que el n-BuLi es una base muy fuerte, por lo que se optdé por

utilizar un grupo protector mas resistente a las condiciones de reaccion.

6.5.2.5.- Obtencion del 2- acetil cacalol®,
Se disolvieron 500 mg de 2-acetil cacalol en metanol, se afiadié una soluciéon acuosa de

KOH (500 mg / 5 mL), y se calentd a reflujo durante 40 min. La mezcla de reaccién se vertio
en agua y se acidific6 con una solucién acuosa de HCI (5%, 15 mL). Se formd un
precipitado color verde que se extrajo con acetato de etilo, se lavd el extracto con agua para
quitar el exceso de acido, enseguida se sec6 con Na,SO4 anhidro, se filtr6 y el acetato de
etilo se destilé en el rotavapor; la presencia del compuesto se corroboré por CCF usando una

mezcla eluyente de hexano-acetato de etilo (8:2) y CeSO4 como revelador.

Se purificod el compuesto por CC utilizando SiO; gel y una mezcla de hexano-acetato de
etilo (9.7:0.3).

Se recristalizé el compuesto en hexano—diclorometano, se obtuvo en forma de cristales
ligeramente amarillos (65% de rendimiento), p.f = 162-163 OC, Rf = 0.44 en Hex-AcOEt (8:2,

v/Iv).

OH

C))
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IR (Vmax) cm™ 3386 (-OH fenol), 2929,2853,1457 (C-H alifatico), 1673 (cetona a-

insaturada)

CDCl3; TMS 300 MHz

0 1.18 (d, 3H, CH3; — 12); 1.8 (m, 4H, 2CH, — 6-7); 2.55 (s, 3H, CH3 -10); 2.58
RMN 'H (s, 3H, CH3 -11); 2.8 (s, 3H, CH3 — metil cetona); 3.0 (m, 2H, CH, — 8); 3.2 (m,
1H, CH - 5); 5.3(s, 1H, —OH).

CDCl; 75.4 MHz
5 191.3 (C=0); 29.9, 23.26, 16.44 (3CH, —6-7-8 ); 28.9 (CH -5); 28.1 (CH5; -11
RMN *C | ); 21.29 (CH3-12); 14.09 (CH3 -10 ); 12.21 (CH3 — metil cetona).

6.5.2.6.- Obtencion del compuesto 5 por reaccion de 2-acetil cacalol con yodometano
(Mel).

Se disolvieron en THF con agitacion y a temperatura ambiente 485 mg de 2-acetil
cacalol” en un matraz de bola de 25 mL el cual estaba tapado con un septum, se le puso
una jeringa de salida y se desplazé con nitrégeno el aire que estaba dentro del matraz.
Enseguida se agregaron poco a poco 100 mg de NaH previamente desengrasados con
hexano, y se dejo la mezcla en agitacion por 90 min. tiempo en el cual ya no se observo
desprendimiento de hidrogeno, posteriormente se agrego a la mezcla 1 mL de Mel y se dejé
la reaccién en agitacion por 21 hrs. Transcurrido este tiempo se paro la reaccion con metanol
para quitar el exceso de hidruro, enseguida se lavd la mezcla con agua para eliminar sales
que se hubieran formado. Se extrajo a continuacion la fase organica con acetato de etilo y se
llevo hasta pH neutro, se sec6 con Na;SO4 anhidro, se filtré y se destilo el acetato de etilo en

el rotavapor.

Se separaron los productos formados en la reaccion por medio de CC, utilizando SiO,
gel y una mezcla de hexano-acetato de etilo (9.9:0.1).

El producto mayoritario se obtuvo como un aceite amarillo (rendimiento 60%), Rf = 0.68
en Hex-AcOEt (8:2, v/v).
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IR (Vmax) C ' 2966,2932, 2871,1466 (C-H alifatico), 1674 (C=0)

EM miz; 286 (M7, 2); 328 (M'+42, 7); 314 (M*+28, 100); 299 (M*+13, 45)

CDCl3; TMS 300 MHz

0 1.18 (d,3H, CH3 -12); 1.22 (2d); 1.4 (s); 1.8 (m, 4H, 2CH; -6-7); 2.58 (s, 3H,
RMN 'H | CHs-11); 2.82 (s, 3H, CH3 — metil cetona); 3.0 (m, 2H, CH, -8); 3.2 (m, 1H, CH-
5).

CDClz 75.4 MHz

RMN 3¢ | 8 198.1 (C=0); 59.9 (CH; -metoxilo); 37.24 (CH); 29.9, 23.84, 16.75 (3CH; -6-7-
8); 29.0 (CH -5 ); 26.56, 18.39 y 18.25 (3CH3); 21.43 (CH3 — 12); 14.34 (CH3
- 11); 12.21 (CH3 — metil cetona).

6.5.2.7.- Obtencion del compuesto 5 por reaccion de 2-acetil cacalol” con Me;SO..
En un matraz equipado con un condensador se colocaron 435 mg de 2-acetil cacalol, se

disolvieron calentando en etanol (5 mL) y se calentaron a reflujo por 4 h. Enseguida se
removié la fuente de calentamiento y a la solucion caliente se le adicionaron alternadamente
y con agitacion 3 mL de una solucién de NaOH (4 g / 10 mL 420), a continuacion se
adicionaron 0.4 mL de sulfato de dimetilo. Hubo un cambio de color de amarillo a
anaranjado. Se desprende calor durante la reaccidn y hace que la solucién hierva. Después
de 20 min. de completada la adicion, se adiciona 1 mL de una solucion de NaOH (1 g/ 2 mL
H20) Y se dejo calentando la mezcla a reflujo durante 3 h. Después de este tiempo se destilo
en el rotavapor el etanol y quedo un liquido residual, el cual se enfrié en un bafo de hielo y
se saturd con NaCl. Después de lo cual quedd un aceite en el fondo del matraz, el cual se

extrajo con diclorometano, se secé con Na,SO,4 anhidro y se concentré en el rotavapor.

Al concentrado se le realizé CCF usando una mezcla eluyente de hexano-acetato de etilo

(9:1) y CeSO4 como revelador, se observaron dos compuestos.

Se le agregdé hexano a la muestra, se obtuvieron dos fases, una soluble y la otra

insoluble.
La fase insoluble contiene 2-acetil cacalol que no reacciono.

La fase soluble se concentr6 en el rotavapor y, se fraccioné por C.C utilizando SiO» gel
y hexano. Se obtuvieron dos compuestos siendo el minoritario 2- acetil cacalol y el

mayoritario el producto esperado.
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El producto mayoritario (5), se obtuvo como un aceite amarillo claro (rendimiento 37%),
solidifico al enfriarse a -4°C, Rf=0.75 en Hex-AcOEt (8:2, v/v).

OMe

O

)

IR (Vmax) CM " 2929,2869, 2855,1458 (C-H alifatico), 1676 (C=0)

EM miz 286 (M, 100); 271 (M*-15, 72).

