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Hex Hexano
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MeOD Metanol deuterado
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R Referencia

RMN Resonancia magnética nuclear
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1. RESUMEN

La dinamica y la forma de vida de las sociedades actuales estan asociadas a un
aumento en la incidencia de padecimientos y enfermedades. Los habitos
alimenticios pueden prevenir enfermedades o mejorar la calidad de vida de las
personas, por lo que la investigacion y el desarrollo de suplementos resultan de
interés. En las plantas se puede encontrar una fuente de compuestos bioactivos

con multiples aplicaciones, incluyendo beneficios para la salud.

En el presente trabajo de investigacion se estudio la raiz del tejocote (Crataegus
mexicana), el cual es un arbol perteneciente a la familia Rosaceae que se
encuentra distribuida en diversas partes del mundo. Varias de las partes de esta
planta han sido ampliamente usadas en la medicina tradicional para tratar
diferentes padecimientos como problemas del corazén® y digestivos®, entre
otros.

Como metodologia, se fraccionaron los extractos crudos de acetato de etilo y
acetona, se caracteriz0 a los productos obtenidos mediante técnicas
espectroscopicas y espectrométricas, y se evaludé su actividad antioxidante,

antiproliferativa, antinflamatoria, antidiabética e intestinal.

Se aislaron e identificaron dos dibenzofuranos naturales, que no han sido
reportados con anterioridad, el compuesto 2, 3, 4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-
ol (A) que presentd actividad antioxidante destacable; y el compuesto 2, 3, 4-
trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol (B) que present6 actividad antioxidante y
antidiabética importante. Asi mismo, se obtuvieron tres fracciones aceténicas

con actividad antioxidante, antidiabética y antiinflamatoria destacables.

Con este estudio se consiguiéo ampliar el conocimiento de la planta Crataegus
mexicana CD, lo que justifica su uso etnobotanico, fomenta el cuidado y el
conocimiento de los recursos naturales nacionales, y puede contribuir al

desarrollo de suplementos.
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2. INTRODUCCION

El interés por mejorar la calidad de vida del ser humano se ha mantenido a lo
largo de su historia y actualmente la investigacion contintia. Hoy en dia, la calidad
de vida de la poblacién en paises emergentes, tales como México, sigue siendo
baja. La presencia de enfermedades y padecimientos relacionados con estrés y
malos habitos de salud, como la diabetes, el cancer y problemas
cardiovasculares, van en aumento?!. Por ello, el desarrollo de opciones
saludables, como los suplementos, ha tomado importancia. Estos productos
contienen compuestos bioactivos que pueden provenir de fuentes naturales y
desempenfiar beneficios a la salud, como formar parte de la prevenciéon y
tratamiento de enfermedades, al incluirlos en la dieta en sus diferentes

presentaciones# 42,

Una fuente de compuestos o fracciones bioactivas son plantas, como el arbol del
tejocote, Crataegus mexicana. Esta planta es de importancia farmacéutica y
alimentaria debido a su efecto antidiabético, digestivo y cardiovascular? en el
cuerpo humano. Actualmente se han identificado 36 flavonoides, 6 diferentes
azlcares y 17 acidos en hojas, frutos y corteza de esta planta® con el objetivo de
justificar las propiedades que le han sido atribuidas. Sin embargo, no existen
estudios fitoquimicos de la raiz a pesar de que ésta posee efectos antidiabéticos?
y gastrointestinales®.

Por lo tanto, el objetivo del presente proyecto es realizar un estudio fitoquimico
de la raiz del tejocote mediante la extraccion del material vegetal con diferentes
disolventes organicos, seguida del fraccionamiento de los extractos y la
evaluacion de su actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiproliferativa,
antidiabética e intestinal, para proponerlos como ingredientes activos en
suplementos, de acuerdo con su estabilidad y propiedades quimicas y

sensoriales.

Como resultado, se obtuvieron tres fracciones acetonicas con actividad
antioxidante, antidiabética y antiinflamatoria destacables. Asi mismo, se aislaron
e identificaron dos nuevos dibenzofuranos naturales, el compuesto 2, 3, 4, 7-
tetrametoxidibenzofuran-5-ol (A) con actividad antioxidante destacable; y el

compuesto 2, 3, 4-trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol (B), el cual present6 actividad
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antioxidante y antidiabética importante. Debido a su polaridad, estos compuestos
podrian incluirse en polvos para infusiones acuosas Yy las fracciones, al ser
resinosas, podrian afadirse como extractos herbales en caramelos, por

mencionar algunas aplicaciones.

En conclusion, los usos etnobotanicos de la raiz de tejocote estan justificados
por su composicion y actividad bioldégica in vitro, lo que plantea el
aprovechamiento, por ejemplo, de sus extractos como ingredientes activos en
suplementos, tras ajustar su composicién con compuestos patron y determinar

su toxicidad.
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3.1 Productos naturales bioactivos y sus aplicaciones en la salud

humana

Las enfermedades no transmisibles (ENT) han tomado gran importancia en el
sector salud debido al aumento en su incidencia desde el siglo pasado. Dentro
de dichas enfermedades, los problemas cardiovasculares, gastrointestinales y el

cancer representaban las principales causas de muerte en 201211,

De acuerdo con estudios del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) reportadas en octubre del 2017, las principales causas de muerte en
México fueron enfermedades del sistema circulatorio (25.5%), enfermedades
enddcrinas, nutricionales y metabdlicas (17.5%), y tumores malignos (13 %) 2°,
las cuales representan algunas de las ENT.

Las ENT se encuentran relacionadas con el actual estilo de vida y los habitos
que de ello se derivan. Por lo tanto, ademas de incluir actividad fisica y realizar
revisiones médicas constantes, es importante mantener una dieta saludable. En
2016, se publicé la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino
(ENSANUT MC 2016), en la cual se establece que los principales factores que
la poblacion percibe como barreras a la hora de alimentarse saludablemente
fueron (de mayor a menor): falta de dinero para comprar frutas y verduras
(50.4%), falta de conocimiento para preparar alimentos saludables (38.4%), falta
de tiempo para preparar o consumir alimentos saludables (34.4%) y preferencia
por consumir bebidas azucaradas y platillos con alto contenido energético
(31.6%)21. Es en este punto en que se observa un nicho de oportunidad para los
derivados de productos naturales bioactivos, ya que éstos pueden suplir las

deficiencias originadas por una alimentacién y ritmo de vida inadecuados.

Los productos naturales bioactivos son compuestos quimicos producidos por
organismos vivos que ejercen un efecto bioldgico en otros organismos. Estos
compuestos pueden ser integrales a la existencia cotidiana del organismo, pero
tienen una actividad fortuita en sistemas biolégicos no relacionados. Este ultimo

escenario se ejemplifica mediante la busqueda de nuevas aplicaciones
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bioactivas en el desarrollo de fitofarmacos o suplementos'3, por mencionar

algunos.

Los productos naturales bioactivos pueden emplearse como ingredientes activos
en el desarrollo de suplementos, los cuales son complementos alimenticios con
uno o mas ingredientes activos, a una concentracion inusualmente mas alta que
en los alimentos comunes, combinados con una matriz de soporte no activo para
suplir una deficiencia de nutrientes y microelementos en el cuerpo derivados de
una dieta inadecuada o mal funcionamiento del organismo'4, ademas de ser
productos nutricionales que proporcionan beneficios médicos y a la salud del que
los consume, incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades, debido

a la presencia de ingredientes activos especificos en ellos??.

Para obtener este tipo de productos es necesario considerar que la seleccion, el
andlisis y la identificacion de un Unico compuesto bioactivo obtenido por sintesis
quimica, biotransformacién o incluso a partir de una matriz natural, son una
cuestiéon compleja en el descubrimiento de suplementos. Los extractos crudos
de productos naturales o parcialmente purificados pueden contener hasta miles
de componentes. La dificultad radica en el aislamiento de esos componentes
traza de la matriz natural, la purificacion con una alta recuperacién y una técnica
analitica altamente sensible y reproducible para hacer posible la elucidacion

estructural de la entidad quimica®4.

Como resultado de la caracterizacién y funcionalidad, el o los compuestos o
mezclas activos pueden formar parte de suplementos. Posteriormente, estos
compuestos pueden obtenerse mediante sintesis quimica u otros
procedimientos, o desarrollar algun derivado funcional de los compuestos

originales!4.

En el caso del tejocote, existen productos como tinturas, tabletas, tés y extractos
acuosos de hojas, flores y el fruto®, los cuales pueden clasificarse como

suplementos.

La importancia de los productos naturales radica en que aproximadamente el
60% de los nuevos medicamentos para el tratamiento del cancer y el 75% de
nuevos medicamentos destinados al tratamiento de enfermedades infecciosas

son de origen natural. Mas del 25% de los productos farmacéuticos de venta
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con receta se derivan de plantas y el potencial de este rico recurso es inmenso,
ya que solo alrededor del 1% de los medicamentos utilizados en las culturas
tradicionales se han evaluado cientificamente®. En Norteamérica los productos
naturales para la salud utilizados en el tratamiento de problemas relacionados
con el corazén se consideran entre los mas importantes y algunos de ellos se
elaboran con especies de Crataegus®. La obtencién y sintesis de algunos
ingredientes activos provenientes de fuentes naturales se validan con
numerosas pruebas de laboratorio y ensayos clinicos que demuestren su
eficacia en el tratamiento o la prevencién de diferentes enfermedades, como las

ENT, al desarrollarse y clasificarse como farmacos.

Sin embargo, los productos naturales no se encuentran bajo ninguna regulacién
0 control que aseguren su uso, por lo que la responsabilidad de la seguridad y
calidad de estos productos dependen Unicamente de sus fabricadores*®. Debido
a lo anterior, es necesario establecer una normatividad valida y vigente para
asegurar el uso de productos naturales y sus derivados, con el objeto de
aprovechar sus beneficios para favorecer la prevencién y tratamiento de
multiples padecimientos, debido a que su prevalencia aun se mantiene. Por
ejemplo, en México, las defunciones por ENT no han disminuido??; sus indices
de incidencia siguen siendo altos, y a pesar de las politicas gubernamentales,
aun no se ha logrado fomentar suficientemente la adopciéon de modos de vida
mas saludables y la prestacion de servicios de atenciéon de salud equitativos®?.
Por ello, el desarrollo de productos preventivos para la conservacion de la salud

es de importancia en este pais.

3.2 Accién de productos naturales bioactivos en el tratamiento y

prevencién de cancer, diabetes y enfermedades intestinales

Como se menciond anteriormente, los productos naturales pueden ejercer
multiples efectos en el organismo humano para contrarrestar la incidencia de
diferentes enfermedades, estos efectos son atribuidos a sus propiedades

antioxidantes?® e inhibidoras de enzimas?8.

En términos nutricionales y bioquimicos, un antioxidante sugiere un compuesto
capaz de contrarrestar la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés) que han sido generadas metabdlicamente??.
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Ya que multiples estudios han demostrado que las ROS estéan involucradas en
el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, degenerativas, de
envejecimiento, neurolégicas y cancer??, la importancia de los antioxidantes
radica en su funcion como factores de prevencion ante tales padecimientos. Sin
embargo, en concentraciones muy altas, los antioxidantes pueden actuar como
pro-oxidantes. Ademas, se ha establecido que las ROS también participan en
multiples funciones fisiolégicas, como el metabolismo normal®?. De hecho, es
necesario un cierto nivel de ROS para estimular muchos de los procesos
relacionados con los beneficios del consumo de antioxidantes, por ello, eliminar
por completo a las ROS puede tener implicaciones perjudiciales para el
orgnismo??. Debido a lo anterior, el mantenimiento de la salud requiere de un
equilibrio adecuado entre la generacién de ROS vy los sistemas antioxidantes, lo
que se puede lograr mediante el consumo moderado y ajustado a las

necesidades de cada individuo de productos con propiedades antioxidantes?3,

En relacidn con sus propiedades antioxidantes, los productos naturales también
han destacado en su actividad antiinflamatoria. La inflamacién generalmente se
define como una respuesta saludable del huésped a la estimulacién generada
por la invasién de patégenos y sefales enddgenas, como las células dafiadas??,
0 sefiales exdgenas, como trauma mecanico, toxinas, minerales, cristales,
productos quimicos y antigenos?. En ocasiones, este proceso da como
resultado la reparacion del tejido, sin embrago, cuando la respuesta no se
controla, puede generar una patologia. Cada tejido muestra caracteristicas
distintivas de la inflamacién?*. Los procesos inflamatorios no resueltos pueden
participar en la progresion de enfermedades inflamatorias, como el asma, la
aterosclerosis, la artritis reumatoide, la esclerosis multiple, la rinitis y el cancer,
entre otros®®. Los factores ambientales y el estilo de vida se encuentran

involucrados?4.

