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Abreviaturas
A: Amaranthus

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation que en espafol significa

Correlacién Heteronuclear a Multiples Enlaces.

HPLC: High Performance Liquid Chromatograghy que en espanol significa

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.

HPLC-DAD: High Performance Liquid Chromatograghy Diode Array que en

espanol significa Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con Arreglo de Diodo.

HPLC-DAD/ESI-MS-QTOF: High Performance Liquid Chromatograghy Diode
Array Electrospray lonisation Mass Spectrometer Quadrupole Time-of-Flight
que en espanol significa Cromatografia Liquida de Alta Eficacia con Arreglo de
Diodo y Electronebulizacién acoplado a un Espectrometro de Masa de

Cuadrupolo y Tiempo de Vuelo.

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence que en espafiol significa

Coherencia Heteronuclear a Simple Quantum.
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

TOCSY: Total Correlation Spectroscopy que en espafiol significa Espectroscopia

de Correlacion Total.
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1. Introduccién

La busqueda de nuevos antioxidantes naturales es un area de investigacion en
crecimiento debido al amplio espectro de sus propiedades biologicas. Estas
propiedades se asocian con la prevenciéon de enfermedades crénicas. Una de
las causas de estas enfermedades es el estrés oxidativo que se genera en las
reacciones del metabolismo humano. En este contexto, llama la atencion una
marcada tendencia hacia la suplementacion de productos alimenticios capaces
de neutralizar parte del estrés oxidativo generado durante el metabolismo

celular[1].

Con el propdsito anterior se presentan estudios de alimentos con capacidad
antioxidante, asi como de las estructuras constituyentes responsables de dicha

actividad.

El amaranto es un pseudocereal altamente nutritivo. Presenta un alto contenido
de proteinas en relacion a especies de cereales. Dentro de los beneficios que se
le atribuyen a las semillas figuran: la disminucion de los niveles de colesterol
plasmatico, la estimulacién del sistema inmunoldgico, la actividad antitumoral, la
reduccion de los niveles de glucosa en sangre y el mejoramiento de la
hipertension [2]. En cuanto a la actividad antioxidante, el amaranto, asi como
otros pseudocereales, tiene una capacidad antioxidante comparable a la soya y

el arroz [3].

El grano de amaranto se compone de proteinas (13—-22%), lipidos (5—-13%), fibra
dietética (9—14%), vitaminas (acido ascérbico, riboflavina, niacina), minerales y
otros constituyentes, incluidas las betalainas [4-6]. Ademas, las proteinas del
amaranto tienen una notable cantidad de lisina y metionina en relacién con los
cereales tipicos [7]. Es rico en aminoacidos conocido por su capacidad
antioxidante, tales como: derivados del azufre (cisteina y metionina), aromaticos
(tirosina y triptéfano), lisina, histidina, prolina, glicina, alanina y treonina [8].
Ademas, se recomienda como una fuente natural sustitutiva de escualeno

(compuesto triterpénico poliinsaturado) [7].



Las deficiencias percibidas de vitaminas y minerales esenciales para la salud
humana presentan una restriccién significativa [9]. Hasta la fecha se han utilizado
muchos antioxidantes sintéticos; sin embargo, las tendencias actuales de los
consumidores se han desplazado hacia la ingestion de alimentos que contienen
componentes naturales sin aditivos sintéticos [10]. Los datos publicados sobre
hallazgos in vitro o in vivo revelaron que el género Amaranthus tiene propiedades
terapéuticas y protectoras de la salud atribuidas principalmente a su potencial

antioxidante [11].

2. Antecedentes
2.1 Descripcidon botanica y distribucion geografica en México.

El género Amaranthus pertenece al orden Caryophyllales, familia
Amaranthaceae, subfamilia Amaranthoideae. Incluye hierbas anuales
ramificadas con alrededor de 70 especies diferentes, 17 de las cuales son
comestibles [11]. La mayoria de las especies de amaranto son nativas de

América y sélo 15 especies se originan en Asia, Africa, Australia y Europa [12].

Las plantas de Amaranthus spp. estan adaptadas para crecer bajo diferentes
condiciones agroclimaticas y se reporta que son tolerantes al calor, la sequia y
las plagas. Se pueden encontrar en zonas de clima subtropical, tropical y
templado alrededor del mundo [11].El cultivo muestra capacidad para cultivarse
tanto como grano como frondoso en las zonas anteriores y en temporadas en la

que otros cultivos no pueden florecer [13-15].

El género Amaranthus esta distribuido a lo largo de México. A. cruentus y A.
hypochondriacus se distribuyen en la parte centro sur del pais, mientras que A.
powellii esta distribuido del centro al norte de México. A. hypochondriacus se
distribuye principalmente en las regiones biogeograficas del Eje Volcanico
Transmexicano y Sierra Madre del Sur en los estados de Puebla, México,

Tlaxcala, Oaxaca y de la Ciudad de México [16].



