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1. INTRODUCCION

México es un pais de gran diversidad floristica, se estima que la flora medicinal en
uso contiene alrededor de 5000 plantas (Lozoya, 1982). La poblacion a través del
tiempo y de un largo proceso de aprendizaje, ha sabido apropiarse de recursos
naturales para su beneficio y utilidad. Asi encontramos plantas para diversos fines,
tanto de orden alimenticio como forrajero, ornamental o medicinal. Las plantas
medicinales forman parte importante de los recursos terapéuticos que emplea la
medicina tradicional popular mexicana y han representado desde siempre una

alternativa a otro tipo de recursos para la salud (Aguilar, 1994).

Zaluzania augusta (Lag.) Schultz Bip. (Asteraceae/Compositae) (SinGnimo:
Fernandina augusta Lag.) (Figura 1.1) es una especie originaria de Aguascalientes
y San Luis Potosi; se ha extendido en todo el centro de la Republica Mexicana,
incluyendo el estado de Hidalgo. Se localiza en zonas de matorrales xeréfilos, en
encinares arbustivos, rocas calcareas, orillas de parcelas y caminos, asi como en
superficies de tepetate. Esta planta se usa en la elaboracién de escobas para la
eliminacién de espinas en las tunas, por lo que recibe el nombre trivial de “limpia
tuna”. En medicina tradicional se emplea una preparacion a manera de infusiéon
para contrarrestar el dolor de estdmago, colicos y como abortiva (CONABIO,
2014).

Se han llevado a cabo algunos estudios quimicos de la parte aérea de Z. augusta
evidenciando la presencia de lactonas sesquiterpénicas conocidas como
zaluzaninas A, B, C y D, y la ivalina (Figura 1) (Romo de Vivar, 1966). De estos

metabolitos secundarios, la zaluzanina C y la ivalina han mostrado actividad



citotoxica importante contra la leucemia linfocitica, y algunos otros tipos de lineas
celulares (Abdallah, 1984). Sin embargo, la actividad citotoxica de las zaluzaninas

Ay B no ha sido determinada.

zaluzaninaA R=H zaluzaninaC R=H ivalina
zaluzaninaB R =Ac zaluzaninaD R =Ac (eudesmandlida)

(guayandlidas)

Figura 1.1. Imagen de Zaluzania augusta y estructura de las zaluzaninas A-D y (+)-ivalina.

Los compuestos de la figura 1.1. representan productos naturales considerados
como metabolitos secundarios de la familia de los terpenos, y particularmente
lactonas sesquiterpénicas del tipo guayandlidas y eudesmandlidas. Para mayor
entendimiento del porqué de estos nombres, su clasificacion y nombres

particulares se describen los siguientes temas.

1.1 Metabolitos secundarios y Terpenos

Los metabolitos secundarios suponen retos importantes para la aplicacion de
estrategias que permitan elucidar su estructura quimica, asi como su actividad
bioldgica los hace sumamente atractivos en la blusqueda y desarrollo de nuevos
farmacos. Su formacion en la naturaleza tiene lugar a partir de los metabolitos
primarios (carbohidratos, grasas, proteinas y acidos nucleicos), cuya sintesis

comienza con la fotosintesis. Tales sustancias se encuentran sélo en organismos



especificos 0 grupos de organismos y son una expresion de individualidad de las
especies. Algunos son producidos como sustancias toxicas previniendo defensa
contra depredadores, atrayentes volatiles hacia la misma o diferente especie, o

como agentes coloridos.

La clasificaciéon de los metabolitos secundarios depende de la ruta biosintética
empleada para su formacién y comprende tres grandes familias: los alcaloides
(ruta del acido shikimico), los terpenos (ruta del acido mevalonico) y los

policétidos (ruta del acetato malonato).

Los terpenos constituyen una familia importante y amplia de productos naturales
gue contienen unidades Cs, denominadas isoprénicas, usualmente ensambladas
de una manera cabeza-cola. Se clasifican de acuerdo al niumero de unidades

isoprénicas, como se muestra en la tabla 1.

o

isopreno

Tabla 1. Clasificacion de terpenos de acuerdo a las unidades isoprénicas (Cs).

No. de unidades Cs No. de &tomos de C Nombre
1 5 Hemiterpenos
2 10 Monoterpenos
3 15 Sesquiterpenos
4 20 Diterpenos
5 25 Sesterpenos
6 30 Triterpenos
8 40 Tetraterpenos




Aunque el isopreno se produce naturalmente, no esta involucrado en la formacién
de terpenos, sino que las unidades de isopreno son identificadas a partir de
esteres difosfato (pirofosfato): el pirofosfato de isopentenilo (PFI) y el pirofosfato
de dimetilalilo (PFDMA) los cuales son derivados de dos rutas biosintéticas: acido
mevalonico (MVA) o del fosfato de metileritritol (MEP). Asi dos unidades de PFI
conducen al pirofosfato de geranilo (PFG), el cual es el precursor de los
monoterpenos (Cio). Cuando otra unidad de PFI se adiciona a la molécula de PFG
se forma el pirofosfato de farnesilo (PFF) que es el precursor de los
sesquiterpenos (Cis). Nuevamente, si se adiciona otra unidad de PFIl a la de PFF,
dard lugar al pirofosfato de geranil-geranilo (PFGG), precursor de los diterpenos
(C20) (Figura 1.2). En el caso de los triterpenos (Czo), éstos no se forman uniendo
una unidad mas al PFGG, si no de dos unidades de PFF que se unen para formar

escualeno.
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)\/\)\/\opp C10 monoterpenos
PFG

IPP f\‘i
Cao triterpenoides ox )\/\)\/\)\/OPP C15 sesquiterpenos
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Figura 1.2. Formacién de terpenos a partir de MVA 'y MEP.



1.2 Sesquiterpenos (Cis)

Se forman a partir de tres unidades de Cs, la terminologia viene del prefijo latin
sesqui: “una vez y media”. Los mecanismos implicados en su formacion son
similares a los monoterpenos y la adicion de una unidad Cs (PFI) al pirofosfato de
geranilo (PFG) lleva a cabo una extension de cadena, conduciendo al pirofosfato
de farnesilo (PFF) (Figura 1.3) que es considerado como precursor de este tipo de
compuestos. La salida del grupo difosfato del PFF conduce al catién E,E-farnesilo
el cual es intercambiable en el cation E,Z-farnesilo (Figura 1.4), estos dos cationes
conducen a otros cationes clave en la construccion de la mayoria de los

esqueletos hidrocarbonados de los sesquiterpenos (Figura 1.4).

@
PFG Hr™ “Hs

©)
X X NX"Sopp <~ X X [ OPP
He'  THs
PFF

Figura 1.3. Formacién del pirofosfato de farnesilo (PFF).

El pirofosfato de farnesilo puede dar lugar a sesquiterpenos ciclicos y lineales,
debido a la longitud de cadena y el doble enlace, el nimero de modos posibles de
ciclacion se incrementa y una gran variedad de mono, bi, tri- ciclados pueden
formarse. EI nimero de sesquiterpenos conocidos naturales excede a los
monoterpenos. La estereoquimica del doble enlace mas cercano al difosfato
puede adoptar una configuracion E (como en el pirofosfato de farnesilo) o Z a

través de ionizacion. Esto permite diferentes posibilidades de plegado en la



cadena de carbono y la ciclacion por ataque nucleofilico sobre el doble enlace

apropiado (Dewick, 2009).

\ ~ S O = N 2

E,E,DFF cation E,E-farnesilo

MWQ

E,Z DFF cation E,Z-farnesilo

Figura 1.4. Formacion de cationes E,E y E,Z-farnesilo

Reacciones comunes via carbocationes pueden visualizarse razonablemente para
la formacion de la mayoria de los esqueletos carbonados y son intermediarios
clave para la formacion de los sesquiterpenos finales en los organismos. (Figura
1.5). En esta figura s6lo se muestra la formacion de los esqueletos de guayano y
eudesmano, que es el caso que nos ocupa con respecto a la formacion de las

lactonas sesquiterpénicas aisladas de Zaluzania.
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X
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b,

cation eudesmilo

¥

Figura 1.5. Reacciones de carbocationes para generar los esqueletos de guayano y eudesmano.

Asi por ejemplo, el cation germacrilo, sin sufrir ciclacion es responsable de la
variedad de derivados de sesquiterpenos naturales, como por ejemplo la
costundlida (Figura 1.6), un principio amargo que se encuentra en las raices de
Achicoria  (Cichorium intybus; Compositae/Astereaceae). Actualmente, la
costundlida se clasifica como una germacrandlida, el sufijo “olida” se refiere al

grupo lactona (Dewick, 2009).

O,

B NADPH__ _NADP?_

= = 7 7

CH,OH CHO
catién germacril germacreno A l NADP*

CO,H

(+) costundlida

Figura 1.6. Imagen de la Achicoria (Cichorium intybus) y biosintesis de la costundlida



Asi como la partendlida, que se encuentra en el feverfew (Tanacetum parthenium;
Compositae) (Figura 1.7). Feverfew es un remedio tradicional herbolario para el

tratamiento de la migrafa, la artritis y las dificultades menstruales.

partendlida

Figura 1.7. El agente antimigrafia partendlida aislada de Tanacetum parthenium.

La funcionalidad lactona «,B-insaturada es comun en muchos terpenos
biologicamente activos. Esta actividad frecuentemente se manifiesta a manera de
toxicidad, especialmente como citotoxicidad, o que ha hecho que las lactonas
sesquiterpénicas sean muy estudiadas para el tratamiento de algunos tipos de
cancer, por ejemplo la germacrandlida elefantopina, encontrada en Elephantopus
elatus (Compositae), o en alergias de piel, como las causadas por la
pseudoguaidlida (guaiandlida reordenada) partenina aislada de Parthenium

hysterophurus (Compositae) (Dewick, 2009).