Actualmente, las estrategias farmacolégicas dirigidas a disminuir la inflamacién
se basan en la inhibicion de ciertas enzimas que participan en la fisiologia normal
de procesos digestivos y funcion renal*® entre otros y, por lo tanto, pueden
desencadenar un desequilibrio de la homeostasis y efectos secundarios
indeseables. Debido a lo anterior, se ha buscado dar un enfoque diferente al
tratamiento de la inflamacién, de ahi que la investigacion se ha dirigido al estudio
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de procesos bioquimicos y busqueda de antiinflamatorios més selectivos. De
hecho, se ha reportado este tipo de funciones en componentes de algunas

plantas*©,

Asi mismo, se han reportado fuertes efectos inmunomoduladores en la dieta, en
particular en el contexto de comer en exceso, el ayuno y la composicion de los
alimentos. La obesidad esté vinculada a la inflamacion cronica a través de una
variedad de mecanismos, que incluyen la inhibicibn de la autofagia y la
aceleracion de los procesos asociados con el envejecimiento, mientras que el

ayuno tiene considerables efectos antiinflamatorios?“.

Adicional a los procesos inflamatorios relacionados con el sistema digestivo, la
motilidad intestinal, que es la capacidad de las paredes del intestino delgado y
grueso para contraerse y relajarse, permitiendo el movimiento de los contenidos
intestinales de un sitio a otro; también se ha reportado relacionada con la
administracion de extractos provenientes del género Crataegus. Estos extractos
han sido capaces de modificar los patrones especificos de motilidad de
determinados segmentos intestinales. Los farmacos antidiarreicos tienen este
efecto como principal objetivo para controlar la cantidad de agua intestinal, la
cual se ve afectada durante ciertos padecimientos, por lo que dichos extractos
podrian ser empleados como ingredientes activos. Sin embargo, estas
propuestas deben ser confirmadas toxicologicamente, ya que pueden

desencadenarse trastornos funcionales del intestino debidos a la dismotilidad?2®.

El tratamiento de los trastornos funcionales del intestino sigue siendo
problematico, aunque los tratamientos sintomaticos o los medicamentos
destinados a mejorar la motilidad pueden ser efectivos. Sin embargo, ningun

tratamiento actual aborda la presunta causa subyacente de la enfermedad?6.

Por otro lado, el género Crataegus también se encuentra relacionado con un
padecimiento de alta incidencia en México, la diabetes mellitus. La diabetes
mellitus no es un solo trastorno y su definicion depende de la perspectiva que se
le otorgue. Desde una perspectiva médica, representa una serie de afecciones
metabdlicas asociadas con la hiperglucemia y causadas por una insuficiencia

parcial o total de insulina. La exposicion a la hiperglucemia cronica puede dar
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lugar a complicaciones microvasculares (infarto de miocardio, accidente

cerebrovascular, enfermedad arterial periférica, entre otras) %’.

La diabetes es una condicion de por vida que requiere atencion diaria a la dieta,
estilo de vida y autocontrol de la glucosa en sangre, con administracion frecuente
de medicamentos. Puede asociarse con diversos grados de ansiedad, depresion
y visitas multiples a los proveedores de atencion médica?’. Por otro lado, la
susceptibilidad genética es importante pero no suficiente en la causa de
diabetes.

Ademas, se ha propuesto que, en lugar de examinar a poblaciones enteras para
detectar la diabetes, los equipos de salud deben centrar sus esfuerzos en la
deteccidén temprana, el asesoramiento sobre el estilo de vida y el tratamiento
intensivo de los factores de riesgo entre las personas con alto riesgo de diabetes
y enfermedad cardiovascular?®, ademas de incluir en la dieta factores preventivos

como los productos naturales bioactivos, entre otros cuidados.

Finalmente, otro padecimiento de importancia mundial que puede ser prevenido
mediante el consumo de suplementos o fitofarmacos, entre otros cuidados, es el
cancer. El cancer es un crecimiento anormal de células causado por maltiples
cambios en la expresion génica que conducen a un desequilibrio en la
proliferacion y la muerte celular, lo cual genera tumores, en ultima instancia, los
cuales son una poblacion de células que pueden invadir tejidos y hacer
metastasis en sitios distantes, causando morbilidad significativa y, si no es

tratado, muerte del enfermo3.

Desarrollar cancer es una situacion multifactorial. Se puede clasificar a los
factores como externos (por ejemplo, exposicion a ciertos compuestos quimicos
ambientales y radiacion) e internos (por ejemplo, defectos del sistema
inmunoldgico y/o predisposicion genética). Estos factores causales pueden
actuar juntos para iniciar y promover carcinogénesis. A menudo, pueden
transcurrir de 10 a 20 afios antes de que una célula afectada se convierta en un

tumor clinicamente detectable3!.

Aunque el cancer puede ocurrir a cualquier edad, por lo general se considera
una enfermedad del envejecimiento. La edad promedio mundial en el momento

del diagnéstico de cancer es de 67 afios. Parte del aumento en la incidencia de
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cancer con el envejecimiento podria deberse a una acumulacion de dafios en el
ADN durante toda una vida de exposicion a factores cancerigenos. Otra
posibilidad, quizas mas probable, es que el dafio celular se acumule con el

tiempo y la capacidad del cuerpo para reparar este dafio disminuya con la edad?!.

Los anteriores procesos también se han analizado epidemiolégicamente.
Actualmente, el cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo
occidental. En los Estados Unidos y en varios paises europeos, es la segunda
causa de muerte después de la enfermedad cardiovascular. Las tasas de
mortalidad mas altas se observan en los canceres de pulmoén, colorrectal, mama

y préstata3!.

No obstante, la morbilidad relacionada con el cancer ha disminuido en las ultimas
décadas. Este progreso se debe a mejores técnicas de diagnostico y tratamiento,
muchas de las cuales se han derivado del conocimiento cada vez mayor de la

biologia de la célula cancerosas!.

Finalmente, se reafirma la importancia de la prevencion mediante la
concientizacion y toma de acciones para la mejora en la calidad de vida de la
poblacion. Para lograr lo anterior, se insiste en la investigacion relacionada a los
productos naturales bioactivos, como lo es el estudio de plantas tales como el

tejocote, como una opcién preventiva ante diferentes padecimientos.

3.3 Tejocote (Crataegus mexicana)

3.3.1 Generalidades morfolégicas

El tejocote (Crataegus mexicana) pertenece a la especie mexicana, del género
Crataegus, familia Rosaceae, orden Rosales, reino Plantae. Las especies
reportadas se encuentran en diversas partes del mundo, de las cuales, dos

terceras partes se encuentran en Norteamérica y el resto en Europa y Asia?.

En México, la sinonimia popular para esta especie vegetal incluye nombres tales
como tejocote, chisté, manzanilla y manzanita, entre otros, siendo el primero el
nombre mas comun y derivado del nahuatl “Texocotl”, que significa fruta dura y

agrial.
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Como se observa en la Figura 3.3.1-1, el tejocote es un arbol que puede medir
desde 4 hasta 10 m de altura. La corteza presenta un color gris rojizo y se
desprende en tiras® (A). Sus hojas son anchas en la parte media, y angostas en
los extremos; son de color verde oscuro en el haz y verde palido en el envés;
ademas, presentan borde dentado? (B). Las flores son blancas y su periodo de
floracion es corto! (B). Su fruto es de color amarillo-anaranjado, semejante a
pequefias manzanas, de 1 a 2 cm de diametro® (C). Las semillas son lisas y de
color café?. Muchas de las especies no producen semilla, aunque exista fruto
formado?. Los frutos se forman en primavera y maduran hasta el invierno®. La
raiz consiste en un sistema radical, profundo y sensible, el cual consiste en una
raiz principal (pivotante) de la que salen raices laterales y fibrosas, formando un

conjunto* (D). Los especimenes viven de 30 a 40 afios?.

Por ser una especie tropical, el clima templado a una altura de 1000 y hasta 3900

msnm es idéneo para el crecimiento de esta planta?.

Tiene la capacidad de reforestar en taludes, barrancas y zonas semiaridas
debido a la proteccion que provee al suelo contra la erosion;, ademas de

incorporar materia organica®.

tejocote. (C) Fruto de tejocote. (D) Raiz pivotante.

3.3.2 Etnobotanicay uso tradicional

El tejocote es ampliamente usado en la medicinal tradicional de numerosos

grupos étnicos y originarios en Europa, Asia y Norteamérica.
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En Norteamérica, el fruto y la decoccion de la raiz y la corteza del tejocote se
emplean en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales. Las decocciones
de la corteza y las flores también se han empleado como tratamiento a
problemas en el corazén, por sus efectos antiespasmadicos, cardiotonicos,
hipotensos y antiateroescleréticos®, ademas de mejorar la funcién y rendimiento

del corazén y disminuir el riesgo de arritmias®.

En la medicina tradicional de China, el fruto se usa para mejorar la circulacion,
eliminar la estasis sanguineay tratar la indigestion, la diarrea, el dolor abdominal,

la hiperlipidemia y la hipertension®.

En México, el fruto y las hojas son comUnmente empleadas para tratar
enfermedades respiratorias y digestivas, respectivamente, a partir de la
decoccion del material vegetal y su posterior administracion por via oral. De igual
forma, se sabe que la raiz se cuece y machaca para preparar infusiones con

fines antidiabéticos?.

Se ha reportado un efecto hipoglucémico especificamente en la raiz® 1° y hojas?®
de las especies mexicanas del género Crataegus. Sin embargo, de acuerdo con
Olvera-Garcia M., administrando una dosis de 50 mg/kg de extracto etandlico de
la raiz de tejocote se observé el mejor efecto hipoglucemiante, sin embargo, se
desarrollo ileo paralitico temporal, el cual, a concentraciones mayores (100

mg/kg) generd la muerte de los ratones de prueba por el mismo padecimiento®.

Por otro lado, el fruto es consumido en diversas preparaciones culinarias como

dulce, conserva y vino®, por mencionar algunos.

3.3.3 Composiciéon quimicay farmacologia

Multiples estudios se han realizado sobre diferentes partes vegetales del arbol
del tejocote con el fin de elucidar la causa del efecto farmacolégico observado
mediante la identificacion de los compuestos, 0 grupos de éstos, que se

encuentran involucrados.

Actualmente, se conoce la presencia de azUcares que son producidos en las
hojas y son transportados al fruto durante su desarrollo. Ejemplos de ellos son

fructosa, glucosa, sorbitol, entre otros®.
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En el fruto se han identificado acidos organicos y fendlicos, como el acido citrico
y el ascorbico (Figura 3.3.3-1), los cuales han mostrado ciertas funciones
independientes de su rol en el metabolismo primario de la planta, como su
actividad antioxidante® y como nutrientes esenciales para los humanos. El 4cido
ascorbico también ayuda a la prevencion del cancer y desordenes
cardiovasculares®.

0 OH
o)

HO OH
OH

A B

Figura 3.3.3-1 Acidos citrico (A) y ascorbico (B), respectivamente.

Como en la mayoria de las plantas, existen terpenos en mdultiples partes del
tejocote, tales como el acido oleandlico y el ursélico (Figura 3.3.3-2), los cuales
muestran actividad antiinflamatoria, gastroprotectora e hipoglicémica®, al ser

suministrados a humanos.

Figura 3.3.3-2 Acido ursélico (A) y oleandlico (B).

Asi mismo, en el reino vegetal se puede observar la presencia de acidos
cinAmicos; estos se encuentran en pequefias cantidades en el género
Crataegus. El acido cafeico y el clorogénico son ejemplos de ellos, y tras su
administracion actdan como antioxidantes e inhibidores para la formacion de
compuestos mutagénicos; especificamente el acido clorogénico muestra

inhibicion al dafio en el ADN®.
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Figura 3.3.3-3 Acido clorogénico (A) y cafeico (B).

Otro componente comun en las plantas, particularmente en las hojas, son los
lignanos, encargados de la regulacién de algunos procesos fisioldgicos. Los
precursores de los lignanos, tales como el pinoresinol y matairesinol (Figura
3.3.3-4), han sido denominados como fitoestrogenos, ya que exhiben una
actividad estrogénica débil y previenen enfermedades cardiovasculares,

osteoporosis y ciertos canceres asociados con hormonas®.

OCH;

OCH3 OH
A B

Figura 3.3.3-4 Pinoresinol (A) y matairesinol (B).

Por otro lado, existen mezclas constituidas principalmente por terpenos y
fenilpropanoides, llamadas aceites esenciales, las cuales son sintetizadas en el
tejido vegetal. El tipo y cantidad de compuestos en estos aceites puede variar
por factores ambientales, tales como la época del afo, la temperatura, entre
otros. El efecto que tienen en las plantas puede ser antifingico, antiviral y

antibacterial®.