2.2 Componentes activos de Amaranthus spp.

Los extractos de todas las partes de la planta de Amaranthus parecen tener
beneficios medicinales; de ahi el objetivo de que en estudios recientes se hayan
identificado los componentes terapéuticos de las diferentes biopartes. La alta
actividad antioxidante de la mayoria de las especies de Amaranthus spp., junto
con sus actividades antiinflamatorias, ha llamado el interés en investigar su

potencial nutricional y clinico como alimento funcional [11].

El analisis fitoquimico de partes aéreas de diversas especies de Amaranthus
spp. ha mostrado la presencia de constituyentes activos como alcaloides,
flavonoides, glucdsidos, acidos fendlicos, esteroides, saponinas, aminoacidos,
vitaminas, minerales, terpenoides, lipidos, betainas, taninos catéquicos y
carotenoides [4-6]. También estan documentados el amarantdésido 1, un
glucésido de lignano; amaricina, una cumaroil adenosina 2 [17], betalainas como
las betacianinas (amarantina 3), betaxantina 4; hidroxicinamatos 5, quercetina 6

y glucésidos de caempferol 7 como flavonoides y acidos fendlicos [18].

Los extractos de hojas, flores, tallos y semillas de plantas amaranto obtenidos
secuencialmente con acetona y metanol/agua permitieron la obtencion de rutina
8, nicotiflorina 9, isoquercitrina 10, acidos 4-hidroxibenzoico 11 y p-cumarico 12

como componentes principales [19].
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Estudios especificos sobre los metabolitos secundarios de las hojas las especies
A. tricolor y A. hipochondriacus revelaron un alto contenido de betacianinas y
betaxantinas, mientras que la isoquercetina y la rutina fueron los flavonoides mas
abundantes; los acidos fendlicos mas comunes fueron el salicilico 13, siringico
14, galico 15, vanilico 16, ferulico 17, p-cumarico 12, elagico 18 y sinapico 19
[20].
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2.3 Potencial antioxidante de Amaranthus spp.

Los antioxidantes desempefan un papel esencial en los productos alimentarios
y farmacéuticos debido a su funcion defensiva contra las especies reactivas de
oxigeno, producido durante las reacciones metabdlicas en todos los organismos

Vivos.

Las especias reactivas de oxigeno constituyen radicales libres y los
antioxidantes reducen el efecto de ellos. La especies antioxidantes son
estructuras conjugadas que pueden variar desde aromaticas con grupos —OH
libres como la mayoria de polifenoles y flavonoides, polienos como el escualeno
hasta enoles como es caso del acido ascérbico o vitamina c. Los hidrégenos
activos fendlico y endlico en los casos correspondientes desempefan un papel
crucial en la captura de radicales libres [21]. Se ha demostrado la influencia de

los radicales libres en el cancer y los trastornos degenerativos [22].

El potencial antioxidante del amaranto se ha atribuido a la presencia de niveles
apreciables de compuestos fendlicos, flavonoides, fitoesteroles y escualeno [23].
Se demostré que los extractos de las hojas y flores de Amaranthus, poseen la
mayor actividad antioxidante en comparacién con otras partes; y la rutina como

el principal capturador de radicales libres [19].

Ademas de los compuestos anteriores se encontraron péptidos bioactivos e
hidrolizados de proteinas con actividad antioxidante. En este orden fue
determinada la secuencia de tres péptidos de A. hypochondriacus con alta

actividad antioxidante contra dipeptil-peptidasa IV y angiotensina [24].
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3. Justificacion

En el escenario actual de salud se ha producido un incremento en el uso de
productos naturales para el tratamiento de enfermedades cronicas en favor de
productos sintéticos. Estudios recientes revelan que el uso de antioxidantes
previene muchas de estas dolencias las cuales estan relacionadas con el estrés
oxidativo celular. EI Amaranthus hipochondriacus, es una planta ampliamente
distribuida en México empleada en una variedad de alimentos. Ha sido reportado
un gran potencial antioxidante de esta planta. Los compuestos principales que
han sido atribuido a esta actividad son de naturaleza fendlica y flavonoides con
estructuras variadas. No obstante, es pertinente continuar con el estudio de esta
especie para identificar sustancias adicionales con diferente naturaleza quimica
a las ya descritas. La busqueda de nuevos compuestos naturales con actividad
antioxidante es requerida debido a los problemas de seguridad y toxicidad de

algunos antioxidantes sintéticos.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Obtencion de compuestos nuevos con potencial actividad antioxidante de A.
hypochondriacus para ampliar el conocimiento referente a los constituyentes

de la especie.

4.2 Objetivos Especificos

¢ Aislar la fraccién hidrosoluble del material vegetal, con el propésito de
obtener compuestos polares.

e Purificar los compuestos polares de la fraccidon hidrosoluble, mediante
cromatografia de columna abierta en fase normal seguida de HPLC en
fase reversa y fase normal con la finalidad de obtener compuestos de
diferente naturaleza quimica a los ya descritos.

e Caracterizar los compuestos aislados mediante RMN 'H y 3C

monodimensional, las técnicas bidimensionales heteronucleares (HSQC
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y HMBC) y homonucleares (TOCSY) de RMN y Espectrometria de Masas,

con la finalidad de obtener la estructura quimica de los compuestos.