O

elefantopina partenina



Algunos de estos compuestos son considerados como agentes alquilantes
eficaces mediante una adicion tipo Michael a la lactona a,p-insaturada por parte
de un nucledfilo, por ejemplo tioles (Figura 1.8). Tales reacciones sirven para
explicar la actividad bioldgica debido a que los agentes alquilantes tienen la
propiedad de formar enlaces covalentes con nucledfilos. Esto se puede determinar
con la inhibicion del factor de transcripcion NF-kappaB (p65) (Figura 1.9) mediante
la alquilacion de la cisteina-38 en la unién con ADN; esta union altera la posicion
de los aminoacidos de tal manera que imposibilita la interaccién especifica
impidiendo su replicacion y mostrando su efecto mutagenico y citotoxico
(Rakotonandrasana, et al. 2010).

(0]

lactona sesquiterpénica unida a la
proteina de manera irreversible

Figura 1.8. Adicién nucleofilica de tiol a la lactona sesquiterpénica.
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cisteina

Figura 1.9. NF-kappaB (verde) interacciona con el ADN (naranja) para formar un complejo que

promueve la transcripcion genética (izquierda). Estructura del aminoacido cisteina (derecha).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Asteraceae

Asteraceae (Compositae), su nombre proviene de la etimologia latina “aster” que
significa: estrella, se refiere a la forma de las inflorescencias (Freinet, 2004), es
originaria de la Patagonia (Katinas, et.al.,, 2007), y es una de las familias de
plantas vasculares mas grande que existe en México, se estima alrededor de 3351
especies. Son una familia cosmopolita, que se distribuye en casi todas las
latitudes, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta las zonas alpinas, por
lo tanto es posible encontrar sus representantes en casi todos los tipos de

vegetacion y climas.

Las especies de esta familia son de diferentes tipos, desde plantas herbaceas de
tamafio milimétrico (Aphanactis standleyi Steyerm), hierbas lefiosas (Conyza
canadensis L.), trepadoras (Mikania cordifolia), arbustos (Baccharis dioica Vahl),
hasta arboles (Vernonia arb6rea Buch Ham.). Su diversidad se atribuye
principalmente a los mecanismos de dispersion y capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones ecolodgicas, por lo que es comdn encontrarlas en medios

rurales o cultivos (Tapia, 2010).

A esta familia de plantas pertenece la especie estudiada en este trabajo, Zaluzania

augusta.
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Aphanactis standleyi
Steyerm

Vernonia arbérea Buch
Ham

Stevia serrata

Figura 2.1. Ejemplos de plantas de la familia Astereacea.

2.2 Género Zaluzania

Cuando se habla de malezas, generalmente se piensa en plantas no deseadas
gue reducen la produccion y calidad de algunos cultivos; sin embargo, éstas
controlan la erosion y aumentan la cantidad de materia organica en el suelo, asi
como presentan propiedades medicinales y extienden la diversidad (Morin, 2011).
Un claro ejemplo es el género Zaluzania perteneciente a la familia Astereace
(Compositae); el cual comprende aproximadamente de 32 especies, pero solo 14
han sido aceptados (Tabla 2.1) (The Plant List, 2014). En México crecen 11
especies de Zaluzania, la mayoria de ellas en habitats montafiosos del norte y

centro del pais (Turner, 2012).
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Tabla 2.1. Especies del género Zaluzania conocidas.

Z. angusta

Z. angusta (Lag.)

Z. anthemidifolia

Z. aspérrima

Z. augusta (Lag.)

Z. cinerascens

Z. coulteri

Z. delgadoana

Z. discoidea

Z. eminens

Z. ensifolia

Z. globosa

Z.

grayana

. indica

. megacephala

. mollissima

. montagnifolia

. myriophylla

. honensis

. honensis

. oppositifolia

. parthenioides

. pinnatilobata

. pringlei

Z. quitensis

Z. resinosa

Z. robinsonii

Z. sodiroi

Z. squarrosa

Z. subcordata

Zaluzania triloba

Z. trilobata

Existen dos variedades de la especie: augusta y rzedowskii que se reconocen por

la medida de vilano y color gris de la hoja y el apice redondo (Turney, 2012),

rzedowskii crece en los estados de Durango, Guanajuato, Jalisco y Zacatecas

(Herbarium, 2014) y se puede encontrar en suelos arcillosos (CONABIO, 2014).
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Zaluzania augusta (Lag.) Schultz Bip. (Figura 2.2), también llamada Fernandina
augusta Lag., cenicilla, caxtidan y limpia tunas, es una especie que tiene flores
amarillas liguladas con vilano de 2-4 escamitas (5 mm de largo y cabezuelas 1.5
cm de didmetro), se distingue por ser un arbusto de hasta 3 m de largo con ramas
de color café claro, follaje gris y hojas pilosas u ovaladas-lanceoladas (en forma de
corazoén), su tallo es aromatico al comprimir, sus frutos secos (2 mm de largo) no
abren al madurar y se producen en Noviembre-Diciembre, su raiz son tubérculos
gruesos Y florece en los meses de Agosto y Septiembre. La distribucion de la
planta se encuentra en los estados de Aguascalientes, Distrito Federal,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Querétaro y
San Luis Potosi (CONABIO, 2014).

Figura 2.2. Imagenes de Zaluzania augusta.

El uso de la especie se basa en ser polinizada y alimento de insectos. Asimismo,
su metabolismo conlleva a beneficios considerables en el ambiente, ya que ayuda
a controlar la erosion, infiltra el agua y mejora los suelos de hojarasca (CONABIO,
2014).

En la medicina tradicional, su infusibn se usa para contrarrestar el dolor de
estébmago, los colicos y es como expectorante (CONABIO, 2014). Se ha descrito
gue esta especie posee propiedades anti-tumorales, anti-diabéticas, abortivas
(Andrade-Cetto, et al., 2005; Martinez, 1967). También se emplea la decoccion de

hojas y raices como anticonceptiva (Aguilar et. al, 1994).
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2.3 Composicion quimicay biolégica del género Zaluzania

Los estudios fitoquimicos de raices y parte aérea de algunas especies del género
Zaluzania han evidenciado la presencia de diferentes compuestos como
diterpenos, hidrocarburos alifaticos, acidos grasos y lactonas sesquiterpénicas del
tipo guayano y eudesmano que representan a los compuestos mayoritarios con
propiedades tripanocidas, fungicidas, insecticidas (Juarez et al.,, 2010),
polinizadoras (Kaiser-Bunbury, 2009) relajantes y citotoxicas (Fischedick, et al.,
2013).

La infusiébn de Z. montagnifolia se usa para tratamiento de diabetes e inducir el
aborto. Se ha encontrado que esta especie contiene acido ent-kaurenoico que es
un agente hipoglicémico, y &cido grandiflorénoico (Figura 2.3), que posee
propiedades uterotonicas (contracciones del Gtero) (Villa-Ruano et al., 2013). De
acuerdo con las pruebas in vivo la alta abundancia de estos diterpenos genera los

efectos antidiabéticos en pruebas in vivo (Bresciani et al., 2004).

< H : H
COOH COOH
ac. ent-kaurenoico ac. grandiflorénoico

Figura 2.3. Estructura de los acidos ent-kaurénico y grandiflorénico

El analisis de perfil lipofilico en la misma especie, por medio de cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masa (GC-MS) de los extractos hexanicos,
demostré 59 compuestos, incluyendo sesquiterpenos, hidrocarburos alifaticos,

acidos grasos y diterpenos. La evaluacion biolégica de estos compuestos explicd
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la actividad antibacteriana, alelopéatica y antioxidante (Figura 2.4) (Villa-Ruano et
al., 2013).

J )
e

\

. B-bisaboleno
Italiceno a-humuleno

Germacreno D B-panasinseno

Escualeno

n-dodecanal

Figura 2.4. Compuestos aislados de Zaluzania montagnifolia.

De Z. Grayana se ha descrito la presencia de guayanolidas, pseudoguayandlidas,
y germacranélidas (Spring et al., 1994) (Figura 2.5). Algunos metabolitos de este

tipo se han reportado en Z. triloba, Z. pringlei y Z. augusta (Yabuta et al., 1978).
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zaluzanina C zaluzanina E 15-hidroxi costundlida

Figura 2.5. Estructuras de metabolitos secundarios aislados de Z. grayana.

Estudios realizados a la especie Z. augusta, en los afios sesentas, revelaron la
presencia de lactonas sesquiterpénicas con estructura del guayano y eudesmano
denominadas zaluzaninas A, B, C y D, e ivalina (Figura 2.6) (Romo de Vivar et al.,
1967). De estos metabolitos secundarios, la zaluzanina C y la ivalina han
mostrado actividad citotoxica importante contra la leucemia linfocitica y algunos
otros tipos de lineas celulares (Abdallah, 1984; Yabuta, 1978).

(0]
zaluzaninaA R=H zaluzaninaC R=H ivalina
zaluzaninaB R =Ac zaluzaninaD R=Ac

Figura 2.6. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Zaluzania augusta.

La estructura y estereoquimica de zaluzanina A y B ha sido determinada por
medio de experimentos de RMN, asi como andlisis de difraccion de rayos-X

(Toscano et al., 1997; Van Calsteren et al., 2008).
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Se ha demostrado que zaluzanina A reduce en un 16% la movilidad de
espermatozoides humanos a 15 minutos de incubacion, pero no afecta su
viabilidad. Ademas inactiva los grupos tiol de la membrana externa de los
espermatozoides y se han propuesto como anticonceptivos masculinos (Huacuja,
et al., 1993). Adicionalmente, el compuesto ha sido probado en modelo de
relajacion de musculo liso uterino en rata induciendo la contraccion con oxitocina,
indicando que el efecto relajante se lleva a cabo por medio del control de flujo de
calcio (Van Calsteren et al., 2008).

