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RESUMEN

Galium mexicanum Kunth es una planta consumida tradicionalmente en México para el
tratamiento de problemas fisioldgicos diversos, cuyos extractos presentan actividades
bioldgicas in vitro destacables. En este proyecto de tesis se presenta el primer estudio
guimico de la especie en cuestidn, la cual se obtuvo del municipio de San Miguel
Suchixtepec, Oaxaca.

En primera instancia se obtuvo el extracto metandlico de las partes aéreas de G. mexicanum
mediante extraccién asistida por ultrasonido. A partir de este extracto se aislaron diez
metabolitos secundarios mediante el uso de técnicas cromatograficas en fase normal y
reversa. Tres de estos metabolitos secundarios se identificaron en la fraccién menos polar
(fraccidon AcDS) y los siete restantes se obtuvieron de la fraccion mas polar del extracto
(fraccion M3Me). Los compuestos purificados fueron caracterizados mediante el analisis de
los datos espectroscépicos de resonancia magnética nuclear en una y dos dimensiones. Los
metabolitos identificados en la fraccion M3Me fueron: asperuldsido (l), acido clorogénico
(1), dafilésido (INN), isoquercetina (IV), rutina (V), astragalina (VI) y nicotiflorina (VII);
mientras que en la fraccién AcDS se identificaron los siguientes: B-sitosterol (VII), luteina
(IX) e iresina (X). Los compuestos VIl y X se aislaron por primera vez en el género Galium.

La fraccion M3Me, evaluada mediante el ensayo de reduccion del radical libre DPPH",
mostro el ICso mas bajo (ICsp=23.41 +1.11 ug/mL) con respecto a las 3 fracciones evaluadas
(M3Me, EMeF y extracto crudo metandlico), valor que concuerda con el tratamiento
realizado para la obtencion de esta fraccion al aumentar la proporcion de polifenoles y
flavonoides en la misma, mientras que el extracto metandlico presenté una capacidad
antioxidante aproximadamente seis veces menor que la fraccion M3Me en el mismo ensayo
(ICs0 = 145.91 * 1.01 pg/mL), mostrando actividad antirradicalar moderada con respecto a
otras especies del género Galium. Se propone que los metabolitos secundarios identificados
en las fracciones de los extractos de esta especie pueden ser los responsables de la
capacidad antioxidante, actividad antiparasitaria y/o antiinflamatoria.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la vida de la sociedad ha pasado a depender en gran medida de los
alimentos procesados, por lo que la industria alimenticia ha tratado de satisfacer la
demanda con una gran variedad de productos. Sin embargo, este hecho también ha
resaltado la importancia de la nutricién de calidad en las personas debido al incremento en
las enfermedades y problemas de salud asociados a una mala alimentacion. Esta situacién
ha propiciado que los consumidores sean mas conscientes de lo que compran y consumen,
creando tendencias diferentes en la industria alimenticia con el fin de reducir las
inquietudes del consumidor y satisfacer sus necesidades, tal es el caso del uso de aditivos

de origen natural, como lo son los antioxidantes.

Los alimentos funcionales han tomado relevancia debido a las tendencias que la sociedad
ha desarrollado en los ultimos anos, esta importancia se puede atribuir a las funciones que
este tipo de alimentos pueden cumplir: asegurar una nutricion de calidad que a su vez
puede tener efectos benéficos extras en nuestra salud. Aqui es donde el estudio quimico de
las plantas usadas en la medicina tradicional mexicana toma relevancia, ya que muchas de
éstas han sido empleadas durante generaciones para tratar enfermedades diversas y han
sido consumidas por la poblacién de manera cotidiana. Sin embargo, la generacién de este
conocimiento ancestral ha sido de manera meramente empirica, por lo que establecer los
fundamentos cientificos del uso de estas especies es importante para demostrar su

efectividad y descartar efectos adversos.

El estudio quimico de Galium mexicanum Kunth supone una fuente importante de
principios bioactivos que pueden ser utilizados en las industrias quimica, alimentaria y

farmacéutica, tomando en cuenta las tendencias y necesidades que la sociedad presenta.



1.1. Importancia del estudio

Galium mexicanum es una planta, cuyas partes aéreas (tallo, flor y hoja) se usan
tradicionalmente en la sierra norte del estado de Oaxaca para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, de la piel, asi como antiinflamatorio. Existen reportes en
la literatura que soportan el uso tradicional ya que el extracto metandlico y fracciones
mostraron actividades antimicrobiana, antiparasitaria, antifungica, antiinflamatoria y
antitopoisomerasa (potencial anticancerigeno). Sin embargo, los metabolitos secundarios
presentes en la especie todavia no se han caracterizado. Este es el primer estudio quimico
de aislamiento, purificacion y elucidacion estructural de los metabolitos presentes en G.
mexicanum que pueden contribuir al conocimiento quimico de la especie, asi como
relacionar los compuestos organicos con sus actividades biolégicas in vitro y con el uso
tradicional de la planta. Asi mismo, de este estudio se generarda mas evidencia para una
mayor seguridad en el consumo de esta especie. Adicionalmente, se plantea establecer la
capacidad antioxidante del extracto metandlico y sus fracciones para conocer su potencial

como fuente de sustancias inhibidoras de radicales libres.



2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Galium mexicanum Kunth

Galium mexicanum (Figura 1) es una planta herbdacea perenne perteneciente a la familia
Rubiaceae, que puede localizarse en el sur y centro de México. Esta especie cuenta con
alrededor de seis hojas por nodo que comunmente miden entre 2 y 4 cm, puede tener de
pocos a muchos pelos plumosos en el tallo y las hojas, generalmente tienen flores
hermafroditas, con una corola con pétalos unidos entre si parecida a una campanay frutos

con pelos en forma de gancho (Figura 2)2.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rubiales
Familia Rubiaceae

Género Galium

Figura 1 .Galium mexicanum (amor de hortelano, pegarropa, cuajaleche) y su clasificacién
taxondémica

Figura 2. Partes aéreas de Galium mexicanum 2



En México, G. mexicanum se utiliza para el tratamiento de problemas fisiolégicos diversos
como la diarrea, infecciones estomacales, dolor e inflamacién del sistema digestivo y
enfermedades de la piel. Los extractos de hexano, cloroformo y metanol (% rendimiento:
0.5, 0.47 y 15.62, respectivamente, base seca) de las partes aéreas de la planta (colectada
en el estado de Oaxaca) mostraron diversas actividades bioldgicas que sefialan a G.
mexicanum como una fuente potencial de compuestos bioactivos?. Las actividades descritas

son:

a) Actividad contra bacterias Gram positivas con valores de MIC (concentracién
minima inhibitoria, por sus siglas en inglés) de 67 a 999 pg/mL de fracciones
provenientes de los tres extractos (hexano, cloroformo y metanol).

b) Actividad citotéxica baja de dos fracciones cromatograficas del extracto metandlico
(ICs0 =951.5 + 12.0, 1000 + 70.7 pug/mL) y una fraccion del extracto de hexano (ICso
=1398.5 + 72.3 pg/mL) contra macréfagos indicando una menor toxicidad en estas
fracciones para su posible consumo.

c) Actividad antiparasitaria de dos fracciones del extracto de hexano (MIC: 333 ug/mL)
contra el parasito Leishmania donovani.

d) Actividad antiinflamatoria de una fraccién del extracto de hexano y una del extracto
metandlico inhibiendo un 50 % y un 90 %, respectivamente. Este experimento se
hizo midiendo la secrecién de interleucina-6 en macrofagos.

e) Actividad antifingica de fracciones de hexano y metanol (MIC: 333 - 500 ug/mL)
contra Trichophyton rubrum, mientras que una fraccion del extracto de cloroformo
(MIC: 666 pg/mL) mostrd actividad contra Candida albicans, de igual manera se
observé actividad en contra de Cryptococcus neoformans por parte de una fraccién
del extracto de hexano y una fraccién del extracto de metanol (MIC: 333 y 999

ug/mL, respectivamente)3.

El extracto metandlico de las partes aéreas de G. mexicanum colectada en el estado de
Oaxaca (rendimiento: 7.6 %, base seca) ha sido evaluado como inhibidor de la enzima
topoisomerasa | mediante el uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae modificada

genéticamente (JN362a, JN394, JN394:.1 JN394+,.4t y JN394+,.5), dando resultados positivos

4



(inhibicion del crecimiento: 34.28 + 7.07 %). La inhibicidn de esta enzima es un mecanismo
estudiado debido a su potencial en la prevencidon y tratamiento del cancer. El estudio de
mutagenicidad en el modelo de Salmonella typhimurium TA1535, por su parte, mostrd
resultados negativos, indicando que el extracto en concentraciones de 5 mg/mL no

presenta efectos mutagénicos®.

2.2. Métodos de extraccion

La extraccion se puede definir como el proceso de separacion de compuestos producidos
por especies diversas mediante su metabolismo (metabolitos), tomando como base la
afinidad que estos tienen por disolventes selectivos®. La extraccion de estos compuestos se
fundamenta en el proceso de difusién molecular, el cual se encuentra descrito por las
ecuaciones de las leyes de Fick (Ecuacién 1), siendo la superficie de contacto (Ar), el
coeficiente de difusion del sélido en el disolvente (Dxa), la distancia desde el interior de la

particula (dz) y el gradiente de concentracion (dCx) los principales pardmetros que influyen

en la velocidad transferencia de masa del soluto (MX)6.

My dCy

—=-Dyp—— ---------- Ecuacion 1
A; XA dz

Generalmente los métodos de extraccion conducen a la obtencién de mezclas de
metabolitos diferentes (primarios y secundarios) dependiendo del material vegetal a
estudiar y de los disolventes empleados, pudiendo contener alcaloides, flavonoides,
terpenoides, entre otros. Estas mezclas pueden ser usadas para evaluaciones bioldgicas
debido a las posibles sinergias positivas entre los compuesto para diversos fines, sin
embargo, en ocasiones éstas mezclas son purificadas para evitar sinergias negativas, asi
como para conocer las moléculas responsables de las actividades biolégicas y de esta

manera tratar de explicar la actividad evaluada’.

Los métodos de extraccidn mas conocidos son la maceracidn, infusién, digestién, decoccidn,
percolacién, extraccién Soxhlet, hidroalcohdlica por medio de fermentacidn, por arrastre

de vapor, asistida por ultrasonido (EAU) y asistida por fluidos supercriticos®. Cada método



tiene sus ventajas y desventajas, y en la actualidad hay una mayor demanda por aquéllos
gue permiten la automatizacion, la reduccion en la cantidad de disolvente utilizado y en el
tiempo de extraccion®. La EAU ha tomado relevancia debido a su uso fécil, disponibilidad,
bajo costo, asi como por el menor tiempo y cantidad de disolvente empleados en la
extraccidn con respecto a otros métodos, por lo que es una opcién viable para la extraccion

de compuestos provenientes de plantas®.

La EAU, o comUnmente denominada sonicacion, se basa en el uso del ultrasonido,
involucrando frecuencias de 20 a 2000 kHz, lo que provoca que la permeabilidad de las
paredes celulares incremente y se produzca el fendmeno de la cavitacion, generando
pequefios poros o canales en la membrana celular, favoreciendo la extraccion de los
compuestos presentes en las plantas. Una de las desventajas de este método, sin embargo,
es que la energia ultrasénica puede producir cambios indeseables en las moléculas de
interés debido a la formacion de radicales libres (al aumentar la proporcién de agua en la
mezcla de disolventes)°. Debido a esto la seleccidon de las condiciones de extraccion es de
suma importancia, ya que cada factor (disolvente utilizado, tiempo, temperatura) influye

en el rendimiento del proceso, asi como en el tipo de compuestos obtenidos.

2.3. Métodos de separacion cromatografica

A partir de los métodos de extraccidén mas comunes se pueden obtener mezclas complejas
de estos metabolitos secundarios y primarios, mismas que serd necesario separar por
diversos motivos, tales como la evaluacion de las actividades bioldgicas de compuestos
puros, elucidacién estructural o por interés comercial del compuesto, entre otros. Aqui es

donde la cromatografia adquiere una gran importancia.

La cromatografia es un método de separacidn que se distingue por el uso de una fase movil
o eluyente y el uso de una fase estacionaria, mismas en las que se basa la separacién
cromatogréfical. La fase mdvil puede ser liquida o gaseosa y se hace pasar a través de la

fase estacionaria, la cual suele ser un empaquetamiento de particulas sélidas que contienen



la fase estacionaria en su superficie. Los métodos cromatograficos se pueden clasificar con
base en la forma en que el soluto interacciona con la fase estacionaria, dando lugar a la
cromatografia por adsorcién, particion, intercambio-idnico, exclusién molecular y por

afinidad®?.
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Figura 3. Proceso de cromatografia en columna
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2.3.1. Cromatografia en columna

En este tipo de cromatografia se utiliza una columna de vidrio que ha sido previamente
empaqguetada con la fase estacionaria, a través de la cual se hace pasar la fase movil
(disolvente) mediante presion o gravedad. Una mezcla de los compuestos a separar es
afiadida en la cabeza de la columna y el disolvente utilizado se empieza a recolectar al final
de la misma, anadiendo mas disolvente a la columna para promover la elucion de los
compuestos presentes de acuerdo con su afinidad por la fase moévil o la fase estacionaria®®.

Este proceso se ilustra en le Figura 3.

2.3.2. Cromatografia en capa fina (CCF)

La CCF (o TLC por sus siglas en inglés) es una forma de cromatografia en la que la fase
estacionaria es una capa fina que se coloca sobre un soporte adecuado, misma sobre la cual
se mueve la fase mévil por accidn capilar. Las ventajas de esta técnica son su bajo costo y la

velocidad con la que se obtienen los resultados, mismos que se pueden usar para predecir



las condiciones dptimas para separar mezclas en columnas y monitoreo de las fracciones

por obtenidas por cromatografia en columna 2.

2.4. Productos naturales y su uso potencial como aditivos en la industria alimentaria

De acuerdo con el Codex Alimentarius, un aditivo es una sustancia que no se consume como
alimento normalmente, pero que es adicionado a los alimentos de forma intencionada con
la finalidad de modificar sus propiedades tanto sensoriales como tecnoldgicas, pudiendo

ser afadido en las diferentes fases de elaboracién del alimento?2.

Actualmente hay un interés y tendencia en el uso de aditivos de origen natural debido a una
poblacién cada vez mads interesada en lo que consume y como esto afecta su salud. Por esta
razon existen estudios quimicos de plantas con la finalidad de extraer compuestos
bioactivos que puedan ser usados en la industria alimentaria (asi como en la industria
guimica y farmacéutica). El uso de estos compuestos debe ser regulado para garantizar la
inocuidad de los alimentos, por lo que debe existir una serie de estudios que puedan
comprobar este efecto!3. Un ejemplo de este tipo de compuestos es el estevidsido (Figura
4), el cual es un aditivo ampliamente usado en la industria alimenticia como edulcorante

sustituto debido a su bajo aporte calérico.

OH

OH

OH

HO
HO

Figura 4. Estevidsido, un edulcorante de origen natural



Debido a la gran diversidad estructural que presentan los productos naturales existe
particular interés en los mismos por la variedad de actividades bioldgicas que éstos pueden
presentar. En la industria alimenticia se ha enfatizado la busqueda en posibles aditivos que
actuen como conservadores de los alimentos para extender su vida util (antimicrobianos,

antioxidantes, antifingicos, etc.), sin embargo, ain hay muchas fuentes sin explorar*.
2.4.1. Antioxidantes

En la naturaleza existen diversas fuentes de moléculas con capacidad antioxidante, las
cuales son capaces de interactuar con agentes oxidantes mediante diversos mecanismos de
reaccion. Estas interacciones permiten mantener un equilibro en los sistemas bioldgicos,
qgue de ser desestabilizado propicia el estrés oxidativo, lo que podria tener consecuencias
graves como la generacién de enfermedades cardiovasculares o incluso el cancer. Cuando
existe una deficiencia de este tipo de compuestos se puede compensar consumiéndolos a
través de diversos alimentos. Sin embargo, estos mismos pueden sufrir dafios causados por
agentes oxidantes debido a su reaccién con las biomoléculas que éstos contienen

(principalmente las grasas), afectando de manera significativa su vida atil*°.

2.4.2. Ensayo de reduccion del radical libre DPPH*

El radical libre DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidracilo) es un radical comercial relativamente
estable debido a la presencia de anillos aromaticos en su estructura que promueven la
deslocalizacion de los electrones, estabilizando de esta manera a la molécula. Cuando este
compuesto se encuentra en su forma de radical libre, tiene un color violeta muy
caracteristico en disolucion, teniendo un maximo de absorcion cerca de los 517 nm. El
ensayo de reduccidn del radical libre DPPH" se basa en la medicién de la disminucién de las
unidades de absorbancia de la disolucion (a una longitud de onda maxima de 517 nm)
debido a lainteraccidn del radical con los compuestos antioxidantes, estabilizando el mismo

(Figura 5). El porcentaje de inhibicion del radical se puede calcular con la Ecuacion 218,



Abspppy.-Absg,; *100
Abspppy.

% Inhibicion= ——*100 ------ Ecuacion 2

Dénde: Abspppy. €s la absorbancia del radical, y Absg,; es la absorbancia del extracto o

muestra analizada que reacciona con el radical libre.

Q.

+ ArOH —» + ArO
N,O NO,

NO,
Figura 5. Reduccién del radical libre DPPH:

Los resultados del ensayo pueden reportarse con el valor del ICso, el cual indica la
concentracion del extracto o de la muestra evaluada necesaria para obtener una
disminucion del 50 % de la concentracidn inicial del radical DPPH". Para determinar este
pardmetro es necesario realizar una curva de calibracién de la muestra a evaluar,
estableciendo diversas concentraciones que inhiban al radical en un intervalo de 20 a 90 %
con la finalidad de establecer una regresién lineal de la cual se pueda obtener el valor del

ICso para una muestra especifica.
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2.4.3. Capacidad antioxidante en el género Galium

Existen diversos estudios que han determinado la capacidad antioxidante de especies del
género Galium (Tabla 1); sin embargo, hasta el momento no hay reportes para G.
mexicanum. En estos reportes, los autores atribuyen la capacidad antioxidante mostrada
por parte de los extractos y fracciones a su composicidn, principalmente a los flavonoides y
polifenoles, al observar correlaciones de Pearson significativas entre los valores de ICso
obtenidos en los ensayos de actividad antioxidante y el contenido de polifenoles totales

cuantificados (R?=0.8527%1)..