5. Resultados y discusién
5.1 Cromatografia en columna abierta fase normal y reversa

Tomando como referencia el potencial antioxidante reportado en la literatura de
la porcion hidrosoluble y los pocos reportes de compuestos identificados del
macerado metanolico-acuoso se decididé estudiar dicha fraccién. Tras el
fraccionamiento cromatografico inicial en columna abierta en fase normal se
pudieron identificar 3 fracciones en el intervalo de gradiente 5:95-15:85
metanol/diclorometano. La primera fraccion de Rf 0.85(1) eluye al 5% de metanol
impurificada con la segunda fraccion. La segunda fraccion de Rf 0.80(2) eluye al
10% de metanol, mientras que la tercera fraccion de Rf 0.65(3) eluye al 15% de

metanol en diclorometano y coeluye junto con la fraccién 2. (Figura 1).

De estos valores de Rf (Figura 1) se deduce que a pesar de que las fracciones
primarias 1 y 2 son lo suficientemente solubles tanto en agua como en metanol
e insolubles en disolventes poco polares como el acetato de etilo, presentan
grupos funcionales polares de menor adsorcion sobre |la fase estacionaria polar
en relacion a 3. Por tanto, la fraccion primaria 3 debe presentar compuestos de

naturaleza quimica diferentes.

Figura 1. Cromatografia de Capa Delgada (TLC) resultado de la elucion de los fracciones
primarias 1, 2y 3.

Como resultado de la extraccion en fase solida en fase reversa de las fracciones
primarias: 3 eluyé en 100% de agua, mientras que 1y 2 lo hicieron cuando se

12



disminuyo la polaridad del eluyente desde agua 100% hasta agua-acetonitrilo
85:15. Este resultado esta en acuerdo de que 3 es mucho mas polar que 1y 2,

por tanto, no se distribuye en la fase estacionaria apolar.

5.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa y en fase normal

A continuacién, se muestra el cromatograma de una corrida en fase reversa de
una muestra que contenia las fracciones primarias 2 y 3 (Figura 2). A partir de lo
antes expuesto en relacién a la polaridad de las fracciones se intuye que 3 eluye
alos 5 miny que 2 a los 18.5 min corroborandose asi que son compuestos
polares de diferente naturaleza quimica. La fraccion primaria 3 a penas se

distribuy6 en la columna eluyendo muy préximo al tiempo muerto.
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Figura 2. Cromatograma en fase reversa en columna C18 de una muestra que contiene las
fracciones 2y 3.

Luego teniendo en consideracion la no retencion de 3 en fase reversa se
procedié a tratarla en fase normal. Se pudo separar en cuatro fracciones
secundarias cuyos cromatogramas superpuestos se muestran en la Figura 3, en

los siguientes tiempos de corrida: 5.5, 8, 10 y 12 min.
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Figura 3. Cromatogramas superpuestos de las subfracciones aisladas de la fraccion 3 en
columna NHa.

Las fracciones mayoritarias fueron las que eluyeron a los 8 y 12 min, y fueron
llamadas fraccion 3.2 y 3.4, debido a que resultaron ser la segunda y la cuarta

fraccidn obtenida a partir de la fraccion primaria 3.

5.3 Resonancia Magnética Nuclear de las fracciones 3.2y 3.4

En el espectro de RMN "H del compuesto 3.2 se observa una sefial notablemente
desprotegida y otras dos relativamente desprotegidas a 8.00, 5.90 y 5.69 ppm.
En principio se pensaba que se trataba de un compuesto aromatico sustituido
con un grupo acetilo (-OCOCHs3) y al menos dos hidroxilos meta-sustituidos. De
esta forma se presenta un proton mas desprotegido en posicion -para u -orto al
acetilo y otros protones mas protegidos en las relativas posiciones -orto y —para
a los grupos hidroxilos que justificaran la observacion anterior. No obstante, la
ausencia de multiplicidad de las sefiales caracteristica de ese tipo de sistema

aromatico descarté dicha posibilidad.

Lo anterior condujo a un dieno conjugado endlico, lo cual resultdé controversial
puesto que en general, en la naturaleza muy pocos enoles son relativamente
estables como es el caso del acido ascoérbico [25], debido a que la mayoria se

encuentran en su forma —ceto.

Por otra parte, el andlisis de las sefiales a campo medio y alto llevd a pensar
que el dieno conjugado estaba sustituido por un monosacarido en su forma
cerrada como glucdsido; sin embargo, llamé la atencidon la ausencia del
desplazamiento quimico caracteristico del proton anomérico. Esto ultimo llevd a

concluir que se trataba de un alditol o alcoholes de azucares.