Dentro de los compuestos presentes en el reino vegetal, son los flavonoides uno
de los grupos mayormente involucrados en los beneficios a la salud observados
en las diversas especies. Los flavonoides no son esenciales para la

supervivencia de la planta, sin embargo, proveen de color y proteccion frente a
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especies reactivas de oxigeno, entre otras funciones fisiologicas. En el género
Crataegus se encuentra a estos compuestos en hojas, flores y fruto. En
mamiferos, los flavonoides actian como antimicrobianos estimulando la
produccion de anticuerpos y han demostrado tener efectos hipotensores y
anticancerigenos debido a sus propiedades antioxidantes. Un ejemplo es el

compuesto quercetin-3-O-galactésido (Figura 3.3.3-5)°.

Figura 3.3.3-5 Quercetin-3-O-galactosido.

Asi mismo, la produccion de los compuestos anteriormente mencionados en las
diferentes partes del tejocote puede cambiar dependiendo del estado de
desarrollo del arbol. Se ha denotado que la concentracion de algunos flavonoides

disminuye en la progresion de la fruta verde a la fruta roja.

En conjunto, tras analizar hojas, flores y fruto de 27 diferentes especies del
género Crataegus, se han cuantificado 36 flavonoides, 6 diferentes azucares y
17 &cidos®.

En el género Crataegus también se ha reportado a un grupo de dibenzofuranos
como agentes constitutivos clasificados de acuerdo con su estructura y la
variedad de sustituyentes que presentan. Por ejemplo, la especie Crataegus
monogyna contiene dos dibenzofuranos principalmente en la corteza y en la
parte mas inmadura de la madera. Ademas, este tipo de compuestos se
encuentra en otros géneros que se mencionaran como referencia de sus efectos

bioldgicos™®.

Los dibenzofuranos pueden presentar metoxilos e hidroxilos como sustituyentes.
Estos compuestos se han encontrado en raiz!8, tallos'> 1°, corteza®® y albura®®

de la especie Cotoneaster acutifolius y se han obtenido mediante extracciones
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con metanol y acetato de etilo, con su posterior aislamiento con cromatografia
en columna, obteniendo compuestos con actividad biolégica empleando

gradientes de polaridad!®*°,

Los dibenzofuranos se han evaluado en lineas celulares animales vy
humanas'®'®, Tras diferentes bioensayos, se ha encontrado que algunos
dibenzofuranos presentan actividad antiinflamatoria'® °, antibacterianal’ y
antifingica!® 6 17, por lo que pueden ejercer efectos tras su administracion en
humanos*. Ademas, partiendo de compuestos obtenidos directamente de las
fuentes naturales, se han sintetizado variantes con el fin de potenciar o cambiar

las propiedades originales.

En la Figura 3.3.3-6, se muestran dibenzofuranos como kehokorina A (A) y
dibenzofuranquinona popolohuanona E (B), aislados de Trichia favoginea y
Dysidea sponge, respectivamente; dimetoxifenoles (C) y derivados clorados (D),
entre otros, que presentan actividad anticancerigena relacionada con la
presencia de grupos fendlicos libres y adyacentes a carbonilos. Ademas, estos
compuestos pueden intercalarse entre pares de bases del ADN inhibiendo el

crecimiento de las células cancerosas?°.

@\/ O“OH e

OH OR

MeO O O OMe

. . R (,A MeQ 2
oSS T SV o4 » o ()
={ M = HO CHa
(o)
o HsC 0

Figura 3.3.3-6 Ejemplos de dibenzofuranos biolégicamente activos.

Asi mismo, el dibenzofurano achirofuran (E), aislado de Achyrocline satureioides,
rhodomyrtoxina C, y derivados de éstos (F), han demostrado actividad

antibacteriana®®. Por otro lado, se ha reportado que dibenzofuranos como la
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vialininas B (G), ganbajunina B (H) y xylariquinona (I) muestran actividad

antialergias, antioxidante, antiinflamatoria y antimalaria, respectivamente.

Los diferentes efectos biologicos existentes entre estos compuestos radican en

la variedad de sustituyentes que puede tener el dibenzofurano“°.

Algunos dibenzofuranos han sido clasificados como fitoalexinas, debido a que
son relativamente raros como metabolitos secundarios, son de bajo peso
molecular y actian como defensa frente a patégenos'®. Son inducidos por el
estrés y son una parte importante del repertorio de defensa de la planta. Estos
compuestos muestran actividad biol6gica hacia una variedad de patégenos y se
consideran marcadores moleculares de resistencia a enfermedades'®. Algunos

ejemplos pueden observarse en la Figura 3.3.3-7.
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Figura 3.3.3-7 Ejemplos de fitoalexinas presentes en diferentes familias

vegetales, incluida la Rosaceae.

Debido a la actividad biologica de los dibenzofuranos se han estudiado multiples
variaciones estructurales para potenciar la actividad biolégica observada en los
compuestos encontrados en fuentes naturales y asi ofrecer mas opciones para

los tratamientos meédicos actuales o como parte del desarrollo de suplementos.
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4. JUSTIFICACION

En México, la contencién de enfermedades no transmisibles (ENT) debe ser una
prioridad para el sector salud, dado el impacto creciente en la poblacién en edad
laboral. La prevencion y tratamiento de estos padecimientos permite una mejora
en la calidad de vida, es por esto que se continda con el estudio de extractos o
compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales encaminados para la posible

formulacion de suplementos que coadyuven al tratamiento de las ENT.

Una de las fuentes naturales de interés es la raiz del tejocote, de la cual no se
han reportado estudios fitoquimicos, sin embargo, estudios etnobotanicos
indican su uso (como infusiones) para padecimientos diabéticos y digestivos, lo
cual motiva su estudio y permite aumentar el conocimiento de esta especie

nacional.

5. HIPOTESIS

Estudios etnobotanicos y fitoquimicos de las partes aéreas y del fruto del tejocote
han aislado e identificado diferentes compuestos bioactivos que justifican el uso
de infusiones para el tratamiento de diversos padecimientos debido a sus efectos
farmacoldgicos. Si la medicina tradicional utiliza a la raiz de tejocote por sus
efectos antidiabético y gastrointestinal, es posible aislar diferentes compuestos,
0 mezclas de éstos, responsables de las propiedades que se le atribuyen a esta
planta, debido a su bioactividad.

Por lo tanto, el estudio fitoquimico de la raiz podria evidenciar compuestos o
fracciones con actividad antiinflamatoria, antioxidante, intestinal, antiproliferativa
y/o antidiabética. Tales compuestos pueden ser identificados y evaluados para
determinar la actividad que presentan en sistemas vivos, lo que puede contribuir
al desarrollo de suplementos, como una aportacion a las medidas existentes de

prevencion y mejoria de la salud de la poblacion mexicana.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Aislar, y de ser posible, caracterizar a los componentes de los extractos
obtenidos de las raices de tejocote, Crataegus mexicana, con actividad biolégica
de interés para proponer aplicaciones en el desarrollo de suplementos y ampliar

el conocimiento de esta planta.

6.2 Objetivos particulares

= Con diferentes disolventes, obtener distintos extractos de la raiz de
tejocote seca.

» |dentificar a los componentes de los extractos crudos separandolos con
técnicas cromatograficas, como cromatografia en capa fina, en columna
y placa preparativa.

» Evaluar la actividad antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética, citotoxica
y de motilidad intestinal de las fracciones obtenidas de la separacion de
los extractos.

» Caracterizar a los compuestos, 0 mezclas de éstos, que presenten
actividad bioldgica significativa, mediante técnicas espectroscépicas, para
proponer posibles aplicaciones de los compuestos obtenidos como

suplementos.
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7. METODOLOGIA

7.1 Resumen grafico de la metodologia.

Obtencion del material vegetal

(1.55 Kg)

1. Troceado
2. Macerado

3. Concentrado
4. Evaluacion biologica preliminar™®

.

Extracto AcOEt Extracto Acetona
(7.4 g) (13.4 g)

1. Secado 1. Secado
2. CCF 2. CCF

3. Columna abierta

3. Placa preparativa

A ]

Compuesto

Compuesto

A B

¥
v

Fraccion PG-P 1 Fraccion PG-P 2
1. Caracterizacion quimica [RMN,

EM-ESI, IR, RX (Comp. A)]. Fraccién PG-P 3

2. Evaluacion de actividad
biolagica™. \, J

A

**Efecto en la motilidad intestinal.

*Efecto en la motilidad intestinal, actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antidiabética y citotdxica.

La raiz del éarbol de tejocote, Crataegus mexicana, fue recolectada en
Hueyotlipan, Tlaxcala, México, en noviembre del afio 2017. Se extrajo
Unicamente una seccion periférica de la raiz, sin afectar a la integridad del arbol
en cuestion. La identificacion de la planta fue realizada en el Herbario del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Centro Médico Nacional Siglo XXI por la
Mtra. Abigail Aguilar Contreras; quien le asigno el niumero de registro IMSSM

15880. Fue identificada como Crataegus mexicana.
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7.2 Preparacion del material vegetal

El material vegetal fue troceado en cubos de 2 x 2 cm de forma manual.

Posteriormente, la raiz fue pesada. Se contaron con 1.55 kg de raiz.

7.3 Extraccién del material vegetal

Se realizaron extracciones sucesivas de la raiz troceada con los siguientes
disolventes: hexano (TMA y TMB), acetato de etilo (TMC, TMD y TMI), metanol
(TME y TMF) y acetona (TMG y TMH) a temperatura ambiente, durante 24-72 h
a cada lote de macerado. Se elimind el disolvente mediante evaporacion a
presion reducida (rotavapor modelo R-215, Equipar®; acoplado a controlador de
vacio modelo V-850 semiautomatico, Equipar). Se recuperaron y pesaron los

extractos tras eliminar el disolvente.

7.4 Evaluacién de extractos mediante cromatografia en capa fina

Se evalud el perfil cromatografico de todos los extractos obtenidos mediante
cromatografia en capa fina, para lo cual se emplearon placas de aluminio con
medidas de 20 x 20 cm y 0.20 mm de espesor, recubiertas con gel de silice 60
(Alugram® SIL G/UV254 MACHEREY-NAGEL) como fase estacionaria. Las
fases moéviles empleadas fueron: 80:20 Hex:AcOEt para el extracto de hexano,
70:30 Hex:AcOEt y 70:30 AcOEt :MeOH para los extractos de acetato de etilo,

acetona y metanol.

Las placas cromatograficas se observaron bajo luz ultravioleta (UV) (Spectroline,
Modelo CM-10) a longitud de onda de 254 nm y 365 nm; posteriormente se
revelaron con disoluciones de vainillina fosforica al 10 % con acido sulfurico, y
sulfato cérico, aplicando calor durante pocos segundos. Se eligieron estos
reveladores ya que resaltan la presencia de fenoles, terpenos y glucésidos?*,
entre otros, grupos de compuestos que se han reportado en diferentes partes del

tejocote.

Para contar con otro punto de comparacion entre los extractos obtenidos se
decidio realizar una prueba preliminar relacionada con el efecto en la motilidad
intestinal de ratones tras la administracion oral de las muestras de interés. La

metodologia se describe en el apartado 7.6.3.1.
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7.5 Aislamiento, caracterizacién y actividad biolégica de los
compuestos 2, 3, 4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-ol (Compuesto A) y

2, 3, 4-trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol (Compuesto B)

7.5.1 Aislamiento

Se purificé al extracto TMC (AcOEt) por cromatografia en columna abierta.

Como fase estacionaria, se pesaron 120 g de gel de silice (SiOz, superficie de
absorcién 230-400 m?/g) que fueron solvatados en hexano. Se vertié la mezcla
en una columna vertical de vidrio (D=4.1 cm, h=70 cm) con disco poroso. Se dejo

asentar el gel de silice de forma homogénea y compacta.

Se pesaron 3.47 g del extracto a separar y se disolvieron en el minimo volumen
posible de metanol. Se adicionaron 4 g de gel de silice al extracto disuelto y se
mezclaron. Se elimind el disolvente al vacio con el fin de obtener un polvo, el

cual fue depositado en la columna.

Se procedié a separar el extracto usando una fase mdvil inicial compuesta
Gnicamente por hexano. Se aumentd gradualmente la polaridad adicionando
AcOEt en un porcentaje de 0.5 cada 35 fracciones hasta alcanzar 75% de
hexano. Posteriormente, se aumentd la cantidad de AcOEt en 5% cada 20
fracciones hasta completar 100% de AcOEt. Finalmente se aumentd la polaridad
adicionando MeOH en 5% cada 20 fracciones hasta terminar la separacién con
95% MeOH. Todas las fracciones fueron concentradas mediante evaporacion
del disolvente a presion reducida a 40°C.

