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1. INTRODUCCION



El &cido carminico (AC) es el principal metabolito del cuerpo de la hembra en el insecto
grana cochinilla (Dactylopius Coccus). Este insecto es un parasito del nopal. EI uso mas
comun del AC desde la época prehispanica es como colorante. Su estructura es de un
derivado antraquinoide que contiene grupos funcionales que le confieren propiedades
especiales, las cuales lo hacen aparecer mas que como un simple colorante.

En este trabajo se llevo a cabo una investigacion que abarcé desde el afio 1908 hasta el
afio 2004 en la fuente de informacion secundaria llamada Chemical Abstract. De esa
revision bibliografica fueron seleccionadas las aplicaciones médicas que presenta el AC.
Estas se clasificaron en base al uso que se le da para tratar diversas enfermedades. Lo
anterior es con el objeto de dar a conocer la importancia de obtener puro el AC como
principio activo para tratar diversos padecimientos.

Se llevo a cabo la extraccion del AC utilizando diversos métodos de extraccion, mismos
a los que se les implementaron algunas herramientas de la quimica verde (QV), tales
como, uso de materia prima renovable, fuentes alternas de energia y el uso de
disolventes que no sean toxicos. Lo anterior es con el objeto de obtener un proceso de
extraccion verde que sea econdémico y de rendimientos favorables.

Se realizaron pruebas de recristalizacion del AC empleando distintos disolventes con el
objeto de encontrar la mejor técnica para obtener el AC puro y asi emplearlo como
reactivo analitico, principio activo en diversos medicamentos y colorante polar.

Por otro lado, se llevd a cabo una reaccion de acetilacion del AC, utilizando algunas
herramientas de la QV, tales como, uso de materia prima renovable, fuente alterna de
energia y célculo de la economia atomica. La acetilacion se realiz6 para emplear el AC
como colorante liposoluble que pueda ser utilizado en la industria farmacéutica,
cosmética y de alimentos.



2. ANTECEDENTES



2.1 HERRAMIENTAS Y APLICACIONES DE LA QUIMICA VERDE.

Con el crecimiento global desde la Segunda Guerra Mundial, la industria quimica
actualmente produce billones de toneladas por afio de mas de 70,000 sustancias
comerciales, las cuales son usadas para diversos propésitos técnicos y econémicos.!

La contaminacién quimica ha llegado a ser un problema de alcance mundial muy
severo, como el calentamiento global, la destruccion de ozono, y la pérdida de la
biodiversidad.*

A raiz de estos problemas, en los afios noventas surge una nueva rama de la quimica,
Ilamada Quimica Verde(QV), que disefia procesos y productos que reducen o eliminan
la generacion de sustancias peligrosas.’

La QV es un campo multidisciplinario cuyo tronco es la quimica, integrando las
ciencias bioldgicas y fisicas, asi como muchos aspectos de la ingenieria. La QV se
considera un nuevo paradigma en el camino de los quimicos para desarrollar procesos y
productos ambientalmente benignos, para ello actualmente dispone de una caja de
herramientas, que responden a algunos problemas anteriores de la industria quimica.?

Las principales herramientas de la QV son®:

2.1.1 Los 12 Postulados.

2.1.2 Métodos para medir lo verde de un proceso quimico.
2.1.3 Catalizadores.

2.1.4 Fuentes alternas de energia.

2.1.5 Disolventes.

2.1.6 Fuentes renovables de materia prima.

2.1.7 Biotecnologia.

2.1.8 Quimica en micro escala.

2.1.9 Electroquimica.

A continuacion se describe brevemente cada una de estas herramientas:

2.1.1 Los 12 Postulados.

En 1998, Anastas y Warner publicaron los 12 postulados que rigen la QV. Los quimicos
de hoy y del futuro deben conocer estos principios, con el objeto de prevenir el deterioro
ambiental originado por los procesos quimicos. A continuacion se numeran dichos
principios.*

I Prevencion.

Il. Alta economia atémica.

Ill.  Trabajar y generar sustancias con baja toxicidad.

IV.  Generar productos eficaces pero no toxicos.

V. Reducir el uso de sustancias auxiliares.
VI.  Disminuir el consumo de energia.
VII.  Utilizar materia prima renovable.

VIIl. Evitar derivados innecesarios.



IX. Potencializar los catalizadores.

X. Generar productos biodegradables.

Xl.  Desarrollar metodologias analiticas para el monitoreo en
tiempo real.

XIl.  Minimizar los accidentes quimicos.

2.1.2 Métodos para medir lo verde de un proceso quimico.

2.1.2.1. Economia atémica.

A través de la economia atémica, se puede medir lo verde de un proceso quimico.> Se
puede obtener el calculo de economia atomica para reacciones de sustitucion,

eliminacién, adicién y transposicion.® La economia atémica ideal es 100% y calcula la
fraccion de los reactivos que se incorporaron en el producto.’

X Tso molecular de los productos. ]
Porciento de Economia Atdmica = X 100

X Peso molecular de reactivos.

2.1.2.2. Factor ambiental.

El factor ambiental incluye la masa del disolvente utilizado y los subproductos
formados durante la reaccidén y muestra énfasis sobre la cantidad de residuos producidos
durante el curso de la reaccion. El factor ambiental ideal es cero.”

X Masa de residuos y subproductos

Factor Ambiental =
Masa del Producto

2.1.3 Catalizadores.

Los catalizadores son un pilar fundamental de la QV.® Los catalizadores reducen la
energia de activacién de las reacciones.” El uso de estos catalizadores disminuyen
considerablemente la cantidad de agentes tdxicos, tales como los metales pesados.

En el caso de las oxidaciones, los catalizadores son regenerados por oxidantes tales
como perdxido de hidrégeno y oxigeno ya que estos son oxidantes verdes.™

Por otro lado, se tienen los biocatalizadores (enzimas).** Estos llevan a cabo procesos
quimicos dificiles de realizarse por procesos sintéticos artificiales.

Por ejemplo, la sintesis quimica de la vitamina B, no es practica ya que requiere 70
etapas de reaccion. En cambio, a partir de glucosa y por medio de microorganismos se
cataliza la sintesis de la vitamina B, obteniendo los rendimientos mas altos a partir de
Propionibacterium fredenreichii y Propionibacterium shermanii.*? En la Figura 1, se
muestra la estructura de la vitamina B12.%



HaC
H,N-CO-H,C-H,C CHs X ch,-conm,

- -CH,-CH,-CO-NH.
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Figura 1. Estructura de la Vitamina B12.

2.1.4 Fuentes alternas de energia.

Algunas Fuentes alternas de energia son las microondas,*** el ultrasonido™ y la
fotoquimica, tales como el UV y el IR. Una de las fuentes alternas de energia mas
empleada actualmente es la radiacion por microondas.

Debido a que en este trabajo se utilizé un horno de microondas, este tema se describe
con mas profundidad.

2.1.4.1 Aplicaciones de las microondas en la quimica.

Durante el curso de un proyecto de investigacion relacionado con el radar, alrededor de
1946, el doctor Percy Spencer, ingeniero de la Raytheon Corporation, noté algo muy
peculiar. Estaba probando un nuevo tubo al vacio llamado magnetrén cuando descubrio
que un dulce que tenia en su bolsa se habia derretido. A la mafiana siguiente, el
cientifico decidié colocar el magnetron cerca de un huevo de gallina y observé como el
huevo comenzo a vibrar debido al aumento de presion interna originada por el rapido
incremento de la temperatura de su contenido. El doctor Spencer disefié una caja
metalica con una abertura en la que introdujo energia de microondas. Esta energia,
dentro de la caja, no podia escapar y por lo tanto creaba un campo electromagnético de
mayor densidad. El doctor Spencer habia inventado lo que iba a revolucionar la forma
de cocinar y sentaba las bases de una industria multimillonaria: el horno de
microondas.*’



En 1947, sali6 al mercado el primer horno comercial de microondas, las industrias
comenzaron a emplear las microondas para secar rebanadas de papa, tostar granos de
café y cacahuates, se podian descongelar, pre-asar y dar cocimiento final a las carnes.*’

En la década de 1970s se mejoro el magnetrén, disminuyendo los costos de los
microondas. A mediados de la década de 1980s se inician sus aplicaciones en sintesis
organica.'® De esta manera, dos grupos de cientificos encabezados por Gedye R. y
Giguere R. por primera vez y en forma independiente publicaron en Tetrahedron Letters
en 1986 el uso de esta radiacion en las reacciones organicas.*?°

2.1.4.2. Principios de irradiacion con microondas.

Los mecanismos para disipar la energia de microondas son la rotacién bipolar y la
conduccién iénica.® Como se muestra en las Figuras 2 y 3.