CDCl3; TMS 300 MHz

6 1.17 (d, 3H, CH; — 12); 1.8 (m, 4H, 2CH; — 6-7); 2.58 (s, 3H, CH3; — 10); 2.59
RMN 'H | (s, 3H, CHs — 11); 2.81 (s, 3H, CH3 — metil cetona); 3.0 (m, 2H, CH, — 8); 3.25
(m, 1H, CH - 5); 4.1 (s, 3H, CH3 — metoxilo).

CDClz 75.4 MHz

RMN 3¢ | & 191.6 (C=0); 59.9 (CHs - metoxilo); 29.9, 23.85, 16.75 (3CH, — 6-7-8); 29.01
(CH - 5);27.9 (CH3 -11); 21.4 (CH3 — 12); 14.3 (CH3 — 10); 12.1 (CH3 — metil
cetona).

6.5.2.8.- Obtencion del compuesto 6 por reaccién de alquilacién.

La reaccion se llevo a cabo con el mismo procedimiento que en el punto (6.5.2.4).

Se pusieron a reaccionar 162 mg del compuesto (5) y 0.8 mL de n-BuLi 2.5 M. por 40
min. Transcurrido este tiempo por CCF usando una mezcla eluyente de hexano-acetato de
etilo (8:2) se observo la presencia de dos compuestos. Estos compuestos se purificaron por

CC, utilizando SiO; gel y hexano.

El producto mayoritario (6), se obtuvo como un aceite amarillo oscuro (rendimiento
73%), no solidifica al enfriarse a -4°C, tiene un Rf = 0.67 en Hex-AcOEt (8:2, V/v).
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OMe

0 OH
/
(6)
IR (Vmax) €M™ 3456 (-OH); 2955,2930, 2867,1465 (C-H alifatico), 721-754(-CHo-
CHy) cadena lateral
EM m/z; 344 (M*, 32); 329 (M*-15, 8); 287 (M*-57, 100); 271 (M*-63, 4); 257 (M'-
87, 6).

CDCl3; TMS 300 MHz

6 0.98 (t, 3H,CH3 — cadena); 1.17(d, 3H, CH3 — 12);1.25 (s, 3H, CH; — cadena);
1.5 (m, 2H, CH; — cadena); 1.79 (m, 4H, 2CH;, — 6-7); 2.44 (s, 3H, CH3 — 10);
2.56 (s,3H, CH3; — 11); 3.1 (m, 2H, CH; — 8); 3.25 (m, 1H, CH - 5); 4.0 (s, 3H,
CH3; — metoxilo).

RMN 'H

6.5.2.9.- Obtencion del compuesto 7 por reaccion de deshidratacion.
Se disolvieron con agitacién 119 mg de (6) en éter a 0°C, enseguida se le adicionaron

0.3 mL de piridina a la solucién, a continuacién se agregaron 0.3 mL de SOCI,, y al observar
la formacioén de un precipitado amarillo se filtrd la solucién, el precipitado se disolvié con éter,
la solucién etérea se secod con Na,SO, anhidro y se concentré en el rotavapor. Se realizo
una CCF a la muestra concentrada usando una mezcla eluyente (8:2) de hexano-acetato de

etilo y se observaron tres productos.

Se separaron los productos por CPP, eluyendo con una mezcla de hexano-acetato de
etilo (8:2).

El producto mayoritario (7), se obtuvo como un aceite amarillo (rendimiento 58%), Rf =
0.78 en Hex-AcOEt (8:2, v/v).

OMe OMe
(0] , Q

PRODUCTOS DE DESHIDRATACION (7)
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Vmax

IR (Vmax) cm™ 2959,2930, 2870,1465 (C-H alifatico)

EM

miz; 326 (M*, 64); 311 (M*-17, 16).

RMN 'H

CDCl3; TMS 300 MHz

6 0.98 (t, 3H, CH3); 1.18 (d, 3H, CH; — 12); 1.2-1.6 (m, CH; y CH3 — cadena);
1.8 (m, 4H, 2CH;, — 6-7); 2.4 (s, 3H, CH3 — 10); 2.6 (s, 3H, CH3 — 11); 3 (m, 2H,
CH; -8); 3.2 (m, 1H, CH - 5); 4.0 (s, 3H, CH3 — metoxilo); 5.8 (m, doble
ligadura).

6.5.2.10.- Obtencién del compuesto 8 por reaccion de hidrogenacién.
En un matraz de hidrogenacion se colocaron 15 mg de catalizador Pd/C 10 % y 15 mL

de acetato de etilo, se conecto el matraz al aparato de hidrogenacion y la mezcla se dejo en

agitacion por 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se agregd el

compuesto (7) al matraz y se dejo hidrogenando la muestra por 21 hrs., manteniendo la

agitaciéon todo el tiempo de la reaccion. Después se filtrd la mezcla y se concentré en el

rotavapor.

El producto (8) se obtuvo como un aceite amarillo (rendimiento 76%), Rf = 0.6 en Hex-
AcOEt (9.5:0.5, v/v).

OMe
(0]
/
®
EM m/z 328 (M, 65); 313 (M*-15, 16); 271 (M*-57, 100):
RMN 'H | CDCIl; TMS 300 MHz

5 0.8 (m, 3H, CH3); 1.18 (d, 3H, CHz -12); 1.2-1.4 (m, 7H, 2CH, y CH3); 1.6 (m,
2H, CH,); 1.8 (m, 4H, 2CH, — 6-7); 2.3 (s, 3H, CHs -10); 2.5 (s, 3H, CHs -11);
2.9 (m, 1H, CH); 4.0 (s, 3H, CH; — metoxilo).
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RMN °C | CDCl3 75.4 MHz
0 59.86 (CH; -metoxilo);35.48 (CH, —cadena); 31.12 (CH —cadena); 30.28,
23.52, 17.05 (3CH; — 6-7-8); 29.85 (CH, —cadena); 29.01 (CH - 5); 22.69 (CH; -
cadena); 21.55 (CH3; — 12); 19.71 (CH3 —cadena); 14.00 (CH3; — 11); 14.03
( CH3 -cadena); 11.25 (CH3z — 10).

6.5.2.11.- Obtencion del compuesto 9 por reaccién de desmetilacion.
En un matraz de bola de 10 mL provisto de un agitador, un septum (el cual tiene una

aguja de salida) y con flujo de nitrégeno, se agregaron 35 mg de compuesto (8) en 5 mL de
CH.CI, anhidro. El matraz se llevé a un bafo de hielo seco/acetona para enfriar la muestra a
-78°C, posteriormente se inyectaron 0.15 mL de BBr; [1M] en CH)Cl, y la mezcla de
reaccion se dejo en agitacion por 30 min. Al término de este tiempo el matraz de reaccion se

llevé a un bano de hielo y se continuo con la agitacion por 3 hrs.

Una vez terminada la reaccion se adicion6 lentamente a la mezcla de reaccidn una
solucion saturada de NH4CI, se hizo la extraccion con acetato de etilo, la fase organica se
lavd con una solucién acuosa saturada de NaCl, se secé con Na;SO, anhidro, se filtré y se

destilo el disolvente en el rotavapor.
Se realizé una CCF utilizando hexano para corroborar que se llevo a cabo la reaccion.