Por otro lado, la ivalina (aislada de Z. triloba) ha servido de material de partida en
la preparacion de derivados para su uso potencial como agentes anti-VIH (Diaz, et
al., 1998). Estos derivados se prepararon mediante la adicién estereoselectiva tipo

Michael al sistema carbonilo a,B-insaturado de la lactona.

AcO,,
RO/,O ‘

R=H, Ac

ACO/,'

R,0,,

O
X

'

R
N N
NS
%Y
R1

Figura 2.7. Derivados de ivalina con actividad anti-VIH.
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La zaluzanina C ha mostrado actividad anti-Leishmaniasis, enfermedad causada
por un parasito llamado Leishmania y que es trasmitido a los humanos a través de
la picadura de un insecto del género Lutzomyia. Las manifestaciones clinicas de la
enfermedad van desde Ulceras cutaneas que cicatrizan espontaneamente, hasta
formas fatales en las cuales se presenta inflamacion grave del higado y del bazo.
La enfermedad es una zoonosis que afecta tanto a perros como a humanos. Sin
embargo, animales silvestres como liebres, zariglieyas y coaties, entre otros, son
portadores asintomaticos del parasito, por lo que se los considera animales
reservorios (Rocha et al., 2005).

>[  i :l:‘Wl\“W.““l

N

Figura 2.8 Leishmania sp., Lutzomyia longipalpis y Ulcera cutanea.

La dehidrozaluzanina C, es un potente regulador del crecimiento de plantas y ha
sido evaluado en bioensayos alelopaticos fitotdxicos en lechuga (Lactuca sativa
cv.), tomate (Lycopersicon esculentum L.), zanahorias (Daucus carota L.) y berros

(Lepidium sativum L.), para uso de herbicidas naturales (Macias, et al, 2000).

O

Figura 2.9. Estructura de la dehidrozaluzanina C.
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Zaluzanina D mostré actividad fungistatica importante en los ensayos de inhibicién
del crecimiento micelial de Rhizoctonia solani, Curvularia lunata y Botrytis cinérea

a una concentracién de 200 ppm (Kumari et al., 2003).

Figura 2.10. Rhizoctonia solani, Curvularia lunata y Botrytis cinérea

El estudio de citotoxidad y actividad anti-tripanosomal de la zaluzanina D en
Tripanosomiasis africana (enfermedad del suefio, causada por Tyipanosoma
brucei) demostré una ICso de 10.8 uM, siendo un potente candidato para el
tratamiento de infecciones causadas por tripanosomas, como la enfermedad del

suefio (Julianti et al., 2011).

!k;.'[- - A‘
FNo. &<
. ( b '\ )-"

~

Figura 2.11. Trypanosoma brucei entre glébulos sanguineos y nifia recibe tratamiento para la

enfermedad del suefio (Africa).
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3. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo consistié en llevar a cabo la evaluaciéon de
la actividad citotoxica y antiinflamatoria de la decoccién (t€) de la parte aérea de
Zaluzania augusta, asi como el estudio quimico para caracterizar las principales
lactonas sesquiterpénicas presentes en esta parte, con la finalidad de contribuir al

conocimiento de nuevos principios activos anticancerosos y antiinflamatorios.

Los objetivos especificos comprendieron:

e Colecta e identificacion taxonémica de la especie.

e Obtencion el extracto de AcOEt del té de la parte aérea de Zaluzania
augusta.

e Evaluacién de la actividad citotéxica y antiinflamatoria del extracto de
AcOEt, asi como su toxicidad aguda en modelo de ratones.

e Aislamiento y caracterizacion de las principales lactonas sesquiterpénicas
del extracto de AcOEt.
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4. JUSTIFICACION

El estudio quimico de especies medicinales ha permitido contar con sustancias
promisorias para el control y tratamiento de algunos tipos de céncer y la
inflamacién. Aunque existen en el mercado varios farmacos con propiedades
anticancerosas y antiinflamatorias, se conoce que €stos en ocasiones no son
efectivos debido al desarrollo de resistencia que presentan por parte de las células
cancerosas, en adicion a los efectos secundarios. Por lo tanto, se buscan nuevos
principios activos para esos padecimientos, que sean efectivos y de ser posible,
de bajo costo. Una estrategia es el estudio quimico y biologico de plantas usadas
en medicina tradicional para el tratamiento de sintomas relacionados con el cancer
y la inflamacion. En este contexto, se planteo el estudio de Zaluzania augusta, una
especie abundante en el estado de Hidalgo que ha tenido uso para curar heridas,

para los coélicos y como abortiva.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Colecta e Identificacién de la especie

Los ejemplares de Zaluzania augusta (Figura 5.1) se colectaron en la comunidad
del Nopalillo, municipio de Epazoyucan en el Estado de Hidalgo, en Agosto de
2011 y en Septiembre de 2012. Un espécimen de la planta se envié al Herbario
del Centro de Investigaciones Biologicas del Instituto de Ciencias Basicas e
Ingenieria de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, donde el M.C.
Manuel Gonzalez Ledesma identificO la especie como Zaluzania augusta (Lag.)

Schultz Bip. (Compositae) (No. de deposito JM Torres-Valencia 140).

Figura 5.1. Im4genes de Zaluzania augusta
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5.2 Obtencién de la zaluzanina A.

La planta se dejo secar a la sombra, se separ0 en parte aérea (flores y hojas) y
raiz; a la parte aérea se realiz6 molienda y decoccion (700 g en 2.5 L de H20
destilada). El producto de decoccion se extrajo con AcOEt (1 L) para obtener el
correspondiente extracto (4 g), el cual fue sometido a separacion cromatografica
en columna y como eluyentes hexano-AcOEt (2:3, 3:7, 1.3, 1:4). Se colectaron
cinco fracciones gruesas etiquetadas de A-E, y se analizaron mediante

cromatografia en capa fina (CCF) y RMN de *H y 13C.

La fraccion B se purificd6 mediante CC usando las mismas condiciones descritas
arriba, lo cual condujo a la obtencién de cristales, los cuales se analizaron por
RMN de 'H, 3C en 1D y 2D. Estos datos se compararon con los descritos (Romo
de Vivar, et al., 1966), permitiendo la caracterizacion de la lactona sesquiterpénica

conocida como zaluzanina A (1) (Figura 5.2).

Figura 5.2. Estructura de la zaluzanina A (1) e imagen de la muestra cristalina obtenida.

En su espectro de RMN de 'H en CDCIz (Figura 5.3) se observé en 6.15 y 5.55
ppm 2 sefales simples que integraron cada una para un proton correspondientes
a los protones del doble enlace en la posicion 13. En 4.20 y 3.95 ppm se
apreciaron las sefiales de los protones base de hidroxilo H-3 (m) y H-6 (t, J = 2.8

Hz), respectivamente, en 3.15 ppm se observo la sefial del proton en C-7 (d, J =
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2.8 Hz), en 2.67 (dddd, J =13.4,8.9,8y 0.7 Hz) y 1.82 (td, J = 13, 4.2 Hz) ppm se
apreciaron las sefiales debidas a los protones del metileno en C-2. Los hidrogenos
H-1 y H-4 se observaron en 2.17 y 1.97 ppm como sefiales doble de dobles (J =
13.4, 8.9 Hz) y quintuple (J = 7.2 Hz), respectivamente. Las sefiales de metilos 14
(s) y 15 (d, J = 7.0 Hz) se apreciaron en 1.05 y 0.99 ppm, correspondientemente;
asi mismo, el proton de la posicién 8 se observo en 0.85 ppm (dd, J = 5.7, 4.0 Hz)
y finalmente, las sefiales de los hidrégenos H-98 y H-9a presentaron un
desplazamiento de 0.66 (dd, J = 9.7, 4.0 Hz) y 0.55 (dd, J = 9.7, 5.7 Hz) ppm
respectivamente. La asignacion de estas sefiales se corroboré mediante el uso del
experimento COSY (Figura 5.5), el cual mostré la mayoria de las correlaciones
esperadas como por ejemplo entre los protones vinilicos H-13, el proton 3 con los
hidrogenos del metileno en C-2 y con el protén metilico H-4. En adicion, se apreci6
el acoplamiento H-4 con el Me-15, y el acoplamiento entre si de los protones del

sistema de ciclopropano.

En el espectro de 3C de 1 (Figura 5.4) se observaron 15 sefiales, entre las mas
caracteristicas fueron la de 164.5 ppm para el carbonilo de lactona (C-12), en
140.3 y 124.1 ppm se apreciaron las sefales correspondientes al doble enlace
conjugado al carbonilo (C-11 y C-13), mientras que los carbonos base de oxigeno
(C-3 y C-6) se aprecian en 72.3 y 66 ppm, en ese orden. Adicionalmente, se
observd una sefal de un carbono cuaternario base oxigeno en 92.7 ppm que se
asigno al carbono base de la lactona (C-5). En la tabla 5.1 se describen los datos

de RMN completos de la lactona 1.

La asignacién de las sefiales tanto en el espectro de proton como en el de
carbono-13 se corroboré mediante el uso de los experimentos HSQC y HMBC
(Figuras 5.6 y 5.7), en los cuales se observa el acoplamiento entre hidrogenos y
carbonos a uno, dos y tres enlaces. Por ejemplo, en el experimento HSQC se
pudieron apreciar las correlaciones que mostraron los protones vinilicos (H-13)
con los carbonos en 140.5 y 124.1 ppm, confirmando la asignacion de C-11 y C-

13. Asimismo, en el HMBC (Figura 5.6) el acoplamiento que mostr6 el Me-15 con
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la sefial de un carbono cuaternario base de oxigeno en 92.7 ppm, permitié asignar
a este carbono como C-5, mientras que el Me-14 present6 una correlacion con la

sefial de carbono en 14.4 ppm por lo que ésta se asigné al carbono cuaternario C-

10 (Tabla 5.1).
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Figura 5.3. Espectro de RMN H (400 MHz) en CDCls de la zaluzanina A (1).
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Figura 5.4. Espectro de RMN 3C (100 MHz) en CDCIs de la zaluzanina A (1).
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Figura 5.5. Espectro COSY en CDClz (400 MHz) de la zaluzanina A (1).
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Figura 5.6. Espectro HMBC (400 MHz) de la zaluzanina A (1)
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Tabla 5.1. Datos de RMN de 'H (400 MHz), 3C (100 MHz) en CDCIlzy correlaciones observadas
en los espectros COSY y HMBC de la zaluzanina A (1).