Otros factores evaluados en estos estudios fueron el método de secado del material
vegetal, mostrando diferencias significativas (p < 0.05) entre los valores de 1Cso obtenidos
mediante los métodos de liofilizacion (ICsp = 554 — 555 pg/mL) y secado con aire (ICso = 467
— 884 pug/mL)?°. También se mostré la diferencia significativa entre las medias (comparacion
de rangos multiples de Duncan, a = 0.05) del valor de ICso dependiente del método de
extraccién: maceracion, reflujo y EAU (ICso = 46 -73 pg/mL)?2. Por otra parte, el uso de
disolventes diferentes para la obtencion de los extractos también mostrdé una influencia en
los valores de ICso reportados?’. En la Tabla 1 de ICso de cada estudio de acuerdo a las
diferentes metodologias, también se muestra el valor de la concentracién del radical libre

DPPH- utilizado, siendo éste relevante en el valor de ICsp obtenido.
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Tabla 1. Capacidad antioxidante por el método del radical DPPH" en el género Galium

. Parte . [DPPH'] ICso Refer’enua
Especie dela Extracto  Observaciones (M) (ng/mL) y pais de
planta H He estudio
Acuoso . 209 [17]
- Liofilizad 250 ,
Metandlico ofilizado 261 Turquia
Mt. Zlatar
L d 3.10
Metanol (Lugar de
Partes colecta) [18]
i acuoso al . 22.5 .
G.veruml. aéreas o o (V/v) Veternik Serbia
(Lugar de 8.04
colecta)
Metanol
:::ZZ acuoso al EAU N.R. 30.72 Cr[;aggia
80 % (v/v)
Metanol Liofilizado 555+4
Ho acuoso al Secad
. ojas,  gyo (v/v) eca : o con 884 + 12
G. aparine tallos, aire 54 [20]
L. floresy Liofilizado 554411 ortuedl
semillas Infusion Secad
eca.ocon 467 + 3
aire
Fraccion 5500
hexano
Fraccidon
acetato de >250
G. aparine Planta Metanol et”?[ 21]
L. entera acuoso al Fraccion N.R. 61.7 + Pakistan
95 % (v/v) butanol 1.94
Fraccion 7549
metanol
Fraccion 58.3 +
acuosa 1.32
Etanol Maceracion 51+2
. Il Part 22
G mf ugo agrre:, acuoso al Reflujo 85.7 45+ 3 S[erb]ia
) 50 % (v/v) EAU 62+2
, Partes Metanol al [19]
G. t , EAU N.R. 30.30 .
cruciata aéreas 80 % (v/v) Croacia
G. Partes Metanol al [19]
, EAU N.R. 27.62 .
divaricatum aéreas 80 % (v/v) Croacia

EAU: Extraccidn asistida por ultrasonido, N.R.: No reportado
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2.5. Compuestos organicos descritos en el género Galium

Los metabolitos producidos por las plantas pueden clasificarse en primarios y secundarios.
Los primarios incluyen polisacdridos, glucosa, proteinas, lipidos y acidos nucleicos, los
cuales son necesarios para el crecimiento de la especie que los produce?3. Los metabolitos
secundarios son compuestos que no son necesariamente indispensables para el desarrollo
de las plantas, teniendo restricciones taxondmicas en cuanto a su ocurrencia, pero que

desempefian un rol importante en la interaccién de los organismos con el ambiente??.

Los metabolitos secundarios se generan principalmente para cumplir una funcién
protectora a estimulos externos que afecten a los sistemas biolégicos, como el dafo
inducido por la luz, o debido a su interaccién con otros organismos, sintetizando
compuestos con propiedades que puedan ser de utilidad a la planta (antiparasitarios,
antifungicos, antimicrobianos, entre otros). También pueden cumplir funciones de
reconocimiento en relaciones simbidticas con otras especies?®. Algunos ejemplos de este
tipo de compuestos son los flavonoides, alcaloides, terpenoides, saponinas y polifenoles,

entre otros2°.

En las Figuras 6 y 7 se muestran dos de las principales rutas involucradas en la sintesis de
metabolitos secundarios, en las cuales participan multiples enzimas que no se mencionan
en este texto. A continuacién, se presentan generalidades de los grupos de compuestos

organicos que se han reportado en el género Galium.
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—
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- —

Geranil-geranil difosfato OPP

Figura 6. Biosintesis de terpenoides en plantas?*
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Antocianinas

Figura 7. Ruta del acido shikimico?*

2.5.1. Iridoides

Los iridoides pertenecen a la familia de los monoterpenos, compuestos formados por 10
atomos de carbono, y se caracterizan por tener como base estructural al
ciclopentano[c]pirano (Figura 8). Existen cuatro tipos de iridoides de acuerdo a su
estructura, los iridoides simples, los iridoides glicosilados, los secoiridoides y los
bisiridoides. En las plantas existe una marcada predominancia de los iridoides glicosilados

sobre los otros tipos de iridoides?’.
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Figura 8. Estructura quimica base de los iridoides

Estas moléculas han sido identificadas con frecuencia en las partes aéreas de las plantas del
género Galium?®223031,323334 | 55 actividades neuroprotectora, anticancerigena vy
antiinflamatoria se han asociado principalmente a este tipo de compuestos, aunque el

mecanismo de accidn alin no estd bien establecido.

O OH
: H
X
HO
0]
HO OGlc
Genipdsido Monotropeina Acido logénico

Figura 9. Iridoides reportados en el género Galium3%3?

2.5.2. Antraquinonas

Las antraquinonas pertenecen a la familia de las quinonas y tienen como base estructural
un anillo de antraceno, Figura 10, el cual cuenta con un grupo carbonilo en las posiciones 9
y 10 (por lo cual se les conoce también como dioxoantracenos o antracenodionas),

pudiendo tener grupos funcionales distintos sustituyendo diferentes posiciones del anillo3®.
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Figura 10. Estructura base de las antraquinonas

Este tipo de compuestos han sido caracterizados en las raices de distintas plantas del género

Galium?30:37:383940 Entre los efectos bioldgicos atribuidos cominmente a las antraquinonas

se encuentra la actividad laxante, hepatoprotectora, anticancerigena, antimicrobiana,

antifingica, antiviral, antidiabética y antioxidante364?,

OH O O"\
0]

g“ o~

0]

8-hidroxi-3-metoxi-7-metil-1,2-metilendioxi-9,10-antraquinona

oH o 0o~

OH
g"o/
0

2,8-dihidroxi-1,3-dimetoxi-7-metil-9,10-antraquinona

Figura 11. Antraquinonas reportadas en el género Galium*®
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2.5.3. Flavonoides

La familia de los flavonoides se compone de compuestos polifendlicos, que se caracterizan
guimicamente por dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un puente de tres carbonos
ciclizado a través de un dtomo de oxigeno (C), Figura 1242,

3|

5 4

Figura 12. Estructura base de los flavonoides

En cuanto a su clasificacion, los flavonoides se pueden dividir en seis subgrupos
mayoritarios: flavonoles, isoflavonas, flavonas, antocianidinas, flavanonas y chalconas

(Figura 13)%3.

seagivendieans

Flavonol Flavona Chalcona
0 0 ©
w O+
AN
=
0] O OH
Isoflavona Flavanona Antocianidina

Figura 13. Clasificacion de los flavonoides
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La caracterizacion de flavonoides en el género Galium ha sido reportada por distintos
autores, siendo las flavonas, los flavonoles y sus derivados glicosilados los mas
recurrentes31,324445 | 35 actividades biolégicas reportadas para los flavonoides comprenden
la actividad antioxidante, hepatoprotectora, antibacterial, antiinflamatoria,

anticancerigena y antiviral“®,

OH
OH 0
HO 0 HO O
OH
OH
OH O OH O
Quercetina Diosmetina

Figura 14. Flavonoides reportados en el género Galium*

2.5.4. Triterpenos

Los triterpenos son compuestos que abarcan diversas familias de metabolitos conformados
por isoprenoides policiclicos que se encuentran distribuidos en gran medida en el reino
vegetal. Su estructura deriva de la condensacion de dos moléculas de pirofosfato de
farnesilo dando como producto de reaccién al escualeno, Figura 15, el cual puede
experimentar distintos tipos de reacciones de ciclizacion, resultando asi en una amplia

variedad de triterpenoides®’.

Figura 15. Escualeno, precursor de los triterpenos
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Entre los triterpenos pentaciclicos reportados para el género Galium se encuentran
saponinas, acidos oleandlicos y fitoesteroles3?#8, Algunas de las actividades bioldgicas
reportadas para los triterpenos son la actividad hepatoprotectora, antiinflamatoria,
analgésica, antimicrobiana, antimicdtica, virostdtica, entre otras, pudiendo usarse en el
tratamiento y prevencidn de distintas enfermedades*®. La medicina tradicional de Tailandia
ha hecho uso de plantas que contienen este tipo de compuestos como remedios para

diversas enfermedades, principalmente la malaria®°.

Figura 16. Acido oleandlico, triterpeno reportado en el género Galium?3?

2.5.5. Acido hidroxicinamico y derivados

Los acidos hidroxicinamicos son una clase de metabolitos secundarios abundantes en el
reino vegetal®l. Su estructura bdsica corresponde a un esqueleto fenilpropanoide (C6-C3) y
los compuestos mas comunes de este grupo son los dcidos p-cumarico, caféico y ferulico
(Figura 17)*2.

La presencia de los hidroxicinamatos se ha reportado con frecuencia en las partes aéreas
de las plantas del género Galium**>2°3, Las actividades bioldgicas descritas para estas
moléculas son la actividad antioxidante, prevencién de enfermedades cardiovasculares,
prevencidn y tratamiento de cancer, control de los efectos secundarios de la quimioterapia,

actividad antimicrobiana y actividad antiosteoclastica®*.
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Acido ferulico

Figura 17. Derivados principales del acido hidroxicinamico

2.6. Elucidacion estructural de metabolitos secundarios

Posterior a la extraccion y purificaciéon de los metabolitos secundarios, la caracterizaciéon
estructural de los mismos es de suma importancia para conocer los posibles responsables
de las actividades bioldgicas de los extractos, asi como para establecer los marcadores
guimiotaxondmicos de la especie. Las técnicas espectroscdpicas son de gran ayuda en esta
etapa, ya que, a diferencia de las pruebas quimicas, las cuales requieren cantidades
mayores de muestra y generalmente destruyen esta misma, las técnicas espectroscépicas
requieren una cantidad de muestra relativamente pequefia y generalmente la muestra no

es destruida, por lo que puede ser recuperada para analisis posteriores®>.

Entre las técnicas usadas para la elucidacién se encuentra la resonancia magnética nuclear
(RMN), la espectrometria de masa (EM) y la espectroscopia de infrarrojo (IR). Los datos
obtenidos con estas técnicas y aquéllos reportados en la literatura cientifica pueden ser
usados de manera complementaria para poder asignar la estructura a compuestos distintos

invariablemente.
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La espectroscopia de RMN ha sido utilizada como la técnica principal para la elucidacién
estructural de compuestos diversos en las Ultimas décadas®®. La ventaja de esta técnica
radica en que la cantidad de muestra utilizada es minima y ésta no se dafia, ademas de que
el analisis del espectro obtenido brinda informacion acerca de los atomos presentes en la
molécula, asi como su entorno quimico®. Aunque el conocimiento de la masa molecular es
importante en la elucidaciéon estructural, cuando los compuestos son conocidos, el analisis
y la comparacién de los datos espectroscopicos con aquéllos reportados en la literatura,
puede ser suficiente para establecer la estructura del compuesto en cuestion. Si el
compuesto aislado no se ha identificado previamente, el uso de otras técnicas

espectroscépicas y espectrométricas es necesario para la elucidacién estructural del mismo.

2.6.1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

En 1946, Purcell y Bloch demostraron experimentalmente una teoria propuesta por W. Pauli
en 1942, la cual afirmaba que ciertos nucleos atdmicos podrian absorber radiacidon
electromagnética al someterse a un campo magnético intenso debido al desdoblamiento
de sus niveles de energia. Esta demostracién fue la base que llevod a los quimicos en anos
posteriores a descubrir la influencia del entorno quimico y magnético en la absorcién de la
radiofrecuencia por parte de los &tomos, desarrollandose asi la técnica espectroscépica mas

poderosa para el andlisis estructural de una molécula®’.

Entre los nucleos mds comunes que se pueden observar por RMN se encuentran:
14 13~ 15N 19¢ \, 31p o . . . gz .
1H,7¢C, "IN, aF y 15P, siendo los dos primeros los mas usados. El nucleo de hidrégeno, o mas
comunmente conocido como protén, es el mds facil de observar y, por ende, el mas

estudiado®®.

En el espectro obtenido para este nucleo se observan sefiales, denominadas picos, para los

distintos atomos de hidrégeno presentes en la molécula. Estas sefiales se diferencian por el
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area relativa bajo la curva, que nos indica el numero de protones relativo de la misma
naturaleza presentes en la molécula, y por su desplazamiento quimico 6 (ppm), el cual es
un efecto por el cual las frecuencias de absorcidn de los nucleos cambian, mismo que tiene
origen debido al campo magnético generado por el movimiento de los electrones que se

encuentran alrededor del nucleo>.

El estudio del nucleo de *3C se basa en los mismos principios que la RMN *H; sin embargo,
existen pequeiias diferencias que se pueden observar para cada uno de los espectros. La
primera diferencia entre los espectros es la escala de desplazamientos quimicos, mientras
que en el protdn se encuentra entre 0y 12 ppm aproximadamente, en el espectro de 3C los
desplazamientos generalmente van de 0 a 220 ppm. La otra diferencia entre los espectros
es el desdoblamiento espin-espin, mismo que se puede observar como la separacion de las
sefiales debido a las interacciones entre los distintos atomos que conforman la molécula
(*H-'H, H-13C). En la RMN de 'H se observan sefiales que se separan en dos o mas
resonancias estrechas (sefiales dobles, triples, multiples, etc.). La abundancia natural del
1§C es de aproximadamente 1 %, por lo que el acoplamiento entre dtomos de carbono es

dificil de observar®’.

De este fendmeno se deriva un parametro de gran importancia en la caracterizacién
estructural, la constante de acoplamiento J, que se mide en Hz. Esta constante es
equivalente a la separacién entre dos lineas de una sefial multiple y su magnitud es la misma
para cierto grupo de dtomos independientemente del campo magnético al que se sometan,
por lo que es de gran utilidad en la documentacién y comparacion de ciertos dtomos y el

entorno al que estdn sometidos en compuestos distintos®’.
En la elucidacién estructural de productos naturales se suelen utilizar técnicas

unidimensionales y bidimensionales de RMN para fundamentar y corroborar las estructuras

moleculares propuestas, en la Tabla 2 se describen algunas de estas técnicas>®, mientras
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que en la Figura 18 se muestran las correlaciones que es posible observar con los diferentes

experimentos de RMN, utilizando como ejemplo la molécula de isoquercetina.

Tabla 2. Experimento de RMN utilizados en la elucidacién estructural

Experimento Tipo Informacion
" Tipos de protones, area de integracion
y constantes de acoplamiento (J)
DEPTQ (Distorsionless

Enhancement by Polarization

Tipos de carbonos, grado de saturacion
Transfer including the

Unidimensional de los mismos
detection of Quaternary
nuclei)
Correlacién entre sistemas de espines
TOCSY 1D (*H-1H) mediante transferencia de

magnetizacion

Correlacion homonuclear entre dtomos
COSY (COrrelation
de 'H a dos y tres (o mas) enlaces de
SpectroscoY)

distancia

Correlacidon heteronuclear entre
HSQC (Heteronuclear Simple

dtomos de 'Hy 13C a un enlace de
Quantum Coherence)

Bidimensional distancia

Correlacidon heteronuclear entre
HMBC (Heteronuclear

atomos de 'Hy 3C a dos y tres (o mas)
Multiple Bond Connectivity)

enlaces de distancia

NOESY (Nuclear Overhauser Correlacion homonuclear entre atomos

Enhacement SpectroscopY) de 'H a través del espacio
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<> HSQC
COSsY

TOCSY
<> HMBC

NOESY

Figura 18. Correlaciones observadas en los experimentos de RMN (isoquercetina)

En las Tablas 3 y 4 se enlistan los desplazamientos quimicos & (ppm) y las constantes de
acoplamiento J (Hz) de RMN de *H y 3C de compuestos descritos en los extractos de plantas

del género Galium y que son de interés para este trabajo.

Con respecto a los iridoides, las regiones de interés en la RMN de 'H son las comprendidas
entre § 2.00-3.00 ppm (debido a los protones H-5 y H-6 caracteristicos del anillo iridano),
mientras que los desplazamientos alrededor de 6 7.00 ppm denotan la presencia de las
insaturaciones del anillo en las posiciones 3y 7, la regién cercana a 6 5.00 ppm se puede
asociar al hidrégeno H-1 debido a que su carbono suele estar unido a dos oxigenos, la
presencia de una sefial simple cerca de 6 2.10 ppm puede denotar la presencia de un metilo
o de carbonilo que puede asociarse a grupos acetilo unidos al anillo de iridano. En la RMN
de 3C existe un amplio intervalo en donde pueden aparecer las sefiales para los carbonos
de la molécula, los carbonos C-5 y C-9 aparecen en regiones alifaticas, mientras que C-1 lo
hace en la regidén de carbonos unidos a heterodtomos, también hay sefiales en la regién de
carbonos vinilicos debido a la presencia de insaturaciones en el anillo de iridano, mientras

que la sustitucién del anillo con cadenas laterales que contengan carbonos carbonilicos
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hace que esta region muestre sefales caracteristicas de acidos carboxilicos y/o ésteres. En
la elucidacién estructural de este tipo de compuestos es comun utilizar la RMN en dos
dimensiones, el espectro COSY 2D ayuda a corroborar la presencia de anillo iridano,
mientras que el espectro HMBC establece la posicion de los sustituyentes del anillo. El
espectro NOESY por su parte resulta de interés para establecer la configuracién de los

centros estereogénicos de la molécula.

En el caso de los flavonoides, el espectro de protdn no suele mostrar muchas sefiales debido
a que la mayoria de los carbonos presentes en la estructura son cuaternarios; sin embargo,
los protones que se observan suelen aparecer en la regién de 6 6.00-8.00 ppm,
observandose como sefales simples en el caso del anillo A, debido a la sustitucion 5,7
caracteristica de este anillo. Mientras que debido a las diferentes sustituciones del anillo B,
los patrones observados suelen variar. En el espectro de '3C por su parte, se puede observar
la senal en la regién cercana a 6 180.0 ppm caracteristica de la posicion 4 del anillo C,
mientras que los carbonos aromaticos con sustituyentes hidroxilo aparecen cerca de 6
150.0 ppm, debido a su estructura no aparecen sefiales en la region de carbonos alifaticos,
los demas carbonos aromaticos aparecen a desplazamientos mayores de 90.0 ppm. El
espectro HMBC adquiere importancia para poder establecer las sustituciones del anillo, ya

sea por los grupos hidroxilo, o por unidades de azucares.

En cuanto a los derivados del dcido hidroxicindmico, el espectro de protén muestra senales
caracteristicas del anillo aromatico (cuyo patrén varia dependiendo de la sustitucién del
anillo) en la region de & 6.50-8.00 ppm, ademds de dos sefiales caracteristicas
correspondientes a los protones vinilicos H-7 y H-8, cuya constante de acoplamiento es de
aproximadamente 15.00 Hz debido a la configuracién del doble enlace (E). Al igual que los
flavonoides, el espectro de 13C muestra sefiales con desplazamientos mayores a 100.0 ppm
debido a los carbonos vinilicos y aromdticos, asi como los carbonos carbonilicos
caracteristicos de estas moléculas. El espectro COSY 2D de estas moléculas puede ayudar a

corroborar el patron de sustitucién de los hidroxilos del anillo aromatico, mientras que el
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espectro HMBC adquiere importancia cuando existen sustituciones de otro tipo de cadenas

en la molécula.

