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RESUMEN

La aceptacién generalizada del rol que cumplen los radicales libres oxigenados y las
reacciones radicalarias en una amplia gama de procesos patolégicos han promovido, entre
otros intereses, la biisqueda de moléculas con propiedades antioxidantes como
potenciales agentes terapéuticos. Dentro de las estructuras estudiadas, tanto sintéticas
como las de origen natural, se puede mencionar a los alcaloides aporfinicos que
constituyen un grupo relativamente nuevo de antioxidantes, entre los cuales se puede
destacar la (S)-boldina (1,10-dimetoxi-2,9-dihidroxiaporfina) alcaloide principal de hojas
y corteza de boldo (Peumus boldus Molina, Monimiaceae) un potente antioxidante en
modelos bidticos y abidticos. Sin embargo, este compuesto posee una farmacocinética
desfavorable asociada a la presencia de grupos fenélicos conjugables, lo que limita su
potencial aplicacion terapéutica o como herramienta farmacolégica.

En la presente investigacion se propuso la sintesis de una serie de moléculas derivadas de
boldina, la evaluacion de sus propiedades antioxidantes (decoloracién de¢ ABTS,
proteccion de lisozima e inhibicién de la oxidacion lipidica en microsomas hepdticos) y la
determinacién de sus lipofilias (medidas como el logaritmo de la constante de repario
entre n-octanol-solucion amortiguadora a pH fijo). Se estudié ademdis la oxidacion
controlada de boldina en presencia de radicales provenientes de azo-bis-amidinopropano
(AAP) y HO, bajo condiciones similares a aquellas a las que se efectuaron los estudios
de evaluacién de actividad antioxidante (proteccién de lisozima e inhibicién de la
oxidacién lipidica). Se complement5 el estudio de la oxidacién en estas condiciones
utilizando también agentes quimicos como HgCl; y O,.

Los resultados indican que la boldina y aquellos derivados que presentan grupos
fendlicos libres en su estructura son activos como antioxidantes en los fres sistemas de
evaluacién, y algunos derivados presentan mayor potencia que la boldina y los
antioxidantes de referencia (Trolox®, BHT o a-tocoferol). Sin embargo, en el ensayo de
inhibicién de la oxidaci6én lipidica, compuestos no fenélicos tales como la glaucina (2,9-
0,0’-dimetoxiboldina) y la 2,9-0,0’-dipivaloilboldina también presentan una interesante
actividad antioxidante, lo que podrfa implicar la participacién del hidrégeno bencilico en

C-6a y la mayor lipofilia que presentan estos compuestos. Por otra parte se pudo

determinar que los derivados halogenados de la boldina en C-3 (con halégeno = Cl, Br o




I) son activos antioxidantes en los tres sistemas, aunque de forma particular en la

inhibicién de la lipoperoxidacién donde dos de ellos (3-cloro- y 3-bromoboldinas)
sobrepasan la potencia de la boldinra. Esto se atribuye, por una parte, a sus mayores

lipofilias con respecto al alcaloide precursor lo que aumentaria sus concentraciones en
membranas bioldgicas (de manera andloga a lo que ocurre con la 29-0,0°-

dimetoxiboldina). En segundo término, se propone que existe una estabilizacién extra
que les imprimen los halégenos unidos al C-3, a través del efecto capto-dativo, lo que

haria que estas haloboldinas, en particular, sean mis reactivas que su anilogo no

halogenado, la boldina.

Los estudios de oxidacién de la boldina ya sea utilizando oxidantes quimicos (HgCl. por
ejemplo) o radicales libres provenientes de la descomposicion térmica del azo-bis-
amidinopropano (AAP) o de radicales hidroxilo (HO") generados por la mezcla de sulfato

ferroso y agua oxigenada, permitieron identificar un par de productos: la 6a,7-

dideshidroboldina (obtenida con HO", O, y HgCl) y la 8-(9-boldinoxi)boldina (obtenida
con AAP). Ambas estructuras fueron caracterizadas por las técnicas usuales. Se propone

ademds que dichos productos fendlicos deberfan ser activos como antioxidantes lo que

podria dar cuenta de la mayor potencia como antioxidante de la boldina en relaci6n a los

compuestos de referencia. Finalmente se analizaron las relaciones entre la potencia
antioxidante y la lipofilia molecular en los ensayos de proteccién de la lisozima e
inhibicién de la lipoperoxidacién. En el primero de éstos, un aumento excesivo de la
lipofilia conlleva una disminucién de la potencia antioxidante, determinindose que la
mayor actividad requiere una lipofilia semejante a la que posee la 3-cloroboldina. En el
caso de la inhibicién de la lipoperoxidacién se determiné que el aumento de la lipofilia,
con respecto a la boldina, ya sea por blogueo de las funciones fendlicas o por la

introduccién de halégenos, produce potencias antioxidantes mayores,

A modo de conclusién, en el presente trabajo se prepararon y caracterizaron 22 sustancias

derivadas de boldina. Se midieron las actividades antioxidantes y las lipofilias de muchas
de ellas y se establecieron relaciones estructura-actividad antioxidante de las que se
dedujo las caracteristicas estructurales que aumentan la potencia en determinados

sistemas.

Palabras claves: boldina, antioxidante, oxidacion, lipofilia, lipoperoxidacion.




.SUMMARY

The general acceptance of the role of oxygen-centered free radicals and free radical
reactions in a broad range of pathological processes has prompted, among other interests,
a search for molecules with antioxidant properties as potential therapeutic agents. Of the
many structures studied, of either synthetic or natural origin, aporphine alkaloids may be
mentioned as a relatively novel group of antioxidants among which (S)-boldine (1,10-
dimethoxy-2,9-dihydroxyaporphine), the main alkaloid in the leaves and bark of boldo
(Peumus boldus Molina, Monimiaceae) stands out as a potent antioxidant in biotic and
abiotic models. Nevertheless, this compound exhibits unfavorable pharmacokinetics
associated with the presence of conjugatable phenol groups, which limit its potental in
therapeutics or as a pharmacological tool.

In this investigation the synthesis of a series of boldine-derived molecules was proposed,
the assessment of their antioxidative properties (ABTS radical bleaching, lyzozyme
protection against free-radical induced inactivation, and inhibition of lipid oxidation in
liver microsomes) and the determination of their lipophilicities (taken as the logarithm of
their partition coefficients between n-octanol and a buffer solution at fixed pH). The
controlled oxidation of boldine in the presence of free radicals derived from azo-bis-
amidinopropane (AAP) or HO" free radicals, under similar conditions to those in which
the antioxidative activity was determined (lysozyme protection and inhibition of lipid
oxidation) was also investigated, This latter study was complemented with a study of the
oxidation of boldine using HgCl; or O; as chemical oxidants,

The results indicate that boldine and its derivatives bearing free phenol groups on their
structures behave like antioxidants in all three assay systems, and some derivatives are
more potent than boldine or the reference antioxidants (Trolox®, BHT or a-tocopherol).
Nevertheless, in the lipid oxidation inhibition assay, non-phenolic compounds such as
glaucine (2,9-0,0’-dimethoxyboldine) and 2,9-0,0’-dipivaloylboldine also exhibit an
interesting antioxidative activity, which might implicate participation by the benzylic
hydrogen atom at C-6a and the greater lipophilicity of these derivatives. On the other
hand, it could be shown that boldine derivatives bearing a halogen atom at C-3 (with

halogen = Cl, Br or I) are active antioxidants in all three systems, although this is




particularly apparent in the inhibition of lipid peroxidation, where two of them (3-chloro-
and 3-bromoboldine) surpass the potency of boldine. This is attributed, in the first place,
to their greater lipophilicities with regard to the precursor alkaloids, which would raise
their concentrations in biomembranes (as in the case of 2,9-0,0’-dimethoxyboldine).
Secondly, an extra stabilization is proposed via a capto-dative effect involving the
halogen atoms bound to C-3, which would make these haloboldines more reactive toward
free radicals than their unhalogenated analog, boldine.

The boldine oxidation studies, using “chemical” oxidants (HgCl, for example) or free
radicals originating in the thermal decomposition of AAP, or hydroxyl radicals (HO")
generated by a mixture of ferrous sulfate and hydrogen peroxide, led to the identification
of two products: 6a,7-didehydroboldine (obtained with HO", O,, and HgCl;) and 8-(9-
boldinoxy)boldine {obtained with AAP). Both structures were characterized by the usual
methods. It is also suggested that these phenolic products should have antioxidative
activity which might explain the higher potency of boldine as an antioxidant than the
reference compounds. Finally, the relationships between antioxidative potency and
molecular lipophilicity were analyzed for the lysozyme protection and lipoperoxidation
inhibition assays. In the former, an excessive increase in lipophilicity leads to a decrease
in antioxidative potency, with the greatest activity occurring at a lipophilicity resembling
that of 3-chloroboldine. In the case of lipoperoxidation inhibition, it was found that
increasing lipophilicity with regard to boldine, achieved by blocking the phenol groups or
by the infroduction of halogen atoms, leads to increased antioxidative potencies.

In conclusion, this work involved the preparation and characterization of 22 substances
derived from boldine. The antioxidative activities and lipophilicities of many of them
were determined and structure-activity relationships were established, making it possible

to deduce the structural features which lead to increased potency in particular systems.

Keywords: boldine, antioxidant, oxidation, lipophilicity, lipoperoxidation.
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1.0 INTRODUCCION
1.1 Caracteristicas generales de las reacciones radicalarias
1.1.1 Revisién de algunos conceptos iitiles

Ciertos aspectos de las reacciones en las que participan radicales libres son tnicos en
comparacién con otros procesos quimicos conocidos debido a que éstas involucran
reacciones en cadena; es decir el mecanismo de reaccién consiste de un ciclo repetitivo
de pasos que conducen a la formacién de algunos productos por cada evento de

iniciacién. El mecanismo hipotético se ilustra en la siguiente secuencia de reacciones.

A-A —P 2A (inicio)
A" +B-C —» B-A +C°
C+A-A —p» AC+A-
A +B-C —» AB+C- (propagacion)
C+A-A —» AC+ A
2A —> A-A
2C —» cC (término)
A+C P AC

El paso en el cual se genera A’ se denomina de iniciacién. En las etapas siguientes una
secuencia de dos reacciones se repite (etapa de propagacién) un niimero finite de veces

(longitud de cadena) hasta que la reaccién llega a la etapa de término. En Ia tltima etapa

intermediarios claves de la etapa de propagacion.

es donde ocurren reacciones que hacen disminuir las concentraciones de uno o<més/w




1.1.2 Fuentes de radicales libres iniciadores

Algunos compuestos son reconocidos como fuentes de radicales libres. Entre ellos se
cuentan los perdxidos, los azocompuestos y las nitrosoanilidas, los cuales son utilizados
en sintesis y en los procedimientos de evaluacion de actividad antioxidante. ILa
caracteristica comdn a estos reactivos es que la generacién de los radicales libres se
realiza a una relativamente baja temperatura debido a la labilidad de ciertos enlaces. Por
ejemplo, en los peréxidos el enlace oxigeno-oxigeno posee una emergfa de disociacién
de aproximadamente 30 Kcal/mol y en consecuencia la energia de activacién para la
formaci6n de los radicales libres es baja. El mecanismo por el cual los diacilperéxidos
producen radicales alquilicos involucra la formacién de radicales carboxilicos que
ripidamente pierden CO; produciendo en forma cuantitativa los correspondientes

radicales alquilicos.

0 0 (ﬁ
R—C—0—O0—C—R —0-» 2R—C

Qs — 2R-+2C0O;
Acilperéxido

La descomposicién de Ios peréxidos, como por ejemplo el ter-butilhidroperéxido, puede

efectuarse también a fravés de excitacion fotoquimica o por la presencia de iones

metilicos (normalmente, metales de transicién). Bajo estas condiciones un radical

alcoxilo se genera junto a un ani6n hidroxilo producto de la reduccién a un electrén por

el metal.

(CH3);COOH + M* ——39  (CHs);CO" + HO +M*™

ter-butilhidroperdxido

De manera aniloga los azocompuestos generan radicales libres en presencia de metales,
por induccién fotoquimica o por el efecto de la temperatura. Los productos de la
homédlisis conducen a Ia formacién de nitrégeno gaseoso y de los respectivos radicales

alquilicos, los cuales en presencia de O, rdpidamente dan lugar a su conversién en
ROO:

R-N=N-R® —» R +N;+R’ —» ROO




En el proceso de descomposicion térmica de este tipo de compuestos se¢ ha determinado
que la temperatura de formacién de radicales libres depende de la naturaleza de los
grupos sustituyentes. Asi, por ejemplo, el azometano no produce radical metilo hasta
que la temperatura alcanza 400 °C. Sin embargo, para la mayor parte de los
azocompuestos, los fragmentos radicalarios se producen a una temperatura de alrededor

de 100 °C como en el caso del alilazopropano:

CH3CH2CH2N=NCH2CH=CH3 —9Jp CH;CH,CH; + N, + CH,=CHCH,"

Sin embargo, en la familia de los azocompuestos hay algunos que se descomponen a
menor temperatura. Entre éstos se puede mencionar el azo-bis-amidinopropano (AAP),
un compuesto que se descompone a temperaturas minimas de entre 35-40 °C y que
adem4s presenta una buena solubilidad en agua, y su contraparte liposoluble el azo-bis-
a-metilvaleronitrilo (AMVN) (Yamamoto et al., 1984).

H,N Tﬂs (|:H3 NH, Tﬁs THs
/> I N=N | <\ H3C— C['Iz' CHZ | N=N: I C[‘Iz' C.E‘Iz'—' C:H3
CH, CH; NH CN CN
AAP AMVN

1.1.3 Activacién o inhibicién de un proceso radicalario

El curso de las reacciones que transcurren a través de radicales libres puede ser
modificado variando las concentraciones de las especies radicalarias en cualquiera de sus
tres etapas. La mayor parte de las reacciones radicalarias necesita de la presencia de una
molécula iniciadora, que puede provenir de la descomposicién de alquilperéxidos o
azocompuestos, los que promueven activamente los procesos radicalarios. Al contrario,
una reaccién en cadena puede ser “retardada” por inhibidores, moléculas Io
suficientemente reactivas para combinarse con los radicales formados en la etapa de

iniciacién y detener la reaccién en cadena. Para ilustrar los sitios de accién de estos




compuestos inhibidores (antioxidantes) consideremos el proceso de autooxidacion,
donde participa activamente la molécula de oxigeno, la que al reaccionar con radicales

alquilicos forma radicales alquilperéxidos y contribuye con ello a la propagacién de la

reaccion en cadena:
Iniciacién In' + R-H —> R + In-H
Propagacién R + O, —»  ROO

ROO" + RH » ROOH + KR

Un antioxidante puede actuar ya sea capturando los radicales libres formados en la etapa
de iniciaci6n o inactivando los radicales {peréxidos) formados en la fase propagativa. Si
actiia en la fase de imiciacién, el antioxidante se denomina con el nombre genérico de
sustractor de radicales libres (free radical scavenger) y chain breaker si lo hace en la
fase propagativa, La reaccién de un antioxidante con un radical libre reactivo produce un
nuevo radical el cual, sin embargo, es mucho menos reactivo como consecuencia de
determinadas caracteristicas estructurales y/o electrénicas que lo estabilizan tales como

persistencia, resonancia o fenémenos capto-dativos (Kjorth et al., 1984).

1.1.4 Estabilidad de radicales libres

Se reconoce que factores como el impedimento estérico, la deslocalizacién de espin
(resonancia) y los fenémenos capto-dativos contribuyen a la estabilidad de radicales
libres, hechos que sirven para explicar la baja reactividad que presentan los productos
radicalarios que se forman por reaccion de los antioxidantes con radicales libres
propagadores de cadena.

La presencia de sustituyentes alrededor de un centro radicalario puede inhibir
estéricamente sus reacciones reduciendo su reactividad y dando lugar a radicales
persistentes. Los radicales libres persistentes mas comunes son terciarios (e.g. el
hexametilciclohexilo) y en ellos la compresion estérica es significativa, Al contrario, los
radicales centrados sobre un dtomo de carbono primario o secundario son no persistentes

(como por ejemplo el radical isopropilo, y el ciclohexilo)} como los que se muestran a

continuacion:




CH; ~ CHs

H,;C
N n
cH 3 CH,
H;C
H o s
no persistente no persistente persistente

Al comparar compuestos antioxidantes se descubren caracteristicas estructurales que son
comunes a muchos de ellos: la presencia de grupos fendlicos unidos a un sistema
aromitico sustituido en orfo y para. Dos antioxidantes comunmente utilizados como
conservantes de alimentos que ilustran estas caracteristicas estructurales son los fenoles
que se conocen como BHT (3,5-di-tfer-butil-4-hidroxitolueno) y BHA (mezcla de 3- y 4-

ter-butilhidroxianisoles).

OH OH OH
(CHy)3 OCHy)s ACHy)s
CQCHs)s
OCH, OCH; OCH;
BHT BHA

Los radicales generados por la sustraccién de dtomos de hidrégeno desde los grupos
fendlicos por alquilperéxidos (RO2), son relativamente estables, debido a Ia
deslocalizacién de espfn en un sistema aromatico, el cual presenta grupos voluminosos
en las posiciones de mayor densidad de espin que reducen a niveles insignificantes la
reactividad en estas posiciones. Todo esto contribuye a la mayor estabilidad
termodin4dmica y cinética que presentan estos radicales con relacién a aquellos que les

dieron origen.




H .
(CH3) C(CHy) (CHy C(CHz)
+ RO3. —_— = + ROl
CH; CH;

O 0 0
(CHa) ﬁqmﬂ (CHz) C(CHs) (CHz) .~ ACHs)
CH; .

CH3 CHS

Un mecanismo adicional de estabilizacién de radicales libres es debido a la presencia
simultinea de grupos dadores y aceptores de electrones en la vecindad del sitio
radicalario de la molécula. Este efecto se conoce como mero-estabilizacién (Baldock et
al., 1974) o estabilizacion capto-dativa (Viebe et al., 1979), y es el resultado del efecto

combinado de ambos sustituyentes (dadores o aceptores ).

~
+

A ~

H Z.¢C\ ’i/ C\ /
Estabilizacidn por un aceptor Estabilizacién por un dador %

o -
:Z\C/ C\X :'Z'\C/ C%an.
| |

Estabilizacién combinada por un dador % y un aceptor x.




Una comparacion de las energfas rotacionales en radicales alilicos (A-D) (expresadas en
KJ/mol) proporciona evidencia para el efecto capto-dativo ya que el decrecimiento de las
energias rotacionales en esta serie se explica por la disminucién del cardcter st del

carbono sustituido (con ciano y metoxi).

e - N N NG e U SN
‘\J;HS\
D

A B C
15,7 14,5 10,2 6,0

El decrecimiento del caricter = refleja la disminucién de la interaccién del centro
radicalario con el doble enlace adyacente, por lo que este enlace puede rotar con mayor
facilidad en esta serie de compuestos. El hecho que la disminucién de la energia
rotacional en C y D sea mis pronunciada que en A y B indica el efecto sinérgico de
ambos grupos y que es caracteristico del efecto capto-dativo que producen los
sustituyentes en estas posiciones (Kjorth et al., 1984),

Estas interacciones inductivas y de resonancia permiten explicar la estabilidad adicional
que poseen los radicales libres formados en los antioxidantes y que les permiten actuar

como inhibidores, en sentido amplio, en las reacciones radicalarias,

1.2 Radicales libres en el medio biolégico y sistemas antioxidantes.
1.2.1 Formacidon de oxigeno radicalario in vivo y especies reactivas del oxigeno.

El interés en los radicales libres y su participacién en el metabolismo humano surgié
inicialmente por el descubrimiento de la enzima superéxidodismutasa (SOD), una
enzima especifica para un sustrato radicalario. Esta macromolécula estd presente en
todas las células humanas y tiene por funcién remover radicales superéxido (Oi-)
producidos por la reduccién a un electrén del oxigeno en la cadena respiratoria. El1 O5- es

convertido en oxigeno molecular (O2) y agua oxigenada (H»0>), a través de un proceso




de dismutacion. En ausencia de SOD y a pH fisioldgico, este proceso ocurre a una

velocidad aproximadamente cuatro érdenes de magnitud menor.

O, +e- —» 0O;-
20-+2H —» 0O + Hi02 ()

La SOD opera junto a otras dos enzimas que permiten transformar el agua oxigenada de
las células: la catalasa y la glutatién peroxidasa (GP). La primera descompone el Hz0;
segin Ias dos reacciones descritas precedentemente (*); mientras que esta Gltima elimina

el agua oxigenada oxidando el glutatién (GSH) a glutatién oxidado (GSSG):
2 GSH + H,0, —® GSSG + 2H,0

El H,0; producida por la accién de la GP puede atravesar con facilidad las membranas
subcelulares, y en presencia de metales de transicion, puede generar radicales libres. Sin
embargo, esta molécula no presenta pares electronicos desapareados y no puede ser
descrita como un radical libre.

Existe en la literatura el término "especies reactivas del oxigeno" (EROs) para describir
colectivamente no solo al Oz- y al HO" (ambos radicales), sino que también al H;O,. El
icido hipocloroso (HOCI, producido en el medio biolégico por la mieloperoxidasa), y el
peroxinitrito (ONOQ") también pueden ser incluidos en esta lista debido a que son
poderosos agentes oxidantes, Ofra especie reactiva del oxigeno, no radicalaria, es el
oxigeno singulete 10,, una forma del oxigeno electrénicamente excitada y capaz de
reaccionar mucho més répido con las moléculas biolégicas que el oxigeno "normal" (O,
triplete en su estado basal). Por ejemplo, el oxigeno singulete reacciona directamente
con las cadenas laterales de los 4cidos grasos poliinsaturados de las membranas lipidicas
para producir lipoperdxidos.

Para que se produzca un aumento de la concentracion de EROs in vivo, debe
necesariamente ocurrir una falla en las defensas enzimdticas que regulan la concentracion
y/o una sobreproduccién de EROs. Con respecto al segundo punto, se pueden sefialar al
menos tres factores que inciden en la sobreproduccién de los precursores de EROs:

’
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1.~ La excesiva exposicion a altas concentraciones de oxigeno

2.- Adicién de ciertos xenobidticos que incrementan la formacién de EROs (Ejs.:
aloxano, paraquat o adriamicina)

3.~ Activacidn de los fagocitos en sitios localizados, ya que el modo de accién bactericida

de éstos incluye la formacién de EROs.

En adicion, las células confienen pequefas cantidades de hierro almacenadas para la
sintesis de ferroproteinas necesarias para el metabolismo celular. La existencia de tales
"depésitos" puede explicar en parte porqué la SOD y las enzimas que transforman el
H>0; son importantes inhibidores de procesos radicalarios intracelulares, ya que la
reaccion de estos iones con H>Q»y O:” puede producir EROs a través de una reaccién de

tipo Fenton, que se discutird en el siguiente pirrafo. Se puede afiadir que, como las

células no cuentan con vias de eliminacién de hierro y sélo disminuyen la concentracién
de este elemento cunando se dividen, aquellas que no se dividen, como la mayoria de las
neuronas, acumulan hierro hasta que mueren, lo que puede resultar en la superacion de la
capacidad de almacenamiento de hierro en forma no reactiva a través de la formacién de

su complejo con ferritina.

1.2.2 Especies reactivas del oxigeno (EROs). Participacion de metales en
reacciones de tipo Fenton.

Muchos metales de transicién tales como el hierro (+2 y +3) y el cobre (+1 y +2) tienen

dos o0 més estados de oxidacion:

Fet* + ¢ = Fe*?
Cu?+e & o

Los iones Fe*? al igual que los iones Cu* reaccionan con H,O, para formar especies
reactivas, entre las cuales se cuenta el radical hidroxilo (HO’) cuya formacién se describe

por una reaccidn de tipo Fenton (Aruoma et al., 1990).




Fe'? + H,0, —» Fe™® +HO" + HO ™

La generacidén de radicales hidroxilos y ofras especies reactivas oxigenadas parece dar
cuenta de una parte importante de la toxicidad observada cuando O,- y H;O se generan
en cantidades excesivas in vivo, ya que pueden actuar conjuntamente con los iones

metilicos como agentes que conducen a procesos radicalarios sobre las biomoléculas.

1.2.3 El radical hidroxilo y el proceso de oxidacidn lipidica ("lipoperoxidacién")

Quizds el dafo bioldgico mejor caracterizado que produce el HO" (pero no
necesariamente el mas importante) resulta de su habilidad para actuar como iniciador en
procesos radicalarios en cadena sobre los lipidos presentes en la mayoria de las células
(oxidacion lipidica; lipoperoxidacién). El proceso comienza cuando el HO' es generado
dentro o en las cercanias de membranas biolégicas constituidas en una alta proporcién
por una bicapa lipidica, donde el radical hidroxilo reacciona con las cadenas alquenilicas
que las constituyen. El radical hidroxilo sustrae un idtomo de hidrégeno de uno de los
dtomos de carbono en la cadena lateral (de preferencia desde una posicidn bis-alilica)
formando agua y un radical centrado sobre dtomos de carbono en la membrana. Los
nuevos radicales libres generados tienen su espin localizado en un residuo de un 4cido
graso poliinsaturado que puede generar estructuras radicalarias diénicas las cuales
pueden tener diferentes destinos. Una de las rutas posibles de reaccién conduce al
entrecruzamiento entre cadenas laterales y otra es la reaccién del radical lipidico con
oxigeno, para producir radicales libres lipoperoxilos, A su vez, los radicales libres
peroxilos pueden reaccionar con proteinas de membranas o con residuos de 4cidos grasos
adyacentes sustrayendo ofros dtomos de hidrégeno, lo que genera otro radical libre

propagando la reaccién en cadena.
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HO-
o

Representacién esquemdtica de la oxidacidén de lipidos (L-H) inducida por radicales hidroxilo
(HO).

A menudo un radical hidroxilo en condiciones aerébicas puede convertir cientos de
residuos de 4cidos grasos en hidroperéxidos lipidicos ("lipoperdxidos™) (Halliwell y
Gutteridge, 1989). La acumulacién de lipoper6xidos y sus productos de evolucion
posterior en una membrana puede llevar a una disfuncién celular y a un colapso total de
la integridad de la membrana plasmética.