Se tomo registro del perfil cromatografico de cada fraccion con cromatografia en
capa fina y el posterior revelado con luz UV a 365 nm, sulfato cérico y calor.

Aquellas fracciones que presentaron perfiles idénticos fueron agrupadas.

Se obtuvieron 650 fracciones. Entre las fracciones 173 a 252 (90 % hexano) se
obtuvo un sélido (FTC 173-252); del cual, entre las fracciones 184 a 192 el sélido
se organizé en forma cristalina (Compuesto A). El solido que no cristalizo fue

denominado Compuesto B.
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7.5.2 Caracterizacion

Se analizaron a los compuestos A y B mediante las siguientes técnicas

espectrofotométricas y espectroscopicas:

= Difraccion de rayos X de monocristal (DRX). Equipo: Difractometro Bruker®,
Smart Apex equipado con radiacion de Mo (A=0.71073 A), detector
bidimensional CCD y dispositivo de baja temperatura.

» Espectroscopia infrarroja (IR). Equipo: Espectrofotometrometro FT-IR
Brucker® Tensor 27. Preparacion de muestra en pelicula con metanol.

= Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protén (RMN-
'H) y carbono 13 (RMN-'3C), asi como los experimentos en dos dimensiones:
DEPT, COSY, HCQC y HMBC. Equipo: Bruker®, Avance 300 MHz. Se
empled como disolvente metanol deuterado (MeOD).

» Espectrometria de Masas (EM) mediante impacto electronico (+). Equipo:
Bruker Daltonics®, Squire6000 entre 200-2500 m/z.

7.5.3 Pruebas biolbégicas

Estas pruebas fueron realizadas por personal del Laboratorio de Pruebas
Biolégicas del Instituto de Quimica, U. N. A. M. Todas las pruebas fueron
preliminares, por lo que Unicamente se hizo una medicion, exceptuando la

prueba relacionada con la actividad antiinflamatoria:

7.5.3.1 Actividad antioxidante
Se evalu6 mediante la cuantificacion de la reduccién del radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) y la inhibicion de la peroxidacion de lipidos inducida con
FeSO4 0 2-metil-amidinopropano (AAPH) en homogeneizado de cerebro de raton
y cuantificado con &cido tiobarbitirico (TBARS). Se evaluo la actividad a

concentraciones de 1, 10, y 100 pg/mL.

7.5.3.2 Actividad antiinflamatoria
Se aplico 13-acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol (TPA) en oreja de raton macho
CD1 por via topica con el objetivo de inducir inflamacion. Para observar la
actividad antiinflamatoria se aplic6 17.86 mg/kg del compuesto a evaluar. Se

empled celecoxilo como control.
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7.5.3.3 Actividad antidiabética
Consistio en la inhibicion del enzima a-glucosidasa de levadura aplicando
concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL de la muestra a evaluar. Se utilizé

Ascarbosa como control positivo.

7.5.3.4 Actividad citotoxica
Se evallo la actividad citotdxica en las siguientes lineas celulares cancerosas
humanas: glia de sistema nervioso central (U251), préstata (PC-3), leucemia
(K562), colon (HTC-15), mama (MCF-7), pulmén (SKLU), cultivo primario de
fibroplastos gingivales humanos sanos (FGH) siguiendo el protocolo de
Sulforrodamina B descrito por el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos de Norteamérica. Se administraron 50 ug/mL del compuesto a evaluar.

Se utiliz6 como control primario mitoxantrona.

7.6 Aislamiento, caracterizacion y actividad biolégica de las
fracciones del extracto de acetona activas PG-P 1, PG-P 2y PG-P 3.

7.6.1 Obtencién

Para aumentar la cantidad de cada extracto se trabajo con 950 g mas de raiz,
del mismo lote que el primer andlisis obtenida en noviembre del afio 2017 en la
misma zona (Hueyotlipan, Tlaxcala, México). La raiz fue secada y almacenada
hasta su analisis. Fue extraida con acetato de etilo (TMI y TMJ), metanol (TMK,
TML, TMN y TMO) y acetona (TMM, TMN, TMP y TMQ) bajo las mismas

condiciones.

Los extractos acetonicos del primer lote de raiz fueron mezclados para obtener
una cantidad suficiente de muestras y se separaron sus componentes mediante
placa preparativa. Para ello se usaron placas de vidrio de 10 x 20 cm recubiertas
de gel de silice 200 (Alugram® SIL G-200/UV254 MACHEREY-NAGEL) de 2.0

mm de espesor.

Se pesaron 800 mg del extracto TMG y 1200 mg del TMP en 10 lotes de 200 mg
cada uno. Cada lote se disolvio en el minimo volumen posible de metanol y se
aplicé 2 cm por encima del borde inferior de cada cromatoplaca de forma

continua. La fase movil de todas las placas estuvo compuesta por 95 % AcOEty
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5 % metanol. Se revel6 una pequefia franja de cada placa con vainillina fosforica

para delimitar cada fraccion separada.

Se obtuvieron 9 fracciones de la placa preparativa, las cuales fueron
recolectadas por separado y se extrajeron con una disolucion constituida por
33.3% metanol y 66.6% AcOEt, para las primeras 5 fracciones, y 100% AcOEt
para las 4 fracciones restantes. Se filtrd el gel de silice de cada fraccion y les fue
evaporado el disolvente a presion reducida a 40 °C y 180 mbar.

Tras definir el perfil cromatografico de cada fraccion mediante CCF se agruparon
las fracciones con perfiles similares de acuerdo a su polaridad y se dividieron en
3 lotes: PG-P 1 (Fracciones 1 a 5), PG-P 2 (Fracciones 6 y 7) y PG-P 3

(Fracciones 8y 9).

7.6.2 Caracterizacion

Los tres lotes de fracciones fueron analizados mediante las siguientes técnicas

espectrofotométricas y espectrométricas:

= Espectroscopia infrarroja (IR). Equipo: Espectrofotometro FT-IR Brucker®
Tensor 27. Preparacion de muestra en pelicula en metanol (PG-P 1y PG-
P 2) y cloroformo (PG-P 3).

»= Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de proton
(RMN-1H) y carbono 13 (RMN-13C), asi como los experimentos en dos
dimensiones: DEPT, COSY, HCQC y HMBC. Equipo: Bruker®, Avance
300 MHz. Se emple6 como disolvente metanol deuterado (CDsOD) (PG-
P 1y PG-P 2)y cloroformo deuterado (CDCls) (PG-P 3).

= Espectrometria de Masas (EM) mediante impacto electrénico (PG-P 2 y
PG-P 3) y FAB* (PG-P 1). Equipo: Bruker Daltonics®, Squire6000 entre
200-2500 m/z.

7.6.3 Pruebas biolbgicas

Se realizaron las pruebas de actividad antioxidante, antiinflamatoria,

antidiabética y citotoxica de acuerdo con lo mencionado en el apartado 7.5.3.
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7.6.3.1 Motilidad intestinal
Esta prueba fue realizada por el Dr. Rubén Marroquin Segura en el Bioterio
adscrito a la unidad multidisciplinaria de investigacion experimental de la

Facultad de Estudios Superiores, Zaragoza.

Se evalud el efecto de la administracion de las fracciones en la motilidad
intestinal de ratones macho CD1. Como control positivo se us6 loperamida.
Como control negativo se emple6 un vehiculo conformado con goma ghatti al
1%, para contrastar con el compuesto administrado de interés. Se prepararon
disoluciones de las muestras con una concentracion de 100 mg/kg. Para definir

el recorrido del compuesto se utilizd carbon activado al 5% como marcador.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Preparacioén del material vegetal

La raiz del &rbol de tejocote sirve como conducto para transportar agua, los
nutrientes absorbidos y diferentes metabolitos hacia el tallo y el resto de la

planta3’, ademas de reafirmar su capacidad para crecer en suelos aridos® gracias

a su resistencia.

Figura 8.1-1 Raiz de tejocote tras primer corte (A). Raiz de tejocote, corte

transversal (B). Tamafio final de particula (C).

8.2 Extraccién del material vegetal

Los disolventes utilizados para las extracciones se aplicaron comenzando con el
menos polar, hexano, hasta los mas polares, acetona y metanol. La extraccion
obtenida con hexano fue escasa y los extractos presentaron un color amarillo
muy tenue. Al aumentar la polaridad la coloracion de los extractos fue naranja
intenso (AcOEt) y rojo intenso (MeOH). Finalmente, los extractos de acetona
tomaron un color amarillo, como se puede observar en la Figura 8.2-2. El
rendimiento de extraccion del extracto de hexano fue 0.03 %, 0.48 % para AcOEt,
2.82 % para metanol y 0.87 % para acetona. Por lo anterior, se puede decir que

la raiz contiene una gran cantidad de compuestos polares.
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Figura 8.2-2 Extracto de hexano (A). Extracto de AcOEt (B). Extracto de
MeOH (C). Extracto de acetona (D).

8.3 Evaluacién de extractos mediante cromatografia en capa fina

Como ya se ha mencionado, diferentes investigaciones reportaron un efecto en
la motilidad intestinal®?, hipoglucémico’ y en la inhibicion de la enzima a-
glucosidasal® tras administrar infusiones de la raiz de tejocote en ratones;
ademas, se ha reportado la presencia de compuestos bioactivos en diferentes
partes de este arbol, tales como el fruto*, las hojas y ramas’ y en la raiz de otros

géneros vegetales® con propiedades antioxidantes®> 44 40 y antiinflamatorias!®
40

Debido a lo anterior, se compararon todos los extractos con una referencia

biolégicamente activa conformada por un extracto acuoso liofilizado de raiz de
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tejocote obtenido por el Dr. Rubén Marroquin Segura en el Bioterio adscrito a la
unidad multidisciplinaria de investigacion experimental de la Facultad de
Estudios Superiores, Zaragoza, el cual reportd un efecto en la motilidad
intestinal®, con el objetivo de definir aquellos extractos que serian fraccionados
y evaluados, a partir de la elucidacion de sus perfiles cromatogréficos.

Anteriormente se han reportado los perfiles cromatograficos en capa fina de
diferentes partes vegetales de algunas especies de género Crataegus®; en
estos estudios se emple6 una disolucién de vainillina fosférica como revelador
de los compuestos mayoritarios, por lo que se uso la misma preparacion en el
presente proyecto, ademas de aplicar sistemas de elucion (SE) de alta y baja
polaridad para separar los diferentes compuestos presentes en cada extracto.
Gracias al uso de los reveladores empleados fue posible decir que los extractos
contienen compuestos organicos®?, sin embargo, esto se confirmaria mediante

las pruebas de caracterizacion quimica.

Como se observa en la Figura 8.3-1, cada extracto presenta un perfil
cromatografico complejo, ya que se observa la elucion de diferentes
compuestos, y/o mezclas de éstos, con diferente recorrido y coloracion, e incluso
una gran cantidad de todos los extractos se mantuvo en el punto de aplicacion.
Tras realizar una comparacion de los extractos con la referencia acuosa bioactiva
(R) se observé un perfil cromatografico similar en todas las muestras. Al emplear
un sistema de elucion poco polar hubo mayor similitud entre la referencia y el
extracto de AcOEt. Por otro lado, al aumentar la polaridad, fueron los extractos
de metanol y acetona quienes ahora compartian un perfil similar al de la

referencia.
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oy
Y 0

SE baja polaridad SE alta polaridad

Figura 8.3-1 Cromatografia en capa fina de: (A) extractos de Hexano (UV
A=365 nm). Referencia acuosa (R) comparada con extractos de AcEOt (a),
MeOH (m) y Acetona (c), empleando dos condiciones: 1) SE-baja polaridad
(hexano 7:3 AcOEt): UV A=365 nm (B), revelado con sulfato cérico (C) y
revelado con vainillina (D); 2) SE-alta polaridad (AcOEt 7:3 MeOH): revelado

con sulfato Cérico (E) y revelado con vainillina (F).

Debido a lo anterior, y ya que los perfiles cromatograficos se asemejaban, se
evalué el efecto en la motilidad intestinal de todos los extractos como punto de
comparacion. Los extractos de metanol y acetona resultaron positivos a esta
prueba, por lo que fueron propuestos como candidatos para evaluar su actividad

antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética.