El producto (9) se separ6 por CPP, utilizando una mezcla eluyente de hexano-acetato de
etilo (8:2), obteniéndose un aceite amarillo (rendimiento 51%), Rf = 0.51 en Hex-AcOEt
(9.5:0.5, viv).

OH
(0]
/
9
IR (Vmax) CM " 3384 (-OH fenol), 2959,2929, 2868,1456 (C-H alifatico).
EM miz; 314 (M*, 26); 299 (M*-15, 6); 257 (M*-57, 80); 240 (M*-74, 18).
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RMN 'H | CDCl; TMS 300 MHz
5 0.8-1.6 (13H, 3CH3 y 2CH,); 1.8 (m, 4H, 2CH, — 6-7); 2.31 (s, 3H, CHs — 10);
2.5 (s, 3H, CHs — 11); 3 (m, 2H, CH, — 8); 3.2 (m, 1H, CH — 5); 5.3 (s, 1H, -OH).

6.5.3.- PRUEBAS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Las pruebas de actividad antioxidante se realizaron en el laboratorio de pruebas

biolégicas y en el laboratorio de Resonancia Paramagnética del Electron (RPE), ambos

laboratorios del Instituto de Quimica de la UNAM.

6.5.3.1.- METODO DEL RADICAL DPPH
El método de la reduccién del radical DPPH se realiz6 por dos técnicas, una

espectrofotométrica y por medio de resonancia paramagnética del electron (RPE).

6.5.3.1.1.- METODO ESPECTROFOTOMETRICO.
La actividad antioxidante de los compuestos puros (1, 4 y 9), se realiz6 midiendo de

manera indirecta la reduccion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) mediante

una técnica espectrofotomeétrica.

Se toman 50 pyL de la solucion problema a diferentes concentraciones (M) vy se
depositan por triplicado en placas de ELISA de 96 pozos, posteriormente se agregan 150 uL
de una solucién etandlica de DPPH 100 pyM. La mezcla se protege de la luz y se agita
durante 30 minutos a 37°C, posteriormente se lee su densidad éptica (DO) a 515 nm en
lector de ELISA (ELx808).

La actividad sobre el DPPH se expresa como porcentaje de reduccion del radical y se

calcula con la férmula:
% de reduccion = (C — E/C) 100
en donde
C = DO del control (DPPH 100 pM)
E = DO del experimental (mezcla DPPH 100 uM + compuesto problema).

Se obtuvo también la concentracion inhibitoria media (IC 50) para los compuestos estudiados.
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6.5.3.1.2.- METODO POR RPE
La actividad sobre el radical DPPH por medio de la técnica de RPE se realizé a los

compuestos (1, 2y 4). Se determiné mezclando 150 pL de una solucién etandlica 133 uM de
DPPH con 50 pL de una solucion etandlica de compuesto puro, la concentracion de DPPH

remanente se determiné por doble integral de la sefial y comparacion con un estandar.

6.5.3.2.- METODO DE ESPECIES REACTIVAS DEL ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)
Se realizé por medio de una técnica analitica para determinar la concentracion de

malondialdehido cuya produccion es inducida con FeSO4 en homogeneizado de cerebro de

rata. Se realiz6 el experimento por triplicado.

Se colocan 425 uL del homogeneizado (2.3529 mg prot/mL) en tubos ependorf de 1.5
mL, enseguida se agregan 25 pL del compuesto a probar (20 veces mas concentrado
disuelto en vehiculo), se incuba la muestra 30 min a 37°C con agitacion, enseguida se
agregan 500 pL de reactivo TBA (mezcla 1:1 de TBA 1% y acido tricloroacético (TCA) 30%) y
se incuban en un bano de hielo 10 min, después se centrifuga la muestra 5 min a 10 000 rpm
a temperatura ambiente, luego se incuba 30 min en bafio de agua a 90°C, enseguida se
enfrian los tubos en un bafio de hielo y se destapan para liberar la presion.

Se mide la absorbancia a 532 nm, extrapolando los resultados en una curva de
malondialdehido previamente preparada, para obtener la concentraciéon de MDA (nmol/mL),

que en los resultados se expresan como concentracion de TBARS (nmol/mg proteina).
El porcentaje de inhibicion se obtiene de la siguiente manera
% inhibicién = (C —E / C) x 100
donde:
C = TBARS (nmol/mg prot) control.
E = TBARS (nmol/mg prot) muestra.

Se obtuvo también la concentracion inhibitoria media (ICso) para los compuestos

estudiados.
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6.5.3.3.- Método de RPE para evaluacion de la actividad antioxidante sobre radicales
‘CH3, OHy O

La evaluacién de la actividad sobre radicales centrados en carbono y oxigeno se
determind utilizando el sistema reportado por Yoshimura, (1999), utilizando la mezcla
H>02/NaOH/DMSO, mediante la cual se generan especies reactivas ((CHs, ‘OH, y Oy") que se
utilizan para evaluar la actividad secuestrante.

Para determinar la actividad secuestrante sobre los radicales ‘CHs, ‘OH y O, éstos se
generaron simultdneamente e inmediatamente antes de la medicion por la mezcla de
DMSO, NaOH y H,;0,, vy la formaciéon de estos se hizo evidente por la adicién de un
atrapador de espin (AE) que en este caso fue el DMPO.

El O, y el ‘OH son generados por degradacion del H,O», reaccidn que es facilitada en el
medio alcalino. El '‘CH3 es generado por la accién del radical ‘OH sobre el DMSO.

Para obtener el porcentaje de cada radical secuestrado, se toma la altura de cada senal
de los aductos formados por los radicales y se comparan contra la altura de la sefial de Mn,"
que sirve como referencia, y el resultado se toma como S/M.

Las alturas de la sefales fueron calculadas usando un programa analizador de radicales
anexado al espectrometro.

A continuacién se muestra un espectro tipico de RPE utilizando el sistema
H202/NaOH/DMSO. Tomado de Yoshimura, 1999.

Signal height
(S/M)

Field

Constante de acoplamiento hiperfino de los aductos de spin
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7.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS.
7.1 Obtenciéon de compuestos.

Se obtuvo el cacalolV) para con el tener una referencia y compararlo con los demas
compuestos obtenidos, también, para con el realizar pruebas de actividad antioxidante.

Con respecto a su espectro de IR, se observd una banda caracteristica del grupo —OH a
3400 cm™, que corresponde al fenol del cacalol.

En el espectro de masas el valor del i6n molecular (M*) es de 230 y corresponde al
calculado para este compuesto.

Para el espectro de RMN 'H se observa a 5.03 ppm la senal correspondiente al protén
del grupo —OH, y a 7.35 ppm la sefial correspondiente al protdn del C-2.

Como se mencion6é anteriormente, este compuesto es muy inestable ya que se
autooxida facilmente en presencia de luz y oxigeno aun a temperatura ambiente, por lo que
se guarda en refrigeracién, protegido de la luz y bajo atmésfera de nitrégeno hasta su
utilizacion.

