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RESUMEN

El*.fomacta-1(15),4,8-trieno es un diterpeno precursor de las fomactinas,
compuestos bioactivos con actividad antagonista del factor activador de plaquetas
(PAF), relevantes en el tratamiento de enfermedades inflamatorias Yy
cardiovasculares. Debido a la complejidad estructural y propiedades fisicoquimicas
del fomactatrieno, su purificacion representa un desafio técnico. En este estudio se
evalud la eficiencia del gel de silice impregnado con nitrato de plata (AgNO3, 10 %
p/p) para mejorar la separaciéon cromatogréafica del compuesto, obtenido mediante
reaccién catalizada con trifluoruro de boro (BF3) en diclorometano. El gel modificado
mostré una mejora del 35% en la resolucién cromatografica y una reduccién en el
tiempo de elucion comparado con el gel convencional, usando hexano como eluyente.
Ademas, las fracciones purificadas presentaron espectros de resonancia magnética
nuclear (RMN) mas definidos, facilitando su caracterizacion estructural. Estas mejoras
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se atribuyen a la interaccion reversible entre los iones plata y los enlaces 1 de los
compuestos insaturados. Aunque la técnica ha sido reportada anteriormente, su
aplicacion especifica en diterpenoides como el fomacta-1(15),4,8-trieno es novedosa

y aporta una %?H%eegjﬁaﬁ’m%C%SFSB{%QH%@G para la purificacion de metabolitos
naturales con potencial farmacologico,

s://doi.org/10.15741/revbid12.e.1868

PALABRAS CLAVE:
Fomacta-1(15),4,8-trieno, compuestos bioactivos, Purificacion, Nitrato de plata.
ABSTRACT

Phomacta-1(15),4,8-triene is a diterpene precursor of phomactins, bioactive
compounds with antagonist activity against platelet-activating factor (PAE), which are
relevant in the treatment of inflammatory and cardiovasculardiseases. Due to the
structural complexity and physicochemical properties of phomactatriene, its
purification poses a significant technical challenge. In this study, the efficiency of silver
nitrate-impregnated silica gel (AgNO3, 10 % w/w) was evaluated for enhancing the
chromatographic separation of a compound obtained through a‘reaction catalyzed by
boron trifluoride (BF3;) in dichloromethane. Thesmadified gel showed a 35%
improvement in chromatographic resolution and‘a reduced elution time compared to
conventional silica gel, using hexane as the4mnobile phase. Furthermore, the purified
fractions exhibited better-defined nuclear magnetic resonance (NMR) spectra,
facilitating structural characterization. JThese improvements are attributed to the
reversible interaction between silver ions and the 1T-bonds of unsaturated compounds.
Although the technique has been previously reported, its specific application to
diterpenoids such as phomacta-1(15),4,8-triene is novel and offers an effective and
reproducible strategy for thegpurification of natural metabolites with pharmacological
potential.

KEY WORDS
Phomacta-1(25),4,8-triene; bioactive compounds; Purification; Silver Nitrate.

Introduccion

La_produccion de diterpenos, especialmente aquellos relacionados con la serie
fomacta-1(15)y4,8-trieno, como los verticilenos (Palframan & Pattenden, 2018)
aislados de*Bursera kerberi y Bursera suntui (Hernandez-Hernandez et al., 2005), ha
despertado un creciente interés en la comunidad cientifica debido a su papel
fundamental como precursores en la biosintesis de moléculas bioactivas de gran
relevancia farmacol6gica, como las fomactinas, conocidas principalmente por su
actividad antagonista del factor activador de plaquetas (PAF). Este mecanismo
bioldgico les otorga un potencial terapéutico importante en el tratamiento de trastornos
inflamatorios y enfermedades cardiovasculares, condiciones en las que la inhibicién
de la agregacion plaquetaria juega un papel crucial (Goldring & Pattenden, 2006;
Kuroda et al., 2018; Del Rio-Chéavez et al., 2019; Zhang et al., 2023). La relevancia
de estos compuestos se ha incrementado en los Ultimos afios, dado el aumento en la
prevalencia de enfermedades inflamatorias crénicas y cardiovasculares a nivel global
(Roth, Mensah, & Fuster, 2020).
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Sin embargo, la obtencién de fomacta-1(15),4,8-trieno y su posterior purificacion
representan un desafio técnico considerable debido a su complejidad estructural y
propiedades fisicoquimicas, como su alta volatilidad, que dificultan tanto su

