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1. Introduccidén

Durante los ultimos afios, la investigacion de enfermedades degenerativas en las células, tejidos y
organos en seres humanos ha tomado un rumbo muy particular, dirigido al estudio del dafo que los
radicales libres generan al organismo.

Particularmente los radicales libres conocidos como especies reactivas de oxigeno (por sus siglas ERO)
son moléculas altamente reactivas que generan oxidaciones en la estructura quimica de los organelos
celulares. Si bien estas especies pueden generarse de manera natural a consecuencia del metabolismo
celular, una sobrexposicion a estos radicales de manera crdnica, puede sobrepasar la respuesta de los
mecanismos naturales de defensa que posee la célula para dicha agresion.

Actualmente el estilo de vida moderno, la obesidad, el sedentarismo, las actividades industriales
humanas, la radiacion natural del sol y malos habitos como el tabaquismo, e incluso la herencia genética
son factores que, junto con la agresidon de las ERO, pueden incidir en padecimientos que estan
catalogados como los retos clinicos del siglo XXI. Por nombrar unos ejemplos tenemos: la diabetes, el
cancer y la enfermedad de Alzheimer.

De las ERO, el radical superdxido es por mucho el mas importante y el que representa mas riesgo para
los seres vivos, ya que posee un tiempo de vida media muy prolongado, lo que le permite dafiar a la
célula por periodos mas extendidos y a mayores distancias fuera de la mitocondria. Es el primer ERO
generado por la accion oxidante del oxigeno elemental y por lo tanto, se encuentra en diferentes etapas
de la actividad quimica celular, asi como también dentro de otros procesos celulares localizados en la
mitocondria. De hecho, el radical superdxido es el iniciador para formar al resto de ERO.

Los compuestos antagonistas a los radicales libres, que pueden proteger a las células de los efectos
dafiinos de las ERO como el radical superdxido, son aquellos conocidos como antioxidantes, tales como
resveratrol, trélox y vitamina E, entre muchos otros. En los ultimos afios, un metabolito secundario de la
planta Curcuma longa, ha adquirido interés por su versatilidad biolégica. Nombrada a partir de la planta
de origen, la curcumina es un metabolito secundario que posee cualidades antioxidantes,
antiparasitarias y antinflamatorias de interés clinico. Sin embargo, posee una baja biodisponibilidad
dado que su solubilidad en agua es marginal.

En este estudio se presentan los métodos para sintetizar 9 moléculas derivadas de la curcumina
(curcuminoides); 7 de ellas no reportadas en la literatura, asi como su interaccién con el radical
superoxido via voltamperometria ciclica. Los resultados arrojan evidencias de actividad antioxidante
para casi la totalidad de las moléculas estudiadas, con diferencias interesantes en su mecanismo de
accion para capturar al radical superéxido, asi como en la eficiencia con la que lo neutralizan.

De todos estos compuestos, uno de ellos (etiquetado como CurcDiSust.-D2G-OH) posee el balance
hidrofébico-hidrofilico para actuar como prototipo farmacéutico ya que su solubilidad aumenta la
biodisponibilidad de la curcumina. Este compuesto, posee una eficiencia superior a la curcumina para
capturar al radical superéxido mediante un mecanismo de reaccidn no esperado, en comparacion con la
curcumina misma.

Esta solubilidad en agua fue documentada mediante técnicas de absorcién de UV-Vis para después ser
evaluada mediante técnicas de FRAP (por sus siglas en inglés Ferric Reduction Ability of Plasma, que
traducido significa habilidad de reduccion de hierro en plasma), pruebas de capacidad total antioxidante
(CTA), pruebas in vitro de captacidn celular y pruebas de viabilidad celular.
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En el caso de las pruebas de FRAP, el compuesto CurcDiSust.-D2G-OH exhibe actividad antioxidante
proporcionalmente superior a la curcumina en medios acuosos. En las pruebas de CTA se confirma que
existe una dependencia de la concentracidn para mantener dicha actividad.

Adicionalmente, en las pruebas de captacion celular se observa que el compuesto CurcDiSust.-D2G-OH
penetra a la célula con perfiles y niveles de saturacién distintos a la curcumina, esto sugiere un
mecanismo de accién diferente. En pruebas de citotoxicidad, este nuevo compuesto exhibié resultados
positivos al disminuir la proliferacion celular de células cancerigenas de glioblastoma de rata de tipo C6.

Se concluye de manera general que modificar la estructura de la curcumina de la forma en que se
realizé durante este trabajo, no disminuye su actividad bioldgica, y de hecho en algunos casos esta
actividad se ve aumentada.

(2]



Abstract

In recent years, the research aimed at degenerative diseases in human organs has taken a particular
direction to study the damage that free radicals cause to the body.

Particularly, reactive oxygen species (by its acronym ROS) are highly reactive chemical species generated
by oxidation in the cellular organelles. Even though these species can be generated naturally as a result
of cellular metabolism, chronically overexposure to these radicals may exceed the natural defense
mechanisms that the cell owns to respond to such aggression.

Currently modern lifestyle, obesity due to sedentarity and even genetics are factors, along with the
aggression of ROS, which can trigger diseases (as diabetes, cancer and Alzheimer's disease, among
others) that could be classified as clinical challenges of the XXI century. In addition to these factors,
human industrial activities, natural sunlight and bad habits such as smoking generate overexposure to
free radicals.

Among ROS, the superoxide radical is by far the most important due to the risk it represents for human
beings. Its dangerousness lies in having a very long lifetime, allowing cell damage for more extended
periods and at greater distances. The superoxide radical is the first ROS generated by the oxidizing
action of elemental oxygen, and is responsible for the formation of all other ROS.

Antagonist compounds to free radicals, that can protect cells from the damaging effects of ROS like
superoxide radical, are those known as antioxidants, i.e. resveratrol, Trolox and vitamin E, among
others. In recent years, a secondary metabolite of the plant Curcuma longa, has gained much interest
because of their biological versatility. Named from plant origin, curcumin is a secondary metabolite that
has antioxidant qualities, as well as antiparasitic and anti-inflammatory activity, which are of clinical
interest; however it exhibits low bioavailability due to its marginal solubility in water.

In the present investigation, nine molecules derived from Curcumin (curcuminoids) were synthesized,
and their interaction with superoxide radical was studied via cyclic voltammetry. The results show
evidence of antioxidant activity of almost all the molecules studied, with marked differences in their
mechanisms of action to scavenge the superoxide radical, as well as the efficiency to neutralize it.

Of these compounds, one of them (labeled as CurcDiSust.-D2G-OH) with adequate hydrophilic-
hydrophobic balance, has the potential to act as a water-soluble pharmaceutical prototype, since it has
a higher efficiency in scavenging the superoxide radical by an unexpected reaction mechanism,
compared to curcumin itself.

The water solubility of CurcDiSust.-D2G-OH was documented by UV-Vis absorption techniques and then
evaluated by FRAP method (for its acronym Ferric Reduction Ability of Plasma), Total Antioxidant
Capacity tests (TAC), cellular uptake and cell viability assays in vitro.

From FRAP results, CurcDiSust.-D2G-OH exhibits an antioxidant activity proportionally higher than
curcumin in agqueous media. The TAC assay confirmed that there is a concentration dependence to
maintain this activity.

Additionally, cellular uptake assay shows that compound CurcDiSust.-D2G-OH penetrates into the cell
with different profiles and levels of saturation than curcumin, suggesting a different action mechanism.
In cytotoxicity assays, the new compound exhibited positive results in decreasing cell proliferation of
cancer cells of glioblastoma C6 rat type.

We can conclude that altering the structure of curcumin in the way it was conducted here does not
diminish its antioxidant activity; on the contrary, it seems to be increased.
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2. Antecedentes

2.1 Especies reactivas de oxigeno y radicales libres (ERO).

En anos recientes, los avances en bioquimica han hecho posible reconocer la sensibilidad del
ambiente celular a la presencia de radicales libres. Particularmente aquellos radicales
conocidos como especies reactivas de oxigeno (por sus siglas ERO), que incluyen al radical
superéxido, al radical hidroperoxilo, el perdxido de hidrégeno y los radicales hidroxilos'. Todos
ellos han sido relacionados con el llamado estrés oxidativo (desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas del oxigeno y la capacidad de reparar el dafio resultante en las
estructuras bioldgicas), que esta frecuentemente asociado a un dafio en células, tejidos y
drganos, no obstante que estas mismas especies reactivas participen de forma activa en la
fisiologia celular, incluyendo procesos de sefializacién asi como otras funciones importantes’.

El hecho innegable es que el exceso de radicales libres en organismos vivos esta implicado en
la patogénesis de mas de 100 enfermedades, incluyendo arterosclerosis, cdncer, diabetes,
enfermedad de Alzheimer, artritis reumatoide y sindrome de colon irritable®. El radical
superdxido (0,7) es el més importante de todas las ERO ya que posee una vida media mayor al
resto de los radicales y por lo tanto puede recorrer distancias mayores en la célula®, actuando
también como un iniciador a otras formas de radicales igualmente dafinas, a través de la
reaccion de Haber-Weiss®. El radical superdxido es de naturaleza nociva y posee la habilidad de
reaccionar con diferentes compuestos organicos por sus caracteristicas redox. Su implicacién
en el estrés oxidativo de la célula esta bien documentada®.

Este tipo de estrés ocurre cuando los mecanismos naturales para la eliminacién de radicales
libres, como lo son las ERO, sufren una falla o bien, se ven sobrepasados en su eficiencia por
factores ajenos al organismo, como pueden ser los ambientales. Las actividades humanas tales
como la contaminaciéon ambiental y habitos dafiinos a la salud como el tabaquismo son un
elemento importante a considerar en la exposicién crénica a las ERO. La figura 1 muestra
algunos ejemplos’.

! Biswas S. ; Chida A.S. ; Rahman I. Biochem. Pharmacol. 2006, 71(5), pp. 551-564.

% poli G. ; Leonarduzzi G. ; Biasi F ; Chiarpotto E. Curr Med. Chem. 2004, 11(9), pp. 1163-1182.

*K. Radha J. Ethnopharmacol. 1994, 42, pp. 88-89.

* Martha K. C. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2004, 24(1), pp.23-28.

> James P. K. ; Toxicology 2000, 149, pp. 43-50.

® Mohammad M. ; Khan A. Y. ; Subhani M.S. ; Bibi N.; AhmedS. ; Saleemi S. Resear. Chem. Interm.

2001, 27, pp. 259-267.
”Yu Z.W. World Diabetes 2012, 3(1), pp. 19-28.
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Formacion de radicales libres
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Factores que promueven la generacion de radicales libres.

Aungue no son totalmente claros los mecanismos que llevan a la sobreproduccién de ERO, hay
evidencias que confirman la existencia de sistemas defensivos de la célula para
contrarrestarlos®. El sistema regulado por el factor de transcripcién Nrf2 (Nuclear Factor
(erythroid-derived 2)-like 2) se describid originalmente como una de las defensas antioxidantes
mas importantes de las células. La funcidn de este sistema ahora es conocida como una
respuesta metabdlica antioxidante’.

El sistema Nrf2 se une a una secuencia nucleotidica llamada Antioxidant Response Element
(por sus siglas en inglés ARE), en la regiéon promotora de genes que codifican a las enzimas
antioxidantes, las cuales incluyen a la Heme oxigenasa-1 (HO-1), la superdxido dismutasa
(SOD), la sequestosoma-1, NAD(P)H quinona oxidoreductasa-1 (NAD(P)QO:1), Glutation
peroxidasa (GPS), Glutation S-Transferasa (GST), y Glutamato-Cisteina Ligasa (GCL) entre
otras'’.

De acuerdo con la literatura, existe informacidon sobre la activacion del sistema Nrf2 con
agentes terapéuticos naturales como el resveratrol, la 3-galato-epigalocatequina y la
curcumina. Estos metabolitos son reconocidos como agentes sensibilizadores que protegen a

¢ Bo Chen. B. ; LuY.; ChenY. Chengl. JEndocrinol, 2015, 225, pp. 83-89.

° Hybertson B. M. ; Gao B. ; Bose S. K. McCord , J. M. Mol. Aspects of Medicine 2011, 32, pp. 234-246.
https://blogs.brandeis.edu/flyonthewall/breaking-research-fruit-flies-provide-insights-into-metabolism-
and-how-we-age/ .

°Zhang Y. Mol. Cancer Ther. 2004, 4-3 (7), pp. 885-893.
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la célula de ser atacada por las ERO™; siendo la curcumina el compuesto de mayor interés en
nuestro proyecto.

El oxigeno es uno de los elementos que, junto con el carbdn, compone uno de los bloques
primordiales para la continuidad de la vida en la tierra. En nuestro planeta esta presente en la
atmoésfera (21 %), en el agua (89 %) y en los silicatos (49 %). Su obtencién fue descrita por C.
W. Scheele en 1773 al calentar KNO; sobre acido sulfurico, pero fue reportado hasta 1777*.

El oxigeno es esencial para la vida, ya que participa de manera activa y constante en la cadena
de fosforilacién oxidativa para la sintesis de ATP. De forma natural se en su forma di atdmica
en la atmésfera de la tierra como “0O,” (ya sea como singulete o triplete) o bien en su forma
triatdmica “03” y llamarse ozono. Cualquiera que sea su formula minima, tiene la capacidad de
ser altamente reactivo, principalmente como una sustancia con gran disposicidn de adquirir
electrones; es decir un agente oxidante.

El O, en el estado excitado denominado como “singulete” presenta una alta reactividad, y se
refiere a él como radical di atémico®. A diferencia del estado “triplete”, en este estado el
oxigeno presenta dos electrones de valencia apareados con un orbital de anti-enlace
desocupado (figura 2).

i1 i) 7] @
02 02
singulete triplete
Figura 2.

Diferencia en el diagrama de energias para los orbitales moleculares de oxigeno en dos estados diferentes:
“singulete” (estado excitado) y “triplete” (estado basal). Para lograr esta transicién energética de triplete a singulete
es necesario irradiar luz en la disolucién (22 Kcal/mol) con la ayuda de un fotosensibilizador como el azul de
metileno.

1 Anderson R.A. & Polansky M.M. J Agric Food Chem. 2002, 50, pp. 7182-7186. Baur J.A. ; Pearson K.J.;
Price N.L. ; Jamieson H.A. ; Lerin C. ; Kalra A. ; Prabhu V.V. ; Allard J.S. ; Lopez Lluch G. ; Lewis K. ; Nature
2006, 444, pp. 337-342. Kang E.S.; Woo I.S. ; Kim H.J.; EunS.Y.; Paek K.S.; Kim H.J. ; Chang K.C. ; Lee
J.H.; Lee H.T.; Kim J.H. Free Radic. Biol. Med. 2007, 43, pp. 535-545. Balogun E.; Hoque M. ; GongP.;
Killeen E. ; Green C.J. ; Foresti R. ; Alam J. ; Motterlini R. Biochem. J. 2003, 371, pp. 887—895. McNally S.J.
; Harrison E.M. ; Ross J.A. ; Garden O.J. Int. J. Mol. Med. 2007, 19, pp. 165-172. Aggarwal B.B. Annu.
Rev. Nutr. 2010, 30, pp. 173-199.

12 cooper P.D. J. of Chem. Ed. 2012, 89 (2), pp. 181-182.

13 Apel K. & Heribert H. Annu. Rev. Plant Biol. 2004, 55, pp. 373—99. Clennan E. L. Tetrahedron 2000, 56,
pp. 9151-79. Prein M. & Adam W. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1996, 35, pp. 477-94.
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Sin embargo, existe una restriccion para la reactividad de esta especie y es que solamente
puede reaccionar con electrones que se encuentren desapareados y con espines paralelos, lo
que limita la interaccién con muchas moléculas organicas convencionales'®. No obstante,
puede existir transferencia electrénica o energética para asi transformar la molécula de
oxigeno en las muy reactivas ERO, que son mucho mas propensas a reaccionar con el medio
ambiente, o con un mayor nimero de moléculas que puedan funcionar como donadores de
electrones.

Apel y Heribert representan esquematicamente las trasformaciones que sufre el oxigeno para
formar las ERO (esquema 1) 2.

) Radical . lon lon
Oxigeno superéxido lon peréxido Sl oxigeno
%0, —=2 o, —— o0 = 04 0: —— 0o%

1 Y e o
G, HO, H20, H,O  OH° H,0
: Radical Perdxido de Agua Radical Agua
Singulete . , : : .
hidroperoxilo  hidrogeno hidroxilo
Esquema 1.

. . . . 13
Génesis de las diferentes especies de ERO.
Como se puede observar el radical superéxido es el primero en formarse de una serie de ERO’s que provocan dafos
a la estructura interna de la celula.

Estas especies pueden formarse dentro de la célula por acciones metabdlicas, y neutralizadas
de forma natural. Como se puede observar, estas son especies quimicas que pueden actuar
como radicales libres, y por lo tanto como agentes oxidantes, asi como también ser bases de
Bronsted que acepten protones. Es decir, pueden reaccionar de varias formas, y de manera
muy agresiva para un organismo vivo.

Se ha encontrado que estas especies se forman en la mitocondria durante la transferencia
electronica de la respiracion aerdbica, y tienen una participacion en algunos procesos de
sefializacion en eventos como la apoptosis, expresion de genes y la activacién de procesos en
cascada mas complicados, y como comunicadores inter celulares®.

El dafio que estos radicales pude causar es variado; sin embargo, uno es particularmente
importante: la peroxidacion lipidica, que puede desencadenar una degradacion significativa de
la pared celular, comprometiendo la selectividad de interaccién entre el interior de la célula y
el exterior. Las reacciones ocurren tipicamente en cadena donde un radical libre captura un
atomo de hidrégeno a partir de un carbén insaturado para formar agua. Esto deja un electrén
desapareado en el acido graso, que es entonces capaz de capturar una molécula de oxigeno en
forma de triplete, formando asi un radical perdxido. Los perdxidos de lipidos son inestables y
se descomponen para formar una serie compleja de compuestos, que a su vez continuaran
reaccionando y degradando la pared celular.

14 cadenas E. Annu. Rev. Biochem. 1989, 58, pp. 79-110.
 Hancock J.T. ; Desikan R. ; Neill S.J. Biochem Soc Trans. 2001, 29(2), pp. 345-350.
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Descripcion de las ERO mas reconocidas

Radical superéxido: Es una forma reducida de oxigeno molecular, formado por la recepcidn de

un electrén durante el transporte de electrones en los sistemas mitocondriales. Las
mitocondrias generan energia usando 4 reacciones en cadena para reducir el oxigeno a una
molécula de agua. Algunos de estos electrones interaccionar con oxigeno y forman aniones
superoxido.'® También juega un papel importante en la formacién de otras ERO, ya que es
aquel que inicia la cadena en la formacién del resto de los radicales. El radical superéxido
puede reaccionar con Oxido nitrico para formar peroxinitrito (ONOO-), precursor de
compuestos altamente toxicos’.

Radical hidroxilo: Es el mas reactivo de las ERO; puede ser formado a partir del anidn
superoxido o del perdxido de hidrégeno en presencia de iones metdlicos. El radical hidroxilo

tiene el potencial de reduccién mas positivo (2.31 mV) y pueden reaccionar con constantes de
velocidad de segundo orden, y con tiempos prolongados de vida media (10™° segundos). Los
radicales hidroxilo pueden reaccionar con lipidos, polipéptidos, proteinas y ADN;
especialmente con el amino 4cido tiamina, y asi dafiar severamente el metabolismo
mitocondrial, o del nicleo®.

Perdoxido de hidrégeno: Se genera principalmente a través del anion superdxido y la

superdxido dismutasa, aunque enzimas tales como aminoacido oxidasa y xantina oxidasa
también pueden producirlo a partir del mismo anién. Es altamente permeable y cruza la
membrana plasmatica facilmente, lo que le permite interactuar en la maquinaria celular, o
interferir de manera negativa en la sefializacion metabdlica de la célula. El perdxido de
hidrégeno es la molécula menos reactiva entre las ERO, y es estable bajo temperatura y pH
fisioldgicos. Puede generar un radical hidroxilo en presencia de iones metdlicos presentes en el
medio celular, asi como producir oxigeno en forma de singulete con cloroaminas presentes en
los sistemas vivos. También puede degradar ciertas proteinas sanguineas, siendo la mas
importante la hemoglobina y, como consecuencia, liberar cationes de hierro creando un
desbalance metabdlico de este ion, asi como un problema serio en el transporte de oxigeno
molecular. Esta reaccién ha sido estudiada con anterioridad en medios de reaccion
convenccionles conocida como la reaccién de Fenton™.

Radicales peroxilo y alcoxilo: los radicales peroxilo (ROOe) son formados por una reaccion

directa de oxigeno con radicales alquilo, por ejemplo, la reaccidn entre los radicales lipidicos y
el oxigeno. La descomposicién de peréxidos de alquilo (ROOH) también resulta en radicales
alcoxilo (ROe). La Irradiacidon de la luz UV o la presencia de iones de metales de transicion
puede causar homolisis de perdxidos para producir estos radicales. Esta reaccion se observa
con frecuencia en la etapa de propagacion de la peroxidacion lipidica; a menudo el radical
alquilo formado a partir de esta reaccién puede interactuar con el oxigeno para formar otro

'® Harman D. Acad. Sci . 2000, 928, pp. 1-21

Y Halliwell B. Nutr. Rev. 1997, 55, pp. 44-9.

18 Korycka-Dahl M.B. & Richardson T. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1978, 10, pp. 209-241. Ashok B. & Ali R.
Exp Gerontol 1999, 34, pp. 293-303. Padmaja S. & Madison S.A. J. Phys. Org. Chem. 1999, 12, pp. 221-
226.

9 Halliwell B. Nutr. Rev. 1997, 55, pp. 44-49. Stief T. W. Thromb. Res. 2000, 99, pp. 1-20. Stief T. W.
Med. Hypoth. 2003, 60, pp. 567-572. Koppenol W.H. Free Rad. Bio.and Med. 1993, 15 (6), pp. 645-651.
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radical peroxilo, manteniendo activa una reaccién en cadena. Algunos radicales peroxilo sufren
rupturas para liberar el anién superdxido, o reaccionar entre si para generar oxigeno. Radicales
alcoxilo y peroxilo aromaticos son menos reactivos que sus contrapartes de cadena abierta
debido a la deslocalizacidn de los electrones en el anillo®.

2.2 Radical superéxido y voltamperometria ciclica

Para el estudio de la interaccion de analitos con actividad antioxidante y especies reactivas de
oxigeno, la electroquimica ofrece una herramienta de analisis muy importante para
determinar, no solo la eficiencia antioxidante de un compuesto, sino también el mecanismo
mediante el cual se lleva a cabo la reaccion. Para el estudio del radical superdxido, la
voltamperometria ciclica (VC) permite descubrir cualitativa o cuantitativamente, cudl es el
mecanismo bajo el cual esta ERO esta siendo transformada en disolucidn, via el analisis de las
sefales eléctricas generadas por el monitoreo con los electrodos de referencia, trabajo y
contraelectrodo.

La voltamperometria ciclica es la técnica electroquimica elegida en el presente proyecto como
herramienta de andlisis, y es por ello que, a continuacién, se definirdn los parametros
involucrados en ella.

Diagrama de perturbacién del potencial en funcidn del tiempo para la voltamperometria ciclica

(vQ)

Con un potenciostato el voltaje aplicado al electrodo de trabajo es direccionado en forma
lineal desde un valor de potencial inicial E; a un limite predeterminado como E,, (conocido
como potencial de inversién anddico) a partir del cual la sufre una direccion del barrido es
dirigida al sentido contrario (figura 3).

E,

0 tiempo de giro . A
[ —p
Figura 3.2
Aplicacién del potencial inicial (Ei) y cambio de direccion en el potencial de inversion anddico (EA) donde

posteriormente vuelve a cambiar hasta regresar al potencial inicial. El potencial de inicio y final deben de ser el
mismo para cerrar el ciclo.

20 pecker E.A. Food Lipids Chem. Nutr. and Biotech. 1998, pp. 397-401.
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El operador puede imponer el voltaje libremente, mantenerlo en un punto fijo entre E;y Ey; 0
incluso recorrer el escaneo hasta otro potencial preseleccionado E,, (este ultimo puede ser
diferente de E;) La respuesta de la corriente es trazada como una funcién del potencial
aplicado. Normalmente deben observarse cambios practicamente nulos entre el primer ciclo y
los sucesivos escaneos. Sin embargo, los cambios que si aparecen de forma repetitiva son
elementos claves para obtener informacién acerca del sistema en estudio.

La VC es una técnica que permite medir, de manera simple y directa, el potencial formal de
media reaccion cuando las formas oxidada y reducida son estables durante el tiempo en que
se requiera obtener el voltamperograma.

Nicholson y Shain®! en el afio de 1964, publicaron un estudio completo y representativo sobre
cuales son las reacciones que pueden ocurrir en un sistema quimico-voltamperométrico. Si
bien el estudio describe 8 posibles escenarios de reaccion, los procesos mas elementales son
descritos como: irreversible, reversible y quasi-reversible.

Estos procesos describen al sistema electroquimico como totalidad y no solo como descripcién
de la reaccidn quimica en estudio. Este sistema consta de la reaccion Red/Ox que ocurre en la
superficie del electrodo.

Un proceso irreversible ocurre cuando la trasferencia de electrones desde el electrodo al
sistema Red/Ox es mas lenta que el fendmeno de difusién/convecciéon de los analitos en la
disolucién. En el caso de un proceso reversible la transferencia de electrones desde el
electrodo al sistema Red/Ox es mas rapida que el fendmeno de difusion/conveccién de los
analitos en la disolucién. Finalmente el proceso quasi-reversible ocurre cuando la trasferencia
de electrones desde el electrodo al sistema Red/Ox es de rapidez similar a aquella del
fendmeno de difusidn/conveccién de los analitos en la disolucién?.