Adicionalmente, los lipoperéxidos pueden descomponerse por la presencia de metales

(M*™) tales como Fe* y Cu* los que pueden acelerar el proceso lipoperoxidativo por al
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menos dos razones: Pueden participar en la formacién de especies capaces de sustraer
stomos de hidrégeno o catalizar la descomposicién de los lipoperéxidos en los
correspondientes radicales peroxilos (Lipido-0-0) y alcoxilos (Lipido-O7) manteniendo
la fase propagativa de las reacciones en cadena, lo que se representa mediante las

siguientes ecuaciones.

LOOH + Fe*? (Cu") —»  LO +Fe**(Cu*®) + HO-
LOOH + Fe® —  LOO +Fe +H'

LO" + LH —»  10H +L

LOO + LH —» LOOH + L

L +0; —»  LOO

Los productos terminales de estos procesos, catalizados por iones metédlicos, son
productos de transformacién de hidroperéxidos que incluyen el aldehido citot6xico
malondialdehido, hidrocarburos gaseosos como etano y pentano (Halliwell y Gutteridge,
1989), y otros productos mds reactivos (y por ende méis téxicos) como el 4-
hidroxinonenal (Curzio, 1988; Esterbauer, 1989).

OH
0 O 0
Malondialdehido 4-hidroxinonenal

1.2.4 Sistemas defensivos: los antioxidantes.

La palabra antioxidante puede ser definida funcionalmente de varias maneras,
aplicindose a menudo el término a un inhibidor de la cadena radicalaria (como el o-
tocoferol, en un proceso determinado como la lipoperoxidacién), Sin embargo, una
definicién mas amplia deberia ser como sigue: Un antioxidante es cualquier sustancia
que, encontrdndose en bajas concentraciones comparadas a la de un sustrato oxidable,
previene o disminuye significativamente la oxidacion del sustrato. En el contexto

biolégico el término "sustrato oxidable" incluye la mayorfa de las biomoléculas que
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componen las células vivas. Por su parte, en el grupo de los antioxidantes que se
encuentran en el medio biolégico, se incluyen enzimas que previenen la acumulacién de
las moléculas (por ejemplo Oy H,0,) o iones (Fe*? y Cu*) que pueden formar especies
radicalarias y/o acelerar la descomposicién de los intermediarics. En el grupo de las
enzimas se encuentra la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatién
peroxidasa, mencionadas en la seccién 1.2.1, las proteinas que acumulan o transportan
hierro  (transferrina, ferritina) y cobre (metalotionefna y ceruloplasmina).
Adicionalmente en el medio biolégico existen compuestos como la Vitamina E (o-

tocoferol), la vitamina C (4cido ascdrbico) y el glutatibn que actdan inhibiendo el

proceso radicalario en las fases de iniciacién y/o de propagacién una vez que éste ha

comenzado. > —
8 W =
CENTRAL. @

——

) R
4 OE tﬁ‘,\zf/
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e
*

1.2.5 Proteinas y enzimas complejantes de metales

Una de las defensas primarias méds importantes en la prevencién de eventos radicalarios,
es evitar el contacto del Oz~ y de H,0, con metales redox activos como Fe** y Cu*, cuya

reaccién produce HO'. A nivel bioldgico, esto se efectia a través de la complejacién u
oxidacién de los iones metilicos con proteinas especificas (Halliwell y Gutterridge,
1990). _

Una proteina que transporta hierro en el plasma es la transferrina, la cual se encuentra
normalmente cargada en un 20 a 30 % lo que parece indicar que la concentracién de los

iones Fe™ es muy baja en el plasma. El hierro complejado en esta forma no participa en
la formacién de HO', ni tampoco en la oxidacién de lipidos (Aruoma y Halliwell, 1987).
Una segunda protefna que es capaz de enlazar iones de hierro es la lactoferrina que se
encuentra presente en ciertas secreciones humanas (leche, saliva, lagrimas y fluidos
nasales) y que es liberada por neutréfilos activados. Se ha demostrado que los iones de

hierro unidos a la lactoferrina, al igual que en el caso de la transferrina, no catalizan
procesos radicalarios (Aruoma y Halliwell, 1987).

La ceruloplasmina, una proteina que contiene cobre en su sitio activo, tiene por su parte

una activa funcién en el metabolismo de iones de hierro y despliega con ello una
actividad antioxidante particular (Guterridge y Stocks, 1981). Primero, la

ceruloplasmina tiene una actividad ferroxidasa, es decir oxida Fe** a Fe** con la
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concomitante reduccién de Oz a H»O. Sin embargo, y a pesar de que se forman especies

intermediarias reactivas del oxigeno (como el O.-) al oxidar el Fe'?, éstas som

mantenidas en el sitio activo de la enzima y no producen dafios particulares en las
biomoléculas vecinas. La actividad ferroxiddsica de la ceruloplasmina permite que los
iones de hierro se encuentren en su forma “inactiva” (como Fe**) y con ello inhiben Ia
oxidacién de lipidos dependiente de Fe*? como también la generacién de HO' a partir de
H>0, (Halliwell y Guterridge, 1990b).

1.2.6 Glutation y andlogos simplificados

El glutatién (y-glutamil-cisteinil-glicina) tiene miiltiples funciones en el metabolismo
humano entre las cuales se incluye la eliminacién de xenobidticos, y en forma paralela es
una importante defensa antioxidante ya que interviene, por ejemplo, en la proteccion del
ADN contra los dafios que produce la radiacién ionizante y por otra parte actia como

sustrato de la glutation peroxidasa y tranferasas en general (Ross, 1988).

SH
0 0 0
HO % NH OH
Y,
NH,
Glutatién

La glutatién peroxidasa que utiliza el glutatién en el proceso de transformacién del H,O,
en Hz0O, es la tinica enzima humana que requiere el elemento selenio para su actividad:
un residuo de seleno-cisteina (una cadena lateral conteniendo ~SeH en vez de —=SH, como
en la cisteina normal) que se encuentra presente en el sitio activo de la enzima (Levander,
1987). Como se habia mencionado, la glutatién peroxidasa remueve el H,O» oxidando el

glutatién (GSH) a su forma dimérica, GSSG, de acuerdo a la siguiente reaccién:

2GSH + H:0, —» GS-SG + 2H;0
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Existen datos que avalan el hecho que el glutatién en su forma reducida (GSH) puede ser
de utilidad terapéutica como un antioxidante y como un agente citoprotector, en forma

notable en los transplantes de G6rganos, y contra la accién pro-oxidante de ciertos

firmacos que inducen procesos oxidativos (Currin et al., 1990). Sin embargo dada su
alta polaridad, el GSH no es incorporado rédpidamente a las células, por lo que se han
desarrollado anilogos estructurales que permiten mejorar su absorcién. (metil- y
etilésteres de glutation) los cuales pueden atravesar bien las membranas celulares y ser
hidrolizados por esterasas para producir GSH (Anderson y Meister, 1989). La N-

acetilcistena se ha utilizado como antioxidante en una amplia variedad de modelos
experimentales (Moldéus et al., 1986), y se ha determinado que al entrar en las células
hepiticas se hidroliza, produciendo cisteina la que como precursor estimula Ia sintesis de
GSH.

SH

C/U\ OH
H,

|
H O

N-acetilcisteina

Sin embargo, mezclas de ciertos tioles con metales de transicién pueden ser citotdxicas
debido a que sus productos de reaccién pueden generar especies reactivas de oxigeno
(02" y HOY) (EROs) y radicales sulfurados del tipo RS, RSO" y RSO lo cual ha sido
demostrado para cisteina, pero no para N-acetilcisteina y GSH, en modelos in vitro
(Sevilla et al., 1989).

RSH + HO —» RS + H0
3RS +20; —» 2RSSO + RSOz

Del pérrafo anterior se desprende que, cuando se propone utilizar un sustractor o un

inhibidor de EROs, es necesario preguntarse qué sucede con los "nuevos" radicales libres

que se forman a partir del antioxidante,
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Tal como se mencioné en la seccién 1.2.4, junto con el glutatin existen ademis al
interior de las células ofros antioxidantes inhibidores de procesos radicalarios como son
el o-tocoferol localizado al interior de las membranas (Ingold et al., 1989), y el 4cide

ascorbico (vitamina C) ubicado en el fluido acuoso que rodea dichas estructuras.

1.2.7 Vitamina C (dcido ascorbico), un antioxidante hidrosoluble.

La vitamina C se adquiere a través de la ingesta de frutas y verduras frescas (pereji,
grosellas, tomate, coles, naranjas y pomelos), y la dosis diaria recomendada es de 50 a 60
mg. En humanos sanos, la concentracién plasmética de esta vitamina es de 50 a 200
pmoles/l. La vitamina C tiene diferentes propiedades antioxidantes (Halliwell, 1990),
siendo Ia més relevante la de regenerar la vitamina E mediante la reduccién de los
correspondientes radicales a-tocoferilos (o-tocoferol oxidado). En ausencia de iones de

hierro (o de cobre), el 4cido ascérbico es un poderoso antioxidante in vitro, pero la

interaccién del dcido ascérbico con los metales puede resultar peligroso, debido a la
posibilidad de generar iones activos (Fe* o Cu*) que pueden participar, junto al H>O; en

generacion de radicales HO".

R o) Ie} R 0) 0 Fe2 R ) 0 R 0 0
— TL- A rrrr—
O+ .
HO CH -0 OH 0 OH o CH

R= CH(OH)CH ,0H 1

R o)

- \(0 F¢? R o 0 R, o o
+3
/ \\0 Fe () (8 o

O OH

La administracién aguda de altas dosis de vitamina C (hasta 20 g diarios) en humanos
sanos, si bien injustificada, no trae consigo ningiin tipo de dafio significativo (Bendich ez

al., 1986). La vitamina C es esencial en la dieta humana como co-factor para algunas
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hidroxilasas (Levine, 1986), y una deficiencia de ésta podria predisponer al desarrollo de

la aterosclerosis como sugieren algunos estudios epidemiolégicos (Gey e al,, 1987).

1.2.8 Vitamina E (a-tocoferol), un antioxidante liposoluble.

Adicionalmente al glutatién y la vitamina C, las células contienen varios antioxidantes
liposolubles denominados tocoferoles que inhiben las cadenas radicalarias: entre ellos €l
mds eficaz es el o-tocoferol (vitamina E), que se localiza en el interior de las células
(Ingold et al., 1989). El término “a-tocoferol” y “vitamina E” son a menudo utilizados
como sinénimos, sin embargo estrictamente la vitamina E se define desde un punto de
vista nutricional, como un factor necesario en la dieta de las ratas para una reproduccién
normal (Diplock, 1985), y compuestos relacionados al a-tocoferol (como B-, y-, 8-
tocoferoles) muestran sélo cierta eficacia en este control. Por su parte el o-tocoferol es

el mas efectivo isémero antioxidante en los mamiferos.

oa-tocoferol

La vitamina E se incorpora al organismo a través del consumo de aceites vegetales
(girasol, mafz, oliva y soya), germen de trigo, zanahorias, lechugas, huevos, mantequilla
y leche entera. La ingesta diaria recomendada depende de la edad y el sexo y varfa de 3 a
12 mg. Sin embargo, y atin cuando las manifestaciones de la deficiencia de vitamina E
en animales de experimentacién son proteicas, diversas acciones sobre los sistemas
nervioso, reproductor, muscular y cardiovascular tienen mds importancia porque se
parecen més a los sindromes clinicos en los cuales se afirma -que la terapéutica con
vitamina E resulta beneficiosa. Sin embargo, los intentos de utilizar el o-tocoferol para el

tratamiento de algunas enfermedades en las cuales los procesos oxidativos, se cree, son
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importantes, tales como el dafio cardiaco inducido por antraciclina (Powis, 1989), han
sido desalentadores. Una razén para esto es que el tiempo necesario para elevar la
concenfracién de este compuesto en algunos tejidos del cuerpo es relativamente largo,
especialmente en el cerebro, mientras que el dafio oxidativo se desarrolla muy répido.

Las caracteristicas estructurales que determinan la accién antioxidante del a-tocoferol
son la presencia de un grupo hidroxilo fendlico cuyo dtomo de hidrégeno puede ser
ficilmente sustraido por una especie radicalaria, asi como el caricter persistente del
nuevo radical libre generado. Los radicales lipoperoxilo (L-O-0O7) y lipoalcoxilo (1-0)
que provienen del dafio radicalario de lipidos tienden a reaccionar preferencialmente con
el antioxidante que gemera a su vez un compuesto menos reactivo (el radical o-
tocoferilo), y no con otro dcido graso poliinsaturado de las membranas. La escasa
reactividad del radical o-tocoferilo se atribuye a su estabilidad termodinimica
determinada por deslocalizacién del espin en el anillo aromético y por el efecto capto-
dativo del oxigeno tetrahidropirdnico y a su persistencia, que sc atribuye a la presencia de

grupos metilos en las posiciones de mayor deslocalizacién de espin.

CH,

HO

+ LOOH
Hjy

3

a-tocoferol radical a-tocoferilo

El radical tocoferilo (R = CisHss) puede migrar hasta la interfase de las membranas y/o
protefnas que se encuentran en contacto con el medio acuoso para ser reconvertido
(regenerado) en a-tocoferol, a través de la reaccién con glutatién (GSH) y/o con 4cido
ascérbico (R = CH(OH)CH,OH) el cual se oxida a 4cido dideshidroascérbico (acido DA)
(Esterbauer ef al., 1989; McCay 1985), como se ilustra para éste Gltimo compuesto a

continuacion:




R o 0 HO
+ | —_— 2
iR HO OoH Hs
Hs

Radical a-tocoferilo acido ascorbico oa-tocoferol icido DA

Por otra parte, la estructura de la vitamina E ha servido como modelo para la preparacién
de un andlogo benzofurdnico (1, R = CisHas) (Scott ef al.,, 1974), méis potente como

antioxidante que el producto natural en fase lipidica, Io que se explica debido a las
interacciones estereoelectrénicas més favorables enfre el anillo bencénico y el heterociclo
a través del solapamiento de la nube m del sistema aromético con los electrones no
enlazantes del oxigeno (efecto capto-dativo), lo que es mis eficiente que en el caso de

que ¢l ciclo unido al anillo aromdtico sea pirdnico.

CH;

&) @y0G) @

Modificaciones ulteriores de la estructura del o-tocoferol han conducido a la preparacién
de un compuesto que incorpora un grupo amino terciario en la cadena lateral del
benzopirano (2, R; = CH;CH,N(CHs);) (Grisar et al., 1995), capaz de acumularse

selectivamente en el cerebro debido posiblemente a una interaccién de tipo electrostitico
entre los residuos fosfatos de los lipidos cerebrales y la funcién amina (Barclay, 1994),
la que a pH fisiolégico debe encontrarse en su forma protonada. Se han desarrollado
también andlogos hidrofilicos que incorporan funciones amina y como contraién tosilato
(3, Ry = CHCHN"(CH3);0Ts) y un andlogo en el cual se sustituye la cadena lateral
hidrocarbonada por un grupo carboxilico: el Trolox® (4). Ambos compuestos presentan
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cargas formales en su estructura (a pH fisioldgico) y son capaces de acumularse en el :
tejido cardfaco previniendo procesos oxidativos asociados a infartos del miocardio. El
Trolox® ha sido utilizado por su parte como antioxidante de referencia en distintos
sistemas de evaluacién de actividad antioxidante entre los cuales se cuentan los ensayos

de descoloracién de ABTS (dcido-(2,2-azo-bis(3-etilbenzotiazolin)sulfénico)).

1.3 Aporfinas como antioxidantes
1.3.1 Laboldina

De entre todos los metabolitos que se han aislado a partir del boldo y determinado sus
actividades farmacoldgicas, entre los que se cuentan flavonoides, aceites esenciales y
alcaloides, sélo un par de éstos Gltimos han sido estudiados con mayor atencién: la
glaucina (1,2,9,10-trimetoxiaporfina) y la boldina (1,10-dimetoxi-2,9-dihidroxiaporfina)
(Speisky y Cassels, 1995).

Los estudios farmacoldgicos sobre la boldina por ejemplo, han permitido demostrar que
ejerce efectos colagogos y coleréticos en ciertos animales de experimentacién (Kreitmair,
1952) y actia como relajante de la musculatura lisa (Speisky et al, 1991a) por
mecanismos que se explicarfan por su capacidad de actuar como antagonista en los
receptores de tipo oy-adrenérgicos (Ivorra et al., 1993).

Por otra parte, se ha podido determinar que Ia boldina es un potente agente antioxidante

en sistemas bidticos y abi6ticos susceptibles de sufrir inactivacién o dafio peroxidativo a

través de radicales libres (Speisky et al., 1991b). La boldina es capaz de inhibir




efectivamente, a concentraciones micromolares, la autoxidacién (oxidacién con oxigeno)
in vitro de homogeneizado de cerebro de ratas, asi como la peroxidacién inducida
quimicamente {con alquilperéxidos generados por termdlisis de 2,2°-azo-bis-
amidinopropano, AAP) en membranas de eritrocitos, la inactivacién de lisozima (Speisky
et al,, 1991a) y el dafio peroxidativo a membranas microsomales de higado de ratas
catalizado en forma enzimdtica y quimica (Fe'-ATP, Fe**-cisteina) (Martinez et al.,
1992; Cederbaum er al., 1992). Estas acciones antioxidantes de la boldina estin
asociadas a su potente actividad captadora de radicales hidroxilo (HO"), los cuales son
considerados como el metabolito oxigenado mds reactivo generado en el medio
biolégico. La boldina también protege membranas microsomales contra el dafio inducido
in vitro por ter-butilhidroperéxido y tetracloruro de carbono, actuando como captador de

radicales libres en la fase propagativa de las reacciones radicalarias (Cederbaum et al.,
1992).

1.3.2 Relaciones estructura-actividad antioxidante de aporfinas

Entre las muchas estructuras quimicas naturales y sintéticas que han sido sometidas a
estudio para determinar sus propiedades antioxidantes se encuentran los alcaloides
bencilisoquinolinicos (BIQ) en sentido amplio (Larson, 1988; Matsuno et al., 1990). La
BIQ no natural landanosolina, que presenta dos grupos catecélicos en su estructura, es un

potente antioxidante capaz de prevenir la lipoperoxidacion inducida en forma quimica en

células hepiticas.

HO CH,0 50
C NG @ N © N

HO (931 CH:.0 CH: HO

HO CH:0 CH;0
OH . OCH; OH
laudanosolina laudanosina reticulina
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Por el contrario, su andlogo O-tetrametilado laudanosina, no fendlico, y la reticulina,
difendlica pero no catecolica, muestran una actividad antioxidante mucho menor en las
mismas condiciones. Dicho lo anterior no sorprende que la apomorfina, una aporfina
cateclica hemisintética, se comporte también como un potente antioxidante. Sin
embargo, el caricter catecélico muy necesario para que las BIQ muestren una actividad
antioxidante interesante, no es un requerimiento estructural para las aporfinas fendlicas
(Speisky et al., 1991b; Martinez et al., 1992).

(R)-apomorfina (8)-boldina

El examen estructural de la boldina, un alcaloide difenélico en el cual cada grupo
hidroxilo Ileva un sustituyente voluminoso (metoxilo) en una posicién orfo y tienc
bloqueada la posicién para, sirvié para racionalizar las observaciones experimentales, ya
que este rasgo estructural se encuentra frecuentemente asociado a buenas actividades

antioxidantes (Cassels et al. 1995), tal como se comenta en la seccién 1.2.8. Ademds en

su oportunidad se pensd que la estabilidad adicional que produciria la deslocalizacin del
espin en el sistema bifenflico de la boldina se traduciria en la habilidad superior que
presenta este tipo de compuestos para reaccionar con radicales libres y detener procesos

radicalarios.

Sin embargo en aporfinas carentes de grupos hidroxilos como en el caso de la anonaina y

la glaucina (Rios ef al., 1990; Cassels et al., 1995), también se observé en determinados

modelos una actividad antioxidante comparable a la de la boldina. Producto de esta

observacién experimental se postuld que las aporfinas no fendlicas pueden formar un

radical libre por sustraccién de un itomo de hidrégeno desde una posicién bencilica el




que, al igual que los radicales fenoxi, seria capaz de ser estabilizado por deslocalizacién a

través del sistema bifenilico (Cassels et al., 1995).

4 O.
©

anonaina glaucina

Por otra parte, un radical libre formado por sustraccién del 4tomo de hidrégeno desde el
C-6a seria mds estable que aquellos formados en las otras dos posiciones bencilicas (C-4
y C-7) debido a la presencia de un dtomo de nitrégeno vecino (por efecto capto-dativo).
Este heterodtomo contribuiria con su par electrénico no enlazante a estabilizar el radical

(Griller y Lossing, 1981) deslocalizindolo en el sistema bifenilo.

Esta hipétesis fue probada al comparar Ia capacidad antioxidante de la glaucina con la del

yoduro de N-metilglaucinio, cuya eficacia en la proteccién de la lisozima fue nula
(Cassels et al., 1995).



Posiciones bencilicas Yoduro de Mmetilglaucinio

1.4 Objetivos generales

El propésito general de este trabajo fue estudiar relaciones estructura-actividad
antioxidante de la boldina y algunos de sus derivados, como asimismo identificar los
productos principales de oxidacién de este alcaloide.

Partiendo de la hipétesis de que los grupos fenélicos de la boldina son determinantes de
su actividad antioxidante, aunque probablemente en distinto grado, para determinar la
confribucién parcial que ejercen dichos grupos sobre la actividad. antioxidante se
prepararon los correspondientes derivados monometilados en las posiciones 2-O- y 9-O-
de la boldina. Para evaluar el posible papel del par electrénico no enlazante del
nitrégeno en la estabilizacién se prepararon sales cuaternarias de amonio (fenélicas y no
fendlicas), lo que conduciria a suprimir la eventual formacién del radical bencilico
vecino al heterodtomo.

Para evaluar la actividad antioxidante de los andlogos de la boldina como una funcién de
la lipofilia, se plante6 modificar la estructura del alcaloide aumentando el efecto
hidrofébico del sustituyente sobre el dtomo de nitrégeno e introduciendo 4tomos de
halégenos sobre los anillos aromdticos. Asimismo se consideré la preparacién de
andlogos O-acilados con grupos acilo lipofilicos y otros tales como hemisuccinato y

hemiftalato, que presentan grupos carboxilato libres, para disponer de una serie de

derivados de menor o mayor caricter hidrofflico que la boldina.




Sobre la mayoria de estos compuestos se determiné sus capacidades antioxidantes en
fres diferentes modelos: decoloracién de soluciones de radicales libres derivados del
ABTS, proteccién de una enzima (lisozima) frente al dafio inducido por radicales libres
producidos por la termolisis de AAP e inhibicién de procesos oxidativos en membranas
inducidos por radical hidroxilo generado in situ. El significado de estas siglas y la
quimica pertinente se explican en las secciones de materiales y métodos.

Para identificar los productos de oxidacién de la boldina y proponer una posible ruta de
transformacién de éstos se someti6 el alcaloide a condiciones oxidativas similares a las

que éste enfrenta en los ensayos de actividad antioxidante, y a ofras que pudieran arrojar

més evidencias empiricas sobre los posibles mecanismos de oxidacién.




2.0 MATERIALES Y METODOS
¢ 2.1 Aislamiento de precursores y preparacion de derivados
2.1.1 Nomenclatura utilizada

En las secciones: Resultados y Discusién de Resultados se utilizan ya sea los nombres
tradicionales de los alcaloides aislados y/o de sus respectivos derivados seguidos de los
nombres semi-sisteméticos basados en el esqueleto aporfinico [dibenzo(de, g)quinolina].
Por ejemplo, la boldina también aparece como (8)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxiaporfina,
A los derivados estructuralmente relacionados con boldina adicionalmente se los
nombra utilizando como base este alcaloide. Por ejemplo: predicenfrina = 9-O-
metilboldina = (S)-2-hidroxi-1,9,10-trimetoxiaporfina. Para designar el iniciador de

radicales libres 2,2’-azo-bis-amidinopropano se utiliza Ia sigla AAP.,

2.1.2 Caracterizacion de los compuestos obtenidos

Los puntos de fusién fueron determinados en una platina de Kofler Reichert-Jung Galen
IIT y no estdn corregidos. Los poderes rotatorios fueron medidos en un aparato

Schmidt-Haensch Polartronic E utilizando solventes de pureza analitica para preparar
las soluciones cada vez. Los espectros de resonancia magnética de protones y de
catbono 13 fueron registrados en un aparato Bruker AMX 300, utilizando

tetrametilsilano como estdndar interno y como solventes cloroformo deuterado (CDCls),
6xido de deuterio (D20) y dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds). Los espectros de

masas fueron registrados en un aparato Mass Spectrum 5973 (Hewlett Packard) bajo

ionizacién por impacto de electrones (70 €V) con un filtro cuadrupolar y una sonda de
introduccidn directa,

Para las cromatografias en columna de silice, se utilizé gel de silice de 40-63 pm de
didmetro (Merck, Darmstadt, Alemania) y como solvente de elucién acetato de

etilo:metanol = 4:1 o cloroformo:metanol en idéntica proporcién.
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2.1.3 Aislamiento de precursores

Para el aislamiento de alcaloides desde sus fuentes vegetales, se utilizd un método
desarrollado en nuestro laboratorio y que se describe a continuacién en una obtencién
representativa de boldina (desde corteza de boldo, Pewmus boldus Molina). Este
procedimiento es similar al utilizado para obtener la fraccién de alcaloides totales (vide
infra) que permitié aislar laurolitsina (nor-boldina) (desde madera de boldo) y
laurotetanina (2-O-metil-nor-boldina) (desde corteza de tepa, Laurelia philippiana
Looser)

Método de extraccién de boldina: La corteza de boldo (1 Kg), previamente seca y

molida, se extrae con una solucién acuosa dcida de HCOOH 1 M (10 porciones

sucesivas de 3 L) a 80 °C y con agitacién constante durante dos horas cada vez. Los

extractos acuosos dcidos se separan del sélido por filtracién a través de un pafio de

algodon y se retinen. De esta Gltima solucién se toman fracciones de 500 mL y, previa
basificacion con NH4sOH (25 %) hasta pH 8-9, se extraen con CHCls (6 porciones

sucesivas de 300 mL). Los extractos orgdnicos se secan con Na;SQ4 anhidro, se filtran y
se concentran a sequedad en un evaporador rotatorio, dando de esta forma la fraccién

denominada de "alcaloides totales" (98,7 g, 9,87 %).