Aunque el extracto de AcOEt no fue activo intestinalmente fue el Unico extracto
con un perfil de compuestos poco polares similar al de la referencia, por lo que
se decidi6 fraccionarlo mediante la técnica de cromatografia de columna abierta
con gel de silice, con el objetivo de aislar sus componentes mayoritarios y
evaluar su actividad antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética.
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8.4 Aislamiento, caracterizacion y actividad biolégica de los
compuestos 2, 3, 4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-ol (A) y 2, 3, 4-

trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol (B, propuesta)

8.4.1 Aislamiento

Tras fraccionar el extracto de AcOEt (3.47 g) de las raices en estudio mediante
cromatografia de columna abierta en SiOz (120g) se recolectaron 650 fracciones.
Entre las fracciones 173 y 252, se observo la precipitacion de un solido de color
blanco (FTC 173-252) el cual formd pequefias agrupaciones al evaporarse el
disolvente en el cual se encontraba disuelto. Este so6lido mostré un Rt de 0.32
entre las fracciones 184-292, y un Rf de 0.41 entre las fracciones 200 a 252. Por
lo anterior se puede decir que el sdélido estaba conformado por una mezcla de

compuestos.

De acuerdo con el perfil cromatografico del sélido, se puede apreciar un
compuesto mayoritario y abundante en cada grupo de fracciones, o una mezcla
de compuestos con el mismo o similar Rf, como puede observarse en la Imagen
8.4.1-1.

Figura 8.4.1-1 Cromatografia en capa fina de las fracciones 184-192 y 243-
252 con un sistema de elucion (SE) de baja polaridad; revelado con sulfato

cérico (A) y vainillina fosforica (B).

Al reunir las fracciones 184 a 192, las cuales presentaban el mismo perfil, y
dejarlas con una minima cantidad de disolvente durante 14 a 16 h, la cantidad

del sélido ya mencionado fue suficiente para organizarse en forma cristalina. A
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este compuesto se le denomindé Compuesto A (Figura 8.4.1-2). El restante sélido
que no cristalizé fue denominado Compuesto B. La diferencia que se observo
entre los perfiles cromatograficos de la Figura 8.4.1-1 fue debida a que el
compuesto mayoritario entre las fracciones 173 a 192 fue el Compuesto Ay entre
las fracciones 200 a 252 fue el Compuesto B, habiendo mezclas de ellos entre
las fracciones 192 a 200, aproximadamente. Ya que, como se discutira mas
adelante, el Compuesto A es menos polar que el B, fue precisamente el
Compuesto A el primero en bajar de la columna cromatogréfica y al evaluar su

perfil, el compuesto menos polar fue el que presentd un menor recorrido.

Figura 8.4.1-2 Cristales del Compuesto A observados al microscopio optico

a través de un haz de luz (A) e iluminacion superficial (B).

Se obtuvieron, aproximadamente, 30 mg del Compuesto A cristalino y 70 mg del
sélido obtenido de las fracciones 193 a 252, Compuesto B; 100 mg en total. El

rendimiento de estas fracciones fue de 0.013 % con respecto a la raiz.

8.4.2 Caracterizacion del Compuesto A (2, 3, 4, 7-

tetrametoxidibenzofuran-5-ol)

CHs H5C
/ H H \
Q o)
9a 9b
H Sa  4a O\
Y CH;
H——O 0
HSC/

Figura 8.4.2-1 Estructura del Compuesto A, 2, 3, 4, 7-

tetrametoxidibenzofuran-5-ol.
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Se analiz6 al Compuesto A mediante experimentos de diferentes técnicas
espectroscopicas, espectrométricas y de cristalografia, tales como IR, RMN uni
y bidimensional, EM (ESI) y difraccién de rayos X de monocristal. Los resultados

se analizan a continuacion.

8.4.2.1 Difraccién de rayos X
Por medio de esta técnica se determind la estructura del Compuesto A, como se
observa en la Figura 8.4.2.1-1, de nombre 2, 3, 4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-
ol. Al obtenerse mediante cromatografia en columna abierta, el compuesto
estuvo disuelto en la fase movil formada por 90% hexano y 10 % AcOEt, esta
disolucién se evapor6 al minimo volumen bajo presion reducida y una
temperatura de 40°C. La disolucion saturada con el compuesto permanecié de
14 a 20 horas a una temperatura de entre 20 y 25 °C, a presion atmosférica
propia de la Ciudad de México (586 mmHg), presencia de luz y oxigeno. Tras la
evaporacion total de los disolventes se encontr6 al compuesto organizado

mediante un sistema cristalino monoclinico (Tabla 8.4.2.1-1).

Figura 8.4.2.1-1 Estructura del compuesto A obtenida por DRX (2, 3,

4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-ol).
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Parametro Valor

Formula molecular C16H160s6
Peso molecular 304.29 g/mol
Sistema cristalino Monoclinico
a=21.67 (4) A a=90°
Dimensiones de celda unitaria b=4.66 (9) A =105.13(6)°
c=14.71 (3) A y=90°

Tabla 8.4.2.1-1 Datos y parametros del cristal del Compuesto A.

Tras investigar en multiples bases de datos, se determind que el Compuesto A,
de férmula estructural 2, 3, 4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-ol, no ha sido descrito

en la literatura con anterioridad.

8.4.2.2 Espectroscopia infrarroja
El espectro de infrarrojo del Compuesto A se encuentra en la seccidn anexa

como Espectro 1.

A 3353.61 cm™ se observa una banda ancha en la zona de estiramiento del
enlace entre oxigeno e hidrégeno del grupo alcohol fendlico, lo cual se ve

respaldado por bandas confirmatorias de estructuras aromaticas a 1191.6.32 cm-
1

Se confirma una estructura aromatica por la presencia de bandas en 1606.19 y
1362.93 cm!, estas bandas estan asociadas al estiramiento entre el enlace C-H
del anillo, ademas, la banda en 1606.19 cm™ indica el estiramiento de las

insaturaciones C=C en un ciclo aromatico.

Finalmente, se observa una banda relacionada con grupos metoxilo aroméaticos
a 2836.80 cm, ademas se observan bandas confirmatorias en 1030 cm™ y la
presencia de bandas atribuidas a los metilos del grupo éter en 2940.91 cm™.

8.4.2.3 Espectrometria de masas
El espectro de masas del Compuesto A obtenido mediante la técnica de impacto
electronico (ESI) en modo positivo se puede encontrar en la seccion anexa como
Espectro 2. Se puede observar que tanto el ion molecular como el pico base son

la sefial observada a m/z 304, lo que concuerda con la férmula condensada de
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C16H1606 Obtenida gracias al analisis de DRX. Se confirma que el peso molecular

del Compuesto A es 304 g/mol.

Ya que el pico base y el ion molecular son la misma sefal, se puede decir que la
estructura completa es mas estable que cualquiera de sus estructuras de

fragmentacion.

De acuerdo con las sefiales observadas, probablemente los primeros grupos en
salir fueron los metilos de los sustituyentes e incluso los grupos metoxilo

completos, hasta la ruptura del heterociclo.

Esta prueba confirmé el peso molecular del dibenzofurano observado en DRX y

la presencia de los grupos metoxilo como sustituyentes.

8.4.2.4 Resonancia magnética nuclear

Los espectros se encuentran en la seccion anexa.

» Resonancia magnética nuclear de protén (*H). Espectro 3.

'H-RMN (MeOD, 500 MHz): & 7.23 ppm (1H, s, H-1),  6.93 ppm (1H, d, J=2.33
Hz, H-8), 6 6.49 ppm (1H, d, J=2.28 Hz, H-6), 56 4.18 ppm (3H, s, OMe-3), 5 3.92
ppm (3H, s, OMe-2), 6 3.88 ppm (3H, s, OMe-4) y 6 3.83 ppm (3H, s, OMe-7).

A campo alto se pueden observar cuatro sefiales que integran para 3 protones
cada una, debido a su desplazamiento quimico se puede decir que pertenecen
a grupos alifaticos. Una de estas sefiales tiene un desplazamiento diferente a las
restantes tres, probablemente debido a su ambiente quimico. Se atribuyd esta
sefal a los protones del metoxilo en posicion 3 (OMe-3), ya que este grupo se
encuentra unido a un atomo de carbono cuya densidad electronica
probablemente se encuentra desplazada por la suma del efecto inductivo de los

atomos de oxigeno de los grupos metoxilo presentes en las posiciones 2, 3y 4.

En la zona de protones aromaticos podemos ver tres sefales que integran para
un protdn cada una, por su desplazamiento estos atomos se encuentran
directamente unidos al anillo aromatico. Las sefiales en 6 6.95 y 6.51 ppm son
dobletes que se encuentran acoplados, ya que sus constantes de acoplamiento
son J= 2.33 y 2.28 Hz respectivamente. Estas constantes también indican que

estos protones se encuentran en posicibn meta uno con respecto al otro.
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Finalmente, la sefial encontrada a 6 7.21 no se encuentra acoplada con las dos
anteriores, por lo que puede encontrarse enlazado a una estructura aromatica

diferente.

A pesar de que en los andlisis de IR y DRX se observa la presencia de un grupo
alcohol en posicion 5, el protébn de éste no se observa en !H-RMN,
probablemente debido a un traslape con el disolvente empleado (MeOD), sin

embargo, se desconoce la razon.

* Resonancia magnética nuclear de carbono (*3C). Espectro 4.

13C-RMN (MeOD, 500 MHz): & 158.29 ppm (C-7), § 151.71 ppm (C-2), & 144.37
ppm (C-3), 8 144.20 ppm (C-5), 6 142.14 ppm (C-4a), 6 141.58 ppm (C-5a), 6
140.51 ppm (C-4), 6 127.14 ppm (C-9b), 6 122.24 ppm (C-9a), 6 102.90 ppm (C-
6), 6 98.32 ppm (C-1), & 94.92 ppm (C-8), 6 61.92 ppm (OMe-4), 5 61.57 ppm
(OMe-3), 6 57.05 ppm (OMe-2) y 6 56.28 ppm (OMe-7).

En la zona de carbonos alifaticos unidos a atomos de oxigeno se pueden
observar cuatro sefales. Estas sefiales pueden provenir de sustituyentes del
anillo aromatico. Las sefiales en & 56.28 y 57.05 ppm tienen desplazamientos
muy similares, por lo que su ambiente quimico lo es también. Se asignaron estas
sefales a los carbonos C-7 y C-2 respectivamente, ya que son los mas alejados
de los atomos de oxigeno electroatractores en la molécula, ademas, se
encuentran en la parte simétrica de ésta. Las siguientes dos sefales
corresponden a dos sustituyentes que se encuentran en la zona asimétrica de la
molécula, siendo la sefial mas desplazada el grupo que se encuentra mas

cercano a los atomos electroatractores.

A campo mas bajo se observan tres sefales entre 6 94 y 103 ppm, por su
desplazamiento, estas sefales corresponden a carbonos aromaticos unidos a un
protén, por lo que les fueron asignadas las posiciones C-8, C-1 y C-6

respectivamente.

Las siguientes dos sefiales corresponden con atomos de carbono que conforman
la estructura aromatica y que no tienen sustituyentes. El desplazamiento de los
carbonos 9ay 9b es menor al de los carbonos 4a y 5a debido a que estos ultimos

se encuentran enlazados a un atomo de oxigeno.
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A campo bajo, se observan seis sefales entre 6 140.00 y 159.00 ppm, lo cual
indica que estos atomos de carbono son arométicos y ademas se encuentran
enlazados a atomos de oxigeno, por lo que los sustituyentes observados a

campo alto se encontraran unidos a estos atomos de carbono.

»= Experimentos bidimensionales.

Finalmente, los experimentos bidimensionales COSY, HSQC y HMBC
(Espectros 5 a 7) muestran las correlaciones 'H-1H y 13C-!H entre los diferentes
sustituyentes de la molécula, lo que permitio la ubicacién de cada grupo en la
estructura. En las Figuras 8.4.2.4-1 a 8.4.2.4-3 se muestran graficamente las
correlaciones de los experimentos COSY, HSQC y HMBC. En la Tabla 8.4.2.4-1
se hace recopilacion de los datos resultantes de los experimentos de resonancia

magnética nuclear uni y bidimensional del Compuesto A.

Posicion oH (J en Hz) oc HMBC
1 7.21s 98.32
2 151.71 H-1, OMe-2
3 144.37 H-1
4 140.51 OMe-4, OMe-3
4a 142.14 H-1, H-8, H-6, OMe-4
5a 141.58 H-8
5 144.20 H-1, H-6
6 6.49d (2.28) 102.90 H-8
7 158.29 H-8, H-6, OMe-7
8 6.93d (2.33) 94.92 H-6
9a 122.24 H-8
9b 127.14 H-1
OMe-2 3.92s 57.05
OMe-3 4.18 s 61.57
OMe-4 3.88s 3.88
OMe-7 3.83s 56.28

Tabla 8.4.2.4-1 Datos de 'H (500 MHz) y 13C (500 MHz) para el Compuesto A
(en MeOD).
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Figura 8.4.2.4-1 Correlaciones observadas en analisis COSY, Compuesto A.
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Figura 8.4.2.4-3 Correlaciones observadas en analisis HMBC, Compuesto A.
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Por el estudio y andlisis de los datos anteriores de IR, EM, 'H y 13C RMN se

confirmd la estructura del Compuesto A observada en la Figura 8.4.2-1.