Como ejemplo, tomemos en cuenta la reaccién de reduccidon de oxigeno a superdxido
(esquema 2) y su voltamperograma donde podemos encontrar el predominio de especies en
funcién del potencial impuesto (figura 4).

02"'9_ *--—02_

Reaccidn reversible del sistema oxigeno-radical superéxido (0,/0,"). El oxigeno puede ser reducido
electroquimicamente a superdxido en disolucion de DMSO anhidro, aplicando un potencial de -0.64 V.

Es importante mencionar que el cambio en la intensidad es una medicidn directa de la rapidez
con la que el oxigeno es transformado.
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Figura 4. 2

Predominio de especies en un voltamperograma para la reaccidn reversible (rdpida) de oxigeno y el radical
superdxido, el lado izquierdo del esquema corresponde a la reduccién (radical superdxido) mientras que el derecho

corresponde a la oxidacion (oxigeno elemental). La direccidn del barrido queda determinada en direccién a

potenciales negativos desde 0 E(V) a -0.98 E(V), es aqui donde inicia el cambio en la direccidn de potencial

(potencial de inversidn anddico) hasta regresar al potencial de inicio. El minimo Ipc0 (intensidad de pico catédico
inicial) corresponde a la maxima rapidez de reduccion del oxigeno al radical superdxido (reaccidn que se lleva a cabo
en el catodo “C”), mientras que el maximo Ipa0 (intensidad de pico anddico inicial) corresponde a la maxima rapidez
de oxidacion del radical superoxido a oxigeno (reaccion que se lleva a cabo en el anodo “A”).

Para la figura 4 el minimo Ipl corresponde a la intensidad de corriente de pico catddico; éste
muestra que la rapidez de transformacién de oxigeno a superdxido (un proceso quimico de
reduccion) ha llegado a su maxima velocidad; posterior a -0.66 V, la rapidez con la que se
reduce el oxigeno empieza a disminuir. Es hasta este punto que todo el oxigeno se ha
transformado en superdxido.

Una vez reducido todo el oxigeno, la direccién de escaneo toma un sentido opuesto y ahora es
observable la reaccidon de oxidacidn de superdxido a oxigeno. Observamos un fendmeno
similar en sentido opuesto y con una rapidez de reaccion similar a la reduccién. Este maximo
Ip.’ corresponde a la intensidad de corriente de pico anddico. Este es el ejemplo de una
reaccion reversible; en este tipo de procesos la proporcion entre oxigeno (especie oxidada) y
superéxido (especie reducida) queda practicamente inalterada; es decir, la reaccion de
transferencia del electrén es tan rapida que las condiciones de equilibrio se mantienen®.

El radical superdxido ha sido estudiado con anterioridad en presencia de antioxidantes de
actividad conocida. Un ejemplo de esto son las flavonas e isoflavonas estudiadas por Ahmed y
Shakeel. Quedé demostrado que los cambios en la corriente son directamente proporcionales

*! Boehlert, W. & Mundy, C. , 1986. ANALYTICAL AND PHYSICAL ELECTROCHEMISTRY, (Powles 1981), pp.
265-267. Bard, A. J. & Faulkner, L. R., 2001. ELECTROCHEMICAL METHODS FUNDAMENTALS AND
APPLICATIONS, (Wiley 1981), pp. 227-228. Nicholson R.S. & Shain I. Analytical Chemestry 1964, 36(4),
pp. 706-723. Evans D. H; O'Connell K. M. ; Petersen R. A.; Kelly M. J. J. Chem. Educ. 1983, 60 (4), pp.
290-293.
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a la concentracién del radical y por lo tanto, una medicién directa de la actividad de un analito
cuando se agrega como antioxidante a la disolucion®.

La voltamperometria ciclica es una excelente herramienta para caracterizar sistemas
moleculares electroactivos, ya que, ademas de ser una técnica sensible, simple, de bajo costo y
rapida, ofrece informaciéon valiosa respecto al potencial antioxidante de una especie,
relacionando directamente la proclividad hacia la oxidacién electroquimica y la habilidad de
capturar radicales libres.

Como se mencionard en la seccién experimental, se consideré al Acido ascérbico y a la
curcumina como compuestos de referencia para estimar la actividad antioxidante de los
curcuminoides sintetizados frente al radical superéxido.

23
|

De acuerdo con Ahmed y Shakeel”, existen tres mecanismos basicos bajo los cuales los

antioxidantes pueden reaccionar frente al radical superéxido (figuras 5,6 y 7):
1.- Mecanismo de transferencia de 4&tomo de hidrégeno (TAH).

2.- Mecanismo de donacidn directa de electrones (DE).

3.- Mecanismo de transferencia de protén (TP).

Estos mecanismos pueden ser identificados monitoreando los cambios en las intensidades de
corriente anédica y catddica, en el ciclo de reaccién 0,/0,” cuando éste es sometido a la
interaccion de un analito. En este caso un antioxidante. La interpretacién en el cambio de
intensidades queda descrita a continuacion.

1.- Disminucidn en la corriente anddica: mecanismo de transferencia de atomo de hidrégeno
TAH

De acuerdo con Bourvellec® y otros investigadores como Nanni®® en sus trabajos con
antioxidantes flavonoides, un mecanismo de tipo TAH registra un decaimiento en la corriente
anddica cuando se incrementa la concentracion del antioxidante en estudio. En el caso de la
corriente catddica no se observa una variacioén significativa. Esto significa que el oxigeno fue
consumido en forma de radical superdxido de forma irreversible después de agregar el analito.
Es decir que, la interaccion entre el agente antioxidante y la especie reactiva de oxigeno, solo
ocurre posteriormente a la reduccién en el catodo, lo que no genera alteraciones en la
concentracién de oxigeno elemental; es decir, no registra cambios en la corriente. Estas
observaciones son consistentes con un mecanismo TAH (figura 5).

*? Le Bourvellec C. Talanta. 2008, 75, pp. 1098-1103.

> Ahmed S. & Shakeel F. Czech J. Food Sci. 2012, 30(2), pp. 153-163.
** Bourvellec C.L. Talanta 2008, 75, pp. 1098-1103.

%> Nanni E.J. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102(13), pp. 4481-4485.
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Disminucion en intensidad de la corriente anddica
conforme se agrega analito
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@
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—
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1 -0.5
S o Adiciones del antioxidante
~
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4 Intensidad de la corriente catddica constante ® 18.5 mM
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Figura 5%

Voltamperograma caracteristico de la neutralizacién del radical superdxido mediante el mecanismo de TAH.En la
esquina superior derecha se observa la reaccién del radical superdxido con una flavona (Fl) que actia como
antioxidante.

2.- Disminucién en la corriente anddica y en corriente catddica: mecanismo de donacidn

directa de electrén (DE)

En este caso, el agente antioxidante en estudio genera una disminucién en la corriente
catédica y en la corriente anddica (figura 6), esto es atribuido al consumo del oxigeno
elemental por parte del agente antioxidante antes de iniciar el barrido. Ya que consume el
oxigeno elemental antes de ser transformado en el catodo a radical superéxido. Esta reaccidn
entre el O, y el agente antioxidante produce la base conjugada del peréxido de hidrégeno, el
cual no es electroactivo en la ventana de potencial y por lo tanto no es detectable. El oxigeno
elemental, al ser consumido desde el inicio, provoca que ambas corrientes disminuyan
conforme aumenta la concentracién del agente antioxidante.
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1.5 Disminucion en intensidad de la corriente anddica
’ conforme se agrega analito
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Figura 6. 3
Voltamperograma caracteristico de transferencia directa de electrones (DE).
En la esquina superior derecha se observa la reaccion del radical superéxido con una flavona (FI) que actia como
antioxidante.

3.- Disminucion en la corriente anddica y aumento en la corriente catddica: mecanismo de

transferencia directa de proton

Como el nombre lo indica, este mecanismo transforma al radical superéxido mediante una
reaccién acido-base. Al poseer una carga formal negativa, el radical superdxido puede sustraer
un protdn del antioxidante para formar el radical hidroperoxilo. Este radical tiene la capacidad
de reaccionar con otro radical superdxido y oxidarlo para formar perdxido de hidrégeno y
oxigeno elemental. Esta transformacién a O, ocurre después de a la reduccidn en el catodo, lo
que implica que el radical superdxido fue consumido por el antioxidante, asi que se observara
una disminucion de la corriente catddica.
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Disminucion en intensidad de la corriente anddica
conforme se agrega analito

® O™ + FIH — HO; + FI
: 2 2
0.4 @ > HO; + O — HO, + 0,
| ® 7
0.0 4 / —_——
—-0.4 Direccion del barrido
< !
— 3
: —0'8 b Adiciones del antioxidante
1.2 4 ® 0.0 mM
’ @ 0.5 mM
1.6 ® 1.5 mM
L @ e 4.0 MM
® 14.0 mM
-2.0 4
4 Aumento en intensidad de la corriente catddica
conforme se agrega analito
' L ' L) ‘ L) ' L ' L l L)
-1.0 =08 =06 -04 =02 0.0
E (V)
Figura 7. 2

Voltamperograma caracteristico de transferencia directa de protén (TP).
En la esquina superior derecha se observa la reaccion del radical superéxido con una flavona (Fl) que actia como
antioxidante.

2.3 Curcumina: generalidades y actividad antioxidante

La molienda de la raiz de la planta llamada Curcuma longa (polvo tumérico) ha sido utilizada
por siglos en las regiones de Asia central y sobre todo en el subcontinente indio. Marco Polo
describe su uso como especia y remedio herbolario desde finales del siglo Xlll. Esta planta
pertenece a la familia del jengibre, y fue conocida en Europa como Azafran de la India. La
principal caracteristica de este preparado es el color amarillo intenso que posee, y es el
componente de este color lo que le otorga propiedades terapéuticas importantes®®.

La planta contiene metabolitos secundarios denominados curcuminoides; entre el 3y 5 % de

su masa corresponde a estos metabolitos, y de este porcentaje, alrededor de 60 % es
. , . . . 2

curcumina, ademas de un 5 % de resinas y aceites esenciales 7,

% Aggarwal B. B. ; Sundaram C. ; . Malani N; Ichikawa H. Adv.Exp. Med. Biol. 2007, 595, pp. 1.

27 Chaudhary P. ; Sharma P. K. ; Garg V. K. ; Varshney J. Pharmacologyonline 2010, 3, pp. 193.
Esatbeyoglu T. ; Huebbe P. ; Ernst I. M. A. ; Chin D. ; Wagner A. E. ; Rimbach G. Angew. Chem. Int. Ed.
2012, 51, pp. 5308 — 5332.
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La curcumina ha sido objeto de estudio durante mucho tiempo ya que se conocen sus
propiedades antiparasitarias y antioxidantes®, sin embargo, en los ultimos 20 afios se ha
incrementado significativamente el interés cientifico por esta molécula (figura 8).
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Figura 8.

Publicaciones de curcumina desde 1990 hasta 2010. Un gran nimero de publicaciones han sido registradas en los
ultimos afos demostrando el gran interés por desarrollar aplicaciones practicas a la curcumina.

En 2004, la Organizacion Mundial de la Salud determind que el consumo de curcumina es
seguro para una ingesta diaria de 0 — 3 mg/kg, lo que la coloca en una posicidon de consumo
cotidiano, sin representar un riesgo importante a la salud®.

La estructura de la curcumina integra los siguientes grupos funcionales: R-dicetona, dos
enlaces vinilicos, dos fenoles y dos metdxilos, que en conjuncion forman una molécula con una
alta conjugacién, y simetria de rotacién de tipo C,, cuya preferencia es permanecer en el
tautomero enol (en lugar de la R-dicetona) en disolucidon (en la mayoria de disolventes
organicos). Nombre IUPAC: (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-bis(4-hidroxi-3-methoxiphenil)hepta-
1,4,6-trien-3-ona (figura 9).

O OH
_0 NN O

HO OH

Figura 9.
Estructura de la curcumina. Contiene los grupos funcionales: dos grupos fenilo, dos metoxilos, dos vinilicos, un
cetonico y un endlico. Posee una alta simetria con un eje de rotacién de tipo C, asi como también una planaridad
que le confiere estabilidad por la conjugacion entre los anillos aromaticos y las dobles ligaduras de la molécula

?® Srimal R.C. Fitoterapia 1997, 68, pp. 483-493.
% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=curcumin
O EFSA ; European Food Safety Authority Journal. 2010, 8 (1), pp. 1414-1446.
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Algunas de las caracteristicas de la curcumina son enlistadas a continuacién en la Tabla 1.

curcumina
Estado fisico Sélido
Color Amarillo a naranja
Olor Inodoro
Punto de fusion (°C) 173-175
Flamabilidad No flamable

Sensibilidad a la luz | Muy sensible a la luz
. Insoluble en agua
Solubilidad gua,
soluble en etanol
Tabla 1.
Caracteristicas fisicas mas comunes de la curcumina.

Si bien la curcumina puede ser obtenida de forma natural, también puede ser sintetizada para
obtener un producto de alta pureza a partir de materias primas comerciales.

En 1950, Pavolini sintetizd curcumina en solo 30 minutos, calentando dos partes de vainillina y
una parte de acetilacetona en presencia de trioxido de boro. Desafortunadamente el
rendimiento solo fue alrededor de 10 %>".

En 1964, Pabon mejord significativamente el rendimiento en un 80 %, al utilizar
trialquilboranos, n-butilamina como alternativa al uso de vainillina (esquema 3)**.

A la curcumina se le han atribuido efectos especificos en varios sistemas, tejidos y drganos
como: la piel, el sistema gastrointestinal, sistema respiratorio, el higado y mas recientemente
el sistema nervioso. La principal utilidad es la capacidad antioxidante que ofrece esta molécula,
ya que se ha reportado que posee una habilidad especial para neutralizar radiales libres>.

La presencia de los grupos fendlico, B- dicetdnico y metoxilo, contribuyen a la habilidad de
captar radicales libres que caracteriza a la curcumina. Algunos autores han postulado que la
actividad antioxidante se debe principalmente a los grupos fenoles presentes, asi como al
protdn que se encuentra en la posicién alfa a ambos carbonilos. En la literatura, la mayor
efectividad para neutralizar radicales libres se ha observado en compuestos con grupos
fendlicos y esteres fendlicos, en cuyo anillo aromatico se encuentran donadores de electrones
como sustituyentes®.

Desde hace algunos afos se ha estudiado el efecto que la piperina (proveniente de piperus
nirgen) ejerce en la actividad antioxidante de la curcumina. Este efecto se explica con la
capacidad que tiene la piperina de disminuir la velocidad con la que el higado y el intestino

' Lampe V. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1918, 51, pp. 1347-1355.

32 pabon H. J. J. Rec. Trav. Chim. Pays. Bas. 1964, 83, pp. 379-386.

33 Priyadarsini K. I. ; Maity D. K. ;. Naik G. H ; Kumar M. S. ; Unnikrishnan M. K. ; Satav J. G. ; Mohan H.
Free Radical Biol. Med. 2003, 35, pp. 475-484.

* AKT. & Icin I. G. Chem. Biol. Interact. 2008, 174, pp. 27-37. Ahsan H. ; Parveen N. ; Khan N. U. ; S. M.
Hadi Chem.Biol. Interact. 1999, 121, pp. 161.

Venkatesan P. ; Rao M. N. ; J. Pharm. Pharmacol. 2000, 52, pp. 1123. Youssef K. M. ; EI-Sherbeny M. A. ;
El-Shafie F. S. ; H. A. Farag ; Al-Deeb O. A. ; Awadalla S. A. Arch. Pharm. 2004, 337, pp. 42.
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metabolizan a la curcumina. La administracion de piperina en dosis pequefias permite
mantener concentraciones altas de curcumina en suero por hasta dos horas mas. Asi mismo la
piperina ha reportado tener actividad antioxidante por si misma. Dicha actividad estd
reportada como actividad hepatoprotectora ya que posee propiedades de proteccién al estrés
oxidativo. Teniendo a bajas concentraciones la capacidad de neutralizar al radical hidroxilo e
incluso al radical superéxido, deteniendo asi la peroxidacién lipidica de la pared celular®.

Dos ejemplos de antioxidantes importantes son el tocoferol y trélox (figura 10), que son
antioxidantes ya conocidos por tener una actividad importante en la neutralizacién de
radicales libres®®.

R
A EtOAc W
2 . B.,O B y
AN O = P H80;

Esquema 3. 37
Sintesis de curcuminoides propuesta por Pabon. La adicién de boranos como catalizadores en la sintesis de
curcuminoides fue una estrategia que mejoré significativamente la sintesis de curcuminoides. Los compuestos de
Boro estabilizan el tautdmero endlico de las di cetonas utilizadas como materia prima lo cual los hace mas reactivas
al complejo formado por la nBuNH, y el benzaldehido.

* Mittal R. & Gupta RL. Methods Find Exp Clin Pharmacol. 2000, 22(5), pp. 271-4.

** Méndez-Robles M.D ; Permady H H. ; Jaramillo-Flores M. E. ; Lugo-Cervantes E. C., Cardador-Martinez
A. ; Canales-Aguirre A.A. ; Lépez-Dellamary F. ; Cerda-Garcia-Rojas C. M. & Tamariz J. J. Nat. Prod.

, 2006, 69 (8), pp. 1140-1144. Bruno R.S. Free Radic. Biol. Med. 2006, 40 pp. 689-697.

%7 pabon H. J. J. Rec. Trav. Chim. Pays. Bas. 1964, 83, pp. 379-386. Esatbeyoglu T. ; Huebbe P. ; Ernst I.
M. A.; Chin D. ; Wagner A.E. ; Rimbach G. Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, pp. 5308 — 5332.
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Tocoferol

Trolox

Figura 10.
Estructura del Tocoferol y Trolox. Estos antioxidantes poseen grupos funcionales metdxidos o fendlicos a los cuales
se les asigna la capacidad antioxidante. Son moléculas utilizadas frecuentemente como estandares en pruebas
bioldgicas para determinar la captura de radicales libres.

En el afio 2012, Barzegar® publicé informacién muy completa sobre los mecanismos de accién
de la curcumina y concluye, a partir de experimentacién y calculos tedricos, lo siguiente: la
curcumina es activa en sus dos formas tautoméricas (figura 11); la forma endlica elimina los
radicales libres via la acciéon de transferencia de atomo de hidrégeno y la forma cetdénica via
donacidn directa de electrones. Ambos tautémeros poseen una alta conjugacién entre sus
grupos funcionales y estabilizan el radical formado de manera muy eficiente.

H H
HO OH

HO

tautdmero ceto

tautdbmero enol

Figura 11
Tautémeros de la curcumina. Este equilibrio muestra preferencia al tautomero endlicopor tres motivos: 1) los
hidrégenos alfa a ambos carbonilos son acidos, ya que existe una electro atraccién fuerte promovida por ambas
cetdnas. 2) En esta configuracidn existen un mayor nimero de conjugaciones en la molécula brinddndole una mayor
estabilidad por resonancia. 3) Otro factor adicional es el puente de hidrégeno que se genera entre el enol y el grupo
cetdnico el cual genera un ciclo de seis miembros muy estable.

Barzegar propone en un esquema didactico y sencillo de comprender cudles serian los sitios en
los que la curcumina podria reaccionar como agente antioxidante, y posteriormente,
estabilizar al radical de curcumina formado. Este esquema muestra la sustraccién de atomo de
hidrégeno en tres sitios diferentes para ambos tautémeros, el primero es el hidrégeno a a
ambos carbonilos, el segundo en el fenol A de la curcumina y el tercero en el fenol B (esquema
4). Con la ayuda de calculos tedricos determind las entalpias de disociacion de enlace, y otorgd
mayor sustento a la propuesta de los tres sitios reactivos antes mencionados. Si bien ambos
tautémeros son activos, el enol requiere de una menor energia para reaccionar, en

**Barzegar A. Food Chem. 2012, 135, pp. 1369-1376.
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comparacién con su contraparte ceto, lo que sugiere de manera concreta que el tautémero
mas activo es el endlico; asi mismo, concluye que el grupo mas activo frente a radicales libres
es el fenol A de la curcumina, seguido por el fenol B. Esto implica que una molécula de
curcumina puede reaccionar con dos equivalentes de agentes oxidantes, al tener la capacidad
de donar dos atomos de hidrégeno por cada fenol que posee.
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Esquema 4. 7
Estructuras resonantes propuestas por Barzegar. La curcumina en forma endlica posee siete estructuras resonantes,
mientras que para la forma endlica solo existen seis estructuras para el mismo escenario. Al aumentar el nimero de
estructuras resonantes existe una mayor estabilidad del radical. Lo que puede ser asociado a una mayor actividad
antioxidante a la estructura endlica.
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Solubilidad de la curcumina

Uno de los requisitos principales para la actividad biolégica de cualquier protofarmaco (tipo o
forma original de un farmaco a partir del cual se desarrolla otro tipo o forma de farmaco) en
humanos y animales es su biodisponibilidad®. Esta se define como la cantidad y la velocidad a
la que el principio activo se absorbe a partir de una forma farmacéutica, y llega al lugar de
accion (biofase). Esto implica la condicion de solubilidad en medios fisiologicos (medios
fundamentalmente acuosos), ademas de cumplir con otras caracteristicas y requerimientos
como lo es toxicidad o la ausencia de la misma.

El problema asociado al aumento de la biodisponibilidad, mediante el aumento de la
solubilidad en agua de sustancias hidrofdbicas, se ha abordado de diferentes maneras. En las
décadas de los 80’s y 90’s, varios grupos de trabajo iniciaron el camino para encontrar formas
novedosas de aumentar la biodisponibilidad de la curcumina en agua; algunos ejemplos son
nombrados a continuacién: Tgnnesen® propone el uso de ciclodextrinas, Maing y Miller*
decidieron experimentar con geles protéicos asociados a nucleos metalicos, mientras que
Leshik” y Schranz”® junto con Todd™ propusieron utilizar polisacaridos, dada su
biocompatibilidad y alta solubilidad en agua.

En 2003, Mizukami® y colaboradores lograron biotransformar con significativo éxito a la
curcumina, uniéndola covalentemente a glucésidos no naturales y no reportados (figura 12), lo
que eventualmente podria significar aprovechar la biosintesis como un método efectivo para
la obtencién de protofarmacos; sin embargo, no logré transformar el total de curcumina
agregada a los microorganismos, aunque mostré un camino importante en la derivatizacion
quimica de la curcumina.

En 2011, Jain®® y colaboradores lograron sintetizar exitosamente nanoparticulas de curcumina,
sin la necesidad de agregar algun tipo de coadyuvante (figura 13). Estos nanoaglomerados de
curcumina, cuya formacion fue corroborada por RMN, lograron ser solubles en agua con
didmetros que van de 2 a 20 nm, y mostraron actividad citotdxica para ciertos
microorganismos. La solubilidad observada fue atribuida al efecto aglomerante, que
probablemente expone en la superficie de la nanoparticula a los grupos fendlicos, facilitando
asi su interaccidn con agua, sin alterar su estructura quimica. El avance es importante, sin
embargo, podrian existir problemas para reproducir y estandarizar el método, y no se
reportaron experimentos de actividad antioxidante de las nanoparticulas sintetizadas.

9 Ringman J. M. ; Frautschy S. A. ; Cole G. M. ; Masterman D. L. ;Cummings J. L. Curr. Alzheimer Res.
2005, 2, pp. 131-136. Kawamori T.; Lubet R. ; Steele V. E. ; Kelloff G. J. ; Kaskey R. B. ; Rao C. V. ; Reddy,
B. S. Cancer Res. 1999, 59, pp. 597-601.

“* Tgnnesen H.H. Inter. J. of Pharm. 2002 ,244, pp. 127-135.

* Maing, Y.& Miller I. Eur. Pat. Appl. 1981, EP 25 637 Al.

** Leshik R.R. Eur. Pat. Appl. 1981 EP 37 204 Al.

* Schranz J.L. UK Pat. Appl. 1986 GB 2 132 205A.

* Todd P.H. Curcumin-Komplexe Patentschrift 1991DE 40 26118 C2.

* Misukami H. ; Kaminaga Y. FEBS Letters 2003, 555, pp. 311-316.

6 Bhawana ; Basniwal R.K.; Buttar H.S. ; Jain V. K.; Jain N.J. Agric. Food Chem. 2011, 59, pp. 2056-2061
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Aplicaciones similares han sido propuestas por otros investigadores como Bora*’ y Gomez-
Estaca,” que representan una aportaciéon importante en el uso de nanoparticulas para
potenciar las propiedades de la curcumina.

Zhong® y su equipo abordaron el problema de manera diferente al encapsular la curcumina
con caseina de leche de camello, lo cual aumenté significativamente su solubilidad hasta 28

ug/mL.

Se llevaron a cabo pruebas antioxidantes mediante el ensayo con ABTS (por las siglas en inglés
del generador de radicales: 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ), observando
una actividad superior a la curcumina libre y a la caseina (Grafica 1).

Hasta este punto, las estrategias para solubilizar a la curcumina en agua, en conjunto con
algunas evaluaciones bioldgicas, involucran plataformas moleculares de origen natural, en
donde no se altera la estructura quimica de la curcumina, ya que, presumiblemente, la
modificacion de la molécula podria resultar en la pérdida de actividad antioxidante.

* sahu A. ; Kasoju N.; Goswami P.; Bora U. J. Biomater. Appl. 2011, 25, pp. 619-639.
*® Gomez-Estaca J. Food Hydrocolloids 2012 ,28, pp. 82-91
* PanK. ; Zhong Q. ; . Baek S. J. J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 6036-6043.
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Figura 12.%
Glucésidos sintetizados por Mizukami. La sintesis a micro escala de estos compuestos fue realizada mediante la
biotransformacion de la curcumina de forma exdgena utilizando células de Catharanthus roseus aumentando
significativamente la solubilidad del nucleo de curcumina.
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Figura 13.%
Nanoparticulas de curcumina sintetizadas por Jain (2-40 nm) por un proceso de fresado en agua y caracterizadas
por TEM. Estas nanoparticulas poseen una mayor dispersién en agua que la curcumina comun aglomerada en polvo,
dichas caracteristicas se exhiben sin la necesidad de surfactantes o tenso activos adicionales en la disolucion. Estas
nanoparticulas poseen actividad anti microbial novedosa.
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Gréfica 1.%
Actividad antioxidante de la curcumina encapsulada en caseina de camello sintetizada por dispersion en seco,
comparada con curcumina libre y caseina de sodio. Esta actividad fue determinada mediante la técnica: capacidad
antioxidante equivalente a Trolox (por sus siglas en inglés TEAC).