La fraccién de alcaloides totales se divide en porciones de 20 g aproximadamente.
Cada una de éstas, por separado, se disuelve en un volumen minimo de CHCI; caliente
(aproximadamente 2 ml/g de alcaloide), se agrega una punta de espitula de carbén
activado (ca. 50 mg) y se hierve la mezcla por dos minutos, después de lo cual se filtra a
través de Celite® y la solucién que se obtiene se deja enfriar, observandose la aparicién
de cristales brillantes de color crema.

La boldina obtenida de todas las fracciones se recristalizé por este método Jas veces
necesarias hasta obtener por cromatograffa en capa fina un producto que se alineaba
correctamente con un patrén de boldina, con Io que se obtuvo 30 g del alcaloide puro (3

%) y 66 g de aguas madres de recristalizacién cloroférmicas (AMR).

La boldina asf obtenida (como complejo con un mol de CHCls, el cual se descuenta en

cada una de las preparaciones), se utilizé para la preparacion de los derivados de este

alcaloide. La laurotetanina (2-O-metil-nor-boldina) que se obtuvo a partir de madera de



tepa se utilizé para preparar N-metillaurotetanina (2-O-metilboldina), y la laurolitsina
(nor-boldina o N-desmetilboldina) para la preparacién de N-etil-, N-n-propil y N-alil-

derivados.

($)-Boldina (S)-Laurotetanina (S)-Laurolitsina

Se aisl6 a partir de un concentrado de extracto metandlico de pukatea (Laurelia novae-
zelandiae A. Cunn.) pukateina [(R)-1,2-metilendioxi-11-hidroxiaporfina] (Ri= H, R; =
H), con la que se preparé los derivados 8-bromo- (Ry= Br, R, = H) vy 11-0-
metilpukatefnas (R; = H; Rz = CHa).
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2.1.4 Métodos utilizados en la preparacion de los derivados de aporfinas

Derivados diesterificados de boldina: La preparacién de 2,9-0,0’-diacetilboldina (R =
CH;CO) y 2,9-0,0’-dipivaloflboldina (R = (CH3)CCO) se efectué de acuerdo a
procedimientos descritos para la acetilacién de dopamina (Borgman et al., 1975), sin

ningiin tipo de modificacién.

OR

Para obtener el compuesto 2,9-0,0’-bis-(3-ctoxicarbonilpropanoil) boldina se utilizé
una estrategia convergente preparando, por un lado, el dcido-3-etoxicarbonilpropancico
siguiendo un método ya descrito en la literatura (Robinson et al, 1990) y luego
condensando este producto con boldina, por un método similar al descrito en la

preparacion de un éster de rapamicina (Adamczyk et al., 1994).
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Derivados mono- y di-metilados de la boldina: En la preparacién de glaucina (2,9-
0,0’-dimetilboldina) (R; = CHs, R; = CHs) y predicentrina (9-O-metilboldina) (R; = H,
Rz = CHs) se utilizé una metédica descrita (Tschesche et al., 1964 y 1965, Asencio et
al., 1993) que consiste en el tratamiento de una solucién metanélica del alcaloide con
una solucién etérea de diazometano. Para la obtencién de N-metiilaurotetanina (2-O-
metilboldina) (Ry = CHs, R2 = H), el precursor laurotetanina fue N-metilado bajo

condiciones modificadas de Eschweiler-Clarke.

R0

Derivados cuaternarios de amonio: se prepararon las sales cuaternarias de amonio,
yoduros de N-metilboldinio (R; = H, Rz = H), N-metilglaucinio (R; = CHs, Rz = CH),
N-metilpredicentrinio (Ry = H, Rz = CH3) y N,N-dimetillaurotetaninio (R; = CHj, R; =
H) por tratamiento de soluciones bencénicas de las bases correspondientes con yoduro
de metilo mantenidas a reflujo por un espacio de dos horas de manera aniloga a o

descrito para N-metilglaucinio (Yunusov y Progressov, 1952).
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Derivados N-sustituidos de laurolitsina: a partir de laurolitsina (R = H) y mediante 1a
amidificacién con los respectivos anhidridos de 4cidos, utilizando como solvente una
mezcla de benceno en piridina, y reduciendo las amidas correspondientes con LiAlIH, en
éter (Vavrék et al., 1970; Leboeuf et al., 1980), se pudo preparar N-etil- (R = CH;CH,)

y N-n-propil-nor-boldinas (R = CH3CH,CH,). Para la preparacién de N-alil-ror-
boldina (R = CHz=CHCHp) la lawrolitsina fue tratada con K,CO3 y cloruro de alilo (en

acetonitrilo como solvente) a reflujo por un periodo de 2 horas.

Derivados halogenados de boldina: La halogenacién de la boldina se llevé a cabo
mediante un método ensayado previamente en nuestro laboratorio (Sobarzo-Sanchez et
al., 2000), mediante el tratamiento con N-haldgenosuccinimidas (NXS, con X =
halégeno = Cl-, Br- o I-) de soluciones de boldina en 4cido trifluoroacético (TFA). Se

obtuvo de esta manera: 3-cloro-, 3-bromo- y 3-yodoboldinas:
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Preparacion de otros compuestos de interés: A partir de pukateina se prepard el
derivado 8-bromado siguiendo idéntico procedimiento que para los derivados
halogenados de boldina descritos previamente (Sobarzo-Sanchez et al, 2000). Se

prepar6 la 8-aminoboldina a través de la nitrosacién de boldina con NaNO; en

CH3COOH a temperatura ambiente y posterior reduccion con Hj utilizando Pd/C al 10
%.

Ensayos de oxidacién de la boldina: La oxidacién de boldina diacetilada se efectué
con yodo en dioxano (Urziia y Torres, 1982) con lo que se obtuvo 2,9-0,0’-diacetil-

6a,7-dideshidroboldina. Se estudié ademds la oxidacién de la boldina sin proteccién de
los hidroxilos siguiendo procedimientos descritos en la literatura cientifica para otros
alcaloides aporfinicos (Cava et al., 1972).

a) Burbujeando aire (O;) a través de una solucién aicohdlica de boldina a
temperatura ambiente, y controlando el progreso de la reaccién durante 5 dias.

b) Aifadiendo sobre una solucién de boldina en solucién amortiguadora de pH de
fosfato pH = 7,4 una solucién al 6,5 % de HgCl; en la misma solucién

amortiguadora de pH a una temperatura de 37 °C.

Adicionalmente se realizaron oxidaciones de la boldina utilizando condiciones de pH,
temperatura y tiempo de reaccion similares a las utilizadas en las evaluaciones de

actividad antioxidante de las aporfinas descritas mas adelante (seccién 2.2.2 y 2.2.3)
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usando como sustrato oxidable membranas de hepatocitos (procedimiento ¢)) y lisozima
(procedimiento d))

c¢) Afadiendo sobre una solucién de boldina en solucién amortiguadora de pH de
fosfato pH = 7,4, FeSO4 y H>0; a una temperatura de 37 °C.

d) Co-incubando la boldina y 2,2’-azo-bis-amidinopropano (AAP) (concentraciones
equimoleculares) a 37 °C.

Trabajando bajo las condiciones experimentales a}), b) y ¢) se pudo aislar e identificar la
6a,7-dideshidroboldina y en las condiciones tipo d) el bis-aporfinoide 8-(9-O-
boldinoxiboldina).

2.1.5 Evaluacion del coeficiente de reparto.

Las lipofilias de los compuestos fueron medidas por el procedimiento cldsico de reparto
entre n-octanol y solucién amortiguadora de pH de fosfate (pH 7,4; 20 mM). Para )
realizar estas mediciones se utilizé #-octanol de grado HPLC (Merck) y agua bidestilada
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para preparar las soluciones amortiguadoras (SA) de pH 7,4, de similar concentracién a
la utilizada en los ensayos de proteccién de lisozima y de inhibicién de la oxidacién de
microsomas hepiticos. Previamente se agité la solucién amortiguadora con un exceso
de n-octanol (1:5 = SA:n-octanol) para presaturar ambas fases y se guardaron por una
noche a temperatura ambiente (ca. 15 °C) en una caja de aislante (poliestireno
expandido, Plumavit®) para evitar fluctuaciones de temperatura, para mantener
constante la concentracién del compuesto orgénico en la fase acuosa. El n-octanol, por
su parte, que se utiliz6 fue de Ia pureza indicada (c¢f, Hansch y Leo, 1995) ya que no
presentaba bandas de absorcién sobre 220 nm (espectro UV-visible). La solucién
madre de n-octanol fue también presaturada con SA y mantenida en un recipiente de
Plumavit® que impidiera las fluctuaciones de temperatura. Esta solucién también se
guardo por una noche previo a ser utilizada, tal como se hizo con la fase acuosa (SA)
presaturada. Para realizar la particién se disolvié cada uno de los compuestos en la fase
acuosa (100 uM) y se agité durante 5 minutos (a temperatura ambiente, ca. 20 °C). Se
recomienda a este punto, agitar de 2 a 3 minutos ya que pueden formarse emulsiones
persistentes, lo que no se observé en el caso de las aporfinas. No se evalué si la
condicidn de equilibrio de fases se habia logrado durante este perfodo de agitacién. Para
asegurar la completa separacién de fases luego del proceso de particién, la mezcla se
centrifugé a 12000xg durante 20 minutos tal como se recomienda. Se utilizé el método
espectrofotométrico para cuantificar la concentracién en cada una de las fases, mediante
Ia Jectura de la absorbancia en la regién de 300 nm (a longitudes de onda ligeramente
diferentes para cada compuesto y cada solvente) e interpolacién en las curvas de
calibracién obtenidas previamente para cada uno de los compuestos. A partir de estos
datos se calculd el coeficiente de reparto (K., = concentracién en la fase orgénica /
concentracion en la fase acuosa) y se expresé éstos resultados en su forma logaritmica
(log K,ep), 0 sea la lipofilia. El método seguido es similar al descrito por Hansch y Leo

(1996). Las estructuras evaluadas se detallan a continuacién:
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Compuesto Ry Rz R3

boldina H H H
predicentrina H H CH;
glaucina CH; H CHs;
2,9-0,0'-dipivaloilboldin (CH3)3CO H (CH3)3C0
8-aminoboldina H NH; H
8-nitrosoboldina H NO H
3-cloroboldina H Cl H
3-bromoboldina H Br H
3-yodoboldina H I H

2.2 Evaluacién de la actividad antioxidante

2.2.1 Descoloracion de soluciones de radicales cationicos generados a partir del
acido 2,2’-azo-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS).

Soluciones de ABTS (150 uM) son mezcladas a volimenes iguales con una solucién de
AAP (4 uM) para alcanzar concentraciones finales 75 uM y 2 uM para ABTS y AAP
respectivamente. En seguida, la mezcla se calienta en un bafio a 45 °C durante 55
minutos. Después de este periodo, la solucién de color azul-verdoso se deja en un bafio
de hielo-agua, hasta su utilizacién, Bajo estas condiciones (dilucién y frio), la solucién
no cambia rdpidamente de absorbancia, lo que permite guardarla durante periodos
prolongados (Lissi y Campos, 1997). Para nuestras experiencias se utilizaron las
soluciones preparadas con media hora de antelacién. La solucién que contiene los
radicales libres se diluye a la mitad por la adicién de solucién amortiéuadora de pH de

fosfato (20 mM; pH = 7,4). Bajo las condiciones experimentales y utilizando las
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concentraciones de ABTS y AAP antes mencionadas, la solucién presentd absorbancias
que se encuenfran comprendidas entre 0,20 y 0,21, y que dependen de las

manipulaciones que se efectuaron en su preparacién. Por otra parte, se preparan

soluciones madres a diferentes concentraciones de los derivados aporfinicos para
efectuar los ensayos de decoloracion. Para la deierminacién de la actividad
descolorante 1 mL de la solucién de los radicales coloreados se transfiere a una cubeta
de cuarzo y se deja que alcance la temperatura ambiente (2-3 minutos)

(aproximadamente 15 °C) y Iuego se mide su absorbancia inicial (A;). Se afiade 10 pl de
solucién del compuesto a evalnar a una concentracién determinada (concentraciones
finales de 1-10 pM) a la solucién de radicales libres y después de 90 segundos se mide
nuevamente la absorbancia (Ay). El antioxidante de referencia (Trolox®), al ser afiadido
sobre la solucion de ABTS, produce una descoloracion instantinea mientras que la
adicién de la boldina (v sus derivados) presenta un decaimiento progresivo de la
absorbancia a lo largo de un minuto o més. Como no se puede estimar la velocidad de
descoloracién por Trolox® (en el rango de concentraciones utilizado en que se hicieron
las evaluaciones) se opté por medir el efecto descolorante a un tiempo fijo que se eligio
de la siguiente manera: con una concentracién fija de boldina (5 pM) se midié la
disminucién de la absorbancia durante 270 segundos. Después de los primeros 90
segundos la solucién se habia descolorado casi completamente, y a los 270 segundos la
variacién con respecto a los 90 segundos no superaba un 5 %. De acuerdo a esto se

evalu6 cada uno de los compuestos a una concentracion fija (en intervalo de
concentraciones de 1 a 10 pM) midiendo el cambio de absorbancia que producian a 90
segundos). Se utiliz6 rangos de concentraciones que en su limite superior produjeran la
descoloracién total de la solucién (As= ). Los datos obtenidos se representaron como

porcentajes de decoloracién, es decir AA% = (Ar / A) x 100 en funcién de

concentraciones crecientes (WM) de la sustancia utilizada. Este método fue utilizado

para evaluar de manera preliminar si los derivados de aporfinas presentaban o no

actividad antioxidante.




223 Determinacién de la actividad residual de lisozima en presencia de radicales

libres generados por la termélisis de AAP (2,2’-azo-bis-amidinopropano).

La actividad de la lisozima (grado I, Sigma, St. Louis, MO, USA) se determiné
siguiendo la disminucién de la turbidez a 436 nm después de la adicién de una
suspension de liofilizado de Micrococcus lysodeikticus (Sigma, St. Louis, MO, USA)
(concentracién final 0,27 mg enzima/ml), en ausencia y presencia de AAP
(Polysciences, Warrington, PA, USA) (concentracién final 100 uM) y de las sustancias a
evaluar,

Para ]a determinacién de la actividad residual de la enzima, cada una de las soluciones

siguientes se preparé en cinco ejemplares:

- Solucion control: 900 ul de solucién de lisozima con concentracién final 0,27
mg/mL (preparada en solucién amortiguadora de pH de fosfato con cloruro de
sodio (KH:PO; = 20 mM; K;HPO4 = 20 mM; NaCl = 140 mM; pH = 6,5)
completando con 100 ul de solucién amortiguadora.

- 900 pl de solucién de lisozima 0,27 mg/mL y 100 pl de AAP.

- 800 ul de solucién de lisozima 0,27 mg/mL y 100 ul de soluciones de las

sustancias a evaluar (a diferentes concentraciones cada vez).

De acuerdo a las especificaciones que se encuentran en el catdlogo de la empresa Sigma,
la lisozima que se utiliz6 tiene la siguiente actividad: 1 unidad produce una variacién de
la absorbancia medida a 450 nm de 0,01 unidades de absorbancia (ua) por minuto
(0,01/min} cuando se trabaja a pH 6,3 (al cual se trabajé) y a una temperatura de 25 °C
(esto no fue controlado) cuando se utiliza una suspensién de Micrococcus lysodeikticus
como sustrato en una mezcla de 2,6 mL de reaccidn, considerando un paso dptico de 1
centimetro. La concentracién de lisozima fue de 0,22 mg en una cubeta de 1 cc de
volumen total, por lo que cada soluci6n contenia aproximadamente 10800 unidades de la

enzima lo que produce un decaimiento de la absorbancia de 108 ua/min.
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Las soluciones preparadas se incubaron a 45 °C, y cada medicién se realizé extrayendo
una alicuota de muestra de la lisozima incubada (en presencia y ausencia de aporfinas o
del antioxidante de referencia) cada 30 minutos (considerando un control a tiempo 0).

En cada caso se midié la absorbancia inicial y la final para determinar el cambio total de
lIa absorbancia (AA), cambio que a su vez fue comparado bajo condiciones

experimentales idénticas en ausencia de AAP. A diferentes intervalos de tiempo (0, 30,
60 y 120 minutos) se extrajeron alicuotas de 500 ul de cada solucién y se conservaron en

hielo. Las alicuotas de cada solucién de la enzima preparada de esta forma, se

mezclaron en una cubeta de cuarzo con 500 upl de suspensién de Micrococcus

lysodeikticus (1 mg/5 mL solucién amortiguadora de pH de fosfato), y luego se agitaron

manualmente antes de medir los cambios de la absorbancia durante 90 segundos a 20 °C.

Los cambios debidos ya sea a la desnaturacién o al efecto de la temperatura sobre la

actividad enzimética no fueron controlados.

En estas condiciones, se determinan las variaciones de absorbancia para la lisozima
(AAyis) en presencia de AAP (AAjyapar) y diferentes concentraciones de las aporfinas
evaluadas (AAji/aBAP/ntioxidante). A cada tiempo, la diferencia de actividad de la lisozima
en la ausencia y presencia de AAP fue asignada arbitrariamente como 100 % es decir,

(AAuis - AA jiaBAR), 1o que permitié calcular el porcentaje de actividad residual como:

(AAsiyaappaatioxidante ~ AA tiyasp/ AAris - AA gigasp) x 100

22.4 Proteccibn de membranas microsomales por aporfinas contra radicales

hidroxilo generados a partir de una reaccién de tipo Fenton.

La oxidacién lipidica de microsomas hepaticos producida por radicales hidroxilo se
determind en términos de sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitirico segtin el
método descrito por Fee y Teitelbaum (1982), en presencia y ausencia de sustancias
protectoras (la boldina, sus derivados y el antioxidante de referencia).

Ratas macho Sprague-Dawley de 200-250 g (Insfituto de Salud Pdblica, Santiago,

Chile) se mataron por dislocacién cervical y fueron perfundidas por la vena porta con
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una solucién fria de KCl (140 mM), para eliminar la sangre. El higado se retiré y fue
cortado en pequefios trozos (ca. 3-4 g), los cuales fueron homogeneizados con 10

movimientos verticales de vaivén de un pistén de teflén girando a una velocidad de
1200 rpm dentro de un tubo de vidrio de tipo Potter-Elvehjem. Después de una primera

centrifugacién (10 minutos a 13500 g, 4 °C) que permite eliminar las particulas gruesas,
el sobrenadante fue retirado y el precipitado (pellet} resuspendido, y se centrifugd
nuevamente (40 minutos, 13500g, 4 °C). El sélido obtenido en esta centrifugacion fue
pesado y vuelto a suspender en un volumen igual de solucién amortiguadora de pH de
fosfato (KHPO4 = 20 mM; K>;HPO4 = 20 mM; NaCl = 140 mM; pH = 74) y
conservado a — 70 °C. La concentracion de proteinas se determiné por el método de

Lowry et al. (1951) utilizando como estindares soluciones de concentraciones
crecientes de albiimina de bovino.

Para efectuar los ensayos de oxidacién, el preparado de membranas se diluyé
convenientemente en solucién amortiguadora para lograr una concentracién final de 1
mg/mL., Esta suspensién (23 pl correspondiente a 1 mg/mL de membranas) se traspasé
a tubos de hemélisis que contenia solucién amortiguadora de pH de fosfato en los
siguientes volimenes: 1977 pl para el tubo de control y 1477 ul para el tubo de
sustancias a evaluar, y luego sc adicioné en cada uno de los tubos 500 pl de solucién de
las sustancias a evaluar (concentraciones finales 1, 3, 5, 10, 25 y 50 uM), y los
antioxidantes de referencia (o-tocoferol y BHT), excepto en el de control. Finalmente,
en un periodo no mayor a 15 segundos, se adiciond a cada tubo: 500 ul de solucién de

FeSO4 (100 uM), 400 ul de solucién de dcido ascérbico (S0 uM) y 100 ul de H,0,. De

cada tubo se tomo una alicuota de 500 ul y se conservd en un tubo de Eppendorf, en frio

(hielo) para medir la oxidacién a O minutos. Las soluciones fueron incubadas a bafio
maria (37 °C) con agitacion mecénica durante 20 minutos. Después de este periodo,
500 ul de cada tubo se retiraron y se guardaron en hielo (medida de la oxidacién lipidica
a los 20 minutos). Dentro de cada uno de los tubos (los incubados y los de referencia)
se afiadié 25 pl de Clx=CCOOH (2mM), se mezclaron los contenidos en un agitador de
vértice, y luego fueron centrifugados (100 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente).

Después 350 ul del sobrenadante obtenido se traspasaron a tubos de vidrio de 10 mL
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que ya contenfan 700 pl de 4dcido ascérbico (40 pM) (se utilizaron estos tubos para
evitar pérdidas ya que se debia calentar en un baifio de agua hirviendo). Los tubos asi
preparados se agitaron manualmente y se calentaron a 100 °C durante 10 minutos, y
luego fueron enfriados a temperatura ambiente. Los productos reactivos al 4cido
tiobarbitirico fueron determinados y de la misma manera se calculd del porcentaje de
oxidacién basal {debido solo a la mezcla de las sustancias) y que fue sustraido a lo
medido a 0 minutos de aquello determinado a los 20 minutos, en cada una de las
soluciones. Una oxidacién de un 100 % fue considerada en el caso en que no se utilizé

ningiin tipo de sustancia antioxidante.

2.2.5 Tratamiento de datos.

En todas las condiciones experimentales se determinaron 4 valores (o més) para una
determinada condicién experimental, lo que se indica en las tablas respectivas, y se
informan como el promedio * 1 desviacién estindar. Las curvas obtenidas en los
ensayos de actividad antioxidante, especificamente para obtener las concentraciones de
semi-inihibicién en microsomas hepéaticos, fueron comparadas con un anélisis ¢-student
para datos finitos, informandose las diferencias s6lo cuando estas son menores a 0,05 (p
< 0,05). En los otros casos se utiliz6 el criterio de la desviacion estandar para determinar

si los datos eran o no significativos.
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3.0 RESULTADOS
3.1 Aislamiento de precursores y preparacion de derivados
Boldina, [(5)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxiaporfina]

Rendimiento: 3% del producto puro (como boldina-CHCls) (respecto a la corteza de
Peumus boldus Mol.)

Punto de fusién (base libre, cristalizada ien CHCl3 con un mol del solvente) = 161-162 °C
(Lit. 161°C, Nakasato et al., 1966)

[a]zon =+ 111 ° (c = 1,0; MeOH) (Lit. [a]ZDD =+ 111°, ¢ = 1,0; MeOH; Tewari et al.,
1961).

Espectro de masas de boldina (C19H231T"04; PM = 327): m/z (abundancia relativa) 327
(100 %, M)", 326 (M-H)" (83%), 312 (NILCH3)+ (34%), 296 (M-OCH:)* (37%), 284 (M-
CH;N=CH,)" (69%), 269 (M-CH3N=CH,, CHa)" (23%), resultados de acuerdo con lo

publicado (Tewari et al., 1972).
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Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCls (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Tewari et al., 1972).

5 (ppm)  Integracién Multiplicidad Asignacién

2,53 3H s N-CH
2,60 3H m H-cicoatifaticos

3,00-3,10 4H m H-cictoatfitioos
3,59 3H s 1-0-CH;
3,90 3H s 10-0-CH;
6,61 1H s H-3
6,81 1H s H-8
7,89 1H s H-11
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Laurolitsina, [(S)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-ror-aporfina]

Rendimiento: 0,3 % (respecto a madera de Peumus boldus Mol.).
Punto de fusion (base libre) = 114-116 °C (Lit. 113-115°C; Lu et al., 1969).
[]®’p = 91° (c =0,2; MeOH) (Lit. 101°, C = 0,69; EtOH; Tomita et al., 1969)

Espectro de RMN-H de 1a base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Tewari et al., 1972).

o (ppm) Integracién Multiplicidad Asignacién
2,68 3H m H-cicloatifaticos
2,95 3H m H-cictoatitaticos
3,35 1H m H-cicloatifético
3,58 3H s 1-0-CH;
3,81 3H s 10-0-CHj
6,52 1H s H-3
6,69 1H s H-8
8,00 1H s H-11
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Laurotetanina, [(S)-1,2,10-trimetoxi-9-hidroxiaporfina]

Rendimiento: 0,3 % (respecto a corteza de Laurelia sempervirens, AUTOR)
Punto de fusi6n (base libre) = 125-128 °C (Lit.125 °C, Nakasato et al., 1966)*
[¢]”p =+ 97° (c = 0,5; MeOH) (Lit. + 95 °, Nakasato ef al., 1966)*

Espectro de RMN-'H de la base disuelta en CDCls (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Tewari et al., 1972).

o (ppm) Integ. Multip. Asignacion
2,68-2,95 6H m H-cicloalitsticos
3,35 1H m H-cicloalifatico
3,58 3H s 1-0-CHj;
3,80 3H s 9-0- 6 10-0-CH;
3,81 3H s 10-0- 6 9-0-CH;
6,52 1H s H-3
7,24 1H s H-8
8,00 1H s H-11

* La estructura del compuesto se confirma al comparar sus propiedades fisicas y
espectroscopicas con una muestra auténtica, obtenida anteriormente del mismo material,

donada por el Dr. Alejandro Urziia, Universidad de Santiago de Chile)

I
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Pukateina, (R)-11-hidroxi-1,2-metilendioxiaporfina

Rendimiento = 20 % (con respecto a un extracto metandlico de Laurelia novae-zelandiae

A.cunn.) ¥
Punto de fusién (base libre, EtOH) = 221-222 °C (Lit. 213-215 °C, Bernauer, 1967)

[(11161) = -215 ° (c = 1; EtOH) (Lit. —240 °; Bernauer, 1967 y -261 ° Barger y Girardet;
1931, -257° Urziia y Cassels, 1982).

Espectro de masas de pukateina (CisH;sNOs; PM = 295):

295 (M)" (100 %), 294 (M-H)* (99%), 278 (M-OH)" (15%), 265 (M-OCH,)" (32%), 252
(M-CH:N=CH,)" {42%). Resultados comparables con los informados en la literatura
(Kametani, 1972).

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCls (TMS al 1 % v/v como referencia
interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Kametani, 1972).