8.4.3 Caracterizacion del Compuesto B (2, 3, 4-

trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol)

El Compuesto B, sdlido no cristalino, fue analizado mediante los experimentos
de IR, EM (ESI) y RMN uni y bidimensional. Los resultados se discuten a

continuacion.

Figura 8.4.3-1 Estructura del Compuesto B, 2, 3, 4-trimetoxidibenzofuran-5,
6-diol.

8.4.3.1 Espectroscopia infrarroja
El espectro de infrarrojo del Compuesto B se puede encontrar en la seccion
anexa como Espectro 8. Se observa la presencia de una sefial ancha a una
frecuencia de 3406.33 cm, caracteristica en el estiramiento del enlace entre
oxigeno e hidrogeno en un grupo alcohol fendlico, que, por su forma, indica que
se encuentra unido a un anillo aromatico; lo anterior se confirma por la presencia
de bandas confirmatorias a 1268.57 y 1187.75 cm™.

Adicionalmente, se aprecia una banda que indica la presencia de ciclos
aromaticos en 1597.52 cm!, estas seflales indican el estiramiento entre el enlace

C-H del anillo y el estiramiento de las insaturaciones C=C en un ciclo aromético.

La banda observada a 2838.11 cm™ indica la presencia de éteres,
especificamente metoxilos, los cuales muestran bandas confirmatorias ubicadas
en 1459.47, 1369.24, y 1054.34 cm® para metoxilos aromaticos.
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8.4.3.2 Espectrometria de masas
El espectro de masas del Compuesto B obtenido mediante la técnica ESI en
modo positivo se puede encontrar en la seccidon anexa como Espectro 9. Se
puede observar un pico a m/z 290 para el ion molecular. Se observan picos a
mayor m/z, sin embargo, el Compuesto B se obtuvo a partir de una serie de
fracciones que contenian al Compuesto A, Unicamente separado gracias a su
cristalizacion, y probablemente otros compuestos minoritarios, todos ellos en
menor concentracion en relacién con el Compuesto B, por lo que las ultimas

sefales se pueden atribuir a estos compuestos.

Por lo anterior es posible decir que el compuesto analizado presentd un peso
molecular de 290 g/mol con una férmula molecular condensada igual a C15H140s.

Por otro lado, también se aprecia el pico base a m/z 275.

La primera y segunda pérdida pudieron deberse a la salida de grupos metilo
seguida de la salida del resto de los sustituyentes del/los anillo(s) aromatico(s),
previamente observados en el espectro de IR. Ademas, estos sustituyentes
pueden ser grupos metoxilos, ya que la pérdida de 30 unidades concuerda con

el peso molecular de éste ultimo.

Tras analizar los picos posteriores, se puede decir que se siguieron perdiendo
grupos metoxilo y/o hidroxilo hasta llegar al pico m/z 169; después de este pico,
los demas pueden ser diferentes patrones de fraccionamiento relativos a
alcanos. En resumen, se confirma la presencia de anillos aromaticos sustituidos

con grupos unidos a oxigeno.

8.4.3.3 Resonancia magnética nuclear

Los espectros se encuentran en la seccion anexa.

= Resonancia magnética nuclear de protén (*H). Espectro 10.

1H-RMN (MeOD, 500 MHz): & 7.24 ppm (1H, s, H-1), § 6.82 ppm (1H, d, J=8.56
Hz, H-7), 6 6.64 ppm (1H, d, J=8.59 Hz, H-8), 6 4.21 ppm (3H, s, OMe-3), & 3.95
ppm (3H, s, OMe-2) y 6 3.91 ppm (3H, s, OMe-4).

Partiendo de campo alto, en la zona correspondiente a los enlaces entre Cy O,
se observan tres singuletes entre 6 3.8 y 5.0 ppm. La integracion de estas

sefiales es 3, por lo que puede hablarse de la presencia de metilos unidos a
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oxigeno, en otras palabras, tres grupos metoxilo. A pesar de que las tres sefiales
hacen referencia al mismo grupo, presentan desplazamientos diferentes, por lo

gue cada uno se encuentra en un ambiente quimico diferente.

En la zona de los anillos aromaticos, se aprecian tres sefiales entre 6 6.0y 7.3
ppm que integran para 1 protdn cada una; dos de ellas son dobletes. Las
constantes de acoplamiento de los protones H-7 y H-8 son 8.56 y 8.59 Hz
respectivamente, lo que indica que se encuentran en posicion orto uno con

respecto al otro.

Asi mismo, a 6 7.24 ppm, se encuentra un singulete que integra para 1 proton,
el cual debe encontrarse en un ambiente diferente a los dos protones
mencionados anteriormente, por lo que puede encontrarse en el anillo restante.
Debido a su desplazamiento, este protén se ve afectado por algun sustituyente

mayormente electroatractor, lo que destina su sefial a campo mas bajo.

A pesar de que el espectro de IR hace notar la presencia de grupos alcohol,
éstos no fueron observados en el espectro de 'H-RMN, como se mencioné

anteriormente, no se sabe la razon.

» Resonancia magnética nuclear de carbono (*3C). Espectro 11.

13C-RMN (MeOD, 500 MHz): & 149.99 ppm (C-2), § 148.24 ppm (C-5a), 5 147.01
ppm (C-5), 6 142.44 ppm (C-4a), 6 140.30 ppm (C-4), 6 139.75 ppm (C-3), &
137.66 ppm (C-6), 6 121.60 ppm (C-9b), 6 116.08 ppm (C-9a), 56 114.20 ppm (C-
7), 6 104.93 ppm (C-8), 6 103.42 ppm (C-1), 6 61.88 ppm (OMe-4), 6 61.52 ppm
(OMe-3), 6 56.33 ppm (OMe-2).

Con el espectro de *C-RMN se confirma la teoria de la presencia de anillos

aromaticos sustituidos con grupos metoxilo e hidroxilo.

Se observan tres sefiales (6 56.33, 61.52 y 61.88 ppm) a campo alto en la zona
de enlace entre atomos de carbono alifaticos y oxigeno. Debido a las estructuras
aromaticas previamente propuestas, los Unicos atomos de carbono que pueden
ser alifaticos deberian ser parte de los sustituyentes de estos anillos. Por ello,

estas sefales se pueden atribuir a la presencia de tres grupos metoxilo.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se pueden observar dos sefiales a 6 13.42 y 104.93 ppm, debido a su
desplazamiento, estos atomos de carbono no presentan sustituyentes con
presencia de oxigeno, ademas, su ambiente quimico es similar, por lo que

pueden ser simétricos con respecto a la estructura de la molécula.

En la zona ubicada entre 6 100.00 y 149.99.00 ppm se encuentran doce sefiales
cuyo desplazamiento confirma la presencia de una estructura aromética,
ademas, al menos dos de ellas (6 116.08 y 121.60 ppm) no presentan

sustituyentes.

Por lo anterior, y sumado a la informacién obtenida de los analisis ya
mencionados, se sabe que hay tres metoxilos y grupos alcohol como
sustituyentes, ademas de la posible presencia de un heterociclo cuya estructura

coincida con el peso molecular previamente mencionado.

» Experimentos bidimensionales.

Finalmente, los experimentos bidimensionales COSY, HSQC y HMBC
(Espectros 12 a 14) muestran las correlaciones 'H-'H y 3C-'H entre los
diferentes sustituyentes de la molécula, lo que permitié la ubicacion de cada
grupo en la estructura. En las Figuras 8.4.3.3-1 a 8.4.3.3-3 se muestran

graficamente las correlaciones de los experimentos antes mencionados.

En la Tabla 8.4.3.3-1 se hace recopilacién de los datos resultantes de los
experimentos de resonancia magnética nuclear uni y bidimensional del

Compuesto B.

- Posicion  &(denHz) &  H™MBC
1 7.24's 103.42
2 149.99 OMe-2
3 139.75 OMe-3
4 140.30 OMe-4
4a 142.44 H-1
5a 148.24 H-7, H-8, H-1
5 147.01
6 137.66 H-7, H-8
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7 6.82 d (8.56) 114.20 H-8
8 6.64 d (8.59) 104.93 H-7
9a 116.08 H-8, H-1, H-7
9b 121.60 H-8, H-1
OMe-2 3.05s 56.33
OMe-3 4.21s 61.52
OMe-4 3.91s 61.88

Tabla 8.4.3.3-1 Datos de *H (500 MHz) y *3C (500 MHz) para el Compuesto B

(en MeOD).

Figura 8.4.3.3-2 Correlaciones observadas en analisis HSQC, Compuesto B.
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Figura 8.4.3.2-3 Correlaciones observadas en analisis HMBC, Compuesto B.

Del andlisis de los datos de IR, EM y de RMN 'H y 3C se asign6 al compuesto

B la férmula estructural observada en la Figura 8.4.3-1.

En resumen, se aislaron dos dibenzofuranos provenientes de la separacion por
cromatografia de columna abierta del extracto de AcOEt de la raiz de tejocote.
Ambos compuestos se encontraban de forma mayoritaria en las fracciones 143
a 252, probablemente formando parte de una mezcla de compuestos con
estructuras similares, sin embargo, gracias a la cristalizacién del Compuesto A
fue posible separarlo del Compuesto B para la posterior caracterizacion de cada
uno. La estructura del Compuesto A, (2, 3, 4, 7-tetrametoxidibenzofuran-5-ol) fue
completamente definida gracias a la prueba de difraccién de rayos X y a su
confirmacién mediante las pruebas espectroscépicas y espectrométricas
realizadas. Se presenta la estructura del Compuesto B (2, 3, 4-
trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol) como una propuesta basada en los andlisis
espectroscopicos y espectrométricos empleados. Ninguno de estos compuestos

ha sido reportado con anterioridad.
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8.4.4 Pruebas biologicas del Compuesto A (2, 3, 4, 7-

tetrametoxidibenzofuran-5-ol)

Debido a la limitada cantidad del Compuesto A Unicamente se evalud su

actividad antioxidante y antidiabética.

8.4.4.1 Actividad antioxidante
» Ensayo de actividad secuestradora sobre el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

El Compuesto A presenta una estructura aromatica, la cual es responsable de la
estabilizacion del radical DPPH, gracias a la resonancia de sus anillos
aromaticos. Gracias a esto disminuye la reactividad del radical DPPH, pues ha
sido estabilizado.

Como se observa en la grafica 8.4.4.1-1 el Compuesto A inhibe un poco mas de
la mitad de la concentracion total del radical DPPH Gnicamente a 100 pg/mL, lo
cual indica que su capacidad como antioxidante no es suficientemente efectiva

para proponerlo como suplemento o como parte de sus ingredientes activos.

= Ensayo de inhibicién de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata en

términos de especies reactivas del 4cido tiobarbitirico (TBARS).

Los lipidos tienen un papel indispensable en el mantenimiento de la integridad
estructural de las células. A pesar de ser un proceso necesario??, la oxidacion
excesiva de los lipidos altera las propiedades fisicas de las membranas celulares
y puede causar la modificaciéon covalente de proteinas y acidos nucleicos®’. En
estas reacciones se ven implicadas especies reactivas de oxigeno, generadas
por el estrés oxidativo, las cuales reaccionan con acidos grasos poliinstaurados
presentes en la membrana celular provocando la muerte celular. A manera de
proteccion celular, la presencia de antioxidantes puede disminuir la cantidad de

radicales.
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Gréafica 8.4.4.1-1 Efecto antioxidante del Compuesto A mediante la reduccién
de los radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y &cido tiobarbiturico

(TBARS), a diferentes concentraciones.

En la grafica 8.4.4.1-1 se puede observar que a 100 pg/mL se da la mejor
respuesta con una inhibicion cercana al 100 %. El efecto inhibidor es mayor con
los productos de peroxidacion lipidica comparando con el radical DPPH, por ello
se puede decir que el Compuesto A es mas efectivo como antioxidante en
reacciones relacionadas con el estrés oxidativo celular, por lo que puede

proponerse como ingrediente activo en suplementos tras analizar su toxicidad.

8.4.4.2 Actividad antidiabética
La diabetes es un padecimiento cronico cuya incidencia ha ido en aumento en
las Ultimas decadas?®. Actualmente, el uso de sensibilizadores de insulina
constituye la linea terapéutica principal, sin embargo, el uso de inhibidores de
enzimas digestivas de carbohidratos para reducir la absorcion de glucosa
también es vital para no interferir con el metabolismo de estos nutrientes y ayudar

al control de la hiperglucemia de una forma no invasiva®.