En 2011 Wang, Shen y Zhang® demostraron que la actividad de la curcumina puede ser
conservada con la interaccién de materiales sintéticos; ellos proponen encapsular a la
curcumina en micelas de PEG (polietilenglicol) para, posteriormente, incluir el farmaco
doxorubicina, una antraciclina que tiene actividad antitumoral y antibiética® , esto con el
objetivo de mantener concentraciones constantes de farmaco activo en el plasma sanguineo
(figura 14).

>0 Wang B. ; Shen Y.M. ; Zhang Q.; LiY.; .Luo M.; LiuZ.; LiY.; Qian Z.; Gao X. ; Shi H. International
Journal of Nanomedicine 2013, 8, pp. 3521-3531.
> Tacar O. ; Sriamornsak P.; Dass C.R. The J. of Pharm. and Pharmac. 2013, 65 (2), pp. 157-170.
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Figura 14.°
Encapsulamiento de curcumina y doxorubicina en MPEG-PCL propuesta por Wang, Sheny Zhang. Esta técnica
permite transportar y liberar de manera paulatina curcumina y doxorubicina de una manera mas tolerable a
ratones. También fue registrada una en su actividad antitumoral conjunta entre curcumina y doxorubicina.

En 2007 se publicd un avance importante en el entendimiento del metabolismo que siguen la
curcumina y algunos curcuminoides, en un modelo animal, empleando ratones. Los
experimentos de Aggarwal®’ y colaboradores muestran que particularmente la curcumina
sufre un cambio en su estructura quimica, una vez ingerida y metabolizada por estos animales,
el primero es una esterificacion de un fenol de la curcumina, y el segundo la sulfonacién de
dicho éster, lo que indudablemente implica una mayor solubilidad para ambos derivados de
curcumina; sin embargo, este aumento en solubilidad no se reflejé en una mayor distribucion
en todo el organismo. En el esquema 5 se observa cudl es la ruta metabdlica descrita por
Aggarwal por medio de dos vias de administracion, por via oral y por via
intraperitoneal/intravenosa.

> Anand P. ; Kunnumakkara A. B ; Newman R. A.; Aggarwal B. B. Molecular Pharm. 2007, 4(6), pp. 807—
818.
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Esquema 5. >
i.v. /i. p.: via intravenosa/via intraperitoneal
Biotransformacion reportada por Aggarwal. La via de administracién influye fuertemente en el metabolismo de la
curcumina en ratones. Mientras que la aplicacion oral genera dos metabolitos las vias i.v. e i.p. generan seis. Las
rutas metabdlicas de la curcumina son de interés especial para determinar su biodistribucion.
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Es claro el interés de la comunidad cientifica y médica para derivatizar a la curcumina y
aprovechar los beneficios tan versatiles de esta molécula, mejorando su biodisponibilidad. En
este sentido, la exploracién de estrategias alternativas para lograr ese objetivo, ha tomado
cada vez mas importancia, y uno de los escenarios promisorios es el que ofrece la llamada
terapia macromolecular, que surge de la necesidad de mejorar los tratamientos existentes
contra el cancer (como la quimioterapia), y que se define a continuaciéon®.

2.4 Terapia macromolecular (TM)

La TM se define como un tratamiento alternativo que involucra el uso de una macromolécula
como acarreadora de un farmaco® impactando de manera positiva en la solubilidad,
biodisponibilidad y biodistribucion de moléculas bioldgicamente activas altamente
hidrofdbicas. Las ventajas de la terapia macromolecular (TM) en comparacién con la terapia
convencional (farmaco libre) se resumen en la Tabla 2.

Terapia convencional vs terapia macromolecular

Terapia convencional Terapia Macromolecular
Problemas de solubilidad > Mejora la solubilidad en agua
Entrada celular por difusién > Entrada celular por endocitosis (habilidad

para superar la resistencia a las drogas)
No tiene acumulacién preferencial > Acumulacion preferencial en tumores sélidos

Posible incorporacién de anzuelo = Marcaje efectivo (incorporacion de anzuelos
celulares e intracelulares)

Rapida eliminacidn > Eliminacion lenta
Toxicidad sistémica no especifica = Decrece la toxicidad sistémica
Tabla 2.

Diferencias entre terapia convencional y macromolecular.

Al dia de hoy existen numerosos trabajos de investigacion que ponen de manifiesto el uso de
la TM, mejorando las propiedades de solubilidad y biodisponibilidad de compuestos con
potencial farmacéutico.

No obstante que la TM surgié con el uso de polimeros convencionales, se han empleado
recientemente arquitecturas macromoleculares mas sofisticadas como los dendrimeros y
dendrones.

>3 Kumar, C. S. S. R. Nanomaterials for cancer therapy, (Nanotechnologies for the life sciences Vol.6),
Wiley-VCH Verlag. Misra, R. ; Acharya, S. ; Sahoo, S.K. Drug Discovery Today, 2010, 15 (19/20), pp. 842—
850.

> Ringsdorf H.; J. Polym. Sci. Pol. Sym. 1975, 51, pp. 135 ; Bader H. Angew. Makromol. Chem. 1984,
123, pp. 457 . Kopecek J. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2000, 50, pp. 61
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Materiales usados en terapia macromolecular

La TM incluye tanto el uso de polimeros convencionales (ej. poli-(N-vinilpirrolidona)), asi como
macromoléculas mds sofisticadas como micelas, liposomas, nanoparticulas, polimeros
hiperramificados y dendrimeros, con ventajas y desventajas propias de cada sistema.
Particularmente las estructuras dendriméricas (dendrones y dendrimeros) han generado gran
interés debido a su potencial aplicacidn en el acarreo de diversos farmacos® gracias a su alta
multivalencia que promueve una endocitosis mas rdpida, y a su globularidad que coadyuva a la
solubilizacidn de moléculas hidrofdbicas con actividad farmacolégica.

Las principales estrategias para lograr la solubilizacidn y acarreo de farmacos via estructuras
dendriméricas se enlistan a continuacion®®:

i) Encapsulamiento del farmaco en el interior de la macromolécula via interacciones
electrostaticas, hidrofébicas y puentes de hidrégeno (figura 15 A).

ii) Conjugacién del farmaco a la superficie de la macromolécula via enlaces
covalentes labiles (por ejemplo tipo éster) (figura 15 B)

iii) Dendronizacion del farmaco mediante la unidn covalente entre el fdrmaco y un
dendrdn (parte ramificada de un dendrimero) (figura 15 C).

Tanto la conjugacién como la dendronizacién requieren un diseiio cuidadoso que asegure
un balance hidrofilico-hidrofébico adecuado, regido por la carga de farmaco en el sistema,
que garantice la solubilizacién de la especie dendrimero (6 dendrén)-farmaco en agua.

A) B) % ég c)
cug | [ £

fj’ %“"D

A) encapsulacién de un farmaco en las cavidades macromoleculares; B) farmaco enlazado a la superficie del
dendrimero por medio de enlaces covalentes y C) farmaco dendronizado.

>Tekade R. K. Chem. Rev. 2009, 109, pp. 49-59. Felczak A. New J. Chem. 2013, 37, pp. 4156-
4165. Ma M. Eur. J. Med. Chem. 2007, 42, pp. 93-98.

*®D’Emanuele A. Adv. Drug. Delivery Rev. 2005, 57, pp. 2147-2155. Boas U. Chem. Soc. Rev. 2004, 33, pp.
43-51. Medina S. H. Chem. Rev. 2009, 109, pp. 3141-3144.
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La dendronizacién ha sido el escenario menos explorado, no obstante que puede representar
un muy buen compromiso entre facilidad sintética y aumento de solubilidad del farmaco en
agua.

La liberacién del farmaco de la macromolécula normalmente estd asociada con un cambio de
pH hacia medios acidos, involucrando al lisosoma como principal organelo celular receptor.

En cualquiera de los tres escenarios se mejora la solubilidad y decrece la toxicidad sistémica
del farmaco; sin embargo, en el caso de la encapsulacion, el fdrmaco puede ser liberado
prematuramente en el organismo como resultado de la alta dilucién o pequefos cambios de
pH,*” lo cual representa una desventaja cuando se requieren liberaciones por largos periodos
de tiempo. En el caso de los conjugados o dendronizados via enlaces covalentes labiles, el
farmaco presenta una acumulacién preferencial, y los tiempos de circulacién son mas
prolongados, favoreciendo una liberacidn lenta.

2.5 Materiales dendriméricos sobresalientes en aplicaciones biomédicas

Dendrimeros y dendrones

Entre los esqueletos dendriméricos mas ampliamente utilizados en aplicaciones biomédicas se
encuentran los de tipo PAMAM (poliamidoamina)®® y los de tipo poliéster®(figura 16), ya que
han probado ser materiales no citotéxicos, con buena solubilidad en medios acuosos.
Particularmente, la familia de poliésteres dendriticos alifaticos retne varios de los requisitos
(accesibilidad comercial, biocompatibilidad y posible degradacién hidrolitica), para una real
aplicacién en el drea de nanomedicina®.

>’ Kojima C. Bioconjugate Chem. 2000, 1, pp. 910-917

>% Sadekar S. Adv. Drug Delivery Rev. 2012, 64, pp. 571-580.

> Gillies E. R. & Fréchet J. M. J. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, pp. 14137-14146.

% Eeliu N. Biomaterials 2012, 33, pp. 1970-1976. Carlmark A. Chem. Soc. Rev. 2013, 42, pp. 5858-5864.
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Estructuras de los dendrimeros de a) PAMAM vy b) Poliéster. Los dendrimeros de PAMAM al tener terminaciones
amino, pueden funcionar como donadores de pares electrénicos y alterar el equilibrio de protones en la célula. En
el caso de los dendrimero de tipo poliéster, dicho compromiso no se exhibe, ya que los grupos terminales son

hidroxilos.
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Estos dos tipos de macromoléculas dendriméricas pueden ser utilizados en cualquiera de los
tres escenarios de solubilizacidn y acarreo de farmacos descritos anteriormente.

La aplicacién de la curcumina en este ambito tampoco se queda atras (esquema 6), en 2007
fue reportado un conjugado dendrimero PAMAM-curcumina con nucleo de cistamina con el
objetivo de aumentar la solubilidad de la curcumina, demostrando la utilidad de la mono
funcionalizacién en la sintesis de polifenoles biomiméticos®".

El reto sintético para obtener este tipo de compuestos representa un problema a superar,
ademas de que las terminaciones aminas en el dendrimero sintetizado podrian repercutir en la
sefializacidon quimica de un organismo vivo. Es bien sabido que los nucleos de cistamina con
ramificaciones de PAMAM vya se han utilizado como agentes acarreadores de farmacos con
éxito®, no se reporta hasta el momento ninguna actividad biolégica para este material.

Esquema 6. 61
Conjugado PAMAM-curcumina. La curcumina ha sido objeto de estudio en terapia macromolecular, al ser
congugada mediante un espaciador con un dendrimero de PAMAM con nucleo de cisteina. El uso de PAMAM le
confiere desventajas en aplicaciones clinicas ya que podria alterar la seializacion celular.

No obstante el uso recurrente de los dendrimeros de PAMAM en aplicaciones bioldgicas, se ha
documentado que sus terminales de tipo amina son susceptibles a protonarse, generando
cargas positivas en su superficie, induciendo asi citotoxicidad, toxicidad hemolitica, rdpida
eliminacién de la sangre®, y rapida opsonizacién.** Estos inconvenientes dificultan su
aplicaciéon clinica de forma practica. Los dendrimeros de poliéster alifatico, por otro lado,
ofrecen una opcidén viable dado que son biodegradables y biocompatibles, son de toxicidad
muy baja y por lo tanto se han propuesto como una opcidn para funcionar como vehiculos de
bioentrega in vivo, tanto en forma de conjugados como de complejos de inclusién.®® Ademas,
pueden ser sintetizados con materias primas econdmicas (como el monémero: dcido 2,2-bis

(hidroximetil ) propidnico (bis-MPA)) y obtenerse con rendimientos altos, crecer hasta capas de

*! Raja K. Org. Lett 2007, 9(26), pp. 5461-5464.

6 Designing Dendrimers Campagna S. ; Ceroni P. ; Puntoriero F 2012, John Wiley & Sons, pp. 173-197.
% Shen Y. ; Zhou Z.; Sui M. ; TangJ.; Xu P.; Van Kirk E.A. ; Murdoch, W. J. ; Fan, M. ; Radosz M.
Nanomedicine 2010, 5, pp. 1205-1217. Mishra V. ; Gupta U. ; Jain N. K. J. Biomater. Sci., Polym. Ed.
2009, 20, pp. 141-166.

o Opsonizacion : Proceso por el cual un patégeno es marcado por ingestion y eliminado por un
fagocito.

 lee C.C. ; MacKay J. A, ; Frechet, J. M. J. ; Szoka, F. C. Nat. Biotechnol. 2005, 23, pp. 1517-1526.
GilliesE. R.; Dy E.; Frechet . ). ; Szoka, F. C. Mol. Pharmaceutics 2005, 2, pp.129-138. Almutairi A. ;
Akers W. J. ; Berezin M. Y. ; Achilefu S. ; Frechet, J. M. J. Mol. Pharmaceutics 2008, 5, pp.1103-1110.
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cuarta generacién por el método convergente, y pueden tener grupos hidroxilo en la periferia,
los cuales no llevan carga alguna y por lo tanto no interfieren con sefializacion alguna®®.

Existen tres ventajas para el uso de estos dendrimeros, la primera es que aumentan la
solubilidad de medicamentos hidrofébicos®, la segunda ofrecen proteccién de los alrededores
a moléculas inestables o labiles y la tercera evitan la eliminacién temprana o la exposicidn a los
tejidos sanos®. Estas propiedades se traducen (junto con su arquitectura bien definida por su
mono dispersidn) resultados reproducibles y consistentes. Pueden ser administrados via oral,
transdérmica, ocular e intramuscular;® lo que demuestra una gran versatilidad para
aplicaciones farmacéuticas practicas, sin comprometer la toxicidad del vehiculo en el
organismo70.

2.6 Esterificacion de Steglich

La construccion de este tipo de dendrimeros involucra la éptima formacién de enlaces de tipo
éster (-COOR), a partir de un alcohol y de un acido’’, y la literatura ofrece varias opciones a
este respecto, aprovechando la alta reactividad del agente acoplante conocido como
diciclohexilcarbodiimida (DCC), para obtener rendimientos altos en este proceso.”” Esta
reaccion es comunmente conocida como esterificacion de Steglich (esquema 7), cuando es
catalizada por la 4-(Dimetilamino)piridina (DMAP).

0 0
1« ro pocc )il

= oH DMAR (cal) R oR!

Esquema 7.
Esterificacion de Steglich.

En esta reaccion, la principal fuerza motriz es la transformacion de la Diciclohexilcarbodiimida
(DCC) en diciclohexilurea (DCU)’. Es una reaccién que funciona en condiciones suaves y

% |hre H. ; Hult A. ; Soderlind, E. J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, pp. 6388-6395.

¢ Zhou Z.Y. ; D’Emanuele A. ; Attwood, D. Int. J. Pharmaceut. 2013, 452, pp. 173-179. Gu L. ; WU Z.H. ;
Qi X.L.; He H. ; Ma X.L. ; Chou X.H. ; Wen X.G. ; Zhang M. ; Jiao, F.

Pharm. Dev. Technol. 2013, 18, pp. 1051-1057.

68 Svenson, S. ; Tomalia, D.A. Adv. Drug Delivery Rev. 2005, 57, pp. 2106-2129. D’Emanuele A. &
Attwood Adv. Drug Delivery Rev. 2005, 57, pp. 2147-2162. Wolinsky J.B. & Grinstaff M.W. Adv. Drug
Delivery Rev. 2008, 60, pp.1037—1055. Cheng Y.Y. & Xu T.W. Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, pp. 2291
2297. Nanjwade B.K. ; Bechra H.M. ; Derkar G.K. ; Manvi F.V. ; Nanjwade, V.K. Eur. J. Pharmaceut. Sci.
2009, 38, pp. 185—-196. Svenson S. Eur. J. Pharmaceut. Biopharmaceut. 2009, 71, pp. 445-462.

% Gula A. ; RenL.; Zhou Z. ; Lu D.D. ; Wang, S.Q. Int. J. Pharmaceut. 2013, 453, pp. 441-447. Gajbhiye,
V. ; Kumar P.V. ; Sharma, A. ; Agarwal A. ; Asthana A. ; Jain N.K. Indian J. Pharm. Sci. 2008, 70, pp. 431—
439. Yang H. & Kao W.J. J. Biomat. Sci Polym. E. 2006, 17, pp. 3—19. Fernandez L. ; Calderon M. ;
Martinelli M. ; Strumia M. ; Cerecetto H. ; Gonzalez M. ; J. Phys. Org. Chem. 2008, 21, pp.1079-1085.
70 Jain K. ; Kesharwani P. ; Gupta U. ; Jain, N.K. Int. J. Pharmaceut. 2010, 394, pp. 122-142.

! Esterification: Methods, Reactions, and Applications. Junzo Otera John Wiley & Sons 2006
2B, Neises, W. Steglich, Angew. Chem. Int. Ed., 1978, 17,pp. 522-524.

7 http://www.organic-chemistry.org/namedreactions/steglich-esterification.shtm
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permite la conversién de sistemas altamente impedidos por condiciones estéricas, y sustratos
con acidos labiles™.

Mecanismo de la reaccion de Steglich

La DCCYy el acido carboxilico pueden formar una O-acilisourea, que ofrece caracteristicas en su
reactividad quimica similares a las observadas en los anhidridos carboxilicos correspondientes
(esquema 8).

o ’N’O o /N/O N
Logn + &8 — L — 0t
Ay T iy T o

Esquema 8.
Formacién de O-acilisourea

El alcohol ahora podrd atacar nucleofilicamente al acido carboxilico activado para formar la
muy estable DCU y consecuentemente el éster de interés (esquema 10).

Esquema 9
Ataque nucleofilico del alcohol.

En la practica se ha observado que las reacciones de acidos carboxilicos con DCC y aminas
ocurren sin problemas, sin embargo, la adicién de 4-Dimetilaminopiridina (DMAP) como
catalizador, en al menos 5 % mol, es crucial para la formacion de ésteres.

Una explicacion cominmente aceptada sugiere que la alta fuerza nucleofilica de la DMAP,
superior a la del alcohol, la lleva a reaccionar con la O-acilisourea para formar la muy reactiva
amida (éster activado). Este intermediario reacciona rapidamente con alcoholes, lo que
convierte a la DMAP en un agente de transferencia de acilo en esta reaccidn (esquema 11).

" B. Neises ; W. Steglich Angew. Chem. Int. Ed. 1978, 17, pp. 522-524.
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Esquema 10.
Transformacion de la O-acilisourea a éster.

En el afio de 1990 Stupp’® y sus colaboradores introdujeron el uso del p-toluensulfonato de la
4-Dimetilaminopiridina (DPTS) como un catalizador efectivo para aumentar los rendimientos
de la esterificaciéon de Steglich, en condiciones de reaccion suaves, a pH neutro y temperatura
ambiente. Se encontré que existe una relacién directa entre la eleccién adecuada de
proporciones de este catalizador y los rendimientos del producto deseado, y por ello es
importante encontrar las condiciones especificas para cada sistema en estudio.

De acuerdo con estos antecedentes, en la siguiente seccidn se muestra la hipdtesis y los
objetivos de este trabajo de investigacién y tesis.

" Moore J. S. & Stupp S. I. Macromolecules, 1990, 23(1), pp. 65-70.
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3. Hipétesis

La esterificacion de los grupos fendlicos de la curcumina con dendrones de tipo poliéster (a
partir del monémero bis-MPA) y anhidro glutarico modificara favorablemente su solubilidad en
medios acuosos, sin anular sus propiedades antioxidantes; a su vez esta modificacion
estructural tampoco modificard el mecanismo por el cual se lleva a cabo la captura de
radicales.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general del proyecto

Disefar y sintetizar nuevos derivados de curcumina mono y di sustituidos, via la esterificacion
de sus grupos fendlicos con anhidro glutdrico y dendrones de tipo poliéster (de primera y
segunda generacion), para evaluar su actividad antioxidante, tanto por voltamperometria
ciclica asi como por pruebas bioldgicas in vitro.

4.2 Objetivos particulares

i) Disefiar y sintetizar derivados de curcumina mono y di sustituidos que no estén reportados
en la literatura via reacciones de esterificacion de los fenoles presentes en esta molécula.

ii) Caracterizacién de los productos por RMN de 'Hy *3C, FT-IR y espectrometria de masas.

iii) Estudio de las moléculas sintetizadas via voltamperometria ciclica frente al anién radical
superdéxido para evaluar su actividad antioxidante.

iv) Evaluacién bioldgica in vitro de uno de los derivados sintetizados que exhibié mayor
solubilidad en agua.

(36]



5. Desarrollo Experimental

Reactivos

curcumina (de Curcuma longa) cristalina (98 % w/w), acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico 98%
(bis-MPA, 98% w/w), &cido p-toluensulfonico mono hidratado (98.5% w/w), 2,2-
dimetoxipropano (98% w/w), bromuro de bencilo (98% w/w) , resina de (H+) Dowex® 50WX2
100-200 mesh, Pd/C (10 % w/w), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP 99% w/w), 1,3-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), trietilamina (99.5 % w/w), anhidro glutdrico (95% w/w),
Sephadex® LH-20, piperina Kosher (97 % w/w), CaH, grado reactivo (95 % w/w) FeCl;-6H,0 (98
% w/w) y Medio de Eagle modificado por Dulbecco (MEMD) suplementado con suero fetal
bovino al 10 %, fueron adquiridos de SIGMA-ALDRICH (St. Louis MO, USA). p-toluensulfénato
de 4-(dimetilamino)piridina (DPTS) fue preparado de acuerdo al procedimiento descrito en la
literatura’®.

Acetona, hexano, acetato de etilo, metanol, diclorometano y 1,2 dicloroetano fueron usados
sin purificacion adicional.

Equipos utilizados

e Resonancia magnética nuclear (RMN): Jeol Eclipse 300 MHz y Bruker Avance 400 MHz.
e Espectrometros de masas (MS): Jeol SX102A y Jeol JMS MStation.

e Potenciostato electroquimico de barrido (SECM) modelo 900C de CH Instruments.

¢ Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR): Thermo Scientific Nicolet 6700.

e Espectrémetro UV-Visible (UV-vis): UV300 UNICAM.

e Liofilizador: Labconco FreeZonel.

e Baio de agua con agitacion Dubnoff Lab-Line Incu-Shaker.

e Espectrofotometro SPECTRONIC Genesys 8 Thermo Scientific.

e Centrifuga refrigerada Eppendorf 5417R .

Acrénimos

e DCC: Diciclohexil carbodiimida

e DMF: Dimetilformamida

e DMAP: 4-(Dimetilamino)piridina

e DPTS: Paratoluensulfonato de la 4-(Dimetilamino)piridina
e DCU: Diciclohexilurea. TBAP: Perclorato de terbutilamonio
e NEts: Trietilamina

e Bis-MPA: acido 2,2-bismetoxipropanoico

e CH,Cl,: Diclorometano

e Bz-D1G-OH: (Bencil-2,2-bis(metoxi)propionato)

e Cetdnido: (Acido isopropilideno-[G2]-COOH)

e D2G: (Isopropilideno-[G2]-CO2CH2C6H5)

e Ac.-D2G-P: (Isopropiliden-[G2]- COOH)

’® Moore J.S. ; Stupp S.I. Macromolecules 1990, (23), pp. 65-70.
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5.1 Estrategia sintética

El esquema 11 muestra cual es la ruta sintética disefiada para obtener los compuestos
derivados de curcumina (curcuminoides) y piperina (proveniente de Piper nigrum), para
evaluar su reactividad frente al radical superdxido (via voltamperometria ciclica), asi como su
posible actividad bioldgica via ensayos in vitro. Siete de los compuestos sintetizados no estan
reportados en la literatura.

5.1.1 Esterificacidn de Steglich (procedimiento general)

100 mg (0.271 mmol) de curcumina es colocada en un matraz de bola de 50 mL junto con las
correspondientes cantidades de acido a esterificar (ceténido o Ac.-D2G-P), DPTS y DMAP con
20 mL de CH,Cl, recién destilado y seco. El sistema es desgasificado con N, por 10 minutos y
agitado magnéticamente durante una hora, manteniendo el sistema protegido de la luz en
todo momento. Posteriormente se agrega una disoluciéon de DCC con 5 mL de disolvente seco
a través de una canula dentro del sistema. La mezcla de reaccién se mantiene en agitacion por
24 h. a temperatura ambiente. Se agrega 1 mL de MeOH para eliminar la DCC sobrante y se
agita durante 10 minutos. Llevado a sequedad se realizan varios lavados con hexano-acetato
de etilo para eliminar la DCU formada. La purificacién final se realiza por cromatografia en
columna, con silica gel de poro 60 A y 70 - 230 mesh, con una mezcla de elucién hexano-
acetona o CH,Cl,-MeOH, como sea indicado.

5.1.2 Desproteccion (procedimiento general)

La correspondiente cantidad de compuesto protegido (CurcMonoSust.-D1G-P, CurcDiSust.-
D1G-P o CurcDiSust.-D2G-P), fue colocado en un matraz de bola de 50 mL y solubilizado en 30
mL de MeOH. Posteriormente se agregaron 50 mg de DOWEX™-50W 8X para alcanzar un
intervalo de pH entre 5y 6. La reaccién se mantiene en agitacion durante 3 h. a temperatura
ambiente. El crudo es filtrado para obtener el correspondiente compuesto desprotegido con
grupos hidroxilos en la periferia.