8 (ppm) Integ. Multip. J(Hz) Asignacién
2,30-2,70 3H M - Haictoaliféticos
2,91-3,82 4H m - Hectoaitaticos

2,55 3H s - N-CH;3
5,92 1H d 1,1 -OCH,0-
6,06 1H d 1,17 ~OCH,0-
6,68 1H s - H-3
6,81 2H d 7.8 H-8/10
7,12 1H dd 7.8 H-9

* Extracto de pukatea (Laurelia novae-zelandiae A. Cunn.), donado por el Dr. Graeme Russell
del Horticultural Research Institute, Palmerston North, Nueva Zelandia.

* J aparentes: las sefiales aparecen como un sistema AB muy deformado
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2,9-0,0"-Diacetilboldina, (S)-1,10-dimetoxi-2,9-diacetiloxiaporfina
Rendimiento= 76 % (con respecto a boldina)
Punto de fusién (base libre, MeOH) = 143 °C, (HBr) = 198-200 °C
[0]?p =+ 169 ° (c = 0,1, MeOH).
Espectro de masas de O,0’-diacetilboldina (C2sHasNQs; PM = 411):
411 (M)” (100%), 369 (M-CH=C=0)" (63%), 354 (M-CH;=C=0, CHs)" (33%), 327

(M-2x CH,=C=0) (23%), 312 (M-2x CH;=C=0, CHz) (93%).

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCls (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Hara, 1995).

S (ppm) Integ. Maultip. Asignacién
2,22 3H s CH:CO
2,24 3H s CH5CO
2,40 3H s N-CH;

2,40-2,69 3H m H-cicloatifaticos

2,87-3,07 4H m H-cicloatifaticos
3,49 3H s 1-0-CHs
3,74 3H S 10-0-CH3
6,71 1H s H-3
6,86 1H s H-8
7,97 18 5 H-11
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0,0"-Dipivaloilboldina, (S)-1,10-dimetoxi-2,9-dipivaloiloxiaporfina

Rendimiento: 76 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (base libre, CHCl3) = 174-176 °C
(Sal bromhidrica, EtOH) > 225 °C.

[]*p = + 65 ° (c = 0,2; MeOH).
Espectro de masas de 0,0’-dipivaloilboldina {CzgH3;NQg; PM = 495):
495 (M)* (100 %,), 480 (M-CHs)" (63%), 464 (M-CHa)* (22%), 452 (M-CHsN=CH,)"

(25%), 452 (M-0=CC(CHz)s)* (67%), 367 (M-101)* (27%), 57 (M-438)" (32%).

Espectro de RMN-"H de 1a base disuelta en (TMS al 1 % v/v como referencia interna),

o (ppm) Integ. Multip. Asignacion
1,38 9H s {CH):CO
141 9H s (CH»):CO
2,50 3H s N-CH;

2,53-2,66 3H m H-ictoalifiticos

2,97-3,19 4H m H-ictoatifaticos
3,56 3H s 1-0-CH;
3,83 3-H s 10-0-CHs
6,78 1H s H-3
6,86 1H s H-8
8,10 1H s H-11
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0,0°-Bis-(3-etoxicarbonilpropanoato) de boldina

Rendimiento: 30 % (respecto a boldina).
Punto de fusi6én (base libre, CHCls) = 146-149 °C.
[0)%p = + 123 ° (¢ = 0,3; EtOH).

Espectro de RMN-H de Ia base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna).

3 (ppm) Integracién Multiplicidad .J (Hz) Asignacién
1,26 6H t 11,0 OCH.CH3
2,52 3H s - N-CH;

2,75-3,07 15H s - CH2 boldinafsuccinico
3,57 3H s - 1-0-CHs
3,82 3H s - 10-0-CHs
4,15 4H q 11,1 OCH,CHj3
6,81 1H s - H-3
6,97 1H s - H-8
8,05 1H s - H-11




Glaucina, (8)- 2,9-0,0°~dimetilboldina, (S)-1,2,9,10-tetrametoxiaporfina.

Rendimiento : 36 %.

Punto de fusién (base libre, agujas incoloras, EtOAc) = 120-121 °C (Lit. 120-121 °C,
Shamma y Dudock, 1968),

[alp™ = +114° (c = 0,5 MeOH) (Lit. + 116 °, Johns et al., 1969).
Espectro de masas de glaucina (Cz1HzsNO4; PM = 355) (Lit. Baarschers et al., 1964)
355 (M) (85 %), 354 (M-H)" (100%), 340 (M-CHz)" (56%), 324 (M-OCH3)" (30%), 312

(M-CH;N=CH,)" (16%), 281 (M-CH;N=CH;, CHs)* (10%).

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Baarschers et al., 1964),

0 (ppm) Integr. Multip. Asignacién
2,52 3H s N-CH;
2,80-3,30 TH m H-cictoalisticos
3,63 3H s 1-0-CH;
3,86 3H s 0-CH;
3,88 6H s 2 x O-CH;

6,61 1H s H-3
6,81 1H s H-8
7,89 1H s H-11
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Predicentrina, (S)- 9-O-metilboldina, (S)-2-hidroxi-1, 9, 10-trimetoxiaporfina.

Rendimiento : 60 %.

Punto de fusién (Sal bromhidrica) = 198-200 °C (Lit. 200-205 °C; Johns et al., 1969).
[ef°p = +107° (c = 0,5 MeOH) (Lit. + 97 °; Johns et al., 1969).

Espectro de masas de predicentrina (C;oH2sNQO4; PM = 341)

341 (M)* (88%), 340 (M-H)* (100%), 325 (M-CHs)" (59%), 310 (M-OCHzs)" (33%), 298
(M-CHsN=CH,)* (11 %), 283 (M-CHsN=CH;, CHy)" (18%), 267 (M-CH3N=CH,,
OCHs)" (27%). Resultados de acuerdo a lo publicado (Lit. Johns et al., 1969).

Espectro de RMN-'H de la base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resuitados de acuerdo con lo publicado (Johns et al., 1969).

8 (ppm) Integ. Multip. Asignacién
2,54 3H s N-CH;
2,60 3H m H-cicloatitaticos

3,00-3,10 4H m H-cicloaiaticos
3,58 3H s 1-0-CH;
3,90 3H s 10- 6 9-O-CH;
3,93 3H s 9- 6 10-0-CHs
6,58 1H s H-3
6,78 1H s H-8

7,93 1H s H-11
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\\N-Metillaurotetanina, (5)-9-hidroxi-1,2,10-trimetoxiaporfina

Rendimiento : 48 %.

Punto de fusién (base libre, agujas CHCl;) = 219-220 °C (Lit. 229-230 °C, Tschesche et
al., 1964)

[0]"p = +85°(c= 0,9; EtOH) (Lit. + 88 °, Johns et al,, 1967).

Espectro de masas: N-metillaurotetanina (CzoHzsNO4y; M = 341):

341 (M)* (86%), 340 (M-H)* (100%), 326 (M-CH;)" (63%), 310 (M-QCHs)" (27%), 298
(M-CHsN=CHy)* (15 %), 283 (M-CH3;N=CH,, CH)" (22%), 267 (M-CH;N=CH,,
OCHs)" (31%). Resultados de acuerdo a lo publicado (Tewari et al., 1972).

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Tewari et al., 1972).

S (ppm) Integracion Multiplicidad  Asignacion
2,54 3H s N-CH3
2,60-3,10 7H m H-icloalifiticos
3,64 3H s 1-0-CHj
3,86 3H s 10- 6 2-0-CH;3
3,87 3H s 2- 6 10-0-CH;
6,56 1H s H-3
6,85 1H s H-8
8,10 1H s H-11
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Yodure de N-metilboldinio,

trimetilaporfinio

Rendimiento : 86 %.

Punto de fusién (MeOH) >225 °C.

[a]’p = +70°(c= 0,57, H;0).

yoduro de (S)-2,9-dihidroxi-1, 10-0,0°,N-

Espectro de masas del yoduro de N-metilboldinio (CxoHzNOs; PM = 342)
342 (M)* (4%), 341 (M-H)* (16%), 327 (M-CH3)" (7%), 299 (M-CH,=N(CH,)3)" (13 %),

127 (M-215)* (5%), 58 (M-284) (100%).

Espectro de RMN-"H del compuesto disuelto en D,0 (sin referencia interna).

& (ppm) Integ. Multip. Asignacién
2,57-3,11 6H m H-cictoalititicos
3,17 3H s N-CH;
3,28 3H s N-CH;
3,56 3H s 1-0-CH,

3,76 3H s 10-0-CHs;

4,34 1H dd H-60
6,59 1H s H-3
6,79 1H S H-8
8,10 1H s H-11
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Yoduro de N-metilglaucinio, yoduro de (S)- 2, 9-0, 0’,N-trimetilaporfinio

Rendimiento ; 96 %.

Punto de fusién (agujas, EtOH-éter) = 213-215 °C (Lit. 216 °C, Yunusov y Progressov,

1952),

[a]lsn = +73° (c=0,25; MeOH) (Lit. + 81 °, Dwuma-Badu et al., 1980).

Espectro de masas de yoduro de N-metilglaucinio (CzH2sNOs"; M = 370)

370 (M)* (3%), 369 (M-H)" (10%), 355 (M-CHas)" (3%), 312 (M-CH,=N(CH;)s)* (9%),

127 (M-242) * (5%), 58 (M-312) (100%).

Espectro de RMN-"H del compuesto disuelto en D;O ( sin referencia interna).

o (ppm) Integr. Multip. JHz Asignacion

2,55-3,01 6H m H-cicloatifaticos
3,13 3H s N-CH;
3,25 3H s N-CH;
3,66 3H s 1-0-CHs
3,78 3H s 2-09-0-CH;
3,83 3H s 9- 0 2-0-CH;
3,86 3H s 10-0-CH;
4,62 1H dd 15;3,1 H-6a
6,95 1H s H-3
7,01 1H s H-8
7.92 1H 5 H-11
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0, N-tetrametilaporfinio

Rendimiento : 86 %
Punto de fusién (EtOH) > 225 °C.
[e]’p = +52° (c=0,1; H,0).

Yoduro de (S)-N-metilpredicentrinio, yoduro de (5)-2-hidroxi-1, 6a, 9, 10-0, 0,
Espectro de RMN-'H del compuesto disuelto en DO ( sin referencia interna).
\

d (ppm) Integ. Multip.  Asignacién
2,55-3,16 6H m H-cicloatifsticos
3,22 3H s N-CH;
3,33 3H s N-CH;
3,63 3H s 1-0-CHj
3,79 3H s 9-0-CH;
3,83 3H s 10-0-CH;s
4,60 1H dd H-6c
6,39 1H s H-3
6,89 1H s H-8
8,19 1H s H-11
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Xantoplanina, yoduro de N,N-dimetillaurotetaninio, yoduro de (8)-9-hidroxi-1,
2, 6a, 10 -0, 0, O, N-tetrametilaporfinio].

Rendimiento ; 69 %.

Punto de fusién (MeOH) = 188-191 °C (218-220 °C; Kuck et al., 1967).
[o]*°p = +59° (c =0,13; H,0) (lit. + 53 °, Chattopadhyay e al., 1983).

Espectro de RMN-"H del compuesto disuelto en DO ( sin referencia interna).

d (ppm) Integ. Multip. Asignacién
2,49-3,10 6H m H-cicloatifsticos
3,16 3H s N-CH;
3,27 3H s N-CH;
3,67 3H s 1-0-CH;
3,83 3H s 2-0-CHs

3,90 3H s 10-0-CH;

4,60 1H dd H-6c.
6,54 1H s H-3
6,94 1H 5 H-8
8,19 1H 5 H-11
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N-Etillaurolitsina, (S)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-N-etil-ror-aporfina
Rendimiento : 29 % (con respecto a laurolitsina).
Punto de fusién (HCI, EtOH) = 175-176 °C (Lit. 175-177 °C, Chiou et al., 1998).
[0]*p = +111°(c= 0,32; MeOH)
Espectro de masas de N-etillaurolitsina (Cz0HzsNO4; M = 341):
341 (M)* (100%), 340 (M-H)" (67%), 326 (M-CH;)" (70%), 310 (M-OCHz)" (25%), 284

(M- M- CH,=NCH,CH3)" (42%), 269 (M- CH,=NCH,CH;, CHz)" (51%), idénticos a los
publicados en la literatura (Chiou et al., 1998)

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCl3 (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), de acuerdo a lo publicado en la literatura (Chiou ef al., 1998)

] Integ. Multip. J  Asignacién
(ppm) (Hz)
130 3H 7 75 N-CH,CH;
2,3-2,5 3H m - Hecloalitsticos
2,65 2H q 7.5 N-CH;CHj;
2,7-3,2 3H m - Heicloatifaticos
3,58 3H s - 1-0-CH;
3,84 3H s - 10-O-CHs
6,81 1H s - H-3
6,96 1H s - H-8
8,07 1H s - H-11
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N-n-Propillaurolitsina, (5)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-N-r-propil-nor-aporfina

Rendimiento : 32 % (con respecto a laurolitsina).

Punto de fusién (sal clothidrica, EtOH) = 161-163 °C (Lit. 162-166 °C, Chiou et al.,
1998).

[¢]®p = +83°(c= 0,50; EtOH)

Espectro de masas de N,n-propillaurolitsina (Cz1H2sNO4; M = 355)

355 (M) (100%), 354 (M-H)" (91%), 340 (M-CH;)" (42%), 324 (M-OCHz)" (29%), 284
(M- M- CH;=NCH,CH;CHs;)" (42%), 269 (M- CHz=NCH,CH,CH;, CHs)" (51%). De
acuerdo con lo publicado (Chiou et al., 1998).

Espectro de RMN-"H de 1a base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia
interna) de acuerdo con lo publicado (Chiou et al., 1998).

8 Integr. Multip. .J(Hz) Asignacion
(ppm)

0,97 3H t 7.4 N-CH; CH, CH;

1,62 2H m - N-CH; CH; CH;

241 2H t 7.6 N-CH,; CH,;CH;
2,5-2,7 3H m - H-cictoatifaticos
2,7-30 4H m - H-cicloalititicos

3,56 3H s - 1-0-CHj,4

3,89 3H s - 10-0-CH;

6,66 1H s - H-3

6,80 1H s - H-8

7,91 1H s - H-11
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N-Alillaurolitsina, (5)-N-alil-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-nor-aporfina

Rendimiento : 47 % (con respecto a laurolitsina).

Punto de fusi6n (sal clorhidrica, EtOH-éter) = 174-176 °C (Lit. 175-180 °C, Chiou et al.,
1998).

[]"p = +90° (c = 0,10; EtOH)

Espectro de masas de N-alillaurolitsina (Cy1H»sNOg; M = 353):

353 (M)* (100%), 352 (M-H)* (84%), 338 (M-CHs)" (75%), 322 (M-OCHs)* (27%), 284
(M-CH,=NCH,CH=CH;)" (31%), 296 (M-CH,=NCH,CH=CH,, CH:)" (21%).
Resultados de acuerdo con lo publicado {Chiou et al., 1998).

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCls (TMS al 1 % v/v como referencia
interna). Resultados de acuerdo con lo publicado (Chiou e? al., 1998).

8 (ppm) Integ. Multip. J (Hz) Asignacion
247-302 7H m - H-cictoalifaticos
2,98 2H t 15 N-CH,CH=CH;
3,59 3H s - 1-0-CHj
3,77 3H s - 10-0-CHjz
5,50 1H d 10 N-CH,CH=CH,
5,60 1H d 10 N-CH,CH=CH,
6,09 1H m - N-CHCH=CH,
6,64 1H s - H-3
6,77 1H s - H-8
7,86 1H s - H-11
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3-Cloroboldina, (8)-3-cloro-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxiaporfina

Rendimiento : 45 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (benceno) = 183-184 °C (Lit. 183-185 °C, Sobarzo-Sinchez et al.,
2000).

[0]'"s = +102° (c = 0,1; MeOH) (Lit. + 103 °, Sobarzo-Sanchez et al., 2000) *

.

Espectro de RMN-'H de Ia base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Sobarzo-Sinchez et al., 2000).

d (ppm) Integ. Multip. Asignacion
2,52 3H m H-cictoatifsticos
2,55 3H s N-CH;

2,9-3,1 4H m H-cicloalifiticos
3,6 3H s 1-0-CHs
39 3H s 10-0-CHj3
6,8 1H s H-8
7.9 1H s H-11

* Las propiedades fisicas y espectroscépicas de los derivados halogenados de boldina
(3-Cl, 3-Br y 3-I) y la 8-nitroso y 8-aminoboldina preparados, fueron comparadas con
muestras auténticas proporcionadas gentilmente por el Licenciado en Quimica, Sr.
Eduardo Sobarzo del Laboratorio de Quimica Biodinidmica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.
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3-Bromoboldina, (S)-3-bromo-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxiaporfina

Rendimiento : 80 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (benceno) = 192-194 °C (Lit. 192-194 °C, Sobarzo-Sinchez ef al.,
2000).

[@] = +89 ° (c = 0,1; MeOH) (Lit. + 88 °, Sobarzo-Sanchez et al., 2000).

Espectro de RMN-"H de la base disuelta en CDCla (TMS al 1 % v/v como referencia
interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Bhakuni et al., 1977; Sobarzo-S4nchez
et al., 2000).

d (ppm) Integracién Multiplicidad Asignacién
2,37 3H m H-cicloalifaticos
2,48 3H s N-CH;

2,83-3,04 4H m H-cicloatitaticos
3,63 3H 5 1-0-CH;
3,90 3H s 10-0-CH;
6,82 1H s H-8
7,87 1H s H-11
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3-Yodoboldina, (S)- 2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-3-yodoaporfina

Rendimiento : 42 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (sal bromhidrica) > 220 °C (Lit. > 220 °C, Sobarzo-Sénchez et al.,
2000).

[oF”p = +73 ° (c = 0,2; MeOH) (Lit. 72,5 °; Sobarzo-Sénchez ef al., 2000).

Espectro de RMN-'H de 1a sal bromhidrica disuelta en D,0 (sin referencia interna),

resultados de acuerdo con lo publicado (Sobarzo-Sénchez et al,, 2000).

8 (ppm) Integraciém Multiplicidad Asignacién
2,71-2,96 3H dd H-cictoaliféticos
3,09 3H s N-CH;3

3,33 3H m H-cictoalititicos

3,51 3H s 1-0-CH;
3,78 1H m H-cictoalitaticos
3,80 3H s 10-0-CH;
4,25 1H m H-6c.
6,82 1H s H-8
7,87 1H s H-11




8-Bromopukateina, (R)-8-bromo-11-hidroxi-1,2-metilendioxiaporfina

Rendimiento : 67 % (con respecto a pukateina).

Punto de fusidn (sal clorhidrica) = 193-195 °C.
[2p = -153 ° (¢ = 0,65; MeOH). |

Espectro de masas de 8-Bromopukateina (CisHisNO3;Br M= 374):

375 (90%)-373 (82%) (M)", 374 (100%)-372 (85%) (M-H)", 360 (19%)-358 (13%) (M-
CHa)*, 345 (42%)-343 (42%) (M-OCH,)*, 330 (58%)-332 (57%) (M-CH5N=CHy)" |
(42%), 294 (M-Br)",

Espectro de RMN-'H de la base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna).

O (ppm)  Integr. Multip. J(Hz) Asignacién 3 4
2,51-2,63 3H m - Hicloatifticos

2,58 3H s - N-CH;
2,70-3,10 4H m - Heicoatifaticos

5,99 1H d 1,2 -OCH0-

6,13 1H d 1,2 -OCH,0-

6,86 1H s - H-3

6,88 1H d 8,8 H-10

6,98 1H d 8,8 H-8
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$-Nitrosoboldina, (S)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-8-nitrosoaporfina

Rendimiento : 64 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (sal clorhidrica) = 128-130 °C (Lit. 128-130 °c, Sobarzo-Sénchez e? al.,
1993)

[a]ZSD =+ 231°(c=0,1; MeOH) (Lit. 231 °, Sobarzo-Sanchez et al., 1993)

Espectro de RMN-'H de la base disuelta en DMSO-ds (sin referencia interna)( Sobarzo-
Séanchez et al., 1993)

8 (ppm) Integraciéom Multiplicidad Asignacién
2,19-2,34 2H m H-cictoaitaticos
2,35 3H s N-CH3
3,54-2,83 5H m H-cictoatifsticos
3,61 3H m 1-0-CHs
3,90 3H s 10-0-CH;

6,60 1H s H-3
8,03 1H s H-11
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8-Aminoboldina, (S)-8-amino-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxiaporfina

Rendimiento : 64 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (sal clorhidrica) = 177-179 °C (Lit. 177-179 °C, Sobarzo-Sénchez e al.,
1993).

[a]*’p = +189 ° (c = 0,9; MeOH) (Lit. +189 °, Sobarzo-Sénchez et al., 1993).

Espectro de RMN-"H de Ia base disuelta en DMSO-ds (sin referencia interna)( Sobarzo-
Sanchez et al., 1993)

d (ppm) Integracién Multiplicidad Asignacién
1,84-2,29 2H m H-cictoalifsticos
2,44 3H s N-CH;
2,49-3,13 5H m H-cicloatifiticos
3,49 1H m 1-0-CH;
3,75 3H s 10-0-CH;

6,46 1H s H-3
7,34 1H s H-11
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0,0"-Diacetil-6a,7-dideshidroboldina,  2,9-diacetoxi-1,10-dimetoxi-6a,7-dides-
hidroaporfina

Rendimiento : 39 % (con respecto a boldina).

Punto de fusion (base libre, MeOH) = 158-160 °C
(Lit. 159-160 °C, Urzdia y Torres, 1984).

Espectro de masas de O,0’-diacetil-6a,7-dideshidroboldina (C3HsNOg; M = 409)
410, 409 (M)* (100%), 367 (M-CH,=C=0)* (63%), 352 (M-CH;=C=0, CH3)" (50%),
325 (M-2 x CH,=C=0)" (25%), 310 (M-2 x CH,=C=0*, CHs) (85%).

Espectro de RMN-'H de la base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna), resultados de acuerdo con lo publicado (Urzia y Torres, 1984).

d (ppm) Integ.  Multip. Asignacion
2,36 3H s CH:C=0
2,35 3H s CH3C=0
2,96 3H s N-CH;
3,17 2H d H-4B/5p8
3,27 2H d H-4o/5a
3,79 3H s 1-0-CH;
3,89 3H s 10-0-CH;
6,60 1H s H-7
7,00 1H s H-3
731 1H s H-8
8,97 1H s H-11
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6a,7-Dideshidroboldina, 2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-6a,7-dideshidroaporfina

Este producto de oxidacion se obtuvo de tres diferentes maneras:

a) por oxidaci6n de boldina con HgCl; (Rendimiento = 64 %)
b) por oxidacién de boldina con aire (O,) (Rendimiento = 15 %)
c) por oxidacién con radicales hidroxilo (HO) (Rendimiento = 60 %)

Punto de fusién (base libre, McOH) = 178-180 °C (Lit. 179-180 °C, Urztia y Torres,
1984)

Espectro de RMN-"H de 1a base disuelta en CDCls (TMS al 1 % v/v como referencia

interna).

o (ppm) Integ.  Multip. J(Hz) Asignacién
2,95 3H s - N-CH,
3,10 2H dd 54 H-48/50
3,24 2H dd 54 H-40/50
3,80 3H s - 1-0-CH;,4
3,92 3H s - 10-0-CH;
6,40 1H s - H-7
6,88 1H s - H-3
6,99 1H s - H-8
8,89 1H s - H-11
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8-(9-0-Boldinoxiboldina).

Este producto se obtuvo co-incubando boldina con ABAP (ver seccion 3.1.4, oxidgcién

de boldina; en Materiales y Métodos).

Rendimiento : 27 % (con respecto a boldina).

Punto de fusién (base, CHCls) = 177-179 °C

Anilisis elemental: C,H,N (tedrico) =69,92; 6,17; 4,23
CH, N (experimental) = 70,23; 5,99; 4,16

[2]®p = +189 ° (¢ = 0,09; McOH).

Espectro de RMN-'H de la base disuelta en CDCl; (TMS al 1 % v/v como referencia

interna).

o (ppm) Integ. Multip. | Asignacion
2,34 3H s N-CH;
2,45 3H s N-CH5y’
3,57 3H s 1-0-CHj3
3,61 3H s 1°-0-CH;
3,92 3H s 10-0-CH;
3,99 3H s 10°-0-CH;
6,44 1H s H-3
6,49 1H s H"-3
6,62 1H 5 H-8
7.91 1H s H-11
8,03 1H s H-11
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Espectro de RMN-"C & (CDCls):

d (ppm) Asignacién
26,8 c-7
28,6 C4/C-#
33,8 C-7
43,8 N-CH3 / N-CHy’
53,2 C-5/C-5
56,2 10-0-CHs
56,3 10-0-CH5’
60,2 1-0-CHs
60,4 1-0-CH»
62,2 C-6a
62,3 C-62’
107,8 C-11

111,8 c1r
113,9 C-3/C-3
114,5 Cc-8
123,1 C-1la
123,9 C-ila’
125.6 C-l1a
125,7 C-1a’
126,0 C-7a
126,1 C-72’
129,3 C-3a
1294 C-3a’
129,7 Clb/C1b’
138,3 C-9’
1393 C-8
1425 C1/cr
146,4 C-9
146.4 C-10
147,7 C-10°
1484 C-2
148,5 Cc-2




3.2 Evaluacion del coeficiente de reparto de algunos derivados.
32.1 Determinacién de las absortividades y las longitudes de onda de

absorcién maxima
Compuesto Apoctanol  Epoctanot X10° A tampén fosfate € tampén fostato X 10°
(mm)  (/molescm?) (nm) (/moles'cm?)