Esto se corroboré por medio de una CCF en donde se observan manchas correspondientes
a los productos de la oxidacion del cacalol, las placas se realizaron aproximadamente a las
12 h de dejar al cacalol expuesto a las condiciones ambientales.

Debido a estas caracteristicas, se decidio proteger al grupo fendlico del cacalol con un
grupo acetato, esta reaccion se llevo acabo directamente en el extracto hexanico y asi se
obtuvo el acetato de cacalol®, el cual es estable a la autooxidacion.

El esquema de la reaccion es el siguiente:

o
OH O)J\

O Ac,O

O

T amb
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En el espectro de masas del acetato de cacalol, el valor de M* es de 272 lo que indica el
aumento de peso molecular correspondiente al grupo protector.

Con respecto al espectro de RMN "H se observa que la sefial correspondiente al proton
del grupo —OH desaparece, y se observa otra sefial a 2.56 ppm que corresponde a los
protones del metilo del acetato.

Posteriormente se formé el 2-acetil acetato de cacalol® con el método descrito en la
bibliografia (Romo et al., 1966) que menciona que los benzofuranos reaccionan con
anhidrido acético y acido fosférico para formar derivados acilados en la posicion 2. Por lo que
se hizo reaccionar el acetato de cacalol en estas condiciones para obtener el 2- acetilacetato

de cacalol
El esquema de reaccién es el siguiente:
0]
0)1\ 0)1\

0 AcyO

/. HPO, 9% /

reflujo 15 min

En el espectro de masas el valor de M* corresponde al esperado que es de 314, es decir
hay un aumento de masa correspondiente a la metil cetona.

En el espectro de RMN 'H se observa ahora una sefial simple a 2.6 ppm que
corresponde a los protones del grupo acilo en C-2; en lo que respecta al espectro de RMN
3C se observan las sefales esperadas para este compuesto siendo la sefial a 191.4 ppm la
que corresponde al grupo carbonilo, a 14.5 ppm la sefal del carbono de la metil cetona y en
12 ppm la senal del carbono del metilo del acetato.

Ademas para este compuesto se corrobord su estructura por experimentos HETCOR,
COSY y DEPT.
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En el siguiente paso se realiz6 una reaccion de alquilacion, usando en este caso n-butil
litio. Esta descrito que un compuesto organoalcalino, por una adicion nucleofilica 1,2
(directa) y 1,4 (conjugada), sobre el carbonilo de la cetona a-f no saturada forma el
compuesto correspondiente (McMurry, 1994), en este caso el compuesto con la cadena
carbonada.

En este caso se llevd a cabo la reaccion con 2-acetil acetato de cacalol y n-butil litio,
pero bajo estas condiciones de reaccion el compuesto esperado se formd en muy pequefias
cantidades, ya que el n-butil litio es una base muy fuerte e hidroliza el enlace del grupo
protector, con lo cual se formd en su gran mayoria otro compuesto identificado después
como 2-acetil cacalol®.

Debido a esto se optd por proteger al fenol del cacalol con un grupo metoxilo el cual es
mas resistente a las condiciones de reaccion; para ello fue necesario formar primero el 2-
acetil cacalol® a partir del 2-acetil acetato de cacalol® por medio de una hidrdlisis alcalina tal

como esta descrito en la bibliografia (Jiménez et el., 1992).

El esquema de la reaccion es el siguiente:

1 .
le) (o]

KOH/MeOH

o}

reflujo 40 min

El 2-acetil cacalol, en su espectro de IR presenta una sefial a 3386 cm’”’ que corresponde
al grupo -OH, lo que indica que si se llevo a cabo la hidrdlisis del acetato, también se observa
una sefial a 1673 que corresponde a la cetona a- no saturada.

En el espectro de RMN 'H a5.3 ppm se observa una sefal simple que corresponde al
protdon del grupo —OH, pero ya no se observa la sefal de los protones del metilo del acetato;

en lo que respecta al espectro de RMN "°C, se observan las sefiales esperadas, a 191.3 ppm
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se nota la del carbonilo, y a 12.21 la del carbono del metilo de la metil cetona, la cual se
desplazé a un campo mas alto de 14.5 ppm en 2-acetil acetato de cacalol a 12.21 ppm en 2-
acetil cacalol, en este caso ya no se observa la sefal que corresponde al metilo del acetato.

Por experimentos HETCOR, COSY y DEPT se corrobordé la estructura del 2-acetil

cacalol.
El 2-acetil cacalol al igual que el cacalol es inestable, ya que presenta reacciones de
oxidacion ante la presencia de la luz y oxigeno aun a temperatura ambiente, con la
diferencia de que en el 2-acetil cacalol las reacciones de oxidacién tardan mas tiempo en
aparecer haciéndolo un poco mas estable, lo cual se corroboré por medio de CCF como en el
caso del cacalol, s6lo que para el 2-acetil cacalol los compuestos de oxidacion aparecen
aproximadamente a las 24 h.

A continuacion se hizo reaccionar el 2-acetil cacalol con Mel, ya que esta demostrado en
la bibliografia (Smith, 1996) que los hidroxilos fendlicos son facilmente metilados con Mel en
condiciones basicas; sin embargo el producto obtenido, el cual no pudo ser identificado,
presenta en su espectro de masas un valor de M* de 328 que no corresponde con el
esperado que era de 286. Ademas el espectro de RMN H presenta la senal del metoxilo,
pero presenta sefales que no corresponden al compuesto esperado, por RMN 3C tenemos
sefales para mas carbonos de las que se esperaban, y por DEPT se observan dos CH3 y un
CH en exceso.

El siguiente paso fue cambiar las condiciones de reaccion, ya que esta documentado que
los éteres metilicos pueden ser preparados por el tratamiento de un alcohol con dimetilsulfato
en presencia de una base (Smith, 1996), por lo que se realizé la reaccion con dimetilsulfato y
NaOH como base.

El esquema de la reaccion es el siguiente:

OH OMe 0
o O Mest4 O
—>
Y NaOH Z
4 5
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El compuesto 5 mostré en el espectro de IR la banda correspondiente al —OH.

Por espectro de masas el valor de M* de 286 en el espectro de masas corresponde al
compuesto esperado, ya que el aumento en el valor corresponde a un grupo metilo
adicionado a la molécula.

En el espectro de RMN 'H se observa la sefal correspondiente al metoxilo en 4.1 ppmy
ya no se observa la sefial del protén del -OH; en el espectro de RMN '3C se presentan las
sefales esperadas siendo algunas de ellas, a 191.6 ppm la sefial del carbono del carbonilo y
a 59.9 ppm la del metoxilo.

El experimento DEPT confirmé la presencia de -CH, -CH, y —CH; para este
compuesto.

El compuesto 5 a diferencia de los compuestos 1, 2, 3 y 4, no cristaliza, sino que se
obtiene en forma de un aceite, es decir se aprecia un cambio con el uso del grupo metilo
protector en comparacién con el grupo acetato.