RO &«
H\ /H
@)
30
TIEMPO
Cambio de
polarizacién
del campo
eléctrico

Figura 2. Rotacion bipolar.

Figura 3. Conduccién Iénica.



Los métodos de calentamiento en quimica tradicional con el mechero Bunsen (Robert
Bunsen, 1855; Figura 4) y la parrilla eléctrica son del exterior al interior y el gasto de
energia es mayor, en cambio mediante el microondas el calentamiento es inverso, ya
que va desde el interior hacia el exterior.”* Como se muestra en las Figuras 5y 6.

[
Iy

Figura 4. Calentamiento tradicional con mechero Bunsen.
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Figura 5. Calentamiento tradicional con parrilla eléctrica.
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Figura 6. Calentamiento con microondas.



Los hornos de microondas empleados para las reacciones quimicas pueden ser
multimodales, Figura 7 0 monomodal, Figura 8. Los modos son las zonas de mayor
calentamiento.’®

ONDA GUIA

MAGNETRON

y
Modos —

\ VASO TRANPARENTE A LAS MO
PLACA GIRATORIA

Figura 7. Horno doméstico multimodal.

SISTEMA DE REFLUJO

MUESTRA

MAGNETRON

ONDA-GUIA (L)

Figura 8. Reactor monomodal enfocado sobre un recipiente abierto.?



2.1.4.3 Modalidad de las reacciones en Horno de MO.

A) Sin disolventes (reactivos puros en recipientes abiertos). Por ejemplo la obtencion de
la aspirina:*

OH o o MO CH3
SR G
CO,H CH; 'O° "CHj CO,H

ACIDO SALICILICO ANHIDRIDO ACETICO ASPIRINA

Las microondas extraen aceites esenciales como albaca, menta y tomillo, sin emplear
disolventes, incluso no se requiere agua, como generalmente se utiliza al hacer la
extraccion por arrastre de vapor.?®

B) Sobre soportes porosos (reaccidén en medio seco). Por ejemplo la reduccion de
aldehidos y cetonas a los correspondientes alcoholes llevada a cabo por Raj Varma.**

0 OH
NaBH4-A|203 R1
'

R MO, 0.5-2min R
62-93%

R1

C) Con disolventes. EI manejo con disolventes en microondas debe ser con cuidado y se
han implementado reactores que impiden que se proyecten las reacciones, e incluso hay
reacciones en donde se utiliza un sistema de reflujo al aparato. Es necesario que los
disolventes sean polares para que se lleven a cabo las reacciones en microondas.*®#"

Por ejemplo:

0 O

DMF
N
O + H,N COOH ——>» N + H,0
COOH

© @)

ANHIDRIDO GLICINA FTALMIDA

FTALICO



La reaccion anterior se llevo a cabo en un microondas Synthewave 402® con reactor
monomodal de la compafifa Prolabo, durante 3 minutos a temperatura de 188 °C.%

En general se ha visto que las reacciones organicas con microondas se llevan a cabo con
mayor rapidez y los rendimientos son mas altos que los métodos tradicionales. Ademas
algunas reacciones con microondas han demostrado ser selectivas.?

2.1.5 Disolventes

Los disolventes juegan un papel fundamental en la QV porque son los principales
responsables de la contaminacién, por eso es importante llevar a cabo procesos: sin
disolvente,?” en medio acuoso;? liquidos iénicos,***° fluidos supercriticos> y
disolventes fluorados bifésicos.*

Por ejemplo, se puede llevar a cabo una acilacion de Friedel Crafts, a temperatura
ambiente al colocar los reactivos en un mortero; moliéndolos durante 20 minutos.*
Misma reaccion que se realiza a reflujo con benceno anhidro durante 1 hora por el
método tradicional. **

O
CgHg anh. ﬂ 1h O
_ DAICI -
Ar H + O 3 OH
— Ar
2)HCI TA 20 min. _ 80% O
@)
ANHIDRIDO ACIDO 4-ARIL
SUCCINICO 4-OXOBUTANOICO

Existen diversos ejemplos con disolventes acuosos.®* *> Uno de ellos es la reaccion de
cicloadicion de Diels — Alder: *

O Hzo
+ > 4
H,0 + LiCl (4.86M)
COCH;

CICLOPENTADIENO BUTENONA BICICLO[2.2.2]HEPT-5-EN-
2-IL METIL CETONA




2.1.6 Fuentes renovables de materia prima."*

Mas del 98% de todos los quimicos organicos se obtienen del petréleo, recurso natural
no renovable. Sin embargo en algunas décadas este recurso se terminara.*® Por este
motivo se estan realizando investigaciones para obtener estos quimicos de fuentes
naturales renovables tales como: carbohidratos, grasas y aceites

Un ejemplo muy claro es la obtencion del Nylon-66. Tradicionalmente se obtenia a
partir de un derivado del petréleo y acido nitrico los cuales generaban como
subproducto 40000 t/a de didxido de nitrégeno, uno de los principales contaminantes de
la atmosfera. Actualmente el Nylon-66 se puede obtener a partir de la glucosa por
ingenieria genética evitando el uso del 4cido nitrico.

O 40000 t/a

+HNO; —» HOC(CH),CO,H +N,0 T — Nylon%®

2 millones t/a
DERIVADO DEL
PETROLEO
H>
O
E. coli )Kﬁ
Glucosa - HO — —0
II -,
Ingeru_erla OH
Genetica

Acido (Z)(Z) mucodnico
2.1.7 Biotecnologia.

La biosintesis de compuestos actualmente es muy empleada en la industria e
investigacion, por ejemplo en la obtencion del Catecol a partir de la glucosa usando una
cepa genéticamente modificada de E. coli . *

\\\\\OH .
5 E.coli AB2834pKD136/pKD9.069A

>
37°C

HO  OH OH

D-glucosa Catecol



2.1.8 Quimica en micro-escala.

La quimica en micro-escala se esta utilizando principalmente en los centros educativos.
Con esta técnica se puede trabajar con cantidades del orden de 200 mg de muestra, lo
cual permite reducir costos, contaminacion, accidentes por explosion e incendio.***

2.1.9 Electroquimica verde **®,

Se pueden llevar a cabo reacciones organicas en celdas electroquimicas. En los procesos
electroquimicos siempre se realizan reacciones de oxidacion asi como de reduccion
mediante la incorporacién de electrodos y una fuente de poder.

La electroquimica es verde en muchos tipos de procesos tales como: uso de mediadores,
los cuales se regeneran electrogquimicamente; reacciones de electrooxidacion y cuando
ambos procesos tanto de oxidacion como de reduccion generan productos de interés
(reacciones apareadas).

De este modo la aplicacién de la QV y la implementacion de sus herramientas no solo
favoreceran los ecosistemas, si no es una ciencia que aun tiene mucho que aportar en el
futuro.

2.2 BREVE RESENA HISTORICA DEL ACIDO CARMINICO.

El insecto de la grana cochinilla se conoce desde la época prehispanica por los Aztecas
e Incas. Se utilizé para tefiir tunicas y mantos de la realeza dandole un valor muy
especial por su dificultad de cosecha y su relativa escasez .*°

La grana cochinilla mejor conocida como grana o nocheztli, originaria del México
Prehispanico, es un insecto muy pequefio llamado también por su vida sedentaria
“progalliinsecto”.®

Los indigenas Zoques “Tefiian el algodén y pintaban sus casas con grana silvestre”;
esta frase fue escrita por Eduardo Noguera, un arqueélogo mexicano.>

Los indigenas cultivaban las colonias de insectos con gran habilidad y alimentaban las
nopaleras con ceniza de madera y desperdicios como abono, quitando otro tipo de
plantas para conservar la humedad y fertilidad, asi como también reducir el riesgo de
infecciones a las cuales era propensa la nopalera.®

La grana cochinilla, al igual que los metales preciosos, jug6 un papel muy importante en
el proceso de integracion de la Nueva Espafia al mercado mundial. Las principales
regiones productoras de grana fina en el México colonial fueron las provincias de la
mixteca, del valle de Oaxaca, Tlaxcala, Cholula y Puebla, las de grana silvestre fueron
Chiapas, Yucatan y Autlan de la grana.