En el caso de las antraquinonas, el espectro de *H suele variar debido a las posibilidades de
sustitucion del anillo de antraceno, sin embargo, las sefales aparecen en la regidn de
protones aromaticos. El espectro de 3C muestra las sefiales caracteristicas de los carbonos
carbonilicos cerca de 6 180.0 ppm, las demas sefiales de los carbonos aromaticos aparecen

a desplazamientos mayores de 100.0 ppm.
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de RMN de 'H de compuestos descritos en Galium

Tipo de atomo Numero 6 (ppm) H J (Hz) Referencias
1 4.86—-5.63 d,1.95-9.22
3 7.03-7.68 S
ddd, ~7.5/4.7-5.8/1.03-1.1
5 2.92-3.59 t,6.6-7.3
[29,31,33]
dd, 6.45-7.51/6.45-7.51
m
9 2.0-3.03 dd, 7.83 -8.54/7.83 - 8.54
t,6.9-8.4
3 ~6.78 S
6 6.13-6.38 s
[32,45]
s
2 7.45-7.84
d,1.8-8.0
/{k . 1 10-12 - [55]

R

1

OH
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...continuacién Tabla 3

Tipo de atomo Numero 6 (ppm) H J (Hz) Referencias
7 7.48 —7.65 d, 15.9
[59,60]
8 6.1-6.9 d, 15.9
1 4-7 _
4 C H3
H orto, 6-9
: 3 6.5-8.3 meta, 1 -3
ara, 0-1
) P [55]
OH
4 23-26 S
0
1 1 2.1 S
Ry CHj
R - CHs (alifatico) 1 0.9 -
R — OH (alifatico) 1 2-5 s

s= sefal simple, d= sefal doble, dd= sefial doble de dobles, m= sefal multiple, t= sefial triple, ddd= sefal doble de doble de dobles
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos de RMN 3C de compuestos descritos en Galium

Tipo de atomo Numero é (ppm) Referencias
1 93.3-101.6
3 145.3 -156.0
[29,31,32,33]
4 106.2 -118.7
5y9 30.9 - 49.04
9y 10 180.0-184.4
[37,38,39,40]
11y 12 108.2 -139.2
2 146.8 - 164.2
3 135.4-135.6
4 176.3-181.9
[31,32,45]
6 158.4 -163.0
9 157.2-159.8
10 102.7 -105.8
9 4 149.59 - 149.9
COOR
X 1 7 147.2 - 148.8 [59,60]
8
2 8 113.9-114.7
HO
9 ~170
C = C (Aromatico) 100 -150
C = C (Alqueno) 110-140 [55]
C-OH 40-90




3. JUSTIFICACION

Oaxaca cuenta con una gran biodiversidad de especies vegetales, con alrededor de 8400 de
plantas diferentes, nimero que representa un poco mas de un tercio de la flora reportada
en todo México®!. Esta gran biodiversidad ha contribuido a que los habitantes del estado
usen estas plantas en el tratamiento y prevencién de todo tipo de enfermedades e inclusive
en su alimentacidn diaria. El conocimiento generado a través de los afios ha sido de manera
empirica y se ha pasado de generacién en generacidn, aunque en la mayoria de los casos

no se cuenta con datos escritos que soporten este conocimiento®2.

En las ultimas décadas, se ha buscado explicar y fundamentar el conocimiento empirico
generado mediante el estudio quimico y biolégico de las plantas utilizadas para tratar o
prevenir diversas enfermedades (tales como el cancer, la diabetes, entre otras). Estos
estudios hacen uso del método cientifico, aprovechando las técnicas espectroscépicas y
espectrométricas para la elucidacion estructural de productos naturales®®, asi como la

evaluacion de las actividades bioldgicas in vitro e in vivo®3.

El estudio quimico de las especies vegetales provee informacién acerca de los compuestos
presentes en géneros y familias distintos, contribuyendo de esta manera al establecimiento
de la quimiotaxonomia de las mismas®*. A su vez, la identificacion de compuestos nuevos
abre posibilidades para que la industria quimica y alimentaria puedan satisfacer las
necesidades de la sociedad de acuerdo con las tendencias que esta desarrolla. Entre éstas
se encuentra el uso de aditivos de origen natural y el consumo de alimentos funcionales,
siendo las plantas medicinales una fuente importante de metabolitos secundarios con

actividades bioldgicas diversas®.

Las especies del género Galium han sido utilizadas en la medicina tradicional de diversos
paises para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la piel, el sistema digestivo,
e incluso el cancer, siendo Galium aparine una de las mas destacables®®®’. En el mercado
en linea existen diversos productos basados en especies del género Galium, entre estos se
encuentran tinturas, extractos secos, capsulas de extracto y especies vegetales secas. Los

precios de estos articulos varian dependiendo de la presentacién y se encuentran en un
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rango de 10 a 50 délares aproximadamente. Las especies principales que se encuentran en
estos productos son Galium aparine y Galium verum. Entre las propiedades que se le
atribuyen a este tipo de mercancia se pueden mencionar su accién terapéutica como
antimicrobiano, analgésico, desintoxicante, diurético, asi como en el tratamiento de

enfermedades renales, cardiacas, articulares y del tracto urinario.

Con base en lo anterior, es recomendable realizar estudios quimicos y biolégicos de plantas
con uso potencial, para aportar bases cientificas al uso tradicional de estas especies,
conocer los metabolitos secundarios presentes en las mismas y evaluar sus propiedades
bioldgicas. Los beneficios de este estudio residen en el descubrimiento de metabolitos
secundarios que puedan ser usados en las industrias quimica, alimentaria y/o farmacéutica,
como aditivos de origen natural que promuevan y ayuden a la preservacién de los

alimentos, asi como en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades de interés actual.

Esta investigacion pretende aportar conocimiento bdsico sobre la composicién quimica de
Galium mexicanum Kunth, asi como de la capacidad antioxidante in vitro para evaluar su

potencial como fuente de antioxidantes.

4. HIPOTESIS

A partir de los antecedentes de la especie Galium mexicanum y los compuestos que han

sido aislados e identificados en el género Galium se plantea la siguiente hipétesis:

Los extractos polares de las partes aéreas de Galium mexicanum Kunth contienen
compuestos orgdnicos con estructuras quimicas que proporcionan a sus fracciones
capacidad antioxidante, asi como pueden justificar las actividades antiinflamatoria,
antiparasitaria, antimicrobiana, antifingica, asi como su potencial anticancerigeno

reportados previamente para esta especie.
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5.1.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Elucidar la estructura y evaluar la capacidad antioxidante de los metabolitos secundarios

mayoritarios de los extractos polares de las partes aéreas de Galium mexicanum Kunth.

5.2.

5.3.

Objetivos especificos

Determinar la capacidad antioxidante del extracto metandlico de las partes aéreas
de G. mexicanum y de las particiones de acetato de etilo y metanol.

Obtener los compuestos orgdnicos mayoritarios de las fracciones de acetato de etilo
y metanol mediante técnicas cromatograficas.

Elucidar la estructura de los compuestos organicos puros mediante el andlisis de los

datos espectroscépicos de RMN.

Metas

Determinar el ICso (ng/mL) del extracto metandlico y sus particiones con el ensayo
de reduccion del radical libre DPPH".

Obtener al menos dos compuestos puros de cada particién del extracto metandlico.
Establecer la estructura quimica de los compuestos aislados efectuando un andlisis
de sus contantes espectroscépicas de RMN.

Determinar el ICso (ug/mL) de los compuestos puros identificados que no se
encuentren descritos en la literatura, utilizando el ensayo de reduccidn del radical

libre DPPH".
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6. MATERIALES Y METODOS

En la presente seccidn se establece la metodologia, los materiales y equipos usados en cada
parte del desarrollo del proyecto de tesis, comprendiendo desde la coleccion del material
vegetal, la extraccion de metabolitos, su purificacidon y elucidacién estructural, asi como el
ensayo de capacidad antioxidante, CAO, de fracciones seleccionadas. En la Figura 20 se

muestra un esquema general de la metodologia empleada.

6.1. Reactivos, consumibles y disolventes

Los disolventes usados fueron MeOH, AcOEt, hexano (Hx), y acetona (Conquimex, 95 %), los
cuales se destilaron en una columna fraccionada previo a su uso, H;O tipo 1 (Conductividad
18.2 uQ), AgNOs (J.T. Baker), gel de silice (SiO,, Merck 230-400 mallas), fase reversa RP18
(0.040-0.063), sefadex LH-20 (25-100 um), amberlita XAD16N (20-60 mallas), radical libre
DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidracilo), acido ascérbico, acido clorogénico y dacido gdlico

obtenidos de Sigma Aldrich.

Para la obtencién de los espectros de RMN se utilizaron cloroformo-d (99.8 % D), DMSO-ds
(99.9 % D), metanol-ds (99.8 % D), piridina-ds (99.5 % D) y acetona-ds (99.9 % D). La pureza

de estos disolventes es del 98 % y fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

6.2. Materiales y equipos

Material de vidrio en general, molino ciclénico (FOSS Cyclonic Cyclotec™ 1093) con un tamiz
de 0.5 mm, balanza analitica OHAUS © Pioneer PA214, recirculador (SEV ECO10), bafio
ultrasénico (Scientz 180 W), rotavapor (Heidolph 2) con bomba de vacio (MD 4 NT),
rotavapor (Buchi R-3) con bomba de vacio (Vacuum pump V-700), ldampara de luz
ultravioleta con longitudes de onda de 254 y 365 nm Spectroline, espectrometro de RMN
Avance Il HD de 400 MHz Bruker (Figura 19), tubos para RMN de 5 mm, columnas
cromatograficas de vidrio de 55, 45 y 28 cm de longitud y 2.5, 2.0 y 1.5 cm de didmetro,
respectivamente, espatulas, algoddn, papel filtro Whatman, cromatofolios de 20 x 20 cm

TLC de gel de silice 60 F2say RP-18F3s4 (Merck), lector de microplacas BioTek modelo Synergy

34



HTX y una microplaca Costar de 96 pozos con fondo plano, micropipetas (Accumax 100-

1000 pL, DLABSCI 10-100 pL, CTR Scientific 20-200 pL).

Figura 19. Espectrometro de RMN usado en este estudio
(Laboratorio de principios bioactivos, UTM)
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6.3. Material vegetal

Las partes aéreas de la planta (hojas, tallo y flores) se colectaron en el mes de febrero del
afio 2020 en la reserva comunitaria de San Miguel Suchixtepec, Miahuatlan, Oaxaca a 2504
m por encima del nivel del mar (16°05’08”’N 96°27°50"’W). La identificacion de la planta se
efectud en la Universidad Auténoma de Chapingo por la M.C. Ernestina Cedillo Portugal.
No. registro UACh 23994. La planta se dejo secar a temperatura ambiente en la sombra y
posteriormente se almacend a 4 °C. Las partes aéreas de la planta seca se pulverizaron en
un molino ciclénico con un tamiz de 0.5 mm, disminuyendo el tamafno de particula para

favorecer y acelerar la EAU.

6.4. Obtencion de extractos

La obtencién de los extractos crudos de G. mexicanum se efectué con metanol destilado,
100 g de material vegetal molido se repartieron en dos matraces Erlenmeyer de 500 mL y
se le adicionaron 250 mL de metanol destilado a cada uno. La disolucién se sometié a un
bafio de ultrasonido a una frecuencia de 40 kHz por un lapso de 20 min con temperatura de

25 + 2 °C, agitando la muestra cada 5 min (Figura 21).

Figura 21. Obtencidn del extracto metandlico de G. mexicanum
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La mezcla se dejo reposar durante 10 min y después el sobrenadante se filtré a través papel
filtro para eliminar sdlidos. El filtrado se recibié en un frasco de vidrio de 1 L forrado con
papel aluminio, a fin de prevenir la degradacién de las muestras cuando son expuestas por
periodos prolongados a la luz. Se realizaron extracciones consecutivas hasta que el peso del
residuo seco fue igual o menor al 15 % del peso del primer extracto seco (6 extracciones en
total). El metanol procedente de extracciones consecutivas se elimind en un evaporador
rotatorio (T =40 + 2 °C) a presion reducida a sequedad total para obtener los residuos, los
cuales se pesaron y guardaron a 4 °C para su uso posterior. El procedimiento de extraccién

se realizd 5 veces (100 g de material vegetal en cada repeticion).

6.5. Obtencidn de la infusion

En dos matraces Erlenmeyer de 500 mL se repartieron 200 g de material vegetal recuperado
posterior a la EAU (6 extracciones consecutivas), se les afiadieron 250 mL de agua tipo 1 a
temperatura de ebullicién y se dejaron en reposo durante una hora, agitando cada 10 min.

El liquido de la infusion se filtré y guardé a -20 °C.

6.6. Separacion y purificacion

6.6.1. Particion del extracto metanoélico

Una parte del extracto obtenido de las partes aéreas de la planta (34 g), libre de disolvente,
se resuspendio en agua tipo 1 y se sometid a extraccion liquido-liquido con AcOEt (250 mL
X 3 veces) para separar compuestos no polares (Figura 22). El disolvente orgdanico con la
muestra se colecté en un matraz bola de 1 L y el AcOEt se elimind en un rotavapor a una
temperatura no mayor de 45 °C. Se obtuvo el residuo EAc (24.1 %). Se eliminaron las trazas
de AcOEt presentes en la fraccidon acuosa con ayuda de un rotavapor y posteriormente se
almacend a -20 °C hasta su uso. Las particulas sdélidas se eliminaron por filtracidon sobre

papel filtro de poro mediano.
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La disolucidn se eluyd por una columna de vidrio (2.5 x 50 cm) empacada con amberlita
XAD16N (2.5 x 20 cm) acondicionada previamente con agua tipo 1, a un flujo de 3
gotas/minuto (Figura 23). Una vez que toda la solucion se paso por la columna, se lavé con
150 mL de agua des-ionizada y enseguida se lavé la columna con 200 mL de MeOH para
recuperar la muestra (con el mismo flujo), el MeOH con la muestra se colecté en un matraz
bola. El disolvente se eliminé en un rotavapor a no mds de 45 °C. Se obtuvo el de residuo
EMe. Este residuo fue disuelto en MeOH vy se filtré para eliminar sélidos, obteniendo el

residuo seco EMeF.

y —~

Figura 23. Extraccion liquido-liquido Figura 22. Tratamiento de la
H>0-AcOEt fraccidn acuosa con amberlita

6.6.2. Tratamiento de la fraccion EMeF

El tratamiento de la fraccién EMeF se realizd en primera instancia usando una columna de
vidrio (28 x 1.5 cm) empacada con sefadex LH-20 (14 x 1.5 cm) acondicionada con MeOH.
El proceso de realizé con 100 mg de muestra en cada repeticidn para evitar la saturacion de
la columna, la muestra se disolvid en MeOH y se eluyé con el mismo disolvente. De cada
repeticidon de la columna se obtuvieron cinco fracciones que fueron analizada por TLC (C18)
las cuales fueron mezcladas de acuerdo a su perfil cromatografico obteniendo tres

fracciones principales (M1Me, M2Me y M3Me).
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6.6.3. Tratamiento de la fraccion M2Me

El compuesto observado en esta fraccidn se purifico mediante cristalizacidon, para lo cual se
usaron mezclas de MeOH-Acetona, decantando el sobrenadante (color café) en un frasco
separado, el disolvente se dejo evaporar a temperatura ambiente y se obtuvieron cristales
mas puros. Este procedimiento se realizé repetidas veces obteniendo agujas cristalinas

incoloras (Fraccion M2MeB).

6.6.4. Tratamiento de la fraccion M3Me

La separacion de los compuestos presentes en esta fraccién se realizdé mediante
cromatografia en una columna de vidrio (50 x 2.5 cm) empacada con fase reversa C18 (20 x
2.5 cm, Figura 24) que se acondicioné con MeOH, cambiando la polaridad hasta llegar a
agua tipo 1 (previamente desgasificada por sonicacién). La muestra (600 mg) fue soportada
en C18 (700 mg) y se empezod a eluir con agua, aumentando la polaridad del sistema con

MeOH. Se obtuvieron fracciones de un volumen aproximado de 25 mL.

Figura 24. Columna C18 de la fraccion M3Me
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Tabla 5. Cromatografia de la fraccion M3Me

FASE MOVIL VO:.:‘:/)IEN FRACCIONES
Agua 140
Agua-MeOH 95:5 100 1-5
Agua-MeOH 9:1 100 7-12
Agua-MeOH 8:2 600 13-40
Agua-MeOH 75:25 100 41-44
Agua-MeOH 7:3 100 45-49
Agua-MeOH 65:35 200 50-62
Agua-MeOH 6:4 200 63-71
Agua-MeOH 5:5 200 72-79
MeOH 100 80-81
AcOEt 100 82-83

Cada fraccion fue analizada por TLC y aquellas que se observaron similares fueron

mezcladas para su posterior purificacion y/o la obtencion de espectros de RMN.
Las mezclas de fracciones fueron las siguientes:

F 2-5, F 9-11, F 14-15, F 17-19, F 20-26, F 36-43, F 44-49, F 55-64, F 65-74, F 75-79
6.6.4.1. Tratamiento de la fraccién M3 55-64

En la placa fina de esta mezcla de fracciones se observaron dos manchas con Rf de 0.45 y
0.3 (C18, MeOH-H,0 1:1) por lo que la muestra (69.8 mg) se purificd en una columna de
vidrio (45 x 2.5 cm) empacada con C18 (9 x 2.5 cm) acondicionada con H;O tipo 1. Las
fracciones fueron colectadas de un volumen aproximado de 25 mL y se usaron las

polaridades descritas en la Tabla 6.
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Tabla 6. Cromatografia de la fraccion M3 55-64

FASE MOVIL VOLUMEN (mL) FRACCIONES

Primera purificacion

H20 50

H,0-MeOH 9:1 100
H2,0-MeOH 8:2 200 1-8
MeOH 50 9-10

Segunda purificacion (fracciones 9-10)

H20 50
H20-MeOH 9:1 50
H20-MeOH 8:2 150
H20-MeOH 7:3 150 0-1
H20-MeOH 6:4 100 2-4
H20-MeOH 1:1 50 5-6

Este tratamiento purificé la mancha con Rf mayor, sin embargo, las fracciones 9-10 aun
contenian la mezcla de ambas manchas, por lo que se realizd una columna con las fracciones
9-10 (42.1 mg) con las mismas condiciones, utilizando nuevas polaridades (Tabla 5),

colectando fracciones de 25 mL aproximadamente.

De acuerdo con el perfil de la TLC de las fracciones, se mezclaron las fracciones 1-5 de la
primera purificacidn con la 0-1 de la segunda purificacion, estas fracciones correspondieron
a la mancha con Rf mayor (17.3 mg) obteniendo la fraccion FM1a. La mancha con el Rt
menor se observé pura en las fracciones 3-5 de la segunda purificacion, por lo que se

mezclaron para su andlisis (12.3 mg), obteniendo la fraccion FM2a.
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6.6.4.2. Tratamiento de la fraccion M3 75-79

Esta mezcla de fracciones (37.7 mg) se observé como a una mancha amarilla con R de 0.2
(C18, MeOH-H,0 1:1), la cual se montdé en una columna (28 x 1.5) empacada con gel de silice
(8 x 1.5 cm) acondicionada con Hx. Se obtuvieron fracciones de 15 mL aproximadamente,
las cuales de acuerdo a su Rt se juntaron en dos fracciones principales, FM3Ac (15.0 mg) y

FM3 1-35 (10.7 mg). La fraccion FM3 1-35 no se tratd posteriormente.