Para lograr aumentar la cadena carbonada en la posicion 2 del cacalol a partir de la metil
cetona del compuesto 5, se hizo una reaccién de alquilacion con n-butil litio, con lo que se
formé un alcohol terciario.

Algunos autores proponen la formacion de un intermediario para estas reacciones

(Buhler, 1973), como se muestra en el esquema siguiente:

OMe
O X))
(0] nBuLi ol
/ 2
THF
5

intermediario

El espectro de IR para el compuesto 6 presenta una banda a 3456 cm’’ que corresponde
al grupo —OH de la cadena lateral.

El espectro de masas el valor de M* de 344 es el calculado para este compuesto.
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Para el espectro de RMN 'Ha0.98,1.25 y 1.5 ppm se observan sefiales que corresponden a
los protones de la cadena lateral, a 5.25 se observa la sefal para el proton del grupo —OH.

El alcohol resultante se deshidratd con cloruro de tionilo (SO2Clz) en medio basico. En
este caso se uso piridina como base y como disolvente, con la finalidad de neutralizar el HCI
formado durante la reaccion.

El esquema de reaccion es el siguiente:

OMe
(@)
//
OMe
OH
0 SOCl,
/ R +
Pyr
alcohol OMeO

PRODUCTOS DE DESHIDRATACION

Para el compuesto 7 el espectro de IR ya no presenta la sefial para el grupo —OH.

En el espectro de masas el valor de M* de 326 es el esperado.

En el espectro de RMN 'H aun se observan las sefiales de los protones de la cadena
lateral, asi como la sefal de los protones del metoxilo a 4.0 ppm, aunque también se observa
una sefal a 5.8 que corresponde a los protones de la doble ligadura formada durante la
deshidratacion.

A continuacion se hidrogend el compuesto 7, usando como catalizador Pd/C 10 %, con la
finalidad de saturar el doble enlace de la cadena lateral resultante de la deshidratacion.

El esquema de reaccién es el siguiente:

OMe

O
Y OMe

) Pd/C
a
N Hz /

OMe

O

(@]
P 8

7b
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El espectro de masas del compuesto 8 presenta un valor de M de 328 que corresponde
al calculado para este compuesto.

En el espectro de RMN 'H ya no se observa la sefial para la doble ligadura, pero se
mantiene la senal de los protones del metoxilo a 4.0 ppm; en el espectro de RMN 3C se
observan las sefales esperadas, una de ellas a 59.86 ppm que es del metoxilo.

Por los experimentos HETCOR, COSY y DEPT se confirmé la estructura de la molécula
del compuesto 8.

Como paso final se llevd a cabo la desproteccion del fenol. Esta reaccion se realizd
usando tribromuro de boro (BBr3), el cual es un reactivo muy usado para remover éteres
metilicos cuando actuan como grupos protectores.

El BBr; se coordina con el atomo de oxigeno del éter y promueve la ruptura del enlace
C-O para dar un alcoxiborano el cual es hidrolizado para formar el alcohol correspondiente.
(Paquette, 1995).

Algunos autores (McOmie, 1968 y Paquette, 1995), proponen algunos de los siguientes

mecanismos para estas reacciones.

a)

OMe OBBr,
o BBr3 o
+ MeB
Y CH2Cl2 / ebr
-78°C bromuro de
éter metilico alcoxiborano metilo
H20
OH
+ MeBr
0
{ bromuro de
metilo
alcohol
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b)

Me S} BBI’2
o BBr3 Me\ _BBrs o
—_— e
/ CH2Cl2 @? % *  MeBr

_780C e} bromuro de
7 . metilo
éter metilico alcoxiborano

intermediario

BBr, H
O,
Q;EL%/W + 30 > y + H3BOs+ 2HBr

alcoxiborano alcohol

OH
0]
/

El compuesto 9 fue identificado como el 2-(hexan-2-il)-5,6,7,8-tetrahidro-3,4,5-
trimetilnafto(2,3-b)furan-9-ol, o 2-hexanil cacalol.

En el espectro de IR del compuesto 9 se observa la sefal a 3384 cm’’ que corresponde
al grupo —OH, lo que indica que si se llevé a cabo la reaccion y se removid el metilo que
protegia al —OH.

En los resultados de EM se observa el valor de M* de 314 esperado para este
compuesto.

En el espectro de RMN H desaparece la sefial correspondiente al metoxilo, y se
observa la sefal correspondiente al protdn del —OH a 5.3 ppm, sin embargo se presentan
también algunas impurezas, las cuales se observan en las zonas donde estan las senales de
los metilos y metilenos 0.8-2.0 ppm.

Este compuesto al igual que el cacalol y el 2-acetil cacalol, es muy inestable, ya que se
oxida en presencia de luz y oxigeno aun a temperatura ambiente, por lo que hay que

mantenerlo protegido bajo las mismas condiciones.
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7.2 Resultados de las pruebas de actividad antioxidante.
Durante el proceso de obtencidn del cacalol y sus derivados, se obtuvieron otros

compuestos tales como el acetato de cacalol® y el 2-acetil cacalol”, a los cuales junto con
el cacalol™ y el 2-hexanil cacalol® se les realizaron pruebas de actividad antioxidante, con
la finalidad de observar el efecto al proteger el fenol y al adicionar sustituyentes en la
posicidon 2 del cacalol. Al 2-hexanil cacalol solo se le realizaron las pruebas de DPPH por el
meétodo espectrofotométrico y de TBARS, debido a que la cantidad de compuesto obtenido

no fue suficiente para realizar todos los experimentos.

7.2.1.- Evaluacion de la actividad secuestrante sobre el radical DPPH.
La primera prueba de actividad antioxidante fue la actividad secuestrante de radical

DPPH, esta se realiz6é por dos métodos diferentes, por RPE y por espectrofotometria.

Para el método por RPE, el ensayo se realiz6 con los compuestos (1, 2 y 4), los
resultados obtenidos se presentan el la tabla (1).

Los compuestos (1 y 2), presentan una muy buena actividad secuestrante con el radical
DPPH, observandose a una concentracion de 25 uyM un 60% de actividad para ambos
compuestos, sin embargo el acetato de cacalol es practicamente inactivo con el radical, ya
que a las concentraciones usadas no se observa una actividad considerable siendo su valor

maximo de 6% de actividad a una concentracién de 100 uM.

< % de actividad
MUESTRA CONCE(N-I\I;I?ACION secuestrante con radical
H DPPH
12.5 23.6
Cacalol (1) 25 60
62.5 96.8
10 1.37
20 3
Acetato de cacalol (2)
50 6
100 6.1
12.5 2.31
2-acetil cacalol (4) 25 60
125 98.3

Tabla 1.- % de actividad secuestrante con radical DPPH del cacalol, acetato de cacalol y 2- acetil cacalol.
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Los radicales formados por los antioxidantes, son rara vez vistos en el espectro de RPE.

Para el caso del método espectrofotométrico el ensayo se realizé con los compuestos (1,

4 y 9), y se compararon con tres antioxidantes conocidos los cuales eran quercetina, a-

tocoferol y BHT.