Posicién

9a
op
10
11
12
13
13
14

15

Protén

sen ppm (m, J en Hz)

2.17 (dd, 13.4, 8.9)

2.67 (ddd, 13.4,8.9, 8)

1.82 (td, 13, 4.2)
4.20 (m)

1.97 (g, 7.2)

3.95 (t, 2.8)

3.15 (d, 2.8)

0.55 (dd, 9.7, 5.7)
0.85 (dd, 5.7, 4.0)

0.66 (dd, 9.7, 4.0)

6.15 (s)
5.55 (s)
1.06 (s)

1.00 (d, 7.2)

Carbono

Jgen ppm

42.23

36.85

72.30

40.89

92.70

66.00

41.60

22.34

24.09

14.33

140.30

164.50

124.10

123.92

23.13

6.50

HMBC
C—H

2,15

2,4,15

15

2,15

7

6,9, 10, 13
1,14

7,14

1,2
13,13
13,13

13’

8, 9a., 9B

Cosy
H—H

2,2,14,3
21,3
2,1
2,241

15,15, 2,3

6,8
7, 90,98
8, 9p

8, 9a

13’

13
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5.3 Obtencién de la zaluzanina B

Un lote de la parte aérea de la especie (100 g) se sometié a decoccion (1 L de
H20 destilada) y se extrajo con AcOEt (1 L). La parte de AcOEt (2.0 g) se sometio
a separacion mediante cromatografia en columna usando hexano-isopropanol
(4:1). En las fracciones 12—-14 se obtuvo zaluzanina B (2) (10 mg). La purificacién
de las demas fracciones permitio obtener mayor cantidad del compuesto (54 mg).
La caracterizacion se llevé a cabo mediante RMN de 'H y 3C en 1D y 2D y sus

datos se muestran en la tabla 5.2.

Figura 5.8. Cristales y estructura de zaluzanina B (2).

En comparaciéon con RMN H y 13C de zaluzanina A, en el espectro de 'H en
CDCls (Figura 5.9) se observa un desplazamiento a 5.28 ppm del protén 3 base
hidroxilo; asi como la sefial caracteristica de metilo del grupo acetilo a 2.8 ppm. En
el espectro de 13C se observaron 17 sefiales, entre las mas caracteristicas fueron
las de 171.48 y 164.77 ppm para los grupos carbonilo de C-16 y C12,
respectivamente, también en 21.17 ppm correspondiente al metilo del acetilo. La
posicion del grupo acetato en C-3 se confirmd mediante el experimento HMBC
(Figura 5.12) en el cual se observd la correlacion del hidrogeno H-3 con la sefial

en 171.48 asignada al carbonilo del acetato.
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Figura 5.9. Espectro de RMN de 'H (400 MHz) en CDCIsz de zaluzanina B (2).
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Tabla 5.2 Datos de RMN de *H (400 MHz), *3C (100 MHz) en CDClsy correlaciones observadas en

los espectros COSY y HMBC de la zaluzanina B (2).

Posicion

9a
o
10
11
12
13
13’
14
15
16

17

Protén

6 en ppm (m, J en Hz)

2.22 (cd, 16.12, 7.32)

2.54 (cd, 12.10, 7.46)

2.03 (ddd, 12.6, 7.55, 6.82)

5.29 (m)

2.15 (t, 7.23)

3.91 (s)

3.12 (d, 2.55)

0.56 (dd, 9.64,5.81)
0.85 (dd, 5.72, 4.05)

0.62 (dd, 9.65, 4.02)

6.13 (s)
5.52 (s)
1.04 (s)
0.89 (d, 7.22)

2.08 (s)

Carbono
oen ppm

41.82

32.94

73.03
41.99
91.06
66.09
39.35
22.37

24.33

14.64
140.83
164.77

123.31

23.05
6.83
171.48

21.17

HMBC
C—H

2,15
15
2,3,6,7,15
7
6, 10
9a, 9B
8, 9B
8, 9a
7,14
7,13

7,13

COosY
H—H

2,3

1,2,3

1,2 4

2,3,15

39



5.4 Acetilacién de la zaluzanina A

Una muestra de zaluzanina A (50 mg) se sometié a reaccion con anhidrido acético
(1 mL) y piridina (0.75 mL) por 24 horas en bafio de vapor (Figura 5.13). El
producto se analizé por RMN de 'H, 13C en 1D y 2D mostrando que se trataba del
diacetato de la zaluzanina A (3). Sus datos espectroscopicos se muestran en la
tabla 5.3.

piridina
50 °C

zaluzanina A diacetato de la zaluzanina A (3)

Figura 5.13. Reaccién de acetilacién de zaluzanina A.

En su espectro de RMN H en CDCIs (Figura 5.14) se observé en 6.20 y 5.58 ppm
2 sefales simples que integraron cada una para un proton correspondientes al
metileno exociclico conjugado al carbonilo (H-13 y H13’). En 5.26 y 4.98 ppm se
apreciaron las sefiales de los protones H-3 (m) y H-6 (dd, J = 4.75, 0.74 Hz),
respectivamente, en 3.24 ppm se observo la sefial del proton en C-7, en 2.51 ppm
se aprecio una sefial multiple debida a los protones del metileno en posicion C-2.
En 2.09 y 2.05 ppm se apreciaron las sefiales caracteristicas de grupos metilo de
acetato, las sefiales de metilos 14 (s) y 15 (d, J = 7.0 Hz) se apreciaron en 1.06 y
0.90 ppm, respectivamente. Asi mismo, el protén de la posicion 8 se observo en
0.60 ppm, y finalmente las sefiales de los hidrégenos en C-9 presentaron un

desplazamiento de 0.57 ppm. La asighacion de estas sefiales se corrobord
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mediante el uso del experimento COSY (Figura 5.15), en cual se aprecian las

correlaciones del grupo acetilo, principalmente.

En la Figura 5.16 se muestra el espectro de 13C, en el cual se pueden apreciar 19
sefiales, entre las mas caracteristicas fueron las de 171.43 y 169.14 ppm para los
grupos carbonilos de acetato, en 163.84 ppm para el carbonilo de lactona C-12 ,
también en 139.32 y 124.64 ppm se apreciaron las sefiales correspondientes al
doble enlace conjugado con carbonilo (C-11 y C-13), asi mismo, se observé una
sefial de carbono cuaternario base de oxigeno en 88.68 ppm (C-5) , por ultimo, en

21.10 y 21.05 ppm se aprecian sefiales correspondientes a los metilos de acetato.
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Figura 5.14. Espectro de H (400 MHz) en CDCls del diacetato de la zaluzanina (3).
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Tabla 5.3 Datos de RMN de *H (400 MHz), *3C (100 MHz) en CDClsy correlaciones observadas en

los espectros COSY del diacetato de zaluzanina A (3).

Posicion

13’
14
15

Protén

oen ppm (m, J en Hz)

2.03 d (5.08)

2.50 dd (7.89, 4.24)
1.92 td (7.12, 1.86)
5.28

4.99
3.24

0.61 dd (9.85, 4.55)
0.69 dd (9.97, 4.22)
0.65 d (4.32)

Carbono
oen ppm

43.32
33.10
72.48
39.39
89.07
67.12
38.97
22.33
24.06

13.92
139.68
164.00
124.62

22.89
7.04

45



5.5 Reaccion de zaluzanina A con diazometano: formacion de la pirazolina
de la zaluzanina A

Por muchos afios se empled la formacién de pirazolinas, seguido por analisis
elemental, como una prueba quimica para la demostrar la presencia de un
metileno exociclico a,B-insaturado a carbonilo durante la elucidacion de la
estructura de lactonas sesquiterpénicas (Romo et al., 1967). Esta reaccion se hizo
obsoleta hace unos cincuenta afios con el advenimiento de los espectrémetros de
RMN que mostraron la presencia de dos sefiales dobles a frecuencias altas
debidas al metileno exociclico. Sin embargo, una cuestion principal acerca de la
estereoquimica de la adicion de diazometano al doble enlace conjugado de la
lactona en estas sustancias sigue sin respuesta. Con la finalidad de contestar esta
cuestién, en este trabajo se llevd a cabo la reaccion de la zaluzanina A con
diazometano como un modelo representativo de lactonas sesquiterpénicas a,p-

insaturadas.

Asi, el tratamiento de la zaluzanina A (1) con una solucién etérea de diazometano,
siguiendo un procedimiento descrito (Romo et al., 1967), condujo a la obtencién de

la pirazolina de zaluzanina A (4) (Figura 5.17).

CHyN»

Y

Et,0
4°C

Figura 5.17. Reaccioén de la zaluzanina A (1) con diazometano.

El andlisis cuidadoso por RMN de 'H del crudo de la reacciéon (Figura 5.19)
evidenci6 la formacion del compuesto 4. Mediante la integracion de las sefiales
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correspondientes a la posicion 6 (Figura 5.20), con lo cual nos permitié determinar

la diastereoselectividad de la reaccion, que fue de 6:1 hacia del isémero 11S.