Tabla 7. Cromatografia de la fraccion M3 75-79

FASE MOVIL Volumen . sn  FASEMOVIL Volumen o ion
(mL) (mL)
» 20 AcOEt-MeOH %0
8:2
Hx-AcOEt 1:1 20 ACOE;'_';"GOH 60
FM3 1-35
AcOEt-MeOH
Hx-AcOEt 2:8 20 EM Ac re7s 100
AcOEt 40 AcOEt-MeOH 60
2:8
AcOEt-MeOH 95:5 60
AcOEt-MeOH 9:1 60

6.6.5. Tratamiento de la fraccion EAc

Previamente al tratamiento de la fraccion se guardaron en refrigeracion 1.2 g de esta misma

para referencia y determinacién de la capacidad antioxidante.

En primera instancia esta fraccion se sometié a un proceso de desengrasado, para lo cual
se disolvieron 5 g de EAc en 40 mL de MeOH y se dejaron reposar a temperatura de
refrigeracion durante 24 horas, posteriormente se filtré obteniendo 3.6 g de fraccién

desengrasada AcD.
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La fraccion AcD fue solubilizada en AcOEt y nuevamente se dejé reposar en refrigeracion
durante 12 horas, observando la precipitacion de sdlidos, por lo cual se filtré y se obtuvieron

2.86 g del sobrenadante seco (Fraccion AcDS). (La fraccion insoluble no se traté mas.)

Esta ultima fracciéon fue tratada con ayuda de una columna de vidrio (55 x 2.5 cm) empacada
con gel de silice (20 x 2.5 cm) que previamente fue desactivado con MeOH para disminuir
la reactividad del soporte con los compuestos de la fraccidon. La muestra fue soportada en
3 g de gel de silice (desactivados de igual manera) y se afiadieron a la columna de vidrio
previamente acondicionada con Hx, eluyendo la muestra con un gradiente de polaridad. Se

obtuvieron fracciones de un volumen aproximado de 80-100 mL.

Tabla 8. Cromatografia de la fraccion AcDS

VOLUMEN VOLUMEN

POLARIDAD (mL) FRACCIONES POLARIDAD (mL) FRACCIONES
Hexano 600 A-l Hx-AcOEt 5:5 300 AK-AN
Hx-AcOEt 9:1 600 J-R Hx-AcOEt 4:6 200 AO-AP
Hx-AcOEt 8:2 500 S-AB Hx-AcOEt 3:7 100 AQ-AR
Hx-AcOEt 7:3 500 AC-AH Hx-AcOEt 2:8 200 AS-AT
Hx-AcOEt 6:4 200 Al-A) AcOEt 200 AU-AV

Las fracciones se analizaron por TLC y se mezclaron de acuerdo a sus factores de retencién.

La fraccién A, correspondiente a un aceite rojizo insoluble en MeOH, se lavé con MeOH y se

obtuvieron sus espectros de RMN.

Se observd que la fraccion D podia cristalizar, sin embargo, la fraccién tenia impurezas por
lo que se lavd con MeOH y se dejéo en reposo a temperatura de refrigeracion,
posteriormente se filtré y se obtuvo un compuesto de apariencia cristalina de color blanco

(15 mg).
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Se mezclaron las fracciones AB-AD para su posterior purificacién, asi como las fracciones

AO-AU (Sin la fraccidn AS).

6.6.5.1. Tratamiento de la fraccion AB-AD

La fraccion AB-AD (15.2 mg), se relaciond con un compuesto reactivo ya que se observaron
cambios de coloracion con el tiempo con la presencia de cloroformo, por lo que se decidié
utilizar AgNOs en su tratamiento con la finalidad de evitar su degradacion (debido a la
presencia de insaturaciones de doble enlace observadas en la RMN). Estas fracciones se
observaron como a una mancha con Rf de 0.375 (Sistema Hx-AcOEt 7:3) la cual se

encontraba con otra impureza de color verde (R 0.625, mismo sistema).

Figura 25. Purificacién de la fraccién AB-AD

Debido a la poca cantidad de muestra que se tenia se decidié utilizar cromatofolios de gel
de silice impregnados con una disolucién de AgNOs (MeOH-H,0 1:1) al 20 %, activandolas
en una estufa a 105 °C durante 1 hora. Posteriormente se procedié a aplicar la muestra en
los cromatofolios tratados (20 en total) con ayuda de un tubo capilar, eluyendo cada
muestra con una mezcla de Hx-AcOEt 1:1 (Figura 25). Posteriormente se recorté la parte de

la placa que mostraba el Rf similar a la muestra, descartando las demas partes. Esta parte
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de la placa se raspd con una espatula y se depositd en un vaso de precipitados. Al terminar
de eluir todas las placas se procedid a extraer el compuesto de gel de silice usando 40 mL
de AcOEt con ayuda de agitacion durante 20 min y 5 veces en total. Todo este
procedimiento se realizd en ausencia de luz. El disolvente se evapord a temperatura

ambiente en un frasco protegido de la luz.

6.6.5.2. Tratamiento de la fraccion AO-AU

Se mezclaron las fracciones AO-AU, sin la fracciéon AS (105.9 mg), para purificar
posteriormente un compuesto de interés presente en esta mezcla. Esta purificacién se
realizo utilizando una columna de vidrio (28 x 1.5 cm) empacada con gel de silice (10 x 1.5
cm) previamente desactivado con MeOH, soportando la muestra en 150 mg de gel de silice
desactivado, afiadiendo la muestra a la columna previamente acondicionada con Hx,
eluyendo la muestra con un gradiente de polaridad. Se obtuvieron fracciones con un

volumen aproximado de 10 mL.

Tabla 9. Cromatografia de la fraccién AO-AU (sin la fraccién AS)

POLARIDAD VOLUMEN FRACCIONES  POLARIDAD VOLUMEN FRACCIONES
(mL) (mL)

Hexano 20 Hx-AcOEt 4:6 60 o-t
Hx-AcOEt 8:2 20 a Hx-AcOEt 3:7 100 u-ac
Hx-AcOEt 7:3 20 b-c Hx-AcOEt 2:8 40 ad-aj
Hx-AcOEt 6:4 40 d-h Hx-AcOEt 9:1 60 ak-ao
Hx-AcOEt 5:5 60 i-n AcOEt 40 ap-ar

El compuesto de interés (iresina) se observé en las fracciones r-w, las cuales se mezclaron

(19.5 mg) y se analizaron por espectroscopia.
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6.6.6. Tratamiento de la infusion

Esta fraccidn se tratd de la misma manera que la fraccion acuosa del extracto metandlico,
eluyendo en una columna de vidrio (45 x 2.5 cm) empacada con amberlita XAD16N
previamente acondicionada con MeOH, posteriormente agua tipo 1 y eluyendo la muestra
con un flujo de 3 gotas/min. La muestra se recuperd con 150 mL de MeOH vy se secd en
rotavapor. La muestra se disolvié en MeOH vy se filtré con papel filtro de poro mediano,
obteniendo 347.8 mg de la fraccién 5’. La cromatografia en capa fina de esta fraccién
mostré un perfil cromatografico igual al observado en la fraccién M3Me, por lo que se

descarté para su posterior andlisis.

6.7. Obtencidn de constantes fisicas de los compuestos purificados

6.7.1. Experimentos de RMN

La determinacién de las constantes espectroscopicas de RMN se efectué en un
espectrémetro ASCEND™400 AVANCE Ill HD (400 MHz frecuencia de 'H) (Bruker,
Rheinstetten, Alemania) a 298 Kelvin. Se usaron los programas de pulsos para experimentos
en una dimensién: H (zg30), DEPTQ (deptagpsp), TOCSY (seldigpzs); y en dos dimensiones:
COSY (cosygpppaf), HMQC (hmqcgpgf), HSQC (hsqgcetgpsi2), HMBC (hmbcgplpndgf) y
NOESY (noesygpph), empleando como disolventes CDCls, piridina-ds, acetona-ds, CD30D o
DMSO-ds y tubos para muestras de 5 milimetros usando la sefial del disolvente como

referencia. Los datos se analizaron en el software MestReNova versién 14.2.0.
6.7.2. Elucidacion estructural

Los espectros de RMN de protén y 13C se analizaron de acuerdo con los desplazamientos
guimicos para conocer el entorno quimico de los &tomos que conforman las moléculas. El
experimento DEPTQ permitié conocer el nimero de dtomos de hidrégeno unido a cada
carbono, corroborando con las areas de integracién del espectro de protén, asi como
usando el experimento HSQC para la asignacion de cada par carbono-protén. El
experimento COSY permitid establecer la cercania de los distintos atomos de hidrdgeno,
mientras que el experimento HMBC ayudo a establecer el esqueleto de la molécula.
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La caracterizacién estructural se completd con la asignacidn total de los desplazamientos
quimicos para la estructura propuesta, comparandose también con los reportes

encontrados en la literatura.

6.8. Evaluacion de la capacidad antioxidante, CAO, de los extractos

6.8.1. Preparacion de las disoluciones

Disolucién patron de DPPH" al 0.1 % (p/v). Se pesaron 10 mg de DPPH’, y se disolvieron en
EtOH hasta un volumen de 10 mL en ausencia de luz. De esta disolucidn se preparé una
disolucién de DPPH" al 0.004 % (400 pL se aforaron a 10 mL con EtOH), la cual se resguardé
de la luz en un frasco ambar y se mantuvo en refrigeracién entre mediciones. Se prepard

una nueva disolucion del radical diariamente.

Disoluciones de estandares de acido gélico 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 ug/mL. En primera
instancia se prepard una disolucion patrén de 1000 pg/mL de acido galico (10 mg de acido
gdlico llevado a un volumen final de 10 mL con EtOH). A partir de esta disolucién se prepard
una disolucién de 100 ug/mL, la cual se utilizd para preparar 10 mL de los estandares

previamente mencionados, utilizando los voliumenes adecuados para la dilucién.

Disoluciones estandares de acido ascorbico 2, 3, 4, 5y 6 ug/mL. Se prepard una disolucién
de acido ascorbico de 1000 pg/mL, (10 mg aforados a 10 mL), de la cual se prepard una
disolucién con una concentracidon de 100 pg/mL. De esta ultima disolucion se prepararon

las disoluciones estandar de 2 a 6 ug/mL.

Disoluciones estandares de acido clorogénico 3, 5, 7, 9, 11 y 13 pug/mL. Se prepard una
disolucidn patrén de 1000 pug/mL de acido clorogénico (10 mg aforados a 10 mL) y de esta
disoluciéon se tomaron los volumenes adecuados aforando con EtOH a un volumen final de

10 mL para preparar las disoluciones estandar.
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Las disoluciones estandar de los acidos galico, clorogénico y ascdérbico se utilizaron para el

ensayo de reduccion del radical libre DPPH' como controles positivos del mismo.

Disoluciones de extractos y fracciones. Inicialmente, estas disoluciones se prepararon en
EtOH a una concentracidon de 1000 pg/mL en el caso de las fracciones EMeF y M3Me. El
extracto crudo se prepard a partir de 11.6 mg (aforado a 25 mL de EtOH al 95 %, 464 ug/mL)
de extracto crudo obtenido con menos de 12 horas. A partir de estas disoluciones se
prepararon diluciones de las mismas con la finalidad de determinar el intervalo adecuado
para la determinacién del ICso de las muestras, estableciendo los puntos de la curva que se

adecuen a una regresion lineal.

Figura 26. Lector de microplacas utilizado en este estudio

6.8.2. Cuantificacion

En una microplaca de 96 pozos de fondo plano se mezclaron 70 plL del extracto crudo (60-
220 pg/mL), fraccion (EMeF: 20-100 pg/mL, M3Me: 10-40 pg/mL) o control (acidos galico,
ascérbico o clorogénico) con 70 uL de DPPH" al 0.004 %, y se dejaron por 30 min a
temperatura ambiente en ausencia de luz y con agitacion. Posteriormente, se leyé la
absorbancia a 517 nm en un espectrofotémetro de microplacas, Figura 26. La mezcla de 70
puL del DPPH* al 0.004 % y 70 uL de EtOH se usé como control negativo. El blanco de las
curvas de calibracidn se obtuvo con la disolucion menos concentrada de extracto, fraccidon

o control. Todos los estandares, blancos y controles se leyeron por triplicado.
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El ICs0 de cada fue calculado mediante el andlisis del porcentaje de inhibicidn del radical
libre con respecto a las concentraciones de cada muestra evaluada, obteniendo una curva
de calibracién para cada una. La regresion lineal se obtuvo a partir de los valores de
porcentaje de inhibicién y se calculd el ICso a partir de la ecuacidn de regresion lineal del
grafico correspondiente. El valor de ICso expresa la concentracion en ug/mL requerida para
disminuir el 50 % de la concentracién inicial de DPPH" y son la media de tres mediciones®®.
El método de rangos multiples de Duncan fue utilizado para la comparacion de medias,

considerando un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).

e s Abs -Abs .,
% Inhibicidn= %*100 —————— Ecuacion 2
DPPH-
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Fraccionamiento de extracto de Galium mexicanum

La extraccion asistida por ultrasonido de G. mexicanum por un lapso de 20 min a una
temperatura de 25 +2 °C utilizando MeOH generd un rendimiento de 17.04 + 1.58 %.
Posteriormente, con la finalidad de fraccionar el extracto obtenido de G. mexicanum, 34 g
del extracto seco se resuspendieron en agua tipo 1y se realizo la extraccidn liquido-liquido
con AcOEt tres veces, obteniendo la fraccién EAc (8.2 g, 24.1 %). A partir de la fraccion
acuosa se obtuvo la fraccion EMe (4.48 g, 13.1 %). Esta ultima se disolvié en MeOH vy se

filtrd, obteniendo la fraccion EMeF (3.5 g, 10.3 %).

Los reportes previos del estudio de Galium mexicanum describen rendimientos del extracto
metandlico del 7.6 %* y 15.62 %3, utilizando la maceracion como método de extraccidn en
un lapso de dos semanas y seis dias, respectivamente, lo que permite observar que la EAU
ademas de obtener mayores rendimientos de extraccidn, permite que el uso de disolvente
sea menor, reduciendo el impacto ambiental, asi como reduciendo el tiempo necesario para

la obtencion de los extractos.

Posterior al tratamiento de la fraccidn acuosa del extracto metandlico se observd una
coloracidn azul/negra en la amberlita, que puede atribuirse a los productos de oxidacion de

los compuestos presentes en la fraccidn, especialmente los iridoides®®.

El tratamiento de la fraccion EMeF con el soporte Sefadex LH-20 dio lugar a tres fracciones
principales; en la fraccion M1Me (858.2 mg) se observaron compuestos de peso molecular alto
gue no eluyeron en el cromatofolio, en la mezlca M2Me (1.75 g) se observé la cristalizacién de un
compuesto con impurezas de color café, y en la fraccion M3Me (757.3 mg) se observé una mezcla

mas compleja de compuestos en el cromatofolio.

Debido a que en el tratamiento de la fraccidn acuosa con amberlita se observé que el lavado
con agua aun mostraba coloracion se decidio recolectar esta fraccidon acuosa y evaporar 20

mL de la disolucion con ayuda de MeOH anhidro, esta fraccién se etiqueté como AgMe.
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En el caso de la infusidn, ésta se tratdé de manera similar a la fraccién acuosa del extracto

metandlico, obteniendo 347.8 mg de la fraccién 5.

7.2. Interpretacion de los datos espectroscépicos de RMN

A continuacion, se muestran los espectros de protdn de las fracciones EMeF, EAc, AgMe y

5’ (Figura 27).
P g
a) Mu JL
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f1 (ppm)

Figura 27. Espectros de protdn del a) extracto crudo y las fracciones b) 5/, c) AgMe
(MeOH-d4) y d) EAc en CDCl3 400 MHz

El espectro de RMN de protdn del extracto crudo (Figura 27a) mostrd una senal simple en
6 7.30 de la que se puede asumir forma parte de un sistema vinilico o aromatico, la regién
de 6 5.40-6.00 muestra tres sefiales que pueden corresponder a protones vinilicos, mientras
que la regién de 6 3.00-4.00 muestra una gran cantidad de seiales atribuibles a protones
de carbonos base de oxigeno, también se observa una sefial simple en § 2.06 que puede

atribuirse a un metilo o de carbonilo. Por su parte el espectro de '3C (Figura 28) mostré

52



sefiales en la regién alifatica (6 10.0-50.0), mientras que la regién de 6 55.0-100.0 muestra
sefiales atribuibles a carbonos bases de oxigeno como carbonos anoméricos, en la region
de 6 105.0-150.0 se observan sefiales que se pueden atribuir a carbonos vinilicos, también
se observaron sefiales cercanas a 6 170.0 correspondientes a carbonos carbonilicos de
éster. De acuerdo con la informacion de ambos espectros se puede asumir que en esta

fraccidn existe un compuesto mayoritario que corresponde a las sefiales intensas.

Por su parte, el espectro de protén de la fraccion 5 (Figura 27b) mostrd senales
presumiblemente similares a las de la fraccion EMe, con la diferencia de que las
intensidades de las sefales cambian, observando que las sefales de la regién 6 5.00-7.60
tienen unaintensidad semejante, por lo que se puede asumir que el compuesto mayoritario
de la fracciéon EMe se encuentra en menor proporcién en la fracciéon 5’. Ademas, en esta
fraccién se observa una mayor cantidad de sefales de protones aromaticos y vinilicos,

atribuibles a otro tipo de compuestos como podrian ser los flavonoides.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o -10

f1 (ppm)

Figura 28. Espectro DEPTQ del extracto crudo (trazo superior, MeOH-di) y de la
fraccién EAc (trazo inferior, CDCl3) 400 MHz
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La Figura 27c corresponde al espectro de protén de la fraccion AgMe, en el cual se observa
una gran cantidad de sefiales superpuestas en la regién de 6 3.50-4.00, observandose
sefiales de posibles carbonos anoméricos, indicando la presencia de azucares, lo cual
concuerda con el tratamiento descrito para esta fraccidn, ya que este mismo conllevd al
enriguecimiento en azucares de la fraccién. Sin embargo, en este espectro aln se pueden
observar sefiales en la region de protones vinilicos y aromaticos, por lo que se asume que

alglin compuesto con polaridad alta y soluble en agua se encuentra en esta fraccion.

El espectro de protdn la fraccidn EAc (Figura 27d) muestra sefiales en la region de protones
alifaticos 6 0.50-2.80 y también se observan sefiales en la regién de protones vinilicos, la
presencia de estos dos grupos de sefiales se puede atribuir a la presencia de acidos grasos
insaturados en la fraccidon. Por otra parte, se observan sefales simples en la regién de 6 3.00
-4.00 correspondientes a sefiales de metoxilos, y sefiales en frecuencias altas (6 8.00-10.00),
estos dos grupos de sefiales pueden atribuirse a la presencia de clorofilas®. El espectro de
13C de esta fraccion muestra también una gran cantidad de sefiales en la regidn alifatica, y

algunas sefiales en la regidn de carbonos vinilicos.