Se han aislado dibenzofuranos con la capacidad de inhibir a enzimas
glucosidasas en extractos de acetato de etilo® y diclorometano®, en algunas
regiones de Nigeria® y el sur de América®. Se ha propuesto que el mecanismo
de accidon que presentan los dibenzofuranos es a través de la hidrdlisis de las

enzimas involucradas y la estimulacién de las secreciones de insulinas8.
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Grafica 8.4.4.2-1 Capacidad de inhibicién de la enzima glucosidasa del

Compuesto A, a diferentes concentraciones.

Como se observa en la grafica 8.4.4.2-1 el Compuesto A no tiene un efecto
inhibidor significativo, probablemente debido al tipo de sustituyentes que tiene la
molécula, particularmente la cantidad de grupos hidroxilo y carbonilo, los cuales
pueden marcar una diferencia entre éste y los dibenzofuranos ya reportados. El
efecto de los sustituyentes puede estar relacionado con las interacciones

adecuadas para lograr la inhibicién enzimética.

8.4.5 Pruebas biolégicas del Compuesto B (2, 3, 4-
trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol)

8.4.5.1 Actividad antioxidante
= Ensayo de actividad secuestradora sobre el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

En la grafica 8.4.5.1-1 se puede observar el efecto antioxidante del Compuesto
B frente al radical DPPH bajo tres concentraciones diferentes. Como se observa,
fue necesaria la concentracibn mas alta analizada para obtener una reduccién
significativa del radical, por ello y para definir si el Compuesto B puede emplearse

como un suplemento antioxidante es necesario realizar pruebas de toxicidad.

De la misma forma que el Compuesto A, la actividad observada se da gracias a
la estructura aromatica del Compuesto B, ya que puede estabilizarse como un

radical menos reactivo que el DPPH.
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= Ensayo de inhibicion de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata en

términos de especies reactivas del 4cido tiobarbiturico (TBARS)

En la grafica 8.4.5.1-1 se observa un mayor efecto antioxidante en la prueba
TBARS por parte del Compuesto B, comparado con el radical DPPH. En ambos
ensayos sigue el mismo comportamiento al aumentar la actividad conforme
aumenta la concentracién indicando la capacidad de este compuesto para
reducir radicales centrados en nitrégeno o en carbono, y aquellos producidos

tras una reaccion de peroxidacion lipidica.
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Gréfica 8.4.5.1-1 Efecto antioxidante del Compuesto B mediante la reduccién
de los radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y &cido tiobarbitarico
(TBARS), a diferentes concentraciones, en tejido de cerebro de raton.

En estudios anteriores!® 9se ha demostrado que los difenilos provenientes de la
raiz y/o tallo de algunas plantas presentan actividad inhibitoria en la formacién
de superoxidos, que se sabe estan intimamente relacionados con procesos

inflamatorios?®.

8.4.5.2 Actividad antiinflamatoria
Se ha reportado el aislamiento de dibenzofuranos de fuentes naturales con
actividad antiinflamatoria fundamentada en la inhibicion de la generacion del
anion superoxido debida a los neutrofilos, células humanas que desempefian un
papel importante en la defensa del huésped contra los microorganismos y en la

patogénesis de diversas enfermedades?®.

En este proyecto, tras la induccion de edema en orejas de raton macho CD1y la

aplicacion del Compuesto B bajo una concentracion de 17.86 mg/kg se observo
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una inhibicién de la inflamacién de 56.27 + 19.23 %. Este valor es apenas
representativo comparado con otros farmacos, como la indometacina, la cual
presenta una inhibicién de 48.23 % a una concentracion de 5 mg/kg?, tres veces
menos la concentracion evaluada del Compuesto B; sin embargo, puede
compararse con otros medicamentos como el ibuprofeno, el cual requiere de
30.13 mg/kg para observar un 50 % de inhibicién (DEso)*’.

Sin embargo, en un estudio sobre de raiz de Rhaphiolepis indica!®, perteneciente
a la misma familia que el tejocote (Rosaceae), se reportaron difenilos y
debenzofuranos provenientes de extractos metandlicos con una mejor relacion
dosis-respuesta (ICso) que algunos farmacos como el ibuprofeno, lo que motiva

a profundizar en el estudio del tejocote.

8.4.5.3 Actividad antidiabética
Como se observa en la gréfica 8.4.5.3-1, el Compuesto B tiene muy alta

capacidad para inhibir a la enzima a-glucosidasa a altas concentraciones.

99.60%

100.00 -
90.00 -+
80.00 -+
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 -
30.00 -
20.00 - 0
2000 1 5.15% 5.91%

0.00 -

Inhibicién enziméatica
(%)

1 10 100
Concentracion (pg/mL)

Gréfica 8.4.5.3-1 Capacidad de inhibicién de la enzima glucosidasa del

Compuesto B, a diferentes concentraciones.

La diferencia observada entre este compuesto y el Compuesto A puede deberse
al tipo de sustituyentes que presentan, ya que ambos comparten una estructura
casi idéntica, excepto por dos sustituyentes, los cuales pueden influir en la
actividad inhibitoria observada. Ademas, como se mencion0 anteriormente, es
necesario determinar su IC50 y realizar un analisis toxicol6gico para proponer su

uso.
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8.4.5.4 Actividad citotoxica
Multiples dibenzofuranos han sido reportados por su actividad biologica. Dentro
de sus estructuras generalmente se encuentran grupos hidroxilo, carbonilo,
cloruro y glucésidos, entre otros. Se ha propuesto que precisamente la presencia
de grupos fendlicos libres y adyacentes a carbonilos es esencial para su
actividad. Ademas, estos compuestos pueden intercalarse entre pares de bases

del ADN inhibiendo el crecimiento de las células cancerosas“.

A una concentraciéon de 50 ug/mL, el Compuesto B presentd los porcentajes de
inhibicion del crecimiento de células cancerosas que se observan en la grafica
8.4.5.4-1.

Dentro de estos resultados destacan la inhibicién del crecimiento de células de
cancer de mama, préstata y leucemia, lo cual resulta interesante ya que son
estos algunos de los tipos de cancer con mayor incidencia en la poblacion
mundial®®>. También se observa la inhibiciéon de crecimiento de células sanas
(FGH) a mas de la mitad, por lo que este compuesto no puede ser utilizado para

prevenir o tratar al cancer.
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Gréfica 8.4.5.4-1 Efecto del Compuesto B en el crecimiento de lineas
celulares cancerosas a 50 pg/mL. *FGH: Fibroblastos gingivales humanos

sanaos.

En conjunto, tanto el Compuesto A como el B podrian proponerse para ser
utilizados como ingredientes activos en diferentes productos, tales como
suplementos; siempre y cuando se repitan las pruebas preliminares para definir

la desviacion de los resultados, ademas de asegurar su toxicidad y definir su
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estabilidad en diferentes condiciones para establecer el tipo de producto
adecuado.

Se continub este estudio con los extractos de acetona y se obtuvieron los

siguientes resultados:

8.5 Aislamiento, caracterizacion y actividad biolégica de las
fracciones del extracto de acetona PG-P 1, PG-P 2y PG-P 3.

Debido a que dentro del desarrollo de suplementos se pueden utilizar extractos
completos, se continud con el analisis de las fracciones aceténicas con el fin de

determinar su actividad bioldgica.

8.5.1 Obtencién

Para el fraccionamiento de los extractos de acetona se trabajé con una nueva
cantidad del mismo lote de raiz que asegurara una cantidad suficiente para lograr
su identificacion. Se compararon los perfiles cromatograficos de ambos lotes
para confirmar la homogeneidad del analisis mediante CCF, como se muestra

en la Figura 8.5.1-1.

Figura 8.5.1-1 Perfil cromatografico de los extractos de acetona
obtenidos del primer (A) y segundo (B) lote de raiz. SE AcOEt 9:1 CH2Cl-.
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Una vez confirmados los perfiles se procedio a la separacién de los componentes
de los extractos. En un primer intento de separacion se empled una columna bajo
presion tipo flash, usando un gradiente de polaridad en la fase moévil. Sin
embargo, no hubo una separacion apreciable de los componentes, como se

muestra en la Figura 8.5.1-2.

Figura 8.5.1-2 Perfil cromatografico del fraccionamiento de los

extractos de acetona mediante columna tipo flash.

Por lo anterior, se eligié la técnica de cromatografia en placa preparativa. Se
obtuvieron 9 fracciones, todas ellas polares, lo que dificulté su separacion. Estas

fracciones fueron agrupadas como: PG-P 1 (Fracciones 1 a 5), PG-P 2
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Fracciones 6 y 7) y PG-P 3 (Fracciones 8 y 9); de mayor a menor polaridad

respectivamente. Se puede observar su perfil en CCF en la Figura 8.5.1-3.

Debido a la polaridad de las fracciones obtenidas no fue posible la separacion
de algiin compuesto en particular. Sin embargo, se realizaron diferentes pruebas

espectroscopicas para elucidar la posible composicion general de cada fraccion.

Asi mismo, debido a que dentro del desarrollo de suplementos se pueden utilizar
extractos completos, se continud con el analisis de estas fracciones con el fin de

determinar su actividad biolégica.

e _O,Eu.l

IR

Figura 8.5.1-3 Perfil cromatografico del fraccionamiento de los extractos de
acetona mediante placa preparativa. Fracciones PG-P 1 (A), PG-P 2 (B) y PG-
P 3 (C). SE AcOEt 9:1 CH2Cl..

Se obtuvieron aproximadamente 1200 mg de la fraccion PG-P 1, 240 mg de la
fraccion PG-P 2 y 150 mg de la fraccién PG-P 3. Se partio de 2.95 g del extracto
completo de acetona. Por tanto, el rendimiento para cada fraccion fue de 40.7
%, 8.13 % y 5.1 %, respectivamente. Como se puede observar hubo pérdidas

gue se pueden atribuir a la técnica de separacion empleada.
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8.5.2 Caracterizacion

Se emplearon las técnicas espectroscopicas y espectrométricas de IR, RMN y
EM (ESI). Debido a que se analizaron mezclas, los siguientes analisis son solo

aproximaciones de un perfil general de compuestos.

Se ha reportado la presencia de proteinas, lipidos, polisacaridos®3, alcoholes,
terpenos, aldehidos, flavonoides, acidos3* %, taninos®®, entre otros, en la raiz de
diferentes familias de arboles; por ello, se espera encontrar sefiales de este tipo

de compuestos en las fracciones analizadas.

8.5.2.1 Espectroscopia infrarroja

Los espectros se encuentran anexos.

* Fraccion PG-P 1 (Espectro 15)

Se aprecia una banda caracteristica del estiramiento del enlace entre oxigeno e
hidrégeno en un grupo funcional alcohol en 3286.52 cm™. Asi mismo, se observa
una serie de bandas entre 1400 y 1650 cm™ que indican la posible presencia de
compuestos con el grupo alcohol, que sumado a la banda en 1219.14 cm™,
puede tratarse de un grupo aromatico. Ademas, a 1035.30 cm™! se encuentra
una banda relativa a éteres aroméaticos. Lo anterior tiene sentido si se considera
que esta fraccion contiene a los compuestos mas polares del extracto de

acetona.

» Fraccion PG-P 2 (Espectro 16)

En esta fraccion se observa una serie de bandas alusivas al grupo alcohol, sin
embargo, estas se encuentran deformadas, por lo que deben encontrarse en
baja concentracion, ademas de verse afectadas por los demas componentes de
la muestra analizada. Se observa una serie de bandas entre 1400y 1600 cm™y
otra a 1237.38 cm™ que pueden indicar la presencia del grupo fenol. A 1276.98
cm® se encuentra una banda que puede estar asociada a la presencia de éteres
aromaticos. Estas sefales indican la posible presencia de atomos de carbono,

oxigeno y nitrégeno.
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» Fraccion PG-P 3 (Espectro 17)

Esta fraccion también presenta una banda en la zona de estiramiento del grupo
funcional alcohol en 3351.65 cm™. A pesar de ser poco definida puede indicar la
presencia de este grupo. Se observan dos bandas intensas a 2924.37 y 2853.88
cm?, lo que indica la presencia de cadenas alifaticas. Esta misma sefial se
aprecia disminuida en las anteriores fracciones. Entre 1200 y 1600 cm™ hay
seflales que pueden atribuirse a los grupos fenol y éter aromatico.
Adicionalmente, las bandas menores a 1700.00 cm? se encuentran muy

distorsionadas, por lo que es dificil determinar mas grupos.