5.1.3 Esterificacidn con anhidrido glutdrico (procedimiento general)

La correspondiente cantidad de compuesto (curcumina o CurcMono Glut.) es colocada en un
matraz de bola de 50 mL, y las correspondientes cantidades de anhidrido glutarico y DMAP con
25 mL de THF, recién destilado y seco, son adicionadas. El sistema es desgasificado con N, por
10 minutos y agitado magnéticamente durante una hora, manteniendo el sistema protegido
de la luz en todo momento. Posteriormente se agregan entre 1.3 y 1.5 mL de NEt; (recién
destilada y secada sobre hidruro de calcio) a través de una canula dentro del sistema. La
mezcla de reaccidon se mantiene en agitacion y reflujo por 24 h. La purificacidn final se realiza
por cromatografia en columna, con silica gel de poro 60 Ay 70 - 230 mesh, con una mezcla de
elucion de 1,2-dicloroetano-MeOH 98:2.
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5.1.4 Hidrdlisis de la piperina

En un matraz de bola de 100 mL se agrega la correspondiente cantidad de piperina con 25 mL
de una disolucién 2 N de KOH en una mezcla etanol/agua (96:4) en agitacion por una hora. Se
coloca un refrigerante en posicién de reflujo y se calienta la mezcla de reaccién durante 18 h.
Transcurrido este tiempo se acidifica la mezcla de reaccién, lentamente y en frio, con acido
clorhidrico al 10 % hasta observar la precipitacién de un sélido amarillento. Se filtra al vacio y
recristaliza con 70 mL de isopropanol por recristalizacién simple.

(39]
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5.2 Espectroscopia UV-Vis

Se coloca 5 mg del curcuminoide CurcDiSust-D2G-OH en un matraz aforado de 10 mL y se
afiaden 3 mL del buffer correspondiente (pH de 3.58 o 7.35 respectivamente), se agita para
solubilizar y se agrega el volumen restante de buffer a la marca de aforo. La disolucidn se filtra
con un filtro de 0.45 um para eliminar cualquier solido residual. A partir de esta disolucién
inicial, se preparan disoluciones sucesivas de 1 a 10 mL, con el apoyo de una micropipeta de
1000 pl hasta obtener 10 disoluciones del curcuminoide para adquirir al menos 8 lecturas de
absorcién. Se utiliza el buffer como blanco para todos los espectros. Las lecturas fueron
conseguidas utilizando una celda de cuarzo de 1 cm de ancho en un interval de 300 a 450 nm.

5.3 Voltamperometria ciclica

Estos experimentos fueron realizados por el Dr. Julio César Aguilar Cordero en el Laboratorio
3C del Edificio A de la Fac. de Quimica UNAM

Los voltamperogramas de la disolucion de oxigeno en DMSO conteniendo 0.1 M de TBAP, se
adquirieron antes de adicionar varios voliumenes (o alicuotas) de aproximadamente 5 mM de
cada compuesto antioxidante. Los analitos fueron adicionados en el mismo electrolito para
obtener concentraciones en el rango de 0.02 mM hasta 1 mM de cada antioxidante. Después
de cada adicién de volumen fue registrado el voltamperograma del sistema oxigeno-
superdxido y en algunos casos el comportamiento anddico del antioxidante fue comparado
antes y después de la reduccidn de oxigeno en el electrodo de carbdn vitreo.

Como contra electrodo fue utilizada una barra de grafito, mientras que el electrodo de
referencia fue construido con un alambre de plata sumergido en una disolucién saturada de
AgNO; en DMSO. La concentracidn de oxigeno determinada en DMSO fue de (9+1)x10™ M.

5.4 Pruebas Biologicas

Estos experimentos fueron realizados por Dra. Irma Gabriela Gonzadlez Herrera Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia.

5.4.1 Determinacién del poder antioxidante determinado por el método FRAP (capacidad del
plasma para la reduccion del hierro)

El reactivo FRAP se prepard a partir de las tres siguientes soluciones. Disolucién A: buffer de
acetatos 300 mM, a pH 3.6. Disolucién B: 10 mM TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-s-triazina) diluida en
HCI 40 mM. Disolucién C: 20mM FeCl;-6H,0. El reactivo se prepard mezclando 25 mL del buffer
de acetato, 2.5 mL de disolucién TPTZ, y 2.5 mL de disolucién de FeCl;-6H,0. Se calientaa 37 °
C (10 minutos por lo menos) en un bafio de agua con agitacidn (500 rpm), y se agrega la
muestra a concentracion especifica (50, 100, 150, 200, 250M de curcumina y CurcDiSust.-D2G-
OH respectivamente) para calentar durante 30 minutos adicionales. El maximo de absorbancia
fue determinado a 593 nm.
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5.4.2 Cultivo celular de Glioblastoma de Rata tipo C6.

Las células fueron cultivadas en condiciones estériles en Medio de cultivo Dulbecco Modificado
por Eagle suplementado con suero fetal bovino al 10 % y 15 % de suero de caballo y se
mantuvieron en incubacién a 37 °C en atmésfera de 5 % de CO,

5.4.3 Captacién Celular

Las células de Glioblastoma de rata de tipo C6 fueron colocadas en placas de 24 pocillos (1x10°
células aproximadamente por cada pocillo) en MEMD suplementado con suero fetal bovino al
10 %; 24 h. después de incubacidn con este medio de cultivo se le agregaron concentraciones
de 0 (blanco), 5, 10, 20, 50, 80, 100, 200 uM de curcumina o del equivalente de CurcDiSust.-
D2G-OH, y reincubadas durante 6 h. Después de la incubacién, las células se lavaron con una
disolucién de buffer de fosfatos 10 mM a pH 7.4, se tripsinizaron y se centrifugaron a 100 g con
centrifuga refrigerada. El nuevo sedimento celular se suspendié en 1 mL de acetona y se
sometid a ultrasonidos por 5 minutos. Fueron lisados y posteriormente centrifugados a
15,300 x g durante 15 minutos, y se recupera el sobrenadante. Las cantidades de curcumina y
CurcDiSust-D2G-0OH se determinaron mediante espectroscopia UV-Vis, leyendo los valores de
absorbancia a A = 480 nm, apoyados por una curva de calibracién de cada compuesto.
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5.5 Procedimientos de sintesis

DPTS (Paratoluensulfonato de la 4-(Dimetilamino)piridina)

~N,. -
] o [y
N - H0 N
| A AN
N

OH

0=$=0 75% Lo
N o=s=0
H
1eq. 1.04 eq. ©0
48 mmol 50 mmol L _
DMAP p-TsOH 4.24 mmol
DPTS

A. S. Sayyad ; K. Balakrishnan ; P. M. Ajayan Nanoscale, 2011,3, pp. 3605-3608.
(Supplementary Information)

En un matraz de bola de dos bocas de 500 mL se acopla una trampa de Dean Stark y un
refrigerante, y se colocan 9.13 g (50 mmol) de &acido para-toluensulfénico (p-TsOH), un
agitador magnético y se purga el sistema con N, durante 10 minutos. Posteriormente se
adicionan 150 mL de benceno seco. Se colecta el azedtropo benceno-agua (150 mL) a una
temperatura de 80 °C con ayuda de la trampa Dean Stark. Una vez secado el p-TsOH, se
prepara en un matraz de 100 mL una disolucidn desgasificada con N, de 6.108 g (48 mmol) de
DMAP con tolueno. Se adiciona con canula por la segunda boca del matraz y se continta con la
evaporacién del benceno, observandose la precipitacion de DPTS. Se evapora con cuidado
todo el benceno, y se recristaliza el crudo de reaccidn con 1,2-dicloroetano (500 mL), para
obtener 12.5 g (75 % de rendimiento) de DPTS. Como un sélido de color banco y cristalino que
posee un punto de fusién de: 170-172 °C

RMN 'H (400 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 14.13 (s, 1H), 8.22 — 8.12 (m, 2H), 7.81 (d, J=8.1,
2H), 7.16 (dd, J=8.7, 0.7, 2H), 6.76 (dd, J=7.6, 1.1, 2H), 3.18 (s, 6H), 2.34 (s, 3H).

RMN C (101 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 157.36, 142.78, 139.87, 139.58, 128.83, 126.04,
106.95, 40.20, 21.40.

FTIR (Diamante cm™): 2918, 2794 (CH,-H).

El+: m/z 294 [(M7)], 172[M-122] (correspondiente al dcido paratoluensulfénico).
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Bz-D1G-OH (Bencil-2,2-bis(metoxi)propionato)

KOH: 1.15 eq.(76.8 mmol)

(@]
(@] OH
HokOH + ©/\Br - ©/\
OH
OH

17 hrs.
leq. 12eq. 86%
67.1 mmol 80.7 mmol 57.6 mmol
Bis-MPA Bromuro de bencilo Bz-D1G-OH

En un matraz de bola de 250 mL se colocan 9 g de Bis-MPA (67.1 mmol), 4.3 g de KOH (76.8
mmol) un agitador magnético y 50 mL de DMF, y se calienta a 120 °C durante una hora hasta
observar una disolucién homogénea. Terminado el tiempo de reaccidon se adiciona por el
refrigerante 9.6 mL de bromuro de bencilo (13.8 g equivalentes a 80.7 mmol) y se mantiene en
agitacién y reflujo por 17 h. Completado el tiempo de reaccidn se evapora la DMF y el crudo de
reaccion se disuelve en 30 mL de diclorometano, y se realizan tres extracciones liquido-liquido
con 100 mL de agua. Se recupera la fase organica y se evapora el disolvente. El crudo de
reaccién se recristaliza por par de disolventes (diclorometano y hexano) para obtener 12.7 g
(86 % de rendimiento) de Bz-D1G-OH un sélido de color blanco con un punto de fusién de: 63-
66 °C. De ser necesario, el producto se purifica mediante cromatografia flash con 50 g de silica
gel y una fase mévil de hexano-acetato de etilo en proporcidén 1:1.

RMN *H (300 MHz, cloroformo-d, ppm) 6 = 7.36 (s, 9H), 5.21 (s, 2H), 3.93 (d, J=11.2, 2H), 3.73
(d, J=11.3, 2H), 2.88 (s, 2H), 1.08 (s, 3H)

RMN **C (75 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 175.87, 135.79, 128.78, 128.45, 127.99, 68.44,
66.83, 49.38, 17.25.

FTIR (Diamante, cm™): 3515, 3350 (O-H) 2993, 2883 (CH-H) 1707 (C=0).

El+: m/z 294 [(M")], 225[M+1 (H)].
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Cetonido

Ac.-D1G-P (Acido isopropilideno-[G2]-COOH)

7 /
HO OH + OP7  1oon 005eq.373mmol OA/
k DL _pTso 005eq 3. )\(/o
OH N,

HO
leq. 15eq. Acetona
74.55 mmol 111.8 mmol 80% 59 mmol
Bis-MPA 2,2 dimetoxipropano Cetonido.

En un matraz de 250 mL seco se colocan 10 g de Bis-MPA (74.55 mmol), 0.71 g de p-TsOH (3.73
mmol), un agitador magnético, y sella el sistema con tapdn de goma. Se purga con con
nitrégeno y se adicionan 50 mL de acetona seca, agitando hasta disolver la mezcla de reaccion.
Se agregan entonces 18 mL del 2,2-dimetoxipropano y se mantiene la agitacién durante 3 h.
Terminado el tiempo de reaccidn, se prepara una disolucién saturada de gases de NH,OH en 2
mL de etanol sobre malla molecular, y se adiciona via canula al matraz hasta observar la
formacién de un precipitado, que se re disuelve en diclorometano. Posteriormente se realizan
3 extracciones con 20 mL de agua y la fase orgdnica se evapora. El crudo se disuelve en una
mezcla de diclorometano-acetato de etilo 1:1, y se coloca en un recristalizador por un dia, para
obtener 10.3 g del producto como cristales blancos con un punto de fusién de 116-117 °C.

RMN H (300 MHz, cloroformo-d, ppm) 6 = 4.19 (d, J=12.0, 2H), 3.68 (d, J=12.1, 2H), 2.18 (s,
1H), 1.45 (s, 3H), 1.42 (s, 3H), 1.22 (s, 3H).

RMN *3C (75 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 180.10, 98.49, 66.04, 41.87, 25.42, 22.04, 18.55.
FTIR (Diamante, cm™): 2993, 1069, 827 (CH,-Hy CH-H) 1717 (C=0).

El+: m/z 174 [(M")], 159[M-15 (CHs)].
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Dendrdn de segunda generacion

D2G (Isopropilideno-[G2]-CO,CH,CgH:)

o
o] 0 DMAP: 0.31 eq. (2.8 mmol) OYQ/O
OH o DPTS: 0.3 . (2.73 mmol) o
o} o DCC: 2.44 eq. (21.8 mmol)
OH AL ©/\ o
o]

09
e
O
1eq.8.9mmol 2eq. 17.8 mmol 24 hrs. 7.5 mmol O)/\

CH2Clp, 25°C
Bz-D1G-OH Ac.-D1G-P No D2G
84%

En un matraz de bola de 100 mL seco se agregan 2 g de Bz-D1G-OH (8.9 mmol), 3.094 g de Ac.-
D1G-P (17.8 mmol), 0.806 g de DPTS (2.73 mmol), 0.343 g de DMAP (2.8 mmol) y la mezcla se
agita magnéticamente bajo atmdsfera de N, durante 10 minutos. Se agregan entonces 35 mL
de diclorometano bidestilado y secado sobre hidruro de calcio. Posteriormente se colocan
4.506 g (2.18 mmol) de DCC en un matraz de bola de 10 mL previamente, se purga con N,
durante 10 minutos, agregando posteriormente 10 mL del mismo diclorometano seco. La DCC
en disolucidn se trasvasa via canula hacia la mezcla de reaccidn, manteniendo la agitacién y la
atmodsfera de nitrégeno por 24 h., a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de reaccidn,
se agrega 1 mL de metanol, se agita por 30 minutos y se filtra con celita el sélido formado
(DCU). La fase liquida se lleva a sequedad y el resto de la DCU se recristaliza con una mezcla de
hexano-acetato de etilo en proporcién 1:1. Una vez retirada la mayor cantidad posible de DCU,
el crudo de reaccidn se purifica con 100 g de silica gel (de poro 60 Ay 70 - 230 mesh) en una
columna de 4 cm de didmetro y una mezcla de elucién de hexano-acetato de etilo 7:3 en modo
gradiente hasta 100 % de acetato de etilo, para obtener 4.02 g (84 % rendimiento) del
producto D2G, un liquido viscoso de coloracidon ligeramente ambar.

RMN 'H (400 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 7.35 (s, 2H), 5.17 (s, 2H), 4.36 (sd, J=1.5, 4H), 4.12
(d, J=11.9, 4H), 3.59 (d, J=11.7, 4H), 1.42 (s, 6H), 1.35 (s, 6H), 1.32 (s, 3H), 1.10 (s, 6H).

RMN 2c (101 MHz, cloroformo-d, ppm) 6 = 173.46, 172.35, 135.46, 128.58, 128.37, 128.19,
98.02, 66.89, 65.88, 65.27, 46.79, 41.98, 25.06, 22.13, 18.41, 17.70.

FTIR (Diamante, cm™): 2992, 2937, 2877, 1079, 831 (CH,-Hy CH-H) 1733 (C=0).

El+: m/z 536 [(M")], 521[M-15 (CH3)].
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Dendron de segunda generacién con terminacion focal acida

Ac.-D2G-P (Isopropiliden-[G2]- COOH)
o 9 O%/ o O»\gf%
o o]
©/\o)$<o»\(/ PA/C 10% HOJS<O
00 ACEtO, 25°C )
;/& 24 frs. ;/&
Ar
>99% (cuant.)
o 2

4.65 mmol 4.6 mmol
D2G Ac.-D2G-P

En un matraz de bola de 100 mL seco se colocan 2.5 g (4.65 mmol) de D2G, 60 mL de acetato
de etilo, 20 mg de Pd/C al 10 % y un agitador magnético. El sistema se purga con argén por 10
minutos en ausencia de agitacién, posteriormente el argdén es desplazado por hidrégeno
durante 20 minutos. Se provee al sistema de un suministro constante de hidrégeno por medio
de globos adaptados al tapdén del matraz, y se mantiene una agitacion moderada durante 24 h.
La reaccion se monitorea mediante cromatografia en capa fina, con una mezcla de elucién de
hexano-acetato de etilo 7:3. Una vez terminada la reaccidn, se filtra el Pd/C sobre celita,
apoyados de un embudo con fondo sinterizado de 1.5 cm de ancho y 5 cm de alto y se enjuaga
con acetato de etilo toda la superficie del embudo que tuvo contacto con el producto. Se
evapora el sobrenadante a presién reducida y se lleva a sequedad, para obtener 2.08 g (99 %
de rendimiento) del producto Ac.-D2G-P, un liquido viscoso de coloracién ligeramente ambar.

RMN *H (301 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 4.32 (s, 4H), 4.15 (d, J=11.9, 4H), 3.62 (d, J=12.1,
4H), 1.40 (s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.13 (s, 6H).

RMN 3C (101 MHz, cloroformo-d, ppm) & = 177.12, 173.60, 98.14, 65.93, 65.56, 41.95, 33.27,
24.49,22.72, 18.57, 17.92.

FTIR (Diamante, cm™): 3523(HOOC-) 2987, 2923, 2863, 1077, 829 (CH,-Hy CH-H) 1723 (C=0).

El+: m/z 446 [(M")], 431[M-15 (CH;)].

[47]



Acido pipérico

(6]
OWN D enElong6° <O WOH
<o Q 2) HCl 10% o
51%
leq. 3.5 mmol
7 mmol Acido pipérico

En un matraz de bola de 100 mL se colocan 2.8 gramos (0.01 moles) de piperina con 25 mL de
una disolucién 2 N de KOH en etanol al 96 % con H,0, previamente preparada, y una barra de
agitacion magnética. Se coloca un refrigerante en posicion de reflujo y se calienta la mezcla de
reaccién con canastilla eléctrica durante 18 h. Transcurrido este tiempo se acidifica la mezcla
de reaccidn, lentamente y en frio, con acido clorhidrico al 10 % hasta observar la precipitacion
de un sdlido amarillento. Se filtra al vacio y recristaliza con 70 mL de isopropanol por
recristalizacién simple, se obtiene en 1.1 gramos (51 % de rendimiento) como un sélido
amarillo que posee un punto de fusién de 213 - 215 °C.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 12.19 (s, 1H), 7.34 — 7.25 (m, 1H), 7.23 (d, J=1.6, 1H),
7.03 - 6.94 (m, 3H), 6.92 (d, J=8.0, 1H), 6.05 (s, 2H), 5.92 (d, J=15.2, 1H).

RMN *C (101 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 167.64, 148.11, 147.99, 144.61, 139.79, 130.52,
124.86,123.10, 121.15, 108.52, 105.70, 101.38.

FTIR (Diamante, cm™): 2932, 2923 (CH-H) 1682 (C=0).

El+: m/z 218 [(M")], 201[M-17 (OH)].
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CurcMonoSust.-D1G-P

DCC 253 eq. ((z 325 mmol)l) ? OH
DMAP 0.253 eq.(0.032 mmol
/OMO\ /Si\ DPTS 0.84 eq. (0.108 mmol) ~© O NNINF O O~
O, O
2L HO

CHZCIg 25°C o
1 eq. (0.271 mmol) 1 eq. (0.271 mmol) 24 hrs 0.190 mmol
CurcMonoSust.-D1G-P O%

curcumina Ac.-D1G-P 7%

En un matraz de bola de 50 mL seco, se agregan 100 mg de curcumina (0.271 mmol), 47.3 mg
de Ac.-D1G-P (0.271 mmol), 33.9 mg de DPTS (0.108 mmol), 3.97 mg de DMAP (0.032 mmol)
bajo agitacion magnética. El sistema se sella y se purga con N, durante 10 minutos.
Posteriormente se agregan 20 mL de diclorometano bidestilado y secado sobre hidruro de
calcio (debe reflujarse por lo menos 4 h. para obtener buenos resultados), agitar la mezcla
durante una hora protegiendo el matraz de la luz. Transcurrido este tiempo se colocan 206.3
mg (0.325 mmol) de DCC en un matraz de bola de 10 mL previamente secado y se purga con
N, durante 10 minutos, agregando posteriormente 5 mL del mismo diclorometano seco. La
DCC en disolucién se trasvasa via canula hacia la mezcla de reaccion, manteniendo la agitacion
y la atmésfera de nitrégeno por 24 h. , a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de
reaccion se agrega 1 mL de metanol, se agita por 30 minutos y se filtra con celita/silica gel la
diciclohexilurea (DCU) formada. La fase liquida se evapora a sequedad y el resto de la DCU se
recristaliza con una mezcla de hexano y acetato de etilo en proporcidon 1:1. El crudo de
reaccién se purifica con 50 g de silica gel (de poro 60 Ay 70 - 230 mesh) en una columna de 4
cm de didametro y una mezcla de elucion Hexano-acetona 7:3, para obtener 110 mg (77 % de
rendimiento) del producto CurcMonoSust.-D1G-P como un sélido de color naranja.

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg, ppm) & = 16.27 (s, 1H), 9.71 (s, 1H), 7.67 — 7.48 (m, 2H), 7.34 (s,
2H), 7.15 (dd, J=16.2, 8.1, 3H), 6.97 (d, /=15.9, 1H), 6.88 — 6.74 (m, 2H), 6.13 (s, 1H), 4.16 (d,
J=11.6, 2H), 3.84 (s, 7H), 3.74 (d, J=11.7, 2H), 1.41 (s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.26 (s, 3H).

RMN **C (101 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 184.87, 183.16, 181.34, 151.10, 149.51, 149.30,
147.95, 140.66, 138.93, 133.75, 126.22, 124.60, 123.33, 123.11, 121.09, 121.04, 115.65,
112.12, 111.33, 101.26, 65.01, 56.09, 55.65, 47.47, 22.00, 41.83, 25.32, 18.04.

FTIR (Diamante, cm™): 3348(HO-Ar) 2989, 2924, 2854, 1080, 822 (CH,-Hy CH-H) 1759 (C=0).

FAB+: m/z 524 [(M")], 525[M+1 (H)].
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CurcMonoSust.-D1G-OH

(o] OH o OH
0 A NF SN Dowex _0 X N O
O 0
MeOH, 25 °C

HO o
3 hrs. HO o
95 %
0.172 mmol Q 0.165 mmol OH

CurcMonoSust.D1G-P OJ< CurcMonoSust.D1G-OH OH

En un matraz de bola de 50 mL se colocan 100 mg de CurcMonoSut.D1G-P, se adicionan 30 mL
de metanol y se agita magnéticamente a temperatura ambiente hasta solubilizar todo el
compuesto. Se agregan 50 mg. de Dowex® 50WX2, verificando que el pH no disminuya de 5. La
mezcla de reaccién se mantiene en agitacién por 3 h. y se monitorea por cromatografia en
capa fina, donde el producto final exhibe un Rf de cero en una mezcla de elucién hexano-
acetato de etilo en proporcién 7:3. La fase liquida se evapora a sequedad para obtener 80 mg
(95 % de rendimiento) del producto CurcMonoSust.-1G-OH, como un sélido de color rojo.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 7.69 — 7.46 (m, 3H), 7.32 (td, J=7.2, 1.8, 2H), 7.19 — 7.08
(m, 2H), 7.02 = 6.72 (m, 3H), 6.13 (t, 1H), 3.84 (d, J=1.1, 3H), 3.82 (d, J=1.2, 3H), 3.67 —3.60 (m,
4H), 1.20 (s, 3H).

RMN C (101 MHz, DMSO-ds, ppm) & 184.79, 183.16, 181.44, 151.21, 149.49, 149.29, 147.94,
141.27, 140.65, 139.85, 139.04, 133.46, 126.22, 124.41, 123.25, 121.06, 115.65, 112.06,
111.27,101.27, 63.52, 56.08, 55.65, 50.54, 16.85.

FTIR (Diamante, cm™): 3363(-OH) 2924, 2851, (CH,-Hy CH-H) 1751 (C=0).

El+: m/z 484 [(M")], 368[M-116 (CsHs0;) ] (correspondiente al fragmento de ceténido).
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CurcDiSust.-D1G-P

HO

Q OH DCC 7.59 eq. 0.975mmol
_0 NN o< mo DMAP 0.759 eq. 0.097mmol _o AN o
O O . o , DPTS252ed.0324mmol Q o
I £

(0]
CHClz, 25°C
2 (0]
1 eg. (0.271 mmol) 3 eq. (0.813 mmol) 24 frs. 0.220 mmol e}
curcumina Ac-DI1G-P 81% >/\O CurcDiSust-D1G-P o—<

En un matraz de bola de 50 mL seco, se agregan 100 mg de curcumina (0.271 mmol), 141.9 mg
de Ac.-D1G-P (0.813 mmol), 101.7 mg de DPTS (0.324 mmol), 11.9 mg de DMAP (0.097 mmol)
bajo agitacion magnética. El sistema se sella y se purga con N, durante 10 minutos.
Posteriormente se agregan 20 mL de diclorometano bidestilado y secado sobre hidruro de
calcio (debe reflujarse por lo menos 4 h. para obtener buenos resultados), agitar la mezcla
durante una hora protegiendo el matraz de la luz. Transcurrido este tiempo se colocaran 618.9
mg (0.975 mmol) de la DCC en un matraz de bola de 10 mL previamente secado y se purga con
N, durante 10 minutos, agregando posteriormente 5 mL del mismo diclorometano seco. La
DCC en disolucion se trasvasa via canula hacia la mezcla de reaccidn, manteniendo la agitacién
y la atmésfera de nitrégeno por 24 h. , a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de
reaccion se agrega 1 mL de metanol, se agita por 30 min y se filtra con celita / silica gel la
diciclohexilurea (DCU) formada. La fase liquida se evapora a sequedad y el resto de la DCU se
recristaliza con una mezcla de hexano y acetato de etilo en proporciéon 1:1. El crudo de
reaccién se purifica con 60 g de silica gel (de poro 60 A y 70 - 230 mesh) en una columna de 4
cm de didmetro y una mezcla de elucion de diclorometano y metanol 99:1. Para obtener un
alto nivel de pureza, adicionalmente se realizé un proceso de exclusién de tamafio, utilizando
una columna de 1 metro de alto y 2 cm de ancho con fase estacionaria de Sephadex LH-20
preparada con metanol, para obtener 150 mg (81 % de rendimiento) del producto CurcDiSust.-
D1G-P como un sélido de color amarillo brillante.