7.2.1. Elucidacion de la fraccion M2MeB

El lavado de la fraccién M2MeB con mezclas de MeOH-acetona llevé a la limpieza de los
cristales obteniendo 370 mg de agujas cristalinas, posterior a su recristalizacion a
temperatura ambiente. En la TLC de estos cristales se observé una Unica mancha con un R¢
de 0.7 (Sistema MeOH-H,0 1:1). El revelado de la placa fina con H2S04 al 50 % mostrd en
un inicio una coloracién azul y finalmente una tonalidad negra, posible indicador de la

presencia de un iridoide glicosilado®®.

Los datos espectroscépicos de M2MeB revelaron la identidad del compuesto en cuestion,
tratandose de un iridoide glicosilado denominado asperuldsido, constituido por el anillo
basico deiridano, un grupo acetilo, una lactona de cinco miembros y una unidad de glucosa.
Este compuesto ha sido reportado previamente en el género Galium siendo considerado un

metabolito caracteristico del género’®.
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Figura 29. Espectro de 'H del asperuldsido (1) en piridina-ds (400 MHz)

En el espectro de RMN-'H del asperuldsido (Figura 29) se observa la sefial doble de un
protdn vinilico en § 7.56 (*Ju-35 = 2.03 Hz) que corresponde al C-3 en 6 149.0. Las sefiales
observadas en 6 3.38 y 3.46 ppm son tipicas el sistema del anillo iridano, y corresponden a
H-9 y H-5, respectivamente, el experimento HSQC (Apéndice A-1) las correlaciond con sus

respectivos carbonos en 6 44.4 (C-9) y 6 36.3 (C-5).
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Figura 30. Espectro DEPTQ del asperulésido (I) en piridina-ds (100 MHz)
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El espectro DEPTQ de I (Figura 30) mostré un total de 18 sefales, de entre las cuales se
observé la presencia de dos carbonos carbonilicos, cuatro carbonos vinilicos, dos metilenos

base de oxigeno, siete metinos base de oxigeno, un metilo y dos metinos alifaticos.

En el caso de H-5, que aparecid6 como una sefal doble de doble de dobles, mostrd
correlaciones en el experimento COSY (Figura 31) con los protones en § 7.56 (H-3) y 6 5.41
(H-6), asignando asi el C-6 en & 84.3. Por otra parte, en el experimento HMBC (Figura 32),
este protdn mostroé correlaciones con los carbonos en 6 149.0 (C-3), 6 105.1 (C-4), 6 127.8
(C-7)y & 142.8 (C-8).

El protdn H-9, que se observé como una seial doble ancha, mostré correlaciones en el
experimento COSY con H-1 (6 6.26), H-5 (6 3.46) y H-7 (6 5.65), mientras que en el
experimento HMBC se observaron correlaciones con los carbonos en 6 92.6 (C-1), 6 142.8

(C-8) y 6 60.8 (C-10).
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Figura 31. Seccidén del espectro COSY 2D de | y sus correlaciones clave
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En el espectro de protén de la muestra también se observé una sefial simple en 6 2.02 (H-
12) que corresponde al carbono en 6 20.3, el cual mostrd correlacidn en el experimento
HMBC con los carbonos de 6 169.8 (C-11) y 6 60.8 (C-10), evidenciando la presencia de un
grupo acetato unido a un metileno (H-10). La seiial de este metileno diastereotdpico (6
4.60,4.69) mostro correlaciones heteronuclerares con los carbonos en 6 142.8 (C8), 6 127.8
(C7)y 6 44.4 (C9), estableciendo que este metileno se encuentra unido al anillo de iridano

en la posicion del C-8 cuaternario, ya que no se observan correlaciones en el experimento

COsY.
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Figura 32. Espectro HMBC de | y sus correlaciones clave



Los protones H-6 y H-3, mostraron correlacidn en el experimento HMBC con el carbono en
6 170.1(C-13), estableciendo la presencia del grupo carbonilo en la posicién 4 del anillo de
iridano, el desplazamiento quimico de este carbono sugirié la presencia de un éster por lo
que se infirid la presencia de una lactona de cinco miembros en las posiciones 4 y 6 del

anillo.

El protén H-1 (6 6.26) se asocid con un grupo acetal (6 92.6), por lo que su desplazamiento
aparece en frecuencias mas altas de lo normal. En el experimento COSY, este protdn se
correlaciond con H-5 y H-9, mientras que el HMBC mostré correlaciones con los carbonos
en 6 36.3 (C-5), 6 100.5 (C-1') y 149.0 (C-3). La correlacién con C-1’ evidencia la posicion en

la que se encuentra la porcién del sacarido en la molécula.

La porcién de azucar en la molécula se identificé como B-glucosa debido a la sefial del
protén del carbono anomérico en 6 5.30, la cual aparecié como una sefal doble con una
3Ju.1r» de 7.88 Hz (Constante de acoplamiento alta debido a la interaccidn axial-axial)’?. Esta
sefial mostré correlacion en el experimento COSY con la seifal en 6 4.05 (H-2),

correspondiente al carbono en 6 74.5.

Con lafinalidad de determinar la configuracién relativa de la molécula se usé el experimento
NOESY 2D (Figura 33), con el cual se pudieron observar las correlaciones entre los protones
a través del espacio. El espectro mostré correlaciones entre protones H-5 y H-9,
concordando con lo reportado con demas estudios para este tipo de compuestos, asi como
también se observo la correlacidon entre H-5 y H-6, descrita de igual manera para este
compuesto’?. Una correlacién que no se esperaba ver era la correspondiente a la de H-1
con H-9, ya que la configuracion descrita para la molécula indicaba una configuracién anti
para este par de hidrégenos. Por esta razén se realizé un modelo 3D simple de la molécula
con el software Avogadro, observando que el angulo diedro formado por estos protones en
la configuracién descrita en la literatura es de aproximadamente 70°, dato que en conjunto
con la informacién que brinda la grafica de Karplus, puede explicar el valor pequefno de
acoplamiento (3Jp-19 = 1.39 Hz) observada para este par de protones, asi como su

correlacidn a través del espacio observada en el espectro NOESY.
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Existe en la literatura un reporte hecho por Lu y colaboradores’, en el que se menciona
haber obtenido el 1-epiasperuldsido de Saprosma ternatum; sin embargo, el comparativo
de los datos espectroscdpicos obtenidos en este estudio, asi como con demas reportes
mostré que se trata del mismo compuesto, lo que sugiere que faltaron evidencias para
confirmar la asignacion de la configuracién relativa de los centros estereogénicos de la

molécula.

H-7 H-5 H-9

H-1;9

H-9

H-5;6

H-5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T '\ /\ T T T T T T T T T T
6.1 6.0 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 4.8 4.7 4.6 4.5 44 43 42 4.1 40 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2
f2 (ppm)

Figura 33. Seccion del espectro NOESY 2D de | y sus correlaciones clave

Aunque entre las actividades bioldgicas del asperuldsido no destaque su capacidad
antioxidante, existen algunas mas que han sido reportadas para este compuesto, entre las
gue podemos mencionar la actividad antiviral, antiprotozoaria, antimalaria,
antimutagénica, antiproliferativa, antitumorigénica, antiangiogénica, antiinflamatoria,
inmunomodulatoria, antihipertensiva y antiobesidad®. La actividad antiinflamatoria
previamente reportada® para fracciones cromatogréficas polares puede asociarse

presumiblemente a este compuesto.
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Tabla 10. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto I (piridina-ds)

Desplazamientos (6 ppm)

Correlaciones

Posicion DEPTQ  13C 'H (mult., J (Hz)) Ccosy HMBC (H-C)
1 CH 92.6 6.26 (d, 1.39) 3.38 36.3,100.5, 149.0
36.3,92.6, 105.1,
3 CH 149.0 7.56 (d, 2.03) 3.46
170.1
4 C 105.1 - - -
3.46 (ddd, 6.81, 3.38, 5.41, 44.4,105.1, 127.8,
5 CH 36.3
6.78, 1.96) 7.56 142.8, 149.0
6 CH 84.3 5.41 (d, 6.01) 3.38 142.8,170.1
36.3, 44.4, 60.8,
7 CH 127.8 5.65 (d, 2.39) 3.38
84.3,142.8
8 C 142.8 - - -
3.46,5.41, 36.3,105.1, 127.8,
9 CH 44.4 3.38(d, 5.9)
5.65, 6.26 14.8
4.60 (d, 14.61) 44.4,127.8,142.8,
10 CH> 60.8 -
4.69 (d, 14.45) 169.8
11 C 169.8 - - -
12 CHs 20.3 2.02,s - 60.8, 169.8
13 C 170.1 - - -
1 CH 100.5 5.30 (d, 7.88) 4.05 78.6,92.6
2’ CH 745  4.05,dd 8.15, 8.15 5.30 78.6,100.5
3’ CH 78.6 4.25, m - 71.1,78.2
& CH 71.1 4.25,m - -
3.97 (ddd, 7.73, 4.25,4.35,
5’ CH 78.2 -
6.20, 6.20) 4.50
4.35 (dd 5.59, 11.80) 74.5
6’ CH> 3.97

4.50 (dd, 1.73, 12.25)

s: sefial simple, d: sefal doble, dd: sefial doble de dobles, ddd: sefial doble de doble de dobles, m:

sefial multiple
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7.2.2. Elucidacion de la fraccion M3Me 2-5

Se obtuvieron 20.8 mg de las primeras fracciones del tratamiento de la fraccién M3Me
(naturaleza muy polar), y se observé una mancha con un Rt igual a 0.65 en el cromatofolio

(Sistema H,0O-MeOH 7:3, C18).

<2

|
|

T T
5.40 5.35

5.‘30 5.‘25
H-7’ ,.’ H-8’ \ H-2,6
h H-3
H-5

H-4

(.
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78 76 74 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 3.6 34 32 3.0 2.8 26 24 22 20 1.8
f1 (ppm)

Figura 34. Espectro de 'H del 4cido clorogénico (Il) en MeOH-d4 (400 MHz)
El analisis de los datos espectroscopicos reveld que el compuesto en cuestion se trata del
cido clorogénico (Il), el cual se encuentra distribuido ampliamente en el reino vegetal’4, y
gue se encuentra conformado por una porcién de acido cafeico unida a una porcién de

acido quinico.

En el espectro de RMN-H (Figura 34) se observaron dos sefiales de protones vinilicos en §
7.59 (H-7") y 6 6.34 (H-8’), los cuales se encuentran acoplados entre si, con una 3Ju.77¢ de
15.9 Hz, valor que es tipico para protones vinilicos con estereoquimica E. El espectro DEPTQ
de Il (Figura 35) mostré un total de 16 sefiales, entre las que se observaron 2 sefiales de

carbonilos, 8 carbonos vinilicos, 4 carbonos base de oxigeno y 2 metilenos alifaticos.
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Figura 35. Espectro DEPTQ del acido clorogénico (ll) en MeOH-d, (100 MHz)

El experimento HSQC (Apéndice A-2) mostrd los carbonos correspondientes a estos
hidrégenos en 6 146.6 (C-7’) y 6 114.9 (C-8’). El experimento HMBC (Figura 36) mostro la
correlacidn de estos protones con un anillo aromatico, y a su vez con un carbono carbonilico

en 6 169.3, correspondiente a C-9’.

En cuanto al anillo aromdtico presente en la molécula, se observaron tres sefiales en la
region de 6 6.3-7.3, mostrando un patrén tipico de la sustitucion en las posiciones 1, 3, 4
del anillo bencénico. La sefial en § 7.12 (H-2’) aparecié como un doble con una *J4.2 ¢ de
1.98 Hz que puede asociarse al acoplamiento meta entre los hidrégenos H-2" y H-6’,
mientras que las sefales en § 7.02 (H-5’) y 6 6.86 (H-6’) aparecieron como dobles con
constantes de acoplamiento de 8.1 Hz, el cual es un valor tipico para el acoplamiento orto
de los protones. El experimento HSQC mostré los carbonos correspondientes para estos
protones, ubicados en 6§ 115.1 (C-2’), 6§ 116.4(C-5’), y 6 122.9 (C-6’). Estas sefiales mostraron

correlacién heteronuclear con los carbonos en 6 127.4, 6 145.5 y § 148.3, asignando asi los
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carbonos C-1’, C-3’ y C-4’ respectivamente. Con esta informacidn se identificé la primera

mitad de la molécula como una porcién del acido cafeico.

H-5’ NP
H-2,6
C-3,5 |
c4 — | fr @Q ngﬂ 70
c-1 H5C.3 H-4;C-5 H-6;C-5 [ ¥
’ H-3;C-4 oo
7
100
H-7’;C-8’ H-5%;c-2’
c-2',8] i h N
C-5 — @ @ . H-8';C-1’ 120 E
1 C-6 ﬁ )
c_l y -2';C-6' @ @ =130
H-6’;C-1’ I 140
¢y iC7” ~ H
C-4"— " @ Y k150
H-Z';C-T I160
C.gr ] @ @@ i F170
H-7;C-9’ H-8’,C-9’  H-5;C-9
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f2 (ppm)

Figura 36. Espectro HMBC de Il y sus correlaciones clave

El carbono C-9” mostré una correlacién heteronuclear con el protén en 6 5.33, que aparecié
como una sefial doble de doble de dobles (3Ju-5.6a = 10.74, 3Ju54= 10.63, /560 = 4.74 Hz),
observando su correlacién homonuclear en el espectro COSY (Figura 37) con los protones
de un metileno en 6 2.01,2.13 (H-6a,b), y con un metino en 6 3.78 (H-4). El protén H-4
mostré correlacién homonuclear con el hidrégeno en 6 4.19, asignando asi a H-3, el cual a
su vez mostrd una correlacion homonuclear a 3 enlaces con el metileno en 6§ 2.01,2.13,
cuyas sefales se encuentran solapadas con H-6, corroborando la posicién del metileno H-2.
Los carbonos correspondientes a cada protdn se encontraron en 6 73.9 (C-4),72.0 (C-5),
71.9 (C-3),39.6 (C-2) y 38.1 (C-6), atribuyendo los tres primeros a carbonos base de oxigeno

y los dos ultimos a metilenos alifaticos. Con esta informacion se relaciono esta parte de la
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molécula con el acido quinico, concluyendo que el compuesto en cuestidn se trata del acido

clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico).

H-2,6
e H3

H-2,6 ) | 7 F2.0

3.0

H-4;5
3.5
H-4 {i OH 0 " * H-2;3
H-3 0 :
” H-3;4 4.5
© H-5;6
H-5 i 0 0

5.5

T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

2 (ppm)

Figura 37. Seccion del espectro COSY 2D de Il y sus correlaciones clave

El andlisis de la estereoquimica de la porcidn del acido quinico de la molécula se realizé con
la ayuda de las constantes de acoplamiento observadas y la informacién que proporciona
la grafica de Karplus, asociando constantes de acoplamiento altas (>7 Hz) con
acoplamientos axial-axial, y constantes de acoplamiento bajas (<5 Hz) con acoplamientos
axial-ecuatorial o ecuatorial-ecuatorial. Se establecié que el H-5 se encuentra en una
posicién axial acoplado con H-4 en posicién axial y un metileno, mientras que H-4 se

relaciona con H-3 en posicidn ecuatorial, y este ultimo a su vez con otro metileno.

Entre las actividades bioldgicas estudiadas para la molécula del acido clorogénico destaca
la actividad antioxidante, actividad antidiabética, antiobesidad, antihipertensiva vy

antimicrobiana’4.
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Tabla 11. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto Il (MeOH-ds)

Desplazamientos é (ppm) Correlaciones
Posicion HMBC
DEPTQ 3¢ H (mult., J(Hz)) cosy
(H-C)
1 C 77.4 - - -
2 CH, 39.6 2.01 (m) 2.13,4.19 38.1,719,77.4
2.13 (m) 2.01,4.19
2.01, 2.13,
3 CH 71.9 4.19 (d, 3.65) 77.4
3.78
4 CH 73.9 3.78 (dd, 3.16, 9.83) 4.19,5.33 71.9,72.0
5.33(ddd, 10.74, 2.01, 2.13,
5 CH 72.0 73.9, 169.3
10.63, 4.74) 3.78
2.01 (m)
6 CH» 38.1 5.33 39.6
2.13 (m)
7 C 180.7 - - -
1 C 127.3 - - -
2’ CH 115.1 7.12 (d, 1.98) - 122.9, 146.6,
3’ C 145.5 - - -
q’ C 148.3 - - -
115.1, 146.6
5’ CH 116.4  7.02 (dd, 1.86, 8.09) 6.86
148.3,
6’ CH 122.9 6.86 (d, 8.18) 7.02 127.3,145.5
114.9, 122.9,
7 CH 146.6 7.59 (d, 15.89) 6.34
169.3
8’ CH 114.9 6.34 (d,15.93) 7.59 127.3,169.3
9’ C 169.3 - - -

d: seial doble, dd: sefial doble de dobles, ddd: sefial doble de doble de dobles, m: sefial multiple
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7.2.3. Elucidacion de la fraccion M3Me 20-26

Esta fraccidn corresponde a la segunda mancha de la fraccion M3 observada en TLC con un
Rt de 0.55 (Sistema MeOH-H,0 1:1), con un peso de 30.2 mg, que al revelarse con H,SO4 al
50 % tomd una coloracidn azul al inicio para terminar con una tonalidad negra, indicando
nuevamente la presencia de un iridoide glicosilado, que con el analisis de los datos
espectroscépicos se identific6 como dafilésido (lll), el cual ha sido reportado en el género
Galium3¥32,34, Estructuralmente hablando, el dafildsido es un anélogo del asperuldsido, con

la diferencia de la presencia de la lactona para el caso exclusivo en el caso del asperuldsido.
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Figura 38. Espectro de 'H del dafilésido (l11) en piridina-ds (400 MHz)

El espectro de hidrégeno del compuesto lll (Figura 38) mostrd las dos sefiales tipicas para
el anillo iridano correspondientes a H-5 y H-9, las cuales aparecen en 6 3.22y 6§ 2.79
respectivamente, y cuyos carbonos se encontraron en 6 42.0 (C-5) y 6 45.6 (C-9). El protén
H-9 aparecié como una sefial doble de dobles, estableciendo su correlacién homonuclear
con el hidrégeno H-1 en § 5.76 (d, 3Jn-19 = 8.79 Hz), y con H-5, el cual aparecié como una

sefial doble de dobles, y que a su vez muestra su correlacién homonuclear con H-6 (6 5.23).
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Los carbonos correspondientes para H-1, H-3 y H-6 se encontraron con el experimento

HSQC (Apéndice A-3) en 6 101.3 (C-1), § 154.1 (C-3) y & 74.0 (C-6).

C-1cv Siend
v Yl N —~—— -
m-? C-5
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C-11 C-13 C-8
— C-14 C-12

c-4’
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Figura 39. Espectro DEPTQ del dafildsido (lll) en piridina-ds (100 MHz)

El experimento HMBC (Figura 40) mostré las correlaciones del protén H-3 (6 7.91) con los
carbonos en 6 107.8 y 6 167.5, asignando asi las posiciones C-4 y C-13. El C-13 mostré una
correlacién heteronuclear con el metilo en 6 3.53 (H-14), estableciendo la presencia de un

éster metilico en esta posicion.

Al igual que en el compuesto I, se observé la presencia de un grupo acetato unido a un
metileno debido a la presencia de la sefial del metilo H-12 en 6 1.95, el cual mostrd
correlaciones heteronucleares con los carbonos en 6§ 170.3 (C-11) y 6 62.8 (C-10). La
posicién de la sustitucién de este grupo se observd con el experimento HMBC, el cual

mostro las correlaciones de H-10 (6 5.02,5.29) con C-7 (6 132.2), C-8 (6 143.9) y C-9.