Boldina 304,5 0,0140 302,5 0,0108
2,9-0,0"-Dipivaloilboldina 300 0,0104 ND ND

Glaucina 303 0,0135 281 0,0151
Predicentrina 303,5 0,6161 282 0,0164
3-Cloroboldina 318 0,0160 304,5 0,0170
3-Bromoboldina 286 0,0167 304,5 0,0172
3-Yodoboldina 322 0,0184 286,5 0,0188
8-Nitrosoboldina 283 0,0162 ND ND

8-Aminoboldina 295 0,0132 304,2 0,0129

Tabla 1: Longitudes de onda de absorbancia méxima y absortividades molares (g) en n-octanol y en
tampén de fosfato de boldina y algenos de sus derivados. Absortividades molares, obtenidas por
cileulo de la pendiente del grifico absorbancia / concentracién de cada tno de lo compuestos
evaluados,

ND : no determinado

3.2.3 Determinacién de la constante de reparto (Kp) y cédlculo de la lipofilia

aparente (log K..,).
Compuesto Xlow @M) [Xlg  Krp  log Koo
(uM)
3-Yodoboldina (n=8) 987 +22 13 75,92 1,88
3-Nitrosoboldina m=7) 973+ 25 27 36,03 1,56
3-Bromoboldina m=7) 945 + 23 55 17,18 1,23
3-Cloroboldina (n=7) 940 = 15 60 15,66 1,19
2,9-0,0"-Dipivaloilboldina (n=7) 938 + 19 62 15,12 1,18
+ Glaucina (n=28) 899 = 16 101 8,90 0,95
Predicentrina n=7) 860 =23 140 6,14 0,79
Boldina (n = 6} 858 + 19 142 6,04 0,78
8-Aminoboldina (n=7) 695 = 10 305 2,27 0,36

Tabla 2 : Concentraciones en octanol ([X].s) y concentraciones en la fase acuosa ([X].,)
de boldina y algunos de sus derivados, constantes de reparto (Ky,) y lipofilias moleculares
(log K;.p) calculadas a partir de estos datos.
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3.3 Evaluacion de actividad antioxidante

3.3.1 Resultados: Descoloracion de soluciones de ABTS.
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Grifico 1 : Modificaciones de la absorbancia (% AA) medida a los 90 segundos en funcion de
concentraciones crecientes de : boldina, N-metillaurotetanina, predicentrina y glaucina (n = 4).
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Grifico 2 : Modificaciones de la absorbancia (% AA) medida a los 90 segundos en funcién de
concentraciones crecientes de: boldina, yoduro de N-metilboldinio y yoduro de N-metilglaucinio
(n=4).
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Grifico 3 : Modificaciones de la absorbancia (% AA) medida a los 90 segundos en funcion de
concentraciones crecientes de: glaucina, 2,9-0,0’-dipivaloilboldina y 2.,9-0,0’-diacetilboldina
(n=4).
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Grifico 4 : Modificaciones de la absorbancia (% AA) medida a los 90 segundos en funcién de
concentraciones crecientes de: boldina, 3-cloro-, 3-bromo- y 3-yodoboldinas (n = 4).
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Grifico 5: Modificaciones de la absorbancia (% AA) medida a los 90 segundos en funcion de
concentraciones crecientes de: boldina, pukateina y 8-bromopukateina .
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Grifico 6: Modificaciones de la absorbancia (% AA) medida a los 90 segundos en funcion de
concentraciones crecientes de : boldina y trolox® .
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3.3.2 Comentario de los resultados obtenidos con ABTS.

La capacidad de descoloracion de la boldina y de sus derivados metilados se evalud a
diferentes concentraciones (1-8 pM). Se observo que la descoloracion total de la
solucién de ABTS (es decir % AA = 100) se obtenia en presencia de boldina,
predicenirina y de 2- N-metillaurotetanina a una concentracién 6 uM (grafico 1). Por
otra parte la glaucina presenta una baja capacidad de descolorar la solucion de radicales
libres ya que a las mismas concentraciones reduce la coloracién en aproximadamente 10
%. Se efectud de la misma manera la evaluaciéon de la capacidad descolorante de los
derivados de amonio cuaternario de la boldina (yoduro de N-metilboldinio) y glaucina
(yoduro de N-metilglaucinio), en el mismo intervalo de concentracion (1-8 pM) (grafico
2). La sal de amonio cuaternaria de boldina descolora la solucién a una concentracion 6
yM, mientras que el compuesto no fenolico no presenta poder descolorante a estas
mismas concentraciones. La determinacion de la actividad descolorante de los derivados
diéster como la 2,9-0,0’-dipivaloilboldina y la 2,9-0,0’-diacetilboldina, se efectué
dentro del intervalo de 1-40 puM, en el cual no se observaron cambios superiores a un 10
% en la absorbancia (grafico 3). Sin embargo, se determind que una concentracion 40
pM de glaucina es capaz de producir una descoloracién de aproximadamente 25 %.

Un cuarto grupo de experiencias consistié en evaluar derivados modificados en el anillo
aromatico A del esqueleto aporfinico tales como 3-cloro-, 3-bromo- y 3-yodoboldina,
utilizando concentraciones 1-8 M (grafico 4). Se determiné que los tres derivados
halogenados de la boldina producen una descoloracién total de la soluciéon a una
concentraciéon minima de 6 M de manera similar al alcaloide precursor no modificado.
Se incluyé ademds en la evaluacion pukateina y 8-bromopukateina (grafico 5),
observindose que tanto la pukateina a una concentracién 8 uM y su derivado bromado a
una concentracion 10 uM producen una descoloraciéon méxima de la solucion.
Finalmente, se efectué la comparaciéon del poder descolorante de la boldina y el
antioxidante de referencia, Trolox®, a concentraciones de 1-10 uM (grafico 6). Esta
experiencia permitié determinar que la concentracidon necesaria de Trolox® para

producir una descoloracion total de los radicales es 12 pM.
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3.3.2 Resultados obtenidos en la proteccion de lisozima
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Grafico 7: Porcentaje de actividad residual de

lisozima en funcién del tiempo. Resultados

obtenidos con lisozima y al al co-incubar la enzima con diferentes concentraciones AAP. Se
incluye una linea teorica de 100 % de actividad (AT lisozima).
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Grafico 8: Porcentaje de actividad residual de

lisozima en funcién del tiempo. Resultados

obtenidos al co-incubar lisozima con diferentes concentraciones de boldina en presencia de AAP

100 pM.
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Grafico 9: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcién del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, trolox® o BHT 100 uM en presencia de AAP 100

uM.
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Grafico 10: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcion del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, N-metillaurotetanina, predicentrina o glaucina 100

uM en presencia de AAP 100 pM.
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Grafico 11: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcién del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, N-metillaurotetanina y predicentrina en presencia

de AAP 100 pM.
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Grafico 12: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcién del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, 3-bromoboldina, 3-yodoboldina o N-alil-

norboldina 100 uM en presencia de AAP 100 pM.
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Grafico 13: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcién del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, 3-cloroboldina, 3-bromoboldina o 3-yodoboldina
50 uM en presencia de AAP 100 pM.
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Grafico 14: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcion del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, 3-cloroboldina, 3-bromoboldina o 3-yodoboldina

25 uM en presencia de AAP 100 pM.
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Grafico 15: Porcentaje de actividad residual de lisozima en funcion del tiempo. Resultados
obtenidos al co-incubar lisozima con boldina, 8-nitrosoboldina u 8-aminoboldina 50 pM en
presencia de AAP 100 pM.

A partir de las curvas de actividad residual versus el tiempo, se ajustaron por ajuste
polinomial de segundo grado cuyos parametros de muestran en la tabla 3. Utilizando
éstas ecuaciones se obtuvieron los tiempos medios (ti2) a los cuales un antioxidante
mantiene la actividad de la enzima en un 50 % y a partir de ellos se hizo una
comparacion entre los t» algunos de los antioxidante aporfinicos evaluados y el BHT,
calculando un pardmetro denominado M,, para establecer la eficacia temporal de las

aporfinas con respecto al antioxidante de referencia.
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boldina (100 uM) 10/?) +2,0 -035 + 0.09 7;5 x10%+ 0,8x10*
boldina (50 uM) 98,8+2,7 -0.78+0.10 0,003 + 8x 10
boldina (25 uM) 101+2,3 -1,13+0,09 0,004+ 7,3x 10
Trolox (100 uM) 102+42 -0,69+0,16 0,001 +0,0013
BHT (100 uM) 99,8+3,6 -1,48+0,14 0,006 + 0,0011
N-metilaurotetanina (100 992+1,9 -0,58 +0,07 0,002 +6,2x 10
;X()iicentrina (100 uM) 992+7,5 -057+ 0,30  2,4x10*+0,0024
glaucina (100 uM) 100,3+3,6 -1,51+0,14 0,007 +0,0011
3-cloroboldina (100 uM) 100,6+1,3 -1,41+0,05  0,0014 + 4,02 x10™
3-bromoboldina (100 uM)  100,7+3,0 -0,26+0,12 -4,76x10*+9,6x10™
N-alil-nor-boldina (100 uM) 100,3+0,6 -0,69+0,03  0,0018 +2,01 x10-4
3-cloroboldina (50 uM) 99,2+1,6 -0,55+0,006  0,0022 +4,96x 10™
3-bromoboldina (50 uM) 993+1,5 -0,85%0,05 0,003 +4,71 x 10™
3-yodoboldina (50 uM) 99,4+ 1,53 -0,81+0,06  0,0029 + 4,81 x 10™
3-cloroboldina (25 uM) 989+1,3 -0,69+0,007  0,0031+2,7x10*
3-bromoboldina (25 uM) 99,3+3,1 -0,82+0,023 0,069 +3,4x 10"
3-yodoboldina (25 uM) 97,6+1,2 -0,97+0,0021  0,0005+4x10*
8-nitrosoboldina (25 uM) 101,1 £2,7 -1,88+£0,034 0,006 + 0,003
8-aminoboldina (25 uM) 99,7+1,8 -1,65+0,045 0,0056 + 0,006

Tabla 3: Parametros de las ecuaciones (Y = A + BX +CX") utilizados para el ajuste de las
curvas obtenidas experimentalmente en los ensayos de inhibicion de la lisozima (p < 0,005).
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Compuesto t12 Min

(100 uM)
boldina >120 =15
BHT 78 1
Trolox® 40 0,5

Tabla 4: t,, y M), para boldina, BHT y trolox. (t;, = tiempo requerido para la pérdida del 50 %
de la actividad enzimatica (en minutos) en presencia de los diferentes compuestos a 100 pM.
M;;; = Razén de los t;, de boldina o trolox con respecto al ti, del BHT (ti2 apo/ tiz But):
determinados utilizando cada antioxidante 100 pM).

Compuesto tin M,
boldina (100 uM) >120 >1,5
boldina (50 uM) 90 -
boldina (25 pM) 33 -

Tabla 5: t,, y My, para boldina. (t,, = tiempo requerido para la pérdida del 50 % de la actividad
enzimatica (en minutos) en presencia de diferentes concentraciones de boldina. My, = Razén de
los t;, de boldina con respecto al t, del BHT (t)2 apo/ ti2 mir), determinados utilizando cada
antioxidante 100 pM).

Compuesto tin tin tin Min
(100 pM) (S0 M) (25 uM) (100 uM)
boldina >120 90 53 > 1,54
N-metillaurotetanina 119 51 - 1,52
predicentrina 79 39 - 1,01
glaucina 43 - - 0,55

Tabla 6: t;, y My, para boldina y sus derivados O-metilados (t;, = tiempo requerido para la
pérdida del 50 % de la actividad enzimatica (en minutos) en presencia de diferentes
concentraciones de los compuestos evaluados. M, = Razdn de los t; de boldina o su derivados
O-metilados con respecto al t;, del BHT (tiz oo/ tiz sur), determinados utilizando cada
antioxidante 100 uM).
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Compuesto tin tin tin Mia

(100 iM)  (50uM) (25 M) (100 uM)
boldina >120 90 53 > 1,54
3-cloroboldina - >120 75 -
3-bromoboldina >120 91 63 > 1,54
3-yodoboldina >120 87 62 > 1,54

Tabla 7: t;; y My, para boldina y sus derivados halogenados (t;» = tiempo requerido para la
pérdida del 50 % de la actividad enzimdtica (en minutos) en presencia de diferentes
concentraciones de los compuestos evaluados. M, = Razon de los t;; de boldina o su derivados
halogenados con respecto al t, del BHT (tin apo/ tiz sur), determinados utilizando cada
antioxidante 100 uM).

Compuesto tin tin tin
(100pM)  (S0uM) (25 uM)
boldina >120 90 53
8-nitrosoboldina - 73 -
8-aminoboldina - 30 -
N-alil-nor-boldina 88 - -

Tabla 8: t;; para boldina y algunos de sus derivados. (t;» = tiempo requerido para la pérdida del
50 % de la actividad enzimética (en minutos) en presencia de diferentes concentraciones de los
compuestos evaluados)

3.3.4 comentarios de los resultados obtenidos en la proteccion de la lisozima

La incubaciéon de lisozima a 37 °C en presencia de AAP 100 pM conduce a la
inactivacién progresiva de la enzima como una funcion del tiempo. Este proceso se
graficé como la actividad residual de la enzima (%AR), medida cada 30 minutos por
espacio de 2 horas. En una primera etapa se evalu6 el comportamiento de la lisozima
incubada en ausencia de radicales libres y de antioxidantes (grafico 7) para determinar el
efecto de la temperatura y la agitacion mecanica sobre la actividad de la proteina. La
desnaturacién (pérdida de capacidad enzimatica) alcanza al cabo de dos horas
aproximadamente un 10 % y se considera en los calculos ulteriores. En grafico 7
también se muestra el efecto desnaturante del generador de radicales libres a 50 y 100
uM, produciendo el maximo de pérdida de actividad enzimitica a la mayor
concentracion. La actividad en ausencia de radicales libres fue entonces considerada
como un 100 % de actividad enzimatica y en presencia de 100 pM de la sustancia

generadora de radicales libres como un 0 % de dicha actividad.
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De acuerdo a los resultados obtenidos la boldina se comporta como un antioxidante de

eficacia intermedia, es decir no produce tiempos de induccién definidos y su

comportamiento cinético es dificil de calibrar a través curvas simuladas, En los graficos
de 7%AR-tiempo se observan estas caracteristicas para todas las aporfinas ensayadas
(grdficos 8-15). Debido a lo anterior, se compararon los tiempos necesarios para
mantener la actividad de la lisozima en un 50 % (ty2) obtenidos a partir del ajuste de las
curvas con una funcién polinomial (tabla 3). A partir de los t;2 y para obtener un
pardmetro de comparacién con respecto a uno de los antioxidantes de referencia (BHT),
se calculd la razén My, (t12 aporfinas/ ty BHT); tablas 4-7. Un valor de My, = 1 indica
una potencia similar a la del BHT, medidos ambos a 100 uM. Finalmente, y donde se
contaba con datos de actividad residual a diferentes concentraciones, se estimaron
algunos ICs (considerados de la manera tradicional).
Al ensayar boldina a diferentes concentraciones (tabla 5) se observa que a

menores concenfraciones del alcaloide los ty, disminuyen progresivamente. Al
comparar este parametro con aquellos determinados para los antioxidantes de referencia
(tabla 2) se observa que la boldina, asi como la mayor parte de sus derivados, a
excepcién de la glaucina 100 pM, (tabla 4) protegen la enzima durante un tiempo mis |
prolongado (t1» mayeres). Un comportamiento particular se observa para los derivados :
halogenados, que presentan actividades protectoras muy similares a la de la boldina
(tabla 7), todas a 100 uM. En un intento de discriminar mejor entre las propiedades de
estos compuestos, se evaluaron menores concentraciones de las haloaporfinas (50 y 25
uM) observéindose el mismo comportamiento cinético. En todos los casos se observa un
t12 similar al de la boldina, aunque a 50 uM, la 3-cloroboldina presenta un ty» mayor que
los otros dos derivados.

Utilizando el pardmetro My, la boldina, al igual que la mayor parte de sus derivados, |
presenta una mayor capacidad protectora que el BHT (y el trolox). La predicentrina
(1,01} presenta la misma capacidad protectora que el BHT y la glaucina protege menos

(0,55). Los derivados halogenados presentan, al igual que la boldina, un valer > 1,5 lo

que indica que a concentracién 100 uM mantienen una actividad superior al 50 % por
periodos mas prolongados que 2 horas (tabla 7).
Finalmente, se calcularon los ICsy graficando las concentraciones del antioxidante

I
I
‘ en funcién de los datos de actividad residual (%AR) de lisozima a diferentes tiempos en
i
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que se efectuaron las mediciones (t = 30, 60, 90 y 120 minutos). No se consideraron las
%AR a 30 min., debido a que no hay diferencias significativas del %AR a las distintas
concentraciones. El ICsy aumenta solo levemente con el tiempo de medicion (cf. para la
boldina: 46,4 + 7,9 (60 min); 51,7 £ 7,1 (90 min.) y 53,6 = 6,2 (120 min.)), pero se

prefirio trabajar con los datos obtenidos a 120 minutos (tabla 9)

Aporfinas ICsp (LM)
boldina 54+6
N-metillaurotetanina 50+3
predicentrina 65+5
glaucina >100
3-cloroboldina 37+9
3-bromoboldina 42+7
3-yodoboldina 635

Tabla 9: ICs; de algunas aporfinas calculados en funcién de la concentracién utilizada de
aporfina versus la actividad residual a tiempo = 2 horas. Los ICs, se informan como el promedio
+ desviacion estandar.

En comparacién con sus derivados O-metilados, la boldina es més potente que la
glaucina y la predicentrina. Tanto la N-metillaurotetanina como la 3-cloroboldina
presentan una mayor eficacia protectora en este sistema; mientras que las 3-bromo- y 3-

yodoboldinas despliegan una eficacia similar en proteger la lisozima que la boldina.
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3.3.5 Resultados obtenidos en el ensayo de inhibicion de la lipoperoxidacion de

microsomas hepaticos.

Aporfinas 50 pM 25 yM 10 uM 5 uM 3uM
boldina 96 +3.5 955+45 52,7+45 18+24 4+1,0
predicentrina 91,5+4,5 75+ 1,0 19+4.9 10 +£3,6 2,7+2,0
N-metillaurotetanina 94,5 +£3.5 90 £4,0 68+t 6,1 18 74 58+22
glaucina 97,5+0,5 955+£25 42+82 20+3.9 4+14
3-cloroboldina 97,5+4,5 955+25 945+45 57140 23+ 1,3
3-bromoboldina 99.5+0,5 97 +3,0 96,7+4,0 85+£2)5 38,7+5,4
3-yodoboldina 93 +6,0 91 £9,0 89+1.0 62 +3.,6 32+4,7
2,9-0,0 -dipivaloilboldina  99,5+2.0 98,3+3.0 88+13 77:+2.3 28+£1,9
N-alilnorboldina 92+7,0 85,5+1,5 83+53 53+1,9 21+23
a-tocoferol 72425 49+4,0 233+1,7 1,205 -
Trolox® 63+5,5 54 +4,5 11,1 £2.1 1,0+£0.4 -

- : no evaluado

Tabla 10 : Porcentaje de inhibicion de la oxidacion lipidica en microsomas hepéticos por los
diferentes compuestos evaluados a diferentes concentraciones. Los resultados se expresan como

la media * la desviacion estandar (n = 4).
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Grafico 16: Logaritmo del porcentaje de inhibicion de la oxidacién de microsomas (log % ILP)
en funcion del inverso de la concentracién de boldina o glaucina .
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Grafico 17: Logaritmo del porcentaje de inhibicion de la oxidacion de microsomas (log % ILP)
en funcion del inverso de la concentracion boldina, predicentrina o N-metillaurotetanina .
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Grafico 18: Logaritmo del porcentaje de inhibicion de la oxidacion de microsomas (log % ILP)
en funcién del inverso de la concentracion boldina, 3-cloro-, 3-bromo- o 3-yodoboldinas.
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Grafico 19: Logaritmo del porcentaje de inhibicién de la oxidacion de microsomas (log % ILP)
en funcion del inverso de la concentracion boldina, 2,9-dipivaloilboldina o N-alilnorboldina.
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Grafico 20: Logaritmo del porcentaje de inhibicion de la oxidacion de microsomas (log % ILP)
en funcion del inverso de la concentracién boldina, a-tocoferol o trolox®.

3.3.5 Cometarios de los resultados de inhibicién de la oxidacion lipidica

La inhibicion de la oxidacion lipidica (“lipoperoxidacion”, ILP) producida por el radical
hidroxilo (generado por una reaccion de tipo Fenton) en microsomas hepaticos se evaluo
midiendo las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) en presencia y
ausencia de boldina, sus derivados y los antioxidantes de referencia en un rango de
concentraciones comprendidas entre 1-50 pM, medidos durante 20 minutos. Bajo estas
condiciones los alcaloides y los antioxidantes de referencia inhibieron el proceso de
oxidacién del sustrato bioldgico, aunque con diferente potencia. Los datos obtenidos
indican que, de los compuestos bajo estudio, el grupo de las haloboldina (ICs entre 4 y
5,6 uM) son los mas eficientes antioxidantes en comparacion a la boldina (13,3 uM)
junto a la 2,9-0,0’-dipivaloilboldina y la N-alil-nor-boldina (4,4 y 6,3 uM,
respectivamente). Los derivados monofenélicos de la boldina, N-metillaurotetanina y
predicentrina poseen potencias antioxidantes diferentes (10 y 20 uM, respectivamente)

mientras que la glaucina muestra una potencia semejante a la de la boldina. La boldina
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bajo las condiciones de evaluaciéon es més potente para inhibir el proceso de

lipoperoxidacion que los antioxidantes utilizados como referencia: trolox y a-tocoferol

(43 y 38,4uM, respectivamente).

1Cs N
boldina 13,3 +0,5 5
predicentrina 20,0 £1,2 5
N-metillaurotetanina 10,2 £1,2 5
glaucina 13,5+0.8 =
3-cloroboldina 55x02 5
3-bromoboldina 4,04+03 5
3-yodoboldina 5,6+0,3 5
2,9-0,0’-dipivaloilboldina 44+13 5
N-alil-nor-boldina 6,3+0,4 5
a-tocoferol 384 +2.6 3
trolox® 43425 3

Tabla 11: Concentraciones de semi-inhibicion (ICsg) para los diferentes compuestos evaluados

en el proceso de lipoperoxidacion. N = niimero de datos considerados.
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4.0 DISCUSION DE LOS RESULTADOS
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4.0 DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1 Hemisintesis de derivados de la boldina y de la pukateina.

La extraccién de la boldina y la laurolitsina se llevé a cabo utilizando un método
desarrollado en nuestro laboratorio, que consiste en el tratamiento del material vegetal
(corteza o madera de bolde) finamente dividido y seco, con 4cido férmico acuoso a 80
°C. De esta manera se logra extraer los componentes susceptibles de ser ionizados en el
material vegetal, particularmente la fraccién alcaloidal protonada. La principal ventaja
de este método es que se trabaja con un 4cido de bajo costo y de caracteristicas

antioxidantes y se requiere un menor tiempo para aislar la fraccién de interés que
utilizando métodos alternativos. El posterior fraccionamiento y purificacién de los
alcaloides se lleva a cabo por extraccién de la solucién a diferentes pH, cristalizando o
bien utilizando técnicas cromatogréficas, lo que permitié obtener las moléculas

precursoras en cantidades adecuadas para su posterior transformacién.

Los primeros intentos de obtener derivados apuntaron a la conversién de boldina en sus
respectivos ésteres, que podrian funcionar como prodrogas mds facilmente absorbibles o
méis susceptibles de atravesar membranas bioldgicas, intentdndose dos vias
independientes para obtener estos compuestos. En una de ellas, el proceso de acilacién
se realizé tratando una solucién de boldina en diclorometano con anhidrido acético en
piridina, en presencia de 4-dimetilaminopiridina, obteniéndose el compuesto diacetilado
con rendimientos cercanos a un 45 %. El procedimiento alternativo consistié en el
tratamiento de soluciones de boldina en 4cido trifluorodcetico con cloruro de acetilo (o
pivaloflo - 2,2’-dimetilpropanoilo) alcanzindose rendimientos de hasta un 75 % en
ambos casos. Aunque los rendimientos en forma comparativa al trabajar con los cloruros
de 4cido en medio de 4cido trifluoroacético (Borgman et al.,, 1975) son mayores gue
bajo condiciones bisicas, 1a ventaja potencial de éstas, si se las lograra optimizar,
consistiria en que el diclorometano es un reactivo menos téxico y relativamente de bajo
costo en comparacién al 4cido trifluoroacético, de lo cual se desprende 1a conveniencia
de estas experiencias.. El mayor rendimiento de las acilaciones en medio 4cido se puede

explicar porque en estas condiciones, estando protonado el nitrégeno cicloalifitico, los
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agentes acilantes (electréfilos) reaccionaron preferentemente con los grupos fenélicos.
En medio bésico reacciones de eliminacién de Hoffmann pueden formar derivados de 1-
aminoetil- (o 1-acilamidoetil)-fenantreno, productos que se han descrito trabajando con
boldina en condiciones andlogas pero utilizando cloruro de benzoilo como agente
acilante (Johns et al., 1966). La formaci6n de este tipo de compuestos, hipoteticamente,

puede dar cuenta de los bajos rendimientos logrados al acilar boldina en solucién
piridinica.

Por otra parte, se logré preparar un hemiéster del 4cido succinico: 4cido-3-

etoxicarbonilpropanoico, intermediario clave para la obtencién de los hemiésteres de la
boldina. A continuacién se utilizé el procedimiento habitual para convertirlo en el
cloruro de 4cido 3-etoxicarbonilpropanoico (Robinson ef al., 1996). Finalmente, el

etoxi-derivado fue sometido a reaccién con la boldina para producir el éster mixto

correspondiente, siguiendo un protocolo andlogo al descrito en la preparacién de un éster

de Ia rapamicina (Adamczyk et al., 1994). Este producto fue detectado en cromatografia

de capa fina observindose la aparicién de dos manchas principales, una de las cuales
correspondia a la boldina sin modificar. La mezcla de reaccién fue fraccionada
utilizando cromatografia de columna separdndose una cantidad importante del alcaloide
sin modificacién y un 30 % del compuesto diesterificado, que fue caracterizado por
espectroscopfa (RMN-'H). El rendimiento global no fue alto, ni se detectaron los

productos monosustituidos, los que podrian haberse hidrolizado en las etapas de

aislamiento.