RMN *H (301 MHz, DMSO-ds, ppm) & 7.66 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 7.54 (s, 2H), 7.36 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 7.13 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 6.21 (s, 1H), 4.17 (d, J = 11.7 Hz, 4H), 3.84
(s, 6H), 3.75 (d, J = 11.7 Hz, 4H), 1.41 (s, 6H), 1.34 (s, 6H), 1.26 (s, 6H).

RMN *C (76 MHz, DMSO-ds, ppm) & 183.21, 172.01, 151.15, 140.90, 139.83, 133.79, 124.66,
123.18,121.47, 112.22, 101.74, 97.59, 65.07, 56.13, 41.86, 25.37, 22.03, 18.07.

FTIR (Diamante, cm™): 2995, 2942, 2871, 1068, 828 (CH,-Hy CH-H) 1751 (C=0).

El+: m/z 680 [(M")], 665[M- 15 (CH)].
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CurcDiSust.-D1G-OH
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En un matraz de bola de 50 mL colocar 100 mg de CurcDiSust.-D1G-P, un agitador magnético y
30 mL de metanol y se agita magnéticamente a temperatura ambiente hasta solubilizar todo el
compuesto. Agregar 50 mg de Dowex® 50WX2 verificando que el pH que no disminuya de 5.
La mezcla de reaccién se mantiene en agitacion por 3 h. y se monitorea por cromatografia en
capa fina, donde el producto final exhibe un Rf de cero en una mezcla de elucién hexano y
acetato de etilo en proporcidn 7:3. La mezcla de reaccidn se filtra y se evapora a sequedad
para obtener aproximadamente 82 mg (93 % de rendimiento) de producto CurcDiSust.-D1G-
OH sdlido de color rojo.

RMN *H (301 MHz, DMSO-ds, ppm) & 16.18 (s, 1H), 7.65 (d, J = 15.9 Hz, 2H), 7.51 (s, 2H), 7.34
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.11 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 16.0 Hz, 2H), 6.20 (s, 1H), 4.72 (s, 4H),
3.83 (s, 6H), 3.63 (s, 8H), 1.20 (s, 6H).

RMN °C (76 MHz, DMSO-ds, ppm) & 183.22, 172.97, 151.27, 141.29, 139.91, 133.45, 124.48,
123.48,121.37, 112.22, 63.56, 56.14, 50.60, 16.90.

FTIR (Diamante, cm™): 3333(-OH) 2918, 2844, (CH,-Hy CH-H) 1745 (C=0).

El+: m/z 600 [(M")], 601[M+ 1 (H)].
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CurcDiSust.-D2G-P

[e) OH
_0 NN N
Saaees o
HO OH >{ o /00\ o\/.<
1 eq. (0.271 mmol) o o o \‘é[/o
cureumina DCC 5.31eq. 0.682mmol Oﬁ i—% °©
DMAP 0.53 eq. 0.067mmol fo) (e}

DPTS 1.76 eq. 0.226 mmol [e) (o]

+ O O
Q oy 0.230 mmol
o] »\é/o CHaCla, 25 °C o CurcDiSust.-D2G-P o
N2 (0]
Hoko 24 hrs. o o
e 85% 7&

o\%
2.1 eq. (0.569 mmol)
Ac.-D2G-P

En un matraz de bola de 50 mL seco, se agregan 100 mg de curcumina (0.271 mmol), 254.1 mg
de Ac.-D2G-P (0.569 mmol), 71.2 mg de DPTS (0.226 mmol), 8.4 mg de DMAP (0.097 mmol)
bajo agitacién magnética. El sistema se sella y se purga con N, durante 10 minutos.
Posteriormente se agregan 20 mL de diclorometano bidestilado y secado sobre hidruro de
calcio (debe reflujarce por lo menos 4 h. para obtener buenos resultados), y se agita la mezcla
durante una hora protegiendo el matraz de la luz. Transcurrido este tiempo se colocaran 433.2
mg (0.975 mmol) de DCC en un matraz de bola de 10 mL previamente secado a 100 °C en
estufa la noche anterior. Sellar con un tapdn y parafilm. Desgasificar con N, durante 10
minutos, agregando posteriormente 5 mL del mismo diclorometano seco. La DCC en
disolucion se trasvasa via canula hacia la mezcla de reaccidn, manteniendo la agitacién y la
atmoésfera de nitrogeno por 24 h. a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de reaccion
se agrega 1 mL de metanol, se agita por 30 min y filtra con celita / silica gel la diciclohexilurea
formada. La fase liquida se evapora a sequedad y el resto de la DCU se recristaliza con una
mezcla de hexano y acetato de etilo en proporcidn 1:1. El crudo de reaccién con 65 g de silica
gel (de poro 60 A y 70 - 230 mesh) en una columna de 4 cm de didmetro y una mezcla de
elucién de diclorometano y metanol 99:1 para obtener 283 mg (85 % de rendimiento) del
producto CurcDiSust-D2G-P como un sélido de color amarillo/naranja.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 7.65 (d, J=15.8, 2H), 7.54 (sd, 2H), 7.36 (dd, J=8.4, 1.8,
2H), 7.15 (d, J=8.2, 2H), 7.01 (d, J=16.0, 2H), 6.20 (s, 1H), 4.44 — 4.33 (m, 8H), 4.04 (d, J=11.6,
8H), 3.83 (s, 6H), 3.65 (d, J=11.6, 8H), 1.39 (s, 6H), 1.37 (s, 12H), 1.24 (s, 12H), 1.06 (s, 12H).

RMN C (101 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 183.20, 173.25, 170.48, 151.04, 140.42, 139.76,
134.05, 124.82,123.13, 121.40, 112.28, 101.79, 97.49, 65.09, 64.78, 56.15, 46.70, 41.64, 25.92,
21.35,17.92, 17.27.

FTIR (Diamante, cm™): 2993, 2945, 2876, 1075, 820 (CH,-Hy CH-H) 1748 (C=0).

FAB+: m/z 1225 [(M™)].
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CurcDiSust-D2G-OH
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En un matraz de bola 50 mL colocar 150 mg de CurcDiSust.-D2G-P, se adicionan 35 mL de
metanol y se agita magnéticamente a temperatura ambiente hasta solubilizar todo el
compuesto. Se agregan 85 mg de Dowex® 50WX2 verificando que el pH que no disminuya de
5. La mezcla de reaccidn se mantiene en agitacién por 3 h. y se monitorea por cromatografia
en capa fina, donde el producto final exhibe un Rf de cero en una mezcla de elucién de hexano
y acetato de etilo en proporcién 7:3. La mezcla de reaccion se lleva a sequedad para obtener
124 mg (95 % de rendimiento) de producto CurcDiSust.-D2G-OH como un sélido de color rojo.

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 7.66 (d, J=16.0, 2H), 7.53 (s, 2H), 7.34 (dd, J=8.5, 1.9,
2H), 7.15 (d, J=8.2, 2H), 7.00 (d, J=16.0, 2H), 6.21 (s, 1H), 4.29 (s, 8H), 4.06 (s, 8H), 3.84 (s, 6H),
3.54 —3.44 (m, 16H), 1.35 (s, 6H), 1.07 (s, 12H).

RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 183.17, 174.15, 170.65, 151.12, 140.59, 139.77, 133.96,
124.77,123.14, 121.40, 112.17, 101.76, 64.74, 63.79, 56.14, 50.41, 46.66, 17.27, 16.73.

FTIR (Diamante, cm™): 3378(-OH) 2972,2945, 2885, (CH,-Hy CH-H) 1721 (C=0).

FAB+: m/z 1065 [(M*)], [1066[M+ 1 (H)].
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En un matraz de bola de 50 mL seco, se agregan 100 mg de curcumina (0.271 mmol), 32 mg de
anhidro glutarico (0.280 mmol) y 16 mg de DMAP (0.131 mmol) y se purga el sistema con N,
durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se agregan 25 mL de THF anhidro recién
destilado. La mezcla de reaccion se agita magnéticamente durante 20 minutos a temperatura
ambiente, y se agrega lentamente trietilamina seca doblemente destilada hasta observar un
cambio de coloracidn rojizo en el matraz (entre 1.3 y 1.5 mL), entonces se calienta el sistema a
reflujo en atmdsfera inerte y protegido de la luz. Concluido el tiempo de reaccién de 24 h., se
purifica el crudo con 50 g de silica gel (de poro 60 Ay 70 - 230 mesh) en una columna de 4 cm
de didmetro y una mezcla de elucion 1,2-dicloroetano-metanol 98:2, para 93 mg (71 %
rendimiento) del producto CurcMonoGlut. un sdélido de color rojo.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & 7.76 — 7.56 (m, 3H), 7.44 — 7.36 (m, 2H), 7.29 — 7.20 (m,
2H), 7.10 = 6.79 (m, 3H), 6.20 (t, J = 29.1 Hz, 1H), 3.91 (s, 6H), 2.69 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.43 (t, J =
7.3 Hz, 2H), 1.99 — 1.88 (m, 2H).

RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds, ppm) & 184.84, 183.16, 181.37, 173.95, 170.63, 151.08, 149.30,
147.94, 141.52, 140.66, 139.81, 138.97, 133.71, 126.28, 124.55, 123.28, 121.07, 115.65,
111.91, 111.33, 101.68, 55.95, 55.65, 32.37, 19.94.

FTIR (Diamante, cm™): 3364 (HOOC-) 2965, 2915, 2836 (CH,-Hy CH-H) 1706 (C=0).

El+: m/z 482 [(M")], 368[M-115 (CsH¢0s)] (correspondiente al espaciador glutdrico).
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CurcDiGlut.

En un matraz de bola de 50 mL seco, se agregan 130 mg de CurcMonoGlut. (0.271 mmol), 32
mg de anhidro glutdrico (0.280 mmol) y 16 mg de DMAP (0.131 mmol) y se purga el sistema
con N, durante 10 min. Transcurrido este tiempo se agregan 25 mL de THF anhidro vy recién
destilado. La mezcla de reaccion se agita magnéticamente durante 20 min. a temperatura
ambiente, se agrega lentamente trietilamina seca hasta observar un cambio de coloraciéon
rojizo en el matraz (entre 1.3 y 1.5 mL), entonces se calienta el sistema a reflujo en atmdsfera
inerte y protegido de la luz. Concluido el tiempo de reaccidén de 24 h. purificar el crudo con 50
g de silica gel (de poro 602 y 70 - 230 mesh) en una columna de 4 cm de diametro y una mezcla
de elucion 1,2-dicloroetano y metanol en proporcion 98:2 para obtener 114 mg (75 % de
rendimiento) del producto CurcDiGlut. un sélido de color rojo intenso.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 7.65 (d, J=15.9, 2H), 7.52 (d, J=1.9, 2H), 7.33 (dd, J=8.4,
1.9, 2H), 7.17 (d, J=8.2, 2H), 7.00 (d, J=15.9, 2H), 6.20 (s, 1H), 3.84 (s, 6H), 2.63 (t, J=7.3, 4H),
2.37 (t,J=7.3, 4H), 1.86 (t, J=7.4, 4H).

Nota: Después de 7 h. de adquisicion se observa degradacion de CurcDiGlut a Ia
CurcMonoGlut

RMN C (101 MHz, DMSO-ds, ppm) & = 183.20, 173.99, 170.70, 151.13, 141.56, 140.91,
133.69, 124.61, 123.31, 121.47, 112.05, 101.71, 55.99, 32.40, 29.31, 19.97.

FTIR (Diamante, cm™): 3450, 3181(HOOC-) 2918, 2840, 2665 (CH,-Hy CH-H) 1716 (C=0).

FAB+: m/z 596 [(M")], 597[M+ 1 (H)].
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6. Analisis y discusion de resultados
6.1 Sintesis de curcuminoides derivados de dendrones de bis-mpa y anhidrido glutarico.

La estrategia sintética fue planificada de acuerdo al siguiente esquema:

Nucleo de Curcumina

O OH
e O . AN G O
RO OR?

Dendronizacion Glutarizacidén
Mono substitucion: Mono substitucion:
R!=H; R2=D1G-P; D1G-OH R!=H; R?=Glut
Di substitucién: Di substitucion:
R!=R?=D1G-P; D1G-OH; D2G-P; D2G-OH R1=R2=Glut

o 04/ o OH o] o}

OH
msrk_-—o)\\'g’c D1G-OH= —0)‘@ au= 2o
77-81% 93.95% RSl
o o] 0\)/ o (o] OH
D2G-P=—0 ’k\c"’ D2G-OH= —o%o ( o
(a] o0

85% % 2%
Q\T OH
Esquema 12
Curcuminoides sintetizados en este estudio.

La estrategia de sintesis se planed para obtener un total de 8 curcuminoides mono y di
sustituidos con dendrones de primera y segunda generacion (hidroxilos protegidos con cetales,
o libres en la periferia) asi como también mono y di sustituidos a partir de la reaccién con
anhidrido glutdrico (esquema 12).

Para la sintesis de los dendrones de primera y segunda generacidn se partié del compuesto
bis-MPA, que se somete a reacciones de proteccion (del grupo acido con bencilo y de los
alcoholes con 2,2-dimetoxipropano) y desproteccion (del grupo bencilado con Pd/C y del
ceténido con resina acida Dowex® 50WX2 -50W), con rendimientos que oscilan entre buenos
(77 %) y muy buenos (85 %), dada la fuerza motriz que genera la transformaciéon de DCC a
DCU. La purificacién para obtener la calidad adecuada de estos productos es muy importante,
haciendo especial énfasis en la remocién de la DCU.

Dada su estructura quimica, la DCU puede interaccionar con los dendrones (especialmente los
de segunda generacidn) via interacciones no covalentes como puentes de hidrégeno, y dado
que posee una toxicidad no conocida, su presencia podria afectar pruebas bioldgicas in vitro
posteriores.

Para eliminar este subproducto se disefid un protocolo de purificacion que involucra
filtraciones multiples con celita, recristalizaciones por par de disolventes (hexano-acetato de
etilo) y una purificacidn final por cromatografia en columna (ver procedimiento seccién 5.4). El
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dendrimero de segunda generacidn posee alta solubilidad en CH,Cl, cuando mantienen su
grupo protector ceténido. Una vez eliminado este grupo, la presencia del dendrdn con grupos
terminales hidroxilo confiere al ndcleo de curcumina un balance hidrofébico/hidrofilico
adecuado para exhibir una solubilidad en agua muy superior a la de la curcumina.

Las reacciones de dendronizacion de la curcumina (en sus diferentes escenarios) se llevaron a
cabo en presencia del sistema de DCC/DMAP/DPTS, via reacciones de esterificacion, y las
reacciones de glutarizacion se llevaron a cabo en presencia de DMAP/NEt;, para esterificar el o
los fenoles con el anhidrido glutarico.

Para la obtencidon de la mono esterificacion de la curcumina con Ac.-D1G-P (dendrén de
primera generacién protegido), fue necesario explorar diferentes proporciones de materias
primas y volumenes de CH,Cl, que permitieran obtener el mayor rendimiento posible del
compuesto CurcMonoSust-D1G-P. El protocolo mas efectivo para la sintesis de este compuesto
incluye una estequiometria 1:1 de Ac.-D1G-P y curcumina, en 25 mL de disolvente para 0.271
mmol de esta ultima. Estas condiciones permiten esterificar solo uno de los fenoles de la
curcumina.

La sintesis de CurcDiSust-D1G-P, implicé agregar un exceso de D1G-P (dendrén de primera
generacion protegido) en una proporcién 1:3 entre la curcumina y el ceténido, ya que agregar
una equivalencia menor a ésta, implica la obtencién de una mezcla de productos
(CurcMonoSust-D1G-P y CurcDiSust-D1G-P) que no fue posible separar por técnicas
convencionales de cromatografia en columna.

En el caso de CurcDiSust.-D2G-P, solo se usd un ligero excedente de 0.1 equivalentes de Ac.-
D2G-P (dendrén de segunda generacion protegido), ya que es mas reactivo y eficiente que Ac.-
D1G-P para esterificar a los fenoles de la curcumina. Es tan reactivo que a pesar de varios
intentos de mono sustitucién, siempre se obtenia una mezcla separable de CurcDiSust.-D2G-P
y curcumina. Aparentemente los grupos protectores (dos por cada dendrdn) aumentan la
electrofilicidad de los carbonilos, presumiblemente por un efecto electroatractor del
heterociclo. Es interesante que, no obstante el aumento del impedimento estérico que implica
un aumento en la generacion del dendrén, la reactividad no se vea comprometida.

Por otro lado, la glutarizacidn de la curcumina, especificamente la mono glutarizacién, se llevo
a cabo tomando como punto de partida un protocolo ya reportado en la literatura; sin
embargo, fue necesario hacer modificaciones a este protocolo para obtener rendimientos mas
altos. Principalmente se vario la cantidad de NEt; para asegurar la total desprotonacién de la
curcumina (cambio de coloracidon de naranja (curcumina) a rojo (curcumina desprotonada))
con fenol desprotonado), y asi garantizar el ataque nucleofilico frente al carbonilo electrofilico

del anhidrido glutarico. En el caso de la di glutarizacidn, se siguié el mismo criterio “visual” que
asegurara el desplazamiento del equilibrio acido-base hacia la forma desprotonada de la

curcumina.

Para llevar a cabo la di glutarizacion, fue necesario partir del compuesto mono sustituido
(CurcMonoGlut.) ya que de no ser asi, el resultado es una mezcla de los productos
CurcMonoGlut. y CurcDiGlut. con muy bajos rendimientos del producto deseado.
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La purificacidn de estos curcuminoides se llevé a cabo de manera dptima usando una mezcla
de elucién para cromatografia en columna de 1,2-dicloroetano y Metanol 99:1 (ver seccidn
5.4).

Todos los curcuminoides obtenidos son sdélidos de colores que van del rojo oscuro al naranja
intenso, son sensibles a la degradacién al estar en contacto con la luz, asi como a altas
temperaturas (arriba de 80 °C); por lo que se recomienda mantenerlos alejados de la radiacién
solary refrigerados.

Todos los productos se caracterizaron por técnicas espectroscépicas comunes. En el caso de
RMN de *Hy *3C, la adquisicién fue realizada en DMSO-ds.

Los espectros de RMN-'H nos muestran que la curcumina y todos los curcuminoides se
encuentran tautomerizados de forma preferente hacia la estructura endlica. Es decir, que la
esterificaciéon de los fenoles no afecta la preferencia hacia este tautémero del nucleo de
curcumina en nuestros compuestos.

En la figura 17B se puede observar la pérdida de simetria por la mono sustitucién en el
compuesto CurcMonoSust.-D1G-P, comparado con el espectro de la curcumina (figural7A). En
primera instancia, el ambiente magnético de los grupos aromaticos y del protdn en posicidn
alfa a los carbonilos, es muy diferente a aquellos de la curcumina, esto se refleja en el cambio
de su desplazamiento y sobre todo en el aumento en la multiplicidad de sus sefiales.

El compuesto CurcDiSust.-D1G-P mantiene las mismas caracteristicas de simetria de Ia
curcumina, como se puede observar en su espectro de RMN-'H (figura 17C).

De los espectros de RMN-"3C, es notorio el cambio de desplazamiento del carbén cuaternario
del heterociclo sefalado con las flechas en la figura 17 después de la reaccién de
desproteccion (recuadros F y H en la esquina derecha de la figura 17), lo cual ofrece una
evidencia de que los procesos de desproteccidon se han llevado a cabo. En la figura 17D se
observa que en el espectro de RMN-"C de la curcumina no existe alguna sefial. Posterior a la
sustitucién de uno o ambos fenoles (figuras 17E y 17G) se observa la aparicién de la sefial del
carbdn cuaternario del heterociclo. Una vez llevada a cabo la desproteccién del ceténido con
Dowex® 50WX2 el desplazamiento de éste carbon aumenta significativamente a una mayor
desproteccidn. Desplazandose en ambos casos un aproximado de 10 ppm (figuras 17F y 17H).

La espectrometria de masas también ofrece informacion valiosa, sobre todo sugiere el posible
sitio de accion de los curcuminoides ante generadores de radicales libres.

En la figura 18 se muestra que el sitio donde ocurre la primera fragmentacion en la curcumina
(figura 18A) y en la CurcMonoSust.-D1G-0OH (figura 18B) es en el enlace del oxigeno del grupo
fendlico, esto concuerda con el marco tedrico revisado en los antecedentes’’ (pagina 18),
donde se expone que los fenoles de la curcumina son el sitio de accion preferente para la
captura de radicales libres.

"7 Barzegar A. Food Chemistry 2012, 135, pp. 1369-1376
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Sin embargo, en el caso de CurcDiSust.-D2G-OH, el mejor escenario que explica la
fragmentacién por la interaccion con un generador de radicales (en este caso la fuerza
ionizante de la técnica de masas), es aquel en donde se lleva a cabo la ruptura de enlace en el
anillo aromatico (figura 18C).

Cabe sefialar que esta evidencia de masas demuestra que los fragmentos que se generan para
esta molécula son escasos, ya que en el rango de 460 y 1070 m/z, solo aparecen tres sefiales
correspondientes a [1066 (contribucidn isotépica de M* y M™-H)], [615] y [460] (iones
propuestos en la figura 18C), las tres con implicaciones importantes, ya que esto sugiere
fuertemente que esta molécula puede generar radicales estables. Todos los compuestos estan
caracterizados en la seccidon de espectroscopia y espectrometria (anexo al final de la tesis).
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Figura 17.

Comparacion de los espectros de RMN de H % 3¢ entre los compuestos curcumina, CurcMonoSust.-D1G-P y
CurcDiSust.-D1G-P. Los espectros de RMN-'H A,B y C describen los efectos en la simetria por la mono y di
sustitucién de la curcumina con el D1G-P (dendrén de primera generacidn); del lado izquierdo se presentan las
sefiales correspondientes al desplazamiento del grupo endlico de los curcuminoides. Del lado derecho se muestran
los espectros de RMN-"C que demuestran la esterificacién con D1G-P (Ey G), y la posterior desproteccién del
cetonido para obtener los hidroxilos en la periferia D1G-OH (F y H). Espectro A: (400 MHz, DMSO-dg), espectros By
C: (300 MHz, DMSO-dg)
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Espectrometria de masas de los compuestos curcumina, CurcMonoSust.-D1G-OH y CurcDiSust.-D2G-OH en la cual
se observa la estabilidad de los radicales de CurcDiSust.-D2G-OH. Tanto la curcumina como CurcMonoSust.-D1G-
OH, generan fragmentaciones en la misma region del oxigeno del fendlico. Sin embargo el patrén de fragmentacion
descrito por CurcDiSust.-D2G-OH se explica con una ruptura en el anillo aromatico donde 1066 corresponde a la
sefial M" y M*-1 asociada a la contribucién de la abundancia isotdpica. Lo cual sugiere que éste es el sitio donde se
genera la especie radicalaria orgdnica estable para esta molécula. Espectros Ay B: Inyeccidn directa, tipo de
ionizacion El+. Espectro C: Inyeccidn directa, tipo de ionizacion FAB+.
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6.2 Voltamperometria ciclica

Reduccion monoelectrénica de oxigeno (experimentos realizados por el Dr. Julio Aguilar
Cordero en el Laboratorio 3C del Edificio A de la Fac. de Quimica UNAM) .

Para corroborar la formacion del radical superdxido en solucién, directamente relacionada con
un proceso monoelectrénico, se compararon las intensidades de pico tedricas determinadas
con la ecuacién de Randles y Sevcik (ecuacidn 1) para el sistema O, + e > 0,", con las
determinadas experimentalmente en este estudio para el mismo sistema.

ip = 0.4463nACF(nFDv/RT)"?

Ecuacion 1.

Dénde:

ip = corriente maxima en Ampers

n = numero de electrones transferidos en la reaccién redox (en este caso 1)
A = drea del electrodo en cm’

C = concentracién en mol / cm?®

F = constante de Faraday en C/ mol

v = velocidad de barridoenV /s

D = coeficiente de difusién en cm?®/s

R = constante de gases en VC K™ mol™

T =temperatura en K

Para realizar esta comparacién primero es necesario realizar una busqueda bibliografica del
coeficiente de difusién; D, de la ecuacidon 1 para O, en DMSO. Los valores informados en la
literatura para este coeficiente (en percloratos de tetrabutilamonio o de tetraetilamonio), y la
solubilidad de O, en DMSO saturado con aire son iguales a 2.23x10° cm” s (2.8x10° cm’s!) y
4.5x10* M atm™ respectivamente78.

Para un electrodo de disco de carbono vitreo de 0.15 cm de radio, con una rapidez de barrido
de 0.1V s™, usando los valores mostrados anteriormente para la concentracién y el coeficiente
de difusiéon de O, en DMSO, la corriente de pico de reduccion, estimada usando la ecuacion de
Randles y Sevcik (ip = 0.4463nACF(nFDv/RT)"?), es igual a 14.2 pA asumiendo un valor de n
igual a 1. Si n fuese igual a 2, el valor de i,. esperado seria de 40.2 pA.