La porcién del monosacdrido de la molécula se identific6 como B-glucosa debido a la
presencia de la sefial en & 5.31 (3Jhr,2 = 7.68 Hz), la cual mostré una correlacion
heteronuclear larga distancia con C-1, estableciendo la posicidon la glucosa en la molécula.
El experimento COSY (Apéndice A-3) mostrd una correlacion entre H-1" y la seial en 6 4.09

(H-2’) que aparece como una sefial doble de dobles (3/ = 8.04, 8.04 Hz) y se encuentra
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asociada al carbono en § 74.7. Las sefiales restantes de esta unidad de glucosa se obtuvieron

con ayuda de los experimentos HMBC y COSY.
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Figura 40. Espectro HMBC de Ill y sus correlaciones clave

Un aspecto relevante que se encontrd al realizar el andlisis de la estereoquimica de la
molécula es la magnitud de la constante de acoplamiento entre los protones H-1y H-9 (3Jy.
1,9 = 8.79 Hz), la cual tiene una variacion importante con la observada para el mismo par de
protones en el caso del compuesto | (3J4-10 = 1.39 Hz), a pesar de que la configuracién de

este centro estereogénico es la misma para ambas moléculas. Esta diferencia puede ser
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explicada con ayuda de la gréfica de Karplus y un modelo 3D (Figura 41) simple del dafildsido
(software Avogadro), el cual establece una conformacion antiperiplanar para este par de
protones, elevando de esta manera la magnitud de su constante de acoplamiento. La
diferencia entre los dngulos diedros para las diferentes moléculas puede explicarse debido
alarigidez que proporciona la lactona en el caso del asperuldsido, haciendo que la molécula

tome una conformacién con una mayor restriccion estérica.

El dafildsido cuenta con pocos reportes sobre sus actividades bioldgicas, destacando su

actividad modulatoria del estrés del reticulo endoplasmatico’®.

Dafilésido

Asperuldsido

H-9 H-1 H-9
®="70° =~178°

Figura 41. Modelos 3D de las agliconas de 1 y lll, respectivamente.
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Tabla 12. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto lll (piridina-ds)

Desplazamientos é (ppm)

Correlaciones

PoSIclON  pEprq 3¢ W (mult., J(Hz)) cosy '("HM'ZC)
1 CH 1013 5.76(d,8.79) 2.79 45.6,101.2, 143.9
42.0,101.3, 107.8,
3 CH 1541  7.91(d, 1.38) . el
4 c 1078 . . .
3.22 (dd, 6.69, 45.6,74.0,101.3,
> ch 420 6.69) 2.75,5.23 107.8, 154.1, 167.5
5.23 (dd, 2.80,
6 CH 740 6.00) 3.22 45.6
42.0,45.6, 62.8,
7 CH 1322  6.22(d, 2.30) . 740, 143.9
8 C 1439 . . .
2.79 (dd, 8.09, 42.0,74.0,101.3,
9 CH 456 5.09) 3.22,5.76 1322 143.9
5.29 (d, 13.8)
10 CH: 628 1 1a7e) 132.2,143.9, 170.3
11 C 1703 . . .
12 CHs 204 1.95, s . 62.8,170.3
13 C 1675 . . .
14 CHs  50.7 3.53,s : 167.5
v CH 1012  5.31(d,7.68) 4.09 78.2,101.3
2 cH 747 4090dd 809, 3.78,5.31 78.2,101.2
8.09)
3 CH 782 3.78,m 4.09 .
w CH 711 4.26, m . .
5’ CH 781 4.26, m . 71.1,78.2
4.26, m
' H 2. ' . :
6 CH, 623 4.26, m

s: sefial simple, d: seial doble, dd: sefial doble de dobles, ddd: sefial doble de doble de dobles, m:

sefal multiple
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7.2.4. Elucidacion de la fraccion FM1b

Esta fraccion se observdé como a una mancha con Rsde 0.3 (Sistema MeOH-H,0 1:1, C18) de
la fraccién M3 55-64, posterior a su purificacion se obtuvieron asi 12.3 mg del compuesto
en cuestidn. El analisis de los datos espectroscdpicos reveld que esta fraccién contenia un
compuesto puro de tipo flavonoide, especificamente aquel conocido como isoquercetina
(IV), el cual ha sido reportado en el género Galium, y que se encuentra distribuido

ampliamente en diversas especies vegetales con usos en la medicina tradicional®.

El espectro de 13C de la isoquercetina mostré 21 sefiales, 15 de las cuales pueden asociarse
a la aglicona (quercetina), de las cuales la gran mayoria se encuentra en la region olefinica,

y las sefiales restantes se pueden relacionar con la B-glucosa.

El espectro de hidrégeno (Figura 42) de esta fraccidon mostro tres protones en la region de
hidrégenos aromaticos que se disponen en un patrén tipico para la sustitucién del anillo
bencénico en las posiciones 1, 3, 4. La sefial en 6 7.69 aparecido como un singulete por lo
gue se puede asignar al protén en la posicion 2’, mientras que las sefialesen § 6.89y 6 7.56
aparecieron como dobles con una constante de acoplamiento de 8.41 y 8.13 Hz que puede
atribuirse a su acoplamiento orto, asignando de esta manera su posicién en 5’ y 6/,
respectivamente. El experimento HMQC (Apéndice A-4) mostré los carbonos

correspondientes a estos protones en § 116.9 (C-2’), 6 115.5 (C-5’) y 6 122.4 (C-6’).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2

f1 (ppm)

Figura 42. Espectro de 'H de la isoquercetina (IV) en MeOH-d4 (400 MHz)
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Los protones H-2’ y H-6" mostraron correlaciones con los carbonos cuaternarios del anillo
aromatico (C-1’, C-3’ y C-4’), a su vez que se observé su correlacidon con el carbono en 6
157.7 (C-2). En el espectro de RMN-'H también se observaron dos sefiales simples en § 6.21
(H-6) y 6 6.40 (H-8), mostrando la primera sefal correlaciones heteronucleares en el
experimento HMBC (Figura 43) con los carbonos en 6 94.3 (C-8), 6 104.9 (C-10), 6 162.1 (C-
5)y 6 165.2 (C-7), mientras que la sefal de H-8 mostré correlaciones con los carbonos C-6
(6 99.4), C-10, C-2 y C-7. Todas estas correlaciones en conjunto con los desplazamientos
quimicos observados en el espectro DEPTQ (Figura 44) permitieron discernir la estructura
tipo flavonol para la molécula, en especifico aquella para el flavonoide conocido como

quercetina3’.
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Figura 43. Seccion del espectro HMBC de IV y sus correlaciones clave
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El protén anomérico que aparece en 6§ 5.19 (d, 3Ju-1,2' = 7.28 Hz) mostré una correlacién con
el carbono en 6 134.8 (C-3), estableciendo la posicién de la sustitucién del monosacarido
en la molécula. La constante de acoplamiento para la sefial del protdon anomérico permitio
conocer la identidad del monosacérido en cuestidn, tratandose de la B-glucosa. Las sefiales
correspondientes a la regién 6 3.00-3.80 se pueden asociar a esta porcidén de la molécula,

sin embargo, se encuentran solapadas.

C-5” c-2”
Cc-3” Cc-4"

T T T T T T T T T
78 77 76 75 74 73 72 71 70 C-6"

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 8 75 70 65 60 55 50 4!

f1 (ppm)

Figura 44. Espectro DEPTQ de la isoquercetina (IV) en MeOH-ds (100 MHz)

Los beneficios a la salud que se asocian a los flavonoides como la isoquercetina han sido
relacionados principalmente con su potencial antioxidante y actividad antiinflamatoria,
ademas de estas dos, las actividades cardioprotectoras, antialérgicas, antidiabéticas y
neurofarmacoldgicas han sido el foco de diversos estudios con resultados positivos. Debido
a su potencial como aditivo alimenticio se recomienda una mayor investigacién en cuanto
alatoxicologia de laisoquercetina’’. La actividad antiinflamatoria reportada para fracciones

polares de G. mexicanum también puede asociarse a este tipo de compuestos polifendlicos.
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Tabla 13. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto IV (MeOH-d4)

Desplazamientos 6 (ppm)

Correlaciones

Posicion  peprq BC H (mult, J (H2)) HMBC
(H-C)
2 c 157.7 : :
3 c 134.8 : :
a c 178.7 : :
5 c 162.1 : :
6 CH 99.4 6.21 s) 94.3,104.9,162.1, 165.2
7 c 165.2 : :
8 CH 94.3 6.40 (s) :
9 c 158.5 : :
10 c 104.9 : :
v c 1223 : :
2 CH 116.9 7.69 (s) 122.3,122.6, 149.1, 157.7
3 c 145.1 : :
e c 149.1 : :
5 CH 1155  6.89(d, 8.41) 122.3,122.6, 145.1
& CH 1226 7.56(d, 8.13) 116.9,149.1, 157.7
1 CH 1035  5.19(d,7.28) 77.5,134.8
2 CH 74.9 3.46 (m) 103.5
3 CH 77.2 3.21 (m) :
e CH 70.4 3.36 (m) 61.7
5" CH 77.5 3.41 (m) :
3.56 (dd 4.99,
6” CHa 61.7 12.04) 70.4

3.69 (d, 11.9)

s: sefial simple, d: sefial doble, dd: sefial doble de dobles, m: sefial multiple
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7.2.5. Elucidacion de la fraccion M3Me 65-74

Esta fraccion (88.6 mg) corresponde a una mancha con un R¢ de 0.3 en el sistema MeOH-
H,0 1:1 (el cual es el mismo que la fraccion FM1b), sin embargo, al observar el cromatofolio
bajo luz UV (onda corta 254 nm) se observa que esta mancha tiene una mayor intensidad
en la parte superior de la misma, por lo que se decidié eluir nuevamente esta placa en el
mismo sistema de disolventes (cuatro veces en total), observandose la separaciéon de dos
manchas. El analisis de los datos espectroscopicos mostrd que esta fraccidon se trataba de
una mezcla de dos flavonoides; el compuesto IV descrito en la seccién previa, y la rutina (V),
esta Ultima siendo reportada en género Galium con anterioridad3!. Estos dos compuestos
comparten la misma aglicona (quercetina), lo que puede explicar que su Rt sea el mismo en
la TLC C18, mientras que se diferencian debido a que la rutina cuenta con un sacarido extra
unido a la glucosa. Debido a que el compuesto IV se elucidé previamente, el analisis de los
datos de la mezcla se facilitd para poder encontrar las sefiales y correlaciones del

compuesto V.

Figura 45. Estructura de la rutina (V)

El espectro de hidrégeno (Figura 46) de la mezcla establecié la presencia de tres carbonos
anoméricos en la mezcla de flavonoides, el protén en § 5.20 que puede asociarse a la B-
glucosa presente en IV, mientras que las sefales en 6 5.07 y 6 4.49 se pueden asociar con
la B-glucosa y la a-ramnosa que contiene el compuesto V. Esta afirmacién se puede
corroborar con ayuda de la integral para cada pico de estos protones, asignando el valor de
1.0 a la sefial en § 5.20, los otros dos protones integran para 0.75 y 0.82, estableciendo asi
mismo una proporcién aproximada de la mezcla isoquercetina:rutina. La sefial en 1.09 (d,
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3Ju¢ 5 = 6.15 Hz) por su parte integra para 2.1, valor que concuerda para un metilo con la

proporcién descrita, asignando este mismo a la posicidon 6’ en la ramnosa.

5.0. H-6""

R B o B B B B B B e e s s e B e ek e B o e e e e s e e e PR
78 76 74 7.2 70 68 6.6 64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 3.2 3.0 28 26 24 22 20 1.8 16 14 1.2 1.0
f1 (ppm)

Figura 46. Espectro de 'H de la mezcla isoquercetina-rutina en MeOH-d4 (400 MHz)
*s.0. sefales ocultas

En el espectro de protdén también se observaron las sefales de los protones H-6 y H-8
solapadas para ambos compuestos en § 6.16 y 6 6.35, de las cuales se pudieron observar
sus correlaciones con los correspondientes carbonos en el experimento HSQC, y es que en
el espectro DEPTQ (Apéndice A-5) se pudieron observar dos sefales de carbono (cuya
diferencia es < 1 ppm) para cada protdn, corroborando la presencia de los dos compuestos,
estableciendo su similitud estructural ya que existen pocas diferencias en los
desplazamientos quimicos relacionados a la aglicona de la molécula. La sefial en §6.83 se
puede asociar al protdn en la posicién 5, el cual nuevamente aparecié solapado para ambos
compuestos. Las sefales de los protones H-2" y H-6" son distinguibles para cada compuesto
en la region de 6 7.52-7.68, diferencia que podria ser explicada por los efectos a través el
espacio que inducen los diferentes azlcares sobre estos protones. Las sefiales de los

protones de los azucares de los compuestos se encuentran ocultas debido al disolvente.
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Por otra parte, el espectro de carbono revela sefiales con desplazamientos quimicos

similares a los descritos para la isoquercetina, apareciendo cada sefial como si de un doblete

se tratara, sin embargo, algunas sefiales no cumplen esta condicién ya que se diferencian

entre cada molécula. Este es el caso del carbono en § 16.5 que puede ser asociado con la

posicién 6"’ perteneciente a la ramnosa, asi como del carbono en 6 68.3 cuyo

desplazamiento puede ser asociado a la posicion 5/, y el carbono en 6 61.2 cuyo

desplazamiento es tipico para el C-6” de la glucosa y corresponde a la molécula de

isoquercetina, y su andlogo C-6" en la molécula de rutina se encuentra desplazado hacia

frecuencias mas altas (6 67.1) debido a la diferencia estructural que supone el hecho de que

la ramnosa esté unida en esta posicion a la glucosa.
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Figura 47. Espectro HMBC de la mezcla de IV y V y sus correlaciones clave
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Con el experimento HMBC (Figura 47) se pudo observar la correlacion de los protones
anoméricos de la glucosa con la sefial de C-3, estableciendo la posicién de la sustitucién de
los azlcares con respecto a la aglicona de la molécula. El protén anomérico de la ramnosa
muestra correlacidon con el carbono en 668.3, asociado con la posicidon C-6" de la glucosa de

la rutina.

La rutina ha sido relevante dentro del estudio de los flavonoides debido a su amplia
distribucidén en fuentes vegetales, entre las actividades bioldgicas para esta molécula se
pueden destacar la actividad analgésica, antidiabética, antihipertensién, antimicrobiana,
antifungica, antiviral, anticancerigena, hepatoprotectora, neuroprotectora, antidepresiva,

y antioxidante’®.

7.2.6. Elucidacion de la fraccion FM3 Ac

La fraccion FM3 Ac (15 mg), proveniente de la fraccién M3 75-79 una vez tratada con ayuda
de una columna empacada con gel de silice, se observd como una mancha observada en
TLC con un Rf de 0.2 (sistema MeOH-H,0 1:1). Esta fraccion mostré un comportamiento
similar a la fraccién M3 65-74, ya que al eluir repetidamente el cromatofolio con el mismo
sistema de disolventes se observa la separacién de dos compuestos, los cuales han sido
identificados como astragalina (VI) y nicotiflorina (VIl) mediante el andlisis y comparacién
de sus datos espectroscopicos, siendo la astragalina previamente reportada en el género

Galium3!, mientras que la nicotiflorina no ha sido reportada para este género.

La estructura de la aglicona que ambos compuestos tienen en comun se identificé como el
kaempferol, debido a que en el espectro de protdn (Figura 48) de la mezcla se observaron
los protones correspondientes a las posiciones 6y 8 (6 6.22 y 6 6.41), mientras que el patrén
observado para las sefiales en 6 6.90 (H-3’,5’') y 6 8.06 (H-2’,6’) se puede atribuir a la
sustitucion en las posiciones 1,4 del anillo bencénico, observando de esta manera dos

sefiales que sugieren la simetria de este mismo anillo.
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La diferencia estructural entre VI y VII, se debe a que en el primero se tiene un
monosacarido unido a la aglicona, mientras que en el segundo se trata de un disacarido.
Esto se observé en el espectro de RMN de protdn debido a la presencia tres sefiales en 6
5.23 (H-1" VI), 6 5.13 (H-1"” VIl) y 6 4.54 (H-1""" V), integrando la seiial en frecuencias mas
altas para un valor de 1.0, mientras que las otras dos lo hacen para un aproximado de 0.7,
estableciendo la proporcién de la mezcla. La correlacion en el experimento HMBC (Figura

49) de los protones anoméricos de las dos glucosas con el C-3 (6 134.1, 134.2) de la aglicona

sugirié la sustitucion en esta misma posicion (C-3) para ambas moléculas.

H_6/ll
Vil

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

Figura 48. Espectro de 'H de la mezcla astragalina (V1) — nicotiflorina (VII) en
MeOH-d; (400 MHz)

Entre las actividades bioldgicas asociadas a la astragalina destacan la actividad
antiinflamatoria, antioxidante, neuroprotectora, cardioprotectora, antidiabética,

antiobesidad y anticancerigena’®.
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Tabla 14. Datos espectroscépicos de RMN de los compuestos VI 'y VII (MeOH-ds)

Desplazamientos é (ppm)

Posicion Astragalina Nicotiflorina
DEPTQ 13¢ IH (mult., J (Hz)) DEPTQ !3C H (mult., J (Hz))

2 C 157.1 - C 157.1 -

3 C 134.2 - C 134.1 -

4 C 178.1 - C 178.0 -

5 C 161.6 - C 161.5 -

6 CH 98.6 6.22 (d, 2.51) CH 98.5 6.22 (d, 2.51)
7 C 164.6 C 164.6 -

8 CH 93.6 6.41 (d, 2.58) CH 93.4 6.41 (d, 2.58)
9 C 158.0 - C 157.7 -

10 C 104.3 - C 104.3 -

1 C 121.4 - C 121.3 -

2’ CH 131.0 8.07 (d, 8.45) CH 130.9 8.07(d, 8.45)
3’ CH 114.8 6.90 (d, 8.35) CH 114.6 6.90 (d, 8.35)
q C 160.2 - C 160.1 -

5’ CH 114.8 6.90 (d, 8.35) CH 114.6 6.90 (d, 8.35)
6’ CH 131.0 8.07 (d, 8.45) CH 130.9 8.07 (d, 8.45)
1” CH 102.8 5.23 (d, 6.81) CH 103.3 5.13 (d, 6.57)
2” CH 74.4 - CH 74.3 -

3” CH 76.7 - CH 76.6 -

4" CH 70.0 - CH 69.9 -

5” CH 77.0 - CH 75.8 -

6” CH» 61.2 - CH» 67.2 -

1 - - - CH 101.0 4.54 (d, ancha)
2 - - - CH 70.7 -
3 - - - CH 71.0 -
[ - - - CH 72.5 -
5" - - - CH 68.3 -
6’ - - CHs 16.5 1.14 (d, 6.17)

d: sefial doble
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7.2.7. Elucidacion de la fraccion A
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Figura 50. Espectro de 'H de la fraccidon A en CDCl3 (400 MHz)

El andlisis del espectro de RMN de hidrégeno (Figura 50) de esta fraccién mostré seiiales
caracteristicas de triacilgliceroles, asignando las sefiales en 6 0.85 y 6 0.96 a metilos
terminales de los acidos grasos, siendo la segunda sefal caracteristica del metilo terminal
del acido linoleico. Las sefiales en la region de 6 1.20-1.32 se pueden asignar a metilenos de
la cadena alifatica de los grupos acilo, mientras que la sefial en 6 5.34 corrobora la presencia
de insaturaciones dentro de la cadena de dacido graso. La seial observada en 6 2.03
corresponde a protones alilicos de la cadena, mientras que la sefial en § 2.77 corresponde
a protones doblemente alilicos. Los protones a y B adyacentes al carbonilo se asignaron a

las sefiales en 6 2.29 y § 1.59, respectivamente®0.