aislamiento Com&/ﬁEviS%%ﬁ‘&é‘%ﬂgég_ig’ﬁ-_eES_WXdiOS recientes han indicado que este
compuesto puede ser producido a traves de la transformacion de verticiloles
epiméricos utilizando reactivos especificos, como el complejo dietil éter:BF;, una
estrategia que subraya la importancia del cation verticillen-12-il como intermediario
clave, no solo en la sintesis de los fomactanos, sino también en la ruta biosintética de
los taxanos (Del Rio-Chavez et al., 2019; Zhang et al., 2023; Tokiwano et al., 2004;

Chow et al., 2007).

Ademas, el empleo de técnicas avanzadas de purificacién, como la gfomatografia
en gel de silice impregnado con nitrato de plata, ha demostrado sereficaz para
mejorar tanto la pureza como el rendimiento de los extractos, lo cuales.esencial para
obtener compuestos de alta calidad necesarios en aplicaciones ‘farmacolégicas
(Zhang et al., 2018; Li et al.,, 1995; Williams & Mander, 200% Nil et al., 2024;
Hammerschick & Vetter, 2023; Tsujikawa et al., 2022; TryonfTdsson'et al., 2023). Este
tipo de purificacion se fundamenta en la capacidad del ian plata (Ag*) para formar
complejos reversibles con enlaces 1, lo que pérmite™wuna mejor resolucion
cromatografica de compuestos insaturados, comoses els€aso del fomactatrieno. La
afinidad selectiva del Ag* con sistemas olefinices ha side aprovechada previamente
para purificar esteroides, triterpenos y otro§ compuestos de origen natural con
estructuras similares (Li et al., 1995; \Williams &vMander, 2001). Aungque esta
estrategia ha sido reportada desde la dégada de las noventa, su aplicacion especifica
en la purificacion de diterpenoides_comeo el fomacta-1(15),4,8-trieno no ha sido
previamente documentada, representandesuna contribucion novedosa en este
contexto quimico especifico.

En paralelo, investigaciones recientes en biologia sintética han destacado el
potencial de los microorganismos modificados genéticamente, como Aspergillus
nidulans y otros organismos _biotecnologicos, para la produccion sostenible de
diterpenoides complejosyineluidos los precursores de fomacta-1(15),4,8-trieno. Estos
enfoques incluyen la,optimizacion de rutas metabdlicas a través de herramientas de
disefio genético y el Us6 de catalizadores enzimaticos, lo que permite una mayor
eficiencia y €ontrol en la produccion de estos compuestos bioactivos (Drugkar et al.,
2021). La bioloegia“sintética ha abierto nuevas perspectivas (Yin & Dickschat, 2022;
Drugkar etal,, 2021) para la produccién escalable de diterpenos, lo que podria facilitar
la transicion hacia métodos mas sostenibles y economicos para la obtencion de estas
moléculas:

A pesar de los avances en la produccion y purificacion de diterpenos, persisten
limitaciones significativas en términos de escalabilidad y reproducibilidad de los
métodos de purificacion necesarios para obtener productos de alta pureza, que son
esenciales para las pruebas de bioactividad detalladas. Estas dificultades resaltan la
necesidad de desarrollar protocolos més eficientes y sostenibles que no solo mejoren
los rendimientos, sino que también minimicen el impacto ambiental asociado con los
procesos quimicos tradicionales. El desarrollo de tecnologias mas limpias y
sostenibles es fundamental para garantizar que la produccion a gran escala de
diterpenoides bioactivos sea viable tanto econémica como ecolégicamente.
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El objetivo principal de este estudio es optimizar los procesos de purificacion de