La sefal a campo bajo de desplazamiento quimico 8.00 ppm (1H, d, J=8.0 Hz,
H-4) es resultado de la desproteccion de un hidrégeno de alqueno que se
encuentra geminal a un grupo -OR. Por otra parte, las dos sefiales dobles a
campo medio de 5.90 ppm (1H, d, J=4.8 Hz, H-5) y 5.69 (1H, d, J= 8.2 Hz, H-3)
son resultado del inductivo -I que ejercen los heteroatomos unidos directamente
de los grupos -OR y -NH2 [26], para la primera senal; y la segunda senal es

caracteristica de protones de alquenos (Figura 4 y 6). Por el valor de la constante
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de acoplamiento Jus-+4 = 8.0 Hz se pueden intuir que H-3 y H-4 son vecinales y

se encuentran en geometria —cis [27].

A campo medio también aparecen tres sefales base de oxigeno: dos triplicada
desprotegidas a 4.18 (1H, t, J = 5.11 Hz, H-6) y 4,15 ppm (1H, t, J=4.76 Hz, H-
7) y un multiplete a 4.00 (1H, m, H-8) (Figura 4 y 6). A juzgar por las constantes
de acoplamiento se puede intuir que las dos primeras senales estan acoplando

entre ellas y por tanto se encuentran a tres enlaces de distancia.

A campo alto se observan dos sefales dobles de dobles a 3.84 ppm (1H, dd, J =
12.38 Hz, 3.02 Hz H9a) y 3.73 ppm (1H, dd, J = 12.32 Hz, 2.93 Hz H9b)
correspondientes a dos hidrégenos no equivalentes, pero con iguales
conectividades: la multiplicidad de la sefal junto a los valores de las J revela que
existe acoplamiento geminal entre ellos y vecinal con un tercer protén; por tanto,

son protones diasterotopicos (Figura 4 y 6).
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Figura 4. Espectro RMN 'H (700 MHz, MeOD) & 8.00, 5.90, 5.69, 4.18, 4.15, 4.00, 3.84, 3.73.

El espectro de RMN '3C del compuesto 3.2 mostré 9 atomos de carbonos, de los
cuales 4 son Csp2 de alqueno unidos directamente a grupos -OH y -OR y 5 son
alifaticos base de O teniendo en cuenta la zona donde aparecen. A partir del
espectro HSQC editado 'H-'3C ( Anexos: Figura 15) se deduce la multiplicidad
de cada uno de los carbonos; asi las sefales en 166.57(C-1) y 152.53(C-2) ppm

corresponde a Csp2 completamente sustituidos base de oxigeno debido a la

15



ausencia de sefal de correlacion y su desproteccion, los carbonos 142.72(C-4)
y 102.65(C-3) ppm a Csp2H, el C-4 esta mas desprotegido ya que es vinilico y
base de oxigeno a diferencia del C-3 que solo es vinilico y a su vez en lugar de
sentir el efecto —| se protege por el efecto mesomeérico positivo del O (+M). Por
otra parte, las senales en 90.74(C-5), 86.37(C-8), 75.73(C-6), 71.3(C-7) ppm
corresponden a Csp®H base de oxigeno y en 62.28(C-9) a Csp3H2 base de
oxigeno. Consecuentemente, 5 carbonos saturados base de oxigeno indicaron
que el fragmento -CHOHCHOHCHOHCH20H estaba en el compuesto 3.2
(Figura 5y 6).

c-1 c-2 c-4 c-3 5 C8 (6 C7 C9 [4a0

300
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. ._.\.‘J " —— y " ) e g‘yulmul’ﬂ Y RN T LS

=100
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1l jppm)

Figura 5. Espectro RMN '3C (176 MHz, MeOD) 6 166.27, 152.53, 142.72, 102.65, 90.74, 86.37,
75.73,71.31, 62.28.

La conectividad del compuesto 3.2 se determiné a través de las correlaciones
del experimento HMBC de H-3/C-4; H-4/C-3, C-5, C-1, C-2; H-5/C-4, C-6, C-2;
H-7/C-5, C-8, C-9; H-9/C-7, C-8 (Figura 6 y Anexos: Figura 16). Ademas,
mediante el experimento TOCSY se determinaron dos sistemas de espines, uno
correspondiente a la parte insaturada H-3/H-4 y otro a la parte alifatica de la
molécula H-5/H-6/H-7/H-8/H-9a/H-9b (Anexos: Figura 17).
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Figura 6. Estructura del compuesto 3.2, y las correlaciones correspondientes a los experimentos
HMBC y TOCSY.

El espectro de RMN 'H del compuesto 3.4 se observan dos sefales
notablemente desprotegidas a 8.31 y 8.19 ppm , lo cual pudiera se indicativo de
la presencia de protones aromaticos sustituidos en posicion —orto o —para con
un grupo acetilo (-OCOCHs3). También se observa una sefial alrededor de 6 ppm
que pudiera indicar un protdén aromatico disustituido en —orto y —para con grupos
hidroxilos. No obstante, la ausencia de multiplicidad caracteristica descarto el

sistema aromatico.

Por tanto, teniendo en cuenta lo anterior, asi como las similitudes con el

compuesto 3.2; se asumio que se trataba de un dieno conjugado endlico.