Las sefales correspondientes a los protones del glicerol se observaron en 6 4.13, 4.28 y
5.25, mientras que los carbonos correspondientes se observaron en el espectro DEPTQ
(Figura 51) en 6 68.9, 66.4 y 62.1, desplazamientos tipicos para carbonos unidos a
heteroatomos. Las sefiales 6 173.1 y 172.7 corroboraron la presencia de los grupos

carbonilo.
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Esta fraccion se infirié como una mezcla de triacilglicerolesde acidos grasos insaturados y

otro compuesto minoritario de naturaleza triterpénica debido al gran nimero de sefiales

observadas en el espectro de 13C en la region alifética.
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Figura 51. Espectro DEPTQ de la fraccion A en CDCls (100 MHz)

7.2.8. Elucidacion de la fraccion D

Este compuesto pertenece a las fracciones poco polares obtenidas de la columna de gel de

silice en la que se tratd la fraccion AcDS. De esta fraccion se observaron cristales impuros

qgue fueron lavados con MeOH, obteniendo asi 15 mg de un compuesto cristalino de color

blanco con Rt de 0.65 (sistema Hx-AcOEt 7:3). El analisis y la comparacién de los datos

espectroscdpicos sugirieron la presencia del B-sitosterol (VII1)82.

En el espectro de hidrégeno de VIII (Figura 52) se observaron dos sefiales aisladas en § 5.33

y 6 3.50, las cuales son caracteristicas de los fitoesteroles y corresponden a los protones H-

6 y H-3, respectivamente. La region alifatica del espectro mostré una gran cantidad de

sefiales correspondientes a los metinos, metilenos y metilos de la molécula.
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En el espectro DEPTQ (Figura 53) se observaron dos sefiales de carbonos vinilicos en 6 140.9
(C-5) y 6 121.9 (C-6), mientras que en 6 71.9 se observd un carbono unido a oxigeno
correspondiente a la posicidn C-3. La asignacién completa de las sefiales se muestra en la

Tabla 14, la cual se realizé con ayuda de los datos reportados en la literatura para esta

molécula®. 2
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Figura 52. Espectro de *H de VIl en CDCl; (400 MHz)
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Figura 53. Espectro DEPTQ del B-sitosterol en CDCl3 (100 MHz)
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Tabla 15. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto VIII (CDCl3)

Posicion DEPTQ 6 13C (ppm) 6 H (mult., J (Hz))
1 CH> 37.4 1.46 (m)
2 CH, 31.8 1.53 (m)

3.50 (ddd, 15.34, 11.00,

3 CH 71.9 7.37)
4 CH, 42.4 2.26 (m)
5 C 140.9 -—-
6 CH 121.9 5.33(dd, 1.9, 4.4)
7 CH, 32.1 1.97 (m)
8 CH 32.1 1.65 (m)
9 CH 50.3 1.53 (m)
10 C 36.6 -—-
11 CH, 21.2 1.46 (m)
12 CH; 39.9 1.46 (m)
13 C 42.4 ---
14 CH 56.9 1.46 (m)
15 CH, 24.4 1.53 (m)
16 CH, 28.4 1.83 (m)
17 CH 56.2 1.46 (m)
18 CHs 12.0 0.66 (s)
19 CHs 19.5 0.99 (s)
20 CH 36.3 1.55 (m)
21 CHs 18.9 0.91 (d, 6.47)
22 CH, 34.1 0.94 (m)
23 CH, 26.2 1.14 (m)
24 CH 46.0 1.31 (m)
25 CH 29.3 1.53 (m)
26 CHs 20.0 0.81
27 CHs3 19.2 0.81
28 CHa 23.2 1.06 (m)
29 CHs 12.1 0.81

s: sefial simple, d: sefial doble, m: sefial multiple

Entre las actividades bioldgicas que han sido reportadas para esta molécula se encuentran
la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, anticancerigena, inmunomodulatoria,

antihiperlipidémica y antibiabética®?.
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7.2.9. Elucidacion de la fraccion AB-AD

Esta fraccidon fue recuperada después de la cromatografia en fase normal de la fraccidn
AcDS, la cual recibié un tratamiento especial para su purificacién obteniendo 6 mg de este
compuesto, el cual tiene un Rs de 0.375 (Sistema 7:3 Hx-AcOEt) y fue identificado como

luteina (IX) gracias a su comparacién con los datos reportados en la literatura®324,

)
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Figura 54. Trazos del espectro de *H de IX en acetona-ds (400 MHz)
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En la Figura 57 se pueden observar ampliaciones del espectro DPETQ del compuesto IX,
resaltando a primera vista un nimero elevado de sefiales, lo que se tomd como referencia
para la elucidacion de un compuesto tetraterpénico. En la regién alifatica del espectro (6
10.0-50.0) se observaron un total de quince sefiales, tres de las cuales corresponden a
metilenos y dos a carbonos cuaternarios, mientras que las sefales restantes se pueden
atribuir a metilos debido a la naturaleza de la molécula. En la regidon de carbonos unidos a
heteroatomos se observaron tres sefales, mientras que en la regién de carbonos olefinicos
se pudieron apreciar un total de veintiuna sefales, seis de las cuales pertenecen a carbonos
cuaternarios y las demds a metinos, cabe resaltar que una de estas sefiales tiene el doble
de tamafio que las demads, debido probablemente a el solapamiento de dos sefiales

guimicamente similares.

En la Figura 54 se pueden observar ampliaciones del espectro de protdn del compuesto IX,
la region de protones olefinicos se encuentra relativamente saturada por lo que es dificil
observar cada sefial por separado, la region alifatica por su parte mostréo los metilos
observados en el espectro de *3C, los metilenos se encuentran solapados con otras sefiales
por lo que su identificacion resulté mas facil con ayuda del espectro HSQC (Apéndice A-7),
los hidrégenos de carbonos unidos a heteroatomos aparecen en la regién de 6 3.7-4.3,
observandose dos sefiales atribuibles a dos diferentes metinos, mientras que otras dos

sefiales simples pueden atribuirse a los protones de los grupos hidroxilo.

La sefial que aparecié en 6 2.43 (H-6') en el espectro de protdon fue irradiada en un
experimento TOCSY 1D (Apéndice A-7), con el cual se identificé el sistema de espines al que
pertenecia, atribuyéndose al punto de unién del anillo B del compuesto con la cadena
hidrocarbonada tipica de los carotenoides, la sefial en § 55.9 se identific6 como C-6" con
ayuda del experimento HSQC. El experimento TOCSY 1D, asi como el COSY 2D (Figura 55),
mostraron la correlacién de H-6" con la sefial en § 5.54, identificando a H-7’, cuyo carbono
se encontrd en 6§ 130.1. Este ultimo protdn aparecié como una sefial doble (3478 = 15.34
Hz) solapada con el protdn identificado como 4’, el cual aparecid a su vez como una seiial

doble (3Ju-3 = 10.0 Hz).
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La constante de acoplamiento observada para H-7’ se puede atribuir al acoplamiento con

el protén H-8"a través de un doble enlace con estereoquimica E. La correlacion de estos

ultimos protones se puede observar en el experimento COSY 2D, asi como en experimento

TOCSY 1D para este sistema de espines. La identidad del anillo B se desvelé con ayuda de

esta informacién y la proporcionada por el espectro HMBC (Figura 56), del cual se pudieron

observar las correlaciones heteronucleares entre el C-1’ (6 34.7) con sus correspondientes

metilos geminales H-16" y H-17’ (6 0.85 y 0.98, respectivamente), asi como su correlacién

con el metileno H-2’ (6 1.34,1.78). También se observé la correlacién del protén H-18’ con

los carbonos C-4’ (6 126.7), C-5’ (6 137.3) y C-6’. Otra correlaciéon importante para la

elucidacion de este anillo es la correspondiente al metileno H-2' y el protén H-3’ (6 4.18), la

cual se puede observar en el experimento COSY 2D.

H-2";3 (|
o [h =Y

H-4’;18’ H-2’;3’

H-3;4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2

2 (ppm)

Figura 55. Seccion del espectro COSY 2D de IX y sus correlaciones clave

r2.9
r3.0
3.1

r3.2

L33

1 (ppm)
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La elucidacion del anillo a de la molécula se realizé de la misma manera que con el anillo B,
tomando en cuenta las correlaciones clave (hetero y homonucleares), entre las cuales se
pueden resaltar las siguientes. La correlacion homonuclear entre H-3 (6 3.90) y sus
metilenos adyacentes H-2 (1.42, 1.74) y H-4 (2.01, 2.32), las correlaciones heteronucleares
de los metilos geminales H-16 (6 1.06) y H-17 (6 1.07) con los carbonos C-1 (6 37.6), C-2 (6
49.6) y C-6 (6 137.2). El metilo H-18 también mostro correlaciones heteronucleares con los

carbonos C-1, C-4 (6 43.6), C-6 y C-7 (6 127.1).

C-19, 19, A q o L1o
20/ 20’ — ‘ @" © ) © @, .
= ol Yool Y 0
C-1,19 ) ' )
o/
C-2'— @ 50
C2 L _cg ®\ (@ &
i 50 D o5 ! Iy 0B oo [ -
C‘3,3I || \\ :_. 1y 2[4 §
H'4;C'3 H'Z';C'3’,6’ |‘ H-Z;C'1,3,4 \‘ H-17 ,C'l ,2 ,6 715-06 =
H-185C-6" 1716512
1 H'G';C'S’,7' 120
R - )© H'17'16;C'6 L130
§ (:\‘\ i) 140

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 08 07 06 05
2 (ppm)

Figura 56. Seccién del espectro HMBC de IX y sus correlaciones clave

La cadena insaturada de la molécula y sus metilos correspondientes fueron identificados
con ayuda de los experimentos HSQC, HMBC y con los datos reportados en la literatura®,

sin embargo, la estereoquimica precisa de la molécula no se determiné debido al
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solapamiento de las sefiales en el espectro de protdn, al no obtener todas las constantes de

acoplamiento de la cadena insaturada.

Tabla 16. Datos espectroscdpicos de RMN del compuesto IX (acetona-ds)

Desplazamientos & (ppm)

Correlaciones

PoSIion  pEpTQ  B3C M (mult,J(Hz)  COSY :'HMBCC)
1 C 37.6 - - -
1.74 (m) 29.0, 37.6, 43.6,
2 CH; 49.6 142 (m) 3.9 a4
1.42,1.74,
3 CH 64.4 3.90(m) 201,232 -
2.32 (m) 49.6, 64.4, 127.6,
4 CH; 43.6 2,01 (m) 3.9 1379
5 C 127.6 - - -
6 C 137.2 - - -
7 CH 127.1 6.19 (m) - -
8 CH 138.5 6.20 (m) - -
9 C 135.9 - - -
10 CH 132.3 6.20 (m) 1.98 -
11 CH 126.0 6.72 (m) - -
12 CH 138.5  6.41(d, 14.92 Hz) - -
13 C 136.4 - - -
14 CH 133.6  6.32(d, 8.63 Hz) - -
15 CH 131.2 6.72 (m) - -
30.8, 37.6, 49.6,
16 CHs 29.0 1.06 (s) - 1379
29.0, 37.6, 49.6,
17 CHs 30.8 1.07 (s) - 1379
37.6,43.6, 127.6,
18 CHs 21.9 1.73 (s) - 1379
19 CHs 12.8 1.98 (s) 6.2 132.3,135.9
20 CHs 12.9 1.98 (s) - 136.4, 138.5
1’ C 34.7 - - -

) 1.78 (m) 23.0, 30.0, 34.7,
2 CH, 45.7 1.34 (m) 4.18 55.9, 65.4, 126.7
3’ CH 65.4 4.18 1.78,1.34 -

& CH 126.7 5.54 (d, 10.0) 1.59 -
5’ C 137.3 - - -
6’ CH 55.9 2.44 (d, 10.15) 5.54 130.1, 137.3
7 CH 130.1  5.54(d, 15.34) 6.23 -
8’ CH 139.2  6.23(d, 15.37) 5.54 -
o’ C 135.9 - - -




... continuacion Tabla 16

Desplazamientos & (ppm)

Correlaciones

Posicion DEPTQ 13C  H(mult,J(Hz))  COSY ':HMBCC)

10° CH 131.7 6.20 (m) 1.98 i
12’ CH 125.9 6.72 (m) . .
12’ CH 1384 6.41(d, 14.92) . .
13’ C 136.4 i . .
14’ CH 1335  6.32,(d,863)  1.98 .
15’ CH 131.2 6.72 (m) . .

, 30.0,34.7,45.7,
16 CHs 245 0.85 (s) . e o

, 24.534.7,45.7,
17 CHs 30.0 0.98 (s) . o

, 55.9,126.7,
18 CHs 23.0 1.59 (s) 5.54 S

, 130.1,131.7,
19 CHs 13.2 1.93 (s) 6.2 1359, 136.2
20’ CHs 12.9 1.98 (s) 6.32 .

s: sefial simple, m: sefial multiple, d: sefial doble

La luteina es un carotenoide que se encuentra en abundancia en vegetales de hojas verdes

oscuras, y que funciona protegiendo del dafio inducido por la luz. Sus actividades bioldgicas

estan relacionadas principalmente con la salud ocular, aunque también se ha encontrado

potencial en la salud cardiovascular y de la piel. Este compuesto en su forma cristalina ha

sido reconocido como un aditivo alimentario tipo GRAS (Generally Recognized as safe)®>.
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f1 (ppm)

C-5C6 C9 C9 s

SN C-14, 14’ C-10 C-10’ C-7 7

C-15,15

— Y YV V¥V 0V 0 0 V0V 0V 0 0 0
139.5 139.0 138.5 138.0 137.5 137.0 136.5 136.0 135.5 135.0 134.5 134.0 133.5 133.0 132.5 132.0 131.5 131.0 130.5 130.0 129.5 129.0 128.5 128.0 127.5 127.0 126.5 126.0
f1 (ppm)

Figura 57. Espectro DEPTQ de la luteina en acetona-ds (100 MHz)
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7.2.10. Elucidacion de la fraccion r-w

Este compuesto se observd en las fracciones mds polares de la fraccién AcDS con un R¢0.375
(sistema 9:1 AcOEt-Hx) purificadas por cromatografia, obteniendo 19.5 mg del compuesto
en cuestidén. Los datos espectroscopicos obtenidos para este compuesto mostraron la
presencia de derivado de drimano (los cuales cuentan con un esqueleto caracteristico de
biciclofarnesol y que se identificd como iresina (X). Este estudio reporta por primera vez

la presencia de este metabolito en la familia Rubiaceae.

En el espectro DEPTQ de X (Figura 58) se observaron un total de 15 senales
correspondientes a la molécula, por lo que se puede intuir una estructura sesquiterpénica.
Se observé una sefial de carbono carbonilico en 6 170.0, dos sefiales correspondientes a
carbonos vinilicosen 6 135.9y 6 127.1 (carbono cuaternario), mientras que en la regién de
carbonos unidos a heterodtomos se observaron tres sefiales, dos correspondientes a
metilenos y una a un metino. En la regién alifatica del espectro se observaron tres sefiales

asociadas a metilenos, dos a carbonos cuaternarios, dos a metinos y dos mas a metilos.

HO
C-11 Cc-14 C-2
C-1 -6
C-12 c-8 C-4C-10
| j " | ) J | ’k N ———
C‘7 C—3 /’ \\\
- * 15 C-13
c-9 e C-15

T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 1
1 (ppm)

Figura 58. Espectro DEPTQ de X en CDCl3 (100 MHz)
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13 11_.’0 H-15 H-13

0]
2
X H-14b
HO™" H-11a H-14a H-11b H-3

T T T T T T T T T T 1
44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34
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Figura 59. Espectro de *H de X en CDCls (400 MHz)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95 1.90 1.85 1.80 1.75 1.70 1.65 1.60 1.55 1.50 1.45

Figura 60. Ampliacién del espectro de protdn de la iresina en la region 1.2-2.9 ppm
(CDCl3, 400 MHz)

El experimento HMQC (Apéndice A-8) permitié correlacionar cada sefial de carbono con sus
protones correspondientes, observandose que todos los metilenos de la molécula son
diastereotdpicos. Las sefiales en 6 4.37 y 6 4.00 (H-11a,b) del espectro de hidrégeno
(Figuras 59, 60) mostraron una correlacion con el carbono en 6 67.3, y aparecieron como
sefiales dobles de dobles (3/u-11,9 = 9.15, 3J4-112,110 = 9.15 Hz) indicando el acoplamiento entre

ellos mismos y con el hidrégeno en 6 2.77 (H-9), correlacién observada en el experimento
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COSY 2D (Figura 61). La correlacion presente en el experimento HMBC (Figura 62) con la
sefial del carbono carbonilico (C-12) permitié establecer la presencia de una lactona en la
molécula, observandose correlaciones heteronucleares con el protén en 6 6.85 (H-7)
infiriendo la presencia de una insaturacién a, B. Este ultimo protén vinilico mostrd
correlaciones homonucleares con H-9 (a través del doble enlace) y con el metileno en 6
2.51,2.12 (H-6a,b), mientras que este ultimo se correlaciond con la sefal doble de dobles
(3Ju-s6ap = 11.8, 5.4 Hz) en 6 1.47 (H-5), estableciendo de esta manera el primer sistema de
spines dentro de la molécula, el cual se observd de igual manera con la informacién del

experimento TOCSY 1D (Figura 63).

H-14aH-11b H-3,14b

H-7 H-11a

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0
2 (ppm)

Figura 61. Seccién del espectro COSY 2D de Xy sus correlaciones clave

Las sefiales en 6 4.24,3.49 del espectro de hidrégeno, correspondientes a un metileno
diastereotdpico de un carbono base de oxigeno (6 63.5, C-14) aparecieron como sefiales
dobles (3Ju-14ap = 11.2 Hz) debido al acoplamiento entre ellos mismos, intuyendo su unién a
un carbono cuaternario ya que no se observan correlaciones homonucleares con otros

protones, observando la correlacion heteronuclear en HMBC con el carbono cuaternario en
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6 42.2 (C-4), asi como la correlacién con el carbono de un metilo en § 22.3 (C-15) y con C-5

(6 50.1).

El protdn H-5, a pesar de contar solamente con una correlacién homonuclear con H-6a,b,
denotd correlaciones heteronucleares en HMBC con diversos carbonos, informaciéon que
sirvid para establecer claramente la estructura de la molécula y la posicion de sus
sustituyentes. Las correlaciones observadas fueron con los carbonos en 6 14.4 (C-13), 6 22.3

(C-15), & 24.7 (C-6), 6 33.8 (C-10), 6 42.2 (C-4), 6 50.7 (C-9), & 63.5 (C-14) y & 80.7 (C-3).