Los espafioles se encargaron de introducirla a Europa en el siglo XV y su consumo en la
industria textil del viejo continente adquirié tal importancia que llegd a sustituir al
kermes, el colorante més codiciado de esa época.>*

En el siglo XVIII la mayor produccién de la grana cochinilla de la Nueva Espafia estaba
concentrada en las zonas productoras del valle de Oaxaca. Las mas importantes eran:
Antequera, sus valles y los alrededores; en la Sierra de Miahutlan los pueblos que
pertenecian a la alcaldia mayor de Nejapa, como Santa Maria Ecatepec y Yautepec; en
la region zapoteca, Santa Marfa Lachixio, Séla o Solol4, y las costas de Xicayan.*

Durante la época colonial, casi la totalidad de la produccion de estos colorantes se
exportaba a Esparia para ser consumido en la industria textil europea y solo un pequefio
porcentaje de esto se empleaba en los obrajes que existian en diversas regiones de la
Nueva Espafia y Centroamérica.”

A principios del siglo XIX al emprender el visitador Galvez y los Virreyes Croix y
Bucareli la planeacion y reestructuracion econdmica del pais se hicieron repetidas
encuestas sobre la industria de la grana, pidiendo a numerosos conocedores Yy
productores y autoridades civiles y eclesiasticas instrucciones y dictamenes. Por medio
de su estudio se esperaba introducir nuevas medidas tendientes a mejorar y estabilizar la
produccion, a evitar fraudes de intermediarios y abusos para los cultivadores indigenas
por parte de las autoridades.”’

En el siglo XX se presentan varias aplicaciones del AC, tales como: reactivo analitico a
través de la formacién de complejos cuantificandolos por espectrofotometria;*®*>° como
colorante de alimentos,®®®® cosméticos®*® y diversas aplicaciones médicas que se

mencionaran con mayor detalle mas adelante.

Finalmente se presenta la estructura del AC en la Figura 9, y algunas de sus propiedades
enla Tabla 1.

Figura 9. Acido Carminico.®®

Tabla 1. Propiedades del 4cido carminico.®”®®



Nombre IUPAC Acido 7-D-glucopiranosil-9,10-dihidroxi-3,5,6,8-tetrahidroxi-1-

metil-9,10-dioxo-2-antracencarboxilico

Férmula empirica C22H20013

CAS Register 1260-179

Peso molecular 492.4 g/mol

Solubilidad Agua, alcohol, &cido sulfarico, ligeramente soluble en éter, acetona,

tetrahidrofurano, practicamente insoluble en éter de petroleo,

benceno y cloroformo.

Longitud de onda 490 a 540
maxima (nm).

2.3 APLICACIONES MEDICAS DEL ACIDO CARMINICO.

Se llevo a cabo una revision bibliogréfica en el Chemical Abstract desde 1908 hasta el
2004. A inicios de los 60°s aparecen diversas aplicaciones médicas en las que se ha
empleado el AC.

2.3.1 CANCER

A mediados del siglo XX se pensaba que el AC inducia cancer, pero al paso de los afios
se ha demostrado lo contrario. Ademas se ha comprobado que es anticancerigeno. A
continuacion se presentan cronoldgicamente diversos articulos sobre el tema.

En 1955 aparecio un articulo sobre una posible induccién de actividad carcinogénica del
AC.® En 1960 se realizaron estudios en alimentos que contienen el colorante de la
grana cochinilla, utilizando microorganismos, en esos no se encontrd actividad
carcinogénica.”

Por otra parte, en 1962 y 1965 aparecen referencias relacionadas con estudios en los
cuales se muestran datos de inhibicién de células cancerosas por el AC. "*"? Desde estas
fechas hasta el 2003 los cientificos han realizado multiples pruebas que confirman su
actividad anticancerigena.’®®

A inicios de los 70°s aparecen citas de la actividad antineoplésica del AC sobre tumores
de Jensen, en donde una administracion antitumoral de una solucion de cochinilla con
acido lactico inhibe el crecimiento de los tumores de Jensen en ratas. En otra
publicacion se menciona que un preparado de bismuto que contiene el AC presenta
efecto antitumoral.

Se ha comprobado que un alto porcentaje de antraquinonas son mutagénicas para
Salmonella Typhimurium. En 1976 y 1978 se prueba su actividad mutagénica en
Salmonella®®’, siendo hasta 1979 cuando se evalla nuevamente su actividad
mutagénica utilizando Salmonella Typhimurium llegando a la conclusion de que el

colorante antraquinoide natural obtenido del insecto Dactylopius cactus utilizado para




colorear alimentos no es mutagénico. Ademas, se realizaron pruebas para observar las
reacciones entre AC como agente antitumoral con el DNA, observando que el AC no
interactia directamente con el DNA.® Pruebas similares se hicieron en 1980 para
medir su efecto genotoxico y su efecto en la ruptura cromosémica, concluyendo que el
AC no es genotoxico.’*® En el afio 1981 se presentan investigaciones donde se trata de
demostrar su efecto mutagénico tanto en cultivos de células humanas como en células
de ratones, demostrando que solo a dosis muy altas presenta valores de
mutagenicidad.**

En 1983 se investigd su efecto sinergista con agentes anticancerosos: hidroxilasa y
guanilasa, también su participacion dentro de preparados farmacéuticos para el
tratamiento de diferentes formas de céancer, demostrando su importancia en tratamientos
de cancer de piel, labio y nariz, principalmente.®

En 1987 y 1988 se mencionan estudios relacionados con su posible mutagenicidad y
teratgogenicidad, concluyendo que no tuvo efectos en ratas embarazadas tratadas con
AC. 6-99

En el afio de 1990, investigadores Rumanos reportaron que una mezcla de 0.5% de
acido carminico y 1.4% de acido lactico tiene un efecto antitumoral en ratas que
presentan sarcoma de Jensen. Un mL de la mezcla se administrd en forma intratumoral
después de dos semanas de que los tumores tenian el tamafio de una avellana. Un
tratamiento simple inhibio el crecimiento del tumor resultando una ulceracion de éste a
través de la piel y su posterior eliminacion.*®

En los 90°s también se demostré que el complejo de AC con Cu *? inhibe el
crecimiento de células de Sarcoma 180 y de Leucemia L1210, in vivo e in vitro. La
relacion del complejo AC / Cu *? fue de 1:6. Ademés se sabe que los complejos de
drogas con cobre (I) estan asociados con el DNA para formar complejos ternarios
Cu(Ih-Antraquinona-DNA. Todo parece indicar que la funcion del cobre es unir las
drogas de antraquinona con el DNA y posterior degradacion de éste.'®*

En 1994 se lleg6 a la conclusion de que el AC no es carcinogénico en ratones.'*

A finales del siglo XX se describe que la combinacion de &cido carminico con la
protein/Tirosin cinasa se utiliza para la quimioprevencion de cancer y se observa que
esta combinacion, asi como las antes mencionadas mejoran la actividad antineoplasica
del compuesto.'®

Investigadores espafioles encontraron que el AC es un nuevo compuesto citostatico, es
decir que inhibe la multiplicacién celular. Estos resultados son interesantes por dos
razones: primero, nuevos farmacos con actividad anticancer de baja toxicidad pueden
mostrar una posible terapia y segundo, la versatilidad de la topologia para evaluar
mecanismos farmacolégicos de accién en base a la estructura molecular.***



Como se mostré anteriormente se pensaba que el AC era toxico y carcinogénico,’*>*1°

pero estudios mas recientes muestran que no lo es y ademas es un compuesto
anticancerigeno de muy baja toxicicidad."**"

Sin embargo, en los afios de 1988, 1999, 2001 y 2003 se observo que el AC produce
asma ocupacional en un reducido nimero de personas que trabajaban con este
compuesto.t!#14