fomacta-1(15),4,8;!ie0Q:anBelNaNdR - SH, RYreza mediante una estrategia poco

explorada para este fipg de compuesto; el uso de gel de silice impregnado con nitrato
de plata. Este trabajo se enmarca en los esfuerzos por integrar enfoques sostenibles

y econOmicamente viables para la produccion a gran escala de diterpenoides
bioactivos, lo cual es clave para su eventual aplicacion terapéutica en el tratamiento
de diversas enfermedades inflamatorias y cardiovasculares.

Material y Métodos

Se utilizé fomacta-1(15),4,8-trieno como compuesto objetivo, obtenido a partir de
verticilol o 12-epi-verticilol mediante una reaccion catalizada con trifluortko de boro
(BF3) en diclorometano como disolvente. Esta reaccién genera‘wun “earbocatiéon
verticillen-12-il que experimenta una reordenacion tipo Wagher—Meerwein, dando
lugar a una mezcla de productos insaturados (Del Rio-Chawez et al,, 2019; Chow et
al., 2007).

Para la purificacion se emplearon dos métodos comparativos: uno utilizando gel
de silice convencional (Silica Gel 60, Merck, 280—-400 malla), y otro utilizando el
mismo tipo de gel de silice, pero previamentesimpregnado con nitrato de plata al 10
% p/p (AgNOs). La impregnacion fue realizada de forma controlada, segun un
procedimiento detallado méas adelante. La‘Comparacion entre ambas técnicas permitié
evaluar la eficacia del sistema modificado en la separacion selectiva de compuestos
insaturados. La eleccion del 10 % _de AgNOg'se baso en reportes previos que han
demostrado su efectividad (Morita et @&l 983; Li et al., 1995; Williams & Mander,
2001) para mejorar la resolucion en la separacion de compuestos estructuralmente
complejos como esteroides, terpenos y triterpenos (Li et al., 1995; Williams & Mander,
2001).

Los disolventes utilizados fueron de grado analitico: diclorometano para la reaccion
guimica, hexano como fase movil para la cromatografia en columna, metanol para
limpieza del materialwde vidrio, y acetonitrilo anhidro como disolvente para la
impregnacion del gel de silice. Los reactivos y estadndares quimicos fueron adquiridos
de proveedores certificados (Sigma-Aldrich), con purezas superiores al 98 %.

Preparacién delhmaterial cromatografico

La impregnacion del gel de silice se realiz6 disolviendo 10 g de nitrato de plata
(AgNO3) en 100 mL de acetonitrilo anhidro, seguido de la adicién de 100 g de gel de
silice con agitacion constante durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, el disolvente se elimind mediante rotavaporacion a 60 °C hasta
obtener un sélido libre de humedad visible. El material se secé en estufa a 60 °C
durante 12 horas y fue almacenado en frascos &mbar para prevenir la fotodegradacion
del ion Ag* (Williams & Mander, 2001).
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Procedimiento experimental
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El residuo crudo @btenida.tras.da.rgaccion del verticilol con BF; en diclorometano
fue concentrado al vacio y dividido en dos porciones. Cada porcién se aplicé
directamente sobre una columna cromatogréfica: una empacada con gel de silice
convencional y la otra con gel de silice impregnado con nitrato de plata. La elucién se
llevé a cabo utilizando Unicamente hexano como fase movil. Las fracciones se
recolectaron de acuerdo con sus tiempos de elucion y se monitorearon mediante
cromatografia en capa fina (TLC) bajo luz ultravioleta a 254 y 365 nm.