H-2 H-1a H-5

H-9 H-6a H-6b

| c13 ,,, -
Cc-15 L,
C-2,6 — B o= ’
C-10,1— = -
c4 . oo

€591 : > ,
e | e
—iCi4 =
'c3  H-9;C-1,510,11,13 B S
H-5;C-3,4,6,10,13,14,15 |..
C-8 ] 130
o L
12, -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14
2 (ppm)

Figura 62. Seccién de espectro HMBC de X y sus correlaciones clave

La sefial observada en el espectro de protén en 6 1.81 (H-2) mostréd correlaciones
homonucleares con el metileno diastereotdpico en 6 1.66,1.31 (H-1a,b) y con el metino en
6 3.49 (H-3). Estas dos Ultimas sefiales no mostraron alguna otra correlacién homonuclear
mas que con H-2, por lo que se infirid que son adyacentes a carbonos cuaternarios,
afirmaciéon corroborada con las correlaciones observadas en el experimento HMBC,
estableciendo de esta manera la estructura de la molécula. El analisis del espectro NOESY
2D (Figura 64) corrobord la configuracidon relativa de los centros estereogénicos de la

molécula.
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Las actividades bioldgicas de la iresina no han sido estudiadas hasta el momento. La

actividad antiparasitaria reportada previamente? en las fracciones de G. mexicanum, se

puede asociar a los drimanos, grupo al que pertenece la iresina®’.

Tocsy 1D.15.fid
Rafael M J 19.5 mg CDCI3

1D Selective Gradient TOCSY
freq: 3.511ppm

H-3,14b

f1 (ppm)
Rafael M J 19.5 mg CDCI3
1D Selective Gradient TOCSY

e e B B B B S S SR B S
4.7 46 45 44 43 42 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 29 2.8 2.7 2.6 2.5 2.4 23 2.2 2.1 20 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.
Tocsy 1D.13.fid

freq: 2.793ppm

H-11a H-11b
H-7

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.
f1 (ppm)

Figura 63. Espectros TOCSY 1D de X (Frecuencia irradiada trazo superior: 3.511 ppm,
trazo inferior: 2.793 ppm)

H-113 H-11b -
2 H-3,14b

Figura 64. Seccion del espectro de X NOESY 2D y sus correlaciones clave
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Tabla 17. Datos espectroscépicos de RMN del compuesto X (CDCls)

Posicion Desplazamientos 6 (ppm) Correlaciones
DEPTQ BC  H (mult., J (Hz)) cosy :"HM'ZC) NOESY
la 1.31 (m) 1.66, 1.81 14.4,27.5, 2.77,3.49
CH, 37.3 1.66 (ddd, 13.57, 33.8,50.7,
1b 3.55, 3.55) 1.31,1.81 80.7 1.81
1.81 (dddd, 16.97, 1.31,1.66, 33.8,37.3,
2 CH, 275 13.26,10.04, 3.72) 3.49 42.2, 80.7 3.49,4.24
3 CH 80.7 3.49 (m) 1.81 50.1, 63.5 1'31’811'47’
4 C 42.2 - - - -
14.4,22.3,
1.47 (dd, 11.81, 24.7,33.8,
5 CH 50.1 5.37) 2.12,2.48 42.2,507, 2.77,3.49
63.5, 80.7
6a 2.12 (m) 1.47,2.48 33.8,50.1, 2.48,
CH 24.7 42.2
2 .
2.48 (dddd, 20.08,
6b 4.23,4.23, 4.16) 1.47,2.12 127.1,135.9
2.12,2.48, 24.7,50.1,
7 CH 135.9 6.85 (d, 3.51) 277 170.0 2.12,2.48
8 C 127.1 - - -- -
2.77 (ddddd, 8.66, Y
9 CH 50.7 8.66, 3.84, 3.84, 4.00, 4.37 o 1.31,1.47
3.76) 67.3,127.1,
' 1359
10 C 33.8 - - - -
4.00 (dd, 9.15,
11 4.37 2.77,4.37
8 673 9.15) 3 50.7, 33.8, 43
2 .
11b 4.37 (dd, 9.16, 4.00 127.1,170.0 2.77, 4.00
9.16)
12 C 170.0 - - - -
33.8,37.3,
13 CHs 14.4 0.74 (s) - 50.7 -
14a CH 63.5 3.49 (d, 11.17) 4.24 22.3,42.2, 4.24
14b 2 ' 4.24 (d, 11.12) 3.49 80.7 3.49,1.81
42.4,50.1,
15 CHs 22.3 1.26 (s) - 63.5,80.7 2.48,3.49

s: sefial simple, d: sefial doble, dd: seial doble de dobles, dddd: sefial doble de doble de doble de
dobles, ddddd: sefial doble de doble de doble de doble de dobles, m: sefial multiple
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7.3. Evaluacion de la capacidad antirradicalar

En la Tabla 18 se observan los valores de ICso obtenidos mediante el ensayo de reduccién
del radical libre DPPH" para las diferentes fracciones evaluadas, asi como los de los controles
utilizados. La fraccion M3Me presentd el valor mas bajo de I1Cso, 23.41 £ 1.11 g de muestra
seca/mL, indicando que tiene mejor capacidad antioxidante con respecto a las demas
fracciones. Este valor obtenido puede explicarse debido a la diferencia en el contenido de
compuestos, ya que contiene una mayor proporcién de flavonoides y polifenoles con

respecto a las otras dos fracciones (EMeF y extracto crudo).

En el caso de la fraccién EMeF se obtuvo un valor de ICso de 60.74 + 0.94 ug de muestra
seca/mL, siendo aproximadamente tres veces menos efectivo que la fraccion M3Me, hecho
gue se puede asociar con un mayor contenido en peso del compuesto mayoritario de la
planta en esta fraccion (asperuldsido), el cual estructuralmente no tiene grupos funcionales
para la reducciéon del radical libre, ya sea por transferencia de radicales de hidrégeno o
transferencia de electrones, lo que resulta en una capacidad antioxidante relativamente

baja.

El extracto crudo de la panta mostré un ICsp de 145.91 + 1.01 pg de muestra seca/mL, siendo
la fracciéon con menor capacidad antioxidante de las tres evaluadas, lo que se puede atribuir
a un mayor contenido de azucares libres y compuestos menos polares que no cuentan con
propiedades antioxidantes. Ninguna de las fracciones o extractos mostré una capacidad
antioxidante comparable con los controles, sin embargo la fraccion M3Me mostré un 1Cso
semejante al del BHT puro, compuesto que ha sido utilizado en la industria alimentaria por

sus propiedades antioxidantes®®,

La fraccién EAc fue seleccionada para realizar el ensayo de capacidad antioxidante, sin
embargo, esta fraccidon no se pudo solubilizar en EtOH y mezclas de etanol acuoso (90, 80 y
70 %) por lo que no fue posible cuantificar dicha actividad. Este comportamiento se debid
posiblemente a la oxidacién de los compuestos de esta fraccidn, asi como la presencia de

compuestos poco solubles en estos disolventes.
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Tabla 18. Ecuaciones de regresion lineal, coeficientes de determinacion y valores de ICso
obtenidas en la evaluacidn de la capacidad antirradicalar para el crudo y fracciones de G.
mexicanum

Fraccion Ec. de regresion R? ICso (ug/mL)
Crudo y=0.3211x + 3.1399 0.9956 14591+ 1.0a
EMeF y =0.8321x-0.4373 0.9994 60.74 + 0.94b
M3Me y=2.1135x—-1.5726 0.9989 23.41+1.11c

Control 1 y =24.418x + 10.477 0.9957 1.61+0.04

Control 2 y =11.235x + 2.3502 0.9927 4.21+0.14

Control 3 y =5.3287x + 0.1367 0.9973 9.35+0.17

Control 1: ac. gélico, control 2: 4c. ascérbico, control 3: 4c. clorogénico. Valores en la misma columna
con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0.05) por el método de rangos multiples
de Duncan.

En la Tabla 19 se muestra el ICsp de diversos extractos de plantas pertenecientes al género
Galium, asi como de extractos del té verde y té negro, los cuales son comercializados a nivel
mundial como antioxidantes naturales. Todos los valores de ICsp se expresaron en unidades

de kg m.s./kg DPPH" para poder realizar un andlisis comparativo adecuado.

De acuerdo con la Tabla 19, se observa que las plantas del género Galium en general poseen
una capacidad antioxidante importante (ICsp = 0.34 - 41.52 kg m.s./kg DPPH"). En el estudio
de Lakic y colaboradores®?, se reporta un valor de I1Cso de 0.34 kg m.s./kg DPPH" (realizado
en la especie Galium verum) el cual es 2 y 2.8 veces menor al reportado para el té verde y
el té negro (ICsp = 0.67 y 0.97 kg m.s./kg DPPH", respectivamente), siendo el valor de ICso

mas bajo para el género Galium.

El valor de ICsp encontrado en este trabajo es mayor (ICso = 3.64 kg m.s./kg DPPH") que los
descritos para G. verum (ICso = 0.34 — 2.64 kg m.s./kg DPPH*) y G. mollugo (ICsp = 1.33 — 1.83
kg m.s./kg DPPH") y es aproximadamente 6 veces mayor que el ICso del té verde, lo que
establece una menor capacidad antioxidante con respecto a estos extractos. En el estudio
de Senio y colaboradores?®, G. aparine muestra valores de ICso que son mayores (ICso =
26.02-41.52 kg m.s./kg DPPH") a los ICso de las demds especies y es hasta 11 veces mayor

al ICso (3.64 kg m.s./kg DPPH") del extracto crudo de G. mexicanum.
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Tabla 19. Valores de ICso de plantas del género Galium y de algunas ampliamente
consumidas

Parte de la ICs0 Referenciay
Planta lanta Extracto Observaciones (kg m.s./ pais de
P kg DPPH)  estudio
.G' P?rtes Metandlico EAU 3.64 Este ?SFUdIO'
mexicanum aéreas México
Liofili 26.
Metanol 80 Selcc)al dlczaacdoon 6.06
Hojas, % (v/v) aire 41.52 [20]
G. ] tallos, fl
aparine anos, .ores Liofilizado 26.02 Portugal
y semillas Infusion Secad
eca : o con 21.93
aire
Mt. Zlatar
(Lugar de 0.34
Partes Metanol 80 colecta) [18]
6. verum aéreas % (v/v) Veternik Serbia
- verd (Lugar de 0.906
colecta)
Acuoso - 2.12 [17]
L
Metandlico lofilizado 2.64 Turquia
M i 1.50
Partes Etanol al 50 acera'czlon [22]
G. mollugo , Reflujo 1.33 .
aéreas % (v/v) Serbia
EAU 1.83
Té verde
C Ili " .
( ?me .m Hojas Metandlico Maceracion 0.67
sinensis
Linn) [88]
Té negro Jordania
Il . .
(C.ame .’a Hojas Metandlico Maceracion 0.97
sinensis
Linn)

m.s.: muestra seca

Un objetivo en este trabajo fue cuantificar la capacidad antioxidante de los compuestos
puros obtenidos de G. mexicanum, sin embargo, los compuestos aislados con potencial
antioxidante (acido clorogénico, isoquercetina, rutina, astragalina y nicotiflorina) ya poseen
estudios de capacidad antioxidante usando el ensayo de reduccién del radical libre DPPH".
Para analizar la capacidad antioxidante observada del extracto se investigaron los valores

de ICs0 de los compuestos puros identificados, los cuales se encuentran en la Tabla 20.
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Debido a la variacion de la concentracidn de radical libre DPPH" utilizado en cada estudio se

realizé el calculo para obtener un valor mas adecuado para lograr su comparativo. De entre

los compuestos citados en la tabla se puede observar que la isoquercetina cuenta con los

valores mas bajos (0.082-0.22 kg m.s./kg DPPH*) de ICso con respecto a los demads

compuestos, lo que indica una mayor capacidad antirradicalar.

La rutina, compuesto que comparte la misma aglicona con la isoquercetina, tiene valores

mayores (0.22-0.42 kg m.s./kg DPPH*) con respecto a la isoquercetina, lo cual puede

atribuirse a la diferencia en masas moleculares de ambos compuestos. Esto debido a la

presencia del fragmento de ramnosa en la rutina.

Tabla 20. Valores de ICspo de compuestos puros identificados en el extracto de G. mexicanum

. ICso pg/mL ICso (kg m.s./ .
Compuesto [DPPH’] (pM) (UM) kg DPPH') Referencia
13.8+1.3
Acido >0 (38.94) 0.69 (8]
clorogénico 60 10.62 (30) 0.44 [90]
100 16.16 (45.61) 0.41 [91]
5.89+0.25
66.6 (12.68 + 0.54) 0.22 [(52]
Isoquercetina 7.63+£0.17
200 (16.44) 0.096 [93]
20 0.65 (1.4 +£0.06) 0.082 [94]
100 15.25 (24.97) 0.38 [95]
5.56 £ 0.05
Rutina 61.6 (9.10) 0.22 [96]
14.16 £ 0.2
85.7 (23.19) 0.42 [97]
144.1 £ 25.1
Astragalina 66.6 (321.3 +55.8) >-48 (98]
100 182.93 (408.0) 4.64 [99]
Nicotiflorina 400 77.64 0.49 [100]

(130.6 + 1.33)
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El acido clorogénico por su parte también muestra una capacidad antioxidante
relativamente alta con valores de ICso (0.41-0.69 kg. m.s./kg DPPH") similares a los de la
rutina, mientras que la astragalina posee valores de ICsp mas altos (4.64, 5.68 kg. m.s./ kg
DPPH’), indicando una menor capacidad antioxidante. Esta disminucién de la capacidad
antioxidante se debe a que la aglicona (kaempferol) sélo cuenta con un grupo hidroxilo
sustituyente del anillo B (en comparacion con los dos hidroxilos con que cuenta la
quercetina), disminuyendo su capacidad para atrapar los electrones y deslocalizarlos a
través de sus sistemas aromaticos®L. El valor reportado para la nicotiflorina destaca debido
a que no concuerda con los datos reportados para los flavonoides, lo cual puede deberse al

uso de una metodologia diferente para la reaccion con el radical libre DPPH" (buffer pH 5.5).
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8. CONCLUSIONES

Las siguientes conclusiones se generan del presente proyecto de tesis en concordancia con
la hipétesis planteada:

1. A partir del extracto metandlico de las partes aéreas de Galium mexicanum, se

2.

aislaron por primera vez mediante técnicas cromatograficas en fase normal y
reversa diez metabolitos secundarios que fueron caracterizados mediante el analisis

de los datos de RMN:

1.1. Dos iridoides glicosilados que han sido reportados previamente en la
literatura para el género Galium: asperulésido (l) y dafildsido (lll), siendo el
asperuldsido el compuesto mayoritario encontrado en esta especie.

1.2.  Acido clorogénico (lI), un derivado del acido hidroxicinamico.

1.3. Dos flavonoides glicosilados derivados de la Quercetina, la isoquercetina (IV)
y la rutina (V); y dos derivados glicosilados del kaempferol, la astragalina (VI) y
la nicotiflorina (VII). Este ultimo compuesto se identificé por primera vez en el
género Galium.

1.4. B-sitosterol (VINI), un fitoesterol ampliamente distribuido en el reino vegetal.

1.5.  Uncarotenoide reconocido como aditivo GRAS en su forma cristalina: luteina
(1X), y;

1.6. Un derivado de drimano: iresina (X), cuya presencia se reporta por primera

vez en la familia Rubiaceae.

Se evalud la capacidad antioxidante del extracto metandlico de G. mexicanum y de

dos de sus fracciones polares mediante el ensayo de reduccién del radical DPPH":

2.1. El extracto metandlico de G. mexicanum mostrd actividad antirradicalar

moderada (ICsp = 145.91 + 1.01 pg/mL) con respecto a otras plantas del género.

104



2.2.  Lafraccion EMeF mostrd un ICso menor (60.74 + 0.94 pg/mL) al del extracto
metandlico debido a su tratamiento, y;
2.3. Lafraccién M3Me mostré una capacidad antioxidante mayor (ICso = 23.41 +

1.11 pg/mL) con respecto a la fraccion EMeF y al extracto metandlico.

3. La presencia de polifenoles, iridoides, el carotenoide y el derivado de drimano puede
justificar la capacidad antioxidante, actividad antiiflamatoria y antiparasitaria descritas

para esta especie.

9. PERSPECTIVAS

1. Analizar el contenido de 4cidos grasos insaturados en la fraccién AcDS (Identificacion y
cuantificacion).

Cuantificar el contenido de flavonoides y fenoles totales del extracto metandlico.
Cuantificar el contenido de iridoides totales del extracto metandlico.

Aislar, purificar y elucidar la estructura de los metabolitos secundarios minoritarios.

Efectuar estudios bioldgicos de la iresina para demostrar su actividad antiparasitaria.

o v s~ W N

Analizar el potencial en el drea médica, de alimentos o farmacéutica del extracto o

fracciones de G. mexicanum.
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10. APENDICES

Apéndice A. Experimentos de RMN en 1D y 2D de compuestos aislados de G. mexicanum

Apéndice A-1. Espectros de RMN del compuesto |
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Apéndice A-2. Espectros de RMN del compuesto Il
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Apéndice A-3. Espectros de RMN del compuesto Il
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Apéndice A-5. Espectros de RMN de la mezcla de compuestos IVy V
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Apéndice A-6. Espectros de RMN de la mezcla de compuestos Vly Vii
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Apéndice A-7. Espectros de RMN del compuesto IX
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Apéndice A-8. Espectros de RMN del compuesto X
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Apéndice B. Curvas de calibraciéon para la determinacion de la capacidad antioxidante

frente al radical libre DPPH*

Apéndice B-1. Curvas de calibracion de los controles (acido galico, acido ascérbico y acido

clorogénico) para el calculo del ICso frente al radical libre DPPH*
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Apéndice B-2. Curvas de calibracion de las fracciones M3Me, EMeF

metanolico crudo para el cdlculo del ICso frente al radical libre DPPH".
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Apéndice B-3. Calculos realizados para la prueba de rangos muiltiples de Duncan

Muestras
M3Me EMeF Crudo
1 22.211 60.244 146.563
2 23.625 61.839 144.753
3 24.401 60.156 146.427
Sumatoria 70.237 182.239 437.743
Promedio 23.412 60.746 145.914
n 3 3 3
N 9
XA2 M3Me | XA2 EMeF | X72 Crudo
493.329 3629.340 | 21480.713
558.141 3824.062 | 20953.431
595.409 3618.744 | 21440.866
Sumatoria x"2 1646.878 11072.146 | 63875.010
Suma de cuadrados (SS) 2.465891 1.794753 2.032291
55 — ZX:_ {Ej{} <E - || -ESS
J k(n—1)
matori m
S | 6293
Error estandar (SE) 1.024
Grados de libertad 6
(N-k)
Rango menor (a = 5%) 2 3
rp (De tablas) 3.461 3.587
1
R,=5Exrp= \J|;
2 grupos 3 grupos La diferencia entre las medias
Rp 2.046 2.121 de cada par de muestras es
mayor al valor de Rp calculado,
Dif. M3Me y EMeF 37.334 2.046 por lo que la diferencia entre
Dif. Crudo y EMeF 85.168 2.046 medias es significativa para
cada caso.
Dif. Crudo y M3Me 122.502 2.121
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