La adicion de diazometano al doble enlace a,B-insaturado de compuestos
carbonilicos para formar productos de cicloadicion de cinco miembros es
estéreoespecifica y regioselectiva, dado que representa una reaccién de
cicloadiciéon 1,3-dipolar. En esta reaccion hay retencién de la configuracion con
respecto al doble enlace (estereoespecificidad) porque la reaccion es concertada;
el doble enlace retiene su configuracién cis o trans cuando se forma un ciclo
(Lévai et al., 2009). La reaccion se puede visualizar como una interaccion HOMO-
LUMO entre un diendfilo (doble enlace a,B-insaturado) y un dieno (en este caso
diazometano). Debido a que el doble enlace representa un algqueno deficiente en
electrones (también llamado dipolardfilo) el diazometano que actia como dieno. El
diazometano prefiere usar su HOMO en la reaccion (el carbono tiene el coeficiente
HOMO mas grande), mientras que el doble enlace conjugado utiliza su LUMO, (el
carbono beta tiene el mayor LUMO) formandose dos enlaces simultaneamente
para dar el anillo de la pirazolina. De esta manera se puede explicar la
regioselectividad y la estereoespecificidad observada en la reaccion de la
zaluzanina A con diazometano. Para un mejor entendimiento de lo anterior, en la
figura 5.18 se describe las estructuras resonantes de un compuesto carbonilico
o,B-insaturado y del diazometano, asi como la interaccion HOMO — LUMNO de la
cicloadicion 1,3-dipolar entre estos dos sistemas. En adicion, en la figura también

se puede observar la adicion del diazometano a la zalunanina A.

En cuanto a diastereoselctividad observada en la adicion de diazometano a la
zaluzanina A, una posible explicacion pudiera ser el impedimento estérico del Me-
14 y H-8 de la estructura, que impiden el acercamiento del diazometano por la

cara (re) del doble enlace.
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Figura 5.18. Estructuras de resonancia de compuesto carbonilico a,p-insaturado y el diazometano,

interaccion HOMO-LUMNO en la cicloadicién 1,3-dipolar de diazometano y un dipolardfilo, y

reaccion de la zaluzanina A para para obtener la pirazolina.
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Figura 5.19. Comparacion de espectros de RMN H del crudo de reaccién (arriba) y zaluzanina A (abajo), ambos en metanol-da.
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La cristalizacion del producto en Et2O-acetona formé prismas, con p.f. 155-157 °C
y [a]o =322 (c 0.8, dioxano), estuvieron de acuerdo con los descritos (Romo et al.,
1967). En el espectro de RMN de 'H de 4 (Figura 5.21), las sefales dobles a
frecuencias altas del metileno exociclico conjugado con la é-lactona de zaluzanina
A (1), no estuvieron presentes, en su lugar se observaron dos sefiales multiples en
2.38 (ddd, J = 12.7, 8.8, 3.2, H-13) y 1.61 ppm (ddd, J = 12.7, 9.6, 8.8, H-13)
correspondientes a los hidrégenos del metileno en C-13. En adicion, las sefiales
para los hidrégenos del metileno en C-16, base del grupo diazo, se apreciaron en
4.92 (ddd, J = 17.7, 9.6, 3.2 Hz, H-16) y 4.55 ppm (ddd, J = 17.7, 8.8, 8.8 Hz, H-
16’). Asimismo, la sefial de H-6 de 4 en 5.33 ppm (d, J = 2.6 Hz) se desplaz6 1.53
ppm a frecuencias mas altas, mientras que la de H-7 en 2.31 (d, J = 2.6 Hz) se
movio 0.78 ppm a frecuencias menores con respecto a las mismas sefiales de la
zaluzanina A. Estos desplazamientos proporcionan evidencia para la presencia del
isbmero 11S, debido a que, de acuerdo con la estructura 4 dibujada en la figura
5.17, H-6 puede experimentar un desplazamiento diamagnético inducido por el
doble enlace del grupo diazo, mientras que H-7 experimenta el efecto contrario
debido a su colocacion con respecto a los electrones n del enlace N=N.
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Figura 5.21. Espectro de *H (400 MHz) en MeOH-d4 de la pirazolina de zaluzanina A (4).



En el espectro de 3C de la pirazolina 4 (Figura 5.22), asignado por experimentos
de 2D HSQC y HMBC (Figura 5.23-24), se observaron 16 sefiales, de las cuales la
de 169.2 ppm se asigné al grupo carbonilo (C-12), y aquellas en 103.1 (C-16),
78.1 (C-11) y 27.2 ppm (C-13) fueron asignadas al anillo de pirazolina. Ademas,
las sefiales en 95.4, 71.1 y 62.7 ppm, caracteristica de carbonos base se oxigeno,
se atribuyeron a C-5, C-3 y C-6, respectivamente. En la tabla 5.4 se describen los

datos completos de RMN de 4.
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Figura 5.22 Espectro de *C (100 MHz) en MeOH-d4 de la pirazolina de zaluzanina A (4).
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Tabla 5.4. Datos de RMN de 'H (400 MHz), 3C (100 MHz) en MeOH-d4

observadas en los espectros COSY y HMBC de la pirazolina de zaluzanina A (4).

Posicion

o N o o bk WIN DN PP

B R P R O] ©
w Nk o™ Q

13’
14
15
16
16’

Protén

oen ppm (m, J en Hz)

2.29t(7.03)

2.55 td (12.55, 7.85)
1.86 td (12.59, 6.04)
4.26 td (8.09, 5.92)
2.17 td (15.16, 7.61)
5.33 d (2.6)

2.33d (2.6)

0.60 dd (9.89, 5.07)
1.01t(2.53)

0.64 dd (9.89, 2.96)

2.38 ddd (12.7,8.8, 3.2)
1.62 ddd (12.7, 9.6, 8.8)

1.06s

1.03 d (7.26)

4.94 dd (9.63, 3.16)
4.54 cd (17.68, 8.84)

Carbono
Jd en ppm

40.33
27.14
71.10
42.09
95.40
62.70
35.38
21.33
22.06
14.21
78.10
169.20
27.20

21.37
5.75
103.10

Cosy
H—-H

1,2, 3
1,2,3
1,2,2
3,15

7,8
6,8,913
7,99

13’, 16, 16’
1,9,9

4

13,13, 16’
13, 16, 16’

y correlaciones

HMBC
C—H

1,45

1,5
4,6

8

11,16, 16’
9

9,8

9,8

1,10

4,5
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5.6 Analisis por difraccion de rayos-X de la zaluzanina A (1) y la pirazolina
de la zaluzanina A (4)

La zaluzanina A (1) se recristaliz6 de hexano-AcOEt, mientras que su pirazolina
(4) se recristalizé de acetona-Et20. Los cristales se colocaron en un difractometro
de rayos-X equipado con radiacion monocromética de CuKay un detector
acoplado con un dispositivo de carga grande, que permite colectar los datos de la
esfera completa. La estructura molecular de ambos compuestos se resolvié por
métodos directos y refinado a un indice de discrepancia de 3.2 y 2.7%,
respectivamente (Tabla 5.5). Para 1, los datos de la esfera completa se utilizaron
para calcular el pardmetro de Flack (Flack, et al., 2008), que para el enantibmero
gue se muestra en la figura 2.5, fue x = 0.1 (3), y el pardmetro Hooft (Hooft, et al.,
2008) fue y = 0.10 (11). Para la estructura invertida, los parametros de Flack y
Hooft fueron x = 0.9 (3) y y = 0.90 (11), respectivamente, de donde se asegura que
el enantibmero correcto es el que se dibuja en la figura 2.5. Siguiendo el mismo
procedimiento para el compuesto 4, el enantiomero mostrado en la figura 5.17 fue
validado de acuerdo al pardmetro de Flack de x = —-0.12 (16), y el parametro de
Hooft de y = —0.07 (6), mientras que para la estructura invertida, los parametros de
Flack y Hooft fueron x = 1.13 (15) y y = 1.06 (6), respectivamente. Por lo tanto, la
configuracion absoluta del nuevo centro estereogénico en C-11 en la pirazolina 4

se determiné como S.

En la zaluzanina A (Figura 5.25), se puede apreciar que la fusion de los anillos de
5y 6 miembros es trans, donde el protén en C-1 es alfa y el oxigeno en C-5 es
beta. De igual manera en esta figura se observa que el sustituyente en C-7 es
beta, lo cual permitid la formacion de la lactona con el oxigeno en C-5 en su
biosintesis. Adicionalmente, se puede apreciar que el hidroxilo en C-3 y el metilo
en C-4 tienen una orientacion beta. El hidroxilo en C-6 se orienta de manera
pseudo ecuatorial, con H-6 pseudo axial. Finalmente se observé que el metileno
en C-9 del grupo ciclopropilo tiene una orientacién anti con respecto al anillo de la

lactona.
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Figura 5.25. Estructura de rayos-X de zaluzanina A (1)

En la estructura de rayos-X del compuesto 4 se observd relacion espiro de los
anillos de la pirazolina y de la lactona, donde el grupo diazo tiene una orientaciéon
“alfa”. Al igual que en el caso de la zaluzanina A, el hidroxilo en C-6 tiene una
orientacion pseudo ecuatorial, pero su hidrégeno se orienta de manera casi
eclipsada con H-6. Es interesante observar en este caso la formacion de un
solvato con la adicion de la molécula de agua en la estructura cristalina, en la cual
se puede apreciar puentes de hidrogeno con el oxigeno de hidroxilo en C-3, asi

como con el oxigeno del carbonilo en C-12.

Figura 5.26. Estructura de rayos X de la pirazolina de zaluzanina A (4).

59



Tabla 5.5. Parametros de rayos-X de zaluzanina A (1) y pirazolina de zaluzanina A (4).

Parametros 1 4
Férmula C15H2004 C16H2204N2 H20
M 264.31 324.37

Sistema del cristal

Grupo espacial

a (A)

b (A)

c (A

Vv (A%

4

p (mg/mm?)