Caracterizacion de los compuestos

Las fracciones recolectadas se concentraron bajo presion reducida'’y se analizaron
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear, (NMR) en un
espectrometro Bruker Avance Ill de 300 MHz en CDClI; y viSualizado en MestReNova.
Se obtuvieron espectros de 'H y 3C- NMR para cada fraccion, los cuales fueron
comparados con datos de referencia reportados previamente para el fomacta-
1(15),4,8-trieno. La pureza del compuesto fue evaluada con base en la claridad de las
sefiales, asi como la ausencia de interfereficias.en’ las regiones alifaticas e
insaturadas del espectro.

Resultados y Discusion

La purificacion del fomacta-1(15),4,8-trieno mediante gel de silice impregnado con
nitrato de plata (AgNOs) resulto ser una estrategia eficiente para mejorar la calidad
del compuesto obtenido, especialmente en términos de resolucién cromatogréfica y
pureza estructural. En cemparaeién con el método convencional, esta técnica permitio
una separacion mas precisagde las fracciones, reduciendo significativamente las
interferencias cromatograficas que comunmente dificultan la caracterizacion de
productos insatarados:

En lossandlisisseomparativos, el uso de gel de silice impregnado con AgNO;
incrementé,aproximadamente en un 35 % la resolucion cromatografica, evidenciando
su capacidad, para discriminar entre compuestos con estructuras similares. Este
incremento.en la resolucion se atribuye a la formacion de complejos reversibles entre
les iones Ag* y los enlaces 11 presentes en los compuestos insaturados, lo que genera
una retencion diferencial mas selectiva en la columna (Tong-Shuang et al., 1995;
Williams & Mander, 2001). Este fenémeno ha sido previamente documentado en la
separacion de metabolitos estructuralmente complejos, como esteroides, terpenos y
triterpenos (Li et al., 1995), y ha sido recientemente optimizado mediante fases
funcionalizadas como Ag-DMT (silver-I-dimercaptotriazine), que han mostrado una
mayor selectividad y capacidad de retencion para compuestos insaturados (Liao et
al., 2021).
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Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR), obtenidos mediante
espectroscopia ge. i ys 6 Ri3A0-MEHz, snostraron una reduccion notable de sefales
interferentes en lag, fracciones purificadas con AgNOs, lo que permiti6 una
interpretacion estructural mas clara del fomacta-1(15),4,8-trieno. En particular, la
disminucion de sefiales alifaticas no deseadas facilito la identificacion de los protones
del sistema trienilo, clave para confirmar la estructura del compuesto. En el espectro
del extracto crudo (Figura 1), se observé una gran densidad de sefales superpuestas,
tanto en la region alifatica (6H 0.8—2.5 ppm) como en la olefinica (6H 5.0-6.5 ppm)ylo
gue dificulté la asignacion precisa de los protones vinylicos. El espectro obtenido tras
la purificacion con gel de silice convencional (Figura 2) mostro una ligefa mejorasen
la limpieza de las sefiales, pero aun persistian interferencias que obstaculizaban la
identificacion completa.

5.0 45 4.0 35 20 15 1.0

f1 (ppm)

Figura 1. Espectro de NMR del crudo de reaccion de verticiol con BFz. Elaboracion
propia, espectro registrado en CDCl; y visualizado en MestReNova.
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Figura 2. Espectro de NMR del fomacta-1(15)¢#,8-trienaytras purificacion con silica
gel convencional. Elaboracion propia, espectro registrado en CDCI; y visualizado en
MestReNova.

En contraste con los métodos convencionales, el espectro obtenido después de la
purificacién con gel de silice dmpregnado con AgNO; (Figura 3) mostré una mejora
significativa. Las sefales vinilicas(6H 5.4—6.2 ppm) presentaron mayor intensidad y
resoluciéon, mientras que las, correspondientes a la region alifatica disminuyeron
notablemente. Adicionalmente, en el espectro de 3C- NMR se observaron sefiales
mas nitidas en la regiomdecarbonos olefinicos (6C 120-140 ppm), consistentes con
la estructura del fomactatrieno y en concordancia con datos reportados previamente
(Del Rio-Chaveéz et al.;%2019). Este comportamiento concuerda con modelos teéricos
validados parascomplejos de plata(l) con enlaces T, los cuales demuestran alta
afinidad y‘orientacién especifica hacia dobles enlaces conjugados (Damyanova et al.,
2002).