Los resultados para las distintas concentraciones de los compuestos estan

representados en la grafica 1, y las ICs en la grafica 2.

100

4

—B— cacalol
—&— Jacetilcacalol
2-hexanilcacalol

—¥— quercetina
alfa-tocoferal

—+—BHT

U de reduccion del DFPFPH

1] 20 40 G0 a0 100 120
Concentraci on (uhd)

Grafica 1.- % de reduccion del DPPH con cacalol (1), 2-acetil cacalol (4) , 2-hexanil cacalol (9),
quercetina, a-tocoferol y BHT.
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Grafica 2.- ICs5o (micromolar) con radical DPPH, para cacalol (1),2-acetil cacalol (4),
2-hexanil cacalol (9), quercetina, a-tocoferol y BHT.

Al igual que por EPR, en el ensayo espectrofotométrico se observa buena actividad
secuestrante para el cacalol'”, 2-acetil cacalol® y 2-hexanil cacalol®.

La actividad del cacalol (ICs0= 18.99) y el 2- acetil cacalol (ICs0= 23.44), solo es
superada por la quercetina (ICs0= 10.89), el 2- hexanil cacalol (ICs0= 34.41) muestra una
actividad parecida al a-tocoferol (ICso= 31.74), y los tres compuestos obtenidos superan por
mucho la actividad mostrada por el BHT (IC50= 74.91).

La quercetina ha sido ampliamente estudiada y ha mostrado tener una buena actividad
secuestrante de radicales libres, por lo que los resultados obtenidos para el cacalol y sus
derivados son interesantes por que nos indican que tienen también buena actividad
secuestrante, y esto permite seguir realizando mas ensayos sobre actividad antioxidante.

Por el método de actividad secuestrante de radical DPPH se observa que la actividad
disminuye drasticamente cuando se protege el fenol del cacalol; sin embargo cuando se
adiciona un sustituyente en la posicion 2 del cacalol también disminuye la actividad, solo que
en este caso la disminucion es pequefia y su actividad sigue siendo aceptable aun en
comparaciéon con la actividad de los antioxidantes conocidos con los que se compararon en
este caso, en particular la actividad del cacalol (antioxidante natural) contra la actividad del

BHT (antioxidante sintético).
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El término de ICsy usado en este método, no debe confundirse con el usado en una
prueba bioldgica, ya que los radicales de DPPH no son representativos de los formados en
sistemas biologicos, ademas esta prueba solo indica la capacidad de secuestrar radicales

libres pero no el tipo de radicales en los que actua el antioxidante.

7.2.2.- Actividad secuestrante sobre radicales 'OH, O,, Y "‘CH3.
Debido a los buenos resultados obtenidos por los compuestos (1 y 4) en la prueba de

actividad secuestrante de radical libore DPPH, se decidié realizar con ellos la prueba de
actividad secuestrante de radicales libres centrados en carbono (‘CH3) y en oxigeno (‘OH,
O2") por la técnica de RPE.

Los espectros obtenidos por RPE se muestran en el apéndice.

Las graficas 3 y 4 muestran los valores de S/M para las diferentes concentraciones de

los compuestos (1y 2), y el porcentaje de actividad secuestrante de radicales ‘CH3z, OHy Oy

se presentan en la tabla 2.

Actividad secuestrante con radicales Actividad secuestrante con radicales
o CHs OHyO,-. ‘CH3, -OH y -02-.
[Te)
[}
> s 12 =
2 - o 1 o oy
D5 < £ 08 o S S©
" o S« © m CH3 -% 06 moﬁi . m CH3
RS I 3 S5 O OH 3 0.4 < O OH
= O s le Sono c d
8 05] S = Q 8 S o O2- 5 021o o o o o O2-
c ) o =] ®w 0 : T T
iy © o o
»w 0 blanco 10 100 500
blanco 50 100 concentracion de 2-acetil cacalol
conc. de cacalol (micromolar) (micromolar)
Grafica 3. Valores de S/M para diferentes concentraciones Grafica 4.- Valores de S/M para diferentes concentraciones
de cacalol (1).1 de 2-acetil cacalol (4).
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. % actividad secuestrante
Concentracion
Muestra (HM) ‘CH; ‘OH (o7%
50 70.5 47.8 -
Cacalol
100 61.8 82 -
10 100 - 47.2
2-acetil cacalol 100 100 - 17.2
500 100 - -

Tabla 2.- Actividad secuestrante sobre radicales CHs;, OH y O, del cacalol y 2- acetil cacalol

El cacalol, a las concentraciones usadas presenta buena actividad secuestrante sobre el
radical metilo e hidroxilo, pero no presenta actividad sobre el radical superdxido.

El 2-acetil cacalol tiene una muy buena actividad secuestrante sobre el radical metilo ya
que a todas las concentraciones usadas lo inhibe por completo, también actiua sobre el
radical O,” siendo mas activo a la mas baja concentracion; sin embargo en el caso del
radical hidroxilo se ha reportado en la bibliografia (Rapta, 2005) que durante la formacién de
los radicales 'CH3, OHy O3 en el sistema utilizado se forma también un radical ‘OOH por
protonacion del radical Oy, el cual presenta una constante de acoplamiento a un campo
similar al radical ‘OH, lo que hace dificil de identificarlos por separado en el espectro de RPM,
por lo que el aumento del valor S/M observado en la grafica 4 para el radical ‘OH, pueda
deberse a esta causa. Por ello es dificil afirmar si hay actividad sobre el radical ‘OH por parte
de 2-acetil cacalol, y si la hay de que magnitud es.

Por otro lado se puede hacer la suposicion de que el cacalol también actua sobre el
radical ‘OOH debido a lo observado en la grafica 3, donde el valor de la sefal para el radical
"OH disminuye.

En este ensayo se corrobora lo expresado anteriormente, que el radical DPPH solo
indica la capacidad secuestrante de radicales libres, pero no el tipo de radicales sobre los
que actua un antioxidante.

También es importante decir que la adicion de sustituyentes en la posicion 2 del cacalol,
a la vez que disminuye la actividad secuestrante de radicales libres, también cambia la
afinidad del compuesto por cierto radicales como se observa en el caso del cacalol y el 2-

acetil cacalol.
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7.2.3.- Resultados para la prueba de TBARS.
Para ver la capacidad de inhibicién de la peroxidacion de lipidos de los compuestos (1, 4

y 9), en este caso se llevd a cabo el ensayo de TBARS en homogeneizado de cerebro de
rata, y se compararon los resultados con los obtenidos para antioxidante conocidos como
quercetina, a-tocoferol y BHT. La grafica 5 muestra el comportamiento de los compuestos (1,
4 y 9). Para este ensayo, la quercetina, el a-tocoferol y el BHT no se representan en esta
grafica ya que las concentraciones a las que inhiben son mucho mas grandes. En la grafica 5
se representan los valores de las ICso para todos los compuestos. Los resultados estan
dados en nmol de TBARS por mg de proteina presente en el homogeneizado de cerebro de

rata.
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Gréfica 5.- TBARS (nmol/mg prot) para cacalol (1), 2-acetilcacalol (4) y 2-hexanil cacalol (9).
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El cacalol, 2-acetil cacalol y 2-hexanil cacalol son los que presentaron la mejor capacidad de
inhibicion de la peroxidacion, presentandose para el cacalol y el 2-acetil cacalol a una
concentracion de 1 yM una produccion de TBARS de 0.41 y 0.56 respectivamente, y para el
2-hexanil cacalol a una concentracion de 1.33 uM una produccién de TBARS de 1.73. El
porcentaje de inhibicibn de peroxidacion para estas concentraciones es de 90% para el
cacalol, 93.1% para el 2-acetil cacalol y 78.9% para el 2-hexanil cacalol.