En un experimento voltamperométrico tipico para el sistema [Fe(CN)¢]> + e >[Fe(CN)¢]™, la
corriente de pico de oxidacion de [Fe(CN)s]™ 2 mM sobre un electrodo de carbono vitreo de
0.071 cm? de area, en DMSO conteniendo ademds TBAP 0.1 M, obtenida a una velocidad de
barrido de 100 mV s (igual a 24.3 pA), es igual al 92% de la esperada tedricamente a 22 °C
para el intercambio de un electrén por molécula de [Fe(CN)¢]™. El cociente de la corriente de
pico anddica experimental entre el producto de concentracidon por la raiz cuadrada de la
rapidez de barrido por el drea por el coeficiente de difusion es igual a 2.493x10° A mol™ s V2,

Tomando este resultado en cuenta podemos decir que para una disolucién de O, en DMSO se
obtiene una corriente de pico catddica igual a 9.53 pA usando un electrodo de carbono vitreo
de 0.071 cm? de area, a 22 °C. La corriente de pico (estimada a 1 atm) para un intercambio

8. Bollo ; P. Jara-Ulloa ; S. Finger ; L.J. Nufiez-Vergara ; J.A. Squella J. Electroanal. Chem. , 2005, 577 (2),
pp. 235-242. Fujinaga, T. ; Isutzu, K. ; Adachi, T. Bull. Chem. Soc. Japan , 1969, 42, pp. 140-145. Johnson
H.L.; Pool K.H. ; Hamm R.E. Anal. Chem. , 1966, 38, pp. 183-185.
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monoelectrénico es 12.9 pA, mientras que para uno bielectrénico es de 36.4 pIA. Si se asume
que la presién atmosférica es sdlo de 0.76 atm (a la altura de la Ciudad de México), la
concentracién de oxigeno en DMSO equilibrado con aire debe ser cercana a 3.4x10” mol cm™
y la corriente de pico catédica monoelectrénica calculada es igual a 9.83 pA, es decir, un
103% el valor experimental. Esto es una clara indicacién de que la reduccidon de oxigeno en
DMSO que estamos estudiando es la reduccién monoelectrénica a superéxido. El cociente de
la corriente de pico anddica experimental entre el producto de concentracién por la raiz
cuadrada de la rapidez de barrido por el drea por el coeficiente de difusién es igual a 2.62x10°

A mol™ s V2, mientras que el valor teérico debe ser (para n = 1) igual a 2.7x10° A mol™ s V2,

A continuacidn se presenta la tabla 1 con los valores usados y calculados en ambos casos.

Ferroceno
CFc(exp, calc) 0.00199957 M

CFc/(mol cm™) 2.00E-06

A/cm? 0.071

DFc/(cm?s™) 4.70E-06 F 96485.34 C mol™

n 1 R 8.314 J (mol K)*
v/(Vs™?) 1.00E-01 T 295.15 K
ipcalc/A 2.63E-05 ipexp/ipcalc | 9.23E-01

ipexp/A 2.43E-05 Dcalc 4.05E-06 cm’st

ipexp/(AC(Dv)"?) | 2.493E+05

Oxigeno

CO,(estimada) 4.50E-04 M Preducida 0.763157895
CO,/(molcm™) | 3.43E-07

A/cm’ 0.071

DO,/(cm*s™) 2.23E-05 F 96485.34 C mol™

n 1 R 8.314 J (mol K)™*
v/(Vs™?) 1.00E-01 T 295.15 K

ipcalc/A 9.83E-06 ipexp/ipcalc | 9.70E-01

ipexp/A 9.53E-06 Dcalc 2.12E-05 cm?s?

ipexp/(AC(Dv)"?) |2.618E+05

Tabla 1.
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Actividad antioxidante de los curcuminoides sintetizados en éste estudio para neutralizar al
radical superoxido.

La actividad antioxidante de los curcuminoides sintetizados en este trabajo fue evaluada de
acuerdo a su reactividad ante el radical superdxido, siguiendo un protocolo de formacién y
monitoreo de este radical via voltamperometria ciclica en DMSO (ver seccidn 5.2 en seccion
experimental).

Cada uno de estos mecanismos por los cuales los curcuminoides sintetizados reaccionan con el
radical superdxido, puede ser identificado en voltamperometria ciclica, monitoreando los
cambios en las corrientes anddica y catddica.

Mecanismo de donacidn directa de electrones (DE).

En el caso del mecanismo de donacidn directa de electrones (DE), los cambios esperados son:
disminucién de la corriente anddica y disminucion de la corriente catddica, segun el esquema
13, donde el antioxidante Acido ascérbico captura radicales libres mediante el mecanismo de
DE. La figura 16 ilustra claramente este tipo de mecanismo.

0,+e > 0,* (a)
HO H

HO - 200 HO/,HO o HQ,HO e}
20,* + J\g:\( - [How’-q -20,*7] = 2H02‘+H0Jﬂ (b)
Hg B HG  OH o ©
Acido ascérbico Acido
dehidroascérbico
Esquema 13.

Mecanismo de donacidén directa de electrones (DE). En este esquema se observa como en la etapa (b) como se
oxidan cada uno de los enoles a cetonas donando dos electrones en el proceso de oxidacidn; asi como dos protones
el resultado es la formaciéon de dos equivalentes de la base conjugada del peréxido de hidrégeno (HO,).

El ciclo inicia con la reduccion de oxigeno elemental al radical superéxido (esquema 12a), hasta
llegar a una concentracién maxima de este radical, que es detectada en el cdtodo. Conforme
aumenta la concentracién del antioxidante (Acido ascérbico), la concentracién del radical
disminuira al formarse un aducto entre ambas especies (esquema 12b), es aqui donde la
reduccion del superdxido de lleva a cabo para generar la base conjugada del perdxido de
hidrégeno (HO,™), que al no dismutar en oxigeno elemental, provoca que la magnitud de
ambas corrientes (catédica y anddica) disminuya conforme aumente la concentracién del
antioxidante. Al no existir un donador de protones, la reaccidn concluye en estas dos etapas.
La figura 16 ilustra el mecanismo antes descrito.
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Figura 16.

Voltamperograma del radical superdxido y su captura con Acido ascérbico. Mecanismo de donacién directa de
electrones (DE). Este voltamperograma fue adquirido experimentalmente para corroborar los cambios en las
intensidades de corriente reportados en la literatura. Se puede observar una disminucién en la intensidad de

corriente catédica en el proceso de reduccién de superéxido, conforme se adicionan alicuotas de Acido ascérbico a
la solucién (desde 0x10” M hasta 50x10’5M). Asi mismo se observa una disminucién de la corriente anddica durante
la adiciéon de dichas alicuotas. Adicionalmente a entre -0.051 y -0.55 V se observa una sefial correspondiente a la
reaccién quimica acoplada a la reaccién principal (O, + e = 0,") correspondiente a: 0, + H' +&* > HOZ'.13 Esta
reaccion ocurre debido a la donacidn de protones del acido ascérbico al sistema.

Mecanismo de transferencia de proton (TP).

Por otro lado, el mecanismo de transferencia de protén (TP) implica una disminucién de la
corriente anddica, asi como un incremento en la corriente catddica; un registro de corrientes
diferente al mecanismo analizado con anterioridad. Esto es explicado de manera grafica con
ayuda del esquema 14.

O,+e - 0,* (a)

o=

0, + :\ - HO,* +

: Curcumina
Curcumina desprotonada
HO,* + 0,*" > HO,™ + 0, (c)

Esquema 14
Mecanismo de transferencia de protén (TP). En la etapa (b) del proceso se observa como el radical superéxido
abstrae de la curcumina un protdn para generar el radical hidroperoxilo que en la etapa (c) del proceso dismuta al
reaccionar con otra molécula del radical superoxido para generar la base conjugada del perdxido de hidrégeno
(HO,) y oxigeno elemental.
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La primera etapa de la reaccién (esquema 14b) muestra claramente la reaccion acido—base
entre curcumina y el radical superdxido que posee un cardcter basico. Como resultado de esta
reaccidn es generado el radical hidroperoxilo (HO,") que posee la capacidad de reaccionar con
otro radical superdxido (esquema 14c), oxidandolo a oxigeno elemental; es decir, abstrae un
electron de éste, para formar un anidn mas estable (la base conjugada del perdxido de
hidrégeno).

Como se observa en el esquema 13c, no se regenera el radical superéxido al final del proceso,
lo que significa que el radical serd consumido y por lo tanto no serd oxidado en el danodo,
disminuyendo asi la magnitud de la intensidad eléctrica en la corriente anddica; por el
contrario, existe una regeneracion de oxigeno elemental que podra ser reducido de nuevo por
el catodo, aumentando de esta manera la intensidad de la corriente catddica.

La figura 17 muestra el comportamiento esperado para un analito que reduce al radical
superoxido via un mecanismo de TP.
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Figura 17.

Voltamperograma del radical superdxido y su captura con curcumina. Mecanismo de transferencia de protén (TP).
Este voltamperograma fue adquirido experimentalmente para corroborar los cambios en las intensidades de
corriente reportados en la literatura. Se puede observar un amento en la intensidad de corriente catddica en el
proceso de reduccion de superodxido, conforme se adicionan alicuotas de curcumina a la solucién (desde 0x10° M
hasta 50x10'5M). Asi mismo se observa una disminucién de la corriente anddica durante la adicién de dichas
alicuotas.

Mecanismo de trasferencia de atomo de hidrégeno (TAH).

Finalmente, en el mecanismo de trasferencia de atomo de hidrégeno (TAH) se espera
solamente la disminucidn de la corriente anddica, obedeciendo el proceso representado en el
esquema 15.

El mecanismo inicia con el consumo del oxigeno en disolucion para formar al radical
superoxido (esquema 14a), para posteriormente reaccionar con CurcDiSust.-D2G-OH que
genere radicales libres a partir de la donacion de un atomo de hidrégeno, formandose el
radical [CurcDiSust.-D2G-OH]" (esquema 14b). Este es un proceso muy similar al de la donacién
directa de electrones, sin embargo existe una reaccién acido-base adicional por parte de otra
molécula de CurcDiSust.-D2G-OH, lo cual implica que no habrd regeneracién de radical
superéxido para ser detectado después de la oxidacién en el anodo, disminuyendo asi la
corriente anddica. La corriente catddica permanecerda sin cambios dado que cada ciclo
consumird una cantidad constante de oxigeno en disolucién.
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Esquema 15
Mecanismo de transferencia de dtomo de hidrégeno (TAH). Este esquema propone que es durante la etapa (b) del
proceso donde se genera un complejo entre el radical superéxido y CurcDiSust.-D2G-OH. Posterior a la formacién
de este complejo se lleva a cabo la transferencia de atomo de hidrégeno para formar la base conjugada del
peroxido de hidrégeno (HO,) y el radical orgénico estable [CurcDiSust.-D2G-OH]e.
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La figura 18 muestra el comportamiento esperado para un analito que reduce al radical
superdxido via un mecanismo de TAH.
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Figura 18.

Voltamperograma del radical superodxido y su captura con CurcDiSust.-D2G-OH. Mecanismo de transferencia de
atomo de hidrégeno (TAH). Este voltamperograma demuestra experimentalmente la disminucion en la intensidad
de pico anddico conforme aumenta la concentracion de CurcDiSust.-D2G-OH, mientras que los cambios en la
corriente catddica son muy pequeiios a bajas concentraciones y practicamente nulos a concentraciones mayores.

A continuacién mostramos el andlisis de cada compuesto estudiado por voltamperometria
ciclica.

6.3 Analisis de i,(0,/0,") vs. Concentracion de curcuminoides

El interés en el estudio voltamperométrico consiste en evaluar la eficiencia antioxidante de
nuestros compuestos, asi como indagar cualitativamente cuales son los mecanismos que
operaran cuando reaccionen con el radical superdxido.

La organizacion de los curcuminoides para su andlisis con el radical superéxido obedece a
caracteristicas estructurales, grupos funcionales y reactividad quimica conocida. Todos seran
comparados tomando como referencia el comportamiento voltamperométrico de Ia
curcumina. Asi mismo se llevard a cabo una comparacién con el Acido ascérbico” (un
antioxidante por excelencia). Se discutird también la voltamperometria ciclica de la piperina®,
reportada como potenciadora de la actividad antioxidante de la curcumina), asi como del acido
pipérico, como un posible metabolito de la piperina.

A de Santiago Zarate. Miniaturizacion, Disefio y Caracterizacion de Metodologias Electroanaliticas y

Opticas para el Area de Quimica Farmacéutica Bioldgica. Tesis de Licenciatura. Facultad de Quimica.

UNAM 2002.

Baeza, Alejandro. Documento de apoyo: Principios de Electroquimica Analitica. (2004) Pags. 2-18.

Disponible en linea: http://mx.geocities.com/electroquimika/

Baeza, Alejandro. Documento de apoyo: Electroquimica Analitica, estado del arte. (2006) Pags. 1-12.

Disponible en linea: http://mx.geocities.com/electroquimika/

% Shoba G. ;Joy D. ;Joseph T. ; Majeed M. ; Rajendran R. ; Srinivas P. S. S. R. Planta Med. 1998, 64(4)
pp. 353-356.
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Observaciones generales

Todos los compuestos sintetizados en este proyecto exhibieron una reactividad importante
frente al radical superdxido, con diferentes mecanismos y eficiencias. De acuerdo a los
cambios observados para las corrientes de pico para el sistema (0,/0,") no hay evidencia
experimental de una donacidn directa de electrén (DE), mostrando mas bien comportamientos
asociados a los mecanismos de transferencia de protén (TP) o transferencia de atomo de
hidrégeno (TAH).

Los compuestos sintetizados presentan caracteristicas antioxidantes diferentes a las de Ia
curcumina. Los resultados muestran claramente que la modificacidn quimica de los fenoles de
la curcumina, pueden direccionar de manera directa la forma de reaccionar ante el radical
superoxido, ya sea por TP o TAH. A continuacion se muestra el andlisis voltamperométrico,
tomando en consideracion las siguientes modificaciones sistematicas de la curcumina: mono 6
di sustitucion (MonoSust y DiSust), sustitucion con dendrones de primera o segunda
generaciones (D1G y D2G), grupos terminales protegidos y desprotegidos (-P y —OH) y mono 6
di glutarizacion (MonoGlut. Y DiGlut.), en donde queda de manifiesto que la acidez o polaridad
del sustituyente juegan un papel muy importante.

6.3.1 Andlisis de i,(0,/0,") vs. Concentracién de curcuminoides de acuerdo al nimero de
sustituciones de dendrones de primera generacion (Tabla 2)

Los resultados muestran un comportamiento muy interesante (Grafica 1), ya que la curcumina
ante el radical superdxido muestra claramente caracteristicas de TP; de igual manera el resto
de los compuestos exhiben este comportamiento, con la diferencia de que sus intensidades de
pico catddico son menores y sus intensidades de pico anddicas son mayores respectivamente
al voltamperograma del radical superdxido en presencia de curcumina. Esto de manera general
significa dos cosas, que la capacidad acida (TP) de los curcuminoides disminuyd, asi como su
eficiencia para reaccionar frente al radical superdxido. De manera ilustrativa también se
muestra el voltamperograma del compuesto CurcMonoSust.-D1G-P (Gréfica 1), ya que es
aquel que ilustra mejor el comportamiento de este analisis, consistentemente se puede
observar los cambios en aumento de corriente catddica correspondientes al mecanismo de TP.

o OH

_O O A NS O O
HO OH
curcumina

0 OH O OH
/OMO\ _O ™ N O
O O O O O 0
HO Oﬁb HO Oﬁb
o% OH

CurcMonoSust.-D1G-P CurcMonoSust.-D1G-OH >
o o 0 H/ o O OH
/ F ~ _0 N NG O
T > > 1, 7? (. C ol
>IO‘0 03< Hc)Ho OHOH
CurcDiSust.-D1G-P CurcDiSust.-D1G-OH
Tabla 2.
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Los resultados voltamperométricos de la reaccidon del radical superdxido en presencia de
curcumina, CurcMonoSust.-D1G-P, CurcMonoSust.-D1G-OH, CurcDiSust.-D1G-P y CurcDiSust.-
D1G-OH fueron normalizados y graficados utilizando el programa Origin para su analisis, donde
ip/ip, estd definida como el cociente: intensidad de pico con analito / intensidad de pico sin
analito para cada corriente (Cat. : Catddica y An. : Anddica). Ambas intensidades de corriente
son dependientes de la concentracién del analito (Grafica 1).

Haciendo un andlisis de la corriente catdédica de manera particular, se observa una
dependencia de la concentracién para el comportamiento de TP de cada uno de los
compuestos. En el caso particular de CurcDiSust.-D1G-OH se observa que por debajo de
4.0x10™ M, exhibe un comportamiento similar al de CurcMonoSust.-D1G-P, sin embargo una
vez superada esta concentracién, CurcDiSust.-D1G-OH es el curcuminoide con mayor
tendencia a la TP (sin llegar a superar a la curcumina).

La dependencia mas significativa a la concentracidn corresponde a CurcDiSust.-D1G-P, ya que
anterior a 2.0x10™ M exhibe comportamiento similar al resto de los compuestos, una vez
superada ésta concentracidn su capacidad acida también disminuye. Lo que sugiere una ligera
tendencia a actuar hacia un comportamiento diferente a TP.

Para el caso de CurcMonoSust.-D1G-P y CurcMonoSust.-D1G-OH se observa una dependencia
a la concentracidn significativamente menor al resto de los compuestos.

En la Tabla 3 se observa el comportamiento de TP de estos compuestos como funcidn de la
concentracién tomando como referencia a la curcumina.

Tendencia al comportamiento TP en funciéon de la concentracion.

Concentracidn 0<2.0x10™* M 2.0x107<4.5x10™* M 4.5x107<5.0x10™* M
Mayor
tendencia a curcumina curcumina curcumina
TP

CurcDiSust.-D1G-P

CurcMonoSust.-D1G-P

CurcDiSust.-D1G-OH

CurcMonoSust.-D1G-P

CurcDiSust.-D1G-OH

CurcMonoSust.-D1G-P

CurcDiSust.-D1G-OH

CurcMonoSust.-D1G-OH

CurcMonoSust.-D1G-OH

Tendencia de

CurcMonoSust.-D1G-OH

CurcDiSust.-D1G-P

CurcDiSust.-D1G-P

TP aTAH

Tabla 3.

Un analisis de la corriente anddica muestra cual es la eficiencia de los compuestos para
neutralizar al radical superdxido. La curcumina ostenta la mayor habilidad para reaccionar con
dicho ion en el mayor rango de concentraciones de la experimentacién. Para CurcMonoSust.-
D1G-OH se observa que a bajos niveles de concentraciéon, presenta una reactividad
ligeramente mayor hasta 1.0x10™ M, posterior a los 2.5x10* M se genera un cambio aun
mayor en la pendiente de la corriente anddica, lo que implica una disminucién de su eficiencia
de neutralizar al radical superdxido. CurcMonoSust.-D1G-P muestra un comportamiento
constante a lo largo de las variaciones de concentracion, siendo la segunda mas eficiente
después de 2.5x10™ M. CurcDiSust.-D1G-P muestra una menor capacidad reactiva ante el
radical superdxido con una menor dependencia a la concentracién. En el caso de CurcDiSust.-
D1G-OH se observa el comportamiento mas interesante, ya que a concentraciones diluidas
(anteriores de 1.25x10" M) mantiene un comportamiento similar al de los demas
curcuminoides. Sin embargo, entre 1.75x10™ y 3.25x10* M muestra la menor actividad de
todos los analitos. Este comportamiento queda resumido en la Tabla 4.
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Eficiencia en funcién de la concentracion.

Concentracin 0<1.5x10" 1.5x10%<3.5x10* | 3.5x10“<4.5x10* | 3.5x10"<4.5x10™
M M M M
Mas eficiente CurcMonoSust.- curcumina curcumina curcumina
D1G-OH
curcumina CurcMonoSust.- | CurcDiSust.-D1G- | CurcMonoSust.-
D1G-OH OH D1G-P
CurcMonoSust.- CurcMonoSust.- CurcMonoSust.-
D1G-P D1G-P D1G-P i
CurcDiSust.- CurcDiSust.-D1G- | CurcMonoSust.-
D1G-OH p D1G-OH i
Menos CurcDiSust.- CurcDiSust.-D1G- | CurcDiSust.-D1G- CurcDiSust.-
eficiente D1G-P OH P D1G-OH
Tabla 4.
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6.3.2 Analisis de i,(0,/0,") vs. Concentracién de curcuminoides de acuerdo a la generacién de
dendrones (primera y segunda generacion) di sustituidos en la curcumina (Tabla 5)

CurcDiSust.-D1G-P CurcDiSust.-D1G-OH

o} OH ? OH
O X NG O O. Y a4 0.
o o HO
o
;*O O\% HO, ;/((\OH

HO OH

CurcDiSust.-D2G-P CurcDiSust.-D2G-OH

Tabla 5.

Los resultados voltamperométricos de la reaccidon del radical superdxido en presencia de
curcumina, CurcDiSust.-D1G-P, CurcDiSust.-D1G-OH, CurcDiSust.-D2G-P y CurcDiSust.-D2G-OH
fueron normalizados y graficados utilizando el programa Origin para su analisis, donde ip/ipo
esta definida como el cociente: intensidad de pico con analito [ intensidad de pico sin analito
para cada corriente (Cat. : Catddica y An. : Anddica). Ambas intensidades de corriente son
dependientes de la concentracion del analito (Grafica 2).

Existe una evidente tendencia en la disminucién de la pendiente catddica de cada uno de los
curcuminoides como funcién de la generacidon del sustituyente, hasta transformar por
completo el comportamiento de reaccidn del ndcleo de curcumina, de transferencia de protdn
a transferencia de atomo de hidrégeno. En la Grafica 2 se observa el voltamperograma de
CurcDiSust.-D2G-0OH, se puede observar claramente la magnitud del cambio en la corriente
anddica y la permanencia de la intensidad de corriente en el pico catddico.

Tomando como referencia a la curcumina, el curcuminoide con mayor tendencia al
comportamiento TP es CurcDiSust.-D1G-OH, lo que supondria que eliminar los grupos
ceténidos protectores en el compuesto CurcDiSust.-D2G-OH, deberia de aumentar dicho
comportamiento del nucleo de curcumina, ya que aumentaria la polaridad de la molécula; sin
embargo, los resultados experimentales muestran lo contrario. Gratificantemente CurcDiSust.-
D2G-OH muestra una clara tendencia a mantener constante la pendiente de la corriente
catdédica a concentraciones superiores a 1.5x10™ M, y casi imperceptible a concentraciones
menores a ésta, demostrando que la variacion del sustituyente en la curcumina podria
modular el mecanismo de accion frente al radical superdxido. Este comportamiento queda
resumido en la Tabla 6.

[74]




Tendencia al comportamiento TP en funcidn de la concentracion.

4
Concentracién 0<1'I?/|Xlo 1.5x10<4.5x10* M | 4.5x10<5.0x10* M
Mayor tendencia a TP curcumina curcumina curcumina

Tendencia intermedia a TP

CurcDiSust.-D1G-P

CurcDiSust.-D2G-P

CurcDiSust.-D1G-OH

CurcDiSust.-D2G-P

CurcDiSust.-D1G-OH

CurcDiSust.-D2G-P

CurcDiSust.-D1G-OH

CurcDiSust.-D1G-P

CurcDiSust.-D1G-P

Menor tendencia a TP

CurcDiSust.-D2G-OH

Total preferenciaa
TAH

CurcDiSust.-D2G-OH

CurcDiSust.-D2G-OH

Tabla 6.

La disminucién de la corriente anddica es observada en todos éstos; sin embargo, es
importante mencionar que en esta ocasién, existe un compuesto con una pendiente menor a
la de la curcumina. Esta corriente anddica pertenece a CurcDiSust.-D2G-OH, y se puede
relacionar con un mecanismo diferente, y también es mas eficiente para neutralizar al radical
superéxido, en comparacién con la curcumina. Estas caracteristicas quedan resumidas en la

Tabla 7

Eficiencia en funcién de la concentracion.

Concentracién 0<1.5x10™ 1.5x10%<3.5x10™* | 3.5x10“<4.5x10™ | 4.5x10%<5.0x10™
M M M M
Mas eficiente CurcDiSust.- CurcDiSust.-D1G- | CurcDiSust.-D2G- | CurcDiSust.-D2G-
D2G-OH OH OH OH
curcumina curcumina curcumina curcumina
CuDril(D;_S(;JI:t.— CurcD|SL;st.—DlG— Curchs(;JI:t.—DlG- CurcDiSust.-D2G-P
CurcDiSust.- CurcDiSust.-D2G- | CurcDiSust.-D2G- | CurcDiSust.-D1G-P
D1G-P P p .
Menos . . . .
oficiente CurcDiSust.- CurcDiSust.-D1G- | CurcDiSust.-D1G- | CurcDiSust.-D1G-
D2G-P OH P OH
Tabla 7.
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6.3.3 Andlisis de i,(0,/0,") vs. Concentraciéon de curcuminoides de acuerdo al ndmero de
sustituyentes y a la acidez de los grupos funcionales (Tabla 8)

HO o oj\/\j\OH Hoj\/\/io

CurcMonoGlut. CurcDiGlut.

Tabla 8.

Los resultados voltamperométricos de la reaccién del radical superdxido en presencia de
curcumina, CurcMonoGlut. y CurCDiGlut fueron normalizados y graficados, utilizando el
programa Origin para su analisis, donde ip/ipo esta definida como el cociente: intensidad de
pico con analito [ intensidad de pico sin analito para cada corriente (Cat. : Catddica y An. :
Anddica). Ambas intensidades de corriente son dependientes de la concentracién del analito
(Gréfica 3).