2.3.2 DESINTOXICACIONES

Por otro lado, se han realizado estudios sobre la capacidad del AC para complejar
metales pesados. A finales de los 60°s se administrd el AC en ratones hembra y macho a
los cuales previamente se les habia tratado con trioxido de arsénico, observando una
disminucién en la intoxicacién.*? En 1968 fue estudiada la desintoxicacién por quinina
con el AC en ratas y conejos.® EL AC incrementa la solubilidad del plomo, propiedad
que se ha utilizado en pruebas de desintoxicacién con resultados favorables.*

2.3.3 APLICACIONES MEDICAS CON MENOR IMPACTO.

125,126

Otras aplicaciones médicas del AC es para disolver célculos renales, su actividad

en el tracto gastrointestinal para el tratamiento de ulceras.'?"*?°

130,131

Su efecto en el sistema cardiovascular, relacionado con coagulacion sanguinea, su

relacion con el sistema inmunolégico 1%

Otros estudios relevantes muestran la posibilidad de emplear el AC en el tratamiento de
infecciones virales, como el VIH.”"'%

Incluso tiene aplicaciones en la odontologia para marcar las suciedades presentes en los
dientes y asi mejorar el cepillado y la limpieza de los mismos.*3**%

En el 2001 se describi6 la aplicacion de compuestos polihidroxilados en el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, entre estos estaba el
AC.138

Se ha reportado que el AC presenta actividad antimicrobiana.'***®

La administracion de carmin en ratas mostr6 que la Gltima generacién de estas resultd
ser mas sana que las anteriores. **°

Como se puede ver, el AC se ha aplicado en diversas disciplinas médicas. ****¢°

24  COLORANTES.

La aplicacion de los colorantes data desde cuevas prehistdricas pintadas con minerales
hace mas de 30, 000 afios. En el tercer milenio antes de Cristo en China y Egipto se
emplearon diversos colorantes con multiples aplicaciones. Con el azul prusiano en 1704
fue sintetizado el primer colorante inorganico. Importantes descubrimientos del siglo
XX incluyen el rojo molibdato en 1936, seguido por el amarillo de titan en 1960.%"



Desde el descubrimiento de los primeros colorantes sintéticos, hasta mediados del siglo
XIX, los quimicos han estado interesados en la relacion entre el color de un colorante y
su estructura molecular. En los inicios de la quimica sintética del color, poco se conocia
sobre las estructuras de las moléculas organicas. Sin embargo, después de la propuesta
de Kekulé respecto a la estructura del benceno en 1865, la quimica organica hizo un
progreso importante y rapido como ciencia y, casi inmediatamente, comenzaron a
aparecer en la literatura teorias relacionadas con la influencia de las estructuras
organicas en el color de las moléculas. Una de las observaciones pertinentes mas
tempranas se debe a Graebe y Liebermann quienes, en 1867, observaron que el
tratamiento con agentes reductores de los tintes conocidos hasta ese momento
provocaba una rapida destruccion de su color. Concluyeron, no sin razén, que los
colorantes eran compuestos insaturados y que esta instauracion era destruida por la
reduccion. *"*

Quiza la contribucion méas temprana y destacada a la ciencia del color y la constitucion
se deba a Witt quien, en 1876, propuso que los tintes contienen dos tipos de grupos que
son responsables de su color. El primero de éstos, denominado cromoforo, es definido
como un grupo de atomos principalmente responsable del color del colorante. En
segundo lugar estan los auxdcromos, de los que propuso que eran grupos de atomos
“formadores de sales” cuya funcién, consistiria en proporcionar un imprescindible
realce del color. En la actualidad, esta terminologia todavia se emplea hasta cierto
punto, para proporcionar una explicacion simple del color. *"

Otra contribucion notable se debe a Hewitt y Michell, los primeros en proponer en 1907
que la conjugacion es esencial para el color de una molécula de colorante. En 1928, este
concepto fue asumido por Dilthey y Witzinger en su ampliacion de la teoria de Witt de
los cromoforos y los auxdcromos. Se dieron cuenta de que el cromoforo es,
comunmente, un grupo que retira densidad electrénica y de que estan unidos entre si a
través de un sistema conjugado. En esencia, habia nacido el concepto de cromdgeno
donadoror — aceptor. *"*

Los cromdforos més importantes, definidos de este modo, son los grupos azo (-N=N-),
carbonilo (-C=0), metino (-CH=) y nitro (-NO,). Los auxdcromos habitualmente
encontrados, son grupos que normalmente aumentan la intensidad de color y desplazan
la absorcidn a longitudes de onda mayores de la luz, por ejemplo los grupos hidroxilo (-
OH) y amino (-NRy).}"

Un colorante es toda aquella sustancia de origen natural o artificial capaz de
proporcional color al medio en el que es aplicado siempre y cuando en base a su
constituciéon quimica sea soluble en ese medio. De otro modo solo seria una dispersion
del color o un pigmento el cual es insoluble en el medio donde es aplicado como la tinta
de impresién en los papeles.}’®!"

Por un largo tiempo, el juicio visual ha sido un método bésico en la evaluacion de los
colorantes, aunque recientes teorias sobre las caracteristicas Opticas han innovado en la
evaluacion de los colorantes.™

Generalmente los colorantes son insolubles en solventes organicos y grasas, depende
mucho del medio y las condiciones en las que se aplique el colorante. Los factores que
controlan la solubilidad de un colorante incluyen el solvente, la estructura quimica, el



tamafo de particula y la temperatura. Teniendo en cuenta que esta muy relacionada la
solubilidad con la temperatura.'”

Los colorantes organicos se clasifican principalmente en base a su estructura en:
colorantes azo y colorantes policiclicos dentro de los cuales se encuentran los colorantes
heterociclicos de antraquinona’®, molécula presente en el 4cido carminico.



3. OBJETIVOS



3.1 GENERALES

1) Realizar una revision bibliografica en Chemical Abstract desde el afio 1908
hasta el 2004, sobre aplicaciones médicas del acido carminico extraido de la
grana cochinilla.

2) Obtener el acido carminico a partir de la grana cochinilla.

3) Purificar el &cido carminico.

4) Formar un derivado del &cido carminico liposoluble.

3.2 PARTICULARES

1) Clasificar cada 10 afios la bibliografia obtenida sobre aplicaciones médicas del
acido carminico desde 1908 al 2004, con el objeto de conocer especificamente el
area de aplicacion médica.

2) Extraer el acido carminico a partir de la grana cochinilla bajo diferentes
condiciones mediante la aplicacion de la quimica verde.

3)  Purificar el acido carminico precipitandolo en forma de laca, liberaciéon de este
con acido y posteriormente la obtencidon de cristales por distintas técnicas de
cristalizacion.

4)  Acetilar el acido carminico con anhidrido acético y distintos &cidos de Lewis
como catalizadores.

5) Realizar pruebas de solubilidad del derivado acetilado en aceite vegetal.



4. HIPOTESIS



Una de las formas de disipar la energia de microondas es por medio de la rotacion
bipolar de moléculas polares, ademas de que el calentamiento va desde el interior del
extracto hacia el exterior. Si la grana cochinilla molida se deja remojando en agua y
posteriormente se le aplican las microondas, la energia se disipara hasta el agua
absorbida en el interior del tejido haciendo que este se rompa por el calentamiento y se
favorezca la extraccion del colorante.

El AC es un compuesto hidrosoluble porgue tiene grupos oxhidrilos tales como, fenol,
alcohol y acido carboxilico. Si se protegen los grupos oxhidrilo en la forma de un éster
el derivado tenderia a ser menos polar, con la posibilidad de ser liposoluble. El derivado
peracetilado podria ser utilizado como colorante liposoluble en la industria
farmacéutica, cosmética y de alimentos.



5. PARTE EXPERIMENTAL



5.1 REACTIVOS Y DISOLVENTES

Los reactivos y disolventes son de origen comercial y se utilizaron sin previa
purificacién: grana cochinilla, PROMOTORA TECNICA INDUSTRIAL S.A. DE C.V;
hexano (quimicamente puro) al 98%. REPROQUIFIN; alcohol etilico absoluto (reactivo
analitico) al 99.5%. REPROQUIFIN; acido sulfurico (solucion reactivo) al 97.8%. J.T.
BAKER; cloruro de calcio dihidratado, granular (reactivo) al 74.8%. J.T. BAKER;
acetona (quimicamente puro) al 99%. REPROQUIFIN; acetato de etilo (quimicamente
puro) al 99%. REPROQUIFIN; acido acético (solucion reactivo) al 97%. MERCK;
metanol (quimicamente puro) al 99.5%. REPROQUIFIN; benceno (reactivo analitico)
al 99.8%. J.T. BAKER; cloruro de metileno (quimicamente puro) al 99%.
REPROQUIFIN; anhidrido acético (solucion reactivo) al 97%. J.T. BAKER; Yodo
(reactivo) al 99.8%. J.T. BAKER; el agua destilada se obtuvo de la planta piloto que se
encuentra en el taller de ingenieria de la facultad de quimica. Grasa Vegetal (Especial
lactea) HEGART DE MEXICO.