Finalmente, se puede observar que la ligera diferencia de polaridad entre las tres
fracciones concuerda con los grupos mayoritarios observados en esta técnica.

Ademas, varios de estos grupos van de acuerdo con lo ya reportado®.

8.5.2.2 Espectrometria de masas

Los espectros se encuentran anexos (Espectro 18, 19 y 20).

En todas las fracciones se observan sefales mayores a m/z 600, sobre todo la
Fraccion PG-P 1, la cual presenta un pico a m/z 964; ademas, se observan mas
sefales a mucho menor m/z, lo que puede indicar que estas fracciones contienen

mezclas complejas de diferentes compuestos.

Debido a que las fracciones son mezclas, las sefiales pueden provenir de varios
grupos de isdmeros 0 compuestos con estructuras muy similares entre si. Estas
sefales se encuentran de acuerdo con lo esperado, ya que corresponden con
compuestos como los sesquiterpenos y los taninos, como ejemplo, los cuales
pueden tener pesos moleculares mayores a 500 g/mol®¢. Sobre todo, los taninos
son polimeros de gran peso molecular. Se puede observar un ejemplo de éstos
en la Figura 8.5.2.2-1.
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Figura 8.5.2.2-1 Ejemplo de la estructura de un tanino, 1,2,3,4,6-pentagaloil-
glucosa, proveniente de granada (Punica granatum) con peso molecular de
940.67 g/mols.

8.5.2.3 Resonancia magnética nuclear de protén

Los espectros se encuentran anexos (Espectro 21 a 30).

En ninguno de los experimentos se observa alguna sefal claramente definida,
sin embargo, en las tres fracciones se observan sefales en la zona de
aromaticos, enlaces con oxigeno y nitrdgeno. Hay sefiales a campo alto, las
cuales pueden deberse a cadenas alifaticas. De la misma forma, las sefiales

coinciden con lo esperado.

8.5.3 Pruebas bioldgicas

8.5.3.1 Actividad antioxidante
» Ensayo de actividad secuestradora sobre el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH)

Se puede observar en la Gréafica 8.5.3.1-1 que las fracciones con mayor actividad
antioxidante son la PG-P 1 y 2, esto probablemente debido a estructuras
aromaticas que permitan estabilizar al radical resultante de la reaccion con los

radicales DPPH y los producidos por peroxidacion lipidica.
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Grafica 8.5.3.1-1 Efecto antioxidante de las fracciones PG-P 1, 2 y 3 mediante
la reduccién del radical DPPH, a diferentes concentraciones.

Como se menciond anteriormente, es probable la presencia de anillos
aromaticos unidos a oxigeno, dependiendo de la estructura, estos compuestos
pueden formar radicales estables capaces de disminuir la cantidad de especies

reactivas de oxigeno.

= Ensayo de inhibicién de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata en

términos de especies reactivas del 4cido tiobarbittrico (TBARS)

En el caso de la Grafica 8.5.3.1-2 se puede observar que son las fracciones PG-
P 2y 3, especialmente la 2, las que presentan mayor actividad antioxidante.
Dado que en esta prueba se hace llegar a la reaccidon de oxidacion hasta la
formacion de aldehidos, el efecto que observamos es debido a la estabilizacion
de los radicales producidos y a la eliminacion de los perdxidos y sus productos
por accion de algunos de los componentes de las fracciones activas al donar

electrones a los intermediarios de los radicales peréxido*?.

Cabe destacar que la fraccibn PG-P 2 resulté efectiva desde bajas
concentraciones, por lo que puede proponerse como un agente antioxidante de
proteccion de membrana celular, tras realizar las pruebas toxicologicas

necesarias.
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Gréfica 8.5.3.1-2 Efecto antioxidante de las fracciones PG-P 1, 2 y 3 mediante

la reduccioén del radical TBARS, a diferentes concentraciones.

8.5.3.2 Actividad antiinflamatoria
Del extracto de acetona completo, la fraccion menos polar, PG-P 3, resulté ser

aguélla con mayor actividad antiinflamatoria.
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Gréfica 8.5.3.2-1 Efecto antiinflamatorio de las fracciones PG-P 1,2y 3 a una
concentracion de 17.86 mg/kg.

Dentro de su composicion podrian encontrarse compuestos cuya estructura
favorezca la inhibicion del anién superdxido que generan los neutrofilos como

respuesta a agentes exégenos.
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8.5.3.3 Actividad antidiabética
Como se observa en la Grafica 8.5.3.3-1, la fraccion PG-P 2 presento la mayor

inhibicién de la enzima a-glucosidasa.
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Grafica 8.5.3.3-1 Capacidad de inhibicion de la enzima a-glucosidasa las

fracciones PG-P 1, 2 y 3, a diferentes concentraciones.

A pesar de que fue necesaria la concentracion mas alta para ver este efecto,
sugiere que los compuestos que conforman a esta fraccion, e incluso a la PG-P
1, son capaces de intervenir en la accién de las enzimas glucosidasas, ya sea
mediante una modificacién estructural en la enzima o un impedimento estérico

en su sitio activo.

8.5.3.4 Actividad citotéxica
De las tres fracciones analizadas, fue la PG-P 2 la que presento la mayor
inhibicion del crecimiento de las lineas celulares cancerosas evaluadas.
Destacan las lineas de leucemia, cancer de mama y de colon, sin embargo,
también tuvo actividad de inhibicion de crecimiento de fibroblastos gingivales

humanos sanos (FGH) lo cual indica poca selectividad a células cancerosas.
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Grafica 8.5.3.4-1 Efecto de las fracciones PG-P 1, 2 y 3 en el crecimiento de
lineas celulares cancerosas a 50 pg/mL. *FGH: Fibroblastos gingivales

humanos sanos.

Como se menciond anteriormente, se ha reportado que algunos compuestos
anticancerigenos aislados de diferentes partes vegetales de especies del género
Crataegus inducen la apoptosis celular. La actividad de estos compuestos
depende de su estructura y reactividad. Por ello, puede que la composicién de

esta fraccion sea similar a la de los compuestos ya reportados.

8.5.3.5 Efecto en la motilidad intestinal
En este analisis se evaluo el efecto de la administracion de las fracciones PG-P
1 a3 (100 mg/kg) y el extracto de acetona completo del que se obtuvieron (TMP),
comparando con un control positivo (loperamida). Se observa en la Gréfica
8.5.3.5-1 que no hubo un efecto significativo en la motilidad relacionado con la
retencion del contenido intestinal debido a una disminucion en el movimiento
peristaltico, ya que, en comparacion con el control, ninguna muestra tuvo un
efecto significativo, pues el recorrido del contenido intestinal afectado por las
muestras fue casi cuatro veces mayor. El extracto completo mostré un recorrido

similar al de las fracciones.

Se indic6é que probablemente sea necesaria una concentracion mayor de estas
muestras para alcanzar un efecto mas representativo, no obstante, es necesario

confirmar su efecto toxicolégico para asegurar su uso.
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Grafica 8.4.3.3-1 Efecto de la administracion de las muestras en la motilidad
intestinal. TMP: Extracto aceténico crudo.

Debido a que existen pocos estudios referentes a la composicion y actividad
biolégica de la raiz del arbol de tejocote, aqui describimos los resultados
obtenidos siguiendo las técnicas de laboratorio disponibles.

Asi mismo, se puede complementar el presente estudio con el fin de obtener las
bases para el desarrollo de algun suplemento mediante la determinacion de la
estabilidad, biodisponibilidad, toxicidad y perfil sensorial de los Compuestos Ay

B, y las fracciones acetonicas

Podemos proponer que el uso de las fracciones acetdnicas, en especial la PG-P
2, en el desarrollo de suplementos solo seria viable tras la identificacion y
aislamiento selectivo de los compuestos con actividad antiproliferativa,

antioxidante y antidiabética, debido a su citotoxicidad.

El Compuesto A podria incluirse en suplementos como ingrediente antioxidante,
mientras que el Compuesto B podria emplearse como antioxidante y
antidiabético. Asi mismo, debido a su polaridad, podrian incluirse como extractos
herbales en caramelos o preparados para infusiones libres de azicar como parte
del tratamiento y/o prevencion de diabetes y cancer. Dicha complementacién
aportaria opciones naturales y preventivas para la poblacion mexicana, lo que
fomentaria una mejora en la calidad de vida y una valoracion de los recursos
propios del territorio nacional, que a su vez permitiria la preservacion de toda
esta flora y vegetacion de nuestro Pais, al conocer la importancia de los mismos.
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. CONCLUSIONES

. Se desarroll6 una metodologia reproducible para obtener a los
Compuestos Ay B, partiendo de la raiz del arbol de tejocote, Crataegus
mexicana, mediante el uso de técnicas cromatograficas.

. Se aisl6 e identific6 al Compuesto A como 2, 3, 4, 7-
tetrametoxidibenzofuran-5-ol y al Compuesto B como 2, 3, 4-
trimetoxidibenzofuran-5, 6-diol (propuesta) a partir del extracto de AcOEt
de la raiz del arbol de tejocote.

. Los Compuestos A y B son dibenzofuranos naturales descritos por
primera vez.

. ElI Compuesto A mostré actividad antioxidante (94.4 %, 100 pg/mL)
relacionada con su estructura y reactividad.

. El Compuesto B mostré actividad antioxidante (98.1 %, 100 ug/mL) y
antidiabética (99.6 %, 100 pg/mL relacionada con su estructura y
reactividad.

. Se determind que el extracto de acetona, que fue fraccionado en PG-P 1,
2 y 3, posee actividad antioxidante (PG-P 2, 97.6 %, 10 pg/mL),
antiinflamatoria (PG-P 3, 60.0 %, 17.86 mg/kg) y antidiabética (PG-P 2,
99.3 %, 100 ug/mL).

. De acuerdo con la actividad biolégica evaluada, el Compuesto A puede
ser propuesto como ingrediente activo antioxidante y el Compuesto B
puede ser propuesto como ingrediente activo antioxidante y antidiabético
en el desarrollo de suplementos.

. El presente estudio implica una contribucion al conocimiento fitoquimico
de esta planta mexicana para fundamentar y asegurar los usos
etnobotanicos que le han sido atribuidos, ademas de fomentar la

valoracién de los recursos naturales nacionales.
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Espectro 1. Espectro de infrarrojo del Compuesto A, obtenido a partir del extracto de AcOEt de la raiz de Crataegus

mexicana DC. Preparacion de la muestra en pelicula.
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Espectro 2. Espectro de masas del Compuesto A, obtenido a partir del extracto de AcOEt de la raiz de Crataegus mexicana

DC.
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Espectro 15. Espectro de infrarrojo de la fraccion PG-P 1, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz de Crataegus
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Espectro 16. Espectro de infrarrojo de la fracciébn PG-P 2, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz de Crataegus

mexicana DC. Preparacion de muestra en pelicula.
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Espectro 17. Espectro de infrarrojo de la fraccibn PG-P 3, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz de Crataegus
mexicana DC. Preparacion de muestra en pelicula.
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Espectro 18. Espectro de masas de la fraccion PG-P 1, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz de Crataegus

mexicana DC.
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Espectro 19. Espectro de masas de la fraccidon PG-P 2, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz de Crataegus
mexicana DC.
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Espectro 20. Espectro de masas de la fraccion PG-P 3, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz de Crataegus

mexicana DC.
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Espectro 21. Espectro de RMN-H (CD30OD, 300 MHz) de la fraccién PG-P 1, obtenida a partir del extracto de acetona de la

raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 22. Espectro de RMN-13C (CDsOD, 300 MHz) de la fraccion PG-P 1, obtenida a partir del extracto de acetona de la

raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 23. Experimento HSQC (CDsOD, 300 MHz) de la fraccién PG-P 1, obtenida a partir del extracto de acetona de la

raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 24. Espectro de RMN-H (CD30OD, 300 MHz) de la fraccién PG-P 2, obtenida a partir del extracto de acetona de la
raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 25. Espectro de RMN-13C (CD30D, 300 MHz) de la fraccién PG-P 2, obtenida a partir del extracto de acetona de la
raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 26. Experimento HSQC (CDsOD, 300 MHz) de la fraccion PG-P 2, obtenida a partir del extracto de acetona de la

raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 27. Espectro de RMN-'H (CDCIz, 300 MHz) de la fraccién PG-P 3, obtenida a partir del extracto de acetona de la

raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 28. Espectro de RMN-3C (CDCls, 300 MHz) de la fraccién PG-P 3, obtenida a partir del extracto de acetona de la

raiz de Crataegus mexicana DC.
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Espectro 29. Experimento HSQC (CDCls, 300 MHz) de la fraccion PG-P 3, obtenida a partir del extracto de acetona de la raiz

de Crataegus mexicana DC.
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