Intentos de hidrélisis para producir el hemiéster con un grupo carboxilato libre fueron
infructuosos, ya que bajo condiciones basicas (EtOH/NaOH) Ia liberacion de la funcién
fenélica condujo nuevamente a la boldina. La formacién de boldina en el proceso de
hidrélisis del éster indica que el anién ariloxi (boldinoxi) es mejor nucleéfugo que el
alcoxi, por lo que la hidrélisis en medio basico conduce a la formacién de la boldina
nuevamente. Por consiguiente no se cuenta con ningiin hemiéster de boldina con un
tesiduo aniénico libre. Limitaciones de tiempo no permitieron explorar la preparacién
de otro éster mixto que incorporara un grupo bencilo (3-benciloxicarbonilpropanoilo)

para formar el diéster correspondiente con la boldina. En este caso se podria haber

esperado que la liberacién del grupo bencilo a partir del 3-benciloxicarbonilpropanoato
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de boldina se efectuara a través de una hidrogendlisis suave (con HCOOH 4,4% y Pd/C)

(Adger et al, 1987), sin afectar 1a funcién éster formada con el residuo de la boldina.
Una segunda alternativa serfa preparar un hemiéster utilizando el cloruro de 4cido ter-
butoxicarbonilpropanoico (preparado por reaccién de fer-butanol y 4cido succinico), el
cual deberia reaccionar de manera andloga al derivado etoxilado utilizado en nuestro
primer intento. Efectuando la hidrélisis de este producto en medio 4cido (por ejemplo

HCOOH 10%) se esperaria la liberacién del carbocatién terciario de manera
predominante, produciendo fer-butanol y dejando intacto el hemisuccinato de boldina.
Ofra alternativa para salvar este escollo serfa la utilizacién de enzimas comerciales que
muestran preferencias por la liberacién hidrolitica de residuos alcoxi sobre Ia de los
fenoxi (Adamczyk et al., 1994).

La preparacién de uno de los derivados monometilados (predicentrina) y del derivado
dimetilado (glaucina) de boldina, como aproximacién al andlisis del papel de cada uno
de sus grupos hidroxilos en sus propiedades farmacol6gicas, se realizé de acuerdo a un

procedimiento ya descrito (Tschesche et al.,, 1964). El tratamiento de una solucién

metanélica de boldina con una solucién etérea de diazometano condujo a la formacién
de glaucina (2,9-0,0’-dimetilboldina) como producto principal, observindose ademds
por cromatografia en capa fina la presencia de los dos isémeros monometilados. Para la
preparacién del derivado monometilado en el 4tomo de oxigeno unido al C-9, Ia
predicentrina (9-O-metilboldina), la reaccién de eterificacién se llevé a cabo bajo
condiciones de control estequiométrico, mediante una adicién lenta del agente metilante
y manteniendo la temperatura de trabajo cercana a 0 °C. Para la preparacion del

derivado monometilado en el oxigeno de la posicién 2, la N-metillaurotetanina (2-0-
metilboldina), la cual no fue posible aislar de las mezclas de reaccién de boldina con
diazometano, se utilizé la alternativa de aislar laurotetanina (2-O-metil-laurolitsina o 2-
O-metil-nor-boldina) a partir de corteza de Laurelia sempervirens, lo que se hizo

siguiendo una metodologfa andloga a la utilizada para aislar boldina y laurolitsina. La
laurotetanina fue sometida a una reaccién de N-metilacién en condiciones modificadas
de Eschweiler-Clarke (formaldehido y borohidruro de sodio). De esta manera se obtuvo

por via indirecta 1a N-metillaurotetanina (Lebeeuf ef al. 1966).
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La obtenci6n exitosa de glaucina y predicentrina y los intentos infructuosos de aislar N-
metillaurotetanina de la mezcla de metilacién de boldina, utilizando como agente
metilante diazometano, pueden racionalizarse sobre la base de estudios cinéticos. Asi,
sobre la base de la cuantificacién por RMN de *H de los productos formados a diferentes
tiempos en la mezcla de reaccién (Asencio et al.,, 1993), se ha postulado que Ia

velocidad de metilacién del grupo hidroxilo en el C-9, que conduce a predicentrina, es
considerablemente mayor que la de aquél situado en el C-2, que conduce a N-
metillaurotetanina. En consecuencia, Ia primera se forma mucho mds rapidamente que
la segunda. Ademds, al mantenerse la reactividad diferente de los hidroxilos en las
monometilboldinas, la predicentrina formada en una primera efapa sélo es metilada
lentamente a glaucina, permitiendo la acumulacién de cantidades aislables del producto
intermediario. Por el contrario, a medida que s¢ forma N-metillaurotetanina, ésta se
convierte rapidamente a glaucina y por Io tanto no se acumula en cantidades que
permitan su aislamiento.

Los ambientes estéricos de los grupos hidroxilos en C-2 y C-9 son muy similares. Sin
embargo, el grupo metoxilo en C-1 debe encontrarse, en promedio, fuera del plano

(arriba o abajo) del anillo aromético A de la estructura de la boldina y la predicentrina,
como se puede visualizar utilizando modelos moleculares, mediante cilculos de
mecénica molecular o mecano-cuénticos y al interpretar los datos de RMN-1H y ®Cyde
rayos X, de tal manera que podria dificultar estéricamente la metilacién de la funcién
fendlica en C-2 que conducirfa a N-metillaurotetanina o glaucina, respectivamente. Al
contrario, ¢l carbono del grupo metoxilo en C-10 se encuentra preferentemente en el

plano del anillo aromiético D y orientado hacia el C-11 y por lo tanto este grupo tendrfa

un débil efecto estérico sobre el entorno del grupo hidroxilo en C-9. En consecuencia, la

metilacién del grupo hidroxilo en C-9 se cncontraria més favorecida que la del que estd
situado en el C-2. Un argumento estructural adicional que contribuye a explicar porqué

s6lo se detecta cantidades apreciables de predicentrina y no de N-metillaurotetanina es el
hecho que, debido a la conjugacién sobre el sistema bifenilico, la funcién hidroxilo en
C-9 deberia ser més dcida y por lo tanto més reactiva frente al diazometano, De hecho,

una medicién espectrofotométrica permitié determinar ambos pK. encontrindose que el
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hidroxilo en C-9 (pK, = 8,5) es mis icido el de C-2 (pKa = 9,0) lo que permite apoyar

esta idea (Jara et al., 1993).

En la preparacién de las sales cuaternarias de amonio derivadas de boldina y de sus
andlogos mono- y dimetilados, que servirfan para evaluar la hipétesis del papel del par
electrénico del nitrégeno en la actividad antioxidante de aporfinas, se utilizaron
procedimientos ya descritos para este tipo de sustancias desde la década de 1920. Cada

una de las bases fue disuelta en benceno y se afiadié una cantidad equivalente de yoduro
de metilo, cristalizando 1a sal al cabo de un tiempo. Los espectros de RMN-'H acusan la

sefial correspondiente a un segundo grupo N-CHa, observindose ¢l desplazamiento de

ambas sefiales a bajo campo en comparacién a la sefial del Gnico N-CH;s en el producto
no cuaternizado, lo que se deberfa a la carga positiva sobre el nitrégeno. La carga

positiva ademds afecta a los protones vecinos: particularmente se observa la aparicion a
campo relativamente bajo de un doblete de dobletes correspondiente al protén metinico

del C-6a y un desplazamiento de las sefiales metilénicas de C-5 hacia bajo campo. Las
restantes sefiales mantienen sus desplazamientos quimicos ca'racteristicos y confirman la
identidad de los productos aislados.

Para obtener una seric de N-alquil-nor-boldinas que se esperaba que fueran mas
lipofilicas que el alcaloide se habia propuesto como primera alternativa una secuencia
sintética de alquilacién de boldina con los yoduros o bromuros de alquilo
correspondientes sobre el nitrégeno (para formar las sales de amonio cuaternarias

respectivas), seguida de una desmetilacién con bencenotiolate de sodio en N,N-

dimetilformamida. La formacién de la sal cuaternaria de amonio s6lo fue posible en el
caso del yodometilato de boldina, ya que al aumentar el niimero de carbonos de los

halogenuros de alquilo (yoduro de etilo y bromuro de propilo) sélo se detectaron los

productos de eliminacién de Hoffmann, Esto indicaria que la presencia de grupos més
voluminosos que el metilo produce una compresién estérica importante y que la sal
cuaternaria resultante reacciona facilmente con nucledfilos mediocres como podrian ser
moléculas de solvente o iones yoduro formando un producto estabilizado por resonancia,

el derivado fenantrénico correspondiente. Sin embargo, fue posible obtener un par de

las N-alquil-nor-boldinas propuestas utilizando una segunda ruta que evitara la apertura

del anillo C de la boldina. Para esto se procedié a la amidificacién de laurolitsina (ror-

94




boldina) (Lebceuf et al, 1980) con los anhidridos de Acidos acético y propidnico,
utilizando como solvente una mezcla de benceno y piridina y reduciendo las amidas
resultantes con hidruro de litio y aluminio en éter. De esta manera se pudo preparar N-

etil- y N-propil-nor-boldinas. En adicién, y utilizando cloruro de alilo y K;COs en
acetonitrilo, se preparé N-alil-nor-boldina, pero se observé igualmente el producto de la
eliminacién de Hoffmann, que fue caracterizado sélo parcialmente por espectrometria de
RMN-'H cuyas scfiales caracteristicas revelan la naturaleza fenantrénica del producto
como Ja presencia de un doblete de dos nuevos protones unidos a un anillo aromitico,

H-9 y H-10 en el fenantreno (8 = 7,67 y 7,40 ppm, con J = 9 Hz), junto a las sefiales del
grupo alilo unido al nitrégeno y los dos tripletes caracteristicos de una cadena flexible de
aminoetilo.

Con el fin de obtener otra serie de compuestos de mayor lipofilia que la boldina se
repiticron preparaciones de derivados halogenados utilizando N-halogenosuccinimidas
(con haldgeno = Cl, Br o ) en 4cido trifluoroacético (Sobarzo-Sanchez et al., 2000). En

estos casos, se utiliz6 una relacién equimolecular entre la boldina y el agente
halogenante con el objeto de obtener los derivados halogenados de boldina
monosustituidos como productos principales, observindose ademés la formacién en
menor proporcion de los productos disustituidos con cloro o bromo.

La identificacién de la posicién de la sustitucion se realizé comparando el espectro de
RMN-'H de Ia boldina en la zona de los protones unidos a anillos aromaticos, es decir
para los protones en C-3, C-8 y C-11 (con desplazamientos quimicos de 6,61; 6,81y 7,89

ppm, respectivamente para la boldina), con el de cada uno de los productos halogenados.

En cada uno de los productos monohalogenados analizados se conservaron las sefiales

presentes a mis bajo campo (correspondientes a los protones en C-11 y C-8) y

desaparecié la sefial del protén unido al C-3, aunque también se detecté la presencia en
la mezcla de halogenacién de productos disustituidos en C-3 y C-8. Sin embargo, no se
detecté ningiin producto sustituido exclusivamente en C-8 o C-11. Un andlisis teérico

simple permite predecir que la halogenacién en la posicién C-11 se encontraria
favorecida electronicamente (complejo o estabilizado). Sin embargo, el entorno estérico
de esta posici6n dificultarfa la sustitucion ya que el 4tomo C-11 se encuentra flanqueado

por dos grupos voluminosos (metoxilos) presentes en C-1y C-10,
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A partir de un extracto enriquecido en pukatefna [(R)-11-hidroxi-1,2-metilendioxi-
aporfina], obtenido de corteza de pukatea (Laurelia novae-zelandiae A. Cunn,
Monimiaceae) se aislé este alcaloide por recristalizacién en etanol absoluto,
determindndose su espectro de RMN-'H que coincide con los datos reportados en la
literatura, mientras que el punto de fusién y poder rotatorio mostraron diferencias
apreciables (este trabajo pf = 221-222 °C y [a]p =-215° (c = 1; EtOH); literatura 213-
215 °C y —240 a -260 °, respectivamente, Bernauer, 1967). Esto podrfa ser atribuido a
una menor pureza de este alcaloide obtenido en esta ocasidn a partir del material vegetal.
Para contar con una sal relativamente soluble en agua la pukatefna fue transformada en
su monotartrato, que cristalizé bien en isopropanol. Por otra parte, mediante
halogenacidn con N-bromosuccinimida, se pudo aislar un producto monobromado. La
deduccién de la posicibn de bromacién en C-8 se realizé sobre la base de la
interpretaci6n del espectro de RMN-'H, a través de la aparicién de dos dobletes =8
Hz) asignables a los protones unidos a C-9 y C-10, y a 1a interpretacién de los espectros
HMQC y HMBC que permitieron confirmar la posicién de sustitucién. El espectro de
masas produce los picos dobles caracteristicos de las moléculas que incorporan un solo
dtomo de bromo (*'Br y ”Br en proporciones semejantes) en su estructura: 375 (90%)-
373 (82%) (M)™, 374 (100%)-372 (85%) (M-H)".

Los espectros de masas de las aporfinas aisladas o preparadas en esta tesis presentan los
tipicos patrones de fragmentacién de este tipo de alcaloides (Ohashi er al., 1963)
sustituidos en posiciones 1, 2, 9 y 10 del esqueleto aporfinico. En los derivados de la
boldina el fragmento (M-1)" origina el pico base. Las sefiales detectadas a (M-15), (M-
17) y (M-31) representan los fragmentos correspondientes a las pérdidas de CHs, OH y
OCHs. Una fragmentacién caracteristica es la pérdida de una N-alquilmetilenimina a
través de una reaccién de tipo retro-Diels-Alder. En el caso de que el grupo sobre el
nitrégeno del anillo sea un metilo se pierde un fragmento de m/z = 43, cuyo relacién
masa/carga (m/z) se incrementa con la talla del sustituyente en las N-alquil-nor-
laurolitsinas (57, 71 y 69 con alquilo = etilo, propilo y alilo respectivamente). Las

fragmentaciones principales en la serie N-metilada se esquematizan a continuacién:
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Retro-Diels-Alder
-CH;=NCH3;

(M-43)+

Los patrones de fragmentacién de las 0,0’-diacetil- y 0,0°-dipivaloilboldinas muestran
eliminaciones complementarias que dan cuenta de los grupos acilo y alquilo presentes
sobre los oxigenos fendlicos tales como: CH=C=0 (m/z 42) para el compuesto
diacetilado (cuya contraparte [(CHs);CCO2'] no se detecta para el derivado sustituido
con grupos pivaloflos), y C(CHs)s (m/z 57) para la dipivaloilboldina.

En los espectros de masas de un par de sales cuaternarias (yoduros de N-metilglaucinio y
boldinio) se observé la presencia del i6n molecular del catién cuaternario aporfinico, que
da una sefial de baja intensidad, al igual que las ofras sefiales caracteristicas de esta clase
de compuestos (pérdida de metoxilo, metilos, etc.). Estos compuestos presentan similar

pico base y que se atribuye al fragmento CH,=N(CHs), (m/z 58).
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4.2 Estudios de oxidacion de 12 boldina.

Ya en la primera mitad del siglo XX, era ampliamente reconocida la inestabilidad
(oxidativa) de las aporfinas que se oscurecen en contacto con el aire, aunque no posean

funciones fendlicas, y se sabia entonces que sus sales eran considerablemente més
estables. La observacién cldsica de la mayor estabilidad de las sales se puede explicar
con lo que se sabe ahora referente al tema, recurriendo a la hipétesis de 1a participacién

del par electronico del nitrdgeno en la estabilizacion del radical libre centrado en el C-6a
de las aporfinas, ya que en las sales dicho par no estaria disponible y por lo tanfo tales
radicales libres no se formarfan con la misma facilidad que en las bases libres y no
seguiria adelante la cascada oxidativa. Por otra parte, desde los afios 60 se empezaron a

aislar y caracterizar estructuralmente dideshidro-, tetradeshidro- y oxoaporfinas (7-oxo-

4,5,6,6a-tetradeshidroaporfinas) desde fuentes naturales. Es razonable postular que

dichos “alcaloides” no son metabolitos en el sentido estricto de productos de la accién

de enzimas en el tejido vivo, sino probablemente productos de autoxidacién de aporfinas
presentes en las mismas plantas.

A finales de los afios sesenta, y durante la biisqueda de nuevos alcaloides utilizando la
recientemente desarrollada cromatografia en capa fina (CCF), los investigadores
nuevamente informan de efectos como el cambio de coloracién que producia la
exposicién de los alcaloides a los vapores de yodo (que se utiliza para revelar la
presencia de sustancias orginicas en CCF), deduciendo que el yodo molecular podria
eventualmente reaccionar de una manera especifica con los compuestos aporfinicos
(Cava et al., 1968). Estos cambios igual fueron observados por la exposicién de

aporfinas a las condiciones ambientales: luz y aire (Preininger et al., 1969), y con la
utilizacién de otros agentes oxidantes o prooxidantes como cloruro merciirico, luz

ultravioleta, peréxidos y generadores de radicales libres. Al oxidar las aporfinas con
alguno de estos agentes, el cambio mds caracteristico es la intensa coloracién que en

muchos casos se produce en las soluciones o en los cromatogramas y que tiene relacién

con el aumento de la conjugacién en la estructura de las aporfinas, ya sea por la

aromatizacién u oxigenacién de los anillos B o C (o ambos a la vez) y/o la

transformacién de las funciones oxigenadas vecinas (grupos hidroxi y metoxi) en orto-

quinonas, como se discute mas adelante (Cava et al., 1972).
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El primero de los intentos publicados de oxidar la estructura fundamental de la boldina,
se realiz6 sobre la 0,0’-diacetilboldina con yodo y acefato de sodio en dioxano (Urzia y
Torres, 1982) que condujo al compuesto caracterizado como la 2,9-0,0’-diacetil-6a,7-

dideshidroboldina.

2,9-0,0’-diacetilboldina 2,9-0,0’-diacetil-6a,7-dideshidroboldina

Por otra parte, utilizando 1a boldina sin proteccién de los grupos fendlicos, en el presente
trabajo se efectuaron oxidaciones utilizando aire, HgCl,, radicales hidroxilo generados
por una reaccién de tipo Fenton o radicales alquilperoxilo generados por termdlisis de
AAP, controlando en los tres dltimos casos el pH de las soluciones de trabajo para
simular las condiciones experimentales bajo las cuales se realizaron las evaluaciones de
las capacidades antioxidantes de boldina o de sus derivados, Bajo las tres primeras
condiciones experimentales (aire, HgCl, y HO’) se logré aislar, aunque con distintos
rendimientos, la 6a,7-dideshidroboldina; mientras que trabajando con radicales libres
alquilperoxilo se caracterizé un bis-aporfinoide no descrito con anterioridad.

Se ha publicado que una transformacién caracteristica que se observa en aporfinas
(fenlicas y no fenélicas) cuando se oxidan con yodo, HgCl, o aire, es la
deshidrogenacién del anillo C, lo que produce 6a,7-dideshidroaporfinas (Mollov y
Dutchewska, 1966; Kupchan et al., 1968; Cava et al., 1972). Dicho proceso ocurriria de
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manera mas eficiente cuando el oxidante es yodo molecular y el sustrato aporfinico no
presenta grupos fendlicos,

Un mecanismo que se propone para este tipo de transformaciones, cuando se realizan en

aporfinas no fenélicas (ejemplificadas con la estructura i) con yodo y acetato de sodio,

involucra la formacién de un complejo de transferencia de carga entre el nitrégeno y ¢l

yodo con la formacién de una estructura dipolar (ii). Se supone que el i6n acetato

sustrae ¢l protén del C-6a, catalizando la formacién de un i6bn iminio (ii).

Posteriormente, por la accién de un segundo mol de acetato, se formarfa la
deshidroaporfina correspondiente (Cava et al., 1972). Este mecanismo no demostrado

sirve para explicar la formacién de 2,9-0,0’-diacetil-6a,7-dideshidroboldina en las \

condiciones utilizadas por Urzia y Torres (1982).

RO.
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Cuando las aporfinas presentan grupos fendlicos libres, al ser oxidadas con yodo o
HgCl, estas sustancias sufren dos transformaciones concomitantes: aromatizacién del
anillo C (lo que conduce a las dideshidroaporfinas ya mencionadas) y formacién de orto-
quinonas a través de un proceso que involucra la O-desmetilacién del grupo metoxilo
contiguo al hidroxilo en los casos que no existe esta funcionalidad. Un ejemplo para
este tipo de transformaciones lo constituye la bulbocapnina, la cual al ser oxidada con
HgCly (pH = 6; calentada a 80 °C, en presencia de aire, por 4 horas, 39 % de

rendimiento) o con yodo en dioxano y acetato de sodio (1 hora de reflujo a 80 °C, 9 %

de rendimiento) origina la orto-quinona correspondiente (1,2-metilendioxi-6a,7-

dideshidroaporfina-10,11-quinona) (Cava et al., 1972), tal como se ilustra en el siguiente

esquemas:
0
< !
o) 7w,
l'H
HO —
CH;0

bulbocapnina

La apomorfina, una aporfina difenélica y catecdlica, bajo la accién del HgCl, (pH = 6,
calentamiento a 70 °C por 30 minutos, 53 % de rendimiento) o de oxigeno molecular
(pPH = 6, AcONa, 5 dfas de burbujeo, 11 % de rendimiento), conduce a la formacién de

la quinona deshidrogenada en el anillo C (Linde y Rabag, 1968).

apomorfina
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Utilizando boldina y aire, HgClz o HO" como agentes oxidantes, se obtuvieron mezclas
de productos (junto con boldina no transformada), de las cuales no se pudo aislar ningfin
tipo de derivado orto-quinénico como los citados previamente, Sin embargo si se aislé y
caracterizé en los tres sistemas Ia 6a,7-dideshidroboldina con distintos rendimientos (15,
60 y 30 % para aire, HgCl, y HO, respectivamente), recuperindose boldina no
transformada. La oxidacién con aire de 1a boldina en etanol (efectuada sin control de la
acidez del medio) se realizé por burbujeo del gas durante cinco dias, Iuego de lo cual la
mezcla de productos fue fraccionada permitiendo el aislamiento de Ia 6a,7-
dideshidroboldina como producto principal. Uno de los raros casos que se informa en la
literatura cientifica (Cava et al., 1972) respecto a la autoxidacién de aporfinas
corresponde al de la nuciferina (no fendlica), 1a cual fue oxidada durante 15 dias bajo
corriente de oxigeno (con el alcaloide disueito en fer-butanol y diluido con tampodn
Macllvain de pH = 6, temperatura ambiente), produciendo dideshidronuciferina (33 %)y
lisicamina (4%).

CH;0.

nuciferina 6a,7-dideshidronuciferina _ lisicamina

A pesar de que la nuciferina es una aporfina no fenélica, los resultados obtenidos con la
boldina estin de acuerdo al menos en Io que se refiere a uno de los tipos estructurales
que se esperaba obtener. Sin embargo, factores como el pH de la solucién y el tiempo
de exposici6n a la corriente de aire pueden haber influido en el hecho que no se lograra
aislar productos més oxidados a partir de 1a boldina. Un interesante trabajo que existe
en la literatura con respecto a la capacidad desactivante de oxigeno singulete de la
boldina y la glaucina (Zanocco et al., 1997) sefiala que son dos los mecanismos por los

cuales la boldina interacciona con el oxigeno singulete: por desactivacién fisica
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(“quenching”) y por reaccién quimica, siendo esta dltima via la que conduce a productos
con un 5 % de rendimiento en las condiciones utilizadas, los cuales no fueron
caracterizados. Las experiencias realizadas permiten proponer estructuras que podrian
compararse con los resultados obtenidos utilizando oxigeno singulete, las que no
necesariamente son semejantes pero sirven de punto de partida para futuros trabajos. A
pesar de esto, nuestra experiencia con la boldina estaria de acuerdo con la hipétesis de
que la primera etapa de oxidacién de las aporfinas puede involucrar la aromatizacion del
anillo C, a 1o menos cuando no existe una estructura catecolica.

Por ofra parte, Ia utilizacién de HgClz (pH = 7,4; 37 °C), y de HO' (pH = 7,0; 37 °C)

como agentes oxidantes, permitié aislar nuevamente la 6a,7-dideshidroboldina desde
mezclas de productos: boldina sin reaccionar y ofras sustancias minoritarias de menor Rf
que ¢l producto deshidrogenado que no pudieron ser caracterizadas. Los mayores

rendimientos obtenidos en estas experiencias se atribuyen a la mayor temperatura de
trabajo y a la acidez del medio, que en otros casos andlogos favoreceria la formacién del
producto oxidado (Cava et al., 1972), en comparacién a las condiciones de trabajo

utilizadas en Ia oxidacién con aire. Por otra parte, los datos informados en la literatura
muestran que los rendimientos en nuestran experiencias son menores que los que se
registran con otros alcaloides aporfinicos, lo que se puede afribuir a las condiciones mis
enérgicas con que sc realizan las otras oxidaciones, comparadas con las realizadas aqui
con la boldina. En los reportes de la literatura la mayor parte de las experiencias
involucraron mayores temperaturas y tiempos de reaccién (por ejemplo, 4 horas de
calentamiento hasta 80 °C de una solucién de bulbocapnina para oxidarla en sus
productos respectivos), condiciones a las cuales no fue sometida Ia boldina, ya que se
intentaba simular las condiciones experimentales (temperatura y tiempo de reaccitn) en
las cuales ésta o sus derivados fueron evaluados como antioxidantes.

Para la oxidacién con HgCly se puede proponer un mecanismo de transferencia
electrénica (reduccion del Hg'? a Hg' con la pérdida de un electrén y un protén desde

una posicién fendlica de la boldina y generacién de un radical boldinoxilo, como se
muestra en la siguiente figura para el C-9-OH), semejante al que se plantea a través de
un mecanismo no radicalario para el yodo molecular (Cava et al., 1972) pero actuando

sobre el 4tomo de nitrégeno de Ias apotfinas.
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Para las oxidaciones con un sistema de Fenton o con aire, se puede proponer una
sustraccién directa de un dtomo de hidrégeno fendlico por radicales HO" (con formacién

de agua y un radical boldinoxilo, PhO?)