5.2 EQUIPO

Balanza analitica SARTORIUS; parrilla de agitacion y calentamiento CIMAREC®2;
rotavapor BUCHI.

Las reacciones activadas con microondas se llevaron a cabo en un aparato de
microondas casero marca GENERAL ELECTRIC, 1.0 KW.

Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato de Fisher-Jones y se
encuentran sin corregir.

Los espectros de IR fueron generados en un espectrofotémetro Perkin Elmer modelo
FT IR 1605, empleandose pastillas de bromuro de potasio.

Los espectros de RMN de 'H y "°C se obtuvieron en un espectrofotometro Unity
Inova Varian, empleando tetrametilsilano como estdndar interno. Los
desplazamientos quimicos estan dados en partes por millon.

El progreso de las reacciones se siguid por cromatografia en capa fina
(cromatoplacas Merck de silica gel 60 Fas4, 0.25mm de espesor). Como reveladores
se utilizaron luz ultravioleta y vapores de yodo.



5.3 EXTRACCION DEL ACIDO CARMINICO A PARTIR DE LA GRANA
COCHINILLA'

La grana cochinilla proporcionada se utilizé sin previo secado, Figura 10. Esta se
sometié a un proceso de molienda, Figura 11. Se puso a ebullicion grana cochinilla
molida (10g) con hexano (100mL) durante 15 min. Posteriormente se filtré a vacio.
Se desengras6 dos veces mas la grana cochinilla con este procedimiento. Se peso la
cochinilla desengrasada y se calculd el porcentaje de grasa extraida. Se extrajo el
acido carminico de la cochinilla desengrasada a diferentes condiciones (Ver tabla 2.
en resultados) con 150 mL de agua destilada. Se dej6 decantar por 24 horas. Se
separo el extracto acuoso (Ira. Extraccion). El residuo se extrajo dos veces mas con
las condiciones anteriores (2da. y 3ra. Extraccion). A cada uno de los extractos se les
adicion6 cloruro de calcio (0.882g) y se sometieron a calentamiento con agitacion
magnética durante 3 minutos. La laca de calcio se dejo enfriar y se filtré con tela
(pey6n). Se lavé con acetona y se seco con luz infrarroja.

Se determin6 el rendimiento de carminato de calcio para cada una de las tres
extracciones. Se juntd el carminato de calcio de las tres extracciones adicionando
etanol (150mL). A la mezcla anterior se adicion6 acido sulfurico (0.25mL) y se
calent6 a ebullicion durante 20 minutos para liberar el dcido carminico. El extracto
etanolico se dejo enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se filtré a vacio el
sulfato de calcio. El extracto etandlico se concentrd6 en un rotavapor hasta un
volumen de 15mL. Por enfriamiento lento se obtuvo el AC, el cual se filtré a vacio
lavando con acetona, después con acetato de etilo y finalmente con hexano. Se peso
y se saco rendimiento.

Figura 10. Grana cochinilla. Figura 11. Grana cochinilla en
proceso de molienda.



5.4 PURIFICACION DEL AC.%5182

Para obtener cristales mas puros se llevaron a cabo distintas pruebas de cristalizacion
con distintos disolventes, tales como: acido acético/agua (5:1), Metanol (cristaliza con
Metanol), Etanol, Etanol/Benceno, Etanol/CH,Cl,.

La cristalizacion de metanol da AC en la forma de prismas rojos oscuros con
descomposicion en 210 °C. IR; Vyax (KBr) cm™: 3456 (O-H), 2918 (Csp3-H alifético),
1721 (C=0). RMN-H', & ppm; DMSOys: 2.49 (3H, s, CH3), 3.12-3.26 (3H, m, 3’-H, 4’-
H, 5’-H), 3.39-3.45 (1H, m, 6a’-H), 3.69 (1H, d, 6b’-H, J=10.83), 4.03 (1H, m, 2’-H),
4.72 (1H, d, I’-H, J= 9.81), 7.70 (1H, s, 5-H), 13.13, 10.60, 4.90, 4.5, 3.4 (OH
antraquinona). RMN-C", § ppm; DMSOg: 19.71 (CH3), 61.26 (C6’), 70.30 (C5),
70.37 (C2’), 73.19 (C1°), 78.61 (C3’), 81.64 (C4’), 104.99 (C8b), 111.24 (C4a), 111.39
(CS), 121.3 (C2), 123.12 (C8a), 132.0 (C7), 135.59 (C4b), 139.95 (C8), 147.58 (C4),
153.93 (C3), 157.7 (C1), 159.78 (C6), 167.88 (CO,H), 185.99 (C9), 186.12 (C10).

En la region UV el AC presenta, Apax=277.53 (6= 56320) y Amax= 497.99
(e=17752).

5.5 ACETILACION DEL ACIDO CARMINICO®®

Se pesd acido carminico (0.2g) y se adiciond anhidrido acético (2mL), se calento la
mezcla durante 10 minutos en microondas, en intervalos de Imin, para evitar que se
proyecte. La reaccion se siguié en cromatografia en capa fina. (Compuesto Al).

Se repitid6 el mismo proceso anterior agregando distintos acidos de Lewis como
catalizadores: una gota de acido sulfurico (Compuesto A2) y 0.014g de yodo
(Compuesto A3). El tiempo de calentamiento en microondas fue de 2 minutos.

Se adicion6 gota a gota agua destilada para eliminar el exceso de anhidrido acético hasta
un volumen de 5 mL. Posteriormente el producto crudo se extrajo con cloruro de
metileno (15 mL). Se separ6 la fase acuosa y la fase organica se lavo con salmuera.
Solamente en la reaccion que utilizd yodo como catalizador se lavo con tiosulfato de



sodio al 5% y posteriormente con salmuera. La fase organica se seco con cloruro de
calcio anhidro. Finalmente, se evapord el disolvente en el rotavapor y se obtuvo un
solido de color amarillo, del cual se saco el % de rendimiento, y % de economia
atomica. Obteniendo de A1 el 47.95%, de A2 el 59.88% y de A3 el 95.05%

El octaacetato del AC es un compuesto de color amarillo con un punto de fusiéon 168-
171°C. (Punto de fusion reportado 171°C)*® IR; Viax (KBr) cm™:1783, 1754, 1679
(C=0), RMN-H' DMSOys 8: 1.74(3H, S, 2"-OAc) 1.91-2.01(12H, m, 3'-, 4'-, 6"-OAc)
2.29(3H, S, 1-CH3) 2.3-2-6(12H, 3-, 5-, 6-, 8-OAc) 3.9(1H, d, 5'-H) 4.2-4.3(2H, m, 6’-
H?, 6"-H") 5.0-5.6(4H, m, 1’-H, 2’-H, 3’-H, 4’-H).RMN-C"* DMSOyg &: 17.9-21.0( 1-
Me, 2'-C-, 3’-C-, 4’-C-, 6'-C-, 3-C-, 5-C-, 6-C-, 8-C-OAc) 61.7(6'-C) 67.9(2-C, 5'-C)
69.5(1"-C) 73.4(3"-C) 74.7(4’-C) 165-170(1-C, 3-C, 5-C, 6-C, 8-C) 119-140(2-C, 4-C,
7-C, 8*-C, 8°-C, 4°-C, 4°-C) 187(9-C) 186.5(10-C) 171(COOH).

En laregion UV el compuesto A3 presenta, Apax=214.11 (6= 16974) y Amax= 264.15
(e=53413).

5.6 PRUEBASDE SOLUBILIDAD EN ACEITE VEGETAL.

Posteriormente se llevd a cabo la prueba de solubilidad del derivado acetilado. Se
calento la grasa vegetal (3g) hasta estado liquido, se adicion6 a una parte de la grasa
liquida por separado el derivado acetilado (15mg). Una vez lograda la disolucion del
colorante, la grasa se incorpora al total hasta tener un color homogéneo, se dejo
solidificar.