(CuKa, mm?t)

Refinamiento de celda por reflexiones
Total reflexiones

Reflexiones unicas (Rint 0.01%)
Reflexiones observadas

Final R1 index [I > 2o()] (%)

Final wR2 index [l > 2o(1)] (%)
Diferencia més grande entre pico y hoyo
(e.A3)

Parametro Flack x

Parametro Hooft y

Parametro Flack para estructura inversa x

Parametro Hooft para estructura inversa y

ortorrémbico
P212:12;
6.7403(2)
10.0471(3)
19.6148(6)
1328.32(7)
4
1.32
0.776
6985
24312
2648
2329
3.2%

6.9%

0.133 and -0.137

0.1(3)
0.10(11)

0.9(3)

0.90(11)

ortorrombico
P212:2;
9.6905(2)
12.2870(2)
13.5275(2)
1610.68(5)
4
1.34
0.825
8183
16676
3373
3252
2.7%

7.2%

0.133 and -0.111

-0.12(16)
-0.07(6)

1.13(15)

1.06(6)
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5.6.1 Dicroismo Circular Vibracional del diacetato de zaluzanina A

El dicroismo circular vibracional (DCV) es una técnica espectroscépica que se ha
empleado recientemente para asignar la configuracion absoluta de sustancias
naturales (Gémez-Hurtado, 2011; Velazquez-Jiménez, 2011; Manriquez-Torres et
al., 2013), y se basa en el hecho de que una molécula quiral puede absorber de
forma diferente la luz infrarroja circularmente polarizada a la derecha de la
izquierda, o viceversa. Entonces se puede medir esta pequefia diferencia
resultado un grafico que se compara con el calculado para uno de los
estereoisdmeros en particular. Generalmente el célculo se lleva a cabo usando
teoria de funcionales de la densidad (DFT). Conociendo cudl configuracion de la
molécula se empled para el calculo, se puede conocer la configuracién absoluta
de la sustancia natural, ya que el grafico sera el mismo si la sustancia natural tiene
la misma configuracién que la de la estructura calculada. Si el compuesto natural
tiene la configuracion opuesta los graficos se veran como imagenes de espejo
(Cedrén, 2008).

La configuracion absoluta de un grupo de sustancias estrechamente relacionadas
se puede determinar si se escoge una molécula representativa para realizar el
calculo del espectro de DCV. En este sentido, se uso el diacetato de la zaluzanina
A (3) para tal fin. En adicion, cabe mencionar que para determinar un espectro de
DCV generalmente se usa CDCls, debido a que la sefial de IR de este disolvente
en la zona de medicién no interfiere con las sefiales de la molécula. El compuesto
3 (Figura 5.27) es mucho mas soluble en CDCls que la zaluzanina A, siendo esta

una de las razones por la que se empled.
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Figura 5.27. Diacetato de zaluzanina A.

El modelo molecular de 3 se construyé de acuerdo a la configuracién propuesta
anteriormente (Figura 2.5) y se sometié a una bisqueda de conférmeros utilizando
el método Monte Carlo y mecanica molecular (MMFF) (Hdltje et al., 1996). Los
conférmeros obtenidos fueron analizados y seleccionados de acuerdo a sus
energias eliminando a los repetidos. Una seleccion entre 0-10 kcal/mol
proporcion6 5 conférmeros. Los calculos de energia por DFT de estas estructuras
a un nivel de teoria B3LYP/6-31G(d), seguido por una seleccion dentro del rango
de 0-5 kcal/mol, generé 3 conférmeros. La optimizacion de la geometria de los
conférmeros seleccionados se hizo por B3LYP/DGDZVP (Godbout, et al., 1992;
Andzelm, et al, 1992), en la cual también se calcularon las frecuencias
vibracionales. Posteriormente se seleccionaron aquellos conférmeros con un
rango de energia entre 0-3 kcal/mol, lo cual condujo a Unicamente tres
conférmeros (3a—3c) que en suma contribuyeron con el 100% de la poblacién
(Figura 5.28). Estos conférmeros esencialmente preservan el mismo arreglo
espacial con cambios en la rotacion de los grupos acetilo. La tabla 5.6 contiene los
parametros termoquimicos de los célculos del equilibrio conformacional del

compuesto 3, incluyendo las tres especies principales (3a—3c).
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3a (P = 54.3%) 3b (P = 40.4%)

3¢ (P =5.3%)

Figure 5.28. Estructuras de minima energia, DFT//B3LYP/DGDZVP, del diacetato de zaluzanina A.
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Tabla 5.6 Energias conformacionales y relativas de las poblaciones del diacetato de zaluzanina A.

Conférmero AEMMFF2 %oMMEEP AEDprFT© Y%prrd AGopt® %opt
3a 0.98 15.2 0.62 12.63 0.00 54.3
3b 0.00 79.5 0.20 25.70 0.18 40.4
3c 1.69 4.6 0.19 25.91 1.38 53
—9 —9
3d 2.82 0.7 0.00 35.76

a2Energia de mecanica molecular relativa de 3a con Evmvrr = 65.8187 kcal/mol.

b9 de poblacion calculada a partir de las energias MMFF de acuerdo a AEwves = —RT In K.

¢ Calculo de energia B3LYP/6-31G(d) a 0°K relativas de 3a con Ee3i6) = —746611.73 kcal/mol.
99 de poblacion calculada a nivel B3LYP/6-31G(d) de acuerdo a AEs.ai6() = —RT In K.
€Energia libre de Gibbs relativa a 3a con Goepzve = —746489.49 kcal/mol.

9% de poblacion calculada a partir de las energias libres de Gibbs de acuerdo a AG = —RT In K.
9 Convergencia al conférmero 3a.

La distribucion de Boltzmann fue calculada de acuerdo a las ecuaciones AG = AH
— TAS y AG = —-RT In K, considerando las frecuencias B3LYP/DGZVP calculadas
(Valdez, et al., 2013). Las frecuencias de DCV de los tres conférmeros
mayoritarios 3a, 3b y 3c se promediaron para generar el espectro calculado. La
figura 5.26 muestra la comparacion entre el espectro tedrico y experimental de
DCV del diacetato de zaluzanina A, los cuales mostraron muy buena similitud. La
evaluacion cuantitativa de esta similitud fue llevada a cabo aplicando un algoritmo
de nivel de concordancia recientemente desarrollado (BioTools Co., Jupiter, FL
33458, USA), el cual calcula los datos sobrepuestos del espectro tedrico y
experimental como funcion de un cambio relativo. La aplicacion de este método
condujo a la optimizacién del factor de anarmonicidad (anH = 0.981), y la similitud
espectral de DCV para el enantiomero correcto (Se = 75.3%) e incorrecto (Sk =
15.5%) con un indice de similitud enantiomerica (ESI) con valor de 59.8% vy el
100% de nivel de confianza para la determinacion de la configuracion absoluta.
Estos resultados proporcionan evidencia directa y concluyente para la
configuracion absoluta del compuesto 3, y por ende, la de los compuestos 1, 2y 4.
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Figure 5.29. (a) DCV experimental en CDCls, (b) DCV calculado al nivel B3LYP/DGDZVP, usando

anH = 0.981, (c) IR experimental en CDCl3, y (d) IR calculado al nivel B3LYP/DGDZVP, usando
anH = 0.981.
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5.7 Cuantificacion de las zaluzaninas en el té de la parte aérea de Z. augusta

La parte aérea seca y molida (2.5 g) se extrajo con H20 (infusion, 250 mL), dando
una solucién de color verde oscuro que se filtr6 y se extrajo con AcOEt (250 mL).
La fase organica se concentrd en el rotavapor para obtener un residuo (50 mg), el
cual se analizé por triplicado mediante HPLC para cuantificacion de las lactonas
sequiterpénicas. Dicha determinacion se llevé a cabo mediante comparacion con
una curva estandar, obtenida a partir de las siguientes concentraciones de la
zaluzanina A: 0.1, 0.15, 0.25, 0.3 y 0.4 mg/ml (Figura 5.27).

Las muestras de referencia se disolvieron en CHsCN para su analisis, y se
aplicaron a una columna de fase reversa, eluyendo con H20-MeOH (7:3) y
CHsCN. Los cromatogramas de una muestra estandar, asi como de la muestra por
analizar (té) se observan en la figura 5.28. La curva estandar que se utilizé en la
cuantificacion siguio el método de los estandares externos para obtener el factor
de proporcionalidad cumpliendo con la Ley de Beer, la cual menciona que la
absorbancia esta relacionada linealmente con la concentracion de las especies
absorbentes, usando la ecuacion de regresion lineal B = mx + y dio un factor de
correlacién de R?=0.9974 (Figura 5.30).

Las muestras provenientes del té se prepararon a una concentracion de 0.5
mg/mL en MeOH, y sus picos se identificaron comparandolos con los tiempos de

retencion de estandar (Figura 5.31), el cual fue de 12 minutos.
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Figura 5.30. Curva estandar de la zaluzanina A a diferentes concentraciones.
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Figura 5.31. Cromatogramas del estandar (arriba, ¢ = 0.3 mg/mL) y de la muestra problema (parte

AcOEt del té de Z. augusta)
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Los resultados obtenidos indicaron que en tal cantidad de infusioén (té, 250 mL) de

la parte aérea de Zaluzania augusta (2.5 g) contiene 26 mg de las zaluzaninas.

Figura 5.32. Andlisis de Z. augusta por HPLC conteniendo 26 mg de lactonas.
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5.8 Ensayos de citotoxicidad y actividad antiinflamatoria del extracto de
AcOEt de Zaluzania augusta

5.8.1 Determinacion de la actividad citotoxica

5.8.1.1 Ensayo de sulforrodamina B (SRB)

La actividad citotoxica del extracto de AcOEt se determiné mediante el ensayo con
sulforrodamina B (SRB) (Figura 5.33), el cual es un compuesto de color rosa,
poseedor de dos grupos sulfénicos (-SOz) cargados negativamente, con la
capacidad de unirse electrostaticamente a cationes, en este caso, a los
aminoacidos basicos de proteinas de células vivas. En esta prueba se asume que
la cantidad de proteinas medida en el estudio es directamente proporcional a la

cantidad de células viables, expresada en porcentaje.