Por otra parte, el analisis de las sefiales a campo medio y alto condujo a pensar
que el dieno conjugado era un sustituyente O-glicosidico de un monosacarido;
como el caso anterior, tras la ausencia del desplazamiento quimico caracteristico
del proton anomérico, concluimos que se trataba de otro alditol o alcoholes de

azucares.

Las senales de singuletes de desplazamiento quimico 8.31 ppm (1H, s, H-4) y
8.19 ppm (1H, s, H-1) a campo bajo, fueron atribuidas a dos hidréogenos de
alqueno que se encuentran geminales a grupos -OH y -OR, respectivamente con

fuerte efecto -, lo cual provoca que se desplacen a campo bajo.

Por otra parte, en la zona de campo medio aparece una sefial doble a 5.97 ppm
(1H, d, J = 6.4 Hz, H-5) que se trata del hidrogeno del CH unido directamente a
los grupos -OR y -NH2 [26], el cual se encuentra desprotegido debido al doble

efecto —I que ejercen ambos grupos.
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Ademas, en esta misma zona aparecen tres sefales: una triplicada mas
desprotegida a 4.74 ppm (1H, t, J = 6.2 Hz, H-6), dos multipletes menos
desprotegidos a 4.33 ppm (1H, m, H-7) y a 4,17 ppm (1H, m, H-8). En campo
alto se observan dos sefiales dobles de dobles a 3.89 ppm (1H, dd, J = 12.5 Hz,
2.6 Hz H9a) y 3.75 ppm (1H, dd, J = 12.5 Hz, 2.6 Hz H9b) correspondientes a
dos hidrégenos diasterotopicos (Figura 7 y 9). Por las constantes de
acoplamientos se intuye que H-5/H-6 , H-8/H-9a y H-8/H9b se encuentra a tres

enlaces de distancias y H-9a/H-9b a dos enlaces de distancia.
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Figura 7. Espectro RMN 1H (700 MHz, MeOD) & 8.31, 8.19, 5.97, 4.74, 4.33, 4.17, 3.84, 3.75.

El espectro de RMN 3C del compuesto 3.4 mostré 9 atomos de carbonos, de los
cuales 4 son Csp? de alqueno unidos directamente a grupos -OH y -OR y 5 son
alifaticos base de O teniendo en cuenta la zona donde aparecen. A partir del
espectro HSQC 'H-3C (Anexos: Figura 18) se deduce la multiplicidad de cada
uno de los carbonos asi, las sefales en 157.61(C-2) y 150.06(C-3) ppm
corresponde a Csp? completamente sustituidos base de oxigeno debido a la
ausencia de sefal de correlacion y su desproteccion. Los carbonos que muestran
desplazamiento quimico en 153.51(C-1) y 142.04(C-4) ppm a Csp?H base de
oxigeno y por otra parte las sefales en 91.27(C-5), 88.18(C-8), 75.47(C-6),
72.66(C-7) ppm a Csp3H base de oxigeno y en 63.47(C-9) a Csp3H2 base de
oxigeno. Consecuentemente, 5 carbonos saturados indicaron que el fragmento
—CHOHCHOHCHOHCH:20H estaba en el compuesto 3.4 (Figura 8 y 9).
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Figura 8. Espectro RMN 3C (176 MHz, MeOD) & 157.61, 153.51, 150.06, 142.04, 91.27, 88.18,
75.47,72.66, 63.47.
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La conectividad del compuesto 3.4 fueron determinadas a través de las
correlaciones del experimento HMBC de H-1/C-2, C-3; H-4/C-3; H-5/C-4, C-3, C-
6; H-6/C-5; H-7/C-5; H-9a/C-7, C-8 (Figura 9 y Anexos: Figura 19). Ademas,
mediante el experimento TOCSY se determind un unico sistema de espin, el
correspondiente a la parte alifatica de la molécula H-5/H-6/H-7/H-8/H-9a/H-9b
(Anexos: Figura 20).
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Figura 9 Estructura del compuesto 3.4, y las correlaciones correspondientes a los experimentos
HMBC y TOCSY.

5.4 ldentificacién del grupo enol en 3.2 y 3.4 mediante el revelado con
Clz/orto-toluidina.

En principio se esperaba encontrar compuestos de naturaleza peptidica, puesto

que el ensayo Clz/orto-toluidina ha sido reportado en el reconocimiento de
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compuestos de naturaleza peptidica [28]. En su lugar se identificaron enoles, y
en relacién con ello se propuso el siguiente mecanismo de reaccion tomando

como base que se muestran unas manchas azules en las cromatoplacas.