La quercetina con un valor de ICso= 4.11, tiene la mejor actividad de los tres
antioxidantes con los que se comparan el cacalol y sus derivados, ya que a una
concentracion de 1uM tiene una produccién de TBARS de 8.33 que corresponde a 11.7% de
inhibicion de peroxidacion de lipidos. Los resultados para todos los compuestos se

encuentran en el apéndice.
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Grafica 6.- ICsq (M) de la prueba de TBARS para cacalol (1), 2-acetilcacalol (4),
quercetina,BHT y a-tocoferol.
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La ICso del 2-hexanil cacalol no se realizé debido a que este compuesto muestra un
comportamiento irregular al hacer las determinaciones de TBARS, tal como se muestra en la
grafica 5 (el ensayo se hizo tres veces y los resultados presentados son los que tuvieron
mejor comportamiento).

En grafica 6 se observa mejor la gran diferencia entre el poder de inhibicion de
peroxidaciéon de lipidos del cacalol (ICsp= 0.35) y 2- acetil cacalol (ICsp= 0.59) en
comparacion con el de quercetina (ICso= 4.11), a-tocoferol (ICso= 569.09) y BHT (ICs0=
12.86).

Esta diferencia en los resultados despiertan el interés por el estudio del cacalol y sus
derivados, ya que de acuerdo a lo reportado en la bibliografia (Cardenas y Packer, 2002),
dentro de los antioxidantes de origen natural, la quercetina y el a-tocoferol, son algunos de
los que mas se han estudiado y presentan un buen poder de inhibicién de peroxidacion de
lipidos de membrana.

Hay diversos factores que influyen en el rol que juegan los antioxidantes en la inhibicidon
de la peroxidacion de lipidos aparte de la capacidad de transferir un i6n hidrogeno al radical
peroxilo de los lipidos, estos son, la liposolubilidad, capacidad quelante de iones hierro y la
localizacion del antioxidante en la membrana de la célula (Chantal, 2002); futuros estudios
podrian comprobar el nivel al que actuan el cacalol, 2-acetil cacalol y el 2-hexanil cacalol, y
demostrar el por que de su alto poder de inhibicion de peroxidacion de lipidos.

Los resultados obtenidos para el cacalol y sus derivados, los hacen buenos candidatos
para ser tomados en cuenta como antioxidantes, si bien no para la preservacion de alimentos
debido a sus bajos rendimientos, si para alguna otra aplicacion en la que se necesiten en
cantidades menores, siempre y cuando se les realicen los estudios necesarios; también
estos resultados en conjunto con las propiedades que se le han encontrado al cacalol
motivan a que se siga estudiando este compuesto, que se sigan obteniendo mas derivados,
que se promueva mas a fondo el estudio de la Psacalium decompositum (Matarique) para ver
si a futuro se puede producir esta en cantidades mayores y ya no solo obtenerla de forma
silvestre, que se estudien vias de sintesis del cacalol mas sencillas a las existentes; en fin
cualquiera de estas posibilidades resulta interesante para seguir ampliando el conocimiento

del Matarique y del cacalol.
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8.- CONCLUSIONES.

- Los compuestos cacalol, 2-acetil cacalol y 2-hexanil cacalol, presentan buena actividad
antioxidante, secuestrando radicales libres e inhibiendo la peroxidacién de lipidos.

- La proteccion del grupo —OH del fenol del cacalol anula practicamente su actividad

antioxidante.

- La adicion de los sustituyentes utilizados en la posicion 2 del cacalol, modifica la

actividad antioxidante, asi como también se modifica la afinidad por ciertos radicales.

- Los derivados del cacalol: 2-acetil cacalol y 2-hexanil cacalol son inestables ante la
presencia de la luz y el oxigeno a temperatura ambiente, por lo que la adicion de los
sustituyentes empleados no mejord su estabilidad; sin embargo al proteger el grupo hidroxilo
se obtiene un compuesto estable como el acetato de cacalol, pero este no presenta
actividad antioxidante.
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10.- APENDICE
Espectro de RMN 'H del cacalol™.

Espectro de IR del cacalolV.
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Espectro de EM del acetato de cacalol®.
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Espectro de EM del 2- acetil acetato de cacalol®.
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Espectro COSY del 2-acetil acetato de cacalol®.
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Espectro Dept del 2-acetil acetato de cacalol®.
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Espectros de COSY (1) y HETCOR (2) del 2-acetil cacalol®™.
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Espectro de RMN H' del producto de reaccion del punto 6.5.2.6.
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Espectro de EM del producto de reaccion del punto 6.5.2.6.

Pl

Espectro de RMN "3C del producto de reaccion del punto 6.5.2.6.

1981028

(kLT

Tidh i

1466476
1435229

(B 1

hie

F

1404027

tani

24
THig
EE®
|
. |
| ;
"
i :
i | -3
8544 iy
|
g |
é \ |
1k 1204 Tn a0 0.0 m;.n .0 0.0 S0 40.0

=

F=p-pugs

80



Espectro de DEPT del producto de reaccion del punto 6.5.2.6.
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Espectro de IR del compuesto 5
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Espectro de RMN '3C del compuesto 5
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Espectro de RMN "H del compuesto 6.
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Espectro de EM del compuesto 6.
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Espectro de IR del compuesto 7.
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Espectro de RMN "3C del compuesto 7.