Figura 5.33. Estructura de sulforrodamina B.

El ensayo se realiz6 sobre placas estériles de 96 pocillos con densidad de 5,000
células de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) por pocillo, la concentracion
de la muestra fue de < 0.05% en DMSO. Después de 24 horas de la siembra de
células en la placa, se adicion6 la muestra a ensayar, a partir de ese momento se

incubd por 48 y 72 horas. Una vez transcurrido el tiempo las células se fijaron con
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acido tricloroacético al 50% por una hora a 4°C, luego se eliminé el acido
tricloroacético mediante 5 lavados de las placas con agua desionizada, se
adicion6 sulforrodamina B y dej6 en reposo durante treinta minutos.
Posteriormente se elimind el exceso de SBR mediante cinco lavados con agua
destilada; finalmente se adicion6 una solucibn amortiguadora conocida como
tampon TRIS para la solubilizaciéon de las proteinas unidas a SRB, y entonces
proceder a la determinacion de la absorbancia a 492 nm. A mayor absorbancia,
mayor cantidad de proteina. El ensayo se realizé por triplicado y se probd con

concentraciones de la sustancia que fueron de los 18 ug/mL hasta 15.65 pg/mL.

24/48 h
incubacion

siembra de células HT-29 adicién de muestras
Tincién SRB
Absorbancia 492 nm  <————  |[Wi //// i

7

Figura 5.34. Determinacion de la actividad citotoxica en sustancias quimicas frente a células HT-29

mediante la técnica SRB.

En la tabla 5.8 se muestran los resultados de la concentracion inhibitoria 50 (ICso),
es decir la concentracion a la que la muestra ensayada impide el crecimiento de

las células cancerigenas en un 50%, tanto a 48 como a 72 horas.
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Tabla 5.8. ICso del extracto de AcOEt de Z. augusta, ensayo de tincion de SRB en células HT-29.

ICs0 a 48 h de incubacion (ug/mL) Promedio

18.00 18.04 17.68 17.91 (= 0.14)
ICs0 @ 72 h de incubacion (pug/mL)

15.76 15.65 16.18 15.86 (+ 0.16)

5.8.1.2 Analisis del ciclo celular

El analisis para determinar el arresto del ciclo celular se llevd a cabo con la
intencion de conocer de manera preliminar el mecanismo de la actividad citotdxica
de las muestras, y se determind mediante citometria de flujo.

Las células de HT-29 fueron sembradas en placas de 6 pocillos (700,000 —
800,000 células) dejandolas 24 horas a 37 °C, posteriormente se trataron con el
extracto de AcOEt de Z. augusta. Después al tratamiento, fueron lavadas con
PBS (0.5 mL) y colectadas con tripsina-EDTA (0.25%) para ser centrifugadas
(1500 rpm a 10 °C) durante 5 minutos, seguido de suspension en etanol (70%) y
nuevamente en reposo de 24 horas a —20 °C. transcurrido el tiempo, se agrego
ARNasa (20 pL) con incubacion de 3—-4 dias a 4 °C, finalmente se agreg6 yoduro
de propilo (50 ul) por 30 minutos para su posterior analisis en el citometro de flujo.
Se realizaron 10,000 conteos de la muestra, asi como las distribuciones de
porcentaje de células en cada fase. En este estudio se utilizé la colchicina como
control positivo.

Los resultados mostraron que a una concentracion de tres veces la ICso comienza
a detener el ciclo celular en la fase G2, las células ya no son capaces de dividirse

y detienen su proliferacion (Grafica 5.1).
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Grafica 5.1. Comparacién de ICso (3 x) de colchicina y el extracto de AcOEt de Z. augusta en cada
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5.8.2Determinacién de la capacidad inhibitoria del Factor Necr6tico Tumoral
alfa (TNF-a.)

Este ensayo se realiz6 con la intencion de saber si el extracto de Z. augusta

presenta actividad antiinflamatoria.

La produccion de la citosina TNF-o. se analizo a partir de los sobrenadantes
procedentes del cultivo de la linea celular THP-1 de monocitos humanos
diferenciados a macréfagos mediante la adicion de 200 nM de miristato acetato de
forbol (PMA) e incubados por 24 horas con lipopolisacarido de E. coli (LPS) 1 pg/
mL. La cuantificacion se realiz6 mediante ELISA (Figura 5.32) a partir de un Kit
comercial (eBiosciencesTM) el cual consiste en el uso de una placa de adsorcion
de 96 pocillos en los cuales se adhieren anticuerpos especificos de TNF-ay
posterior adicion de los macréfagos, de este modo, la citoquina de interés se une

especificamente a los anticuerpos.

A * ii’a
N A e =l T |E
A A AAAE

A Al (AA ¢ KR Al

A

Antigens

Antibodies
Add Sample
Wash + Conjugate
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Figura 5.35. Representacion esquematica del ensayo ELISA.

La medicién de la absorbancia fue a 450 nm y la cantidad de citosina se obtuvo
tras la realizacion de una recta de calibrado construida con concentraciones

crecientes de TNF-a.
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La medicion de ICso e ICo5 en macrofagos para medir la expresion de TNF-a.a 72
horas fue de 37.25 y 7.45 ug/mL, respectivamente. Con la estimacion de ICgs, se
establecid las concentraciones de 10 y 5 pg/mL, por lo tanto, el porcentaje de
inhibicion para 10 ug/mL fue de 69% con un 88% de células vivas, y para 5 pg/mL
fue de 55% con un 98% de células vivas. Es decir, que la capacidad del extracto
para disminuir la produccion de la citosina TNF-a a un 55% y una concentracion

menor a 7.45 ug/mL, permite la sobrevivencia de células THP-1 cercanas a 95%.

5.8.3 Determinacion de la toxicidad aguda de Zaluzania augusta

La evaluacidon de la toxicidad aguda para obtener la dosis letal 50 (DLso) del
extracto de acetato de etilo de la especie, se realizé mediante el método de Lorke,
el cual se describe dos fases, la primera consiste en administrar dosis de 10, 100 y
1,000 mg/kg via oral a 3 grupos de animales. Con respecto a los datos obtenidos,
se seleccionan las dosis de la segunda fase, las cuales son dosis maximas 1,600,
2,900 y 5,000 mg/kg. Posteriormente a la administracion via oral, los animales son
supervisados durante 14 dias y se registra muerte o superviviencia, a los
sobrevivientes se les sacrifica y se observan los érganos de la cavidad abdominal

y toracica comparando con un grupo control (Lorke, 1983).

La tabla 5.9 indica la DLso de la segunda fase de toxicidad aguda, con un valor de
3,000 mg/Kg, en comparacion con la escala de toxicidad de Hodge y Sterner el
extracto se considera ligeramente toxico para humanos con una concentracion de
5-15 g/Kg (Gosselin, et al., 1984).

Tabla 5.9. Resultados de segunda fase de dosis.
Dosis/Kg de peso 1,600 mg 2,900 mg 5,000 mg DLso

Mortalidad/Total 0/3 1/3 3/3 3,000 mg
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6. CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad citotoxica de la parte extraida con AcOEt del
té frente a células de adenocarcinoma de colon humano (HT-29) mostré
una ICso de 17 pg/mL, mientras que el ensayo de toxicidad en modelos de
ratones indicO que este extracto es practicamente inofensivo para el
consumo humano. Lo anterior reveld que, si bien el extracto no tiene una
potencia muy alta comparado con las actuales drogas citotoxicas, si podria
emplearse para combatir el cancer de colon.

El estudio de la actividad antiinflamatoria del extracto de AcOEt revel6 un
alto grado de actividad inhibitoria de la citocina proinflamatoria, TNF-a,
inhibiendo cerca del 80% de la produccion a una concentracion de 7.45
ug/mL. Por lo tanto, el extracto posee actividad antiinflamatoria significativa
y es una fuente importante de productos naturales antiinflamatorios.

La separacion mediante técnicas cromatogréaficas del extracto de acetato de
etilo del té, condujo al aislamiento y caracterizacion de las lactonas
sesquiterpenicas conocidas: zaluzanina A (1) y B (2), siendo 1 el
compuesto mayoritario. La caracterizacion de estos dos compuestos se
determind mediante sus propiedades fisicas y espectroscopicas,
principalmente RMN de 'H, 3C en 1D y 2D, rayos-X y por comparacion con
datos descritos.

Los tratamientos de zaluzanina A (1) con anhidrido acético/piridina y con
diazometano, permitieron obtener sus derivados diacetilado (3) y la

pirazolina (4), respectivamente.
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La cristalizacion de la lactona 1 y la pirazolina 4 permitié su estudio por
difraccion de rayos-X, lo cual condujo a determinar la configuracion relativa
y absoluta, mediante la evaluacion de los parametros de Flack y Hooft.
Adicionalmente, se determiné la configuracién absoluta del derivado
diacetilado 3 mediante calculos teodricos, utilizando DFT//B3LYP/DGDZVP,
corroborando la configuraciéon absoluta de las sustancias 1-4. De acuerdo
con lo anterior, se establecié la configuracion absoluta del nuevo centro
quiral C-11 en la pirazolina de zaluzanina A (4) como S.