En el primer paso se produce la adicién de cloro y formacion del ion cloronium,
experimentalmente ocurre cuando se pone en contacto el producto en atmadsfera
de cloro. Una vez que se esparce orto-toluidina a la muestra ya clorada toma
lugar el segundo paso que constituye el ataque nucleofilico del grupo -NH2, para
luego producirse la deshidratacion y subsecuente formacion de la imina o base
de Schiff aromatica. Este paso esta asistido por la formacion de un producto mas
estable debido a la extension de la conjugacién, de ahi que ocurra a temperatura
ambiente [29]

La conjugacion del producto resultante no es suficiente para que se obtenga un
maximo alrededor de 580-595 nm con una absortividad molar del orden de una
transicion 1-m*. A medida que el numero de dobles enlaces conjugados
aumenta, la banda menos energética se desplaza batocromicamente, pudiendo
presentar coloracién el compuesto al comenzar a absorber selectivamente

radiacion en la region visible.

Por tanto, se espera una segunda condensacion seguido de un paso de

deshidratacion, lo cual da una a-diimina aromatica a, B-insaturada (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo propuesto en este trabajo que explica la formacion de la diimina aromatica
derivada de los enoles 3.2 y 3.4 mediante el ensayo Clz/orto-toluidina.

5.5 Espectrometria de Masa de los compuestos 3.2 y 3.4 mediante HPLC-
DAD-ESI-MS-QTOF.

Los compuestos 3.2 y 3.4 a penas se retuvieron en la columna C-18 del
experimento HPLC-DAD-ESI-MS-QTOF con tiempos de elucion a penas a los

0.8 min de corrida. En la Figura 11 se muestra el perfil de 3.2.
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Figura 11. Perfil cromatografico de compuesto 3.2 en HPLC-DAD-ESI-MS-QTOF.

El barrido MS-QTOF obtenido de seleccionar el intervalo de tiempo de elucion
de 3.2, mostré una sefal correspondiente al ion [M + H] a m/z 268.10505. La
masa par de este ion fue indicio de la presencia de un numero impar de
nitrdgenos. Debido a que el voltaje de fragmentacién utilizado era relativamente
débil no se observan los iones fragmentos del correspondiente ion

cuasimolecular (Figura 12).
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Figura 12. Barrido de masa correspondiente al intervalo de tiempo de elucion de 3.4.

Un barrido similar MS-QTOF obtenido de seleccionar el intervalo de tiempo de

elucion de 3.2 condujo al ion [M + H] a m/z para 3.2 a 268.0939.

5.6 Comparaciéon de los desplazamientos quimicos, las constantes de
acoplamiento y la masa exacta de 3.2 y 3.4 con los datos reportados en la
literatura.

El compuesto 3.4 presentd las mismas sefales con desplazamiento quimico que
(Z,Z)-5-amino-5-(1,2,3-trihidroxibuta-1,3-dieniloxi)pentano-6,7,8,9-tetraol [30], lo
cual corroboré el isbmero geométrico representado hasta este punto para 3.4,
(1Z2,3Z) (Anexos: Tabla 1 y 2). Por otra parte, la identidad de la configuracion
absoluta relacionada con los centros estereogénicos puede ser determinada
modelando los diferentes espectros de dicroismo circular de cada uno de los
diastereoisomeros correspondientes. Para ello, las estructuras tienen que ser
establecidas mediante mecanica molecular, métodos semiempiricos o abinitios.
La configuracion absoluta se estable de comparar los diferentes espectros de

dicroismo circular modelados con el experimental.

La masa del ion [M+H] reportada para (Z, Z)-5-amino-5-(1, 2,3-trihidroxibuta-1,3-
dieniloxi)pentano-6,7,8,9-tetraol es 268.1041, lo que conduce a un error en
relacion a la masa exacta de 3.4 de 38 ppm, confirmandose la formula molecular
CoH170sN.

(Z,2)-5-amino-5-(1,2,3-trihidroxibuta-1,3-dieniloxi)pentano-6,7,8,9-tetraol mostré
en publicaciones previas actividad antioxidante frente al 2,2-difenil-1-picrilhidracil
[27], un radical libre que muestra capacidad aceptora de hidrégenos en presencia
de antioxidantes. La capacidad de reducir radicales libres de una sustancia

implica la estabilizacion de su radical correspondiente, en este caso a través de
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los enlaces conjugados y los oxigenos, luego se espera que 3.4 tenga actividad

antioxidante.
OH OH OH
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) -
4 H 9
OH NH, OH

Figura 13. (Z,2)-5-amino-5-(1,2,3-trihidroxibuta-1,3-dieniloxi)pentano-6,7,8,9-tetraol aislado de
Murraya koeniggi por Qin-Ge Ma. y colaboradores [30].

El compuesto 3.2 presentd sefales y constantes de acoplamiento parecidas al
(Z2)-5-amino-5-(1,1,2-trihidroxibuta-1,3-dieniloxy)pentano-6,7,8,9-tetraol

reportado por Siebatcheu et. al [27]; pero no coincidian debido a que los datos
se encontraban en DMSO-d6. El espectro de RMN 'H de 3.4 en DMSO-d6
(Anexos: Figura 21) coincide con los desplazamientos quimicos y las J
reportadas. En relaciéon al isomero geométrico de los dos posibles se comprueba
el mostrado hasta ahora, 3Z, debido a la coincidencia de la J H-3/H-4 de 3.2 con

el reporte de la literatura (Tabla 3).