Para el analisis de la corriente catddica se observan los comportamientos esperados, dados los
espaciadores acidos enlazados al ntcleo de curcumina. La presencia de los acidos carboxilicos
aumenta la tendencia al comportamiento de TP para ambos curcuminoides, superando a la
curcumina misma. Esto sugiere que es la donacién de protdén por parte del grupo acido quien
participa en la reaccién con el radical superdxido. Aunque CurcDiGlut posee dos grupos acidos,
es CurcMonoGlut. La que posee una pendiente ligeramente mayor en el mayor rango de
concentraciones con una mayor actividad de TP. Es interesante mencionar que en el caso de la
corriente catddica se observa un comportamiento consistente con lo esperado al aumentar el
numero de grupos acidos presentes en la molécula. Estas caracteristicas quedan resumidas en
la Tabla 9.

Tendencia al comportamiento TP en funciéon de la concentracion.

Concentracién 0<1.5x10™* M 1.5x10%<4.5x10™* M 4.5x10"<5.0x10* M
CurcDiGlut CurcDiGlut CurcDiGlut
Mayor tendencia
aTP
CurcMonoGlut CurcMonoGlut CurcMonoGlut
Tendenciaa TP curcumina curcumina curcumina
Tabla 9.
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Gréfica 3.

Curvas Voltamperométricas de curcumina, CurcMonoGlut. y CurcDiGlut. asi como el voltamperograma de
CurcMonoGlut. Donde ip/ipo esta definida como: intensidad de pico con analito / intensidad de pico sin analito para
cada corriente (Cat. : Catddica y An. : Anddica). Todos exhiben un mecanismo de TP y CurcMonoGlut. es mas
eficiente que la curcumina para capturar al radical superdxido se presenta su voltamperograma que muestra dicho
comportamiento.
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En el caso de la corriente anddica la eficiencia es significativamente diferente para cada uno de
estos compuestos, ya que existe una dependencia de la concentracién para neutralizar al
radical superéxido. Es CurcMonoGlut. quien exhibe la mayor capacidad antioxidante de todos
los compuestos curcuminoides estudiados hasta el momento. En la Grafica 3 se muestra el
voltamperograma de CurcMonoGlut. En él se puede observar la magnitud de cambio tan
significativa en la corriente anddica, superada por la CurcDiGlut a concentraciones menores a
1.5x10*mM. Este comportamiento queda resumido en la Tabla 10.

Eficiencia en funcidn de la concentracién.

Concentracion

0<1.5x10"* M

1.5x10"<3.5x10* M

3.5x10<4.5x10* M

Mas eficiente

CurcDiGlut.

CurcMonoGlut. (muy
alta eficiencia)

CurcMonoGlut. (muy
alta eficiencia)

CurcMonoGlut.

CurcDiGlut.

CurcDiGlut.

Menos

curcumina

curcumina

curcumina

eficiente

Tabla 10.

6.3.4 Andlisis de i,(0,/0,") vs. Concentracidn de curcumina, acido ferdlico y acido succinico,
comparacion entre a la acidez y caracteristicas estructurales (Tabla 11)

curcumina

~© ~ HO
OH OH

HO O
acido ferulico acido succinico

Tabla 11.

Los resultados voltamperométricos de la reaccion del radical superdoxido en presencia de
curcumina, acido ferdlico y acido succinico fueron normalizados y graficados utilizando el
programa Origin para su analisis, donde ip/ipy estd definida como el cociente: intensidad de
pico con analito [ intensidad de pico sin analito para cada corriente (Cat. : Catddica y An. :
Anddica). Ambas intensidades de corriente son dependientes de la concentracién del analito
(Gréfica 4).
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Gréfica 4.

Curvas Voltamperométricas de curcumina, acido ferulico y 4cido succinico asi como el voltamperograma de acido
ferdlico. Donde ip/ip, esté definida como: intensidad de pico con analito / intensidad de pico sin analito para cada
corriente (Cat. : Catddica y An. : Anddica). Todos exhiben un mecanismo de TP y el 4cido ferulico es mas eficiente
que la curcumina para capturar al radical superéxido. Se presenta el voltamperograma del 4cido ferulico quien
exhibe un mecanismo combinado de TAH y TP.
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Para entender mejor la accidn antioxidante de la estructura de la curcumina (pKa;: 7.8, pKa,:
8.5 y pKas: 9.0 en agua a 24 °C), ésta fue comparada con dos acidos organicos diferentes, el
acido succinico (pKaj: 4.2 y pKa, 5.6 en agua a 24 °C) y el acido ferulico (pKa: 4.58 en agua a 24
°C). Ya que el acido ferulico ademds de tener la posibilidad de donar protones, también
comparte una similitud estructural con la curcumina. En primera instancia se puede observar
qgue el acido succinico muestra una actividad TP, muy similar al de la curcumina, como lo
muestra la corriente catddica (Grafica 4) a pesar de tener una significativa diferencia en sus
valores de pKa, esto probablemente atribuido a que la experimentacién no se llevd cabo en
agua (donde son reportados estos valores de pKa) sino en DMSO, esto implica diferentes
valores de disosiacién para estos compuestos®. Asi mismo se podria especular en la formacién
de dimeros o la interaccién con fuerzas débiles que alteren dicha reactividad. Para el acido
ferdlico se observa una clara diferencia en su reactividad con el radical superdxido. La
corriente catédica muestra una pendiente menor a la curcumina, como puede constatarse en
el voltamperograma de la Grafica 4 (a pesar de que el acido ferulico posee una acidez superior
a la curcumina segun los valores de pKa reportados en la literatura), lo que sugiere una
tendencia a un comportamiento menos 4cido, sin embargo es el mecanismo de TP el
predominante pues se registra un cambio medible en la corriente de pico catédico. Estas
caracteristicas quedan resumidas en la Tabla 12.

Tendencia a la transferencia de protén en funcién de la concentracién (TP).

Concentracion 0<1.5x10* M 1.5x10<4.5x10* M 4.5x10"<5.0x10* M
curcumina curcumina curcumina
Mayor tendencia
aTP
acido succinico acido succinico acido succinico
Menor . - . - . -
. acido ferulico acido ferulico acido ferulico
Tendencia a TP
Tabla 12.

Asi mismo se observa una eficiencia similar entre los tres analitos hasta 2.0x10™ M en la que se
registra un ligero aumento de la misma, posterior a esta concentracién. Esto resalta la
importancia del grupo fendlico en el analito de estudio. El acido succinico muestra una
eficiencia andloga a la de la curcumina. Este comportamiento queda resumido en la Tabla 13.

Eficiencia en funcidn de la concentracion.

Concentracién 0<2.5x10™*M 2.5x10<3.5x10™* M 3.5x10<4.5x10™* M
Mas eficiente curcumina acido ferulico acido ferulico
acido succinico curcumina curcumina
Menos . - . . . . ;.
- acido ferulico acido succinico acido succinico
eficiente
Tabla 13.

* Tonnesen H. H. ; Masson M. ; T. Loftsson, Inter. J. of Pharm. , 2002, 244 (1-2), pp. 127-135. Meylan
W.M. ; Howard P.H. ; Environ. Toxicol. Chem. 1991 ,10, pp. 1283-1293
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6.3.5 Anadlisis de i,(0,/0,") vs. Concentracién de curcumina, piperina y dcido pipérico, para
corroborar su potencial actividad antioxidante (Tabla 14)

0
<O O

piperina acido pipérico
Tabla 14.

Los resultados voltamperométricos de la reaccidon del radical superdxido en presencia de
curcumina, piperina y acido pipérico fueron normalizados y graficados utilizando el programa
Origin para su analisis, donde ip/ipo esta definida como el cociente: intensidad de pico con
analito / intensidad de pico sin analito para cada corriente (Cat. : Catddica y An. : Anddica).
Ambas intensidades de corriente son dependientes de la concentracidn del analito (Grafica 5).

Segun la literatura, existe una potenciacion del efecto clinico de la curcumina en presencia de
la piperina, presumiblemente por un efecto sinérgico metabdlico entre ellas®. Tomando esto
en cuenta se decidid estudiar a la piperina por voltamperometria, para evaluar su posible
actividad antioxidante frente al radical superdxido. También se considerd al cido pipérico en
este estudio, ya que es un metabolito secundario de la pimienta.

Los resultados muestran que la piperina no tiene efecto alguno frente al radical superdxido ya
gue no se registran cambios en ninguna de las corrientes eléctricas, lo que claramente
demuestra que esta molécula no tiene actividad antioxidante per se. Sin embargo, el acido
pipérico (sintetizado a partir de piperina; seccion 5.4) si presenta actividad frente al radical
superdxido (Voltamperograma y curva voltamperométrica de la Grafica 5), con un
comportamiento muy interesante, ya que posee una actividad semiconstante en todo el
intervalo de concentracion para ambas corrientes, y entre 0 y 3.5x10" M muestra un
comportamiento caracteristico de TAH, a pesar de ser un 4acido orgdnico, cuyo
comportamiento tipico deberia ser de TP. Superando la concentracién de 3.5x10™* M, se
observa un aumento sutil en la pendiente de la corriente catddica, lo que sugeriria un
comportamiento hacia el mecanismo TP. Esto queda resumido en la Tabla 15.

8¢ Moorthi ; K. Kiran ; R. Manavalan ; K. Kathiresan Asian Pac J Trop Biomed 2012, 2, pp. 841-848. H.L.
Yu, Q.R. Huang Food. Chem. 2010,119, pp. 669—674. B.B. Aggarwal ; C. Sundaram ; N. Malani ; H.
Ichikawa Adv Exp Med Biol, 2007, 595, pp. 1-75. Shoba G. ; Joy D. ; Joseph T. ; Majeed M. ; Rajendran
R.; Srinivas P. S. S. R. Planta Med. 1998, 64(4) pp. 353-356.
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Gréfica 5.

Curvas Voltamperométricas de curcumina, piperina y acido pipérico Succinico asi como el voltamperograma de
acido pipérico. Donde ip/ipo estad definida como: intensidad de pico con analito / intensidad de pico sin analito para
cada corriente (Cat. : Catddica y An. : Anddica). La piperina no presenta actividad antioxidante, el voltamperograma
acido pipérico evidencia una clara tendencia al mecanismo TAH, pero es menos eficiente que la curcumina para
capturar al radical superdxido.
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Tendencia a la transferencia de protén en funciéon de la
concentracion (TP).
Concentracion 0<3.5x10*M 3.5x10™<5.0x10™ M
Mecanismo TP

curcumina curcumina

Menor
tendenciaa TP
Sin registro de

- acido pipérico

reactividad piperina piperina
Mecanismo
TAH acido pipérico -
Tabla 15.

En cuanto a la eficiencia registrada por la corriente anddica, el dcido pipérico muestra una
significativa desventaja con respecto a la curcumina, ya que, como lo muestra la Grafica 5, la
diferencia tan grande en la magnitud de la pendiente anddica entre la curcumina y el acido
pipérico, coloca a este ultimo como un antioxidante muy ineficiente. (Tabla 16). Estos datos
indican que ni la piperina ni el acido pipérico tienen una accidén antioxidante superior al de la
curcumina, lo que implica que la sinergia esta estimulada por otros mecanismos.

Eficiencia en funcién de la concentracion.
Concentracion 0<5.0x10* M

Mas eficiente curcumina

Menos

.. acido pipérico
eficiente PP

Sin registro de

reactividad piperina

Tabla 16.

Después de este andlisis encontramos que las moléculas de mayor interés para aplicacion
bioldgica son: CurcMonoGlut. y CurcDiSust-2G-OH, ya que ambas poseen una mayor eficiencia
de capturar al radical superdxido, en comparacidon con la curcumina, ademds de que el
segundo exhibe un mecanismo de accidn diferente a todos los curcuminoides sintetizados en
este estudio.
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6.4 Porcentaje de captura de radicales libres

Para lograr una medida cuantitativa de la eficiencia de captura de radicales libres, se empleé la
ecuacion 2, definida como®:

0 s 0
(I Pa'I Pa) X 100/' Pa
Ecuacién 2
Donde:

1%, es la intensidad de pico anddica del radical superdxido sin analito.
I°s, es la intensidad de pico anddica del radical superéxido con analito.

Aplicando esta ecuacién a los voltamperogramas de algunos de los curcuminoides sintetizados,
y al mismo Acido ascérbico y curcumina como estidndares, se obtuvo la gréfica que se muestra
a continuacién, de la que se puede estimar el valor de ICsy (concentracidon requerida para
obtener el 50 % de un maximo efecto; linea horizontal sobre la Grafica 6).

La linea horizontal en la Grafica 6 muestra cual es la concentracion necesaria de cada
compuesto para alcanzar el IC5y de captura de radicales libres. Como se observa en la gréfica 6,
el Acido ascérbico alcanza primero la linea de ICs, y le sigue el curcuminoide etiquetado como
CurcMonoGlut. El curcuminoide CurcDiSust-D2G-OH y curcumina siguen un perfil muy similar,
siendo mas eficiente el primero, de acuerdo a su ICso. Esto significa que, tomando como
referencia al Acido ascérbico, el compuesto CurcMonoGlut. es el compuesto mds activo de los
sintetizados en este proyecto, seguido por CurcDiSust-D2G-OH, ambos mas activos que la
curcumina misma (Tabla 17).

Efecto de captura de radicales %.
Compuesto 1Cso
Mas eficiente acido ascérbico 1.5x10™* M
CurcMonoGlut 2.3x10* M
CurcDiSust-D2G-OH 3.9x10" M
I\{Iejnos curcumina 5.0x10* M
eficiente
Tabla 17.

& Biswas M., Haldar P. K., and Ghosh A. K. J. Nat. Sci. Biol. Med. 2010, 1(1), pp. 29-34.
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Curvas de ICsy para la captura de radicales libres. Como se puede observar los compuestos CurcMonoGlut. y
CurcDiSust-D2G-OH requieren una menor cantidad de equivalentes par neutralizar al radical superéxido cuando se
comparan con la curcumina. Si bien no ofrecen una actividad antioxidante superior al acido ascérbico el compuesto
CurcDiSust-D2G-OH posee una solubilidad en agua que no posee CurcMonoGlut. ni tampoco la curcumina. Lo que lo

hace candidato para cuantificar dicha solubilidad y determinar su viabilidad como objeto de estudio en pruebas
biolodgicas.
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6.5 Pruebas de solubilidad en agua

La biodisponibilidad de moléculas activas de interés bioldgico depende, en gran medida, de su
solubilidad en medios acuosos. La estrategia de dendronizacion seguida en el presente
proyecto para derivatizar a la curcumina (cuya solubilidad en agua es marginal) suponia
conferir un balance hidrofilico-hidrofébico adecuado para solubilizarla en agua, sin perder
actividad antioxidante.

Como se muestra en la siguiente figura, se observa que la solubilidad de la curcumina,
particularmente en el compuesto CurcDiSust-D2G-OH, aumenta significativamente (15 veces
mas), en comparacion con la curcumina sola (figura 19).

_o. Dos pasos
, -————>
o “or%

~80°

Curcumina:0.3x10-3 mM (0. mg/mL)
CurcDiSust-D2G-OH:4.7x10-* mM (5 mg/mL)

Figura 19
Comparacion de la solubilidad del compuesto CurcDiSust-D2G-OH con curcumina en agua a temperatura ambiente.
La conjugacidn de los dendrones de segunda generacion con hidroxilos libres le confiere una solubilidad significativa
al compuesto CurcDiSust-D2G-OH.

De manera cuantitativa, se midieron las absortividades molares del compuesto CurcDiSust-
D2G-OH en un buffer a pH de 7.35 en H,0 para evaluar su solubilidad y estabilidad en el
medio. A continuacidn se muestra la coleccién de espectros de UV-Vis de este compuesto en
esas condiciones, a concentraciones de 0.13 mg/mL (0.12x10°mM) hasta 0.03 mg/mL
(0.02x10°mM), con un maximo de absorcién en 370 nm. La disolucion fue filtrada con un filtro
de nylon para jeringa de 0.45 um para eliminar cualquier solido residual que pudiese interferir
con la medicidn espectroscépica.
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Grafica 7.

UV-Vis de CurcDiSust-D2G-OH a pH 7.35 con maximo de absorcién en 370 nm. Si bien la curcumina posee un
maximo de absorcion en metanol y etanol de 420 nm84, dicho comportamiento no se observa en el compuesto
CurcDiSust-D2G-OH. Esto podria sugerir que la presencia de los dendrones de segunda generacion tiene un efecto
importante en la conjugacion interna del nucleo de curcumina.

A partir de estos datos se construyd una curva de calibracion en el maximo de 370 nm, desde
0.13 mg/mL (0.12x10°mM) hasta 0.01mg/mL (0.25x10°mM), donde se observa la mayor
tendencia a la linealidad, como demanda la Ley de Lambert y Beer®.

12
¥ = 8.5984x-0.162 +
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mg/ml
Grafica 8.

Curva de calibracion de CurcDiSust-D2G-OH a pH 7.35a 370 nm con R’ de 0.9904.

Como se puede observar, el curcuminoide CurcDiSust-D2G-OH exhibe una estabilidad
considerable (relacionada con el comportamiento lineal mostrado) a este valor de pH, lo cual
le confiere viabilidad como prototipo farmacéutico.

84 Huppert D. ; Gepshtein R. ; Shomer S. ; Simkovitch R. ; Erez Y. J. Phys. Chem. A, 2014, 118 (5), pp 872-884
& http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/cineticapractica6_19764.pdf

(88]



La estabilidad de este compuesto también se evalué a un pH menor.

A continuacién se muestra la coleccién de espectros de UV-Vis del compuesto CurcDiSust-D2G-
OH en un buffer a pH de 3.58 en H,0, a diferentes concentraciones, desde 0.136 mg/mL
(0.12x10°mM) hasta 0.015mg/mL (0.25x10"°mM), con un maximo de absorcién en 376nm.

0.7 4
0 OoH
06 AMG m
A Q’k;%i
0.5 4 P
0.4 4
< — 0.136 mgiml
—— 0.1088 mg/m|
0.3 4 —— 0.087 mgiml
—— 0.0696 ma/ml
—— 0.0557 mg/ml
— 0.0445 mo/ml|
0.2 ~ —— 0.0356 mg/ml
—— 0.0285 mo/ml|
0.1 4
o+ 77
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
nm
Grafica 9.

UV-Vis de CurcDiSust-D2G-OH a pH 3.58 con maximo de absorcién en 376 nm. La variacién a un pH menor no
generd una descomposicion de la molécula durante la determinacion de éste experimento. Sin embargo se observa
un desplazamiento en el maximo de intensidad diferente al determinado en el experimento anterior. Lo que sugiere

que existe un cambio en la estructura del nucleo de la curcumina como funcion del pH.

A partir de estos datos se construyd una curva de calibracién en el maximo de 376 nm desde
0.136 mg/mL (0.12x10°mM) hasta 0.015mg/mL (0.25x10°mM), donde se observa la mayor
tendencia a la linealidad, nuevamente considerando la Ley de Lambert y Beer.
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Grafica 10 .Curva de calibracion de CurcDiSust-D2G-OH a pH 3.58 a 376 nm con R’ de 0.9826.
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De acuerdo a la literatura®, la curcumina posee una absortividad molar maxima en 425 nm en
etanol, sin importar la acidez del medio de estudio; en el caso del compuesto CurcDiSust-D2G-
OH, el maximo si se ve afectado por cambios de pH, ya que se desplaza de 370 nm a pH de
7.35 a 376 nm a pH de 3.58. Si bien este cambio es pequeno, es perceptible via la técnica de
Uv-Vis.

También la linealidad se ve ligeramente afectada por el cambio de pH hacia 3.58, lo que podria
estar relacionado con cambios intrinsecos en la estructura de la molécula, propios del
equilibrio ceto-endlico de la misma. En términos generales se puede decir que la molécula es
soluble y estable a estas condiciones de pH.

6.6 Pruebas bioldgicas in vitro

6.6.1 Determinacion de la actividad antioxidante en agua por medio del ensayo de FRAP (Ferric
Reduction Ability of Plasma)

Este método fue seleccionado para determinar la capacidad antioxidante de CurcDiSust-D2G-
OH ya que se trata de una prueba simple y de bajo costo, basada en la técnica de Benzie y
Strain®.
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Grafica 11.

Determinacidn de la actividad antioxidante mediante el método de FRAP mediciones realizadas por triplicado para 1
mg de compuesto. En medios acuosos el compuesto CurcDiSust-D2G-OH exhibe una actividad que la curcumina no
posee. En el caso de las pruebas en DMSO donde ambos compuestos son solubles, el compuesto CurcDiSust-D2G-

OH también exhibe una actividad proporcionalmente superior a la curcumina, esta eficiencia es de un orden de
2.14 superior.

Como se observa en la Gréfica 11, se midid la capacidad total antioxidante (CTA), tanto de la
curcumina como del compuesto CurcDiSust-D2G-OH, en agua y en DMSO. La prueba mostré
qgue el curcuminoide tiene una actividad antioxidante en agua que la curcumina no posee. El
valor de CTA observado para CurcDiSust-D2G-OH en este medio fue de 3424.9+291.5, mientras
que para la curcumina no se observé ningun valor.

8 Karthick S.N. Int. J. Electrochem. Sci. 2013, 8, pp. 8320 - 8328
8 Benzie F.F. & Strain J.J. Anal. Biochem. 1996,239 (1), pp. 70-76
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En el caso de DMSO, ambas moléculas muestran valores altos de CTA; sin embargo, es
importante resaltar que, para 2.7 mmol (1 mg) de curcumina se observa un valor de
5883.7+69.27 en la prueba de FRAP, mientras que para el compuesto CurcDiSust-D2G-OH se
registra un valor de 4348.9+75.28 con solamente 0.93 mmol de curcumina neta (1 mg de
compuesto), lo cual significa que, proporcionalmente hablando, el compuesto CurcDiSust-D2G-
OH con un ndmero menor de moles, obtiene un valor de FRAP mayor al de la propia
curcumina. Haciendo un analisis dimensional entre unidades de CTA/mmol, encontramos que
el compuesto CurcDiSust-D2G-OH posee una actividad 2.14 veces superior al de la curcumina.

Es importante aclarar que la disparidad en los valores de FRAP para el curcuminoide
CurcDiSust-D2G-OH en agua y en DMSO (siendo mas alto el valor en éste Gltimo) se asocia con
diferencias en el grado de solubilidad de este compuesto en estos disolventes.

La actividad antioxidante observada para el compuesto CurcDiSust-D2G-OH es las condiciones
de FRAP es congruente con lo observado en los experimentos voltamperométricos,
particularmente los realizados para estimar la eficiencia de captura de radicales libres (Grafica
6), en donde éste compuesto mostro superioridad en comparacion con la curcumina.

6.6.2 Comparacion del valor de FRAP como funcién dependiente de la concentracion

Adicionalmente se estimé la respuesta antioxidante como funciéon de la concentracién (en
equivalencia molar) para los compuestos CurcDiSust-D2G-OH y curcumina en DMSO. Estos
experimentos se llevaron a cabo a concentraciones mas diluidas (10° M). Los resultados
muestran una actividad diferente a lo esperado, ya que de acuerdo a la Grafica 11, se esperaria
una mayor actividad de CurcDiSust-D2G-OH con respecto a la curcumina cuando se grafican
concentraciones en uM.

No obstante que la actividad antioxidante del compuesto CurcDiSust-D2G-OH se mantiene,
vemos claramente que dicha actividad se ve comprometida por efectos de concentracién tales
como: solubilidad, velocidad de reaccién y equilibrio quimico. Este comportamiento no es
exhibido en el mismo grado por la curcumina como se puede observar en la Grafica 12.

La respuesta del compuesto CurcDiSust-D2G-OH como funcidn de la concentracién, podria ser
una caracteristica importante en términos de modelos farmacéuticos de tipo Dosis-Respuesta
para la administracién de farmacos
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Grafica 12.
Comparacion de la actividad antioxidante entre la curcumina y CurcDiSust-D2G-OH.

Valores de CTA a diferentes concentraciones en DMSO de los compuestos en estudio. Como se puede observar la
CTA es una funcién de la concentracion. A concentraciones iguales o menores de 500uM la eficiencia de la
curcumina supera aquella del compuesto CurcDiSust-D2G-OH. Particularmente hablando esto es conveniente para
la generacidn de protofarmacos ya que otorga un control en el modelo dosis-respuesta necesario en controles
clinicos. Estas mediciones fueron realizadas por triplicado.

6.6.3 Pruebas de captacién celular

Dado que a la curcumina se le han atribuido diferentes propiedades terapéuticas, pruebas de
captacién celular del compuesto CurcDiSust-D2G-OH fueron realizadas, compardndolo con
curcumina en igualdad de condiciones.

Los resultados muestran que ambas moléculas son captadas por las células de glioblastooma
de rata de tipo C6, sin embargo existen variaciones para ambos compuestos, la Grafica 13
muestra que la curcumina obtuvo una captacion celular mas rdpida que el compuesto
CurcDiSust-D2G-0H, durante las 6 h. que durd la experimentacién. Sin embargo, los resultados
muestran que existe una saturacién en la captacién celular de curcumina para estas células a la
concentracién de 100 uM, mientras que para CurcDiSust-D2G-OH, esta limitante no se
observa, y mantiene su captacién hasta la concentracion de 200 uM.

Esto sugiere que existen mecanismos de captacion celular diferentes para cada compuesto,

fendmeno atribuido a aumentar significativamente el tamafio del analito (CurcDiSust-D2G-
OH).
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Determinacidn de la captacion de compuesto para curcumina y CurcDiSust-D2G-OH después de 6 h. de incubacidn
a diferentes concentraciones. Como se puede observar después del tiempo de incubacion la curcumina posee una
velocidad de captacién mayor al del compuesto CurcDiSust-D2G-OH. Sin embargo la saturacion de la curcumina
ocurre a los 100uM mientras que para CurcDiSust-D2G-OH dicho comportamiento no se observa. Estos analisis
fueron determinados por triplicado.