Finalmente, se cuantificaron las lactonas sesquiterpénicas en la infusién de
la parte aérea mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC). Este resultado nos permitié conocer que tal cantidad del té (2.5 g
en 250 mL) contiene aproximadamente 26 mg de las lactonas (1.04%), las
cuales son posiblemente las responsables de las propiedades citotdxicas y
antiinflamatorias presentadas por el extracto.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Generalidades

Las separaciones cromatogréficas se llevaron a cabo empleando gel de silice 60,
Merk, 0.04-0.063 mm (Aldrich, 230-400 mesh ASTM) en columnas de vidrio de 5,
2 y 1 cm de didmetro interno por 40 y 60 cm de largo. La separaciéon mediante
cromatografia en placa fina se realiz6 en cromatofolios de gel de silice sobre
Aluminio de 1 x 5cmy 2 x 5 cm, usando como revelador sulfato cérico amoniacal.
Las rotaciones Opticas se determinaron en etanol en un polarimetro Perkin-Elmer
341. La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) se llevo a cabo en un
cromatdgrafo Perkin-Elmer serie 200 usando una columna de fase reversa Alltech
C18 de 250 x 4.6 mm en un sistema MeOH-H20 (7:3) (A) y CH3CN (B), gradiente
100% de A — 100% de B, en un tiempo de 30 minutos, a velocidad de flujo 1.0
mL/min, empleando un detector UV-visible 213 nm y 25 °C. Los espectros de 'H
(400 MHz) y de 3C (100 MHz), asi como el espectro COSY, HSQC y HMBC se
determinaron en un equipo Varian 400, usando como disolvente CDCls, MeOH-d4
y D20 teniendo como referencia interna TMS. Los datos de rayos-X se colectaron
en un difractometro Agilent Xcalibur Atlas Gemini con radiacion monocromatica de
CuKo (A = 1.54184 A) a 293 K en el ® modo de captura. Los refinamientos de la
celda unitaria se obtuvieron con CrysAlisPro, software Agilent Technologies,
Version 1.171.34.49. La resolucion de las estructuras se llevo a cabo por métodos
directos usando el programa SHELXS-97, incluyendo el software cristalogréafico
WiInGX v1.70.01. Para el refinamiento estructural, los &tomos diferentes de
hidrégeno se trataron anisotropicamente, y los atomos de hidrégeno, que se

incluyeron en el calculo del factor estructura, fueron refinados isotropicamente.
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7.2 Recoleccion e identificacidn de la especie

Zaluzania augusta (Lag.) Schultz Bip. (Compositae) se colecté en agosto de 2011
y septiembre de 2012 en la comunidad de Nopalillo, municipio de Epazoyucan,
Hidalgo. Un ejemplar de la especie esta depositado en el Herbario del Centro de
Investigaciones Biologicas de la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo,
Mineral de la Reforma, Hidalgo (JM Torres-Valencia 140), donde el Prof. Manuel

Gonzalez Ledesma identifico el material vegetal.

7.3 Obtencion del té y extracto de Acetato de etilo de Zaluzania augusta

La planta se dej6 secar a la sombra por 20 dias, posteriormente se separ6 en
parte aérea (flores y hojas) y raiz. La parte aérea (700 g) se molié y se sometio a
decoccion (2.5 L de H20 dest.) por 30 minutos a 70 °C. El producto de decoccién

se filtrd y se extrajo con AcOEt (1 L) para obtener el extracto correspondiente (4Q).

7.4 Separacion del extracto de acetato de etilo del té de la parte aérea de
Zaluzania augusta

El extracto de AcOEt (3 g) se sometio a separacion cromatografica en columna
usando gel de silice y como eluyente mezclas de hexano—AcOEt (2:3, 3:7, 1.3 y
1:4). Se colectaron cinco fracciones gruesas, las cuales se monitorearon por
cromatografia en capa fina y fueron etiquetadas como A (326 mg, 10.86%), B (300
mg, 10%), C (184 mg, 6.1%), D (39 mg, 1.3%) y E (13 mg, 0.43%). Con la finalidad
de obtener mas extracto para los usos siguientes, el proceso (decoccion y

separacion cromatografica) se repitié 6 veces.
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7.5 Obtencién de la zaluzanina A (1)

La fraccion A 'y B (626 mg, 21%) se someti6 a purificacion mediante cromatografia
en columna, usando gel de silice y hexano—AcOEt 200 mL (1:1, 2:3 y 3:7) como
eluyente. Se colectaron 10 eluatos de 20 mL, los cuales se analizaron por CCF.
Este procedimiento condujo a la obtencién de un precipitado blanco (zaluzanina A,
180 mg), el cual fue cristalizado de acetona—CHCIs (2:1). El proceso se repitié con
las fracciones C y D, y con el proposito de obtener mayor cantidad de la
zaluzanina A se procedio a reproducir el método 3 veces més. La caracterizacion
se llevé a cabo mediante RMN de *H y *3C en 1D y 2D (Figuras 5.3-5.7), asi como
difracciéon de rayos—X (Figura 5.22).

7.6 Obtencion de la zaluzanina B (2)

Un nuevo lote de la parte aérea de la especie se sometio a decoccion (100 g en 1
L de H20 dest.). El producto se filtr6 y se extrajo con AcOEt (1 L) para obtener la
parte ACOEt (2.1 g). La parte de AcOEt (2.0 g) se sometio a separaciéon mediante
cromatografia en columna usando gel de silice y hexano-isopropanol (4:1) como
eluyente. Se colectaron 40 fracciones, las cuales se analizaron mediante
cromatografia en capa fina (CCF). De las fracciones 20 y 21 se obtuvo a la
zaluzanina B (10 mg). Con el objetivo de obtener mayor cantidad del compuesto,
las demas fracciones fueron sometidas a purificacion en hexano—AcOEt (2:3, 150
mL), obteniendo la zaluzanina B (54 mg, 2.7%). La caracterizacion se llevo a cabo
mediante RMN de *Hy 13C en 1D y 2D (Figuras 5.9-5.12).
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7.7 Obtencién del diacetato de la zaluzanina A (3)

Una muestra de zaluzanina A (148 mg) se sometié a reaccion con anhidrido
acético (0.75 mL) y piridina (0.75 mL) por 4 horas en bafio de vapor.
Posteriormente se extrajo con AcOEt, se lavo con HCI (4 x 5 mL), NaHCOs3 (3 x 5
mL), se secO con Na2S0s4, se filtrd y se evapord en el rotavapor. Esta muestra se
analiz6 mediante CCF y RMN de 'H y 3C en 1D y 2D (Figuras 5.14-5.16),

confirmando la estructura del diacetato de la zaluzanina A (3) (130 mg, 88%)).

7.8 Pirazolina de la zaluzanina A (4)

Una muestra de zaluzanina A (100 mg) en metanol (2 mL) fue sometida a reaccion
con diazometano (10 mL) (preparado con 1g de N-nitrosometilurea) por 12 horas a
4 °C. Posteriormente se evaporo el disolvente a sequedad bajo una corriente de

N2 a temperatura ambiente. El producto se cristalizé de acetona—Et20O obteniendo
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prismas incoloros. El compuesto se caracterizé por medio de RMN de 'H y 3C en

1Dy 2D (Figuras 5.18-5.21), asi como por difraccion de rayos—X (Figura 5.23).

7.9 Modelado molecular

Las optimizaciones de energia para el diacetato de la zaluzanina A (3) se
realizaron por medio de mecénica molecular (MMFF94) con el programa
Spartan’04. Primeramente se llevd a cabo una busqueda conformacional usando
el método Monte Carlo y considerando un corte de energia de 10 kcal/mol. La
energia de punto simple de los conférmeros encontrados dentro del rango Emms 0—
10 kcal/mol se calculé con el nivel de teoria DFT B3LYP/6-31G(d) con el programa
Spartan’04. Los conformeros dentro del rango 0-5 kcal/mol se optimizaron con
B3LYP/DGDZVP empleando el programa Gaussian 03W. Los espectros
calculados de IR y DCV de las estructuras de minima energia se determinaron a
298 K y a 1 atmosfera de presion. El tiempo de calculo computacional oscilé entre
17 y 24 h para cada conférmero cuando se utilizaron computadoras operando a 3
GHz y 8 Gb de memoria RAM.
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7.10 Cuantificacion por HPLC de lactonas en el té de la parte aérea de Z.
augusta

La parte aérea seca y molida (2.5 g) se sometié a una infusion con H20 dest. (250
mL) por 15 minutos, dando una solucién de color verde oscuro que se filtré y se
extrajo con AcOEt (250 mL). La fase organica se concentré en el rotavapor para
obtener un residuo (50 mg), el cual se analiz6 por triplicado mediante HPLC para
determinar las zaluzaninas. La cuantificacion se llevd a cabo mediante la
comparacion de la curva estandar obtenida usando diferentes concentraciones de
una muestra auténtica de la zaluzanina A. Asi, se prepard una solucién madre con
5 mg, se afor6 a 5 mL en MeOH y de esta solucién se prepararon 5 soluciones a

diferentes concentraciones, como se muestra a continuacion.

Muestra 1 2 3 4 5

Concentracion mg/mL 0.1 0.15 0.25 0.3 0.4

7.11 Estudios bioldgicos

Los estudios de citotoxicidad del extracto de AcOEt se realizaron con células de
adenocarcinoma de colon humano (HT-29). En los ensayos de actividad
antiinflamatoria se utilizaron macrofagos diferenciados de monocitos de la linea
celular THP-1. Para evaluar la toxicidad aguda se usaron ratones CD-1 macho con
un peso entre 30—40 g. Se utilizé un incubador de CO2 modelo UN-4750-E US
Auto Flow para el almacenamiento de células en ensayo. Asi como una centrifuga
marca Beckman Coulter modelo Allegra X-22-R para la sedimentacion de las
células. La medicién de la actividad proapoptética se realiz6 en un citbmetro
analizador flexible Beckman Coulter modelo CYTOMICS FC-500 MPL y se
determind usando un kit comercial de Annexin-V-Human Apoptosis Detection Kit

de eBioscience Diagnostics. La actividad antiinflamatoria se determind utilizando
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un kit comercial de TNF-o humano diferenciados a macréfagos marca

eBiosciences TM.

El estudio de toxicidad aguda en ratones fue realizado de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, sobre las especificaciones técnicas para
produccion, cuidado y uso de los animales en el laboratorio. Los animales
permanecieron bajo condiciones controladas de temperatura a 22-24 °C, doce
horas de luz de dia y doce de oscuridad, alimentacién controlada y suministrada
por el Bioterio de la UAEH.
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