La masa del ion [M+H] reportado para (Z)-5-amino-5-(1,1,2-trihidroxibuta-1,3-
dieniloxy)pentano-6,7,8,9-tetraol [M+H] fue de 268.1040, lo que condujo a un
error en relacion a la masa exacta de 3.2 de 3.91 ppm, confirmandose la formula

molecular CoH170sN.

El (Z)-5-amino-5-(1,1,2-trihidroxibuta-1,3-dieniloxy)pentano-6,7,8,9-tetraol fue
aislado del hongo Trichoderma erinaceum; y mostrd actividad antimicrobiana

inhibiendo significativamente el crecimiento de Pythium ultimum.

OH
z 2 OH
HO™ ™ OH OH
3\ OMOH
4 - 9

NH, OH

Figura 14. (Z2)-5-amino-5-(1,1,2-trihidroxibuta-1,3-dieniloxi) pentano-6,7,8,9-tetraol aislado de un

hongo endofitico llamado Trichoderma erinaceum por Siebatcheu E.C y colaboradores [27].
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6. Conclusiones y Recomendaciones

El aislamiento de la fraccion hidrosoluble mediante macerados sucesivos con
incremento de la polaridad proporciond tres fracciones primarias con naturaleza

quimica diferentes.

El estudio mediante HPLC en fase reversa y fase normal de la fraccion mas polar
permitié la obtencién de dos enoles no reportados en Amaranthus: (Z)-5-amino-
5-(1,1,2-trihidroxibuta-1,3-dieniloxy)pentano-6,7,8,9-tetraol y (Z,Z)-5-amino-5-
(1,2,3-trinidroxibuta-1,3-dieniloxi)pentano-6,7,8,9-tetraol que potencialmente

tienen actividad antioxidante.

La estructura quimica y las conectividades de estos compuestos de A.
hypochondriacus se pudo determinar mediante las técnicas de RMN vy

Espectrometria de Masas.

Se recomienda corroborar la configuracibn absoluta de los centros
estereogénicos mediante dicroismo circular y experimentos de RMN que
muestren cercania espacial, asi como probar la actividad antioxidante frente a

radicales libres tipicos del metabolismo celular.
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7. Parte Experimental

7.1 Recoleccién y Maceracién

Las semillas de Amaranthus hypochondriacus fueron recolectadas en el pueblo
de Santiago Tulyehualco, Xochimilco, Ciudad de México. No fue corroborada la
especie mediante estudios de material genético; no obstante fue atribuida la

especie debido a estudios taxondmicos previos en el area de recoleccion.

Las semillas pulverizadas fueron sometida a maceraciones sucesivas con
hexano, acetato de etilo, diclorometano y metanol/agua 60:40, con el objetivo de
separar la fraccion liposoluble de la fraccidn hidrosoluble. La mezcla
hidroalcohdlica fue secada por rotoevaporaciéon a vacio. El producto seco se

redisolvio en pequefios volumenes de metanol, luego fue centrifugado y filtrado.

7.2 Cromatografia Liquida en columna abierta

El extracto seco fue adsorbido sobre silica gel malla 240-400 (relaciéon 1:1
respecto al peso del extracto seco), y después pasoé por una columna de vidrio
de 5 cm de diametro, empacada con gel de silice malla 240-400 (450 g). Se eluy6
primero con diclorometano y posterior con mezclas diclorometano-metanol
desde una proporcién 5:95 hasta 30:70 y finalmente metanol. Se colectaron 40
fracciones de 250 mL, las cuales se reunieron en forma de 3 fracciones primarias
de acuerdo con su perfil en cromatografia de capa fina con silica como fase

estacionaria.

Para dar seguimiento a la cromatografia en columna, se usaron cromatofolios de
gel de silice 60 F254 soportadas en aluminio (marca Merck), las cuales se
eluyeron con fase movil diclorometano/metanol/agua, en relacion 5:4:1 y se

observaron bajo luz UV (A = 254 y 365 nm) y se revelaron con Clz/orto-toluidina.

25



La orto-toluidina se encuentra al 1% en disolucion acuosa de acido acético pH
3-4 y Kl al 0.5%.

Ensayo de Cl2/orto-toluidina: Una vez secas las cromatoplacas eluidas con la
con la fase movil se ponen en atmdsfera de Clz durante 5 min. Finalmente son
reveladas las cromatoplacas cloradas a temperatura ambiente con la orto-

toluidina.

Las fracciones obtenidas se purificaron mediante retencién hidrofébica por
extraccion en fase solida a través de Strata C18. Para ello, una vez que la
muestra es retenida sobre el material adsorbente, se eluyé primero con agua, y
posteriormente con mezclas agua-acetonitrilo disminuyendo la polaridad desde
5:95 hasta 50:50, para finalmente eluir con acetonitrilo. De igual forma se sigui6
mediante cromatografia de capa fina para distinguir las fracciones donde

estaban los compuestos de interés.