Las'Figuras 1 a 3 ilustran comparativamente los espectros de NMR del residuo
crudo, el material purificado con gel de silice convencional y el obtenido con gel de
silice/AgNO;. Se evidencia una mejora clara en la definicion y simplicidad espectral
tras la purificacion con el sistema modificado, lo que confirma la eficacia del método.
Ademas de la mejora en la resolucion, el uso de AgNO; redujo el tiempo de elucién
en aproximadamente un 20%, optimizando el proceso de separacion. Esta reduccion
puede atribuirse a la retencion diferencial inducida por la interaccion Ag*-doble
enlace, que favorece una elucibn mas rapida de compuestos saturados no
complejados. Esta disminucion en el tiempo de cromatografia puede atribuirse a la
retencion diferencial inducida por la interaccion entre el ion Ag* y los dobles enlaces
de los compuestos insaturados, permitiendo una salida mas temprana de compuestos
saturados y no complejados. Estudios recientes han demostrado que esta
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optimizacion también implica una disminucion significativa en el consumo de
solventes orgénicos, aumentando la sostenibilidad del proceso (Daramwar &
Suryavanshi, 2012).
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Figura 3. Espectro de NMR del fomacta-1(15),4,8-trieno tras purificacion con silica
gel impregnada con AgNOs. Elaboracién‘propia,€spectro registrado en CDCl; y visualizado
en MestReNova.

Cabe sefialar que, siwbien la“impregnacion con AgNO; no constituye una técnica
novedosa en si mismajsuhaplicacion especifica en la purificacién de diterpenos tipo
fomacta no ha sido'ampliamente reportada. En este contexto, este trabajo demuestra
la pertinencia dé esta estrategia en sistemas naturales especificos donde se requiere
alta resolucion;,coma en mezclas complejas de productos biosintéticos que incluyen
precursores de fomactinas. Dada su efectividad, esta técnica puede extenderse a la
purificacion, de “otros compuestos insaturados (Zhang et al., 2015; Daramwar &
Surydavanshi2012) de origen natural, ampliando su aplicabilidad dentro de la quimica
de ‘productos naturales y farmacéuticos.

Conclusiones

La purificacién de fomacta-1(15),4,8-trieno mediante gel de silice impregnado con
nitrato de plata (AgNO;) constituye una estrategia robusta en quimica organica y
farmacéutica, superando limitaciones de métodos cromatograficos convencionales.
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Este método permitié obtener el compuesto con pureza significativamente mayor,
acompafiada de espectros de NMR de alta resolucion que facilitaron su
caracterizacién estructural precisa.

http://revistabiociencias.uan.edu.mx

La efectividad de| nifrata de plata. sg basa en su capacidad para formar complejos
reversibles con enlaces m de compuestos insaturados, favoreciendo la separacion

selectiva de estos frente a sus analogos saturados o estructuralmente similares. Esta
técnica ha demostrado utilidad en la separacion de metabolitos naturales de interés
farmacoldgico, incluyendo esteroides, triterpenos, alcaloides y diversos terpenoides,
en los cuales las diferencias sutiles en el grado de insaturacion o en la estereoquimica
son criticas para su bioactividad.

El presente trabajo valida el uso de gel de silice impregnado con AQN®; como una
herramienta eficaz para la purificacibn de compuestos insaturados, ‘destacando su
aplicacion en el fomacta-1(15),4,8-trieno como caso de estudio. k0s resultados
obtenidos respaldan su potencial extensién a otros diterpenoides hioactivos con
sistemas conjugados analogos, ampliando asi su utilidad en eh campo de los
productos naturales.

Esta metodologia contribuye al disefio de gestrategias de purificacion mas
especificas, sostenibles y reproducibles, fundaméntales para avanzar en el desarrollo
de farmacos derivados de productos naturales.
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