6. RESULTADOS Y DISCUSION.



6.1 Aplicaciones médicas del AC

Se llevd a cabo una revision monografica total sobre el AC y la grana cochinilla desde
1914 hasta 2004 en Chemical Abstract. De toda esta informacion se seleccionaron las
que tratan sobre las aplicaciones médicas mas importantes. Las referencias fueron
clasificadas de acuerdo al tipo de aplicacion médica del AC, como se muestra en la
Gréfica 1y 2.

. . L1 67-102,104-168.
Grafica 1. Aplicaciones Médicas.®”'*

*Aplicaciones Médicas del Acido Carminico desde 1914 hasta el 2003 en las
diversas Disciplinas™
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1= Parkinson y Alzheimer.(P), 2= Virus de Inmunodeficiencia Humana.(VIH), 3=
Sistema Cardiovascular. (SC), 4= Odontologia. (O), 5= Desintoxicaciones. (D) , 6=
Sistema  inmunoloégico. (SI), 7= Calculos Renales y  Funciones
Gastrointestinales.(CG), 8= Antimicrobiano. (AM), 9= Cancer. (C), 10=
Toxicidad. (T).

Grafica 2. Porcentaje de publicaciones relacionadas
con aplicaciones médicas. ©7 102104168
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Como se puede observar, predominan estudios sobre la toxicidad (T) del AC. La
mayoria de ellas indica que no es toxico para el ser humano. Del analisis de informacion
se puede concluir que el AC no es cancerigeno. Sin embargo, hay algunas referencias
que indican que el AC puede llegar a producir asma en un reducido nimero de

118-121
personas.

El uso médico que le sigue de importancia por el nimero de publicaciones es sobre su
relacion con el cancer (C). Ademads su actividad anticancerigena puede aumentar con la
incorporacién de otras sustancias.

Obviamente la actividad anticancerigena del AC estd relacionada con su estructura
antraquinoide, semejante a la Doxorubicin antraciclina y a la Daunomicina, farmacos
con actividad anticéncer.

See-Cheng y Cheng dieron a conocer en 1970 que la estructura triangular N-O-O'"”
Figura 12. Es comun de entre un gran niimero de agentes antileucémicos. En base a ésta
observacion, Adamson '’* sugiri6 la eliminacion del amino azicar a partir de las
sustancias anticancerigenas, adriamicina y daunomicina Figura 13.

Ambas contienen la estructura triangular caracteristica, pero retienen el grupo funcional
amino a una distancia apropiada a partir de los 4tomos de oxigeno. Asi, el rasgo
farmacoforico triangular original puede mantenerse intacto pero la cardiotoxicidad de
¢éstas antraciclinas, que se cree es causado por el amino azlcar, puede ser disminuido.
Un examen de éstos antibiodticos de antraciclinas indicaron que el rasgo estructural N-O-
O puede atn retenerse con la eliminacion adicional de la porcion de anillo tetrahidro de
seis miembros a partir del sistema de anillos aglicon antraciclina. Lo que queda en la
estructura resultante es una cadena lateral conteniendo un grupo amino unida sobre un
anillo de antraquinona (9,10-antracendiona). Este concepto original dio como resultado
la estructura de Ametantrona, Figura 14, un colorante usado como tinta en lapiceros de
punta esférica, el cual mostrd actividad antineoplésica por la incorporacion de dos
lg7r5upos oxhidrilo (para introducir dos conjuntos de farmacéforos triangulares N-O-O).

Cabe mencionar que el AC también posee los dos grupos oxhidrilo en la misma
posicién que la Mitoxantrona. La Mitoxantrona, Figura 15,'7'” posee significante
actividad contra el cancer.



Muchos anéalogos de ésta sustancia han sido sintetizados y estudiados, los cuales han
presentado varios grados de actividad biologica.'”® La importancia del grupo funcional
amino en la Mitoxantrona ha sido afirmado por el hecho de que el remplazamiento del
atomo de nitrégeno estratégico sobre la cadena lateral por azufre, oxigeno o atomos de
carbono resulta en una total nulificacion de la actividad antineoplésica.'” El clorhidrato
de la  Mitoxantrona preparada subsecuentemente posee actividad similar a la
Mitoxantrona, como era de esperarse.'
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Figura 12. Estructura de See Cheng y Cheng (Farmacoforo).
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Figura 13. Anticancerigenos de Adriamicina (R=OH) y Daunomicina (R=H)
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Figura 14. Ametantrona compuesto con actividad Antineoplasica.

Figura 15. Mitoxantrona.

En contraposicion a la sintesis de antibioticos de antraciclinas, la sintesis de analogos a
la Mitoxantrona a partir del AC pudiera ser una opcién mas barata ya que €ste se extrae
de la cochinilla, una fuente natural renovable.

A partir del andlisis de informacion sobre estructura y actividad anticancerigena de
compuestos antraquinoides se plantea lo siguiente:

Si se incorpora una cadena lateral que contenga el grupo funcional amino en el AC, de
tal manera que presente el farmacoforo triangular N-O-O, entonces la actividad de este
derivado presentara mayor actividad anticancerigena que el AC.

Otro uso con importancia médica del AC es como antimicrobiano (AM); ademas de que
se ha demostrado que no es toxico en peces y seres vivos superiores; pero si se ha
demostrado que algunos microorganismos son sensibles a este pigmento como es el
caso de Staphylococcus aureus, Aspergillus Niger (I), Aspergillus flavus (1) y
Salmonella enteritidis entre otros."*'**



Otra aplicaciéon médica relevante del AC es en relacion a célculos renales y problemas
gastrointestinales (CG). En estos casos el AC es empleado para prevenir la formacion de
calculos renales o disolverlos en caso de que estos estén presentes. Se tiene como dato
importante que disuelve principalmente oxalato de calcio urinario y célculos de
fosfato.'*'?® Esto posiblemente se debe a que el 4cido carminico tiene alta capacidad
para capturar iones de calcio. Ademas se dio a conocer en el afio de 1983 que el AC,
junto con otros derivados de antraquinona, sirve para estimular el apetito.'*”'*

Por otro lado, el AC presenta una interaccion con el sistema inmunologico (SI) ya que
los pigmentos de antraquinona en la comida (como el AC) suprimen las actividades
genotdxicas de algunos mutdgenos al inhibir las isoenzimas responsables de la
activacion de mutagenos.'**"**

Se ha observado la relacion que tiene el AC con el sistema cardiovascular (SC), en
donde se ha empleado principalmente para inhibir cuadros de trombosis.'**"*!

Entre otras aplicaciones menos frecuentes estan las odontoldgicas (O) para indicar el
grado de higiene bucal al poder tefiir con el AC las suciedades presentes en la dentadura
y mantener el cuidado y limpieza de los dientes."**'?’

El AC también se ha utilizado en casos de desintoxicacion (D) por medio de la
formacion de complejos. Dado que es un compuesto polar; se facilita la excrecion de los
toxicos. Se han realizado estudios en ratas a las cuales se les ha aplicado trioxido de
arsénico y plomo.'*'** La capacidad del AC para complejar metales podria utilizarse
en la desintoxicacion de los mineros o en pueblos enteros que se dedican a la mineria.

Ademas se ha descrito que el AC puede ser empleado para tratar enfermedades virales
como el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), ya que se ha demostrado en el afio
de 1996 que quinonas con uno, dos y tres anillos aromaticos son una nueva clase de
inhibidores no peptidicos micromolares de VIH-1 proteinasa, una enzima esencial para
la replicacion del VIH.'*

Finalmente, una aplicacion poco comun del AC es para tratar el mal de Parkinson y
Alzheimer (P). En el 2001 se describié que compuestos aromaticos polihidroxilados son
utiles para el tratamiento de amiloidosis, especialmente en enfermedades de Alzheimer
y Parkinson.'**

Un analisis general en el Chemical Abstract desde 1914 hasta el 2004 permite observar
que a través de los afios la diversificacion de los usos del AC se ha ido incrementando
(Gréafica 3), en 1914 se demostrd la afinidad de las células tomadas de varios tejidos
oculares con el 4cido carminico,® después de esta fecha y en las décadas de 1924-
1933 y 1934-1943 se presenta solo un estudio sobre la aplicacion del AC para
desintoxicar conejos a los que se les administro plomo, se puede decir que el hecho de
que en estas décadas no existan mas estudios sobre aplicaciones médicas puede deberse
a que durante ese tiempo se llevo a cabo el periodo de post-guerra de la Primera Guerra
Mundial(1914-1918).