7.3 Cromatografia de Alta Eficiencia en fase reversa y normal.

La cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa fue llevada a cabo en
un modulo con bomba Waters 2535 y un detector de arreglo de fotodiodo Waters
2998, empleando una columna semipreparativa Symmetry C18, 5 um de tamano
de particula y dimensiones 7.8 x 100 mm. Esta técnica fue operada a un flujo de
4.6 mL/min. Durante 8 min fue eluido con agua-acetonitrilo 95:5(v/v), luego un
gradiente durante 3 min hasta alcanzar una proporcion 90:10. En lo siguiente se
mantuvo la mezcla en la relacion anterior durante 2 min hasta regresar finalmente

a las condiciones iniciales de 95:5. El tiempo de corrida fue de 20 min.

La cromatografia liquida de alta eficiencia en fase normal fue llevada a cabo en
un cromatografo Varian ProStar a una longitud de onda de 250 nm, empleando
una columna analitica yBondapak Amino(NH2), 10 um de tamafio de particula y
dimensiones 3.9 x 300 mm. Esta técnica fue operada a un flujo de 1.1 mL/min
con un gradiente. Durante 12 min fue eluido con acetonitrilo hasta alcanzar una
proporcién acetonitrilo-agua 70:30(v/v), luego un gradiente durante 2 min hasta
alcanzar una proporcion 10:90. En lo siguiente se mantuvo la mezcla en la
relacion anterior durante 4 min hasta alcanzar las condiciones iniciales de

acetonitrilo. El tiempo de corrida fue de 20 min.
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7.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a Masa.

La cromatografia liquida de alta eficiencia se llevd a cabo con un detector de
arreglo de fotodiodos (HPLC-DAD, por sus siglas en inglés) con longitudes de
onda de deteccion 220, 250 y 320nm y un espectrometro de masas de
cuadrupolo acoplado a uno de tiempo de vuelo empleando como fuente de
ionizacion electrospray (ESI-MS-QTOF, por sus siglas en inglés). El
espectrometro fue operado en modo positivo con un poder resolutivo de masa
de 2500 a m/z 100 con una velocidad de barrido de 1 Hz bajo los siguientes
parametros: temperatura del gas 275°C , flujo del gas nebulizador 7 L/min y
voltaje del capilar 4.5 kV. El voltaje fragmentador entre el analizador de
cuadrupolo y el de tiempo de vuelo fue de 150 V. EIlAr sirvié como gas de colisiéon
y N2 como gas envolvente. HPLC-DAD/ESI-MS-QTOF fue operado con una
columna C18 en modo isocratico con una mezcla agua-acetonitrilo 85:15(v/v)

acetonitrilo durante 9.5 min a un flujo de 0.4 mL/min.

Los experimentos de RMN se registraron en un espectrometro Bruker Avance |l
a 700 MHz ('H) y 175 MHz ('3C) usando las secuencias de pulsos estandares
para los experimentos y referenciado a las senales residuales de los solventes

empleados.
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3.4
H asignado 5 'H observado | & H reportado Jobservado | Jreportado

(700MHz (300 MHz Hz (700MHz | Hz (300 MHz
MeOD) MeOD) MeOD) MeOD)

4 8,31 8,32

1 8,19 8,19

5 5,97 5,97 6,40 6,30

6 4,74 4,75 6,17 6,00

7 4,33 4,34 - -

8 4,17 4,17 - -

9a 3,89 3,89 12,47;2,52 12,60;2,70

9b 3,75 3,77 12,47;2,52 12,60;2,70

Tabla 1. Comparacién de los datos de desplazamiento quimico 'H de 3.4 con el compuesto
aislado de Murraya koeniggi por Qin-Ge Ma. y colaboradores [30].

34
C asignado 5 13C observado J reportado Hz
(175MHz MeOD) (125MHz MeOD)

2 157,61 157,60
3 150,06 150,00
1 153,51 153,50
4 142,04 142,00
5 91,27 91,30
8 88,18 88,20
6 75,47 75,50
7 72,66 72,70
9 63,47 63,50

Tabla 2. Comparacion de los datos de desplazamiento quimico '3C de 3.4 con el compuesto
aislado de Murraya koeniggi por Qin-Ge Ma. y colaboradores [30].

3.2
H &5 &5 J observado | J observado
asignado | observado reportado Hz (400MHz | Hz (600MHz
(400MHz (600 MHz DMSO) DMSO)
DMSO) DMSO)
4 7,88 7,89 8,13 8,00
5 5,77 5,78 5,36 5,50
3 5,63 5,64 7,99 8,00
6 4,02 4,02 - -
7 3,96 3,96 - -
8 3,84 3,84 - -
9a 3,62 3,62 - -
9b 3,54 3,54 - _

Tabla 3. Comparacion de los datos de desplazamiento quimico 'H de 3.2 con el compuesto
aislado de un hongo endofitico llamado Trichoderma erinaceum por Siebatcheu E.C vy
colaboradore [27].
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