6.6.4 Viabilidad celular

Concluida la etapa de pruebas de captacién, ensayos de citotoxicidad para curcumina y
CurcDiSust-D2G-0OH fueron realizados en lineas celulares de glioblastoma de rata de tipo C6.
Estos mostraron que el curcuminoide sintetizado posee una actividad antitumoral novedosa, la
cual es dependiente de la concentracién del compuesto, caracteristica favorable al modelo de
Dosis-Respuesta exhibido anteriormente. Un andlisis de la Grafica 15 muestra que durante el
rango de 0 a 15 uM las células no se ven afectadas por alguno de los compuestos. Los cambios
aparecen a concentraciones de 20 pM donde cambios empiezan a ser notorios. Para
concentraciones por encima de 50 puM los cambios con mayores y se empieza a observar
diferencia entre ambos compuestos, hasta llegar al punto que a 300 uM el compuesto
CurcDiSust-D2G-0OH exhibe una actividad mayor a la de la curcumina. A estas concentraciones
la viabilidad celular de las células de glioblastoma de rata de tipo C6, han disminuido 50 %
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CurcDiSust-D2G-OH inhibe el crecimiento de glioblastoma C6. Las pruebas de viabilidad celular fueron realizadas
usando dosis iguales de curcumina y CurcDiSust-D2G-OH en las lineas celulares estudiadas. Las pruebas fueron
realizadas por triplicado y los datos analizados y comparados con un control por una t de Student (n=3) Mean+SEM.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Los resultados muestran que el compuesto CurcDiSust-D2G-OH una actividad
antitumoral novedosa dependiente de la concentracion. Efectiva de nuevo para el modelo de dosis-respuesta en
ensayos clinicos. Particularmente para células de glioblastoma de rata tipo C6, conocidas por ser una linea de cancer
muy agresivass.

En resumen, de acuerdo a las pruebas bioldgicas in vitro realizadas en este trabajo, el
compuesto CurcDiSust-D2G-OH exhibe un potencial real para ser considerado en etapas
clinicas posteriores, relacionadas con terapias en donde el estrés oxidativo juegue un papel
importante, tales como cdncer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas.

8 Grobben B. ; Deyn D. ; Slegers P.P. Cell Tissue Res. 2002, 310(3), pp. 257-70
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7. Conclusiones

e Se sintetizaron 7 nuevos derivados de curcumina mediante la esterificacion de los
grupos fendlicos.

e La esterificacion con dendrones de segunda generacién como estrategia de sintesis
resultd en una opcidn eficaz, para aumentar la solubilidad de la curcumina en medios
acuosos.

e La evaluaciéon de la actividad antioxidante via voltamperometria ciclica mostré que la
curcumina posee una buena eficiencia con respecto al dcido ascérbico para capturar al
radical superdxido, con un mecanismo del tipo transferencia de protén en las
condiciones de este estudio; mientras que a mono y di sustitucidn de la curcumina con
dendrones de tipo poliéster de primera generacién disminuye ligeramente la eficiencia
del curcuminoide resultante para capturar al radical superéxido; esta modificacidn no
afecta significativamente la tendencia hacia el mecanismo de TP para este conjunto de
curcuminoides.

e En el caso de la di sustitucion con dendrones de primera y segunda generacién se
observa que la molécula CurcDiSust-D2G-OH es la Unica que exhibe la tendencia a
capturar al radical superdxido por el mecanismo TAH, mas eficientemente que la
curcumina.

e En el caso de la glutarizacién, la adicion de grupos funcionales acidos aumenta la
eficiencia de la curcumina en términos de captura del radical superdxido,
especialmente cuando uno de los fenoles de la curcumina permanece libre (mono
glutarizacion), generandose el curcuminoide mas eficiente de todos.

e La actividad antioxidante frente al radical superéxido tanto de la piperina como del
acido pipérico no es significativa.

e En el caso de la evaluacién bioldgica, las pruebas de FRAP y CTA muestran que existe
una mayor eficiencia en CurcDiSust-D2G-OH que en curcumina para cada prueba
respectivamente.

e CurcDiSust-D2G-OH presumiblemente posee un perfil de captacién celular diferente a
la curcumina y exhibe una importante actividad citotéxica frente a células de
glioblastoma de rata C6.

8. Trabajos de publicacidn y difusidn de éste proyecto

e Registro ante el IMPI de la patente “Sintesis de un conjugado dendrén-curcumina que
permite la solubilizacion de la curcumina en agua, sin perder su actividad
antioxidante”.

e Envio del articulo titulado “Two-step synthetic strategy to obtain a curcumin derivative
with enhanced water solubility, antioxidant power and anti-tumor activity” a la revista
Materials Science and Engineering C de Elsevier Editorial System.

e Preparacion del articulo titulado “Synthesis of novel curcumin phenol esthers
derivatives and their response towards superoxide radical. Cyclic voltammetry and DFT
study to evaluate and rationalized the antioxidant potential”.

e Presentacién del proyecto en el congreso QuimiUNAM 2015 con el titulo “Curcumin
Derivatives with enhanced water solubility, antioxidant power and anti-tumor
activity”.

e Presentacién del trabajo “Dendronization as strategy to improve solubility and
bioavailability of bioactive molecules. Curcumin as case of study.” En el simposio de
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Biomaterials for Medical Applications presentado en el XXIII International Materials
Research Congress 2014.

Presentacién del trabajo “Synthetic strategies to improve water solubility of bioactive
molecules. Curcumin as case of study” en International Conference on Polymers and
Advanced Materials POLYMAT-2015.

Presentacién del trabajo “Curcuminoids synthesis and study of reactivity towards
superoxide radical via cyclic voltammetry” en International Conference on Polymers
and Advanced Materials POLYMAT-2015.

Presentacién de los avances de este proyecto en el XXXVI Congreso Nacional de
Farmacologia 2014.
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9. Anexo de espectroscopia y espectrometria
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7 *H NMR (300 MHz, Chloroform-c) & = 736 (s,
2 OH), 521 (s, 7H), 3.93 (4. J=112,2H). 373 (d,
J=113, 2H), 2.88 (s, 2E), L0 (s, 3E).
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Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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14 (s)
167.64

12 (s)
144.61
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Espectro de RMN 'H acido pipérico en DMSO-dj

EC NMR (101 MHz, DMSO-dy) & = 16764,
14811, 147.99 . 144,61, 139.79, 130.52 , 124.36 ,
12310, 121.15 . 108.52, 10570 . 101.38
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Espectro de RMN **Cacido pipérico en DMSO-d
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110

100 S
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80 4

70

60

50 4

Acido Piperico

2000
cmt
acido pipérico IR
3020 89 1370 85
2925 87 1308 77
2828 88 1253 57
2656 89 1192 79
2546 89 1143 81
1682 58 1102 81
1604 73 1040 72
1487 65 1006 50
1446 71 923 63
1418 78 855 67
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1H NMIR (400 MEz, DMSO-dy) & = 12.13 (s,
1H), 955 (s, 1H), 749 (4, /=159, 1H), 728(sd,

90 80
f1 (ppm)

Espectro de RMN *C acido fertlico en DMSO-ds
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5 . 8 o000
ae N N S o J=2.0, 1H), 7.08 (dd. J=8.2, 1.9, 1H), 6.79.(d,
£ | | s J=8.1, 1H), 6.37 (4, J=15.9, 1H), 3.81 (s, 3H).
2 4
HO s 8000
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100 —
Acido Ferulico

|

|

/O Sy
70 :©/\/‘LOH
HO

60 -
| T | T | T | T 1
4000 3000 2000 1000
cm?t
acido ferdlico IR
3440 84 1267 63
1693 77 1205 62
1659 75 1157 60
1618 71 1109 65
1590 69 1020 64
1508 60 930 63
1460 75 848 58
1432 69 793 57
1405 72 573 55
1370 71 511 56
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'H NMR. (400 MHz, DMSO-d;) & = 9.66

0 on
_ . i ¥ ) B (s.2H). 755 (A 158, 20), 732 (sd. | 240000
" C/g\/?\\\/\s/-\ A AN /B\CH J=2.0,2H), 7.15 (4, J=8.4, 1.9, 7H),
L | [ i ‘I‘ Oy 683 (32 2H), 675 (d 5B 2E), [ oo
L L 6.06 (s, 1H), 3.84 (s, 6HD).
Ho” >~ S~ o
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1 R
Espectro de RMN “H curcumina en DMSO-d,
— s [ . —
0 oH 50 NMR (101 MHz, DMSO-dg) 6 =183 21,
i v 149,36, 148.00, 14072, 126,35, 123.13, 12010, 5000
0 . J 5 12 s 21 0 1157211135 100865570
H C/d\'/':\\\s/ S \3/ N N ‘\\za/if\CHa
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90 -

Curcumina

80 -

70 S

60 -

0O OH
HO OH

50 —

40

30 | T | T | | T 1

4000 3000 2000 1000 0
cm?
curcumina IR

3502 68 1109 35
3330 68 1020 36
1625 57 985 43
1604 57 958 38
1515 38 882 47
1425 40 862 36
1267 43 813 32
1205 40 717 47
1178 40 532 44
1150 34 470 36
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R ——— - - -
' NMR (301 Mz DMS0-ci) = 1627 (s, 1E),9.71 (s, 1), 767~ 748 (m 2H), 8000000
7.34(s, 2H), 7.15 (dd, 162, 8.1, 3H), 6.97 (d, J15.9, 1E), 6.88 — 6.74 (m, 2H),

613 (s, 1), 416 (4, /=116, 36, 384 (s. T 374 (@ =17 2D L4130, | yennnan
134 (s, 3H), 126 (s, 3H).

7000000

~6500000

~6000000

5500000

5000000

16.27 [14]
6.84[13,15]
6.82[13,15]
6.77 [13,15]
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_~4.18[31,33]
“wa.14[31,33)

ROV

~4500000

4000000

3500000

3000000

14 (s) 26 (s) 3456 (m)[13,15 (m) | |H (8 31,33 (d)
16.27 971 7.55 6.81 6.13 4.16
1718 (dd) 31,33 (m) 32 (3) 2500000
7.15 74 1.26
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Espectro de RMN "H de CurcMonoSust.-D1G-P en DMSO-dg

EC NMR (101 MHz, DMSO-d;) & = 184.87, 183.16 , 131.34 151.10,
149,51, 149.30 , 147.93, 140,66, 138.93 . 133.73, 12622, 124,60, 12333,
123.11.121.09,121.04 . 11565, 112,12, 11133, 10126 . 6523 - 64.71
(m), 36.09,55.65, 47.47,22.00, 96.14 — 95.17 (m), 41.83,25.32, 18.04 .
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Espectro de RMN **C de CurcMonoSust.-D1G-P en DMSO-d;
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CurcMonoSust.-D1G-P
90 -
80 0O OH
/CI T e O\
) DAy
HO 0]
S
0—‘<
70 -
I L I L I L I L I L I L | 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm?t
CurcMonoSust.-D1G-P IR
3348 92 1272 74
2989 90 1215 75
2924 89 1127 69
1753 83 1080 70
1706 86 1021 71
1624 82 962 74
1589 79 822 72
1513 73 541 76
1449 76 471 76
1302 75 400 77

Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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4H), 1.20 (s, 3H).
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90
f1 (ppm)

100

Cde CurcMonoSust.-D1G-OH en DMSO-dg

160 150 140 130 120 110
Espectro de RMN **
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100 ~ CurcMonoSust.-D1G-OH
80 -~
0] OH
/O e i OH\
[ Lo
b HO O
%OH
OH
60 4
— 1 r+ 1 rr 1 _ r T _ r T *r 1T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
cm
CurcMonoSust.-D1G-OH IR
3363 85 1120 55
2924 82 1022 55
1751 81 962 59
1628 71 839 64
1572 68 809 66
1505 59 552 63
1456 67 467 60
1413 68 436 61
1249 62 400 62
1200 64

Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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R Pl it 0 oH H NMR. (301 Mz, DMSO-ds) & 7.66 (d, J= 15,0 Hz, 2H), 7.54 (s,
; il ¥ i ) M), 736 (4, J= 8.6 Hz, 2H), 713 (d, /= 8.1 Hz, 2H), 701 (4, /=160 | 10000000
B N T A g S Hz, 2H), 621 (s, 1H), 4.17 (d, J = 11.7 Hz, 4K), 3.84 (s, 6H), 3.75 (4, 7
o5 I I I | il = 11.7Hz, 4H)_ 141 (s 6H). 134 (s 6H). 126 (s 6H)
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100
J”N CurcDiSust.-D1G-P

W

0 OH [
80 — 0 T e 0.
0 0
+ S
0
>0 b &
70 -
i T T T T T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm
CurcDiSust.-D1G-P IR

2995 85 1120 55
2942 82 1022 55
1751 81 962 59
1628 71 839 64
1572 68 809 66
1505 59 552 63
1456 67 467 60
1413 68 436 61
1249 62 400 62
1200 64

Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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R T - s ‘ 8500000
W 'H NMR (301 MEz, DMSO-d) & 16.18 (s, 1H), 7.65 (4, /= 15.9 Hz, 2H),
12 751 (s, 2H), 734 (d.J= 8.3 Hz, 2H), 7.1 (d.J= 82 Hz 2H), 700 (d =160 ['8000000
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1591 89 962 83
1505 86 839 86
1456 88 803 87
1413 87 546 84
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CurcDiSust.-D2G-P

100
80 -
60 4
40 -
20 4
| | T | T | T 1
4000 3000 2000 1000 0
cm?
CurcDiSust.-D2G-P IR
2993 82 1247 39
2945 84 1192 43
2876 85 1130 38
1748 56 1075 18
1728 43 1033 43
1632 67 1006 50
1597 70 958 50
1515 62 930 58
1460 62 820 37
1377 62 525 58

Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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100 - CurcDiSust-D2G-OH

80 -

60

40

: .

CurcDiSust.-D2G-OH IR

3378 70 1370 64
2972 78 1295 49
2945 75 1198 34
2885 79 1102 18
1721 41 1020 18
1645 56 965 34
1590 58 848 53
1501 53 807 57
1467 51 648 50
1412 57 538 43

Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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f1 (ppm)

Cde CurcMonoGlut. en DMSO-dg
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100 -

CurcMonoGlut.
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oAy
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cml
CurcMonoGlut. IR
3364 93 1185 78
2965 90 1111 70
2915 89 1021 76
2836 91 962 76
1706 88 851 78
1624 83 821 77
1506 81 717 80
1507 75 672 79
1413 81 606 80
1255 77 538 77

Nota: la sefial 2368 corresponde a CO,
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1507 83
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10. Anexo de voltamperometria

Acido ascdrbico

.
WO

HO

Volimenes
secuenciales para
cubrir un rango
/__| DeSx10°Mhasta
3 5x104M

Current / le-5A

Potential / V
Voltamperograma 1
Acido ascérbico

acido succinico

Current / 1e-5A

021
04
06
08/
10]
12
141

06]
04]
02]

0]

Volimenes
secuenciales para
cubrir un rango
De 5x10° M hasta
5x104 M

* Volumen 1
* Volumen 2
* Volumen 3
* Volumen 4
* Volumen 5
* Volumen 6
* Volumen 7
* Volumen 8
* Volumen 9

-17 -16 -15 -14 13 12 A1 -10 -09 -08 -07 -06

Potential / V

Voltamperograma 2
acido succinico

[148]

Las corrientes de pico catddicas y anddicas
disminuyen a medida que se incrementa la
concentraciéon de Acido ascérbico en la
disolucién, y el potencial de pico catddico
se desplaza hacia valores de potencial mas
altos, mientras que aparece un pre pico
catédico, que crece con la concentracidn
de Acido ascérbico.

Las corrientes de pico catédicas y anddicas
aumentan y disminuyen respectivamente,
a medida que se incrementa |la
concentraciéon de 4acido succinico en la
disolucién, y el potencial de pico catddico
se desplaza hacia valores de potencial mas
altos, a la vez que se observa claramente la
aparicién de un pre pico catddico debido a
la reduccion de oxigeno para formar un

aducto superéxido-acido succinico.



piperina

Volimenes
secuenciales para
i cubrirun rango
__ | de5x10® M hasta
5x10° M

Current / le-5A

13 12 411 -10 09 08 07 06 -05 04 03 02
Potential / V

Voltamperograma 3

acido pipérico

08¢
08 | Volimenes
1 secuenciales para
044 cubrir un rango
021 de 5x10* M hasta
{ 5x10 M
04
| * Volumen 1
029 * Volumen 2
| *  Volumen 3
04
06 o
Lo * Volumen 7
081 - * Volumen &
{ *+  Volumen 9
_1 U 1 *  Volemen 10
{ *  Voluman 11
124 * Volumen 12
*  Volumenl3

<12 41 10 09 -08 07 06 05 04 03 02

Potential / V

Voltamperograma 4
acido pipérico

[149]

piperina
Para efectos practicos no hay variacion en
los voltamperogramas con el aumento de
la concentracidon de piperina

0
<O N OH
O
Las corrientes de pico anddicas

disminuyen, conforme se incrementa la
concentraciéon de dcido pipérico en la
disolucién, y el potencial de pico catddico
se desplaza ligeramente hacia valores de
potencial mas bajos, a la vez que se
observa un hombro cuya intensidad de
crece al aumentar la
de pipérico. La
corriente de pico catddica practicamente

corriente
concentracion acido
no cambia con el incremento de la

concentracion de acido pipérico.
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El potencial de pico catédico cambia hacia
valores de potencial un poco mas bajos, y
como ocurre para el acido succinico y el
derivado CurcDiGlut., se puede ver el
incremento en la corriente de un hombro
conforme aumenta la cantidad del acido
ferdlico en el medio.

Las corrientes de pico catddicas aumentan
y anddicas disminuyen, a medida que se
incrementa la concentracién de curcumina
en la disolucidn. Se observa ligeramente el
ensanchamiento del pico catddico. Lo que
implica un mecanismo de transferencia de
proton.
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La corriente de pico catddica aumentay el
potencial de pico correspondiente se
desplaza a valores ligeramente mas bajos
de potencial, mientras que la corriente de
pico anddica disminuye con el aumento de
la concentracion de CurcMonoSust.-D1G-P.
Se puede ver la aparicidn de un pequefio
hombro previo al pico catddico.

Las corrientes de pico catédicas y anddicas
aumentan Y disminuyen,
correspondientemente, a medida que se
concentracién de
CurcMonoSust.-D1G-OH en la disolucidn. El

potencial de pico catddico no cambia su

incrementa la

valor, y como ocurre para el dcido succinico
y el derivado CurcDiGlut., se puede ver el
incremento en la corriente de un prepico
conforme aumenta la cantidad del
derivado CurcMonoSust.-D1G-OH en la
disolucion.
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La corriente de pico catddica aumenta un
poco (menos que lo que se observa en el
caso del derivado CurcMonoSust.-D1G-P)
mientras que la corriente de pico anddica
el aumento de Ia
de CurcDiSust.-D1G-P
(también ligeramente menos que en el
caso del CurcMonoSust.-D1G-P). Se puede
ver la aparicién de un pequefio hombro

disminuye con

concentracién

previo al pico catddico.

Las corrientes de pico catédicas y anddicas
aumentan y disminuyen, respectivamente,
a medida que incrementa la
concentracién de CurcDiSust.-D1G-OH en

la disolucion. El potencial de pico catédico

se

cambia hacia valores de potencial un poco
mas bajos, y como ocurre para el acido
succinico y el derivado CurcDiGlut. , se
puede ver el incremento en la corriente de
un prepico conforme aumenta la cantidad
del derivado CurcDiSust.-D1G-OH en
disolucion.

la
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El comportamiento de los
voltamperogramas con el aumento de la
concentracion de CurcDiSust.-D2G-P es
muy similar al observado en el caso del

derivado CurcMonoSust.-D1G-P.

Las corrientes de pico anddicas disminuyen
a medida incrementa la
concentracion de CurcDiSust.-D2G-OH en

la disolucidn, mientras que la corriente de

que se

pico catédica se mantiene constante. Los
potenciales de
ligeramente y se observa la aparicion de un

pico anddico varian

hombro anterior al pico catddico.
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El comportamiento de los
voltamperogramas con el aumento de la
concentracion de cur-glut es similar al
observado en los casos (CurcDiSust.-D2G-P
y CurcMonoSust.-D1G-P), aunque para
CurcMonoGlut el desplazamiento del
potencial de pico catédico es mas notorio,
y el hombro previo al pico catédico es
menos importante.

Las corrientes de pico catédicas y anddicas

aumentan Y disminuyen,
correspondientemente, a medida que se
incrementa la concentracién de

CurcDiGlut. en la disolucién, y el potencial
de pico catddico se desplaza hacia valores
de potencial mas altos, a la vez que
nuevamente se encuentra, como en el caso
del acido succinico, la aparicion de un
prepico catdédico debido a la reduccién de
oxigeno a un aducto superdxido-
CurcDiGIuT



11. Datos numéricos normalizados de los compuestos mas importantes para el andlisis de
resultados en voltamperometria ciclica.

Los siguientes datos fueron utilizados en: grafica 1, grafica 2 y grafica 3. Pertenecen a los
compuestos curcumina, CurcDiSust.-D2G-OH y CurcMonoGlut. respectivamente.

ip cat : iIntensidad de pico catddica con analito
ip an : intensidad de pico anddica con analito
ipo : intensidad de pico sin analito

Datos de ip(OZ/OZ") vs. Concentracion de curcumina
Concentracion de ip cat/ipo ip an/ ipo
curcumina (M) curcumina curcumina
1.04396E-6 0.99461 0.96225
3.12562E-6 0.97677 0.94553
1.03465E-5 0.98071 0.92903
3.04369E-5 0.99803 0.90146
4.97619E-5 1.00788 0.8719
6.83645E-5 1.02354 0.84367
8.62844E-5 1.03806 0.81477
1.06822E-4 1.0671 0.79163
1.5784E-4 1.10443 0.73959
2.58491E-4 1.17183 0.65822
3.08138E-4 1.20087 0.61304
3.57341E-4 1.23094 0.58082
4.06105E-4 1.25998 0.54584
5.02341E-4 1.32013 0.48826
7.8111E-4 1.43939 0.41519

Datos de ip(02/02") vs. Concentracion de CurcDiSust.-D2G-OH
Concentracion ip cat/ipo ip an/ Tpo
CurcDiSust.-D2G-OH (M) | CurcDiSust.-D2G-OH | CurcDiSust.-D2G-OH
2.52874E-6 0.91548 0.86548
1.51346E-5 0.93799 0.86814
2.01594E-5 0.94089 0.85773
6.49358E-5 0.96682 0.79384
1.37821E-4 0.99647 0.70317
1.85241E-4 1.00187 0.65179
2.31756E-4 1.00954 0.6064
4.09265E-4 1.02157 0.47453
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Datos de i,(0,/0,") vs. Concentracién de CurcMonoGlut.

Concentracion de ip cat/ipo ip an/ ipo

CurcMonoGlut (M) CurcMonoGlut | CurcMonoGlut
4.97E-6 1 1
1.98E-5 1.02 0.96
2.47E-5 1.03 0.94
3.95E-5 1.02 0.93
5.9E-5 1.04 0.89
6.87E-5 1.04 0.87
7.83E-5 1.05 0.85
1.35E4 1.12 0.67
2.46E-4 1.21 0.47
2.99E-4 1.26 0.46
3.17E-4 1.27 0.46
3.34E-4 1.27 0.45
3.51E-4 1.28 0.44
3.68E-4 1.3 0.43
3.85E-4 1.29 0.44
4.02E-4 1.29 0.42
4.19E-4 1.29 0.42
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Datos utilizados para determinar el porcentaje de captura de radicales libres:

Los siguientes datos fueron utilizados para generar la gréfica 6, correspondiente al ICsy de los

compuestos acido ascérbico, CurcMonoGlut., CurcDiSust-D2G-OH y Curcumina. Fueron

obtenidos al utilizar la ecuaciéon 1 en la pagina 76.

Concentracién
de dcido

Porcentaje de captura
de radicales para

Concentracién
de

CurcMonoGlut.

Porcentaje de
captura de radicales

Concentracién

de CurcDiSust-

Porcentaje de captura
de radicales para

Concentracién
de Curcumina

Porcentaje de
captura de radicales

ascorbico (M) acido ascorbico (™M) para CurcMonoGlut. | D2G-OH (M) CurcDiSust-D2G-OH (M) para Curcumina
1.48E-05 0 4.97E-06 0 2.53E-06 13.45217 1.04E-06 3.77546
2.95E-05 18.59533 9.93E-06 1 5.05E-06 11.92427 2.09E-06 5.04872
4.41E-05 22.65304 1.49E-05 2 1.01E-05 12.20106 3.13E-06 5.4473
5.87E-05 26.48031 1.98E-05 4 1.51E-05 13.18645 1.03E-05 7.09699
7.33E-05 33.4736 2.47E-05 6 2.02E-05 14.22719 2.05E-05 8.37024
8.77E-05 35.07665 2.97E-05 7 3.02E-05 16.07617 3.04E-05 9.85385
1.02E-04 36.21882 3.46E-05 6 4.02E-05 16.96191 4.98E-05 12.81001
1.31E-04 44.0537 4.93E-05 8 8.95E-05 23.61603 8.63E-05 18.52303
1.45E-04 48.91293 5.90E-05 11 1.38E-04 29.68335 9.66E-05 21.55669
1.59E-04 51.40767 6.87E-05 13 1.85E-04 34.82064 1.07E-04 20.83702
1.73E-04 54.13285 7.83E-05 15 2.32E-04 39.36005 1.58E-04 26.04074
1.88E-04 56.7879 8.80E-05 18 2.77E-04 43.27945 2.08E-04 30.46944
2.16E-04 62.22823 9.75E-05 22 3.22E-04 46.70062 2.58E-04 34.17848
4.06E-04 81.71526 1.54E-04 35 4.93E-04 56.70948 4.06E-04 45.4163

1.73E-04 37 5.74E-04 59.69885 5.02E-04 51.17361

2.10E-04 44 6.52E-04 62.13463 5.97E-04 55.49159

2.28E-04 47 7.81E-04 58.48096

2.82E-04 52

3.17E-04 54

3.34E-04 55

3.51E-04 56

3.68E-04 57

4.19E-04 58
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