PhOH + Hg? —»  PhO + H' + Hg'
PhOH + HO —»  PhO'+H0
PhOH + '0-OO —»  PhO +'0-0-H

La formacion de la 6a,7-dideshidroboldina ocurrirfa a través de un proceso de
sustraccién sucesiva de dos dtomos de hidrégeno de la estructura de la boldina: uno
fendlico y ofro desde la posicion C-6a, La secuencia se iniciarfa, como es habitual en
los fenoles, con la sustraccidn de un 4tomo de hidrégeno fendlico produciende un
radical centrado sobre un dtomo de oxigeno por ataque al 2-OH o 9-OH. Las estructuras
candnicas de resonancia respectivas dan cuenta de la deslocalizacién de espin en el
anillo A de la estructura aporfinica en el caso de la sustraccién del hidrogeno del 2-OH y
sobre todo el sistema bifenilico én el caso de la sustraccién del hidrégeno del 9-OH. En
una segunda etapa del procesc de oxidacién se sustraeria un segundo dtomo de
hidrégeno (de acuerdo a nuestra hipétesis, el sustentado por el C-6a) generando una
estructura para-quinonoide conjugada (A). La generacién de un sistema aromético mis
conjugado (fenantrénico), se explicaria mediante una tautomerizacién involucrando una
desprotonacion del carbono metilénico C-7 y la protonacion del oxigeno carbonilico que

producirfa la 6a,7-dideshidroboldina, como se muestra en el siguiente esquema.
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Similares especulaciones mecanisticas podrian proponerse para la formacién de la
dideshidroboldina si la sustraccién del hidrégeno de la funcién fendlica sobre el C-9
fuese la reaccidn inicial. Aunque esta via podria ser més probable, dada la mayor
estabilidad esperada para el radical 9-O-boldinoxilo, méis deslocalizado, el resultado

final seria el mismo.
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Por su parte, las oxidaciones realizadas con 2,2"-azo-bis-amidinopropanc condujeron a
la obtencidén de un par de productos separables cromatograficamente, uno de los cuales
(el minoritario) no ha sido identificado, donde se descarté la 6a,7-dideshidroboldina ya
que ninguna de las manchas de la mezcla de reaccién total se alined con esta sustancia al
analizarla en CCF. Al compuesto mayoritario, sin embargo, en base de la interpretacién
de sus espectros de RMN de *H y de *C de una y dos dimensiones (HMQC y HMBC),
se le ha asignado la estructura de un bis-aporfinoide: 8-(9-O-boldinoxi)boldina, un

compuesto no descrito hasta ahora en 1a literatura.
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Uno de los primeros indicios que revelan la naturaleza dimérica del compuesto aislado,
es la presencia de sefiales duplicadas en el espectro de RMN-'H, correspondientes a los
grupos N-metilos (8 = 2,34 y 2,45), dos pares de grupos metoxilos (8 = 3,6-3,61 y 3,92-
3,99, los primeros unidos supuestamente a los C-1 y los restantes a los C-10), y los
protones que resuenan a bajo campo, unidos supuestamente a los C-11 (8 = 7,91 y 8,03).
Otras tres sefiales correspondientes a protones unidos a los anillos aromaticos (8 = 6,44;
6,49 y 6,62) se pueden asignar a las posiciones C-3 y C-8, indicando Ia ausencia de una
cuarta sefial la posicién del puente de unién del dimero (C-3 o C-8). EI espectro de
RMN-"C indica la presencia de 34 sefales de las 38 esperadas para un dimero y tal
como en el espectro de RMN-"H se observa que la mayorfa de las sefiales caracteristicas
(carbonos de anillos aromdticos y ciclo-alifiticos, N-metilicos y O-metilicos) se
encuentran duplicadas y mantienen sus desplazamientos con variaciones que oscilan en
el rango de 0,2-0,3 ppm con respecto al espectro de RMN-">C de 1a boldina. Una
caracteristica particular que se ha observado en el espectro de RMN-"C de la boldina y
compuestos relacionados es que las resonancias metoxilicas (1-OCHs; y 10-OCHs3)
aparecen, - a pesar del entorno similar que tienen en estas estructuras -, con diferencias
cercanas a 4 ppm. Aumque el desplazamiento observado se produce en el sentido
opuesto al que se ve en el espectro de RMN-'H, 1a resonancia del *C del 1-OCH; a
campo més bajo que lo habitual también se explicaria por el efecto anisotrépico del
anillo A sobre dicho carbono, forzado a permanecer fuera del plano del anillo (a

diferencia de la mayoria de los grupos metoxilo unidos a anillos aromdticos) por la
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compresion estérica entre el sustituyente del C-2 y el del C-11. Efectos andlogos son
bien conocidos en las sefiales de RMN-"H y RMN-*C de los grupos metoxilo centrales
de los sistemas arométicos 1,2,3-trimetoxilados, que no son infrecuentes en productos

naturales. [Esta explicacién estd avalada por un trabajo cristalogrifico sobre el
clorhidrato de boldina (Asencio et al., 1993) que demuestra que en el cristal el 1-OCHjs
se desarrolla hacia “arriba” del plano del anillo A (en sentido opuesto al enlace
estereogénico C-6a-H), mientras que el niicleo de carbono del 10-OCHj se encuentra

casi exactamente en ¢l plano del anillo D, Los grupos metoxilos que se detectan en el
dimero presentan en la regién caracteristica del espectro de RMN-"C un par de sefiales
gemelas atribuibles a los 1-OCHs (8 = 60,23 y 60,43) y otras dos a més alto campo
correspondientes a los 10-OCHj3 (3 = 56,17 y 56,34).

Los protones ficilmente identificables de los 1-OCH; (8 = 3,58 y 3,63) muestran una
correlacién a larga distancia (HMBC) con una tinica sefial a & = 142,7 (y por lo tanto
atribuible a ambos C-1), la que a su vez muestra dos claras interacciones (HMBC) con
las resonancias de dos protones a § = 6,49 y 6,62 (lo que permite asignarlas de manera
inequivoca a los protones unidos a los C-3). De la misma forma las sefiales de los
protones de los 10-OCH; (8 = 3,93 y 4,00) se correlacionan (HMBC) a su vez con un par

de sefiales de °C a & = 146,6 y 146,7 tespectivamente (atribuibles a ambos C-10). De
estas dltimas, la sefial a mds alto campo (8 = 146,6) muestra una correlacién a 3 enlaces
con la del protén unido a un anillo aromatico que resuena a & = 6,45 (y por lo tanto éste

debe ser el tinico protén de la molécula unido 2 un C-8). Otra correlacion, esta vez a dos

enlaces, se establece entre la resonancia de este 1iltimo protén y una que aparece a & =
146,4 (atribuible al tinico otro carbono del anillo D que puede resonar a este campo por
estar oxigenado, €l C-9), lo que se corrobora debido a que la sefial del C-9 tiene una
interaccién (HMBC) con la del H-11 de més bajo campo (8 = 8,03). Por su parte ¢l otro

H-11 (8 = 7,91) muestra un par de interacciones a 3 y 2 enlaces con las resonancias
ubicadas a & = 138,3 y 146,5, respectivamente. La resonancia a 146,5 se habfa asignado
previamente a uno de los C-10, por lo que la segunda corresponde al C-9 de la segunda
unidad monomérica, desplazada a alto carnpo producto, hipoteticamente, del cambio del

tipo enlace que sustenta: de uno fendlico a uno de difeniléter (fragmento 9-boldinoxi),
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que lo sujetaria al efecto anisotrépico del anillo D de la otra unidad monomérica. De las
cuatro sefiales de *C que aparecen a més alto campo, dos apenas resueltas (8 = 28,60 y
28,61, atribuidas por consiguiente a los C-4) muestran correlaciones (HMBC) con las
sefiales de los H-3 (8 = 6,49 y 6,62). Solo una de las sefiales correspondientes a los C-7
(8 = 33,78) tiene una interaccién a largo alcance con el protén unido al C-8, indicando
que corresponde a la porcién monomeérica que se une a través del oxigeno del C-9. Por
Io tanto, la sefial adicional (8 = 26,80) corresponde al C-7 de 1a subunidad sustituida por
el grupo 9-boldinoxi en el C-8. Este tltimo niiclco de carbono presenta un par de
interacciones de corto alcance (a un enlace; HMQC) con un par de resonancias de RMN-
'H a 8 = 2,12 (triplete, 1H) y 3,30 (doblete de dobletes, 1H) que se deben atribuir
entonces a los correspondientes hidrégenos metilénicos (las inicas sefiales con una
resolucién adecuada de la porcién cicloalifitica, con desplazamientos quimicos muy
diferentes atribuibles a la proximidad del sistema aromético de la otra mitad del dimero).
Ambos protones unidos a este C-7 presentan a su vez una interaccién con un niicleo que
resuena a 8 = 139,3 ppm, sefial que se atribuye al C-8, y que se encuentra desplazada de
manera considerable debido al oxigeno de un puente éter que se formaria con el residuo
9-O-boldinoxi. La posicidn de la sefial del C-8 no sustituido (8 = 114,5) como también
las de los C-11 (& = 107,9 y 111,8) y C-3 (2 x 113,9), se identifican directamente debido
a sus interacciones a un enlace (HMQC) con los protones del sistema aromético que
resuenan a mdas alto campo (8 = 6,44; 6,49, 6,62; H-3, H-3’ y H-8, respectivamente). En
base a estos datos se asignd completamente el espectro a la estructura del bis-aporfinoide
8-(9-0-boldinoxi)boldina.
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133,9 28,6

Se citan unos pocos compuestos diméricos de este tipo en la literatura, al igual que
dimeros obtenidos de antioxidantes particularmente de flavonoides (Jorgensen et al.,
1999). Entre los derivados bencilisoquinolinicos se encuentra los 7,7°-bis-aporfinoides
aislados desde la planta Unonopsis pacifica (Arango et al., 1988), los cuales se postula
se formarian a través de un proceso de acoplamiento oxidativo. Las uniones tipicas
entre ambos mondmeros es C-C; aunque se reportado a los menos 15 estructuras
diméricas que contienen, sin embargo, mondmeros distintos (aporfina-bencilisoquinolina
aislados de plantas del género Bérberis, Hernandia, Polialthia y talictrum (Guinadeau et
al., 1984). Mas recientemente se ha aislado de Thalictrum wangii (Al-Howirini et afi.,
2001) un alcaloide dimérico constituido por una unidad protoberberinica y una
aporfinica, la Talibealina, siendo el dnico compuesto de éste tipo de se encuentra unido a
través de un puente difeniléter como el dimero de la boldina caracterizado en este
trabajo. La obtencién de este tipo de estructuras por medios no enzimdticos, como se
hubiera esperado, pasa por la utilizacién de agentes oxidantes como el I;, HgCl; y 1a N-

clorosuccinimida (J6ssang et al., 1987). Sin embargo, estos productos naturales tienen
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sus dos mitades aporfinicas unidas a través de un enlace C-C, mientras que el producto
de oxidacion de la boldina obtenido en ¢l presente trabajo tiene una unién C-O-C. La
racionalizacion de la formacién de la 8-(9-O-boldinoxi)-boldina bajo las condiciones
descritas en la parte experimental se postula bajo consideraciones similares a las
propuestas para explicar la formacién de la 6a,7-dideshidroaporfina. Los radicales libres
generados por el proceso de termélisis aerdbica de AAP producirian radicales peroxilo,
los que a su vez sustraerian un dtomo de hidrégeno fendlico de la boldina generando un
radical que se estabilizaria por deslocalizacién a través del sistema bifenilico. Las
posiciones 3 y 8 son las dnicas que, portadoras de altas densidades de espin, no
presentan un impedimento estérico apreciable y en consecuencia son potencialmente las
mas reactivas para con un radical libre centrado en el oxigeno del C-2 o del C-9
derivado de una segunda molécula de boldina, produciéndose acoplamientos fendlicos
oxidativos en el sentido postulado por Barton y Cohen (1957). Alternativamente, un
radical boldinoxilo (centrado en el oxigeno del C-2 o del C-9) podria atacar una segunda
molécula de boldina en el C-3 o el C-8 para dar un intermediario radicalario que deberia

perder un dtomo de hidrégeno en una segunda etapa para generar el producto aromético
final,
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-ROOH

—  8-(9-O-boldinoxi)boldina

Bajo estas especulaciones se podrian formar eventualmente, aparte de la 8-(9-O-
boldinoxi)boldina, la 8-(2-O-boldinoxi)boldina (A), la 3-(9-O-boldinoxi)boldina (B) y la
3-(2-0-boldinoxi)boldina (C). En consecuencia la formacién preferencial de la 8-(9-O-
boldinoxi)boldina puede atribuirse al ataque de un radical 9-O-boldinoxilo sobre una
molécula de boldina o sobre un segundo radical 9-O-boldinoxilo, que tiene una alta
densidad de espin en el C-8, descartando el ataque radicalario sobre C-3 (alternativas B
y C) debido en parte al efecto estérico del grupo metoxilo sobre el C-1, el cual se
encuenfra fuera del plano del anillo y dificultaria el acercamiento del radical libre
voluminoso derivado de la boldina. Como ya se ha sefialado, se espera que el radical 9-
O-boldinoxilo se forme preferencialmente debido a su mayor deslocalizacién de espin en
todo el sistema bifenilico. El impedimento estérico mencionado sobre el C-3 no se da en
el C-8 debido a que el grupo metoxilo unido al C-10 se encontrarfa la mayor parte del
tiempo oscilando cerca del plano del anillo D y orientado hacia el C-11. El mismo

razonamiento basado en la orientacion del metoxilo unido al C-1 vale para justificar la
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menor reactividad de un posible radical 2-O-boldinoxilo que podria originar los

productos A 'y C.

4.3 Determinacion del coeficiente de reparto.

|

i Se sabe que la boldina es mal absorbida por via oral y que sc‘ excreta ripidamente como
‘ glucurénido (Jiménez y Speisky, 2000). Dos aproximaciones a la superacion de estos
l inconvenientes desde el punto de vista de una eventual administracién de boldina o
algfin derivado suyo como firmaco se basan en la modificacién estructural del alcaloide,
esperando que los eventuales derivados de boldina tendrdn una bio-disponibilidad més
favorable, ya sea por una menor susceptibilidad a la transformacién metabdlica y/o una
absorcién mds eficiente desde el tubo digestivo si se considerara una administracion
oral. Aunque las membranas bioldgicas no son todas iguales, en su mayoria tienen un
caricter predominantemente lipidico; en consecuencia la velocidad de penetracién de un
farmaco en una membrana a través de un proceso pasivo (no facilitado ni mediado por
transportadores) depende del coeficiente de reparto entre ésta y la fase acuosa vecina, El

pasaje de xenobidticos a través de las membranas de la mucosa bucal o nasal, del
epitelio gastrointestinal, de la vagina, del recto, de la piel, de los pulmones, la absorcién
de inyectables asi como también el ingreso de fdrmacos al sistema nervioso central esta
relacionado en gran medida con sus lipofilias definidas, por conveniencia (ya que no
existen modelos de utilidad prictica que simulen optimamente la complejidad de una
membrana biolégica), como el logaritmo decimal de su coeficiente de reparto entre una

fase orgénica de baja polaridad y una fase acuosa:

Krcp= P= [S]org/ [s]ac
].Og P= IOg [S]org - l{)g [S]ac

Donde

[S]eg = concentracién del compuesto en la fase orgénica (habitualmente #-octanol) y

[ST.c = concentracién del compuesto en la fase acuosa (habitualmente tampén de fosfato,
pH = 7,4).
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Muchos farmacos son 4cidos o bases mas o menos débiles y por lo tanto en solucién

existen bajo formas idnicas y no idnicas. El grado de ionizacién depende del pH del
medio y de la constante de disociacion del xenobidtico (expresada generalmente como
pK.). En el caso de la boldina y los derivados ensayados, se trabajé a un pH = 7,4 (pH

del plasma sanguineo) por lo que la constante de reparto determinada corresponde a la

fraccién de los compuestos que no se encontraba ionizada y entrega, por lo tanto, una

medida de la lipofilia aparente (log K..;). Los resultados obtenidos en esta etapa del
trabajo en relacién con las modificaciones efectuadas sobre la estructura de la boldina
muestran cambios (aumento o disminucién) en Ia lipofilia con respecto a aquella medida
para la boldina (log K,., = 0,78).

aporfina Log K., Tiujita
3-yodoboldina 1,88 1,12
8-nitrosoboldina 1,56

3-bromoboldina 1,23 0,86
3-cloroboldina 1,19 0,71
0,0’-dipivaloilboldina 1,18

glaucina 0,95 0,56 (x2)
predicentrina 0,79 0,56
boldina 0,78 -
8-aminoboldina 0,36 -

En cada caso se calculd la contribucién parcial (%) de cada dfomo o grupo modificante a
la lipofilia total y se compard estos resultados con los informados en la literatura (#pyia)
(Fujita, citado en Hansch y Leo, 1996) para derivados del benceno. Un par de cambios
muy notorios de la lipofilia se producen por la incorporacién de un grupo hidrofilico en
1a boldina, como en el caso de la 8-aminoboldina (log X.., = 0,36), o por el bloqueo de
las funciones fendlicas del alcaloide, que en estos casos aumentan la lipofilia. Un
ejemplo de este tltimo comportamiento sirve para racionalizar los resultados obtenidos
al medir las lipofilias de dos productos no fendlicos: la glaucina (2,9-0,0’-
dimetilboldina; 0,95) y la 2,9-0,0’-dipivaloilboldina (1,18), atribuyéndose el mayor

valor de lipofilia para el producto diesterificado al bloqueo de las funciones polares por
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el grupo éster y a la interaccién mds favorable de ambos grupos ter-butilos con el
solvente orginico.

Sin bloquear las funciones fenélicas, la sustitucion de uno de los hidrégenos unidos a
anillos aromdticos por cualquier grupo menos el NH; produjo por su parte un aumento
de la lipofilia, tanto al introducir un dtomo del grupo VII en la estructura aporfinica para
generar las 3-cloro-, 3-bromo- y 3-yodoboldinas (1,19; 1,23 y 1,88; respectivamente) o
un grupo nitroso para dar 8-nitrosoboldina (log D = 1,56). Con respecto a los derivados
halogenados, dos factores parecen influir en el aumento de la lipofilia al aumentar el
niimero atémico del sustituyente: la disminucién de la electronegatividad (que hace
disminuir el caricter polar del enlace C-X) y la talla del dtomo de halégeno; ambos
factores contribuirian a una mayor interaccién hidrofébica con la fase orgénica y por lo
tanto aumentarian el traspaso (lo que es més evidente en el compuesto yodado) hacia la
fase orgénica.

Por otra parte y para establecer una correlacion cuantitativa entre las modificaciones
realizadas en la estructura de la boldina tal como se sefial6 més arriba, se calcul$ la
contribucién de grupo o dtomo introducido () y se compard este dato con aquellos
informados en la literatura (7% pujia, Hansch y Leo, 1996). Las tendencias observadas en
nuestras experiencias estin de acuerdo com aquellas informadas en la literatura para
sistemas arométicos simples pero, salvo en el caso de la 3-yodoboldina, los valores de =
calculadas en este trabajo son menores que las que se registran en la literatura cientifica.
Esto obliga a considerar qué caracteristicas estructurales propias de la boldina podrian
incidir en la lipofilia medida para sus derivados. En la serie de los derivados
halogenados de la boldina en €l C-3 con Cl, Br o I (w = 0,41; 045 y 1,10
respectivamente) se observa un aumento de la lipofilia en funcién del niimero atémico,
pere que no alcanza la magnitud que se informa en trabajos con sistemas arométicos
halogenados sencillos (7# = 0,71; 0,86 y 1,12 respectivamente) (Hansch, 1996),
especialmente para Cl y Br. A este punto es preciso sefialar que la lipofilia de un
compuesto no esti dada solo por la suma de las contribuciones de los grupos
introducidos, sino depende también de confribuciones estéricas y polares (El Tayar et

al., 1993), las que se resumen en la ecuacién siguiente:
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Log P=aV-A

donde V es el volumen molar (relacionado con la contribucién estérica) que puede ser
calculado teéricamente y A se obtiene indirectamente a partir de datos de log P, siendo

A = 0 para compuestos no polares. En el caso de la boldina, un factor dominante en las

menores contribuciones de los grupos introducides parece estar relacionado con el

volumen molar (V) y la superficie activa que ofrece la molécula en su interaccitn con el
solvente (particularmente el nr-octanol). Las diferencias entre los datos para sistemas
arométicos simples y para los derivados halogenados de la boldina, se podria atribuir
entonces al hecho que en estos compuestos el dtomo de halégeno se encuentra casi

sumergido (es decir estéricamente bloqueado) entre el grupo hidroxilo del C-2 y los
stomos de hidrégeno del grupo metileno vecino en C-4, lo que dificulta su interaccién
con €l solvente orginico de manera muy marcada cuando la talla de este sustifuyente es
mis pequefia; en el caso del yodo, el sustituyente seria lo suficientemente voluminoso
para emerger de la cavidad que genera su entorno molecular, asemejindose su
interaccién con el solvente a la que se encuentra en derivados aromdticos yodados que
no presentan las caracteristicas particulares del C-3 de las aporfinas sustituidas en C-1 y
C-2.

Fl sistema n-octanol-tampén es a menudo tomado como referencia para el célculo de los
coeficientes de reparto. Sin embargo otros sistemas de particion pueden ser modelos

fitiles para generar informacién acerca de los sistemas biolégicos y las interacciones
especificas que se espera lograr con un determinado compuesto. En este sentido se ha

recomendado el uso de un “tetra-sistema” de solventes para simular el comportamiento
de una membrana bioldgica a través de la utilizacién de diferentes solventes: alcanos
(inertes), n-octanol (anfiprético), cloroformo (dador de protones) y dipelargonato de

propilenglicol (aceptor de protones) (Leahy ez al., 1991). También se ha propuesto que

las diferencias de log P entre dos diferentes sistemas de solventes pueden ser ttiles para
obtener informacién relevante sobre la capacidad de un determinado sustrato para, por
ejemplo, formar puentes de hidrégeno (van de Waterbeemd et al., 1992). En la prictica,

las lipofilias de series de compuestos son a menudo estimadas utilizando la técnica de

cromatograffa liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC), debido a que esta
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técnica es mucho mds rdpida que el tradicional método de medida del reparto entre n-
octanol y una fase acuosa. Sin embargo, en la prictica aparecen problemas asociados a
la técnica de RP-HPLC para la determinacién de la constante de reparto utilizando
mezclas isocriticas (Mimick et al., 1988). Primero los rangos de hidrofobicidad que
presentan series de ocmpuestos son més amplios que las capacidades dindmicas de las
columnas utilizadas y/o las mezclas de solventes (con o sin modificador como el
metanol o acetonitrilo). Adicionalmente los compuestos que son poco o demasiado
retenidos bajo una determinada condicién de anilisis (largos de columna, mezclas de
solvente), producen tiempos de retencién demasiado cortos o largos para el anilisis que
no se correlacionan directamente con Iso coeficientes de reparto medidos por el método
clasico. Los tiempos de retencién de algunso compuestos hidrofébicos son a menudo
demasiado largos y adicionalmente aparecen un par de problemas caracteristicos. El
primero de ellos involucra la posibilidad de la inversién de las bandas cuando se afiade
al eluyente pequiias cantidades de modificador (Valkéd et al., 1984) lo que modifica los
tiempos de retencién de los compuestos. Al cambiar las condiciones experimentales para
medir tiempos de retencién adecuados dentro de una misma serie de compuestos aparece
¢l segundo problema que tiene relacién con la imposibilidad de relacionar los tiempos
de retencién medidos bajo diferentes condiciones para compuestos de una misma serie.
A ]a luz de estos problemas atin la técnica de RP-HPL.C es limitada en lo que se refiere a
la comparacién de los tiempos de retencién con los datos obtenidos utilizando los

coeficientes en medios liquidos.

4.4 Discusion de la evaluacion del comportamiento antioxidante de las aporfinas en

diferentes sistemas.
4.4.1 Descoloracion de ABTS
Los resultados obtenidos utilizando el método de descoloracién de soluciones

cromogénicas de ABTS (4cido 2,2’-azo-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) por los

diferentes derivados de la boldina y por el antioxidante de referencia (Trolox®) estdn de

acuerdo con los datos reportados en la literatura cientifica que sefialan que compuestos




fendlicos (naturales o sintéticos) son capaces de descolorar estas soluciones (Campos y
Lissi, 1997; Valcic et al., 1999). Los fenoles son empleados ampliamente por los
organismos vivos y en aplicaciones tecnolégicas para proteger componentes celulares o
materiales sintéticos susceptibles de 1a degradacion oxidativa (Burton et al., 1986). Esta
acti‘vidad antioxidante es debida a la habilidad de los fenoles (PhOH) para reaccionar
con los propagadores de reacciones en cadena como radicales peroxilos (ROO?), lo que
produce hidroperéxidos (ROOH) y un radical ariloxilo (PhO), ecuaciones a y b, aunque
en algunos casos los radicales fenoxilo formados pueden actuar como propagadores de

la cadena radicalaria (Foti ez al, 1994)

PhOH + ROO—p ROOH + PhO" 1)
PhO' + ROO—» Productos no radicalarios (2)
PhO" + ROO—> PhOH+R'+0, —» ROO' (3)

De acuerdo a los resultados obtenidos con las aporfinas, la presencia de uno o de dos

grupos fendlicos en la estructura de estos compuestos implica una actividad descolorante
de los radicales libres derivados del ABTS, supuestamente por cesién de un dtomo de
hidrégeno a éstos (ecuaciones 1 y 2). Modificaciones sobre los anillos arométicos de
aporfinas fenélicas como por ejemplo los derivados halogenados, nitrosados o aminados
no alteran en un rango detectable este poder descolorante o “antioxidante”, lo que

permitirfa concluir que este tipo de modificaciones no influyen en esta capacidad. De la
misma forma, la cuaternizacién del dtomo de nitrégeno de la boldina no conduce a una
disminucién de la actividad descolorante de este alcaloide. Como es de esperar, el
yoduro de N-metilboldinio (con carga permanente) y el grupo amino de la boldina, que
bajo las condiciones de pH al cual se realizaron los ensayos debe estar casi totalmente
protonado, hacen que las capacidades descolorantes de ambas aporfinas sean de la
misma magnitud.