Espectro de RMN "H del compuesto 8.
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Espectro de EM del compuesto 8.
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Espectro de RMN '3C del compuesto 8.
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Espectros de COSY del compuesto 8.
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Espectro de HETCOR del compuesto 8.
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Espectro de DEPT del compuesto 8.
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Espectro de RMN "H del compuesto 9. (2-hexanilcacalol).
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Espectro de IR del compuesto 9.
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Reporte de actividad sobre el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
Dr. Manuel Jiménez

Solicita: Julio César

Vehiculo: DMSO

Cacalol 0.666=0.006 -
1 0.482+0.006 ** 27.51£0.95 18.99+0.46
17.78 0.366+0.006 ** 44.96+0.94
31.62 0.205+0.008 ** 69.26+1.26
56.23 0.056+0.003 ** 91.64+0.35
100 0.044£0.003 ** 93.36+0.37
2-acetilcacalol JEM3 C 0.666+0.006 -
1 0.508+0.007 ** 23.62+0.33 23.44+0.50
17.78 0.416+0.011 ** 37.42+0.99
31.62 0.277+0.009 ** 58.46+1.01
56.23 0.118+0.005 ** 82.18+0.59
100 0.53£0.003 ** 92.01+0.36
Compuesto (9)‘ JEM1 C 0.666+0.006 -
(2-hexanilcacalol 1 0.55020.008 ** 17.34+0.49 34.41+0.26
17.78 0.481+0.008 ** 27.71+0.54
31.62 0.368+0.004 *:x* 44.65+0.29
56.23 0.21320.004 ** 67.94£0.39
100 0.073£0.003 ** 88.99+0.38
Quercetina - C 0.741£0.018 -
5.62 0.559+0.018 ** 24.70+0.92 10.89+0.47
7.50 0.509+0.016 ** 31.42+1.07
10 0.419+0.014 ** 43 49+1.54
13.34 0.3134+0.018 ** 57.748+2.28
17.78 0.181+0.024 ** 75.55+3.26
23.71 0.107£0.003 ** 85.53+0.28
o-tocoferol - C 0.741+0.018 -
.78 0.553+0.027 ** 25.5142.02 31.74+£1.04
23.71 0.488+0.02 ** 34.31+1.80
31.62 0.400+0.019 *=* 46.13+1.98
42.17 0.284+0.017 ** 61.6542.19
56.23 0.135+0.009 ** 81.76%1.11
BHT - B 0.737+0.022 -
10 0.664+0.034 10.57+£1.72 74.9145.76
31.62 0.511+0.029 ** 31.16£2.16
100 0.327+0.026 ** 55.78+4.06
316.23 0.1344+0,014 *=* 81.99+1.341
1000 0.123+0.026 ** 83.58+2.99

Los valores representan el promedio + error estandar de tres o cuatro experimentos independientes (n=3 ).
Los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) seguida de un aprucba de Dunnett para aislar
grupos con diferencia significativa. Los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se consideraron como
diferencia significativa con respecto al control.

C:\Resultados LPB-IQUI'2006\Actividad antioxidante (DPPH)Jiménez Estrada M, Dr\06abr19.doc



Espectro de actividad secuestrante sobre radical DPPH del cacalol".
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Espectro de actividad secuestrante sobre radical DPPH del 2-acetil cacalol™.

- Cone.
Y PN
P il Y | 280
by J,"l '.\ ,n"ll \ ~\
R i S T e i \ \ /A ~ . 125
4 \ ] \ e S
_ . \ / \ f R 2
o N, / T L O
e " N \ Y SN s e 5 (60,825
.__/f _y ~
B -y S M = e T ol = Bl o8 PSSR - SR SIS PERESn  SEE T -  e
I f \"u
/ \ /
,,'/ / Vo iy
e e et / i} / | [ ~ A — | 1B0.B Bio
L, / \ \ R.Gain
S \ ! \ f/ \ #
L I
{ A if
A\ i _
A .

323.21

238.49]
imT)

Espectro de actividad secuestrante sobre radicales ‘OH, ‘CHs y O", del cacalol".
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Espectro de actividad secuestrante sobre radicales ‘OH, ‘CHs y O, del 2- acetil cacalol®.
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Inhibiciéon de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata
Investigador: Dr. Manuel Jiménez
Tehip Cesqy
Homogenizado en: PBS
Vehiculo: Metanol
Peroxidacién: inducida con FeSO, (10 M)

Solicita: .

Muestra Codigo |Concentracion TBARS Inhibiciéon 1Csy
7 (nM) (nmol/mg prot.) (%) (uM)
Cacalol JEMI1 a 8.26+0.11 -
0.32 4.91+0.12 ** 40.57+2.25
0.42 2.73£0.26 ** 66.90+3.35 0.35+0.01
0.56 0.5720.05 %=* 93.09+0.76
0.75 0.44+0.05 ** 94.66+0.70
1 0.41£0.05 ** 95.05+0.63
2-acetil cacalol JEM2 (@ 8.17+0.10 -
0.32 6.12+£0.24 * 25.13£2.01
0.42 5.64+0.13 ** 30.99+2.05 0.59+0.01
0.56 4.61+0.13 ** 43.54+2.19
0.75 F1 74015 %+ 61.13+2.25
1 0.56+0.07 ** 03.15+0.94
a-tocoferol - c 9.48+0.23 -
100 8.43+0.45 1125121
177.83 8.01+0.35 15.65+2.07 569.09+24.54
316.23 7.49+0.16 * 21.39+1.20
562.34 509037 * 46.36+£3.38
1000 1.66+0.44 * §2.28+4.80
BHT = C 8.84+0.59 &
7.50 7.65+0.42 8.16+£1.78
10 5.86x0.78 * 23.98+6.41 12.86+0.64
13.34 3.90+£0.71 * 54.99+7.25
17.78 1.09+0.21 * 82.15+6.98
23.71 0.79+0.18 * 90.27+£2.51
Quercetina & 9.52+0.19 -
1 8.33+0.33 11.70£2.14
1.78 7.64+0.47 * 19.29+3.32 4.11+0.26
3.16 6.21+0.24 * 34.16+3.05
5.62 3.2040.55 * 66.05+5.62
10 1.274+0.29 * 86.61+2.92

Los valores representan el promedio de tres o cuatro (n=3-4)experimentos independientes + error
estandar de la media (}EtES]. Los datos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA)
seguida de un aprueba de Dunnett para aislar grupos con diferencia significativa. Los valores de p
<0.05 (%) y p=0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al control

(C).

C:\Tono\Resultados PB\2006\liménez Estrada Manuel, Dritbars reporte |l doc
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Resultados de TBARS para el compuesto 9. (2-hexanil cacalol)

Feroxidacidn de |i[;-JiI:|DS en cerebro de rata MBARS)
Resultados del compuesto (2 (Z-hexanilcacalol)

2-hexanilcacalol

Peroxidacion de lipidos en cerebro de rata (TEARS)

Realizd:
Homogenizado en:
Vehiculo;
Peroxidacion:

Artania Mieto Camacho

FBES

DME0 {25 ul)

Induzida con FasSo4 (10 uhd)

Concentracién D. 0. nmolimg  Inhibicién
Pozo [Muestra Cadign 540 nm Lha prat, {%)
1682 (Blanco - - 0.000 - - -
ra.p |Basal - - 0.082 1.194 1.104 8547
. b |FeS0, (10 uh) - - 0.738 g.881 g.881 =20.20
4o |FeSOy+vehicule  Controf - 0613 B.220 8220 0.00
SEH.| Campuesto 9 JEME 0.32 uM 588 7.989 7.989 2.81
s | (2-hexanilcacalol) 0.42 UM 0.572 7.682 7.682 6.55
TEH 0.56 uM 0.557 7486 7486 8.93
BEH 0.75 ud {.558 ¥.500 T.500 8.77
BEH T U 0,530 7125 7125 13.32
10 F-H 1.33 uM 02z 1.731 1.7 T8.95
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