En la década de 1944-1953 se logran apreciar las primeras aplicaciones del AC como
AM vy otras aplicaciones médicas (OT). Los primeros estudios de toxicidad y
aplicaciones en cancer se reportan en la década de 1954-1963, misma en donde
continian sus estudios como AM. Ademads, como se puede observar en la Grafica 3, a
partir de 1964 hasta el 2003, el AC presenta mayor variedad de aplicaciones médicas.

En la década de 1964-1973 contintian sus estudios de toxicidad y aplicacion contra el
cancer, pero ademds aparecen estudios sobre aplicaciones médicas sobre el sistema
inmunologico, en desintoxicaciones, calculos renales, aparato gastrointestinal y otras.

En la década de 1974-1983 se presenta el mayor nimero de estudios realizados sobre la
toxicidad del acido carminico y de igual forma se mantienen los estudios sobre cancer y
otras aplicaciones médicas, incrementandose un poco sus estudios como antimicrobiano
y en calculos renales y aparato gastrointestinal. En esta década aparece la interaccion
del AC sobre el sistema cardiovascular.

Durante la década de 1984-1993 prevalecen los estudios sobre su toxicidad; ademas de
que se incrementan sus aplicaciones como anticancerigeno y otras aplicaciones muy
diversas. En esta década continllan sus estudios como antimicrobiano y aparece una
aplicacion que se le da al AC para tratar enfermedades virales como el VIH.

Grafica 3. Aplicaciones Médicas, 610310516

"Aplicaciones Médicas del AC cada 10 afios desde 1914
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Finalmente se observa que en la ultima década que va desde 1994 hasta el 2003 se
presentan todas las aplicaciones médicas antes mencionadas; excepto para
desintoxicaciones, Grafica 4, ya que estas son minimas. Ademas es muy elevada la
cantidad de aplicaciones poco usuales (OT) del AC, cabe mencionar que cuando se



refiere a otras aplicaciones se entiende asi cuando se presentan diversos estudios en
donde el AC interviene en diferentes rutas metabolicas llevadas a cabo cominmente en
los organismos vivos, mismas en las que el AC inhibe o activa los diversos metabolitos
intermediarios presentes en estas, un ejemplo de los multiples encontrados como otras
aplicaciones es el descubrimiento efectuado en 1996 en donde el AC inhibe la glucosa
6-fosfato deshidrogenasa,'”® una enzima importante para poder convertir la glucosa 6-
fosfato en 6-fosfoglucono-d-lactona, la cual es una reaccion individual que favorece la
ruta de las pentosas fosfato, que es una ruta alternativa para la degradacion de la
glucosa, cuya funcion principal es la de producir NADPH y la ribosa-5-fosfato, el
precursor de los acidos nucléicos a partir de la glucosa 6-fosfato.'™ De este modo, si se
esta llevando la degradacion de la glucosa 6-fosfato por medio de esta ruta y el cuerpo
no requiere que se genere mas energia, el AC pudiera ser una opciodn viable para detener
este mecanismo.

Por ultimo, organizando la informacion de los ultimos afios, se puede observar en la
Grafica 4 que predominan las investigaciones del AC como anticancerigeno y aunque
continuan los estudios de toxicidad estos han disminuido en relacion ha otras décadas.

Por otro lado, los estudios como antimicrobiano contintan pero se incrementaron en
relacion a las décadas anteriores.

En esta década aparecen nuevas aplicaciones en odontologia, Alzheimer y mal de
Parkinson entre otras.

Grafica 4. Aplicaciones Médicas en los tltimos 10
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6.2 Extraccion del AC.

Existe poca informacion sobre los métodos de purificacion y extraccion del AC."! Sin
embargo en este trabajo se aporta una técnica de extraccion del AC que implica agua
como disolvente y microondas como fuente de energia, encontrando asi un método de
extraccion aplicando la quimica verde.

Los dos primeros experimentos de extraccion del AC a partir de la grana cochinilla
inicialmente planteados fueron con grana sin desengrasar y desengrasada con hexano.
Para estos experimentos se utilizd parrilla de calentamiento entre 65-70°C y utilizando
agua como disolvente, como se observa en la Tabla 2. Asi mismo se logro obtener un
mejor rendimiento de laca de calcio y AC con la cochinilla desengrasada bajo esas
condiciones, Tabla 3. Ademas el AC obtenido de la cochinilla sin desengrasar es dificil
de cristalizar, de apariencia chiclosa y por lo tanto poco manejable.

Debido a que se obtuvieron mejores cristales con cochinilla desengrasada, el siguiente
paso fue comparar la influencia de la temperatura, experimento 2 y 3. En el experimento
2 la temperatura de extraccion fue de 65-70°C, mientras que en el experimento 3 fue a
92°C, Tabla 2. Como se puede ver el rendimiento no aumenta apreciablemente (0.84%),
Tabla 3, experimento 2 y 3.

Tabla 2. Condiciones empleadas en los diversos métodos de extraccion.”

Experimento | Cochinilla |Temperatura| Equipo Tiempo
(°O) (min.)
1 Sin 65-70 Parrilla 10
desengrasar Eléctrica.
2 Desengrasada 65-70 Parrilla 10
Eléctrica.
3 Desengrasada 92 Parrilla 10
Eléctrica.
4 Desengrasada 92 Microondas. 3
5 Desengrasada 92 Microondas. 5
a. A partir de 10g. de grana cochinilla. El disolvente utilizado fue

aguadestilada(150mL).




Tabla 3. Rendimientos obtenidos de laca y AC bajo diversas

condiciones.

Extracciones de la laca de
Carminato de Calcio

Experimento | 1ra.(g) | 2da. (g) | 3ra. (g) | AC crudo obtenido

(@)

%° % %

Total % de AC extraido.

1 5480 | 3237 | 12.74
18.3 0.2795

2 69.82 | 2205 | 8.13
16.71 0.4269

3 64.65 | 2730 | 8.05
17.55 0.4588

4 7857 | 1453 | 7.00
16.06 0.3272

5 62.244 | 23.934 | 13.822
15.31 0.2787

a. Por ciento de laca de calcio respecto al total obtenido.
b. Calculado a partir de la laca de carminato de calcio obtenido.

Posteriormente bajo las mismas condiciones del experimento 3, que como se logra
observar es mejor que el experimento 1y 2, se llevd acabo el experimento 4, Tabla 2;
En este se realizd una extraccion calentando con microondas durante tres minutos. Se
logr6 obtener casi el mismo rendimiento que con calentamiento convencional,
experimento 3, Tabla 3, solo que en menos tiempo. Ademas, se tiene la ventaja de
obtener mayor cantidad de carminato de calcio (78.6%) en la primera extraccion con
microondas que por el método tradicional (64.7-69.8%). En la figura 16 se presenta el
sistema de calentamiento tradicional por medio de parrilla eléctrica y el método verde

por microondas.
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Figura 16. Método tradicional de calentamiento y método verde con microondas, de izquierda a

derecha respectivamente.



De esta forma, se aplicd una de las herramientas de la quimica verde que consiste en
utilizar la radiacién de microondas como fuente alterna de energia.

Posteriormente se compard el tiempo de extraccion de AC por calentamiento con
microondas, experimentos 4 y 5 de la Tabla 2. Se logr6 observar en la Tabla 3 que se
obtiene ligeramente menor rendimiento de laca y de AC con dos minutos mas de
calentamiento. Esto pudiera deberse a una contaminacion por disolucion de otros
componentes de la grana, tales como proteinas o de aminoacidos originados por la
hidrélisis de aquellas. Otra posibilidad pudiera ser la descomposiciéon del AC con
tiempos prolongados de temperatura en microondas.