El poder descolorante de las aporfinas fendlicas puede explicarse tentativamente

mediante ecuaciones ya propuestas para este tipo de procesos (Campos y Lissi, 1997):

ABTS* + PhOH <«—» ABIS + PhO" +H' (D
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ABTS"+  PhO —»  Productos no radicalarios  (2)
PhO° +  PhO »  Productos no radicalarios  (3)

Primero las aporfinas fendlicas reaccionan con los radicales libres coloreados del ABTS
y descoloran la solucién, proceso reversible (ecuacién (1)) que no se observa al ensayar
los derivados de la boldina, lo que permite decir que dichos compuestos en este ensayo
no se comportan como sustancias prooxidantes ya que os nuevos radicales fenoxilo
derivados de boldina no vuelven a producir radicales coloreados de ABTS. Los
resultados indican que la descoloracion permanente de estas soluciones resulta
probablemente de la reaccién de los nuevos radicales libres fenoxilo (formados a partir
de la boldina) con una segunda molécula de ABTS™ (ecuacién (2) y/o de una reaccién
entre los mismos radicales como se propone en la ecuacién (3).

Recientemente se ha demostrado en similares experimentos de descoloracién que por
ejemplo el aminoécido tirosina presenta una capacidad descolorante similar a los fenoles
simples y que dicha actividad se pierde al metilar el grupo fenélico (Aliaga y Lissi,
2000). En nuestras experiencias similares resultados fueron vistos, ya que los
compuestos evaluados que no presentan grupos fenélicos (por ejemplo en el caso de 2,9-
0,0’ -dimetilboldina (glaucina) y 2,9-0,0’-dipivaloilboldina o el yoduro de N-
metilglaucinio) no tienen un poder descolorante en un rango similar a las aporfinas
fendlicas (1-10 uM). Sin embargo a mayores concentraciones (10-40 uM ) se determiné
que Ia glaucina presenta una actividad descolorante significativa (40 % en el rango
méximo de concentracién), mds que los diésteres de la boldina, los cuales son casi
completamente inactivos. Una explicacién tentativa para estos resultados nos permitié
proponer en su oportunidad la participacién de los hidrégenos bencilicos, especialmente
aquél sifuado en C-6a (Cassels ef al., 1995), lo que permitiria deslocalizar el espin a
través del sistema bifenilo. Las diferencias de capacidades descolorante, por su parte,
entre los diésteres (diacetil y dipivaloilboldinas) y la glaucina (una dimetoxiboldina) se
podria atribuir a la presencia de aceptores de electrones en las posiciones 2 y 9 (acetilo y

dipivaloflo), cambio que redundaria en una menor estabilidad del radical formado y que

disminuiria notoriamente la capacidad descolorante de los ésteres.




El conjunto de los resultados nos permiten sugerir que, en este sistema particular, una
débil actividad descolorante puede ser atribuida estructuralmente a la ausencia de grupos
fendlicos libres manteniéndose grupos C-H bencilicos potencialmente reactivos, y que la
ausencia de esta actividad es més notoria cuando se introduce una carga formal sobre el
dtomo de nitrégeno (yoduro de N-metilglaucinio) reduciendo asi la estabilidad del
posible radical libre centrado en el C-6a. Finalmente, la comparacién entre Ia boldina y
¢l antioxidante de referencia Trolox® permite afirmar que el poder descolorante es
mayor en el producto nafural y sus derivados fendlicos. Esta capacidad aumentada
puede ser atribuida a la formacién de especies derivadas de las aporfinas fendlicas que
pueden igualmente reaccionar con ofras moléculas de ABTS™, semejantes a las que se
encontraron en los ensayos de oxidacién controlada de la boldina. Asi, por ejemplo, se
esperaria que la 6a,7-dideshidroboldina un producto de oxidacién de la boldina, tenga
igualmente capacidad descolorante y/o antioxidante en otros sistemas ya que mantiene
los grupos activos (fenoles) intactos y cuenta con un sistema aromatico més conjugado
que la boldina (fenantrénico) y mds capiz de estabilizar un radical libre formado a partir

de cualquiera de los grupos hidroxilos.

4.4.2 Proteccién de lisozima por aporfinas

El dafio a proteinas es uno de los eventos asociados con el estrés oxidativo que es
ampliamente reconocido (Lissi y Faure, 1993). Incluso algunos articulos sefialan que la
modificacién de proteinas precede frecuentemente a la oxidacién lipidica y es mis dificil
de inhibir que ésta, que constituye el clasico proceso asociado con la toxicidad de la
accién de radicales libres en sistemas biolégicos (Rice-Evans et al., 1995). Se ha
descrito (Lissi et al., 1991) que la inactivacién de lisozima causada por radicales
producidos por la termdlisis de 2,2’-azo-bis-amidinopropano (AAP) puede prevenirse
por la adicién de diferentes compuestos que pueden reaccionar con los radicales libres.
Compuestos de alta reactividad (galato de propilo, trolox®, dcido ascérbico o cisteina)
producen una proteccion total hasta ¢l momento de su consumo resultando en tiempos de

induccién bien definidos (es decir que mantienen la actividad enzimitica cercana a un

100 %) en periodos cortos de tiempo. Sin embargo, productos de mediana reactividad o




que generan productos de oxidacién que se sospecha pueden presentar actividad
antioxidante, no presentan tiempos de induccién bien definidos y la caracterizacion a
través de éste pardmetro no es posible (Cassels et al., 1995). En nuestras experiencias se
evalu6 la accién de algunas aporfinas derivadas de la boldina en periodos de tiempos

mayores (hasta 120 minutos) para evaluar su efecto protector en funcién del tiempo.

La mayor parte de los derivados aporfinicos parecerian ser capaces de prevenir el
proceso de inactivacién de la lisozima bajo las condiciones de trabajo utilizadas. Al
igual que en las experiencias de descoloracién de soluciones de ABTS, el rasgo
estructural dominante asociado a efectos protectores relevantes es la presencia de grupos

fendlicos libres en las aporfinas, lo que estd de acuerdo con los datos reportados en la

literatura (Lissi et al., 1991). En efecto, la mayor parte de estos compuestos son capaces

de prevenir el proceso de inactivacién de la lisozima, particularmente los derivados
sustituidos con itomos de halégeno sobre C-3. Los derivados no fendlicos como la

glaucina muestran una capacidad protectora inferior a aquellas determinadas para los
derivados fendlicos. En estas experiencias se evalué la accién protectora de
antioxidantes de referencia como trolox y ter-butilhidroxitolueno (BHT) que result6 ser
menos potente (medida por los correspondientes tjz) en comparacidn a un ndmero

importante de los derivados fendlicos de las aporfinas ensayadas, hecho que esta de
acuerdo con los informado para boldina (Speisky et al., 1991). El bloqueo selectivo de

un grupo fendlico de la boldina produce una disminucién de la accién protectora, lo que
puede estar relacionado con la mayor estabilidad de un radical formado sobre el
hidroxilo de C-9. E! hecho que existan diferencias significativas entre los dos derivados
monometilados se atribuye parcialmente a la diferente capacidad de estabilizar el radical
fenoxilo generado por cada molécula, ya que un radical centrado sobre el dtomo de

oxigeno del C-9 (derivado de 2-O-metilboldina o N-metillaurotetanina) puede
deslocalizar el espin sobre un sistema bifenilo, mientras que la sustraccién del 4tomo de
hidrégeno en C-2 (generando un radical libre derivado de 1a 9-O-metilboldina o
predicentrina) puede solo ser estabilizado por el anillo aromético A de la estructura
aporfinica, lo que se traduce en una menor capacidad antioxidante en este sistema, tal

como se muestra en el siguiente esquema para la predicentrina, donde en la estructura A
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se sefialan con puntos los sitios donde se espera que se deslocalice €l espin electrénico

del radical libre.

ROO. /\
HO

Estructura A

En los comienzos de nuestros estudios de relaciones estructura-actividad
antioxidante de aporfinas, se propusoc un posible mecanismo que involucraba la
participacién de los hidrégenos bencilicos para explicar la capacidad antioxidante de
aporfinas no fenélicas (Cassels et al, 1995), implicando de manera particular el
hidrégeno en el C-6a. Esta proposicién se sostiene con mdas fuerza a la Iuz de los
resultados encontrados en las experiencias con la lisozima (y con ABTS) y alcanza para
explicar o justificar el hecho que aporfinas no fenélicas como la glaucina (2,9-0,0’-

dimetilboldina) despliegan actividad antioxidante a través de la formacién de un radical

libre centrado en la posicién C-6a y que puede ser estabilizado por el par de electrones
no compartidos del 4tomo de nitrégeno (N-6) y el anillo aromético A de la estructura

aporfinica.

Para explicar cémo el proceso de inactivacion de la lisozima bajo la influencia
de radicales libres se previene por los derivados de la boldina es necesario considerar los
posibles sitios de accién de estas sustancias. Los radicales alquilperdxidos derivados del
AAP son producidos por la termolisis en solucién acuosa {ecuaciones 1 y 2), los cuales
se supone reaccionan con algunos residuos de aminodcidos de la lisozima (por ejemplo,

aquellos que son mis susceptibles a la oxidacién como la tirosina o el triptofano
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presentes en el sitio catalitico hidrofébico) o cisteina, produciendo la inactivacion de la

enzima (ecuacién 3).

AAP — r (ecuacién 1)
R +0; - ROO (ecuacién 2)
ROO'+ EnzH  —® ROOH + Enz (ecuacién 3)
ROO'+ PhOH —» ROOH + PhO"  (ecuacién 4)
PhOH + Enz —» PhO + Enz-H (ecuacion 5)

De acuerdo a las ecuaciones propuestas, un modo indirecto de mantener la
actividad catalitica de la enzima seria a través de la inactivacién de los radicales
alquilperéxido en el medio acuoso (ecuacién 4). Es igualmente posible que una parte de
la accién antioxidante se ejerza directamente sobre la enzima reparando el sitio catalitico
(u otro) (ecuacién 5). Se sabe que los residuos que participan en la hidrélisis de las
paredes bacterianas son el aspartato 52 y el glutamato 35, ambos susceptibles de ser
oxidativamente modificados por radicales alquilperdxilos. Sin embargo, para mantener
la actividad enzimdtica dependiente de la conformacién global del sitio activo, de los
residuos aminoacidicos que se encuentran cercanos o relativamente lejanos a €l (y
susceptibles de un ataque radicalario) como especialmente tirosina y triptofano, pueden
de igual forma incidir en la actividad catalitica de la enzima. Por lo tanto la reparacién
y/o proteccién de los mismos por los antioxidantes debe ser un factor clave en conservar
la actividad enzimdtica. Considerando que las aporfinas puedan ingresar al interior de la
molécula de proteina, la accién protectora y/o reparadora de estas sustancias estarfa
modulada en parte por su lipofilia méis el efecto puramente quimico (antioxidante)
(ecuacién 5) que es comiin a casi todos estos compuestos. Bajo este razonamiento, los
derivados monohalogenados de la boldina, la N-alil-nor-boldina y la 8-nitrosoboldina
que presentan una lipofilia mayor que la boldina que podria explicar la mayor capacidad
antioxidante observada para estos compuestos. Sin embargo, el factor lipofilico solo
alcanza para explicar parcialmente la mayor actividad observada cuando se comparan las

potencias de los compuestos en funcién de su lipofilia (seccién 4,5).
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En estos compuestos se observa una mayor capacidad protectora {es decir conservan la
actividad catalitica de la enzima por periodos mayores de tiempo) que los antioxidantes
de, referencia (Trolox® y BHT), lo que se atribuye a la formacién de productos
derivados de los antioxidantes que conservan rasgos estructurales que les permiten
actuar como inhibidores de cadenas de radicales libres. Simulando las condiciones en
los cuales se realizé la experiencia de la lisozima y utilizando el AAP y boldina fue

posible aislar 1a 9-(8-boldinoxi)-boldina, que da cuenta en parte de este comportamiento.

4.4.3 Inhibicién de la oxidacién lipidica por derivadoes de la boldina.

En estas experiencias se determiné que todos los compuestos evaluados (fendlicos y no

fendlicos) con distintas potencias, medidas en términos de sus ICso, son capaces de
disminuir la cantidad de sustancias reactivas al icido tiobarbitiirico (TBARS) formados
en los microsomas hepéticos por Ia acci6n de radicales libres generados por un reaccién
de tipo Fenton. Al igual que en las experiencias de descoloracién y proteccion de
lisozima, la presencia de grupos fenélicos en la estructura aporfinica estd asociada a
buenas actividades antioxidantes. Estos grupos funcionales actuarfan mediante
mecanismos similares a los descritos para las dos experiencias precedentes, por reaccion
de los dtomos de hidrégenos fendlicos con el radical hidroxilo a través de mecanismos
explicados previamente. Sin embargo, en los derivados fenélicos como las 3-
haldgenoboldinas, se observaron ICsy menores (es decir mayores potencias como

antioxidantes) en comparacién a la calculada para boldina. Estas diferencias de
capacidades antioxidantes pueden ser atribuidas al menos a dos factores: uno de ellos es
la estabilizacién adicional de los radicales libres debido a fendmenos capto-dativos
(Kjorth et al., 1993) debido a la presencia de grupos dadores m vecinos o conjugados con

los grupos fendlicos de las aporfinas y a lipofilia tal como se explicard con mas detalle

en la seccidn siguiente.
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4.5

Relaciones entre la lipofilia y las potencias antioxidantes en los ensayos de

oxidacién de lisozima y microsomas hepaticos.

Para estudiar posibles relaciones entre los coeficientes de reparto (K..p) y los valores de
ICsp respectivos obtenidos en los cnsayos de proteccién enzimitica (lisozima) e
inhibicién de la lipoperoxidacién (microsomas) se graficaron las potencias (1/ ICsp) en
funcién de las lipofilias (log K,.p). El grafico 18 muestra la variacién de la potencia de
boldina (1), predicentrina (2), 3-cloro- (3), 3-bromo- (4) y 3-yodo- (5) ~boldinas en el

ensayo de proteccién de lisozima en funcién de sus lipofilias.
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Gréfico 21: Relacién entre la inversa de la concentracién de semi-inhibicidn en Ia proteccién de
lisozima en funcién del logaritmo de la constante de reparto (K.) de boldina y algunos de sus
derivados.

Al comparar boldina y predicentrina, se observa que el bloqueo del grupo hidroxilo en
C-9 (predicentrina, (2)) produce una disminucién de la potencia antioxidante, lo que
puede atribuirse a la menor estabilizacién de un radical libre deslocalizado en un tinico
anillo aromatico (anillo A del sistema bifenilico). Por otra parte, el aumento de la
lipofilia molecular debida a la presencia de halégenos se traduce en una mayor potencia

antioxidante para los derivados clorado (K, 15,1) y bromado (K,., 16,9), potencia que,
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sin embargo, disminuye al pasar de la 3-bromo- a la 3-yodoboldina (K., 76). Se puede
concluir entonces que, para la proteccién de la enzima contra los radicales generados a

partir de AAP, los derivados de boldina deberfan presentar una lipofilia similar a la
registrada para 3-cloroboldina (K., 15,1) y que a partir de ésta la potencia antioxidante

tiende a disminuir. Esto iltime puede interpretarse — al margen de consideraciones
sobre la eficacia intrinseca de los antioxidantes - en términos de que su accién se
desarrollaria preferencialmente en la fase acuosa, ya que al aumentar la lipofilia dichos
compuestos podrfan encontrarse inmersos en las moléculas predominantemente
lipofilicas de la lisozima y por lo tanto serian menos eficaces en prevenir la oxidacion.

El grifico 19 permite comparar de manera andloga la potencia de boldina (1),
predicentrina (2), glaucina (3) y 2,9-0,0’-dipivaloflboldina (4) determinada en los
ensayos de inhibicién de la lipoperoxidacién (microsomas hepdticos) en funcién de su
lipofilia. Al igual que en los ensayos de proteccion de la lisozima, el bloqueo de una de
las funciones fenélicas se traduce en una disminuci6én de la potencia antioxidante. Sin
embargo, y de manera inesperada, el bloqueo de ambos grupos (glaucina y 2,9-0,0°-

dipivaloilboldina) produce un aumento en la potencia antioxidante de estos compuestos.

0.3 4
(1) beldina
) (2) predicentrina
g {3) glaucina @
o] {4) 2,9-0,0"dipivaloilbolding
177]
9 o2
9
E
3
(3]
- 1
0.1+ ( )
@
] @
' T T T T T T T T ;
0.7 0.8 09 1.0 14 1.2

log Krep

Grafico 22: Relaci6n entre la inversa de la concentracidn de semi-inhibicién de la
lipoperoxidacién en funcién del logaritmo de la constante de reparto (Kyp) de boldina y algunos
de sus derivados O-metilados.
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Grafico 23: Relacion entre la inversa de la concentracién de semi-inhibicién de la
lipoperoxidacién en funcién del logaritmo de la constante de reparto (K,.,) de boldina y algunos
de sus derivados O-metilados.

Nuevamente la menor potencia antioxidante de predicentrina con respecto a boldina
puede atribuirse a la formacién de un radical libre que se estabiliza sobre un solo anillo
aromético (formado por sustraccién del dtomo de hidrégeno del hidroxilo en C-2) que la
haria menos reactiva frente a los radicales libres. Se ha descrito que compuestos no
fendlicos como la glaucina o la anonafna pueden también desarrollar actividades
protectoras sobre sistemas que contemplan la inhibicién de procesos radicalarios
(Cassels et al., 1995) a través de la participacién del dtomo de hidrégeno del C-6a. Por
lo mismo no sorprende encontrar similares comportamientos en la proteccién de
microsomas hepiticos debidos a la glaucina o a la 2,9-0,0’-dipivaloflboldina, Sin
embargo la clara mayor potencia de esta Gltima molécula llama la atencién y podria
atribuirse a su mayor capacidad - con respecto a la glaucina - de solubilizarse en las
membranas biolégicas, que es donde se protegeria con mayor efectividad dicho sustrato.

Se puede plantear hipotéticamente que la 2,9-0,0’-dipivaloflboldina podria, una vez
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solubilizada en las membranas, sufrir desacilaciones que conducirian nuevamente a
boldina o a uno o ambos de sus respectivos derivados monosustituidos. La accién de
hidrolasas que podrian conducir a similares derivados puede proponerse, pero sin duda

requiere de la verificacién empirica.

Se sabe que la introduccién de dtomos de halGgenos sobre anillos arométicos como el
del benceno, aumentan la lipofilia (es decir el log K,.,) y se ha demostrado en el presente
trabajo que similar efecto se observa en los derivados halogenados de la boldina. La
mayor lipofilia de estos derivados aumentaria su capacidad de solubilizarse en las
membranas microsomales y por ende de proteger dichas estructuras de una manera mds
eficaz. Este comportamiento es el que se observa en el grifico 20. Los tres derivados
halogenados presentan una mayor potencia antioxidante con respecto a la boldina,
siendo ésta mixima para la 3-bromoboldina. La ausencia de una relacién directa entre el
aumento de la lipofilia y la potencia antioxidante parece reflejar la existencia de otro
factor que interviene en la accidn antioxidante de estas sustancias, como 1a estabilizacién
de los radicales libres derivados de ellas a través de fendmenos electrénicos como el
efecto capto dativo (Hjorth et al., 1993). La presencia de grupos dadores x vecinos o
conjugados con los grupos fenélicos, particularmente el de C-2, produce una
deslocalizacién del espin adicional a la que permite el sistema bifenilo en las aporfinas.
El diagrama siguiente muestra la estabilizacién adicional que produciria el atomo de
halégeno (X) en la estructura aporfinica si el radical libre oxigenado atacara el grupo

hidroxile en C-2, tal como se muestra en el siguiente esquema

Ho-/\
HO
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Las relaciones entre la potencia antioxidante y la lipofilia nos permiten concluir que
clerto tipo de modificaciones operan positivamente en aumentar la capacidad
antioxidante de estos compuestos, aunque esto depende del sistema de evaluacién. Enla
proteccién de lisozima un aumento de la lipofilia més alld de 1,2 aproximadamente, no
produce un aumento de la potencia antioxidante, lo que se podria atribuir a que la accion
antioxidante se ejerce en fase acuosa de manera preferencial. En la inhibicién de Ia
lipoperoxidacién los derivados que presentan una lipofilia mayor a 1 aumentan la

potencia antioxidante independientemente de que posean o no funciones fenélicas.
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5.0 COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

La (S)-boldina, el alcaloide principal de hojas y corteza de boldo (Pewmus boldus
Molina, Monimiaceac), ha sido caracterizado como un antioxidante efectivo en sistemas
abidticos y bidticos que permite prevenir la oxidacién lipidica y la inactivacion de
enzimas. BEsta actividad presumiblemente da cuenta de los efectos hepato- y cito-
protectores que han sido demostrados para este alcaloide y que pueden relacionarse con
sus actividades antipiréticas y antiinflamarorias asociadas a la inhibicién de la
ciclooxigenasa y a su efecto protector en modelos experimentales de colitis. Sin
embargo se ha demostrado que la boldina, una vez ingerida por via oral, tiene una vida
plasmitica media corta (aproximadamente 15 minutos) y que es répidamente
glucoronidada en el higado. Estas propiedades pueden explicar su relativamente corta
vida media sistémica, y ciertamente limitan su potencial utilizacién terapéutica. Desde
este punto de vista, pareci6 interesante modificar la estructura de la boldina con el
objeto de obtener derivados con farmacocinéticas mds favorables, los cuales pudieran

mantener o mejorar algunas de sus actividades farmacolégicas.

El propésito general de la presente tesis fue estudiar relaciones estructura-actividad
antioxidante de la boldina y algunos de sus derivados, teniendo como eje central de
trabajo la modificacién selectiva de las funciones fendlicas, amino y de la estructura
aromitica del alcaloide (este iltimo objetivo introducido durante el desarrollo del

trabajo), con ¢l concomitante cambio en la lipofilia de los derivados de la boldina.

El desarrollo del trabajo permite contar con los procedimientos de obtencién y
caracterizacién de una cantidad apreciable de sustancias derivadas de boldina, las cuales
conforman series que son representativas de ciertas clases de compuestos tales como:
ésteres, éteres y sus respectivas sales de amonio cuaternarias, halogenoderivados y un
par de productos de oxidacién del alcaloide. En adicidn se logrd purificar y transformar
en un par de derivados el alcaloide pukateina, el cual también fue estudiado en torno a
sus propiedades antioxidantes y monoaminérgicas (estos tltimos resultados no incluidos

en esta tesis). Un segundo logrd fue la caracterizacién de un par de productos de la
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oxidacién controlada de la boldina, bajo condiciones experimentales similares a las
efectuadas en la evaluacién antioxidante. Este objetivo se ampli6, estudiando también
la oxidacién del alcaloide bajo condiciones “quimicas” (oxidacién con yodo, cloruro

merciirico y O3).

Considerando los compuestos preparados en la primera etapa, se evalud la hipdtesis que
Ias diferentes modificaciones estructurales de la boldina permitirfan en algunos casos
una mis adecuada distribucién entre medios hidrofilicos y lo que se traduciria en un
aurnento o mantencién de la actividad antioxidante de dichos derivados con respecto a

la base precursora.

Los resultados obtenidos en la parte farmacolégica indican que la mayor parte de las
sustancias preparadas desarrollan actividad antioxidante en los diferentes modelos,
particularmente en modelos de membranas, y en algunos casos con mayor potencia que
aquella determinada para sustancias que normalmente son utilizadas con estos fines en

la conservaci6n de alimentos o productes farmacéuticos, o con fines terapéuticos.

Estas acciones antioxidantes de las aporfinas derivadas de boldina, pueden explicarse en
principio considerando que este alcaloide presenta dos grupos fenélicos, cada uno con
dos grupos voluminosos (metoxilos) dadores de electrones en posiciones orto y para, lo
que permite proponer que un radical formado por sustraccion de un dtomo de hidrégeno
fendlico (por especies radicalarias como el radical hidroxilo), deberd ser estabilizado
(cinética y termodinamicamente) por deslocalizacién del espin electrénico en los anillos
arométicos de la boldina. Estas caracteristicas estructurales dan cuenta de la mayoria de
los resultados en los sistemas que se utilizaron para medir la actividad antioxidante de
nuestros compuestos. Por otra parte, los derivados no fendlicos de la boldina, como la
glaucina, la diacetilboldina y la dipivaloilboldina no son antioxidantes eficaces en los
ensayos de decoloracién de soluciones de ABTS y en ¢l modelo de proteccién
enzimdtica (lisozima) en presencia de radicales libres provenientes del AAP. Sin
embargo, en la inhibicién de la oxidacién lipidica (donde los radicales utilizados fueron

hidroxilos), los compuestos no fendlicos (glaucina y 2,9-0,0’-dipivaloilboldina)
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muestran una actividad comparable a aquella determinada para la boldina, y ya que
estos compuestos carecen de grupos fendlicos libres, se atribuyé su actividad
antioxidante a la participacién del hidrégeno bencilico en C-6a (Cassels ef al., 1995).
Adiciondlmente, la actividad protectora de membranas hepiticas se encontraria
relacionada con la lipofilia aumentada que presentan estos compuestos, aunque no se
puede excluir la posibilidad de que en este modelo se produzca una activacién
metabélica de los derivados no fenélicos de boldina. El concepto de mayor lipofilia es
también vilido para los derivados halogenados de la boldina (fenélicos), donde la
presencia de dtomos de halégeno incrementa este pardmetro fisicoquimico y se traduce
en mayores potencias como inhibidores del proceso lipoperoxidativo. El conjunto de
nuestros resultados muestra que la mayor parte de estas moléculas pueden actuar como
efectivos antioxidantes en diferentes modelos, siendo el modelo de proteccién de
membranas el que permite relacionar de mejor manera la accién antioxidante y la

lipofilia de algunos compuestos.

Las modificaciones estructurales sobre este alcaloide hacen variar su lipofilia en
relacién a la de la boldina. Esta propiedad es un pardmetro importante para firmacos
que podrian eventualmente atravesar la barrera hematoencefilica (o no hacerlo como en
el caso de los derivados de amonio cuaternario de boldina o de algunos de sus derivados
O-metilados). Por otra parte, se puede prever que la modificacién de las funciones
fenélicas y/o 1a presencia de dtomos de haldgeno producirdn cambios importantes en la
biodisponibilidad de ciertos derivados (absorcién més eficaz, menor velocidad de

bioinactivacién por los sistemas enziméticos del organismo, excrecidn reducida, etc.)

Todos los puntos expresados en el parrafo anterior deberdn ser estudiados si se
considera Ia aplicacién potencial de estas sustancias como herramientas farmacoldgicas
o terapéuticas, informacién que dard sin duda, la base para el disefio de nuevas
sustancias derivadas de boldina y que constituyen la materia de potenciales futuros

trabajos a realizar,
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