Otra observacion en relacion al calentamiento tradicional y el de microondas es que
cuando se llevd a cabo la extraccion por calentamiento tradicional, después de dejar el
extracto de AC por varios dias se observé crecimiento de hongos en la parte superior del
extracto. Cuando se realizo la extraccion por calentamiento con microondas y se dejo el
extracto por varios dias, este no present6 crecimiento de microorganismos, razon por la
cual se cree que el microondas puede ser un medio para esterilizar. Posiblemente los
microorganismos se destruyen por el rompimiento de sus membranas cuando las
radiaciones de MO interactiian con el agua y los iones presentes dentro de sus paredes
celulares.

En base a los resultados obtenidos, se concluye que las mejores condiciones para la
extraccion del AC son las que se indican en el experimento 4 ya que es un método verde
que requiere menor tiempo de extraccidn y menor energia en relacion al método
tradicional. Ademés de que se obtienen buenos rendimientos, el producto crudo
obtenido por esta técnica es mas manejable y su color es mas brillante.

La reaccion que se llevo a cabo para la formacion del carminato de calcio es la

siguiente'®":

+ 2HCI1




En la Figura 17 de izquierda a derecha se apreciar el aspecto y cantidad de carminato de
calcio (laca) obtenido en la primera, segunda y tercera extraccion.
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Figura 17. Carminato de calcio de la primera, segunda y tercera extraccion. (De izquierda a derecha).

En la figura 18 se muestra el AC crudo obtenido después de liberarlo con acido
sulfurico, filtrar y evaporar el etanol.

Figura 18. AC crudo.

La economia atomica de la reaccion para la formacion del carminato de calcio es de
99.62%.

6.3. Purificacion del AC.

Para obtener cristales méas puros se llevaron a cabo pruebas de cristalizacion con
distintos disolventes, tales como: 4cido acético/agua (5:1), Metanol, Etanol,
Etanol/CH,Cl,, Etanol/Benceno. Estos sistemas de disolventes estan clasificados de
mayor a menor polaridad.



El AC no cristalizdo en Etanol/Benceno ni en Etanol/CH,Cl,. Aunque cabe mencionar
que en Etanol después de varios dias se obtienen pocos cristales.

Con la cristalizacion de acido acético/agua (5:1), se logréd obtener 11.8% de rendimiento
de AC a partir del producto crudo dejando una disolucion sobresaturada por 5 dias. La
cristalizacion con metanol dio un 43.4% de rendimiento. En la figura 19 se observa el
AC obtenido por cristalizacion de metanol.

Figura 19. Cristales de AC obtenidos con metanol.

El compuesto se caracterizd por espectroscopia de IR y RMN-H' y RMN-C", los cuales
coinciden con los descritos en la literatura.’® '%*

6.4. Acetilacion del AC.

Para cada una de las reacciones de acetilacion se partio de 0.2g de AC. El AC acetilado
sin catalizador dio 0.0953g del producto Al. El color naranja-rojizo de Al, Figura 20
indica que no se llevé a cabo su completa acetilacion, esto se comprobd al realizar una
cromatografia en capa fina, Figura 21.

La acetilacion de AC utilizando una gota de H,SO4 como catalizador gener6 0.1190g
del compuesto A2.. Este es de color amarillo, Figura 20. De la literatura se tiene el dato
de que el AC octaacetilado es de color amarillo.®®

La acetilacion de AC utilizando trazas de I, como catalizador generd 0.1889g del
compuesto A3. Este también es de color amarillo, Figura 20..



Figura 20. Compuestos obtenidos durante la acetilacion, en
donde de derecha a izquierda se tiene a el AC, el compuesto Al,
el compuesto A2 y el compuesto A3.

La cromatoplaca de la Figura 21 indica que es necesaria la adicion de un catalizador de
Lewis para la completa acetilacion del AC, tales como H,SO4 0 L.

Figura 21. Placa cromatografica que presenta de izquierda a derecha
AC, AC octaacetilado, compuesto A2 y compuesto Al.



La reaccion de acetilacion del AC que se llevo a cabo es la siguiente:

Catalizador de Lewis

+ 8 CH;COOH

Los productos acetilados se caracterizaron por espectroscopia de IR y de RMN-H' . El
IR del octaacetilado no muestra las sefales correspondientes para los oxhidrilos que
tenia originalmente el AC. Por otro lado, en la RMN aparecen las sefales de los metilos
del grupo acetilo. Lo anterior indica que efectivamente se llevd a cabo la acetilacion del

AC.

Como se puede observar se obtiene mayor rendimiento del compuesto A3 que del
compuesto A2, lo cual nos indica que es mucho mejor la acetilacion por la adicion de
trazas de yodo., Tabla 4.

Tabla 4. Acetilacion del AC

Producto acetilado  Catalizador

%R
Al - 47.95
A2| H,SO4 59.88
A3 I

95.05

La economia atomica en la reaccion de acetilacion fue de 61.79 % . Como se puede ver
no es una economia atdmica ideal, pero si buena ya que el 38.21% del peso de las
moléculas de los reactivos no se incorporaron en el producto acetilado.



6.5. Pruebas de solubilidad del AC en grasa vegetal

Se llevaron a cabo pruebas de solubilidad en grasa vegetal con los cristales de AC, con
el compuesto Al y con el compuesto A2. Como se observa en la Figura 22, el ACy Al
no son liposolubles como se esperaba; debido a que tienen oxhidrilos en su estructura;
mientras que el compuesto A2 fue liposoluble por estar peracetilado.

Figura 22. A. Parte frontal. B. Parte Posterior.



7. CONCLUSIONES



En este trabajo se llevé a cabo una revision bibliografica en Chemical Abstract desde el
afio 1908 hasta el 2004, sobre aplicaciones médicas del AC. De esta revision se resalta
que el AC sirve para tratar la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Virus de
Inmunodeficiencia Humana, Sistema Cardiovascular, Odontologia, Desintoxicaciones,
Sistema inmunoldgico, Calculos Renales y problemas Gastrointestinales. EI AC es un
viejo colorante con una nueva e importante aplicacion: “Es un Anticancerigeno” y su
actividad puede incrementarse con la incorporacién de grupos funcionales u otras
sustancias, tales como el cido lactico.

A inicios del siglo XX se pensaba que el AC era toxico, actualmente maltiples estudios
han demostrado que no lo es. Ademas presenta importantes propiedades
antimicrobianas contra bacterias patdgenas.

A partir del andlisis de informacidn sobre estructura y actividad anticancerigena de
compuestos antraquinoides se plantea lo siguiente:

Si se incorpora una cadena lateral que contenga el grupo funcional amino en el AC, de
tal manera que presente el farmacoforo triangular N-O-0O, entonces la actividad de este
derivado presentara mayor actividad anticancerigena que el AC.

Por otro lado se realizaron varios experimentos para extraer, purificar y formar un
derivado peracetilado del AC. Para ello, se aplicaron distintas herramientas de la QV.

Las herramientas de la QV se aplicaron en los siguientes procesos:

-Obtencion del AC como un principio activo extraido a partir de la grana cochinilla
usada como materia prima renovable.

-Extraccion del AC utilizando agua como disolvente.

-Calentamiento con microondas como fuente alterna de energia.

-Uso de catalizadores y calculo de la economia atdmica en la reaccion de acetilacion
del AC.

En la extraccion del AC se obtuvieron rendimientos aceptables y econdémicos
utilizando las herramientas de la QV en comparacion con los métodos tradicionales.

El AC no cristaliza en: Etanol/Benceno, Etanol/CH,Cl,. Aunque en Etanol después de
varios dias se obtienen pocos cristales. De la cristalizacion de acido acético/agua (5:1),
se logré obtener 11.8% de rendimiento de AC a partir del producto crudo dejando la
solucion saturada por 5 dias. Mientras que la cristalizacion con metanol se logré obtener
un 43.4% de rendimiento. En base a esto se puede concluir que los mejores
rendimientos y aspecto de los cristales de AC se obtuvieron por cristalizacion de
metanol.

Se obtuvo un derivado peracetilado de AC con una economia atomica de 63.30% y un
rendimiento del 95.05%. Este rendimiento se obtuvo cuando se utilizaron trazas de yodo
como catalizador. El derivado es liposoluble y de color amarillo con perspectivas para
tefiir cosméticos y alimentos ricos en sustancias grasas.

“El tratamiento de enfermedades como el cancer y el VIH, entre otras, podrian ser
combatidas por un viejo colorante rojo, extraido por un proceso verde.”
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